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RESUMO

Os objetivos do presente estudo foram avaliar a influéncia do pH, tempo e temperatura sobre
a estabilidade do derivado fumonisina B;-orto-ftaldialdeido, desenvolver e validar um método
analitico para a determinacdo de fumonisina B; em arroz, como também avaliar a ocorréncia
de fumonisina B; em amostras de arroz polido, parboilizado polido, integral e parboilizado
integral comercialiazdas no municipio de Araraquara, SP. Na otimizacdo das condicbes
cromatogréficas, verificou-se que os parametros experimentais pH, tempo e temperatura
influenciaram significativamente na estabilidade do derivado fumonisina B;j-orto-
ftaldialdeido. A partir de plangamento fatorial — delineamentos de Plackett & Burman e
Composto Central Rotacional, e com referéncia no procedimento QUEChERS, foi possivel
deselvolver um método analitico para a determinacdo de fumonisina B; em arroz. Um método
de fécil execucdo, economicamente viavel, rapido e com menor geracdo de residuos
organicos. Os parametros de desempenho do método analitico indicaram seletividade para a
micotoxina fumonisina B, linearidade, efeito de matriz significativo, exatidao e preciso,
com limite de deteccio de 50 pg.kg” e limite de quantificacdo de 100 pg.kg*. O método
apresentou porcentagens de recuperacdo de 100,48, 104,97, 87,60 e 91,76% para 0 arroz
polido, parboilizado polido, integra e parboilizado integral, respectivamente. Verificou-se
contaminagdo por fumonisina B; em aproximadamente 12% do total de 51 amostras
andlisadas. Das 20 amostras de arroz polido, apenas uma apresentou contaminagao por
fumonisina By, com nivel de 258,69 pg.kg™. Verificou-se que das 10 amostras de arroz
parboilizado polido analisadas, duas apresentaram contaminagdo por fumonisina B;, com
niveis entre 109,36 e 162,99 pg.kg?, o que representou uma contaminacdo em 20% das
amostras de arroz parboilizado polido analisadas. Detectou-se a presenga de fumonisina B;
em apenas uma amostra de arroz integral e uma de parbolilizado integral, cujos niveis
quantificados foram de 111,24 e 110,63 pg.kg?, respectivamente. Os resultados indicaram
uma baixa contaminacdo do arroz por fumonisina B; e a necessidade de mais estudos sobre a
ocorréncia desta micotoxina em arroz, a fim de corroborarem sobre a incidéncia da

micotoxinano arroz brasileiro.

Palavras-chave: Arroz; Fumonisina B;; Validacdo Intralaboratorial; CLAE, Plangamento
fatorial.



ABSTRACT

Theaims of the study were to evaluate the influenc of pH, time and temperature on stability
of the fumonisin Bj-ortho-phthaldialdehyde derivative, develop and validate a analytical
method for determination of the fumonisinB; inrice as aso evaluate the occurrence
of fumonisin By in polished, polished parboiled, whole and whole parboiled rice samples,
marketed in  Araraguara, SP. In chromatographic ~ conditions  optimizing, observed
that experimental parameters pH, time and temperature significantly influenced on stability of
the fumonisin B;-ortho-phthaldialdehyde derivative. From Palckett & Burman and Rotational
Central Composite  designs was obtained an analythical method for determination  of
fumonisin By in rice. An easy, cheap and fast method, with less generation of organic
residuals. The performance parametersof the analytical method showed selectivity for the
mycotoxin fumonisin By, linearity, significant matrix effect, accuracy and precision, with
detection limit of 50ug.kg* and limit of quantification of 100pg.kg™. The method recovery
was 100.48, 104.97, 87.60 and 91.76% for polished, polished parboiled, whole and whole
parboiled rice samples, respectively. The contamination by fumonisin B; was observed in
approximately 12% of 51 samples analyzed. Contamination by fumonisin B; was observed in
approximately 12% of 5lsamples analyzed. Only onepolished rice sample
showed contamination by fumonisin B; whose level was of 258.69ug.kg . Among the total of
polished parboiled rice samples analyzed, two samples were contaminated by fumonisin B,
with levels between 109.36 and 162.99ug.kg™, indicanting a contamination by fumonisin B;
in 20% of polished parboiled ricesamples anayzed. Thefumonisin B; was detected
inonewhole rice sample, whose level was111.24pgkg™®. Onlyin asample of whole
parboiled rice was quantified fumonisin By, whoselevel wasof 110.63ugkg’.  The
resultsindicated a low contamination of rice by fumonisina Bi, and the necessity of more
studies on the occurrence of the fumonisin Bjin the riceto confirmthe incidence

of mycotoxin in Brazilian rice.

Keywords. Rice; Fumonisin By; In-houseValidation; HPLC; Factorial design.
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INTRODUCAO

O arroz € um cereal que faz parte do habito alimentar brasileiro, 0 que se confirma
pela aguisicdo domiciliar de arroz polido superior a 14 kg/habitante/ano. O Brasil se destaca
na producdo de arroz, estando entre os dez maiores produtores mundiais. A regido Sul do
Brasil é aresponsavel pelamaior producdo do cereal no pais e o cultivo € feito principa mente
sob a forma irrigada, condicdo que propicia a umidade necess&ria para a contaminagao
fangica e, aém disso, o cereal é rico em carboidratos, substrato favoravel ao desenvolvimento
destes micro-organismos.

Quando os gréos de cereais sdo colonizados por fungos tem-se o risco da
contaminacg&o por micotoxinas, que sdo metabodlitos secundarios formados em condigdes de
estresse, desbalanco nutricional e em condigdes ambientais favoravels, e que sdo capazes de
causar alteragbes toxicas, mutagénicas, teratogénicas ou carcinogénicas em animais e
humanos. Os géneros fungicos mais frequentemente associados a producéo de micotoxinas
em cereais sdo Aspergillus, Fusarium e Penicillium. Ainda que o fungo sga inativado ou
retirado durante 0 processamento e ndo venha estar presente no produto manufaturado, as
toxinas podem permanecer viaveis, pois sao dificilmente destruidas.

As fumonisinas sG0 um grupo de micotoxinas produzidas principalmente pelas
espécies fungicas Fusarium verticillioides e Fusarium proliferatum. Foram isoladas pela
primeira vez e sua estrutura quimica reportada, em 1988. Das fumonisinas detectadas, FB;,
FB, e FB3 s80 as mais frequentemente encontradas nos alimentos, sendo que a fumonisina B;
representa aproximadamente 70% da contaminagdo total das fumonisinas detectadas, e
também considerada a mais toxica

As fumonisinas estdo agrupadas no grupo 2B, como sendo possivelmente
carcinogénicas aos seres humanos, segundo a International Agency for Research on Cancer
(IARC). Quanto a suatoxicidade, em animais, as fumonisinas causam |leucoencefalomalécia,
edema pulmonar, cancer hepético e hemorragia cerebral em equinos, suinos, ratos e coelhos,
respectivamente. E no homem, as fumonisinas estariam associadas a incidéncia de cancer
esofagico e defeitos no tubo neural.

O mecanismo de a¢éo das fumonisinas ndo esta claramente elucidado, mas sabe-se que
a FB; intervém na biossintese dos esfingolipidios, em funcdo de sua similaridade estrutural
com esfingosina e esfinganing, que sd compostos intermedidarios na sintese dos

esfingolipideos.
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Frente a toxicidade das fumonisinas, muitos sdo os estudos sobre a avaliacdo da
ocorréncia de fumonisina B; em diferentes alimentos, principamente no milho e seus
produtos. No Brasil, diversos trabalhos tém reportado a contaminagéo frequente e elevada por
fumonisina B; dos grédos de milho e seus derivados, produzidos e comercializados em
diferentes Estados do pais.

O principal método analitico empregado na detecgdo e quantificagdo de fumonisina B,
€ 0 adotado pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC) e International Union
of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), o qual emprega derivatizacdo pré-coluna com o
reagente orto-ftaldialdeido e a técnica de cromatografia liquida de ata eficidncia com
deteccdo de fluorescéncia.

Com relagdo a ocorréncia de micotoxinas no arroz, estudos conduzidos no Brasil tém
reportado a contaminagdo do cereal principamente por aflatoxinas, deoxinivalenol,
citreoviridina, ocratoxina e zearalenona. Quanto a micobiota, os géneros fungicos Aspergillus,
Penicillium e Fusarium sdo os mais frequentemente isolados no arroz nacional .

O Joint FAO/MWHO Expert Committee on Food Additives (JECFA), em 2001,
estabeleceu uma ingestdo diédria tolerdvel méxima provisoria para fumonisinas B, B,, Bs,
sozinhas ou combinadas, de 2 ug por kg de peso corpéreo, a partir de estudos de toxicidade
renal em roedores, considerando um NOEL (No-Observed-Effect Level) de 0,2 mg.kg™ de
peso corpdreo por dia e fator de seguranca de 100.

Recentemente no Brasil foi aprovada a Resolugéo n® 7 de Fevereiro de 2011, da
Agéncia Naciona de Vigilancia Sanitaria, que dispde sobre os limites maximos tolerados para
micotoxinas em alimentos, onde se estabeleceu o limite maximo do somatdrio de fumonisinas
B, e B, de 2000 pg.kg* para milho de pipoca e de 200 pg.kg™ para aimentos a base de milho
destinados a alimentagdo infantil.

O fato de o arroz ser um alimento quase que diario pela maioria da populagdo
brasileira torna-se importante o conhecimento da incidéncia e os niveis de contaminacdo do
cereal por fumonisina B;.

Para a avaliacdo de possiveis riscos a salide publica brasileira, em funcdo da exposi¢éo
as micotoxinas a partir de um consumo quase que diario de arroz, e possivel tomada de
medidas efetivas, como o estabelecimento de limites maximos de micotoxinas no arroz,
estudos sobre a ocorréncia de fumonisina By no arroz consumido e produzido no Brasil séo

fundamentais, no sentido de garantir a seguranca alimentar da popul acéo.
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OBJETIVOS

Avadliar ainfluéncia dos parametros pH, tempo e temperatura sobre a estabilidade do
derivado fumonisina B;-orto-ftaldialdeido;

Estabelecer as condigdes cromatograficas para a separacdo, deteccdo e quantificagdo
de fumonisina B; em arroz empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia com

deteccdo de fluorescéncia;

Desenvolver um método analitico para a determinacdo de fumonisina B; em arroz por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo de fluorescéncia, empregando

plangjamento fatorial associado a andlise de superficie de resposta;

Avadliar os parametros de desempenho do método analitico para a determinacéo de
fumonisina B, em arroz — seletividade, linearidade, efeito de matriz, limites de detcgéo
e quantificacdo, exatidao, precisdo e robustez, através de validacdo intralaboratorial;

Avaliar a ocorréncia de fumonisina B; em amostras de arroz dos subgrupos polido,
parboilizado polido, integral e parboilizado integral, comercializadas no municipio de

Araraquara, SP.
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CAPITULO | —REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. ARROZ

1.1. Caracteristicas Gerais

O arroz (Oryza sativa, L.) originou-se no sudeste da Asia, sendo provavelmente o
principal alimento e a primeira planta cultivada neste continente. Os relatos mais antigos
sobre 0 arroz encontram-se na literatura chinesa, ha cerca de 5.000 anos, e foram os espanhdis
0s responsaveis pela disseminacdo do cereal nas Américas. Alguns historiadores apontam o
Brasil como o primeiro pais a cultivar o cereal no continente americano. Em 1587, lavouras
arrozeiras ja ocupavam terras na Bahia e em 1745 no Maranh&o. No Rio de Janeiro, em 1766,
foi instalada a primeira descascadora de arroz do Brasil. A prética da orizicultura de forma
organizada e racional no pais aconteceu em meados do seculo XV 111 (BRASIL, 2006).

O Brasil € um dos poucos paises ndo asiéticos no qual o arroz € cultivado e utilizado
como género béasico do consumo alimentar, estando entre os dez maiores produtores mundiais
do cereal (FAO, 2011).

A producédo de arroz no Brasil, estimada para a safra 2010/11, foi de 12 milhdes e 628
mil toneladas, ou sgja, um aumento de 8,3% em relacdo a safra 2009/10, segundo dados da
Companhia Nacional Abastecimento (CONAB) (BRASIL, 2011a). A producdo nacional de
arroz concentra-se na regido Sul, sendo esta a responsével por aproximadamente 75% da
producdo nacional, estimada para a safra 2010/11 (BRASIL, 2011a), sendo o cultivo
principalmente sob aformairrigada, empregando os sistemas — convencional, cultivo minimo,
plantio direto, pré-germinado, mix e transplante de mudas, os quais se diferenciam quanto a
forma de preparo do solo, aos métodos de semeadura e ao manejo inicia da agua (BRASIL,
2006).

O Estado do Rio Grande do Sul € o maior produtor de arroz do Brasil, segundo dados
estimados pela CONAB, na safra 2010/11 foram cultivados aproximadamente 1 milhéo e 148
mil hectares, gerando 8 milhdes e 213 mil toneladas de arroz, o que representou 65% da
producédo nacional (BRASIL, 2011a).

No Brasil, a Instrucdo Normativa n°. 6 de Fevereiro de 2009 classifica o arroz (Oryza
sativa L.) em dois grupos segundo a sua forma de apresentacdo, arroz em casca e arroz
beneficiado (BRASIL, 2009).

O arroz em casca € o0 produto com um percentual maximo admitido de 13% de

umidade e 2% de matérias estranhas e impurezas, e ordenado nos subgrupos — natural, 0
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produto que, antes do beneficiamento, ndo passa por qualquer preparo industrial ou processo
tecnologico, e parboilizado, o produto que foi submetido ao processo hidrotérmico de
parboilizacdo, no qual o arroz em casca é imerso em agua potavel, a uma temperatura acima
de 58°C, seguido de gelatinizacdo parcial ou total do amido e secagem (BRASIL, 2009).

O arroz beneficiado € o produto maduro o qual submetido ao processo de
beneficiamento, encontra-se desprovido, no minimo, de sua casca, com um percentual
maximo admitido de 14% de umidade e apresentando o0s subgrupos — polido, o produto que ao
ser beneficiado, retiram-se 0 germe, 0 pericarpo e a maior parte da camada interna, a
aleurona; parboilizado polido, o produto que foi submetido ao processo de parboilizacéo, que
consiste na imersdo do arroz ainda em casca em égua potavel, a uma temperatura acima de
58°C, seguido de gelatinizagcdo parcia ou total do amido, e secagem; integral, o produto do
qual somente a casca foi retirada; e parboilizado integral, o produto cujos gréos apresentam-
se desprovidos apenas de sua casca e que foram submetidos ao processo hidrotérmico de
parboilizacdo (BRASIL, 2009).

O arroz em casca e 0 arroz beneficiado, de acordo com as dimensdes do gréo séo
classificados nas seguintes classes. longo fino — é o produto que contém, no minimo, 80% do
peso dos gréos inteiros medindo 6,00 mm ou mais no comprimento, no maximo 1,90 mm de
espessura e cuja relacdo comprimento/largura, seja maior ou igual a 2,75 mm, apls o
polimento dos gréos; longo — é o que contém, no minimo, 80% do peso dos gréos inteiros
medindo 6,00 mm ou mais ho comprimento, apos o polimento dos gréos, médio — € o que
contém, no minimo, 80% do peso dos gréos inteiros medindo de 5,00 mm a menos de 6,00
mm no comprimento, apos o polimento dos graos; curto — € o que contém, no minimo, 80%
do peso dos gréos inteiros medindo menos de 5,00 mm no comprimento, apos 0 polimento
dos gréos; misturado — € o produto que ndo se enquadra em nenhuma das classes anteriores
(BRASIL, 2009).

O arroz em casca e 0 arroz beneficiado, de acordo com a qualidade dos gréos, séo
caracterizados em cinco tipos expressos por numeros ardbicos de | a V, gradativamente
proporcional a0 percentual de ocorréncia no produto de gréos picados ou manchados,
danificados, mofados e ardidos, amarelos, vermelho e preto, gessados e verdes, e néo-
gelatinizados; de gréos quebrados e quirera; e de matérias estranhas e impurezas (BRASIL,
2009).

O consumo aimentar médio per capita de arroz no Brasil foi de 156,2 e 181,2 g do
cereal por dia, e do arroz integral de 8,1 e 8,4 g por dia, nas &eas urbanas e rurais,
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respectivamente, segundo dados da Pesquisa de Orcamentos Familiares — POF 2008-2009
(IBGE, 2011).

Entretanto, a Organizacéo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacéo aponta
gue 15 a 16% da safra anual de arroz, em paises em desenvolvimento, sdo perdidos em
decorréncia de préticas ineficientes de pos-colheita durante a secagem, armazenamento e
processamento (FAO, 2004). As condicdes tropicais de temperatura, umidade elevada e o fato
do arroz ser rico em carboidratos propiciam o desenvolvimento fungico (COELHO et a.,
1999), principalmente durante o armazenamento, podendo levar a rapida deterioracdo dos
gréos, perda na qualidade nutriciona e a contaminacdo por micotoxinas (ANDRADE et al.,
2003; MAGAN e ALDRED, 2007).

1.2. Incidéncia de Micotoxinas no Arroz Nacional

No Brasil, embora a producéo e o consumo de arroz sgjam atos, os estudos sobre a
avaliacdo da contaminacdo do cereal por micotoxinas ainda Sd0 poucos.

Soares e Rodriguez-Amaya (1989) ao avaliarem a ocorréncia de aflatoxinas,
ocratoxina A, zearalenona e esterigmatocistina em alimentos brasileiros verificaram que das
60 amostras de arroz analisadas, duas amostras de arroz polido estavam contaminadas por
aflatoxinas, uma apresentando 38 pg.kg™ de By, 15 pg.kg” de B, e 20 pg.kg” de G, e outra
26 pg.kg'de Bs.

Em estudo realizado na regido Sul do Brasil, Furlong et al. (1999) ao analisarem um
total de 47 amostras de arroz branco, integral, parboilizado e farelo de arroz comercializados
em Pelotas e Rio Grande (RS) nos anos de 1996 e 1997, verificaram que duas amostras de
farelo de arroz estavam contaminadas, uma com 48 pg.kg™ de aflatoxina e outra com 35
ng.kg® de ocratoxina A, e uma amostra de arroz parboilizado apresentou nivel de 19 pg.kg*
de ocratoxina A.

Coelho, Furlong e Almeida (1999) ao estudarem a migracéo de micotoxinas no arroz
durante o processo de parboilizacdo, no Sul do Brasil, encontraram uma contaminacéo natural
de ocratoxina A de 12 pg.kg™ no arroz em casca.

Amostras de arroz integral, parboilizado e polido comercializados em Pelotas e Rio
Grande (RS) no ano de 2000, também foram avaliadas quanto a ocorréncia de micotoxinas.
Trés amostras, duas de arroz parboilizado e uma de arroz polido, apresentaram contaminacéo
por zearalenona, em niveis de 559, 1955 e 1117 pg.kg™, respectivamente; duas amostras, uma
de arroz parboilizado e outra de arroz polido, apresentaram niveis de ocratoxina A, de 128 e
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104 pg.kg?, respectivamente; e uma amostra de arroz polido apresentou nivel de 266 pg.kg™
do tricoteceno deoxinivalenol (NUNES et al., 2003).

Na regido Sul do Brasil, Dilkin et a. (2003) avaliando a ocorréncia de ocratoxina A
em amostras de arroz, no periodo de 1998 a 2003, encontraram trés amostras contaminadas
com uma concentracdo média de 41 pg.kg™. Dilkin et a. (2010) relataram que das 187
amostras de arroz analisadas, no periodo de janeiro de 2001 a abril de 2004, 26 amostras
estavam contaminadas por aflatoxinas, com concentracdo média de 7,02 pg.kg™* e méxima de
101,7 pg.kg™.

No Estado de Sao Paulo, Simionato, Astray e Sylos (2003) ao analisarem amostras de
arroz integral, parboilizado e polido comercializados no municipio de Araraquara (SP),
relataram duas amostras (arroz polido, tipo 1, longo fino) contaminadas por aflatoxina B (6 e
9 pg.kg™) etragos de aflatoxina B..

No municipio de Curitiba (PR), Silva et al. (2008) ao analisarem 26 amostras de arroz
beneficiado, polido, tipo 1, destinado ao consumo dos militares do Exército Brasileiro, no
periodo de novembro de 2003 a fevereiro de 2004, encontraram seis amostras positivas para
aflatoxina B, com niveis entre 0,54 e 2,04 pg.kg™ e uma contaminada por aflatoxina B, (1,84
ug.kg™).

A ocorréncia de micotoxinas no arroz nacional pode ser observada com o estudo
conduzido por Santos et al. (2008), onde oito lotes de arroz em casca (tipos 1, 2 e 3, longo
fino) totalizando 1.170,5 toneladas foram amostrados para avaliagdo da ocorréncia de
micotoxinas nas fragBes resultantes (arroz polido, casca, farelo e quirerd) apds o
beneficiamento do cereal. Todas as fraches pesquisadas apresentaram contaminacdo por
algum tipo de micotoxina, sendo que das 8 fracGes analisadas de arroz polido, 7, 4,2 el
fracBes estavam contaminadas por aflatoxina (< 0,06 a 11,05 pg.kg?), ocratoxina A (< 0,1 a
0,3 pg.kg?), zearalenona (< 3,6 a 67,8 pgkg?) e citreoviridina (< 0,9 a 1,6 pgkg?),
respectivamente.

No campo da salde publica, nos anos de 2006 e 2007, foram notificados 466 e 543
casos de beribéri no Estado do Maranh&o, respectivamente, e na investigacdo dos fatores
determinantes as pesquisas revelaram a presenca do fungo Penicillium citreonigrun no arroz
consumido pela populacdo tocantineira, e ndo se descartou uma possivel contaminagdo por
citreoviridina do arroz, uma vez que a micotoxina compete com a absorcéo de vitamina B;
(tiamina) pelas células dos tecidos nervoso e muscular levando a quadros clinicos de beribéri
(BRASIL, 2007; LIRA e ANDRADE, 2008).
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No Sul do Brasil, Dors, Pinto e Badiale-Furlong (2009) relataram um nivel de 17
ng.kg’ de aflatoxina B; no arroz, ao estudarem a migragdo de micotoxinas durante o0 processo
de parboilizacdo do cereal. Malmann et al. (2010) também relataram contaminagdo por
aflatoxinas em 25% das 79 amostras de arroz analisadas.

Rosa et a. (2010), ao avaliarem amostras de arroz do Estado do Maranh&o, reportaram
em duas amostras de arroz do tipo cateto, em uma amostra do tipo agulhdo e em duas
amostras de farelo de arroz, niveis de 12 e 32 pg.kg?, 96,7 pg.kg?, e de 128 e 254 pgkg™?,
respectivamente, da micotoxina citreoviridina.

Dors, Bierhas e Badiale-Furlong (2011) ao avaliarem a ocorréncia de micotoxinas em
arroz parboilizado, em um total de 32 lotes, relataram que 22, 19, 12,5 e 9% das amostras
apresentaram contaminacdo por deoxinivalenol (180 — 400 pg.kg™), zearalenona (317 — 396
ng.kgl), ocratoxina A (13 — 26 pg.kg™) e aflatoxina By (11 — 74 pug.kg™), respectivamente.

Em relagdo a micobiota do cereal, Marass et al. (2008) avaliando 365 amostras de
diferentes variedades de arroz provenientes de municipios do Estado do Maranhdo revelaram
a contaminagdo de todas as amostras por fungos, sendo as mais freqlentes as espécies
Aspergillus flavus e Penicillium citrinum, e em menor freqiéncia o género Fusarium.

Almeida et al. (2008) ao isolarem e identificarem espécies fungicas em amostras de
arroz de municipios do Estado do Maranh&o, no ano de 2007, relataram que das 216 amostras
analisadas, 178 estavam contaminadas com o0 género Fusarium, sendo a espécie Fusarium
verticillioides a de maior ocorréncia.

Em estudo sobre a micobiota do arroz em casca do Rio Grande do Sul, Hoeltz et al.
(2009) verificaram na secagem estacionaria € no armazenamento em silo-secador, a
ocorréncia principalmente das espécies Aspergillus flavus e Penicillium commune, e em
menor fregiiéncia o género Fusarium.

Com os estudos apresentados observa-se uma baixa frequéncia da ocorréncia de
micotoxinas no arroz nacional, no entanto, ndo h& estudos sobre a ocorréncia de fumonisina
B1 em amostras de arroz, assim ressaltando a necessidade de estudos sobre a avaliacéo dos

niveis de fumonisinas no arroz nacional.
2. FUMONISINAS
2.1. Caracteristicas Fisico-Quimicas

Os fungos filamentosos produzem diversos metabdlitos secundarios, como pigmentos,

antibioticos, fitotoxinas, além de compostos toxicos denominados micotoxinas, que quando
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nos alimentos e na racdo animal estes metabdlitos tdxicos podem ser ingeridos pelo homem e
animais levando as micotoxicoses (MOSS, 1991).

As fumonisinas sdo exemplos destes metabdlitos secundérios téxicos produzidos por
Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg (sindbnimo de Fusarium moniliforme Sheldon)
(BEZUIDENHOUT et al., 1988; GELDERBLOM et al., 1988). Fusarium verticillioides é a
principal espécie produtora de fumonisinas, ocorre comumente no milho, trigo, arroz e aveia.
Essa espécie tem larga distribuicdo na natureza e ndo ocorre somente em zonas tropicais e
subtropicais, mas também em zonas temperadas Umidas e subimidas (BACON e NELSON,
1994).

Outras espécies do género Fusarium também so produtoras de fumonisinas, como
Fusarium proliferatum (ROSS et a., 1990), Fusarium nygamai (THIEL et al., 1992),
Fusarium anthophilum, Fusarium dlamini e Fusarium napiforme (NELSON, 1992),
Fusarium subglutinans (SCOTT, 1993), Fusarium polyphialidicum (ABBAS e OCAMB,
1995), Fusarium oxysporum (SEO e LEE, 1999).

As fumonisinas foram isoladas pela primeira vez de cultivos de Fusarium
moniliforme, MCR 826, obtido de milho, e a estrutura quimicafoi reportada pela primeira vez
em 1988 (BEZUIDENHOUT et al., 1988; GELDERBLOM et a., 1988). Desde entdo, pelo
menos 28 andlogos ja foram descritos (RHEEDER, MARASAS e VISMER, 2002). Trés
grupos de fumonisinas foram identificados com base na similaridade estrutural, sendo eles A,
B e C. Os grupos A e B caracterizam-se pela presenca de um grupo amida e amina,
respectivamente. O grupo C é estruturalmente semelhante ao grupo B, porém ndo apresenta o
grupo metil no C1 terminal (KRSKA, WELZIG e BOUDRA, 2007).

O primeiro relato sobre a ocorréncia natural de FB; em alimentos foi realizado por
Sydenham et a. (1990) em de milho mofado de uma &rea com alta incidéncia de cancer
esofégico na populagio, Transkei na Africa do Sul, e os niveis detectados nas
amostrasvariaram de 44 a 83 ug.g™.

Das fumonisinas identificadas até o momento, FB;, FB, e FB; sdo as mais
freqlientemente detectadas em alimentos natural mente contaminados, sendo que a FB; € quase
sempre a mais abundante, representando cerca de 70% da contaminac&o total de fumonisinas
detectadas e também amais toxica (CAWOOD et al., 1991).

A fumonisina B; é um diéster de propano-1, 2, 3-acido tricarboxilico e 2-amino-12,16-
dimetil-3,5,10,14,15-pentahidroxieicosano em que nas posices Cl14 e C15 os grupos
hidroxilas estéo esterificados com um grupo carboxitermina de propano-1,2, 3-acido
tricarboxilico (BEZUIDENHOUT et al., 1988) (Figura 1). As fumonisinas B, e B3 diferem-se
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pela auséncia de uma hidroxila livre nas posi¢des C10 e C5, respectivamente (KRSKA et a,
2007).

Figura 1 — Estrutura quimica da micotoxina fumonisina B.
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Fonte: Dombrink-Kurtzman e Dvorak, 1999.

A presenca de grupos carboxilicos e hidroxilas na molécula das fumonisinas as
caracterizam como moléculas fortemente polares, solUveis em &gua e solventes polares como
0 metanol, e acetonitrila. As fumonisinas ndo apresentam fluorescéncia e absorvem
fracamente no ultravioleta, sendo necessaria uma reacdo de derivacdo para sua determinacéo
em CLAE com deteccéo de fluorescéncia (WILKES e SUTHERLAND, 1998).

Estudos demonstram que a fumonisina B; é estavel ao caor e resistente a diferentes
processamentos domeésticos e industriais, como cozimento, fritura, branqueamento, moagem,
fermentacdo, extrusdo, e outros (SAUNDERS, MEREDITH e VOSS, 2001; BULLERMAN e
BIANCHINI, 2007; VANARA, REYNERI e BLANDINO, 2009), o que justifica o interesse

em avaiar os niveis em que estas micotoxinas se apresentam no arroz.

2.2. Mecanismo de Acéo e Toxicidade

O mecanismo de acédo das fumonisinas ainda ndo é claramente conhecido, mas Wang
et al. (1991) propuseram que a FB; poderiaintervir na biossintese dos esfingolipidios, pois as
fumonisinas apresentam similaridade estrutural com esfingosina e esfinganina, que séo
compostos intermedi érios na sintese dos esfingolipideos (Figura 2).

A inibicdo da biossintese dos esfingolipideos pode ter um profundo efeito sobre a
célula, umavez que estes tém um papel importante na estrutura da membrana, comunicagéo e

interacdo intracelular, regulagdo de fatores de crescimento, e s80 mensageiros de varios
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fatores, incluindo fator de necrose tumoral, interleucina 1 e fator de crescimento de nervos.
Portanto, uma inibi¢do ou quebra na sequiéncia do metabolismo desses esfingolipideos poderia
trazer graves consequéncias com transtornos organicos (MERRIL, 1991; MERRILL et al.,
1993).

Figura 2 — Similaridade estrutural entre as moléculas de fumonisina B;, esfingosina e

esfinganina.
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Fonte: Smith, 2007.

O sitio especifico de acdo da FB; provavelmente sdo as enzimas esfinganina e
esfingosina N-acetiltransferase, também conhecidas como ceramida sintase, pois as
fumonisinas tornam-se inibidores competitivos destas enzimas. A inibicdo desta via
metabodlica resulta na deplecdo do complexo esfingolipideo e aumento intracelular de
concentracdo de esfinganina livre, ou em menor grau de esfingosina livre (ABBAS, DUKE e
TANAKA 1993).

Nos animais, as fumonisinas sdo as responsaveis por leucoencefalomalacia (LEME)
em equinos (MARASAS et al., 1988); edema pulmonar, hidrotérax e hipertrofia medial das
artérias pulmomares em suinos (HARRINSON et a., 1990; CASTEEL, TURK e
ROTTINGHAUS, 1994); nefrotoxicidade e cancer hepatico em ratos (GELDERBLOM et al.,
1991); hemorragia cerebral em coelhos (BUCCI, HASEN e LABORDE, 1996); aterosclerose
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em macacos (NORRED, 1993); além da reducdo do desenvolvimento, problemas cardiacos,
imunossupressdo, degeneracao e necrose hepética em aves (NORRED e VOSS, 1994).

Em humanos, a incidéncia de cancer esofégico em determinadas regides da Africa do
Sul (SYDENHAM et al., 1990; RHEEDER et al., 1992), China (CHU e LI, 1994), Itdia
(FRANCESCHI et al., 1990) e Ira (SHEPHARD et al., 2000) estaria provavelmente associada
ao consumo de alimentos contendo altos niveis de fumonisinas, como também a promocg&o de
cancer hepatico na China (L1 et al., 2001) e defeitos no tubo neural nafronteira México-Texas
(MISSMER et d., 2006).

A International Agency for Research on Cancer (IARC) classificou a fumonisina B;
como pertencente a classe 2B, ou sgja, possivelmente carcinogénica a seres humanos (IARC,
2011).

2.3. Incidéncia em Alimentos Nacionais

Nos ultimos anos, vérios trabalhos relataram a contaminagdo por fumonisinas de
diferentes alimentos produzidos e comercializados no Brasil, principamente os gréos de
milho e seus derivados.

Kawashima e Valente Soares (2006), analisando 74 amostras de produtos a base milho
comercializados em Recife (PE), no periodo de 1999 a 2001, detectaram fumonisinaB; em 71
delas com concentragdes variando de 20 a 8600 pg.kg™, sendo as concentragdes mais atas em
fuba, com umamédia de 2700 pg.kg™.

Em estudo realizado em Campinas (SP), a farinha de milho e o fuba apresentaram-se
contaminados por fumonisina B1, em média 740 ng.kgt e 2290 pg.kg?, respectivamente
(MACHINSKI JR e VALENTE SOARES, 2000), assm como o0s comercializados em S&o
Paulo (SP), em média 2100 pg.kg™ e 5200 pg.kg* de FBy, respectivamente (BITTENCOURT
et al., 2005).

Scaff e Scussel (2004) ao analisarem 82 produtos a base de milho comercializados no
Estado de Santa Catarina em 2001, verificaram que 76 amostras apresentaram nivels
detectaveis de fumonisinas, sendo a farinha de milho o produto com os maiores niveis de
contaminacdo, com niveis médios 3811 e 5737 pg.kg™ de FB;, para as de preparo artesal e as
industrializadas, respectivamente.

Produtos infantis derivados do milho comercializados no municipio de Campinas (SP)
também foram avaliados quanto uma possivel contaminagdo e revelaram a presenca de
fumonisinas By, B, e B3 (CASTRO et dl., 2004).



28

Caldas e Silva (2007) ao analisarem produtos de milho comercializados no Distrito
Federal, relataram que 80,7% e 71,6% das 208 amostras apresentaram niveis de FB; e FB,,
respectivamente, sendo o creme de milho o produto com o maior teor médio de fumonisinas
B e B, (2.040 ug.kg™).

Levantamentos realizados em alguns Estados brasileiros revelaram uma contaminagdo
do milho por fumonisina independente do Estado de origem. Hirooka et a. (1996) analisando
amostras de milho do Paran4, Mato Grosso e Goiés, detectaram niveis entre 0,6 e 18,52 ug.g™
de FB,, ede 1,2 219,13 pug.g* de FB,. No Estado de Santa Catarina amostras de milho para
consumo humano mostraram-se contaminadas por fumonisinas do tipo B1, B, € Bz com niveis
médios de 3.200, 3.400 e 1.700 pg.kg™, respectivamente (van der WESTHUIZEN et dl.,
2003).

Estudos com gréos de milho do Estado de S&o Paulo apontaram niveis consideravels
de fumonisinas nas amostras variando de 0,05 a 49,31 pg.g* para FB; e 0,05 a 29,16 pg.g*
para FB, (CAMARGOS et a., 2000; ORSI et a., 2000; MACHINSKI JR, 2000; ALMEIDA
et a., 2002). Amostras de milho de diferentes safras do Estado do Parana também
apresentaram-se contaminadas por fumonisinas com niveis entre 0,05 e 22,6 ug.g* (ONO,
1999; ONO et a., 2001; ONO et al., 2004; MORENO et al., 2009). Em estudo realizado por
Vargas et al. (2001), amostras de milho provenientes das regides Sul, Central e Sudeste, 91%
do total de amostras estavam contaminadas com fumonisina B;.

Cervegias também foram pesguisadas, Kawashima, Vieira e Vaente Soares (2007)
andisando 58 amostras de cerveglas clara e escura produzidas em diferentes Estados
brasileiros e adquiridas entre os anos de 2000 e 2001, a fumonisina B; foi detectada em 25
amostras em concentragdes variando de 1 a 40 ng.ml™.

Estes dados comprovam a contaminagdo por fumonisinas dos gréos de milho e seus
produtos, cultivados e comercializados no pais, reforcando assim a necessidade de estudos da
provavel ocorrénciade fumonisina B, no arroz produzido e comerciaizado no pais, ja que néo

ha dados na literatura.

2.4. Seguranca Alimentar
A partir de estudos sobre a avaliacdo dos niveis de fumonisinas em milho e produtos a
base de milho, tem-se avaliado a exposi¢do dos brasileiros as fumonisinas através da dieta.
Machinski Jr e Vaente Soares (2000), a partir dos niveis médios de fumonisina B;
detectados em produtos a base de milho comerciaizados no municipio de Campinas (SP), no

ano de 1999, e dos dados de consumo alimentar no Brasil publicados pelo IBGE, estimaram
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uma ingestdo diaria de 1,28 pg de FB; por kg de peso corpdreo, nas areas rurais, no entanto,
para &reas urbanas a estimativa foi de 0,39 pg.kg ™’ de peso corpéreo por dia, considerando um
individuo adulto de 70 kg.

Em estudo sobtre a ocorréncia de fumonisinas B; e B, em fuba e farinha de milho
comercializados no municipio de Sao Paulo (SP), no ano de 2000, Bittencourt et al. (2005)
estimaram umaingestéo de 0,9 e 2,9 ug de FB; por kg de peso corpéreo por dia, considerando
um individuo adulto de 70 kg, a partir do consumo de fub& em areas metropolitanas e em
areas rurais, respectivamente.

Caldas e Silva (2007), em estudo conduzido no Distrito Federal, estimaram uma
ingestédo diaria por individuo de 9,8 e 172 pug de fumonisinas B; e B,, considerando a
populacdo total e somente os consumidores do Distrito Federal, respectivamente, através do
consumo de diferentes produtos a base de milho adquiridos no comércio local entre os anos de
2003 e 2005.

Na Quinquagésima Sexta Reunido do Joint FAO/VWHO Expert Committee on Food
Additives (JECFA), em Geneva em 2001, em avaliagdo sobre a ocorréncia de micotoxinas em
alimentos, estimou-se uma ingestdo diaria de 1,0 pug de fumonisina B, por kg de peso
corporeo, através da dieta latino-americana. Na avaliacdo, consideraram-se dados submetidos
pelos paises, Argentina, Brasil, Uruguai, Canada, Estados Unidos da América, Dinamarca,
Suécia, Reino Unido e China, e o pressuposto de que todo milho consumido continha
fumonisina B; em concentracdo média de 1.400 pg.kg™* (JECFA, 2002).

Os dados das estimativas de ingestdo diaria sdo preocupantes, uma vez que
Gelderblom et a. (1991) avaliando a hepatotoxicidade e carcinogenicidade das fumonisinas
em ratos, proporam para humanos uma ingestéo toleravel diaria de 0,8 pug de FB; por kg de
peso corporeo.

O Joint FAO/MWHO Expert Committee on Food Additives (JECFA), em 2001,
estabeceu uma ingestdo didria tolerdvel méxima provisdriade 2 ug.kg™ de peso corpéreo para
fumonisinas B;, B,, B3, sozinhas ou combinadas, estabelecida a partir de estudos de
toxicidade renal em roedores, considerando um NOEL (No-Observed-Effect Level) de 0,2
mg.kg’ de peso corpéreo por dia e fator de seguranca de 100 (IPCS, 2002); 0 mesmo
estabelecido, segundo a European Mycotoxin Awareness Network (EMAN), de 2 ug de
fumonisina B por kg de peso corporeo por dia (SORIANO e DRAGACCI, 2004).

Frente a toxicidade das fumonisinas alguns paises tém estabelecido os limites
maximos permissiveis de fumonisinas B;, B, e B3 s6 ou combinadas em alguns alimentos,

princpalmente em milho e seus derivados.
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Em 2001, o Food and Drug Administration (FDA) estabeleceu os niveis maximos da
combinacdo de fumonisinas B, B, e Bs, variando entre 2000 e 4000 ug.kg”, para milho e
seus derivados destinados a alimentag&o humana (FDA, 2001).

Na Unido Européia estabeleceu-se um nivel maximo do somatorio de fumonisinas B
e B, de 200 pg.kg’ para produtos a base de milho destinados ao publico infantil, e de 1000
ng.kgt, para milho e produtos a base de milho destinados a0 consumo humano
(COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES, 2007).

Recentemente no Brasil foi aprovada a Resolugdo n°® 7 da Agéncia Naciona de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) gque estabel ece os limites maximos tol erados para micotoxinas
em alimentos. Os limites maximos permitidos para as fumonisinas B; e B, sdo de 200 e 2000
ng.kg', para aimentos a base de milho destinados & alimentagéo infantil e para milho de
pipoca, respectivamente (BRASIL, 2011b).

Estudos sobre a incidéncia e os niveis de fumonisinas principalmente em alimentos
presentes diariamente na dieta da populagdo, como o arroz no Brasil, tornam-se fundamentais,
uma vez que estes estudos podem contribuir para a determinagdo dos limites maximos
permitidos nos cereais e uma possivel estimativa da exposicdo da populacdo brasileira a

micotoxina.

2.5. Metodologia Analitica

O principal método analitico empregado na deteccdo e quantificagdo de fumonisina B,
em cereais € 0 descrito por Sydenham et al. (1996), e adotado pela Association of Official
Analytical Chemists (AOAC) e International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC).
O referido método, utilizado na determinacdo das fumonisinas B1, B, e Bz em milho, mostrou-
se reprodutivel, uma vez que as porcentagens de recuperacdo variaram entre 81,1 e 84,2 %
para fumonisina B; em milho, em um estudo colaborativo envolvendo 12 laboratérios de 10
diferentes paises (SYDENHAM et al., 1996).

Na extracdo das fumonisinas, a composi¢do quimica da matriz a ser analisada, o tipo,
o volume e o pH do solvente extrator, podem influenciar significativamente na capacidade de
extracdo do método analitico (LINO, SILVA e PENA, 2006). A presenca de grupos
carboxilicos e hidroxilas na estrutura quimica das fumonisinas B;, as caracterizam como
moléculas polares, assim solventes como acetonitrila, metanol e agua sdo preconizados a fim
de garantir uma extragao eficiente das fumonisinas.

No referido método AOAC-IUPAC, na etapa de extragdo, a amostra (50 g) e a solugéo
extratora (100 mL de metanol: agua, 3:1) sGo homogeneizadas em liquidificador por 5
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minutos, seguido de centrifugagdo por 10 minutos, filtragdo em papel de filtro, e correcéo do
pH do extrato entre 5,8 e 6,5, com NaOH 1 M (AOAC, 2005).

Na literatura, solugdes extratoras compostas por metanol: agua (7:3), acetonitrila: agua
(1:1), e metanol: acetonitrila: agua (1:1:2), também tém-se sido reportadas para a extracéo de
fumonisinas em milho e seus derivados. Entretanto, tém-se observado uma melhor extragdo
das fumonisinas, com o emprego de solucfes acetonitrila: &gua, em comparagdo as solucdes
de metanol: &gua (SHEPHARD, 1998; ARRANZ, 2004; LINO, SILVA e PENA, 2006).

A etapade purificagdo consiste naremocao de impurezas da matriz e concentragdo das
fumonisinas, na qual se emprega extracdo em fase solida (SPE) em fase reversa, utilizando
silica octadecil (C18), troca aniénica (SAX), como também o emprego de colunas de
imunoafinidade (IAC) e de resinas (Amberlite XAD). O tipo do procedimento de purificacéo
pode influenciar nos limites de deteccdo e quantificacdo do método analitico, sendo necessaria
uma criteriosa selecdo nesta etapa (SHEPHARD, 1998; LINO, SILVA e PENA, 2006).

Na etapa de purificacdo do método AOAC-IUPAC, empregam-se cartuchos de
extragdo em fase solida do tipo troca anidnica forte SAX (500 mg de trimetilaminopropil) e
diferentes solucdes de reagentes, como metanol, metanol: agua (3:1) e écido acético: metanol
(1:99) para o acondicionamento do cartucho e a eluicdo das fumonisinas, na qual é necessario
um criterioso controle da vaz&o de ImL.min™* (AOAC, 2005).

As fumonisinas B; ndo apresentam nenhum grupo croméforo em sua molécula,
portanto, ndo absorvem radiacdo ultravioleta e visivel, e ndo apresentam fluorescéncia, assim
torna-se imprescindivel a reacdo de derivatizacdo para sua determinagdo por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) com deteccao por fluorescéncia (KRSKA, WELZIG e
BOUDRA, 2007).

Na literatura diversos reagentes derivatizantes tém sido empregados, como 4-fluoro-7-
nitrobenzofurazano (NBD-F) (SCOTT e LAWRENCE, 1992), 9-fluorenilmetil cloroformato
(FMOC) (HOLCOMB, THOMPSON e HANKINS, 1993), naftaleno-2-3-dicarboxaldeido
(NDA) (WARE et a. 1993), e 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinilmidil carbamato
(AccQ.Fluor) (VELAZQUEZ et a., 1995), que podem resultar na formag&o de derivados de
fumonisina com maior estabilidade, podendo apresentar fluorescéncia por até 48 horas. No
entanto, o reagente orto-ftaldialdeido (OPA) é o principal reagente utilizado na reacdo de
derivatizacdo pré-coluna da fumonisina B; e o adotado pela AOAC-IUPAC (SHEPHARD,
1998; ARRANZ et al., 2004; LINO, SILVA e PENA, 2006).

O reagente orto-ftaldialdeido (OPA) apresenta algumas vantagens como, baixo custo,

em comparacdo aos outros derivatizantes;, baixo limite de deteccdo (50 pg.kg?), segundo
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Shephard (1998), Arranz et al. (2004) e Sydenham et a. (1996); e por tratar-se de umareagéo
rapida, fécil e reprodutivel a temperatura ambiente e em solugdo de tetraborato de sddio
(Shephard, 1998). Entretanto, poucos minutos apos a reacdo de derivatizacdo, € necessaria a
injecdo no cromatografo, pois o derivado fumonisina—orto-ftaldialdeido é instéavel, perdendo
rapidamente a fluorescéncia (AOAC, 2005).

A Figura 3 apresenta a reagdo de derivatizagdo empregando O reagente orto-
ftaldialdeido. O grupo amina primaria da fumonisina B; reage com o orto-ftaldialdeido, na
presenca do agente redutor 2-mercaptoetanol, em meio alcalino, resultando na formagéo do

derivado fumonisina Bs-orto-ftaldialdeido fluorescente.

Figura 3 — Reagdo entre 0 grupo amina primaria da fumonisina B; e orto-ftaldialdeido (OPA)

na presenca de 2-mercaptoetanol .
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Fonte: Samapundo et a., 2006.

Na separacdo, deteccao e quantificacdo das fumonisinas nos alimentos séo empregadas
diferentes técnicas analiticas, como cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia
gasosa (CG), métodos imunoldgicos e eletroforéticos. No entanto, a cromatografia liquida de
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ataeficiéncia (CLAE) com deteccéo por fluorescéncia € a mais reportada nos estudos sobre a
ocorréncia de fumonisina B; em milho e seus derivados, em funcdo de sua alta sensibilidade e
baixo limite de deteccdo (SHEPHARD, 1998; ARRANZ, 2004; LINO, SILVA e PENA,
2006).

Uma vez que fumonisina B; apresenta caréter polar, permiti-se sua separacdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa, sendo acetonitrila, solucdo de écido
acético, agua, metanol, tampéo acetato e fosfato, os principais reagentes empregados como
fase moével, em diferentes combinacBes e proporcdes, em eluicdo isocrética ou gradiente. Na
anadlise da fumonisina B; em milho e seus produtos, é amplamente utilizada solucdo tampéo
fosfato de sddio como fase movel, cujo pH € gjustado com écido fosférico a 3,3 ou 3,35, e
também adotada pela AOAC-IUPAC (AOAC, 2005; LINO, SILVA e PENA, 2006).

As fumonisinas apresentam comportamento i6nico em solucéo, assim a separacdo em
colunas de fase reversa envolve mecanismos tanto de fase reversa quanto de troca iénica, no
entanto, em solventes neutros e ndo tamponados, estas ndo eluem conveni entemente na maior
parte das colunas de fase reversa, assim, as melhores resolugdes cromatogréficas sdo obtidas
em fase mével acidificada (LINO, SILVA e PENA, 2006). A solucdo tampdo fosfato deve
apresentar pH suficientemente acido, na fase movel, para garantir a supressao da ionizacéo
dos &cidos carboxilicos presentes na molécula de fumonisina B, (SHEPHARD et a., 1990).

As fases estacionarias normalmente empregadas sdo C;g ou Cg, € as colunas variam
entre 100 e 250 mm de comprimento, de 3,2 a 4,6 mm de diémetro interno, e particulas de 2,5
a 10 pm de tamanho. De acordo com cada autor, observa-se variaggo no volume de injegdo no
sistema cromatogréfico e no fluxo da fase mével, de 10 a 50 pL, e de 0,5 a 1,5 mL.min%,
sendo mais empregados 10 pL e 1 mL.min™, respectivamente (SHEPHARD, 1998; LINO,
SILVA e PENA, 2006).

Quanto a deteccdo das fumonisinas, a por fluorescéncia, € amplamente utilizada na
anadlise de fumonisinas em alimentos. Dado que, a derivatizacdo com orto-ftaldualdeido € a
mais usada, os comprimentos de onda empregados na deteccdo sdo de 335 (excitacdo) e 440
nm (emissao) (SHEPHARD, 1998; AOAC, 2005; LINO, SILVA e PENA, 2006).
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CAPITULO Il — INFLUENCIA DOS PARAMETROS pH, TEMPO E
TEMPERATURA SOBRE A ESTABILIDADE DO DERIVADO FUMONISINA B;-
ORTO-FTALDIALDEIDO

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar a influéncia dos paréametros pH, tempo e temperatura sobre a
estabilidade do derivado fumonisina B;-orto-ftaldialdeido. Na avaliacgo dainfluéncia de cada
parémetro, variou-se o pH da solucdo tampéo fosfato de sddio 0,1 M, usada como fase moével
de 2,3 a 4,8; o pH da solucdo de tetraborato de sodio 0,1 M, empregada na preparacéo do
reagente de derivatizacado, de 4,0 a 12,0; o tempo da reacdo de derivatizacéo entre 2 e 15
minutos; e a temperatura da coluna cromatogréfica de 20 a 30°C. Na derivatizagdo, com o
emprego da solucdo de tetraborato de sodio 0,1 M pH 9,0, observou-se a méxima
fluorescéncia emitida pelo derivado, e esta ndo diferiu significativamente da emitida em pH
8,0, 85, 95 e 10,0. Variando o tempo da reagdo observou-se reducdo significativa na
intensidade da fluorescéncia com o aumento do tempo da reagdo. Em 2 minutos de reagéo,
observou-se a maior fluorescéncia e esta ndo diferiu significativamente da emitidaem 4, 6 e 8
minutos de reacdo, entretanto, em 10 e 15 minutos houve uma reducdo significativa de 23 e
38% na intensidade da fluorescéncia, respectivamente. Nas anadlises cromatogréficas, a
variacdo de 0,5 unidade no pH da solucéo tampao, empregada como fase movel, influenciou
significativamente na separacéo e deteccdo do derivado fumonisina B;-orto-ftaldialdeido. Em
pH 3,3, observou-se a méxima fluorescéncia emitida pelo derivado e esta ndo diferiu
significativamente da emitidaem pH 3,8. A temperatura da coluna cromatogréficainfluenciou
significativamente na estabilidade do derivado, resultando em reducdo na intensidade da
fluorescéncia com o aumento da temperatura. A 20°C, observou-se a maxima fluorescéncia
emitida pelo derivado, porém esta ndo diferiu significativamente da emitida a 22, 25 e 27°C.
A 30°C, observou-se uma reducdo significativa de 26,5% na intensidade da fluorescéncia,
demonstrando uma possivel instabilidade térmica do derivado em temperaturas a partir de
30°C.

Palavr as-chave; Fumonisina B;; Orto-ftaldiadeido; Estabilidade; CLAE.
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ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the influence of the pH, time and temperature on the
stability of the fumonisin B;-ortho-phthaldialdehyde derivative. To evaluate the influence of
each parameter, ranged the pH of the 0.1M sodium phosphate buffer solution, used as mobile
phase, from 2.3 to 4.8; the pH of the 0.1M sodium tetraborate solution, used in the preparation
of derivatization reagent, from 4.0 to 12.0; the derivatization reaction time from 2 to 15
minutes; and the temperature of the chromatographic column from 20 to 30°C. In the
derivatization reaction, with the use of the sodium tetraborate solution pH 9.0, observed the
maximum fluorescence emitted by derivative, but didn’t differ significantly of that emitted in
pH 8.0, 85, 9.5 and 10.0. Varying the derivatization reaction time observed significant
reduction in the fluorescence intensity with increase of the reaction time. In 2 minutes of
reaction observed the highest fluorescence, but didn’t differ significantly of that emitted in 4,
6 and 8 minutes of reaction, however, in 10 and 15 minutes there was significant reduction of
23 and 38% in the fluorescence intensity, respectively. In the chromatographic analyses, the
variation of 0.5 units in the pH of the buffer solution, used as mobile phase, influenced
significantly in the chromatographic separation and detection of the fumonisin B;-ortho-
phthaldialdehyde derivative. At pH 3.3 observed the maximum fluorescence emitted by
derivative, but didn’t differ significantly of that emitted at pH 3.8. The chromatographic
column temperature influenced significantly on the stability of the derivative, resulting in
reduction in the fluorescence intensity with increase of the temperature. At 20°C, observed
the maximum fluorescence emitted by derivative, but didn’'t differ significantly of that emitted
at 22, 25 and 27°C. At 30°C, observed significant reduction of 26.5% in the fluorescence
intensity, demonstrating a possible thermal instability of the derivative at temperatures from
30°C.

Keywor ds. Fumonisin B1; Ortho-phthaldialdehyde; Stability; HPLC.
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1. INTRODUCAO

As fumonisinas sdo metabdlitos secundarios produzidos principalmente por fungos
filamentosos da espécie Fusarium verticillioides, foram isoladas pela primeira vez de cultivos
de Fusarium moniliforme Sheldon MCR 826 obtidos de milho, e sua estrutura quimica foi
reportada em 1988 por Bezuidenhout e colaboradores (BEZUIDENHOUT et a., 1988;
GELDERBLOM et al., 1988).

O primeiro relato sobre a ocorréncia natural de fumonisina B; em alimento foi em
1990 por Sydenham e colaboradores, em milho mofado de uma regidio da Africa do Sul com
alta incidéncia de cancer esofégico, e os niveis detectados variaram de 44 a 83 pg.g™
(SYDEHAM et al., 1990). Desde entdo, em diferentes regides do mundo, tém-se reportado a
ocorréncia de fumonisina B; em aimentos e bebidas, como arroz (PATEL et a., 1996;
SCOTT, LAWRENCE e LOMBAERT, 1999; BRERA e MIRAGLIA, 2003; PARK ¢t a.,
2005; TANAKA et al., 2007), aspargo e aho (SEEFELDER et a., 2004), cevada (PARK et
a., 2002), cervegias (TORRES, SANCHIS e RAMOS, 1998; KAWASHIMA, VIERIRA e
VALENTE SOARES, 2007), figos secos (KARBANCIOGLU-GULER e HEPERKAN, 2009;
HEPERKAN, KARBANCIOGLU-GULER e OKTAY, 2011), leite (MARAGOS e
RICHARD, 1994; GAZZOTTI et al., 2009), e principamente em milho e seus derivados
(WEIDENBORNER, 2001; LINO, SILVA e PENA, 2004).

A International Agency for Research on Cancer (IARC) classificou a fumonisina B,
como pertencente a0 grupo 2B, ou sga, possivelmente carcinogénica aos seres humanos
(IARC, 2011). O mecanismo de a¢&o ainda ndo esta totalmente esclarecido, mas sabe-se que a
fumonisina B; intervém na biossintese dos esfingolipidios, em funcdo de sua similaridade
estrutural com a esfingosina e a esfinganina (WANG et al., 1991).

A incidéncia de cancer esofégico na Africa do Sul (SYDENHAM et a., 1990;
RHEEDER et a., 1992), China (CHU e Ll et a., 1994), Itdia (FRANCESCHI et a., 1990) e
IrdA (SHEPHARD et a., 2000), e defeitos no tubo neura na fronteira México-Texas
(MISSMER et a., 2006), estaria associada a ocorréncia de fumonisina B; em altos niveis na
dieta destas popul agdes.

Assim, muitos estudos tém reportado o interesse em avaliar 0s niveis em que estas
micotoxinas ocorrem nos aimentos. Para isto, diferentes técnicas analiticas, como
cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia gasosa (CG), métodos imunol 6gicos
e eetroforéticos tém sido empregados na detecgdo e quantificagdo das fumonisinas nos
alimentos, sendo a cromatografia liquida de ata eficiéncia (CLAE) com deteccdo por
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fluorescéncia a técnica mais utilizada, em funcéo de sua alta sensibilidade e baixo limite de
deteccdo (LINO, SILVA e PENA, 2006).

A presenca de grupos carboxilicos e hidroxilas na estrutura da fumonisina B; a
caracteriza como molécula polar, solivel em &gua e solventes como metanol e acetonitrila. No
entanto, as fumonisinas B; ndo apresentam nenhum grupo croméforo em sua molécula,
portanto ndo absorvem radiacdo ultravioleta e visivel, e ndo apresentam fluorescéncia, assim
torna-se imprescindivel a reagdo de derivatizagdo para sua determinacdo por CLAE com
deteccdo por fluorescéncia (KRSKA, WELZIG e BOUDRA, 2007).

Diferentes reagentes derivatizantes tém sido empregados na determinacdo de
fumonisina B;, como 4-fluoro-7-nitrobenzofurazano (NBD-F) (SCOTT e LAWRENCE,
1992), 9-fluorenilmetil cloroformato (FMOC) (HOLCOMB, THOMPSON e HANKINS,
1993), naftaleno-2-3-dicarboxialdeido (NDA) (WARE et a., 1993), e 6-amino-quinolil-N-
hidroxisuccinimidil carbamato (AccQ.Fluor) (VELAZQUEZ et a., 1995), no entanto, o orto-
ftaldialdeido (OPA) é o principal reagente utilizado na reacéo de derivatizacdo pré-coluna da
fumonisinaB; (SHEPHARD, 1998; LINO, SILVA e PENA, 2006).

Uma vez que fumonisina B; apresenta cardter polar, permiti-se sua separacdo por
cromatografia em fase reversa. Os principais solventes utilizados como fase mével sdo
acetonitrila, solucdo de écido acético, dgua, metanol, tampéo acetato e fosfato, em diferentes
combinacbes e proporcdes, em eluicdo isocrética ou gradiente (LINO, SILVA e PENA,
2006).

As fases estacionarias geramente sdo Cig ou Cg, € as colunas variam entre 100 e 250
mm de comprimento, de 3,2 a 4,6 mm de diametro interno, e particulas de 2,5 a 10 um de
tamanho. De acordo com cada autor, observa-se variagdo também no volume de injecdo no
sistema cromatogréfico e o fluxo dafase mével, de 10 a50 pL, ede 0,5 a 1,5 mL.min™, sendo
mais empregados 10 uL e 1 mL.min, respectivamente (SHEPHARD, 1998; LINO, SILVA e
PENA, 2006).

Considerando a relevancia dos estudos sobre a ocorréncia de fumonisina B; em
alimentos, é fundamental que as condi¢cbes da reacdo de derivatizacdo e das andlises
cromatogréficas sgjam controladas, afim de obterem-se resultados anal iticos precisos e exatos
da contaminacéo do alimento por fumonisina B1. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a
influéncia dos parametros experimentais pH, tempo e temperatura sobre a estabilidade do

derivado fumonisina B;-orto-ftaldialdeido durante as andlises cromatogréficas.
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2. MATERIAL eMETODOS

2.1. Padrao e Reagentes

O padréo de fumonisina B; (98% de pureza) e o reagente de derivatizagcdo orto-
ftaldialdeido (OPA) foram adquiridos da Sgma-Aldrich, Inc. (St. Louis, MO, USA).
Acetonitrila, acido acético glacia e metanol, todos grau CLAE, foram adquiridos da J.T.
Baker, Mallinckrodt Baker, Inc. (Phillipsburg, NJ, USA). Acido fosférico e tetraborato de
sodio foram adquiridos da LabSynth (Diadema, SP, Brasil), fosfato monossodico 1-hidrato da
Merck SA. (Rio de Janeiro, RJ, Brasil), 2-mercaptoetanol da Vetec (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil), e acido borico da Qhemis (Indaiatuba, SP, Brasil). A agua utilizada nas andlises foi
obtida através de sistema de ultra-purificacdo Millipore MilliQ system (Millipore, Milford,
MA, USA).

2.2. Solucéo Padrdo de Fumonisia B,

O padréo de fumonisina B; (5 mg) foi dissolvido em 5 mL de solugdo de
acetonitrila:dgua (1:1) obtendo uma solugdo estoque de 1000 pg.mL™, de acordo com a
AOAC, 2005. A partir desta solucgo, preparou-se solucgo trabalho de 20 pg.mL™. Todas as

solugdes foram armazenadas em frascos ambares, envoltos em aluminio, e estocadas a -18°C.

2.3. Derivatizacéo

A reagdo de derivatizacdo da fumonisina B; foi de acordo com a AOAC (2005). O
reagente de derivatizagao foi preparado empregando-se 40 mg de OPA, este dissolvido em 1
mL de metanol, diluidos com 5 mL de solucdo de tetraborato de sodio 0,1 M, e entéo
adicionados 50 pL de 2-mercaptoetanol. O reagente foi estocado em frasco ambar, envolto em
papel de auminio, protegido da luz e em temperatura ambiente, por no maximo até uma
semana.

Aligquota de 225 uL do reagente de derivatizagao foi adicionada a um vial de 1,5 mL
contendo 25 pL de solugdo padréo, e entdo mantidos em banho de ultrassom por 30 segundos
em temperatura ambiente e protegidos da luz, previamente a injecdo no cromatégrafo a
liquido.

2.4. Analise Cromatogr afica
Na separacdo, deteccéo e quantificacio de fumonisina B; utilizou-se um cromatografo

a liquido de ata €ficiencia (Shimadzu, Kioto, Japdo), com sistema quatern&rio de
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bombeamento de solvente, modelo LC 10AT VP, detector de fluorescéncia RF 10A XL em
comprimentos de onda de 335 nm (excitagdo) e 440 nm (emissdo), injetor automético SIL
10A, e coluna cromatografica ODS Hypersil (250 x 4,6 mm; particulas de 5 pum) (Thermo,
Reino Unido). A fase mével empregada foi acetonitrila: tampéo fosfato de sddio 0,1 M na
proporcao 44:56, respectivamente, em eluicdo isocrética, vazdo de 1,0 mL.min™; e volume de

injecdo de 10 pL.

2.5. Influéncia do pH, Tempo e Temperatura sobre a Estabilidade do Derivado

Fumonisina Bs-orto-ftaldialdeido

2.5.1. Reagdo de Derivatizacéo

2.5.1.1. pH da solucéo detetraborato de sédio 0,1 M

Avaliou-se a influéncia do pH da solucdo de tetraborato de sddio 0,1 M empregada no
preparo do reagente de derivatizagdo. Prepararam-se diferentes solucbes de tetraborato de
sodio 0,1 M, cujo pH foi gustado com é&cido bdérico 5 M entre 4,0 e 12,0. Dentro de 2
minutos, apos a adicdo do reagente de derivatizacdo a solucéo padrdo de fumonisina B,
realizou-se ainjecdo no cromatografo aliquido. Empregou-se solucgo padréo de 0,25 ug.mL™
de fumonisina B,, temperatura da coluna cromatogréfica de 20 °C, e fase movel acetonitrila:
tamp&o fosfato de sddio 0,1 M pH 3,3 (44: 56).

2.5.1.2. Tempo dareacdo de derivatizacao

O tempo da reacdo de derivatizacdo, entre o instante que foi adicionado o reagente de
derivatizacdo a solucdo padrdo de fumonisina B; até o momento da injegdo no cromatografo,
foi avaliado entre 2 e 15 minutos. Empregou-se solucdo padrdo de 0,25 pg.mL™ de
fumonisina B1, e solucdo de tetraborato de sddio 0,1 M pH 9,0 no preparo do reagente
derivatizante. A temperatura da coluna cromatografica manteve-se em 20 °C, e a fase moével
utilizada foi acetonitrila: tampéo fosfato de sodio 0,1 M pH 3,3 (44:56).

2.5.2. Analise Cromatogr éfica
2.5.2.1. pH da solugdo tampao fosfato de sédio 0,1 M

Na avaliagdo do pH da solucéo tampéo fosfato de sddio 0,1 M empregada como fase

movel prepararam-se diferentes solucdes tampédo fosfato de sddio 0,1 M, cujo pH foi gustado
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com &cido fosférico entre 2,3 e 4,8. Empregou-se solucdo padrdo de 0,25 pgmL™ de
fumonisina B;. No preparo do reagente derivatizante utilizou-se solucéo de tetraborato de
sodio 0,1 M pH 9,0, e dentro de 2 minutos, apos a adicdo do reagente de derivatizacdo a
solugdo padréo de fumonisina B;, realizou-se a injecdo no cromatégrafo a liquido. A

temperatura da coluna cromatografica manteve-se em 20 °C.

2.5.2.2. Temperatura da coluna cromatogr afica

A influéncia da temperatura da coluna sobre estabilidade do derivado foi avaliada,
para isto foram empregadas solugdo padrédo de 0,25 pg.mL™ de fumonisina B;, e solucgo de
tetraborato de sddio 0,1 M pH 9,0 no preparo do reagente derivatizante. Apos a adi¢do do
reagente de derivatizagdo a solucdo padréo de fumonisina B;, dentro de 2 minutos, realizou-se
ainjecdo no cromatografo aliquido. A fase mével utilizada foi acetonitrila: tamp&o fosfato de
sédio 0,1 M pH 3,3 (44:56), e variou-se a temperatura da coluna cromatografica entre 20 e
30°C.

2.6. Andlise Estatistica

As determinactes foram realizadas em triplicata. Os resultados foram analisados
estati sticamente utilizando andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste
de Tukey, considerando-se um nivel de significancia de 5%, empregando o software Origin
7.0 (2000).

2.7. Descontaminacéo do Material
Todo material foi tratado com solucéo de hipoclorito de sodio 5% por pelo menos 12 h
antes de ser descartado, seguido de acetona, e lavagem com agua (BRASIL, 2005).

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

3.1. Reagdo de Derivatizagéo

3.1.1. Influéncia do pH da solucéo detetraborato de sodio 0,1 M

No presente estudo optou-se pelo emprego do derivatizante OPA, em funcdo do custo
do reagente, baixo limite de deteccdo, por tratar-se de uma reacdo rapida, facil e reprodutivel
em temperatura ambiente, e ser aceito pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC) e
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC). A reacdo ocorre entre orto-
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ftaldialdeido e o grupo amina priméria da fumonisina B;, na presenca do agente redutor 2-
mercaptoetanol, em meio acalino, resultando na formagdo de derivado fluorescente
(SYDENHAM et d., 1996; SHEPHARD, 1998; ARRANZ et al., 2004; PAGLIUCA et 4.,
2005; LINO, SILVA e PENA, 2006).

Na preparacdo do reagente derivatizante OPA emprega-se 5 mL de solucdo de
tetraborato de sodio 0,1 M, no entanto, na metodologia descrita na AOAC (2005), para a
determinacdo de fumonisina B; em milho, ndo se aplica 0 guste do pH desta solucéo,
mantendo-o entre 8,9 — 9,1, porém aguns trabalhos tém empregado a correcdo do pH da
solucdo de tetraborato de sodio 0,1 M para 8,0 — 8,5 (RICE, ROSS e DEJON, 1995), 8,3
(TARDIEU et al., 2008), 9,5 (WARE et al., 1993) e 10,4 (CAMARGOS, MACHINSKI JR e
VALENTE SOARES, 1999), diante destas divergéncias, objetivou-se verificar uma possivel
influéncia do pH da solugdo de tetraborato de sodio sobre a estabilidade do derivado
fumonisina B;-orto-ftaldialdeido.

A Figura 1 apresenta as diferentes condicdes de pH da solucéo de tetraborato de sodio
0,1 M e afluorescéncia emitida pelo derivado. Nos extremos da faixa de pH avaiada, pH 4,0
e entre 11,0 e 12,0, ndo foi possivel a deteccéo do derivado fumonisina B;-orto-ftaldialdeido,
enquanto proximo a neutralidade, pH entre 50 e 7,0, observou-se fluorescéncia

significativamente menor em relagdo a emitidaem pH 9,0.

Figura 1 — Fluorescéncia emitida pelo derivado fumonisina B;-orto-ftaldialdeido em
diferentes condicdes de pH da solucéo de tetraborato de sodio 0,1 M.
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Nas reages de derivatizagdo, as quais empregaram solucéo de tetraborato de sodio 0,1
M pH 9,0 no preparo do reagente derivatizante, verificou-se a intensidade méaxima de
fluorescéncia e baixo coeficiente de variagdo, 3,0%, ndo diferindo significativamente da
fluorescéncia emitida em pH 8,0 (83,8%), 8,5 (92,9%), 9,5 (97,7%) e 10,0 (89%), indicando
gue o derivado fumonisina B;-orto-ftaldialdeido € estéavel na faixa de pH entre 8,0 e 10,0 da
solucéo de tetraborato de sodio 0,1M empregada no preparo do reagente derivatizante.

Rice, Ross e Dejon (1995) variando o pH da solucdo de tetraborato de sodio 0,1 M de
6,0 a 9,0, reportaram maiores areas do pico cromatografico em valores de pH entre 8,0 € 8,5, e
reducdo significativa nestas areas em pH acimade 8,5.

A partir da Figura 1, pode-se observar o pH 6timo, 9,0, para a realizacéo da reacéo de
derivatizacdo, a fim de manter a estabilidade do derivado fumonisina B;-orto-ftaldialdeido e a

obtencao de resultados anal iticos exatos e precisos.

3.1.2. Influéncia do tempo dareacao de derivatizacéo

A reacdo de derivatizacdo com OPA, em temperatura ambiente, resulta naformagéo de
derivados fluorescentes, cuja intensidade da fluorescéncia pode decrescer minutos apés a
reacd0. Recomenda-se que o tempo de reacéo, entre o instante que € adicionado o reagente
derivatizante a amostra até 0 momento da injecdo no cromatografo, seja de 1 a 2 minutos
(AOAC, 2005).

Com o propésito de avaliar a influéncia do tempo da reac8o de derivatizacdo sobre a
estabilidade do derivado variou-se o tempo de injecéo no cromatégrafo aliquido em 2, 4, 6, 8,
10 e 15 minutos, ap6s a adic¢do do reagente derivatizante & solucéo padréo de fumonisina B;.

Ao variar o tempo dareagdo, de 2 a 15 minutos, verificou-se uma redugdo significativa
na intensidade de fluorescéncia do derivado (Figura 2). Com a reac&o de derivatizacdo em 2
minutos, obteve-se a intensidade maxima de fluorescéncia, porém esta ndo diferiu
significativamente da fluorescéncia emitida em 4 (98,8%), 6 (88,8%) e 8 (83,4%) minutos de
reacdo, indicando que, em temperatura ambiente e sob protecdo da luz, os derivados
fumonisina B;-orto-ftaldialdeido séo estaveis por até 8 minutos.

No entanto, em 10 e 15 minutos de reacdo, verificou-se reducdo de 23,3 e 37,7% na
intensidade de fluorescéncia, respectivamente, comparadas a reagdo em 2 minutos. Notou-se
gue entre 6 (88,8%) e 10 (76,7%) minutos de reagdo ndo houve variagcdo significativa na

intensidade de fluorescéncia do derivado fumonisina B;-orto-ftaldialdeido.
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Figura 2. Fluorescéncia emitida pelo derivado fumonisina B;-orto-ftaldialdeido em diferentes

tempos da reagao de derivatizagao.
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A partir da Figura 2 verificou-se que a intensidade de fluorescéncia do derivado
fumonisina B;-orto-ftaldialdeido é tempo-dependente, e que apds 10 minutos de reacdo,
houve um declinio significativo na fluorescéncia emitida.

Sydenham, Shephard e Thiel (1992) em estudo sobre a estabilidade do derivado
fumonisina B;-orto-ftaldialdeido em diferentes tempos de reacéo, de 0,5 e 64 minutos e com
exposicdo a luz, ndo observaram diferencas significativas na fluorescéncia dos derivados
injetados até 4 minutos apos a adi¢do do derivatizante OPA. No entanto, apds 8 e 64 minutos
de reacdo houve reducéo de 5 e 48% da fluorescéncia, respectivamente, em comparacéo a
reacd em 0,5 minutos, recomendando-se que as injecbes no cromatografo devam ser
realizadas dentro de 4 minutos ap6s a adicdo do reagente OPA.

Segundo Thakur e Smith (1996), a reacéo de derivatizacdo em 1 minuto, na faixa
avaliada entre 0,5 e 10 minutos, foi a que resultou em maxima intensidade de fluorescéncia,
menor variagdo e resultados reprodutiveis, e que o declinio na fluorescéncia dos derivados
com o aumento do tempo de reacdo ndo foi linear. Relataram também, que ndo houve
diferenca significativa na fluorescéncia dos derivados entre as derivatizages redizadas a5 e
25°C.
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Pagliuca et al. (2005) ao avaliarem a estabilidade dos derivados fumonisina B;- orto-
ftaldialdeido entre 0,5 e 10 minutos de reacéo, reportaram reducdo em aproximadamente 15,
20, 20 e 40% na intensidade da fluorescéncia em 2, 4, 6 e 10 minutos de reagéo,
respectivamente, estabel ecendo o tempo méaximo de 1 minuto para areacdo de derivatizagéo.

Por outro lado, alguns estudos demonstraram estabilidade dos derivados fumonisina
B;-orto-ftaldialdeido em tempos maiores de reagdo de derivatizagdo. Em estudo com amostras
de milho, Rice, Ross e Degjon (1995) relataram que ndo houve diferenca significativa na area
dos picos cromatogréficos quando a reacdo de derivatizacdo foi conduzida entre 2 e 40
minutos, obtendo resposta maxima do detector em 10 minutos de reagdo, € um declinio linear
nas areas dos picos com 0 aumento dos tempos de reacdo, até atingir 70 minutos de reacao.

Williams et a. (2004) reportaram que, em reagdo de derivatizagdo a 4°C, o derivado
fumonisina Bi-orto-ftaldialdeido permaneceu estavel por até 24hs, demonstrando influéncia
positiva da temperatura da reacdo de derivatizacéo sobre a fluorescéncia dos derivados, assim
sugerindo a refrigeracdo dos derivados por até 24hs, quando ndo ha a possibilidade da
realizac8o das injegdes cromatograficas naguele momento da andlise.

Variando-se o0 tempo da reacdo de derivatizacdo de 1 a 60 minutos e com o0 minimo de
exposicdo a luz, Samapundo et al. (2006) verificaram maior resposta do detector de
fluorescéncia em 8 minutos de reacdo, a qual ndo diferiu significativamente das obtidas nos
tempos de reacdo entre 4 e 15 minutos, entretanto, nos extremos, entre 1 e 2 minutos, e de 30
a 60 minutos, observaram-se repostas do detector significativamente menores.

Os resultados apresentados juntamente com os dados da literatura indicaram que o
tempo da reacéo pode variar de acordo com as condi¢fes em que € realizada a derivatizacéo,
como temperatura e presenca de luz, sendo imprescindivel o estabel ecimento do tempo 6timo
para a reagdo, no qual se observa a intensidade maxima de fluorescéncia dos derivados, a fim
de assegurar a reprodutibilidade do método.

3.2. Analise Cromatogr afica

3.2.1. Influéncia do pH da solugdo tampao fosfato de sédio 0,1 M

Mantendo as condicdes pré-estabelecidas, vazdo de ImL.min. ™, volume de injecéo de
10 pL e fase mével na proporcdo de 44:56, ndo foi possivel a separacdo do pico
cromatogréfico de interesse com o emprego da solucdo tampé&o fosfato 0,1 M pH 2,3. No
entanto, com aumento de 0,5 unidade no valor do pH, ou sgja, 2,8, jafoi possivel a separacéo

do pico cromatografico dos possiveis interferentes da reacdo de derivatizacdo no tempo de
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retencdo de 13,5 minutos, além da obtencdo de picos cromatogréficos bem definidos, ou sgja,
mais estreitos, sem cauda frontal e ombro (Figura 3), porém a intensidade de fluorescéncia do

derivado (61,4%) foi significativamente menor que aemitidaem pH 3,3.

Figura 3 — Cromatograma caracteristico da separacdo e deteccdo do derivado fumonisina B;-
orto-ftaldialdeido.
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Condictes cromatograficas. fase movel: acetonitrila: tamp&o fosfato de sddio 0,1 M pH 3,3
(44:56), vazdo: 1,0 mL.min.™, temperatura da coluna: 20°C, volume injetado: 10 pL e coluna
ODS Hypersil de 25 mm x 4,6 mm e particulas de 5 um.

Na analise da fumonisina B; € amplamente utilizada solugdo tampéo fosfato de sodio
como fase movel, cujo pH € gjustado com écido fosforico a 3,3 ou 3,35 (AOAC, 2005; LINO,
SILVA e PENA, 2006). No presente estudo, a solucdo tampédo fosfato de sodio com pH
gustado a 3,3 foi a que apresentou intensidade maxima de fluorescéncia emitida pelo
derivado e menor coeficiente variagdo, 1,2%, no entanto uma variagdo do pH de 3,3 a 3,8
resultou em reducéo de 3,7% na intensidade de fluorescéncia emitida pelo derivado, porém
ndo significativa. A Figura4 ilustraainfluéncia do pH da solugdo tampao fosfato de sddio 0,1
M sobre a estabilidade do derivado, onde se pode observar o pH étimo de 3,3 para a
realizac8o das andlises cromatogréficas.
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Figura 4. Fluorescéncia emitida pelo derivado fumonisina B;-orto-ftaldialdeido em diferentes

condicdes de pH da solucéo tampéo fosfato de sodio 0,1 M.
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Com o emprego na fase mével de solucdo tampao fosfato de sddio 0,1 M com valores
de pH mais elevados (4,3 e 4,8), nas condicbes pré-estabelecidas, ndo foi possivel a deteccédo
do derivado fumonisina B;-orto-ftaldial deido.

Segundo Shephard et al. (1990), na fase mével, a solucdo tampdo fosfato deve
apresentar pH suficientemente acido para garantir a supressdo da ionizacdo dos acidos
carboxilicos presentes na molécula de fumonisina B;. As fumonisinas apresentam
comportamento ionico em solucdo, assim a separacdo em colunas de fase reversa envolve
mecanismos tanto de fase reversa quanto de troca iGnica, porém em solventes neutros e néo
tamponados, estas ndo eluem convenientemente na maior parte das colunas de fase reversa,
assim, as melhores resolucfes cromatogréficas sdo obtidas em fase movel acidificada (LINO,
SILVA e PENA, 2006).

Samapundo et a. (2006), em estudo sobre a influéncia de diferentes paréametros
experimentais na andlise do derivado fumonisina B;-orto-ftaldialdeido, verificaram que o pH
da fase mével (metanol: solucdo tampdo fosfato de sodio 0,1 M, 3:1) influenciou
significativamente na resposta do detector de fluorescéncia. Em pH 2,85, observou-se a menor
resposta do detector, enquanto no pH 3,85 a resposta do detector foi significativamente maior
gue no pH 3,35.
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Variando o pH da solucéo tampéo fosfato de sodio 0,1 M em 0,5 unidade, observou-se
gue o derivado fumonisina B;-orto-ftaldialdeido é estavel na faixa entre 3,3 e 3,8, sendo
fundamental o controle do pH da solucéo tampdo empregada como fase mével, a fim de
obter-se picos cromatograficos bem definidos e 0 minino de variagdo na fluorescéncia do

derivado.

3.2.2. Influéncia da temperatura da coluna cromatogr afica

Em levantamento bibliogréfico sobre as metodologias analiticas empregadas na
determinacdo de fumonisina B; por CLAE com deteccdo de fluorescéncia, notou-se na
maioria a ndo especificacao datemperatura da coluna cromatografica em que sao realizadas as
andlises. Por outro lado, quando especificada, observou-se diferentes temperaturas, como
20°C (SAMAPUNDO et al., 2006), 23°C (AOAC, 2005), 24°C (ALMEIDA et d., 2002) e
30°C (BITTENCOURT et al., 2005; BATATINHA et a., 2007), assim objetivou-se verificar
possivel influéncia da temperatura da coluna cromatografica sobre a estabilidade do derivado
fumonisina B;-orto-ftaldialdeido.

A Figura 5 apresenta as temperaturas da coluna cromatogréfica avaliadas e a
fluorescéncia emitida pelo derivado. Ao variar a temperatura da coluna de 20 a 30°C
verificou-se reducdo na intensidade de fluorescéncia com o0 aumento da temperatura. Em
analise cromatografica a 20°C observou-se a intensidade maxima de fluorescéencia e baixo
coeficiente de variagcdo, 3,9%, porém ndo diferiu significativamente da fluorescéncia emitida
a22°C (98,3%), 25°C (93,8%) e 27°C (87%), demonstrando estabilidade térmica do derivado
fumonisina B;-orto-ftaldialdeido na faixa entre 20 e 27°C.

No entanto, em temperatura de 30°C verificou-se reducéo significativa de 26,5% na
intensidade de fluorescéncia do derivado, em relagdo a 20°C, demonstrando possivel
instabilidade do derivado fumonisina B;-orto-ftaldialdeido em temperaturas acima de 27°C,

indicando que as analises cromatogréaficas devam ser realizadas entre 20 e 27°C.
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Figura 5 — Fluorescéncia emitida pelo derivado fumonisina B;-orto-ftaldialdeido em

diferentes temperaturas da coluna cromatogréfica.
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Samapundo et a. (2006), avaliando trés diferentes temperaturas na andlise
cromatogréfica do derivado fumonisina Bj-orto-ftaldialdeido, verificaram diferencas
significativas na resposta do detector entre as temperaturas de 22°C, 30°C e 35°C, sugerindo
possivel instabilidade térmica do derivado fumonisina B;-orto-ftaldialdeido com o aumento
datemperatura.

Williams, Meredith e Riley (2004), a0 estudarem o efeito da temperatura sobre a
analise cromatografica de fumonisina B,, verificaram gque os derivados fumonisina B;-orto-
ftaldialdeido sGo mais estéveis a 4°C do que a 24°C, e que a instabilidade destes pode ser
atribuida a auséncia do grupo hidroxila na posicdo C1 de sua molécula, grupo que esta
presente na molécula da esfinganina, cujos derivados esfinganina-orto-ftaldialdeido
demonstraram ser estéveis por até 24 h atemperatura de 24°C.

A partir da Figura 5 foi possivel visualizar a influéncia da temperatura da coluna
cromatogréfica durante as andlises cromatograficas sobre a estabilidade do derivado
fumonisina B;-orto-ftaldialdeido. Assim, com o propodsito de evitar possiveis variagdes na
resposta do detector, e obter resultados confiaveis e reprodutiveis, torna-se necessario o

controle da temperatura da coluna cromatogréafica.
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4. CONCLUSAO

Os parametros pH, tempo e temperatura influenciaram significativamente sobre a
estabilidade do derivado fumonisina B;-orto-ftaldialdeido. Verificou-se intensidade maxima
de fluorescéncia emitida pelo derivado com o emprego, na derivatizacdo, de solucdo de
tetraborato de sddio 0,1 M pH 9,0 e reacdo em 2 minutos; e nas analises cromatograficas, de
solucdo tampéo fosfato de sodio 0,1 M pH 3,3 e temperatura da coluna cromatogréfica de
20°C. Assim, torna-se imprescindivel o controle do pH da solucéo tampéo empregada como
fase mével e da solucdo de tetraborato de sddio utilizada no preparo do reagente derivatizante,
como também do tempo da reacdo de derivatizacdo e da temperatura da coluna
cromatogréfica, a fim de obter-se fluorescéncia maxima e o minimo de variagdo, e assm

assegurar a precisao e a exatidao das andlises cromatogréficas.
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CAPITULO Il — DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO PARA A
DETERMINACAO DE FUMONISINA B; EM ARROZ POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA COM DETECCAO DE FLUORESCENCIA,
EMPREGANDO PLANEJAMENTO FATORIAL

RESUMO

O objetivo do estudo foi desenvolver um método analitico para a determinacéo de fumonisina
B1 em arroz por cromatografia liquida de alta eficiéncia. No desenvolvimento do método,
empregou-se como referéncia o procedimento QUEChERS, usado na determinacdo de
multiresiduos de pesticidas em vegetais, e plangjamento fatorial — delineamentos de Plackett
& Burman (PB) e Composto Central Rotacional (DCCR). A partir do delineamento de
Plackett & Burman verificou-se que as varidveis da etapa de extracdo — concentracdo de
acetonitrila, volume de acido acético glacial e a quantidade de sulfato de sodio anidro,
influenciaram significativamente (p < 0,05) na porcentagem de recuperacdo da micotoxina. A
partir das porcentagens de recuperagdo obtidas com o delineamento Composto Central
Rotacional, os coeficientes de regressdo foram determinados, e apenas os termos lineares das
variaveis foram estatisticamente significativos (p < 0,1), assim, 0os pardmetros com
coeficientes de regressdo ndo significativos foram excluidos, e entdo obtido o modelo
codificado de 12 ordem reparametrizado, que descreve a porcentagem de recuperacdo de
fumonisina B; em funcdo das varidveis — concentragdo de acetonitrila (%), volume de acido
acético glacial (mL) e quantidade sulfato de sddio anidro (g). A partir da andlise de variancia,
concluiu-se que o modelo codificado é adequado, pois apresentou regressao significativa (p <
0,05) e porcentagem de variacdo explicada (R?) de 85,8%, o que representa uma boa
concordancia entre os vaores preditos pelo modelo e os valores observados
experimentalmente. A partir da metodologia de plangjamento fatorial associado a andise de
superficie de resposta foi possivel definir as condi¢es de cada variavel estudada, e assim
obter um novo método analitico para determinacdo de fumonisina B; em arroz. Um método de
facil execugdo, economicamente viavel, rgpido, com menor geracdo de residuos orgéanicos e
porcentagem de recuperacdo satisfatoria para a micotoxina avaliada.

Palavras-chave: Arroz; FumonisinaB;; CLAE, Plangjamento fatorial.
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ABSTRACT

The aim of study was to develop a analytical method for determination of the fumonisin By in
rice samples, using high performance liquid chromatography. In the development, was
employed as referencethe QUEChERS procedure used in the determination of multiresidue
pesticides in vegetables, and Plackett & Burman and Rotational Central Composite designs.
From Plackett & Burmandesign was verified that extraction stepvariables -
acetonitrile concentration, glacial  acetic  acid volume, and anhydrous  sodium
sulphate amount, influenced significantly (p < 0.05) on the mycotoxin recovery percentage.
From of the recovery percentages obtained with the rotational central composite design, was
determined the regression coefficients, and only thelinear termsof the parameterswere
statistically significant (p< 0.1), so theparameters withno significant regression
coefficients were excluded, and then obtained the first order coded model, which describes
the fumonisin B, recovery percentage in function of the variables - acetonitrile concentration
(%), glacia acetic acid volume (mL) and sodium sulphate amount (g ), reparametrized to a
significance level of 10%. From variance analysis, concluded that the coded model was
appropriate, because theregresson wassignificant (p < 0.5) and the explained variance
percentage (R?) was of 85.8%, which representsagood agreement betweenthe values
predicted by model and values obtained experimentally. From the factorial design associated
to response surface analysis was possible to define the conditions for each variable, and thus
obtain anew method for determination of the fumonisin By in rice samples. An easy, cheap,
and fast method, with less organic residuals and mycotoxin recovery percentage satisfactory.

Keywords. Rice; Fumonisin B;; HPLC; Factoria design.
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1. INTRODUCAO

Diferentes técnicas anditicas para a separagdo, deteccdo e quantificacdo das
fumonisinas em alimentos sdo reportadas, como cromatografia em camada delgada (CCD),
cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), métodos
imunolégicos e detroforéticos. No entanto, a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo de fluorescéncia € a mais utilizada, em vista da sua alta sensibilidade e baixo limite
de deteccdo (SHEPHARD, 1998; ARRANZ et a., 2004; LINO, SILVA e PENA, 2006).

Na literatura, o principa método analitico reportado para a determinacdo de
fumonisina B;, em amostras de milho e derivados, € o descrito por Sydenham et a. (1996) e
adotado pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC) e International Union of Pure
and Applied Chemistry (IUPAC), o qual emprega derivatizagdo pré-coluna e a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo de fluorescéncia (AOAC, 2005).

O referido método da AOAC-IUPAC, parte de uma extracdo de consideravel
guantidade de amostra (50 g) e de solugdo extratora (100 mL de metanol:agua, 3:1), seguido
de homogeneizacdo em liquidificador, centrifugacdo, filtraco, e correcdo de pH do extrato
entre 5,8 e 6,5, com NaOH 1M (AOAC, 2005).

Na purificagdo do extrato, sdo requeridos cartuchos de extragdo em fase solida do tipo
troca aniénica forte SAX (500 mg de trimetilaminopropil) e diferentes solucdes de reagentes,
como metanol, metanol: &gua (3:1) e é&cido acético: metanol (1:99) para o acondicionamento
do cartucho e a eluicdo das fumonisinas. Durante a eluicdo das micotoxinas € necessario um
criterioso controle da vaz&o de ImL.min™ (AOAC, 2005). Todo este procedimento torna o
método laborioso, requer maior tempo nas andlises e consideraveis volumes de solventes,
além da necessidade de cartuchos de extracéo em fase solida importados, consequentemente
resulta em um maior custo, maior tempo para a execucao das andlises e geracdo de residuos
organicos.

Estudos sobre a avaliacéo da ocorréncia de fumonisina B; em arroz tém empregado na
etapa de purificagdo do extrato cartuchos de extracdo em fase solida do tipo troca aniénica
forte (SAX) (PATEL et a., 1997; SCOTT et a., 1999; PARK et a., 2005) e colunas de
imunoafinidade (SEO et al., 2009), o que encarecem as andlises.

Na derivatizagdo pré-coluna emprega-se o reagente orto-ftaldialdeido (OPA), o qual
apresenta algumas vantagens como, baixo custo, em comparacdo aos outros derivatizantes,
baixo limite de deteccdo, e por ser uma reacdo répida, facil e reprodutivel em temperatura
ambiente (SHEPHARD, 1998; ARRANZ et a., 2004; LINO, SILVA e PENA, 2006).

Entretanto, minutos apés a reacdo de derivatizacdo, € necessaria a injecdo no cromatografo,
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pois o derivado fumonisina Bj;—orto-ftaldialdeido é instéavel, perdendo rapidamente a
fluorescéncia (AOAC, 2005).

Apesar do método da AOAC-IUPAC apresentar boa reprodutibilidade, o que se
confirma pelo estudo colaborativo entre 12 laboratorios de 10 diferentes paises, com
porcentagens de recuperacdo entre 81,1 e 84,2 % para fumonisna B; em milho
(SYDENHAM et a., 1996), um novo método analitico menos laborioso, com menor custo, e
menor nimero de etapas e geracdo de residuos organicos € atual mente desejado.

Assim, o procedimento QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe),
descrito por Anastassiades et a. (2003), empregado na determinacdo de multiresiduos de
pesticidas em vegetais, apresenta as caracteristicas analiticas ideais para a extragdo e
purificacéo de fumonisina B; em arroz. O procedimento emprega uma pequena quantidade de
amostra (10 g) e de solvente extrator (10 mL de acetonitrila), seguido de rapida agitacdo e
centrifugacdo, e na etapa de purificagdo do extrato emprega-se uma pequena quantidade de
adsorvente, 0 que o torna um método rapido, fécil e barato.

Nos Ultimos anos, alguns estudos ja estdo empregando o procedimento QUEChERS,
com modificagdes, na determinacdo, por exemlpo, das micotoxinas zearalenona e tricotecenos
(CUNHA e FERNANDES, 2010; SOSPEDRA et al., 2010; WU et al., 2011), como também
no desenvolvimento de métodos multi-micotoxinas empregando espectrometria de massa
(SULYOK et a., 2006; MOL et a., 2008; SPANJER et al., 2008; FRENICH et al., 2009;
DESMARCHELIER et a., 2010; RASMUSSEN et a., 2010; VACLAVIK et al., 2010).
Ouitros, tém reportado o emprego do QUEChERS na determinagdo de fumonisina por CLAE
com espectrometria de massa (TREBSTEIN et a., 2009; DALL'ASTA et a., 2010;
ZACHARIASOVA et d., 2010).

Assim, o objetivo do estudo foi desenvolver um método analitico, de facil execugdo,
economicamente viavel, rapido e com menor geracdo de residuos organicos, para a
determinacdo de fumonisina B; em amostras de arroz, com referéncia no procedimento

QUEChERS e empregando planejamento fatorial associado a analise de superficie de resposta.

2. MATERIAL e METODOS

2.1. Material

2.1.1. Arroz
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Amostras de arroz, cujo rétulo declarava arroz branco, tipo 1, classe longo fino, grupo
beneficiado e subgrupo polido, foram adquiridas no municipio de Araraquara, SP, no ano de
2010. O ceredl foi triturado em multi processador (Arno®, SP, Brasil) até obtencdo de amostra
homogénea, passado por peneira de 20 mesh e acondicionado em potes plasticos, em
temperatura ambiente, até 0 momento das analises, as quais foram realizadas no mesmo dia da

trituracéo do cereal.

2.1.2. Padr 8o e Reagentes

O padréo de fumonisina B; (98% de pureza) e o reagente de derivatizagdo orto-
ftaldialdeido (OPA) foram adquiridos da Sgma-Aldrich, Inc. (St. Louis, MO, USA).
Acetonitrila, &cido acético glacial e metanol, todos grau CLAE, foram adquiridos da J.T.
Baker, Mallinckrodt Baker, Inc. (Phillipsburg, NJ, USA). Acido fosférico e tetraborato de
sodio foram adquiridos da LabSynth (Diadema, SP, Brasil), fosfato monossodico 1-hidrato e
cloreto de sodio da Merck SA. (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e 2-mercaptoetanol da Vetec (Rio
de Janeiro, RJ, Brasil). Sulfato de sadio anidro da Qhemis (Indaiatuba, SP, Brasil) e Celite®
(Hyflo SuperCel) da Almeria SA. (Guadaajara, México). A &gua utilizada nas andlises
cromatogréficas foi obtida através de sistema de ultra-purificacdo Millipore MilliQ system
(Millipore, Milford, MA, USA).

2.1.3. Solugéo Padr&o de Fumonisia B,

O padréo de fumonisina B; (5 mg) foi dissolvido em 5 mL de solugdo de
acetonitriladgua (1:1) obtendo uma solucdo estoque de 1000 pug.mL™, de acordo com a
AOAC (2005). A partir desta soluco, preparou-se soluco trabalho de 20 pg.mL™. Todas as
solucBes foram armazenadas em frascos @mbares, envoltos em aluminio, e estocadas a -18°C.

2.2. Métodos

2.2.1. Teor deUmidade

O teor de umidade das amostras de arroz foi determinado por gravimetria empregando
balanca de infravermelho modelo 1D 200 (Marte®, SP, Brasil). Empregou-se massa de 3,00 g
do cered triturado, peneirado e homogeneizado, e a porcentagem de umidade da amostra

informada automati camente pel o equipamento.

2.2.2. Reacdo de Derivatizacao
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A reacdo de derivatizacdo da fumonisina B; foi de acordo com a AOAC (2005). O
reagente de derivatizaggo foi preparado empregando-se 40 mg de OPA, este dissolvido em 1
mL de metanol, diluidos com 5 mL de solugéo de tetraborato de sodio 0,1 M (pH 8,9-9,1), e
entdo adicionados 50 pL de 2-mercaptoetanol. O reagente foi estocado em frasco ambar,
envolto em papel de aluminio, protegido da luz e em temperatura ambiente, por no maximo
até uma semana.

Aliquota de 225 pL do reagente de derivatizacdo foi adicionada a um vial de 1,5 mL
contendo 25 pL de extrato da amostra purificado, e entdo mantidos em banho de ultra-som
por 30 segundos em temperatura ambiente e protegidos da luz. Dentro de 4 minutos, apos a

adicdo do reagente de derivatizacdo, realizou-se ainjecaéo no cromatégrafo aliquido.

2.2.3. Anadlise Cromatogr afica

Na separacdo, deteccdo e quantificacdo da fumonisina B; utilizou-se um cromatografo
a liquido de ata €ficiéncia (Shimadzu, Kioto, Japdo), com sistema quatern&rio de
bombeamento de solvente, modelo LC 10AT VP, detector de fluorescéncia RF 10A XL em
comprimentos de onda de 335 nm (excitacdo) e 440 nm (emissdo), injetor automético SIL
10A, e coluna cromatografica ODS Hypersil (250 x 4,6 mm; particulas de 5 pum) (Thermo,
Reino Unido). A temperatura da coluna durante as analises manteve-se em 20°C, e 0 tempo
total de corridafoi de 20 minutos. A fase mével empregada foi acetonitrila: tampéo fosfato de
sodio 0,1 M com pH 3,3 gustado com &cido fosférico, na proporcdo 44:56, respectivamente,
em eluicao isocrética, vazao de 1,0 mL.min, e volume de injecéo de 10 L.

2.2.4. Deteccdo e Quantificacdo de Fumonisina B;

A deteccdo de fumonisina B; foi redlizada através da comparagéo entre os tempos de
retencéo da amostra e do padréo (AOAC, 2005), de 13,5 + 0,5 minutos, e a quantificagcéo
através do método de padronizacdo externa, utilizando-se as areas dos picos cromatograficos.
Empregou-se uma curva de calibracdo do padréo de fumonisina B; em solvente (acetonitrila:

dgua, 1:1), nafaixa de 500 a 2500 pg.kg ™.

2.2.5. Desenvolvimento de Méodo Analitico para Determinacédo de Fumonisina B; em

Arroz.

2.2.5.1. Contaminagéo das Amostras
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As amostras de arroz foram contaminadas artifialmente com solugéo padréo de
fumonisina By (20 ug.mL™), 12 horas antes do inicio das andlises, a fim de se obter
concentragdo final de 2000 pg.kg® em cada amostra, esta considerada o limite méaximo

permitido em milho n&o processado, pelalegislacdo brasileira (BRASIL, 2011).

2.2.5.2. Extracéo e Purificagdo

O procedimento QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged e Safe)
empregado na determinacdo de multiresiduos de pesticidas em vegetais, descrito por
Anastassiades et al. (2003), foi utilizado como referéncia no desenvolvimento do método
analitico para a determinacéo de fumonisina B; em amostras de arroz.

Na etapa de extragdo, em um tubo de centrifugacdo de polipropileno de 50 mL
Nalgene® (Thermo Scientific, Rochester, NY, USA), foram adicionados 10 g de amostra de
arroz, 20 mL de solucdo de acetonitrila, e &cido acético glacial, seguido de agitacdo em votex,
e posterior adicdo de sulfato de sodio anidro e cloreto de sodio, novamente agitacdo em vortex
e centrifugacéo a 7500 rpm.

Na purificacgo, 5 mL do extrato obtido na etapa de extragdo, sulfato de sodio anidro e
Celite® foram adicionados & um tubo de centrifugacdo de polipropileno de 50 mL, e este
agitado em vortex e centrifugado a 7500 rpm. O sobrenadante foi filtrado em membrana de

0,22 um Millex® (Millipore, Barueri, SP, Brasil), e entfo realizada a reacdo de derivatizacZo.

2.2.5.3. Delineamento Experimental de Plackett & Burman (PB)

Com o objetivo de avdiar o efeito de cada varidvel, das etapas de extracdo e
purificacdo, sobre a recuperacdo de fumonisina B; (%) do método, empregou-se um
delineamento de selecdo de variaveis do tipo Plackett & Burman de 16 ensaios. Foram
avaliadas onze varidveis em dois niveis cada e realizados trés ensaios no ponto central, de
acordo com Rodrigues e lemma (2009).

A Tabela 1 apresenta os niveis para cada variavel independente estudada, baseados nas
condicoes estabelecidas por Lehotay (2007). A massa da amostra (10 g) e o volume de
solvente extrator (20 mL) foram mantidos contantes, uma vez que na literatura ambos
contribuiram para porcentagens de recuperacdo satisfatorias. A Tabela 2 apresenta as
condigdes dos ensaios de Plackett & Burman.
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Tabela 1 — Varidveis avaiadas no delineamento de Plackett & Burman e seus respectivos

niveis codificados.

o _ Niveis
Variaveis Cadigo
- 0 +1
Concentracdo de acetonitrila (%) X1 50 55 60
Acido acético (mL) X, 0,1 0,125 0,15
Agitagdo (minutos) X3 1 15 2
Extracédo Sulfato de sadio anidro (g) Xa 1,0 25 4,0
Cloreto de sodio (g) X5 0,5 0,75 1,0
Agitagdo (minutos) Xe 1 2 3
Centrifugagdo (minutos) X7 2 3 4
Sulfato de sadio anidro (g) Xg 0,3 0,5 0,7
L Celite® (g) Xo 0,1 0,15 0,2
Purificacdo _
Agitac&o (segundos) X1o 30 45 60
Centrifugacdo (minutos) X1 2 3 4

Tabela 2 — Matriz do delineamento de Plackett & Burman de 16 ensaios— PB 16.

Ensaios X4 X5 X3 X4 X5 Xe X7 Xg XQ Xj_O X1
1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1
2 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1
3 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1
4 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1
5 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1
6 1 11 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1
7 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 1
8 1 11 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1
9 1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1
10 -1 1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1
11 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 1 1 1
12 1 -1 1 1 1 -1 1 -1 1 1 1
13 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 1
14 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1
15 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1
16 -1 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

2.2.5.4. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

A partir dos resultados obtidos com o delineamento de Plackett & Burman elaborou-se

um um novo delineamento — Composto Central Rotacional, segundo Rodrigues e lemma
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(2009), com o objetivo de definir as condigbes das etapas de extragdo e purificagéo do

método.

Foram analisadas as variaveis - concentragdo de acetonitrila (%), volume de acido

acético (mL) e quantidade de sulfato de sodio anidro (g), da etapa de extracdo, em cinco

niveis cada (Tabela 3). E manteve-se fixo os parametros - agitacdo (1 min.), cloreto de sddio

(0,5g) e centrifugacdo (2 min.), na etapa de extragéo; e sulfato de sodio anidro (0,3g), Celite®

(0,1 mg), agitacdo (30 seg.) e centrifugacdo (2 min.), na etapa de purificacéo.

No delineamento incluiram-se seis pontos axiais (+ o = (2€)*% onde k = nimero de

variaveis independentes) e trés repeticdes no ponto central, totalizando 17 ensaios (Tabela 4).

Tabela 3 — Varidvels avaliadas no Delineamento Composto Central Rotaciona e seus

respectivos niveis codificados.

Niveis
Variaveis Cadigo
-168 -1 0 +1 +1,68
Concentracdo de acetronitrila (%) X1 40 44 50 56 60
Extracio Acido acético (mL) X, 007 01 015 02 0,23
Sulfato de sodio (g) X4 10 16 25 34 40

Tabela4 — Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional.

Ensaios X1 X5 Xa
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 -1,68 0 0
10 1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
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2.2.5.5. Recuperacdo de Fumonisina B;

Na avaliacdo das etapas de extracéo e purificagdo empregou-se a porcentagem de
recuperacdo do método, que foi calculada como a razéo percentual entre a concentracéo de
fumonisina B; determinada e a concentracéo adicionada, utilizando-se a curva de calibracéo
nafaixa de 500 a 2500 pg.kg™.

2.3. Descontaminacao do M aterial
Todo material foi tratado com solugdo de hipoclorito de sodio 5% por pelos menos 12

horas antes de ser descartado, seguido de acetona, e lavagem com agua (BRASIL, 2005).

2.4. Andlise Estatistica
As determinactes foram realizadas em triplicata e os resultados expressos como média
* desvio-padrdo. Empregou-se o software Satistica 8.0 nos delineamentos do tipo Plackett &

Burman e Composto Central Rotacional.

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

Com a finalidade de desenvolver um método analitico acessivel, de facil execucéo,
economicamente viavel, rapido, e com o emprego minimo de solvente e amostra para a
determinacdo de fumonisina B; em arroz, modificacbes foram realizadas no procedimento
QUEChERS, empregado na determinacéo de multi-residuos de pesticidas em vegetais, descrito
por Anastassiades et al. (2003) e aceito pela AOAC (LEHOTAY, 2007).

A equacdo da reta de regressdo linear da curva de calibracdo empregada para a
quantificacdo de fumonisina B, foi y = 911,17x + 92247, onde y = area do pico e x =
concentracdo de fumonisina B; (ug.kg?), com coeficiente de determinacdo (R?) de 0,9996
(Figural).
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Figura 1 — Curva de calibracso de fumonisina B; (500 — 2500 pg.kg™).
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3.1. Delineamento Experimental de Plackett & Burman (PB)

A Tabela 5 apresenta a recuperacdo de fumonisina B; (%) em cada ensaio do
delineamento de Plackett & Burman, observa-se gque a recuperacdo foi de 30,1 a 106,1%, de
acordo com as variagbes no método. A Tabela 6 apresenta os efeitos, de cada variavel

independente avaliada, na recuperacdo de fumonisina B, (%) do método.
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Tabela 5 — Recuperagdo de fumonisina B, (%) em cada ensaio do delineamento de Plackett &

Burman.
Ensaios Recuperacio (%)’

1 30,1
2 82,9
3 36,9
4 106,1
5 97,5
6 74,5
7 1034
8 63,8
9 93,5
10 89,4
11 94,3
12 67,5
13 100,3
14 66,9
15 80,8
16 78,6

Ponto Central 95,6

*média (n=3)

Tabela 6 — Efeito de cada variavel narecuperagdo de fumonisina B; (%).

Variaves Efeitos pi;;go t (6) p - valor

Média 79,2 3,98 19,9 0,000001

Acetonitrila (%) -19,5 7,96 -24 0,049885

Acido acético (ml) 19,2 7,96 2,4 0,052509

Agitacdo (min.) -1,0 7,96 -0,1 0,907689

Extracdo  Sulfato de sodio anidro(g) 21,1 7,96 2,6 0,038047
Cloreto de sodio (g) -1,7 7,96 -0,2 0,8391

Agitacdo (min.) 11,6 7,96 15 0,195652

Centrifugacdo (min.) -7,8 7,96 -1,0 0,367051

Sulfato de sodio anidro(g) 6,3 7,96 0,8 0,461292

N Celite® (g) -2,8 7,96 -04 0,73812

Purificacéo _ _
Agitacdo (min.) -1,7 7,96 -0,2 0,841443

Centrifugacéo (min.) -6,9 7,96 -0,9 0,416886
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A primeira etapa do QUEChERS consiste da extragdo, a qual envolve particdo liquido-
liquido e efeito salting out. A cada 1 g de amostra sdo adicionados 1 mL de acetonitrila (1%
acidificada com acido acético glacial) e 0,5 g da mistura dos sais sulfato de magnésio anidro e
acetato de sodio (4:1), em um tubo de centrifugacdo, seguido de agitacdo vigorosa e
centrifugagdo, ambas por 1 minuto (LEHOTAY, 2007).

No desenvolvimento, na etapa de extragdo manteve-se fixo a quantidade de amostra de
10 g e o0 volume de solucdo extratora de 20 mL. Ao invés da propor¢do 1:1 (amostra: solvente
extrator) de acordo o procedimento de referéncia, optou-se pela proporgdo 1:2. Sospedra et al.
(2010) reportaram recuperacoes entre 84 e 106% das micotoxinas tricotecenos em farinha de
trigo a0 empregaram na extracdo a proporcdo de 1:2 de farinha: solugcdo de metanol e
acetonitrila.

O emprego do solvente organico acetonitrila na extracéo da micotoxina foi em funcéo
de suas vantagens, como a habilidade em separar-se da fase aquosa apos a adi¢cdo dos sais no
meio, sem a necessidade da utilizacdo de solventes apolares, e a compatibilidade com a
extragdo em fase sdlida dispersiva e a técnica de cromatografia liquida de ata eficiéncia
(PAYA et al., 2007).

O teor médio de umidade nas amostras de arroz foi de 7,6 + 0,6%, considerado baixo
em comparacdo aos das amostras de frutas e vegetais (acima de 80%) geralmente analisadas
pelo QUEChERS, assim optou-se pela substituicdo de acetonitrila por uma solucéo aquosa de
acetonitrila como solvente extrator, afim de introduzir &gua no meio.

Ao variar a concentragdo de acetonitrila de 50 a 60%, observou-se um efeito negativo
significativo (p < 0,05) de 19,5% na recuperagdo do método, indicando que o maior teor de
agua no meio aumentou a eficiéncia da extracéo, possivelmente em funcéo da hidratacéo do
tecido celular, favorecendo assim a migragéo do solvente extrator para o interior da matriz,
com também em fungdo da micotoxina apresentar carater polar.

Spanjer et al. (2008) verificaram que 0 aumento da porcentagem de agua na solucdo
de acetonitrila melhorou a €ficiéncia da extracdo das fumonisinas em um método multi-
micotoxinas. Sulyok et al. (2006), no desenvolvimento e validacéo de método analitico paraa
determinacéo de 39 micotoxinas em trigo e milho, reportaram recuperagdes para fumonisina
B:1 de 83, 17 e 4%, quando empregou-se solucbes de acetonitrila 50, 75 e 80%,
respectivamente, no entanto, com a adicdo de 1% de acido acético na solucéo de acetonitrila
75%, verificaram amaior recuperagao parafumonisina B;, de 105%.

No desenvolvimento do método, apds a adicdo da solucdo aquosa de acetonitrila,

realizou-se a acidificagcdo do meio, de 0,5 a 0,75%. Com o aumento do volume de acido
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acético glacial, de 0,1 para 0,15 mL, houve um efeito positivo significativo (p < 0,05) de
19,2% na recuperacdo do método, demonstrando que a acidificagdo melhorou a eficiéncia da
extracao da micotoxina. Verificaram-se recuperagdes de fumoniosina B; entre 89 e 103% nos
ensaios em que se empregaram solucéo de acetonitrila 50% e o maior volume de acido acético
glacial (Tabela 5). Desmarchelier et a. (2010) obtiveram recuperagOes acima de 80% para
fumonisinas B; e B, apds a adi¢do de &gua nas amostras de cereais, em quantidade semelhante
a do solvente empregado na extracdo, e adicdo de 0,5% de &cido acético no solvente extrator
acetonitrila.

Nos primeiros testes realizados para avaliar a extragdo da micotoxina empregando o
procedimento QUEChERS, optou-se pela ndo acidificacdo da acetonitrila, o que resultou em
recuperacgdes abaixo de 20% da fumonisina B3, contudo, na elaboracdo do delineamento de
Plackett & Burman, empregou-se uma acidificagdo de no minimo 0,5% da solucdo extratora.
Uma possivel explicacdo para a eficiéncia da extracéo de fumonisina B; com a acidificacéo da
acetonitrila seria que as fumonisinas B; apresentam caréter acido, assim em meio neutro
encontram-se no seu estado desprotonado, o que facilita interagdes com o grupo amino de
componentes presentes na matriz, no entanto, em meio com pH &cido, os grupos acidos da
molécula de fumonisina B, estdo protonados, conseqiientemente menor ou nenhuma interacéo
ocorre, desta forma, o analito de interesse néo se liga a componentes da matriz e permanece
dissolvido no solvente extrator (MOL et al., 2008).

Avaliou-se a agitacdo em vortex do sistema apos a adi¢do da solucéo de acetonitrila e
&cido acético glacial, o que resultou em um efeito negativo de 1,0% na recuperagdo do
método, porém ndo significativo (p > 0,05).

Em funcdo da indisponibilidade laboratorial dos sais sulfato de magnésio anidro e
acetato de sodio, estes foram substituidos por sulfato de sodio anidro e cloreto de sodio,
respectivamente. A adicdo dos sais tem a finalidade de promover a particdo liquido-liquido e
o efeito salting out no sistema, desta forma, induzindo a separacdo das fases aquosa e
organica, e permitindo a extracdo de compostos polares. O sulfato de sddio anidro se liga a
&gua do meio, controlando o teor de agua na fase organica, e a dissolucéo do cloreto de sddio
na agua livre do meio resulta na diminuicdo da solubilidade da micotoxina na agua, desta
forma, aumentando a distribuicdo da micotoxina no solvente organico, a acetonitrila.

Segundo Anastassiades et al. (2003), a hidratagdo do sal sulfato de magnésio anidro
consiste em um processo exotérmico, desta forma, acredita-se que a liberacdo de calor da
reacao seja benéfica na etapa de extragao.
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O aumento na quantidade de sulfato de sddio anidro na etapa de extracdo, ou seja, de 1
para 4 g, resultou em um efeito positivo significativo (p < 0,05) de 21,1% na recuperacéo do
método, no entanto, 0 aumento na quantidade de cloreto de sodio, de 0,5 para 1,0 g, resultou
em um efeito negativo de 1,7% na recuperacdo, sugerindo a utilizacdo da menor quantidade
de cloreto de sodio na etapa de extragéo.

Anastassiades et al. (2003) verificaram que 0 aumento na quantidade de cloreto de
sodio resultou em reducdo na recuperacdo de pesticidas em vegetais. A quantidade de cloreto
de sédio adicionada ao meio tem uma forte influéncia na separacdo das fases aquosa e
organica, e em altas quantidades resulta em uma fase organica com menor teor de &gua,
assim, menos receptiva para 0s compostos polares, desta forma, é possivel controlar a
polaridade da etapa de extracdo variando a concentracdo deste sal no meio.

Apo6s a adicdo dos sais, variou-se a agitacdo em vortex do sistemaentre 1 e 3 minutos,
e a centrifugacdo a 7500 rpm de 2 a4 minutos, no entanto ndo houveram efeitos significativos
(p > 0,05) na recuperacdo do método com estas variacfes, desta forma, 0os menores tempos
avaliados tanto de agitacdo quanto de centrifugacdo puderam ser estabelecidos, a fim de
reduzir o tempo das andlises.

A segunda etapa do QUEChERS consiste na purificacdo em fase solida dispersiva do
extrato obtido na etapa de extracdo. A cada 1 mL do sobrenadante (fase organica) sfo
adicionados 200 mg da mistura de sulfato de magnésio anidro e o adsorvente de troca iénica
fraca PSA (amina primaria secundaria) na proporc¢édo de 3:1, em tubo de centrifuga, seguido
de agitacdo por 30 segundos e centrifugagéo por 1 minuto (LEHOTAY, 2007). O sal sulfato
de magnésio anidro tem a funcdo de remover a agua remanescente no extrato, e o PSA de
remover componentes polares da matriz, através de ligacOes do tipo ponte de hidrogénio,
como &cidos organicos e agucares, aém de acidos graxos e pigmentos, promovendo alimpeza
do extrato (ANASTASSIADES et al., 2003).

Uma vez que a molécula de fumonisina B; apresenta grupos carboxilicos e grupos
hidroxilas em sua estrutura quimica, no desenvolvimento do método substituiu-se o
adsorvente PSA por Celite®, em funcdo da possibilidade de interagdes entre a molécula de
fumonisinaB; e 0 PSA. Trebstein et al. (2009) relataram baixa recuperagcdo para a micotoxina
zearalenona (aproximadamente 20%) ao utilizarem o PSA na etapa de purificacéo,
provavelmente devido as ligagOes do tipo ponte de hidrogénio entre os grupos hidroxila da
molécula de zearalenona e o PSA. Entretanto, Soares e Rodriguez-Amaya (1985), Furlong e
Soares (1995), e Caldas et a. (2002) empregaram Celite® na etapa de purificacdo na
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investigagcdo das micotoxinas ocratoxina, tricotecenos, e aflatoxinas e ocratoxina,
respectivamente, e obtiveram porcentagens de recuperagdo satisfatorias,

O sal sulfato de sodio anidro adicionado na etapa de purificagdo, de 0,3 a 0,7 g,
resultou em um efeito positivo de 6,3% narecuperacdo do método, porém ndo significativo (p
> 0,05). O aumento na quantidade de Celite®, de 0,1 a0,2 g, promoveu um efeito negativo de
2,8% na recuperacdo do método, porém também ndo significativo (p > 0,05), sugerindo a
utilizacdo pequenas quantidades do sulfato de sédio anidro e do adsorvente na etapa de
purificacdo. A substituicdo do adsorvente PSA pela Celite® mostrou-se adequada, uma vez
gue se obtiveram extratos limpidos e recuperactes satisfatorias.

Na etapa de purificagdo, com o aumento do tempo de agitacdo, de 30 a 60 segundos,
verificou-se um efeito negativo de 1,7% na recuperacdo do método, no entanto, nao
significativo (p > 0,05). Ao variar o tempo de centrifugacéo, de 2 a 4 minutos, observou-se
um efeito negativo de 6,9% na recuperacdo, ndo significativo (p > 0,05), indicando que nesta
etapa tanto o tempo de agitacdo quanto de centrifugacdo ha de ser o menor.

Com as modificagdes no procedimento QUEChERS, de acordo com o delineamento de
Plackett & Burman, verificou-se recuperacfes satisfatorias, entre 74,5 e 106,1%,
demonstrando a possibilidade da aplicacdo do método para a determinacéo de fumonisina By
em amostras arroz, uma vez que se aceita porcentagens de recuperacdo na faixa entre 70 e
110%, quando se tem concentracdes superiores a 500 pg.kg* de fumonisina B; (BRASIL,
2009).

3.2. Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Com a finalidade de desenvolver um método analitico rapido, barato e com menor
geracdo de residuos organicos, a partir dos efeitos calculados através do delineamento
Plackett & Burman fixou-se 8 varidveis na menor quantidade e tempo avaliados. Na etapa de
extracdo, manteve-se a agitagdo em 1 minuto, cloreto de sodio em 0,5 g e a centrifugacéo em
2 minutos, e na etapa de purificacdo, sulfato de sadio anidro em 0,3 g, Celite® em 0,1 g, a
agitacdo em 30 segundos e a centrifugacéo em 2 minutos.

No entanto, as varidveis da etapa de extragdo - concentracdo de acetonitrila (%),
volume de &cido acético glacial (mL) e quantidade de sulfato de sodio anidro (g), foram as
gue apresentaram O maior impacto sobre a recuperacdo do método (Tabela 6), contudo,
realizou-se um delineamento do tipo Composto Central Rotacional a fim de definir as
condig¢Bes de cada uma destas variaveis.
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A Tabela 7 apresenta a recuperacdo (%) de fumonisina B; em cada ensaio do
Delineamento Composto Central Rotacional, verificou-se que a recuperacdo foi de 57,5 a
123,2%, de acordo com as variagbes na concentracdo de acetonitrila da solucdo empregada
como solvente extrator, na acidificagdo do meio e na quantidade de sulfato de sodio anidro
adicionada.

Tabela 7 — Recuperagédo (%) de fumonisina B; em cada ensaio do Delineamento Composto
Central Rotacional.

Ensaios Recuperacio (%)’
1 75,6 £13,2
2 575+ 16,7
3 1138+ 95
4 92,3+16,1
5 86,4+ 11,0
6 72,3+0,1
7 123,2+ 16,1
8 87,8+45
9 111,2+ 16,5
10 76,3+ 0,7
11 68,3+2,1
12 93,7+ 15,8
13 79,1+ 3,6
14 879+37
Ponto Central

15 91,3

16 89,8

17 85,7

*média = desvio-padrdo (n=3)

Atraveés dos resultados de recuperacéo (%) obtidos foram cal culados os coeficientes de
regressao, onde o0s termos lineares estdo associados a letra L e os termos quadréticos a letra Q
(Tabela ).



Tabela 8 — Coeficientes de regressao para a porcentagem de recuperagdo de fumonisina B;.

Par &ametros Coeficiente de Regressio Erropadréo t(7) p - valor
Média 88,8 38 234 0,000000
X1(L) -10,8 18 -6,1 0,000513
X1(Q) 23 2,0 12 0,279769
Xz (L) 12,3 18 6,9 0,000235
X2(Q) -2,2 2,0 -11 0,298377
Xa(L) 33 18 19 0,105257
X4(Q) -13 2,0 -0,7 0,516976

XXz -3,1 2,3 -1,3 0,230514
X1X4 -1,3 2,3 -0,5 0,605045
XoX4 -2,6 2,3 -1,1 0,308196

X1 Concentragio de Acetonitrila (%); X,: Acido Acético Glacial (mL); X4 Sulfato de Sodio Anidro (g); X1 Xo:
interacdo entre concentragdo de acetonitrila (%) e acido acético glacial (mL); X1X,: interacdo entre concentragdo
de acetonitrila (%) e sulfato de sddio anidro (g); X.X4: interagdo entre &cido acético glacia (mL) e sulfato de
sodio anidro (9).

Observou-se que apenas 0s termos lineares das variaveis foram estatisticamente
significativos ao nivel de significancia de 10% (p < 0,1), e as interacOes entre as variaveis ndo
foram estatisticamente significativas. Assim, 0s parametros com coeficientes de regressao
ndo significativos foram excluidos, e entdo obtido um modelo matemético reparametrizado
(Tabela9).

Tabela 9 — Coeficientes de regressdo estatisticamente significativos para a porcentagem de

recuperacdo de fumonisina B;.

Parametros  Coeficientede Regressio ~ Efropadréo t (13) p - valor
Média 87,8 1,7 51,9 0,000000
X1 (L) -10,8 19 -5,7 0,000069
X (L) 12,3 19 6,5 0,000020
X4(L) 33 1,9 18 0,101935

X1: Concentrac&o de Acetonitrila (%); X,: Acido Acético Glacial (mL); X,: Sulfato de Sodio Anidro (g).
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A equacdo a seguir descreve o modelo matematico codificado da porcentagem de
recuperacdo de fumonisina B; em funcdo das varidveis independentes — concentracdo de
acetonitrila (%), volume de &cido acético glacial (mL) e quantidade sulfato de sodio anidro

(9), reparametrizado a um nivel de significancia de 10%:

% Recuperacéo de FumonisinaB;=87,8—-10,8 X;+ 12,3 X+ 3,3 X4

A partir da andlise de variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 10, concluiu-se que
0 modelo codificado de 12 ordem que descreve a porcentagem de recuperacdo de fumonisina
B1 em funcdo das variaveis estudadas, com os parametros estatisticamente significativos, é
adequado, pois a regressao foi altamente significativa, cujo valor de F calculado (26,2) foi 10
vezes superior ao do F tabelado (2,56), e porcentagem de variagcdo explicada foi de 85,8%

para a recuperacéo do método.

Tabela 10 — Andlise de variancia para a porcentagem de recuperacao de fumonisina B;.

L Soma dos Grausde Quadrado
Fonte devariagao quadr ados liber dade médio F calculado p-valor
Regr essio 3809,7 3 1269,9 26,2 0,0001
Residuos 629,7 13 48 4
Total 4439,4 16

% Variagio Explicada (R?) = 85,8; F 313 0.10 = 2,56.



86

A Figura 2 apresenta os valores observados experimentalmente e os valores preditos
pelo modelo matemaético codificado de 12 ordem, associados a recuperacao (%) de fumonisina
B1 do método. Verificou-se uma boa concordancia entre os valores, uma vez que a ANOVA
indicou uma porcentagem de variacgo explicada (R?) pelo modelo de 85,8%, considerada boa,

demonstrando que 0 model o se gjusta aos dados experimentais.

Figura 2 — Valores observados experimentalemente em funcdo dos valores preditos pelo
modelo para a porcentagem de recuperacdo de fumonisina B; do método.
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Uma vez que, pela andlise de variancia, verificou-se regressdo atamente significativa
e porcentagem de varicgo explicada (R?) satisfatoria, permitiu-se a construcdo das superficies

de respostas e as curvas de contorno (Figuras 3, 4 e 5).
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Figura 3 — Superficie de resposta e curva de contorno para a recuperacao (%) de fumonisina

B, em funcgéo da concentragdo de acetonitrila (%) e o volume de &cido acético glacia (mL).
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Figura 4 — Superficie de resposta e curva de contorno para a recuperacdo (%) de fumonisina
B1 em fungdo da concentracdo de acetonitrila (%) e a quantidade de sulfato de sodio anidro

(9).
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Figura 5 — Superficie de resposta e curva de contorno para a recuperacao (%) de fumonisina
B, em funcdo do volume de &cido acético glacial (mL) e a quantidade de sulfato de sodio

anidro (g).
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Através da andlise das superficies de respostas e das curvas de contorno geradas pelo
model o codificado verificou-se que a porcentagem de recuperacéo do método foi influenciada
pelastrés variaveis independentes avaliadas pelo DCCR.

O aumento na concentracdo de acetonitrila da solucéo extratora resultou em menores
recuperacdes (%) de fumonisina B;, 0 que implica na necessidade de uma quantidade minima
de &gua no meio para uma extragdo eficiente da micotoxina (Figuras 2 e 3). Entretanto, o
aumento do volume de acido acético glacial adicionado resultou em maiores recuperacdes do
método, demonstrando que a acidificacdo do meio é fundamental na extracdo de fumonisina
Bi(Figuras2 e 4).

O aumento da porcentagem de recuperacdo do método também foi decorrente do
sulfato de sodio anidro no meio, quanto maior a quantidade adicionada maior foi a
recuperacdo (%) da micotoxina (Figuras 3 e 4), destacando a importancia desta variavel na
etapa de extracdo do método QUEChERS.

Considerando os critérios de desempenho que os métodos analiticos devem atender
para a determinagdo de micotoxinas em alimentos, estabel ecidos pela Comunidade Européia,
e no Brasil, pela Consulta Pablica n® 100 de 21 de Dezembro de 2009, se aceita recuperacoes
entre 70 e 110% para fumonisina B; em concentracdes superiores a 500 upg.kg’
(COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES, 2005; BRASIL, 2009). A partir
dos graficos de superficies de respostas e das curvas de contorno, observou-se que 0 emprego
de solucéo extratora composta por acetonitrila na concentragdo entre 40 e 55%, volume de
&cido acético glacia entre 0,1 e 0,2 mL, e a quantidade de sulfato de sodio anidro entre 1 e 3
g, resultariam em recuperagdes (%) de fumonisina B; dentro da faixa aceitéavel (70-110%).

Avaliando os resultados dos delineamentos de Plackett & Burman e Composto Central
Rotacional definiu-se as condic¢fes de cada variavel das etapas de extragdo e purificagdo do
método, conforme apresentado na Figura 6. Através do modelo codificado de 12 ordem é
prevista uma porcentagem de recuperacdo pelo método proposto de 100,1% para a
micotoxina, apesar de saber da existéncia de desvios entre 0s resultados experimentais e 0s
preditos, uma vez que a porcentagem de variacao explicada (R?) foi de 85,8%.

Os resultados obtidos indicaram que através da metodologia de plangjamento
experimental associada a andlise de superficie de resposta foi possivel desenvolver um

método analitico com porcentagens de recuperacao satisfatorias.
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Figura 6 — Méodo analitico para a determinagdo de fumonisina B, em arroz.
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4. CONCLUSAO

A partir dos delineamentos de Plackett & Burman e Composto Central Rotaciona
obteve-se um novo meétodo analitico para a determinagdo de fumonisina B; em arroz por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo de fluorescéncia. Um método de fécil
execucdo, economicamente viavel, rgpido, com menor geracdo de residuos organicos e com

recuperacéo acima de 95% para a micotoxina avaliada.
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CAPITULO IV — VALIDACAO INTRALABORATORIAL DE METODO
ANALITICO PARA DETERMINACAO DE FUMONISINA B; EM ARROZ POR
CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA COM DETECCAO DE
FLUORESCENCIA

RESUMO
O objetivo do estudo foi avaliar os parémetros de desempenho de um novo método analitico
para a determinacdo de fumonisina B; em arroz, empregando derivatizacdo pré-coluna e
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo de fluorescéncia. Foram avaliados os
critérios de desempenho do método — seletividade, linearidade, efeito de matriz, limites de
deteccdo e de quantificacdo, exatidao, precisdo e robustez. Avaliou-se o desempenho do novo
método analitico em amostras de arroz polido, parboilizado polido, integral e parboilizado
integral. A partir da anadlise dos cromatogramas obtidos verificou-se seletividade do método,
pois no mesmo tempo de retencdo da micotoxina ndo eluiu nenhum interferente. Verificou-se
anormalidade dos residuos de regressdo pelo teste de Ryan-Joiner, a homoscedasticidade pelo
teste de Brown-Forsythe e a independéncia dos residuos da regressdo pelo teste de Durbin-
Watson, como também regressdo linear significativa (p < 0,001) e desvio de linearidade n&o
significativo (p > 0,05), apds a remocado de valores extremos detectados pel o teste de residuos
padronizados Jacknife, indicando a linearidade das curvas de calibracdo nos extratos das
amostras, na faixa entre 100 e 2500 pg.kg’. Através da comparacdo entre as inclinacdes e
intersegdes da curva de fumonisina B; em solvente e das curvas em extratos de arroz
verificou-se o efeito de matriz. Os limites de deteccéo e de quantificacdo foram de 50 e 100
ng.kg?, respectivamente. O método apresentou porcentagens de recuperacdo de 100,48,
104,97, 87,60 e 91,76% para o arroz polido, parboilizado polido, integral e parboilizado
integral, respectivamente. Os ensaios de repetitividade indicaram a precisdo do método, com
baixos valores de desvio padréo relativo. Variagdes nas condigcbes nominais de alguns
parametros das etapas de extracdo e purificacdo, ndo afetaram a determinacéo de fumonisina

B, pelo método, demonstrando que o novo método é robusto.

Palavras-chave: FumonisinaB;; Validacao Intralaboratorial; Arroz; CLAE.
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ABSTRACT
The aim of the study was to evaluate the performance parameters of a new analytical method
for determination of ~ fumonisin B; mycotoxin ~ in  rice  samples,  employed pre-
column derivatization and high  performance liquid chromatography with fluorescence
detection. The performance criteriaof the method - selectivity, linearity, matrix
effect, detection and quantification limits, accuracy, precision and robustness, were evaluated.
The performance of the new analytical method was evaluated in polished, polished
parboiled, whole and whole parboiled rice samples. From anaysisof the
chromatograms obtained observed selectivity of the method, because inthe mycotoxin
retention timethere wasn’'t any interference. The normality of the regression residuals was
verified by Ryan-Joiner test, homoscedasticity by Brown-Forsythe test and independence of
theregressionresiduals by Durbin-Watson test, as aso significant linear regression (p <
0.001) and linearity deviation no significant (p > 0.05), after removal of the outliers detected
by Jacknife standardized residuals test, indicating linearity of the calibration curvesin the
solvent and rice extractsin the range between 100 and 2500 pg.kg-1. By comparing of the
slopesand intersections of the curve of fumonisin By in solvent and rice extracts observed
matrix effect. The detection and quantification limitsof method were50and 100 ug.kg
! respectively. Themethod recovery was of 100.48,104.97, 87.60and 91.76% for
polished, polished parboiled, whole andwhole parboiled, respectively. The repeatability
testsindicated precision of the method, with low relative standard deviation values.
Variationsin some method parameters didn’t influence in determination of the fumonisin B;,
demonstrating that the new method is robust, because the results weren't affected by changes

in their nominal conditions.

Keywords: Fumonisin B1; In-house Validation; Rice; HPLC.
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1. INTRODUCAO

A vadidacdo de métodos anditicos consiste na confirmacdo e fornecimento de
evidéncia de que os requesitos especificos para um determinado uso pretendido sdo atendidos
(ABNT, 2005), e pode ser de dois tipos — intralaboratorial, que consiste das etapas de
validacdo dentro de um Unico laboratorio, sgja para validar um novo método que tenha sido
desenvolvido localmente ou para verificar se 0 método adotado de outras fontes esta sendo
apropriado; ou interlaboratorial, que é utilizada para verificar como o método analitico se
comporta com uma determinada matriz em varios laboratérios, demonstrando a
reprodutibilidade e aincerteza do método (RIBANI et al., 2004).

Os parametros de desempenho geralmente empregados na validacdo do método
analitico sBo — sdletividade, linearidade e efeito de matriz, limites de deteccdo e de
quantificacéo, precisdo, exatidao e robustez.

A seletividade é a capacidade de um método analitico produzir respostas para varios
analitos, mas gque permita a distincdo da resposta de um analito especifico na presenca de
outras (INMETRO, 2007). A seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies como
excipientes, impurezas, produtos de degradacdo e outros compostos de caracteristicas
similares a do analito de interesse, que posam estarem presentes na matriz analisada, sendo o
primeiro parametro a ser avaliado na validacdo de um método analitico (RIBANI et al., 2004).

A linearidade € a habilidade de um método analitico em produzir respostas que sgjam
diretamente proporcionais a concentracdo do analito nas amostras, em uma dada faixa de
concentracdo, podendo ser obtida por padronizagéo interna ou externa (INMETRO, 2007).

O limite de deteccdo representa a menor concentracdo do analito de interesse que
possa ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, podendo ser calculado pelo
método visual, relacdo sinal-ruido ou método baseado em pardmetros da curva de calibracéo
(RIBANI et a., 2004).

O limite de quantificagdo representa a menor concentracdo do analito de interesse que
possa ser determinada com um certo nivel aceitavel de exatiddo e precisdo. Na prética,
corresponde normalmente ao nivel mais baixo da curva de calibracéo (INMETRO, 2007).

A exatiddo de um método analitico é definida como sendo a concordancia entre o
resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceito como convenciona mente verdadeiro, e
geralmente € avaliada pelo emprego de materiais de referéncia certificados, métdo de adicdo
de padrdo, ensaios de recuperagdo, comparagOes interlaboratoriais, e comparagdo entre
métodos, cujos resultados obtidos utilizando o método em desenvolvimento sdo comparados
com os obtidos pelo método de referéncia (RIBANI, 2004; INMETRO, 2007).
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A precisdo de um método analitico representa a dispersao de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrfes, em
condicdes definidas, e as formas mais comuns de expressa-la é por meio da repetitividade,
precisdo intermediaria e reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo desvio padréo
(INMETRO, 2007).

A repetitividade indica a concordancia entre os resultados de medi¢des sucessivas de
um mesmo método, sob as mesmas condicBes de medicdo — mesmo procedimento, mesmo
analista, mesmo instrumento sob as mesmas condi¢des, mesmo local, e repeticdes em um
curto intervalo de tempo. A precisdo intermediéria indica o efeito das variagdes dentro do
laboratorio em funcdo de diferentes dias ou diferentes analistas ou diferentes equipamentos ou
uma combinacdo destes fatores. A reprodutibilidade € a concordancia ente os resultados das
medi¢des de uma mesma amostra, efetuadas sob condigdes variadas, como diferentes
analistas, local, equipamentos, etc (RIBANI et al., 2004).

A robustez de um método analitico mede a sensibilidade que este apresenta face a
pequenas variagOes, demonstrando ser robusto quando ndo for afetado por pequena e
deliberada modificagdo em seus parémetros (INMETRO, 2007).

Diferentes organizacBes nacionais e internacionais, como AOAC (Association of
Official Analytical Chemists), EC (The Commission of the European Communities),
EURACHEM (A Foccus for Analytical Chemistry in Europe), FDA (Food and Drug
Administration), ICH (International Conference on Harmonization), INMETRO (Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial), ISO (International Standards
Organization), IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), NATA
(National Association of Testing Autorities — Australia), USP (United Sates Pharmacopeia),
entre outras, apresentam as especificacdes sobre os procedimentos sobre a avaliagdo de cada
um dos parametros de validag&o.

Com o proposito de garantir que o método empregado apresente resultados confiavels
sobre a amostra, o objetivo deste estudo foi avaliar os parametros de desempenho —
seletividade, linearidade e efeito de matriz, limites de deteccdo e quantificagcdo, exatidao,
precisdo e robustez, do novo método analitico para a determinacdo de fumonisina B; em

arroz.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material
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211 Arroz

Amostras de arroz do tipo 1, classe longo fino, grupo beneficiado e subgrupos polido,
parboilizado polido, integral e parboilizado integral, acondicionadas em embalagem de 1 kg,
foram adquiridas no municipio de Araraquara, SP, no ano de 2010. O cereal foi triturado em
multi processador (Arno®, SP, Brasil) até obtencdo de amostra homogénea, passado por
peneira de 20 mesh e acondicionado em potes plésticos, em temperatura ambiente, até o

momento das andlises, as quais foram realizadas no mesmo dia datrituracdo do cereal.

2.1.2. Padr 80 e Reagentes

O padréo de fumonisina B; (98% de pureza) e o0 reagente de derivatizacdo orto-
ftaldialdeido (OPA) foram adquiridos da Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis, MO, USA).
Acetonitrila, &cido acético glacial e metanol, todos grau CLAE, foram adquiridos da J.T.
Baker, Mallinckrodt Baker, Inc. (Phillipsburg, NJ, USA). Acido fosférico e tetraborato de
sodio foram adquiridos da LabSynth (Diadema, SP, Brasil), fosfato monossodico 1-hidrato e
cloreto de sodio da Merck SA. (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e 2-mercaptoetanol da Vetec (Rio
de Janeiro, RJ, Brasil). Sulfato de sadio anidro da Qhemis (Indaiatuba, SP, Brasil) e Celite®
(Hyflo SuperCel) da Almeria SA. (Guadalgjara, México). A agua utilizada nas andlises
cromatogréficas foi obtida através de sistema de ultra-purificacdo Millipore MilliQ system
(Millipore, Milford, MA, USA).

2.1.3. Solugéo Padr&o de Fumonisia B,

O padréo de fumonisina B; (5 mg) foi dissolvido em 5 mL de solucdo de
acetonitriladgua (1:1) obtendo uma solucdo estoque de 1000 pug.mL™, de acordo com a
AOAC (2005). A partir desta soluco, preparou-se solucéo trabalho de 20 pg.mL™. Todas as
solucBes foram armazenadas em frascos ambares, envoltos em aluminio, e estocadas a -18°C.

2.2. Méodos
2.2.1. Determinagdo de Fumonisina B,

2.2.1.1. Extracao e Purificacao

Na extracdo, em um tubo de centrifugacdo de polipropileno de 50 mL Nalgene®
(Thermo Scientific, Rochester, NY, USA), foram adicionados 10 g de amostra de arroz, 20
mL de solugdo de acetonitrila 50%, e 0,2 mL de &cido acético glacial, seguido de agitacdo em



102

votex por 1 minuto, e posterior adigdo de 2,5 g de sulfato de sodio anidro e 0,5 g de cloreto de
sodio, novamente agitacdo em vortex por 1 minuto e centrifugagdo a 7500 rpm durante 2
minutos.

Na etapa de purificacdo, 5 mL do extrato obtido na etapa de extragcdo, 0,3 g de sulfato
de sddio anidro e 0,1 g de Celite® foram adicionados & um tubo de centrifugacdo de
polipropileno de 50 mL, e este agitado em vortex por 30 segundos e centrifugado a 7500 rpm
durante 2 minutos. O sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,22 pm Millex® (Millipore,

Barueri, SP, Brasil), e entéo realizada a reacéo de derivatizacéo.

2.2.1.2. Derivatizacao

A reacdo de derivatizacdo da fumonisina B; foi de acordo com a AOAC (2005). O
reagente de derivatizacdo foi preparado empregando-se 40 mg de OPA, este dissolvido em 1
mL de metanol, diluidos com 5 mL de solucdo de tetraborato de sodio 0,1 M (pH 8,9-9,1), e
entdo adicionados 50 pL de 2-mercaptoetanol. O reagente foi estocado em frasco ambar,
envolto em papel de aluminio, protegido da luz e em temperatura ambiente, por no maximo
até uma semana.

Aliquota de 225 pL do reagente de derivatizacdo foi adicionada a um vial de 1,5 mL
contendo 25 pL de extrato da amostra purificado, e entdo mantidos em banho de ultra-som
por 30 segundos em temperatura ambiente e protegidos da luz. Dentro de 4 minutos, apos a

adicdo do reagente de derivatizacdo, realizou-se ainjecdo no cromatégrafo a liquido.

2.2.1.3. Andlise Cromatogr éfica

Na separacdo, deteccdo e quantificacdo da fumonisina B; utilizou-se um cromatografo
a liquido de ata €ficiéncia (Shimadzu, Kioto, Japdo), com sistema quatern&rio de
bombeamento de solvente, modelo LC 10AT VP, detector de fluorescéncia RF 10A XL em
comprimentos de onda de 335 nm (excitacdo) e 440 nm (emissdo), injetor automético SIL
10A, e coluna cromatografica ODS Hypersil (250 x 4,6 mm; particulas de 5 pum) (Thermo,
Reino Unido). A temperatura da coluna durante as analises manteve-se em 20°C, e 0 tempo
total de corridafoi de 20 minutos. A fase mével empregada foi acetonitrila: tampao fosfato de
sodio 0,1 M com pH 3,3 gustado com &cido fosférico, na proporcdo 44:56, respectivamente,

em eluicdo isocrética, vazdo de 1,0 mL.min™, e volume deinjegdo de 10 pL.
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2.2.1.4. Deteccdo e Quantificagdo de Fumonisina B

A deteccdo de fumonisina B; foi realizada pela comparagdo entre os tempos de
retencéo da amostra e do padréo (AOAC, 2005), de 13,5 + 0,5 minutos, e a quantificacéo
através do método de padronizagdo externa, utilizando-se as éreas dos picos cromatograficos.
Empregaram-se curvas de calibragdo em extrato de arroz polido, parboilizado polido, integral
e parboilizado integral, na faixa de 100 a 2500 pg.kg™, cuja linearidade e efeito de matriz
foram comprovados.

2.2.2. Validagéo Intralaboratorial

2.2.2.1. Seletividade

A seletividade do método foi avaliada pela comparacdo entre os cromatogramas dos
extratos de arroz dos subgrupos polido, parboilizado polido, integral e parboilizado integral
adicionados de padrdo de fumonisina B; e os cromatogramas dos extratos de arroz dos
mesmos subgrupos isentos de fumonisina B; (EURACHEM, 1998; INMETRO, 2011), como
também cromatogramas de amostras de arroz naturalmente contaminadas por fumonisina B.

2.2.2.2. Linearidade

A linearidade foi avaliada de acordo com o procedimento descrito por Souza e
Junqgueira, 2005, pelo método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO). Prepararam-se
curvas de calibracdo de fumoniosina B; em solvente — acetonitrila: &gua (1:1), e em matriz —
extratos purificados de amostras de arroz dos subgrupos polido, parboilizado polido, integral e
parboilizado integral, livres da micotoxina, adicionados de solucdo padréo de fumonisina B.

Foram preparadas trés curvas de calibragdo de fumonisina B; em solvente, e trés
curvas de fumonisina B, para cada extrato de arroz dos subgrupos estudados, em diferentes
dias, nos niveis de 100, 500, 1000, 1500, 2000 e 2500 pg de fumonisina B, por kg de arroz,
sendo cada nivel em trés replicatas independentes, analisados em ordem aleatoria.

Os parametros da regresséo linear foram estimados pelo MM QO aplicado ao modelo
linear y = a + bx, onde y é a area do pico cromatografico, X é a concentragcdo de fumonisina
B: (Lg.kg?) e, a e b, interseczo e inclinagdo, respectivamente. Foram construidos os gréficos
dos residuos da regressdo, os quais indicaram os valores extremos (outliers), ou sgja, 0s
pontos fora do intervalo + t (1-¢/2: n-2) Sres, SENAO Sies 0 desvio padrdo dos residuos da regressao.
Através do teste de residuos padronizados Jacknife foi possivel a confirmagdo e tratamento

dos outliers. Verificou-se a normalidade dos residuos de regresséo pelo teste de Ryan-Joiner,
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a homoscedasticidade pelo teste de Brown-Forsythe e a independéncia dos residuos da
regressé@o pelo teste de Durbin-Watson, como também se verificou a significancia da
regressao linear e do desvio de linearidade (gjuste ao modelo linear), considerando um nivel
de significancia de 5%.

2.2.2.3. Efeitode Matriz

Uma vez comprovada a linearidade das curvas de calibracéo de fumonisina B; em
solvente e em extratos de arroz polido, parboilizado polido, integral e parboilizado integral
pelo procedimento proposto por Souza e Jungueira, 2005, a inclinagdo e a intersecéo obtidas
para a curva em solvente foram comparadas com a inclinagdo e intersecéo das curvas de
fumonisina B; em extrato de arroz polido, parboilizado polido, integral e parboilizado
integral. A homogeneidade das variancias dos residuos das curvas de calibragdo foi avaliada
pelo teste de F, para verificar se as inclinacdes e intersecdes seriam comparadas pelo teste det

com as variancias combinadas ou distintas (SOUZA, 2007).

2.2.2.4. Limites de Deteccao e Quantificacéo

O limite de deteccdo do método foi definido como a menor concentracdo de
fumonisina B; em extrato de arroz que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
quantificada. E, o limite de quantificagdo como a menor concentragdo de fumonisina B; em
extrato de arroz que pode ser detectada e quantificada com exatiddo e precisdo
(EURACHEM, 1998; RIBANI et al., 2004).

As determinacdes foram realizadas em triplicata para cada extrato de arroz dos
subgrupos polido, parboilizado polido, integral e parboilizado integral e os limites
estabelecidos pela avaliagdo visua dos picos cromatogréficos, a partir de sucessivas analises
cromatogréficas de concentracbes decrescentes de paddes de fumonisina B; (ICH, 1996;
RIBANI et a., 2004).

2.2.2.5. Exatidao

A exatiddo foi avaliada pela porcentagem de recuperacéo do método (THOMPSON et
a., 2002). Amostras de arroz dos subgrupos polido, parboilizado polido, integral e
parboilizado integral foram contaminadas artificialmente com padrédo da micotoxina em trés
diferentes niveis de concentragdo: 100, 1000 e 2500 pg.kg?, 12 horas antes do inicio das
andlises. As determinacbes foram redlizadas em triplicata, para cada nivel avaliado,

totalizando 9 ensaios independentes para cada subgrupo de arroz estudado. A porcentagem de
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recuperacdo do método foi calculada como a raz@o percentual entre a concentragdo de
fumonisina B; determinada e a concentragao adicionada, utilizando-se adequadas curva de
calibracdo na faixa de 100 a 2500 pg.kg?, cuja linearidade e efeito de matriz foram
comprovados.

2.2.2.6. Precisao

A precisdo do método foi avaliada pelos ensaios de repetitividade e precisdo
intermedidria (ICH, 1996; INMETRO, 2011). Amostras de arroz dos subgrupos polido,
parboilizado polido, integra e parboilizado integral foram contaminadas artifialmente com
padrdo de fumonisina B; nas concentracdes de 100, 1000 e 2500 pg.kg?, 12 horas antes do
inicio das andlises.

Os ensaios de repetitividade foram realizados pelo mesmo analista, em um Unico
laboratorio, em curto intervalo de tempo em um mesmo dia, empregando 0 mesmo
cromatografo a liquido, sob as mesmas condi¢fes cromatogréficas. As determinacdes foram
realizadas em triplicata, para cada nivel avaliado, totalizando 9 ensaios independentes para
cada subgrupo de arroz estudado.

A precisdo intermediéria foi avaliada empregando um mesmo cromatografo a liquido,
sob as mesmas condic¢Bes cromatogréficas, em um Unico laboratério, pelo mesmo anaista,
porém em trés diferentes dias de andlise. As determinaces foram realizadas em triplicata,
para cada nivel avaliado, nos trés dias de andlise, totalizando 27 ensaios independentes para
cada subgrupo de arroz estudado.

A repetitividade e a precisdo intermedidria foram expressas como desvio padréo
relativo (DPR).

2.2.2.7. Robustez

Na avaiacdo da robustez do método analitico, amostras de arroz do subgrupo polido
foram contaminadas artificialmente com padrédo de fumonisina B; na concentracdo de 2000
ug.kg™, 12 horas antes do inicio das andlises.

A robustez foi verificada mediante pequenas variaces em sete varidveis das etapas de
extracdo e purificagcdo do método, que poderiam interferir na determinagdo da concentracéo
de fumonisina B;, como o volume de solucdo extratora, quantidades de sulfato de sodio
anidro, cloreto de sodio e Celite®, como também tempo de agitacéo e centrifugacdo (Tabela
1), segundo o teste de Y ouden (EURACHEM, 1998; THOMPSON et al., 2002; INMETRO,

2007). Foram realizados 8 ensaios com as diferentes combinacdes das variaveis avaliadas,
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todos em triplicata, e entdo determinada a concentragdo da micotoxina em cada ensaio
(Tabela 2). O valor limite foi calculado como V2.DP, onde DP é o desvio padréo das

concentragdes de fumonisina B; determinadas nos 8 ensaios (IHA et a., 2009).

Tabela 1l — Niveis das varidvels avaliadas, das etapas de extracdo e purificagdo, nas condicdes

nominal e de variagéo.

Variavel Nominal Variacéo

Volume de Solucéo Extratora 20 mL (A) 18 mL (9

Sulfato de Sodio Anidro 2,59 (B) 2,3g(b)

Extracao Cloreto de Sodio 0,59 (C) 0,3g(c)
Agitacéo 1 min. (D) 30 seg. (d)

Centrifugagéo 2min. (E) 1min. (e)

o Sulfato de Sodio Anidro 03g(F 0,2g(f)

Purificacdo .

Cdlite® 0,1g(G) 0,08 9(g)

Tabela2 — Matriz dos ensaios para a avaliagdo da robustez do método.

Combinacéo Ensaiada

1 2 3 4 5 6 7 8
A A A A a a a a
B B b b B B b b
C c C C C C C c
D D d d d d D D
E e E e e E e E
F f f F F f f F
G g g G g G G g

Fonte: INMETRO, 2007

2.3. Descontaminacéo do Material
Todo material foi tratado com solucéo de hipoclorito de sodio 5% por pelos menos 12

horas antes de ser descartado, seguido de acetona, e lavagem com &gua (BRASIL, 2005).
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1. Seletividade

A seletividade foi o primeiro paréametro de desempenho do método a ser avaliado, uma
vez que, se a seletividade do método ndo fosse assegurada, a linearidade, a exatiddo e a
precisdo estariam seriamente comprometidas (RIBANI et al., 2004; INMETRO, 2011).

Considerando que as amostras de arroz, dos subgrupos polido, parboilizado polido,
integral e parboilizado integral, conteriam componentes e impurezas, que poderiam interferir
no desempenho do método analitico avaliado, foi imprescindivel garantir que o pico
cromatogréafico de interesse era exclusivamente do derivado fumonisina B;-OPA.

A seletividade do método analitico foi avaliada pela comparacdo entre as andlises
cromatogréaficas dos extratos de arroz isentos de fumonisina B; e as analises cromatogréficas
dos extratos de arroz adicionados de padréo de fumonisina B1, como também das amostras de
arroz naturalmente contaminadas por fumonisina B;.

Os cromatogramas apresentados nas Figuras de 1 a 4 indicaram a seletividade do
método analitico, confirmando a capacidade do método em separar, detectar e quantificar a
micotoxina na presenca de outros componentes e impurezas da matriz. Observou-se a
separacdo do derivado fumonisina B;-OPA, de forma inequivoca, de outros compostos
provenientes da reacdo de derivatizagdo, que poderiam interferir na determinacdo de
fumonisina B;.

Para os extratos de arroz polido, arroz parboilizado polido, integral e parboilizado
integral, adicionados de fumonisina B, verificou-se que nenhum interferente eluiu no tempo
de retencdo do derivado fumonisina B;-OPA, de 13,5 £ 0,5 minutos, como também nas
amostras de arroz natural mente contaminadas por fumonisina B, demonstrando a seletividade
do método analitico para a micotoxina estudada.
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Figura 1 — Cromatogramas caracteristicos de extratos de arroz polido.
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Figura 2 — Cromatogramas caracteristicos de extratos de arroz parboilizado polido.
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Figura 3 — Cromatogramas caracteristicos de extratos de arroz integral.
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Figura4. Cromatogramas caracteristicos de extratos de arroz parboilizado integral .
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3.2. Linearidade

Primeiramente foram preparadas trés curvas de calibracdo de fumonisina B; em
solvente (acetonitrilac agua, 1:1), e trés em extratos de arroz polido, parboilizado polido,
integral e parboilizado integral, em sels niveis de concentracdo, preparados
independentemente, sendo trés replicatas de cada nivel, com leituras em ordem aleatéria. Uma
vez que era desconhecido o nivel de contaminacdo por fumonisina B; no arroz nacional,
empregou-se uma ampla faixa de concentrago, de 100 a 2500 ug.kg™.

A partir das respostas obtidas experimentalmente (area do pico cromatografico) para
as solucdes padrdo de fumonisina B, preparadas, estimaram-se 0s parametros de regresséo
pelo método dos minimos quadrados ordinérios, inclinacdo e intersecdo, os residuos da
regressao e o coeficiente de determinacgo (R?). Realizou-se uma inspecdo visual do gréfico
das respostas (area do pico) versus concentracdo de padrdo, e entdo a construcéo dos gréaficos
dos residuos da regresséo versus a concentracdo de fumosina B;.

As Figuras 5 e 6 apresentam os graficos dos residuos da regressdo, com a indicacdo
dos valores extremos (outliers), considerando o intervalo de confianca dos residuos de + t
(0,975 n-2) Sres. Os INterval os sugeriram a presenca de dois outliers na curva em solvente, um no
nivel 1000 pg.kg” e outro no nivel 2500 pg.kg™; quatro outliers na curva em extrato de arroz
polido, um no nivel 500 pg.kg™, outro em 1000 pg.kg™ e dois no nivel 2000 pg.kg™; um
outlier na curva em extrato de arroz parboilizado polido no nivel 2500 ug.kg*; quatro outliers
na curva em extrato de arroz integral, sendo dois no nivel 1000 pg.kg*, um em 1500 pg.kg* e
outro em 2000 pg.kg?; e quatro outliers na curva em extrato de arroz parboilizado integral,
dois no nivel 1500 pg.kg” e dois em 2000 pg.kg™. Os outliers foram confirmados pelo teste
de residuos padronizados Jacknife, e entdo removidos no méximo quatro em cada curva, o
que corresponde ao limite de 22,2% do nimero original de dados (SOUZA e JUNQUEIRA,
2005).
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Figura 5 — Gréficos dos residuos de regresséo das curvas de fumonisina B; (100 — 2500 ug.kg
1) em solvente (acetonitrila: &gua, 1:1) e em extrato de arroz polido e parboilizado polido, com

0s respectivos outliers confirmados pelo teste de residuos padronizados Jacknife.
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Figura 6 — Gréaficos dos residuos de regresséo das curvas de fumonisina B; (100 — 2500 ug.kg
) 'em extraio de arroz integra e parboilizado integral, com os respectivos outliers
confirmados pel o teste de residuos padronizados Jacknife.
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A partir dos residuos da regresséo estimados, excluindo-se aqueles confirmados como
outliers, verificaram-se as premissas de normalidade, homoscedasticidade e independéncia
dos residuos.

A normalidade dos residuos de regressdo foi verificada pelo teste de Ryan-Joiner, o
qual testa a hipotese nula de que os residuos seguem a distribui¢do normal, naqual os desvios
da normalidade ndo sdo significativos, contra uma hipétese alternativa de que os residuos
seguem outra distribuicdo de probabilidade, com os desvios da normalidade significativos
(SOUZA, 2007).
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Os gréficos de Ryan-Joiner indicaram correlagdo significativa entre os residuos da
regressdo obtidos (ei) e os valores normais esperados (qi), em cada curva avaliada. Os
coeficientes de correlacéo obtidos para as curvas de fumonisina B; em solvente e em extrato
de arroz polido, parboilizado polido, integral e parboilizado integral foram de 0,9915, 0,9840,
0,9867, 0,9446 e 0,9787, com valores criticos de 0,9411, 0,9351, 0,9437, 0,9351 e 0,9351,
respectivamente, o que demonstra que o desvio da normalidade ndo foi significativo (p >
0,05) (Tabela 3), assim, aceita-se a hipdtese nula de que os residuos seguem a distribuicéo
normal.

As Figuras 7 e 8 apresentam os graficos de probabilidade normal das curvas de
fumonisina B; em solvente e em extrato de arroz polido, parboilizado polido, integral e

parboilizado integral.
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Figura 7 — Gréficos de probabilidade normal das curvas de fumonisina B; (100 — 2500 ug.kg
1) em solvente (acetonitrila: &gua, 1:1) e em extrato de arroz polido e parboilizado polido.

Solvente

Gi
o

B 2 T T T T T
-60000 -40000 -20000 0 20000 40000 60000

€

Polido

Qi
o

*
-2 T T T T T

-30000 -20000 -10000 0 10000 20000 30000

€

Parboilizado Polido

Qi
o

*
-2 T T T T T

-30000 -20000 -10000 0 10000 20000 30000

6 : residuo daregressao; qi : valor normal esperado.



117

Figura 8 — Gréficos de probabilidade normal das curvas de fumonisina B; (100 — 2500 pg.kg
1) em extrato de arroz integral e parboilizado integral.
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A homoscedasticidade dos residuos da regressdo foi verificada pelo teste de Brown-
Forsythe ou Levene modificado, o qual testa a hipétese nula de que as variancias dos residuos
ndo diferem entre s (h4 homoscedasticidade), contra a hip6tese alternativa de que as
varidncias dos residuos sdo diferentes (h& heteroscedasticidade) (SOUZA, 2007). As
estatisticas t de Levene estimadas em 0,271, 0,183, 0,942, 0,398 e 1,04 para as curvas de
fumonisina B; em solvente e em extrato de arroz polido, parboilizado polido, integra e
parboilizado integral, respectivamente, ndo foram significativas (p > 0,05) (Tabela 3), assim,
aceita-se a hipétese nula do teste de gque as variancias dos residuos ndo diferem entre g,

indicando a homoscedasticidade dos residuos de regressao.
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A independéncia dos residuos da regressdo foi avaliada pelo teste de Durbin-Watson,
que confronta a hip6tese nula de que ndo ha autocorrelacdo dos residuos da regressdo
(independéncia dos residuos) contra a hipétese alternativa de que ha autocorrelacdo dos
residuos da regressdo (os residuos n&o so independentes) (SOUZA, 2007).

As estatisticas de Durbin-Watson d calculadas foram 2,448, 2,254, 1,962, 2,769 e
2,027 para as curvas de fumonisina B; em solvente e em extrato de arroz polido, parboilizado
polido, integral e parboilizado integral, respectivamente (Tabela 3), indicando a aceitacdo da
hipbtese nula, ou sgja, ndo houve autocorrelagdo, assume-se que 0s residuos da regressao sdo
independentes (p > 0,05). Os valores de d variam de 0 a 4, com média de 2, quanto mais
proximo de O ou 4 aumenta a autocorrelacdo. Valores iguais a 0 e 4 indicam perfeita
autocorrelacdo positiva e perfeita autocorrelagdo negativa, respectivamente, no entanto,
valores proximos a 2 indicam que ndo ha autocorrelacdo (SOUZA, 2007). Todos os valores da
estatistica de Durbin-Watson foram maiores ao limite critico superior, a um nivel de
significancia de 5%.

Nas Figuras 9 e 10, é possivel verificar a independéncia dos residuos da regressao,
onde se observa uma distribui¢éo aeatdria dos residuos nos quatro quadrantes dos graficos de
Durbin-Watson.
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Figura 9 — Gréficos de Durbin-Watson das curvas de fumonisina B; (100 — 2500 pg.kg?) em

solvente (acetonitrila: &gua, 1:1) e em extrato de arroz polido e parboilizado polido.

€1

-60000

-60000

Solvente
1 +6000(
- .
" €
e  +60000
| .
1 e
*
-60000
€1 Polido
+6000(
TR 4
S €
o +60000
.
b *
| -60000
€2 parboilizado
+6 Polido
¢ |
* o
,.e‘ , €
JERA +60000
o
* 60000

& : residuo daregressao; €., : valor imediatamente anterior.



120

Figura 10 — Gréficos de Durbin-Watson das curvas de fumonisina B; (100 — 2500 pg.kg™) em
extrato de arroz integral e parboilizado integral.
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Através da andlise de variancia, avaliou-se a significancia da regressdo linear e do
desvio dalinearidade (gjuste ao modelo linear) das curvas de fumonisina B, em solvente e nos
quatro extratos de arroz. Na avaliagdo da significancia da regresséo linear, testou-se a hipotese
nula de que a regressdo ndo é significativa (a variagdo das respostas medidas néo € explicada
pela regressdo) contra a hipotese aternativa de que a regressao é significativa (a variagdo das
respostas medidas é explicada pela regresséo linear) (SOUZA, 2007). A estatistica F (razéo
entre as variancias) calculada para todas as curvas de calibracdo foi maior que o valor de
Feriico (Tabela 3), assim regjeitou-se a hipotese nula. No entanto, na avaliagdo da significancia

do desvio da linearidade, testou-se a hipotese nula de que o modelo linear simples é correto
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(ndo ha desvio da linearidade) contra a hipétese alternativa de que o modelo linear simples é
inadequado (ha desvio da linearidade) (SOUZA, 2007). A estatistica F (razdo entre as
variancias) calculada para todas as curvas de calibragdo foi menor que o vaor de Feitico
(Tabela 3), assim aceitou-se a hipdtese nula.

Dessa forma, verificou-se que as curvas de fumonisina B; em solvente e nos extratos
de arroz polido, parboilizado polido, integra e parboilizado integral apresentaram regresséo
linear altamente significativa (p < 0,001) e desvio de linearidade néo significativo (p > 0,05),
demonstrando linearidade na faixa estudada de 100 a 2500 pg.kg'. As Figuras 11 e 12
apresentam as curvas de calibracdo de fumonisina B; em solvente e nos quatro extratos de
arroz avaliados, com as respectivas equagtes da reta de regressdo linear e os coeficientes de

determinaco (R).



122

Figura 11 — Curvas de calibragdo de fumonisina B; (100 — 2500 pg.kg?) em solvente
(acetonitrila: agua, 1:1) e em extrato de arroz polido e parboilizado polido, com as respectivas
equacBes da reta de regressao linear e coeficientes de determinacéo (R).
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Figura 12 — Curvas de calibragdo de fumonisina B; (100 — 2500 pg.kg™) em extrato de
arroz integral e parboilizado integral, com as respectivas equagoes da reta de regressdo
linear e coeficientes de determinaczo (R).
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Tabela 3 — Avaliacéo da linearidade das curvas de calibragdo de fumonisina B; (100 —

2500 pg.kgt) em solvente (acetonitrila: 4gua, 1:1) e em extrato de arroz polido,

parboilizado polido, integra e parboilizado integral.

_ ) Parboilizado Parboilizado
Estatistica Solvente Polido _ Integral
Polido Integral
n 16 14 17 14 14
Normalidade

R 0,992 0,984 0,987 0,945 0,979
R aritico 0,941 0,935 0,944 0,935 0,935

p > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05

Homoscedasticidade
t 0,271 0,183 0,942 0,398 1,040
p 0,790 0,860 0,360 0,700 0,320
Independéncia
d 2,448 2,254 1,962 2,769 2,027
p > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05 > 0,05
Regressdo

F 11686,610  48721,130 52951,030 39891,770 2897,880
F critico 4,600 4,747 4,543 4,747 4,747

p 736x10% 503x10%®  498x10%® 167x10% 111x10"

Desvio da linearidade

F 0,968 1,180 2,875 0,420 0,687
F critico 3,478 3,838 3,357 3,838 3,838

p 466x 10 3,89x10™ 7,44 x 10° 791x10"  6,21x10"

n: nimero de observacdes; R: coeficiente de correlacdo de Ryan-Joiner; t | estatistica t de Levene, d:
estatistica de Durbin-Watson; F: raz&o entre variancias; p: significancia.

3.3. EfeitodeMatriz

Uma vez verificadas normalidade, homoscedasticidade e independéncia dos

residuos da regressdo, como também regresséo linear significativa (p < 0,001) e desvio

de linearidade ndo significativo (p > 0,05), apds a remocdo de valores extremos

detectados pelo teste de residuos padronizados Jacknife, avaliou-se o efeito de matriz

através da comparacdo entre as inclinagdes e interseces da curva de fumonisina B; em

solvente e das curvas em extratos de arroz polido, parboilizado polido, integra e

parboilizado integral.
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Empregou-se o0 teste F na avaliagdo da homogeneidade das variancias dos
residuos da regressdo, o qual testa a hipétese nula de que as variancias dos residuos ndo
diferem entre s, ou sgja, ha homoscedasticidade, contra a hipétese alternativa de que as
variancias sdo diferentes, ha heteroscedasticidade (SOUZA, 2007). Verificou-se que as
estatisticas F calculadas foram maiores que o valor critico (Tabela 4), assim regjeitou-se
a hipotese nula. Estes resultados indicaram que as variancias dos residuos da regresséo
foram diferentes para todas as curvas de fumonisina B; em solvente comparada com as
curvas em extratos de arroz polido, parboilizado polido, integral e parboilizado integral.

Tabela 4 — Avaliacdo da homogeneidade das variancias dos residuos da regressao das
curvas de fumonisina B; (100 — 2500 ug.kg™) em solvente (acetonitrila: &gua, 1:1) e em
extrato de arroz polido, parboilizado polido, integral e parboilizado integral.

Estatistica
F F critico
Polido 4,424 2,637
Par boilizado Polido 5,334 2,424
Integral 2,979 2,637
Parboilizado Integral 3,790 2,534

F: razdo entre variancias.

As inclinagdes e intersecOes da curva de caibracdo de fumonisina B; em
solvente e das curvas em extratos de arroz polido, parboilizado polido, integra e
parboilizado integral foram comparadas pelo teste de t (Tabela 5). O teste confronta a
hipbtese nula de que as inclinagdes ou interseces ndo diferem entre si contra a hipotese
alternativa de que as inclinagdes ou intersecfes sdo diferentes, rgjeitando-se a hipotese
nula quando a estatistica t 5 (intersecéo) ou t , (inclinagdo) calculada for maior que o
valor critico (SOUZA, 2007).

Verificaram-se diferencas significativas (p < 0,05) entre ainclinagdo da curvade
fumonisina B; em solvente e as inclinagbes das curvas em extrato de arroz polido,
parboilizado polido e integral, como também diferenca significativa (p < 0,05) entre a
intersecdo da curva de fumonisina B; em solvente e da curva em extrato de arroz
parboilizado integral (Tabela 5). Estes resultados indicaram que a curva de fumonisina
B:1 em solvente forneceu respostas significativamente diferentes daguelas obtidas com

as curvas em extrato de arroz polido, parboilizado polido, integral e parboilizado



126

integral, nos mesmos niveis de concentragdo, evidenciando efeito de matriz, o que
indica a necessidade da utilizagcdo de curvas de calibragdo em extrato de arroz para
estimar a concentrag&o de fumonisina B; em arroz polido, parboilizado polido, integral e
parboilizado integral.

Tabela 5 — Comparagdo entre as intersegoes e inclinagdes das curvas de fumonisina B;
(100 — 2500 pg.kg™) em solvente (acetonitrila: 4gua, 1:1) e em extrato de arroz polido,
parboilizado polido, integra e parboilizado integral.

Estatidica Polido Par boi.Iizado Integral Parboilizado
Palido Integral

Intersecéo

ta 1,338 0,242 0,448 2,138

t eritico 2,086 2,101 2,074 2,109

p 0,196 0,811 0,658 0,047
Inclinagdo

tp 2,425 7,947 2,656 1,960

t eritico 2,086 2,101 2,074 2,109

p 0,025 0,000 0,014 0,067

t, estatistica t para contrastes entre intersegdes; t,: estatistica t para contrastes entre inclinactes; p:
significancia.

3.4. Limites de Deteccéo e Quantificacéo

O limite de deteccéo (LD) do método foi definido como a menor concentracéo
de fumonisina B; que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada. A
partir das andlises cromatogréficas de padrBes, em concentracfes decrescentes, em
extrato de arroz polido, parboilizado polido, integral e parboilizado integral, isentos de
fumonisina B;, estabeleceu-se o LD de 50 pg.kg™, sendo a menor concentracdo que
permitiu a visualizacdo inequivoca do pico cromatogréafico de interesse. O mesmo limite
de deteccéo foi o definido para 0 método da AOAC-IUPAC, para a determinacéo de
fumonisina B; em milho (SYDENHAM et al., 1996), como também foi o reportado por
Shephard (1998) e Arranz et al. (2004), como sendo o limite normalmente estabelecido
guando se emprega orto-ftaldialdeido como reagente derivatizante.

Entretanto, limites de deteccdo entre 35 e 36 pg.kg' (SCOTT et al., 1999;
PARK et al., 2005), e de 25 pg.kg* (SEO et a., 2009) foram reportados em estudos
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sobre a ocorréncia de fumonisina B; em arroz, nos quais empregaram-se 0 reagente
derivatizante OPA, e na etapa de purificagdo cartuchos de extragdo em fase solida do
tipo troca anionicaforte (SAX) e colunas de imunoafinidade, respectivamente.

O limite de quantificagdo (LQ) do método foi definido como a menor
concentragdo de fumonisina B; que pode ser detectada e quantificada com exatidao e
precisdo. A partir das analises cromatograficas de padroes em extrato de arroz polido,
parboilizado polido, integra e parboilizado integral, isentos de fumonisina Bj,
estabeleceu-se 0 LQ de 100 pg.kg®, sendo a menor concentracdo da faixa linear das
curvas de calibragéo avaliadas, a qual permitiu a quantificagdo de fumonisina B; com

exatidao e precisao.

3.5. Exatid&o e Precisao

A exatiddo do método foi avaliada empregando 0s ensaios de recuperacao.
Amostras de arroz livres de fumonisina B, foram adicionadas do padréo da micotoxina
em trés diferentes niveis de concentracdo — no limite de quantificacdo do método,
proximo a média da faixa de uso do método, e na concentragcdo maxima avaliada na
linearidade.

A contaminagao das amostras de arroz foi realizada 12 horas antes do inicio das
andlises, com a finalidade de promover maior interacdo entre a micotoxina e a matriz.
Uma limitagdo dos ensaios de recuperacdo € a do padrdo adicionado na matriz ndo estar
necessariamente na mesma forma gque a micotoxina presente naturalmente na amostra, o
gue pode resultar em uma melhor deteccdo e avaliagbes otimistas da recuperacdo do
método (INMETRO, 2011), no entanto, 0S ensaios de recuperacdo permitem que o
analito de interesse sga avaliado na presenca de possiveis interferentes, como
impurezas e outros componentes da matriz.

Para o arroz polido, as porcentagens de recuperacdo do método variaram de
94,02 a 108,01 %, com recuperacdo média de 100,48%. Enquanto, para o arroz
parboilizado polido, as porcentagens variaram entre 96,29 e 112,10%, com recuperacéo
média de 104,97% (Tabela 6).

As porcentagens de recuperacéo do método, para o arroz integral, variaram entre
71,73 e 109,65 %, com média de 87,60%. Ja para o arroz parboilizado integral, as
porcentagens foram de 81,78 a 104,69 %, com recuperacdo media de 91,76% (Tabela
7). Observou-se que o arroz integral foi o que apresentou a menor porcentagem média
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de recuperagdo, demonstrando que o subgrupo do arroz pode interferir na determinagdo
da micotoxina.

Nos quatro subgrupos de arroz avaiados, verificaram-se as maiores
porcentagens de recuperagdes nos menores niveis de micotoxina estudados, entretanto,
todas as porcentagens de recuperagao obtidas foram satisfatorias, umavez que, se aceita
porcentagens de recuperacéo entre 60 e 120% para concentragdes de fumonisina B;
menor ou igual a 500 pg.kg’, e de 70 a 110% para concentragBes maiores que 500
ng.kg? (COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES, 2005; BRASIL,
2009).

Scott et al., (1999) reportaram porcentagens de recuperacao de fumonisina B; em
arroz em casca, arroz marrom e arroz preto, de 46, 98,6 e 107%, respectivamente,
empregando cartuchos de extracdo em fase solida do tipo troca anionica forte (SAX) na
etapa de purificacéo.

A precisdo do método analitico foi avaliada mediante ensaios de repetitividade e
de precisdo intermediaria, expressos como desvio padrdo relativo.

Os ensaios de repetitividade foram realizados com a finalidade de demonstrar a
concordancia entre os resultados obtidos de sucessivas determinagdes de fumonisina B,
independentes, empregando o método analitico avaliado. Todas as determinacdes foram
realizadas em um mesmo cromatografo a liquido, sob as mesmas condigdes
cromatograficas, em um mesmo laboratério, em um curto intervalo de tempo entre as
analises, num mesmo dia, e pelo mesmo analista.

Os desvios padréo relativos, sob as condicdes de repetitividade, variaram de 2,78
a 7,59%, de 2,95 a 8,31%, de 2,90 a 4,33%, e de 0,85 a 5,38%, para o arroz polido,
parboilizado polido, integra e parboilizado integral, respectivamente (Tabelas 6 e 7). Os
resultados foram satisfatorios, considerando-se os critérios de desempenho de métodos
analiticos aceitos no Brasil (BRASIL, 2009) e pela Comunidade Européia
(COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES, 2005), sendo de < 30%, em
concentracBes inferior ou igual a 500 ug.kg" de fumonisina By, e de < 20%, em
concentracdes superiores a 500 pg.kg”® de fumonisina B;. Observaram-se valores de
desvios padréo relativos consideravelmente baixos, demonstrando o quanto os
resultados obtidos foram concordantes, para uma mesma amostra de arroz.

A precisdo intermediaria foi avaliada com o propésito de verificar a capacidade
do método analitico estudado de fornecer os mesmos resultados da concentracéo de

fumonisina B, em diferentes dias de analises, em um mesmo laboratério. Ensaios de
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repetitividade empregando o mesmo cromatégrafo a liquido, sob as mesmas condigdes
cromatogréaficas, no mesmo laboratério, pelo mesmo analista, foram realizados em trés
diferentesdias.

Os desvios padréo relativos, sob condigcdes de precisdo intermedidria, variaram
de 5,60 a 13,71%, de 2,07 a 4,90%, de 4,83 a 17,01%, e de 8,75 a 16,68%, para 0 arroz
polido, parboilizado polido, integral e parboilizado integral, respectivamente (Tabelas 6
e 7). Observaram-se, sob as condi¢cdes de precisdo intermediéria, valores de desvio
padréo relativo maiores, em relacdo aos valores obtidos sob as condi¢cbes de
repetitividade. Entretanto, todos esses valores apresentaram-se dentro dos critérios de
desempenho aceitos no Brasil e pela Comunidade Européia, apresentados
anteriormente.

De acordo com o INMETRO, 2007, na avaiagdo da precisdo de um método, a
precisdo intermediaria é reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos

resultados em um mesmo laboratdrio, desta forma € sempre aconselhavel utilizé-la.

Tabela 6 — Porcentagens de recuperacéo e desvios padrdo relativos, sob condicdes de

repetitividade e de precisdo intermediaria, em amostras de arroz polido e parboilizado

polido.
Concentracgo Palido Parboilizado Polido
(ug.kg?h) R (%) DPR,(%) DPR(%) R (%) DPR, (%) DPR (%)
100 108,01 2,78 5,60 112,10 5,50 4,90
1000 99,41 7,59 12,86 106,54 2,95 2,07
2500 94,02 5,10 13,71 96,29 8,31 2,66

R: recuperacdo média; DPR,: desvio padréo relativo sob condicBes de repetitividade; DPR: desvio padrao
relativo sob condi¢des de precisao intermediéria.
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Tabela 7 — Porcentagens de recuperagdo e desvios padréo relativos, sob condigdes de

repetitividade e de precisdo intermediaria, em amostras de arroz integra e parboilizado

integral.
Concentraco Integral Parboilizado Integral
(Hg-kgh R (%) DPR,(%) DPR((%) R (%) DPR,(%) DPR (%)
100 109,65 2,90 4,83 104,69 0,85 16,68
1000 81,43 4,33 17,01 88,82 5,38 12,55
2500 71,73 3,17 6,71 81,78 2,39 8,75

R: recuperagdo média; DPR;: desvio padréo relativo sob condigdes de repetitividade; DPR: desvio padréo
relativo sob condic8es de precisdo intermediéria.

3.6. Robustez

A robustez foi avaliada por meio de pequenas variagdes em alguns parametros
do método analitico estudado.

Os parametros da etapa de extragdo — volume de solucdo extratora, quantidades
de sulfato de sddio anidro e de cloreto de sodio, e 0 tempo de agitacéo e centrifugacéo; e
da etapa de purificacdo — quantidades de sulfato de sbdio anidro e de Cdite® foram
identificados como potenciais fatores que possivelmente afetariam a determinacdo de
fumonisina B;, dessa forma, foram avaliados mediante ponderas modificacbes em seus
niveis.

Verificou-se, na etapa de extracdo, que a variacdo em cada parametro resultou
em diferencas na concentracso de fumonisina B; entre 12,42 e 91,76 pg.kg’, em relacdo
a concentragdo determinada na condigdo nominal (Tabela 8). A variagdo de 0,2 g na
quantidade de cloreto de sddio adicionada resultou na maior diferenca na concentracéo
de fumonisina B;, enquanto, a reducdo em 50% no tempo de agitacdo resultou na menor
diferenca na concentracéo de fumonisina B;.

Na etapa de purificacdo as variagdes na quantidade de sulfato de sddio anidro e
de Celite® resultaram em pequenas diferencas entre a concentracdo de fumonisina B
determinada na condi¢cdo nominal e na condicdo de variacéo.

As concentragbes de fumonisina B; determinadas na condicdo nominal n&o
diferiram significativamente (p < 0,05) das obtidas na condi¢céo de variag&o, para cada
parametro avaliado (Tabela 8).

A partir das concentrages de fumonisina B; determinadas em cada ensaio do
teste de robustez, calculou-se o valor limite de 93,52. Os valores das diferencas
apresentadas entre a concentragéo de fumonisina B; determinada na condi¢céo nominal e
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na condic¢do de variagdo foram todos inferiores ao valor limite, indicando que a variagéo
estudada em cada pardmetro néo influenciou na determinacéo de fumonisina B;, o que
demonstra que o método avaliado é robusto, pois os resultados obtidos ndo foram
af etados pelas modificagcdes em suas condicoes.

Tabela 8 — Condigdes e resultados da avaliagéo da robustez do método analitico.

Dar AMELr oS Condico Fumonisina B, (ug.kgh)*
Nominal Variacdo Nominal Variacdo Diferenca
Extracdo
Volumede Solugdo Extratora 20 mL 18 mL 1948,45%  1899,83" 48,62
Sulfato de Sédio anidro 254 23¢g 1938,91*  1909,37% 29,54
Cloreto de Sodio 05¢g 0,39 1970,02% 1878,26° 91,76
Agitacéo 1min. 30 seg. 1930,35% 1917,93° 12,42
Centrifugacéo 2min. 1min. 1951,56% 1896,722 54,84
Purificacdo
Sulfato de Sédio anidro 03¢ 02g 1933,64*  1914,64° 19,00
Cdite® 01lg 0,089 1929,75% 1918,53° 11,22

*Média (n = 3). Médias seguidas de letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente (p <
0,05) entre si pelo teste de Tukey.

4. CONCLUSAO

Os parametros de desempenho do método analitico avaliado indicaram
seletividade para a micotoxina fumonisina B, linearidade, efeito de matriz significativo,
exatiddo e precisdo do método, baixo limite de deteccdo e limite de quantificacdo
apropriado para a determinagéo de fumonisina B; em amostras de arroz dos subgrupos

polido, parboilizado polido, integral e parboilizado integral.
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CAPITULO V — OCORRENCIA DE FUMONISINA B; EM ARROZ
COMERCIALIZADO NO MUNICIiPIO DE ARARAQUARA, SP.

RESUMO
O objetivo do estudo foi avaliar a ocorréncia de fumonisina B; em amostras de arroz.
Um total de 51 amostras de arroz do tipo 1, classe longo fino, grupo beneficiado, dos
subgrupos polido, parboilizado polido, integral e parboilizado integral, foi adquirido no
municipio de Araraquara, SP. A micotoxina foi extraida com solug@o de acetonitrila
50% acidificada, sob agitacdo em vortex, na presenca dos sais sulfato de sodio anidro e
cloreto de sbdio, e na etapa de purificacdo empregou-se Celite® e sulfato de sodio
anidro. A reacdo de derivatizacdo pré-coluna da fumonisina B; foi com o reagente orto-
ftaldialdeido (OPA). Na separacdo, deteccdo e quantificacdo, empregou-se
cromatografo aliquido com detector de fluorescéncia em comprimentos de onda de 335
nm (excitacdo) e 440 nm (emissao), fase movel acetonitrila: tampéo fosfato de sodio 0,1
M pH 3,3 (44:56) em eluico isocrética e vazdo de 1 mL.min™, e coluna cromatogréfica
ODS Hypersil (250 x 4,6 mm; 5 um). Verificou-se contaminagdo por fumonisina B; em
aproximadamente 12% do total de 51 amostras analisadas. Das amostras de arroz
polido, apenas uma apresentou contaminacgdo por fumonisina B;, com nivel de 258,69
ng.kg™. Verificou-se que das 10 amostras de arroz parboilizado polido analisadas, duas
apresentaram contaminac&o por fumonisina B, com niveis entre 109,36 e 162,99 pg.kg
! 0 que representou uma contaminacdo por fumonisina B; em 20% das amostras de
arroz parboilizado polido anadisadas. Detectou-se a presenca de fumonisina B; em
apenas uma amostra de arroz integral, cujo nivel quantificado foi de 111,24 pg.kg™. Em
apenas uma amostra de arroz parboilizado integral foi quantificada a fumonisina By,
cuja contaminacdo foi de 110,63 pg.kg'. Os resultados indicaram uma baixa
contaminacdo do arroz por fumonisina B;, e a necessidade de mais estudos sobre a
ocorréncia de fumonisina B; em arroz, a fim de corroborarem sobre a incidéncia da

micotoxinano arroz brasileiro.

Palavras-chave: Arroz, FumonisinaB;, CLAE, Deteccéo de Fluorescéncia.
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ABSTRACT
The aim of this study was to evaluate the occurrence of fumonisin B, in rice samples. A
total of 51 rice samples, 1 type, long thin class, benefited group and polished, polished
parboiled, whole and whole parboiled subgroups was purshedin the Araraquara, SP.
The mycotoxinwas  extracted with 50% acidified acetonitrile solution, stirred on
vortex, in the presence of the salts anhydrous sodium sulphateand sodium
chloride, and in the cleanup step employed Celite® and anhydrous sodium sulphate.
The pre-column derivatization reaction of the fumonisinB; was with ortho-
phthaldialdehyde reagent (OPA). In the separation, detection and quantification was
used a liquid chromatograph coupled with fluorescence detection at wavelengths of
335nm (excitation) and 440 nm (emission), mobile phase acetonitrile: 0.1 M sodium
phosphate  buffer solution  adjusted to  pH3.3with  phosphoric  acid
(44:56), isocratic elution and 1mL.min? flow rate,and a chromatographic
column ODS (250 x 4.6 mm, 5um). The contamination by fumonisin B; was observed
in approximately 12% of 51 samples analyzed. Contamination by fumonisin B; was
observed in approximately 12% of 51 samples analyzed. Only one polished rice sample
showed contamination by fumonisin B; whose level was of 258.69ug.kg™*. Among the
total of polished parboiled rice samples analyzed, two samples were
contaminated by fumonisin By, with levels between 109.36 and 162.99ug.kg™,
indicanting a contamination by fumonisin By in 20% of polished parboiled rice samples
analyzed. Thefumonisin B; was detected inonewhole rice sample, whose level
was 111.24pg.kg™. Onlyin asample of whole parboiled rice
was quantified fumonisin By, whose level was of 110.63pg.kg”. The resultsindicated a
low contamination of rice by fumonisina B;, and the necessity of more studies on the
occurrence of the fumonisin B in the riceto confirm the incidence of mycotoxinin

Brazilianrice.

Keywords: Rice; Fumonisin B;; HPLC; Fluorescence Detection.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos poucos paises ndo asiaticos no qual o arroz é cultivado e
utilizado como género basico do consumo aimentar, estando entre os dez maiores
produtores mundiais do cereal. A producéo de arroz concentra-se na regido Sul do pais,
que é a responsavel por 75% da producdo nacional, sendo o Estado do Rio Grande do
Sul o maior produtor de arroz do Brasil, onde o cultivo é feito principalmente sob a
formairrigada (BRASIL, 2011a; FAO, 2011).

As praticas ineficientes de pos-colheita somadas as condicGes tropicais de
temperatura e umidade do pais, e o fato do arroz ser rico em carboidratos, propiciam o
desenvolvimento fungico, durante a secagem e armazenamento dos gréos, podendo
levar a deterioracdo e perda na qualidade nutricional dos gréos, como também a
contaminagdo por micotoxinas (COELHO et al., 1999; ANDRADE et a., 2003;
MAGAN e ALDRED, 2007).

Em estudo sobre a contaminacdo fungica de amostras de arroz do Estado do
Maranhdo, Almeida et al. (2008) relataram que das 216 amostras analisadas, 178
apresentaram contaminacdo fungica por Fusarium, sendo a espécie F. verticillioides a
de maior ocorréncia. Em outro estudo, também com amostras do Estado do Maranhéo,
Marass et al. (2008) revelaram a contaminacdo do arroz por Fusarium. Em estudo
conduzido no Rio Grande do Sul, reportou-se a contaminagdo fungica por Fusarium
durante a secagem estacionaria e 0 armazenamento do arroz em casca em silo-secador
(HOELTZ et a., 2008), o que sugerem a possibilidade da ocorréncia de fumonisina B,
no cereal.

Fusarium verticillioides é a principal espécie fungica produtora das fumonisinas,
ocorrendo comumente em culturas de milho, trigo, arroz e aveia (BACON e NELSON,
1994). Outras espécies do género Fusarium também sdo produtoras de fumonisinas,
como Fusarium proliferatum (ROSS et a., 1990), Fusarium nygamai (THIEL et al.,
1992), Fusarium anthophilum, Fusarium dlamini e Fusarium napiforme (NELSON,
1992), Fusarium subglutinans (SCOTT, 1993), Fusarium polyphialidicum (ABBAS e
OCAMB, 1995), e Fusarium oxysporum (SEO e LEE, 1999).

Estudos sobre a contaminacdo do arroz nacional por micotoxinas tém reportado
a ocorréncia de aflatoxinas B1, B, e G; (SOARES e RODRIGUEZ-AMAYA, 1989;
FURLONG et a., 1999; SIMIONATO, ASTRAY e SYLOS, 2003; SANTOS €t al.,
2008; SILVA et a., 2008; DORS, PINTO e BADIALE-FURLONG, 2009; DORS,
BIERHALS e BADIALE-FURLONG, 2011), citreoviridina (SANTOS et a., 2008;
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ROSA et al., 2010), deoxinivalenol (NUNES et a., 2003; DORS, BIERHALS e
BADIALE-FURLONG, 2011), ocratoxina A (COELHO, FURLONG e ALMEIDA,
1999; FURLONG et a., 1999; DILKIN et a., 2003; NUNES et a., 2003; SANTOS et
al., 2008; DORS, BIERHALS e BADIALE-FURLONG, 2011) e zearalenona (NUNES
et al., 2003; SANTOS et al., 2008; DORS, BIERHALS e BADIALE-FURLONG,
2011), em amostras de arroz coletadas nos Estados do Maranhdo, Parana, Rio Grande
do Sul e S&o Paulo.

A International Agency for Research on Cancer (IARC) classificou a
fumonisina B, como pertencente ao grupo 2B, ou segja, possivelmente carcinogénica aos
seres humanos (IARC, 2011). Nos animais as fumonisinas sdo responsaveis por
leucoencefalomalacia (LEME) em equiinos (MARASAS et al., 1988), edema pulmonar,
hidrotérax e hipertrofia medial das artérias pulmomares em suinos (HARRINSON et al.,
1990; CASTEEL et a. 1994), nefrotoxicidade e cancer hepatico em ratos
(GELDERBLOM et a., 1991), hemorragia cerebral em coelhos (BUCCI, HANSEN e
LABORDE, 1996), aterosclerose em macacos (NORRED, 1993), além da reducéo do
desenvolvimento, problemas cardiacos, imunossupressdo, degeneracdo € necrose
hepética em aves (NORRED e VOSS, 1994).

No Brasil, em 2011, foi aprovada a Resolucdo n° 7 de 18 de Fevereiro, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanit&ria (ANVISA), que estabelece os limites
maximos tolerados para micotoxinas em aimentos. Os limites maximos permitidos para
as fumonisinas B; e B, variam entre 200 e 2000 pg.kg*, para alimentos a base de milho
destinados a alimentacao infantil e milho de pipoca, respectivamente (BRASIL, 2011b).

Frente a toxicidade destes metabdlitos fungicos, verificou-se um grande nimero
de trabalhos sobre a avaliagdo da ocorréncia de fumonisina B principalmente em milho
e seus derivados, no entanto, sGo poucos os estudos sobre a ocorréncia de fumonisina B,
no arroz. Ja no Brasil, ndo ha relatos de estudos sobre a pesguisa da ocorréncia da
micotoxina no arroz nacional .

O objetivo do estudo foi avaliar a ocorréncia da micotoxina fumonisina B; em
amostras de arroz dos subgrupos polido, parboilizado polido, integral e parboilizado
integral, adquiridas no comércio do municipio de Araraguara, SP, no ano de 2011,
empregando um método analitico rapido, simples e barato, para a extracdo e
purificacdo, e cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo de fluorescéncia e
derivatizagdo pré-coluna.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material

211 Arroz

Um total de 51 unidades, de 1 kg cada, de arroz, cujo rétulo declarava tipo 1,
classe longo fino, grupo beneficiado, foi adquirido em 5 supermercados e 2 casas
ceredlistas do municipio de Araraquara, SP, entre os meses de Agosto e Outubro de
2011. Foram coletadas 20, 10, 6 e 15 unidades dos subgrupos polido, parboilizado
polido, integral e parboilizado integral, respectivamente, de diferentes marcas e todas

dentro do prazo de validade (Figura 1).

Figura 1 — Subgrupos de arroz adquiridos no municipio de Araraquara, SP.

A: polido, B: parboilizado polido, C: integral e D: parboilizado integral.

2.1.2. Padrdo e Reagentes

O padréo de fumonisina B; (98% de pureza) e o reagente de derivatizagdo orto-
ftaldialdeido (OPA) foram adquiridos da Sgma-Aldrich, Inc. (St. Louis, MO, USA).
Acetonitrila, &cido acético glacial e metanol, todos grau CLAE, foram adquiridos da
J.T. Baker, Mallinckrodt Baker, Inc. (Phillipsburg, NJ, USA). Acido fosforico e
tetraborato de sodio foram adquiridos da LabSynth (Diadema, SP, Brasil), fosfato
monossodico 1-hidrato e cloreto de sodio da Merck SA. (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e 2-
mercaptoetanol da Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Sulfato de sodio anidro da Qhemis
(Indaiatuba, SP, Brasil) e Celite® (Hyflo SuperCel) da Almeria SA. (Guadaajara,
Meéxico). A &gua utilizada nas analises cromatogréaficas foi obtida através de sistema de
ultra-purificagdo Millipore MilliQ system (Millipore, Milford, MA, USA).
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2.1.3. Solucao Padr&o de Fumonisia B,

O padréo de fumonisina B; (5 mg) foi dissolvido em 5 mL de solugdo de
acetonitrila:agua (1:1) obtendo uma solucdo estoque de 1000 pg.mL™, de acordo com a
AOAC (2005). A partir desta solugdo, preparou-se solucdo trabalho de 20 pg.mL™.
Todas as solugdes foram armazenadas em frascos ambares, envoltos em aluminio, e
estocadas a -18°C.

2.2. Métodos

2.2.1. Preparo da Amostra

As amostras de arroz foram homogeneizadas em sua totalidade e realizado o
quarteamento. A quantidade de 1 kg de cada amostra foi colocada no centro de uma
superficie limpa e plana, espalhando-a por toda a superficie, e entdo dividida em quatro
partesiguais. Dois quartos, de lados opostos da amostra, foram col etados e combinados,
totalizando aproximadamente 500 g de cereal, e os outros dois quartos foram
desprezados (MIRANDA, ZENEBON e PENTEADO, 2007).

O cereal foi triturado em multi processador (Arno®, SP, Brasil) até obtencéo de
amostra homogénea, passado por peneira de 20 mesh e acondicionado em potes
plasticos, em temperatura ambiente, at€ o momento das andlises, as quais foram
realizadas no mesmo dia datrituracéo do cereal.

2.2.2. Teor deUmidade

O teor de umidade das amostras de arroz foi determinado por gravimetria
empregando balanca de infravermelho modelo ID 200 (Marte®, SP, Brasil). Empregou-
se massa de 3,00 g do cered triturado, peneirado e homogeneizado, e a porcentagem de
umidade da amostra informada automati camente pelo equipamento. O teor de umidade

foi expresso como média + desvio padréo, a partir de determinacdes em triplicata.

2.2.3. Determinagdo de Fumonisina B,

2.2.3.1. Extracéo e Purificacao

Na extracdo, em um tubo de centrifugacéo de polipropileno de 50 mL Nalgene®
(Thermo Scientific, Rochester, NY, USA), foram adicionados 10 g de amostra de arroz,
20 mL de solucéo de acetonitrila 50% e 0,2 mL de &cido acético glacial, seguido de
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agitacdo em votex por 1 minuto, e posterior adi¢do de 2,5 g de sulfato de sddio anidro e
0,5 g de cloreto de sddio, novamente agitacdo em vortex por 1 minuto e centrifugacéo a
7500 rpm durante 2 minutos.

Na etapa de purificacdo, 5 mL do extrato obtido na etapa de extracdo, 0,3 g de
sulfato de sodio anidro e 0,1 g de Celite® foram adicionados & um tubo de centrifugacéo
de polipropileno de 50 mL, e este agitado em vortex por 30 segundos e centrifugado a
7500 rpm durante 2 minutos. O sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,22 pm

Millex® (Millipore, Barueri, SP, Brasil), e ento realizada a reago de derivatizacdo.

2.2.3.2. Derivatizacao

A reacdo de derivatizagdo da fumonisina B; foi de acordo com a AOAC (2005).
O reagente de derivatizacdo foi preparado empregando-se 40 mg de OPA, este
dissolvido em 1 mL de metanol, diluidos com 5 mL de solucéo de tetraborato de sddio
0,1 M (pH 8,9 —9,1), e entdo adicionados 50 pL de 2-mercaptoetanol. O reagente foi
estocado em frasco ambar, envolto em papel de aluminio, protegido da luz e em
temperatura ambiente, por no maximo até uma semana.

Aliquota de 225 L do reagente de derivatizagdo foi adicionada aum vial de 1,5
mL contendo 25 pL de extrato da amostra purificado, e entdo mantidos em banho de
ultra-som por 30 segundos em temperatura ambiente e protegidos da luz. Dentro de 4
minutos, apos a adicdo do reagente de derivatizacdo, realizou-se a injecdo no

cromatografo aliquido.

2.2.3.3. Analise Cromatogr &fica

Na separacdo, deteccdo e quantificacdo da fumonisina B; utilizou-se um
cromatégrafo a liquido de ata eficiéncia (Shimadzu, Kioto, Japdo), com sistema
quaternario de bombeamento de solvente, modelo LC 10AT VP, detector de
fluorescéncia RF 10A XL em comprimentos de onda de 335 nm (excitacdo) e 440 nm
(emissdo), injetor automatico SIL 10A, e coluna cromatografica ODS Hypersil (250 x
4,6 mm; particulas de 5 um) (Thermo, Reino Unido). A temperatura da coluna durante
as analises manteve-se em 20°C, e o tempo total de corrida foi de 20 minutos. A fase
movel empregada foi acetonitrila: tampéo fosfato de sddio 0,1 M com pH 3,3 gustado
com &cido fosférico, na proporcéo 44:56, respectivamente, em eluicdo isocrética, vazéo

de 1,0 mL.min%, e volume de injecéo de 10 L.
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2.2.3.4. Deteccdo e Quantificacdo de Fumonisina B

A deteccdo de fumonisina B, foi realizada pela comparagéo entre os tempos de
retencdo da amostra e do padréo (AOAC, 2005), de 13,5 = 0,5 minutos, e a
quantificacéo através do método de padronizacdo externa, utilizando-se as areas dos
picos cromatograficos. Empregaram-se curvas de calibracdo em extrato de arroz polido,
parboilizado polido, integral e parboilizado integral, na faixa de 100 a 2500 pg.kg?,
cuja linearidade e efeito de matriz foram comprovados. A concentracdo de fumonisina
B foi expressa como média + desvio padréo, a partir de determinacdes em triplicata.

2.3. Descontaminacao do M aterial

Todo material foi tratado com solucdo de hipoclorito de sodio 5% por pelos
menos 12 horas antes de ser descartado, seguido de acetona, e lavagem com agua
(BRASIL, 2005).

3. RESULTADOSE DISCUSSAO

O arroz (Oryza sativa L.) € classificado em dois grupos de acordo com a sua
forma de apresentacdo, arroz em casca e arroz beneficiado, segundo o Regulamento
Técnico do Arroz (BRASIL, 2009).

O arroz beneficiado € o produto maduro o qual submetido ao processo de
beneficiamento, encontra-se desprovido, no minimo, de sua casca, com um percentual
maximo admiitido de 14% de umidade, apresentando os subgrupos — polido,
parboilizado polido, integral e parboilizado integral (BRASIL, 2009).

No subgrupo polido enquadra-se o arroz, que ao ser beneficiado, retiraram-se o
germe, 0 pericarpo e amaior parte da camada interna, a aleurona (BRASIL, 2009). Um
total de 20 amostras de arroz do subgrupo polido foi analisado, e as embalagens
indicaram amostras de diferentes Estados brasileiros, como Pernambuco, S&o Paulo e
Tocantins, sendo 60% das amostras procedentes do Estado do Rio Grande do Sul.
Verificou-se que o teor de umidade nas amostras variou entre 6,40 e 9,53% (Tabela 1),
em conformidade com o percentual méximo admitido pelalegislacdo brasileira.

Das 20 amostras de arroz polido analisadas, apenas uma apresentou
contaminacao por fumonisina By, com nivel médio de 258,69 pg.kg™ (Tabela 1).

A equagdo da reta de regressdo linear da curva de calibragcdo empregada na
quantificacdo de fumonisina B, em arroz polido foi y = 979,22x + 5131,1, onde y = &rea
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do pico cromatogréfico e x = concentracdo de fumonisina B; (ug.kg™), com coeficiente
de determinaco (R?) de 0,9998.

Tabela 1 — Concentracdo de fumonisinaB; (ug.kg™) e teor de umidade (%) em amostras

de arroz polido, segundo o Estado de origem.

Amostra  EstadodeOrigem*  Umidade (%)** Fumonisina B, (ug.kg")**
01 Pernambuco 7,57+ 0,55 nd
02 Rio Grande do Sul 6,40+ 1,20 nd
03 Rio Grande do Sul 6,80 + 0,56 nd
04 Rio Grande do Sul 6,57 £ 0,40 nd
05 Rio Grande do Sul 6,60 £ 0,00 nd
06 Rio Grande do Sul 6,70+ 0,10 nd
07 Rio Grande do Sul 6,63 £ 0,06 nd
08 Rio Grande do Sul 7,40 £ 0,40 nd
09 Rio Grande do Sul 753+ 0,61 258,69 + 5,74
10 Rio Grande do Sul 7,40+ 0,00 nd
11 Rio Grande do Sul 8,93+ 0,35 nd
12 Rio Grande do Sul 9,27 £ 0,35 nd
13 Rio Grande do Sul 9,53+ 0,46 nd
14 S0 Paulo 6,33 0,15 nd
15 S0 Paulo 8,33+ 0,61 nd
16 Séo Paulo 7,77 £ 0,61 nd
17 S8o Paulo 8,03+ 0,46 nd
18 S&o Paulo 9,30+ 0,53 nd
19 S&o Paulo 7,37+0,83 nd
20 Tocantins 8,87 + 0,40 nd

*informado na embalagem do produto; **média + desvio padréo (n = 3); nd: ndo detectado.

Park et al. (2005) ao analisarem um total de 88 amostras de arroz polido de duas

diferentes regides da Republica da Coréia, reportaram a ocorréncia de fumonisina B; em

duas amostras, em concentracdes variando entre 48,2 e 60,6 pg.kg™, com nivel médio

de 54,4 ng.kg™.

O arroz parboilizado polido é o arroz polido que foi submetido ao processo de

parboilizacdo, que consiste naimersdo do arroz ainda em casca em agua potéavel, a uma

temperatura acima de 58°C, seguido de gelatinizagdo parcial ou total do amido, e
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secagem (BRASIL, 2009). Analisaram-se 10 amostras de arroz parboilizado polido, e as
embal agens indicaram amostras dos Estados de Pernambuco, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e S&o Paulo. A porcentagem de umidade nas amostras variou de 6,13 a 8,73%
(Tabela 2), estando de acordo com alegislacéo brasileira.

Verificou-se que das 10 amostras analisadas, duas apresentaram contaminacéo
por fumonisina By, com niveis médios entre 109,36 e 162,99 pg.kg™, o que representou
uma contaminagdo por fumonisina B; em 20% das amostras de arroz parboilizado
polido analisadas (Tabela 2). A equacdo da reta de regressdo linear da curva de
calibracdo empregada na quantificacéo de fumonisina B; em arroz parboilizado polido
foi y = 923,76x - 18662, onde y = &rea do pico cromatografico e x = concentracéo de

fumonisina B; (1g.kg™), com coeficiente de determinacgo (R?) de 0,9997.

Tabela 2 — Concentraggo de fumonisina B; (1g.kg™) e teor de umidade (%) em amostras

de arroz parboilizado polido, segundo o Estado de origem.

Amostra  EstadodeOrigem*  Umidade (%)**  Fumonisina B; (ug.kgh)**

01 Pernambuco 6,63 = 0,40 nd
02 Rio Grande do Sul 6,60 = 0,30 nd
03 Rio Grande do Sul 7,00 £ 0,40 nd
04 Rio Grande do Sul 6,13+ 0,57 nd
05 Rio Grande do Sul 7,50 + 0,00 109,36 + 8,85
06 Rio Grande do Sul 8,73+0,31 nd
07 Rio Grande do Sul 8,53+ 0,23 nd
08 Rio Grande do Sul 7,60 = 0,40 nd
09 Santa Catarina 7,85+ 0,06 162,99 + 10,54
10 S0 Paulo 7,23+ 0,35 nd

*informado na embalagem do produto; **média £ desvio padrdo (n = 3); nd: ndo detectado.

O arroz integral é o produto do qual somente a casca foi retirada (BRASIL,
2009). No comércio do municipio de Araraquara, SP, foi possivel a obtencédo de apenas
6 diferentes amostras de arroz integral, e destas amostras 50% eram procedentes do
Estado de S&o Paulo. Todas as amostras apresentaram teor de umidade abaixo do limite
de 14% admitido pelalegislacdo, variando entre 6,93 a 7,40% (Tabela 3).

Detectou-se a presenca de fumonisina B; em uma amostra de arroz integral. A

equacdo da reta de regressdo linear da curva de calibracdo empregada para a
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quantificacdo de fumonisina B; foi y = 1032,4x — 8055,2, onde y = &rea do pico
cromatografico e x = concentracdo de fumonisina B; (ug.kg?), com coeficiente de
determinacdo (R?) de 0,9997. O nivel médio de fumonisina B quantificado na amostra
de arroz integral foi de 111,24 pug.kg™ (Tabela 3).

Tabela 3 — Concentracdo de fumonisinaB; (ug.kg™) e teor de umidade (%) em amostras

de arroz integral, segundo o Estado de origem.

Amostra  Estado de Origem* Umidade (%)**  Fumonisina B; (ug.kg™’)**

01 Rio Grande do Sul 7,05+ 0,07 nd
02 Rio Grande do Sul 7,27 +0,61 nd
03 Rio Grande do Sul 7,40 + 0,00 nd
04 S&o Paulo 6,93 + 0,25 nd
05 S&o Paulo 7,25+ 0,35 111,24 + 10,93
06 S&o Paulo 7,30+ 0,28 nd

*informado na embalagem do produto; **média + desvio padrdo (n = 3); nd: ndo detectado.

O arroz parboilizado integral € o produto cujos gréaos apresentam-se desprovidos
apenas de sua casca e que foram submetidos a parboilizagdo (BRASIL, 2009).
Analisou-se arroz parboilizado integral dos Estados de Pernambuco, Rio Grande do Sul,
Santa Catarina e S80 Paulo, segundo informagdes presentes na embalagem do produto,
totalizando 15 diferentes amostras. Todas elas apresentaram porcentagem de umidade
de acordo com alegislacdo, abaixo de 14%, entre 5,77 e 8,00% (Tabela 4).

Verificou-se a ocorréncia de fumonisina B; em trés amostras de arroz
parboilizado integral. No entanto, em uma das amostras, nimero 04, o nivel da
micotoxina, 49,24 + 2,73 ug.kg™, esteve-se abaixo do limite de deteccdo definido parao
método (50 pg.kg?); e em outra amostra, nimero 07, foi possivel a deteccdo da
fumonisina By, 64,84 + 0,80 pg.kg™, porém em uma concentragdo menor que o limite
de quantificacdo (100 pg.kg™), o que implicou na quantificagdo do nivel da micotoxina
sem exatidao e precisao.

A equacdo da reta de regresséo linear da curva de calibragdo empregada para a
quantificacdo de fumonisina B; foi y = 964,62x + 47003, onde y = &rea do pico

cromatografico e x = concentracdo de fumonisina B; (ng.kg™), com coeficiente de
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determinacdo (R?) de 0,9959. Em apenas uma amostra de arroz parboilizado integral foi

quantificada a fumonisina B, cuja contaminaggo foi de 110,63 pug.kg™.

Tabela 4 — Concentracdo de fumonisinaB; (ug.kg™) e teor de umidade (%) em amostras

de arroz parboilizado integral, segundo o Estado de origem.

Amostra  Estado de Origem* Umidade (%)**  Fumonisina B, (ng.kg")**

01 Pernambuco 6,30+ 0,35 nd
02 Pernambuco 6,27 + 0,06 nd
03 Pernambuco 6,83+ 0,23 nd
04 Rio Grande do Sul 7,40 = 0,00 <LD
05 Rio Grande do Sul 5,77+0,23 nd
06 Rio Grande do Sul 6,80 = 0,40 nd
07 Rio Grande do Sul 7,05+ 0,49 <LQ
08 Rio Grande do Sul 6,50 = 0,44 nd
09 Rio Grande do Sul 7,87 +0,61 nd
10 Rio Grande do Sul 7,53+ 0,40 nd
11 Rio Grande do Sul 7,43+0,29 nd
12 Santa Catarina 7,30+ 0,28 nd
13 Séo Paulo 8,00+ 0,28 110,63 + 9,67
14 S0 Paulo 6,65 = 0,07 nd
15 S0 Paulo 7,70 £ 0,28 nd

*informado na embalagem do produto; **média + desvio padréo (n = 3); nd: ndo detectado; LD: limite de
deteccdo (50 pg.kg™); LQ: limite de quantificagdo (100 pug.kg?).

Considerando o total de 51 amostras analisadas, dos quatro subgrupos de arroz,
verificou-se contaminagéo por fumonisina B, em aproximadamente 12% das amostras
de arroz, com uma concentracéo média de 150,58 + 64,58 pg.kg™. Até o momento, a
partir de levantamento bibliografico realizado, o presente estudo foi o primeiro a relatar
a ocorréncia de fumonisina B; em arroz comercializado no Brasil, o que implica na
necessidade de mais estudos a fim de uma avaliacéo da incidéncia da micotoxina no
arroz nacional.

Dados de ocorréncia de toxinas de Fusarium em alimentos, de nove paises da
Unido Européia, indicaram a ocorréncia de fumonisina B; em 2% do total de 197
amostras de arroz, com nivel méximo de 77 pg.kg' (BRERA e MIRAGLIA, 2003),
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estes dados corroboraram com os do presente estudo de que 0 arroz apresenta uma baixa
freqliéncia de ocorréncia de fumonisina B;.

Patel et al. (1996) reportaram contaminagdo por fumonisinas B; e B, em 1
amostra de arroz, cuja concentracgo foi de 28 pg.kg?, do total de 4 amostras analisadas
do Reino Unido, no entanto, em outro estudo com amostras de arroz do Reino Unido,
Patel et al. (1997) reportaram a auséncia de fumonisinas nas amostras. Em estudo com
amostras provenientes dos Estados Unidos da América, foi reportado niveis médios de
136,87 e 4080 ug.kg™ de fumonisina B; em arroz em casca (SCOTT, LAWRENCE e
LOMBAERT, 1999). Tanaka et al. (2007) relataram a ocorréncia de fumonisinaB; em 8
amostras de arroz dos Estados Unidos da América, de um total 20 amostras analisadas,
cujas concentracdes foram menor ou igua a 4300 pg.kg?, no entanto, o estudo ndo
especificou o tipo de arroz anaisado. Em estudo com arroz branco e arroz marrom,
consumidos na Coréia do Sul, Seo et a. (2009) ndo detectaram fumonisina B; nas 12
amostras analisadas de cada tipo de arroz.

Na Quinquagésima Sexta Reuni&o do Joint FAO/WHO Expert Committee on
Food Additives (JECFA), em Geneva em 2001, em avaliagdo sobre a ocorréncia de
micotoxinas em alimentos, estimou-se uma ingestdo diaria de 1,0 pg de fumonisina B,
por kg de peso corpdreo, através da dieta |latino-americana. Na avaliagdo, consideraram-
se dados submetidos pelos paises, Argentina, Brasil, Uruguai, Canada, Estados Unidos
da América, Dinamarca, Suécia, Reino Unido e China, e o pressuposto de que todo
milho consumido continha fumonisina B; em concentracdo média de 1.400 pg.kg™
(JECFA, 2002).

Segundo a Pesquisa de Orcamentos Familiares — POF 2008-2009, 0 consumo
alimentar médio per capita de arroz no Brasil foi de 165,0 g do cereal por dia (IBGE,
2011). Considerando o nivel de fumonisina B, determinado no arroz polido, de 258,69
ng.kg?, estimou-se uma ingestdo diéria de 0,71 pg de fumonisina B, por kg de peso
corporeo, para um individuo adulto de 60 kg. O valor estimado representa 35,5% da
ingest&o didria tolerdvel maxima provisoria estabelecida pelo JECFA, de 2 pgkg™ de
peso corpdreo para fumonisinas B;, B, e B3 sozinhas ou combinadas, estabelecida a
partir de estudos de toxicidade rena em roedores, considerando um NOEL (No-
Observed-Effect Level) de 0,2 mg.kg™ de peso corpéreo por dia e fator de seguranca de
100 (IPCS, 2002).
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4. CONCLUSAO

Os resultados indicaram a ocorréncia de fumonisina B; em arroz polido,
parboilizado polido, integral e parboilizado integral, comercializados no municipio de
Araraguara, SP. Verificou-se contaminacdo por fumonisina B; em aproximadamente
12% do total de 51 amostras analisadas, cuja concentracdo de fumonisina B; variou
entre 109,36 e 258,69 pg.kg™. Os resultados indicam a necessidade de mais estudos
sobre a avaliagdo da ocorréncia de fumonisina B; em arroz, afim de corroborarem sobre

aincidéncia desta micotoxinano arroz nacional.

5. REFEENCIAS

ABBAS, H.K.; OCAMB, C.M. First report of production of fumonisin B; by Fusarium
polyphialidicum collected from seeds of Pinus strobus. Plant Disease, v. 79, p. 642-
645, 1995.

ALMEIDA, T.X.; KELLER, K.M.; OLIVEIRA, A.A.; FARNOCHI, C.; CHULZE,S,;
ROSA, C.A.R. Isolamento e identificagdo de espécies do género Fusarium em amostras
de arroz do estado do Maranh&o. Revista de Ciéncias da Vida, v. 28, suplemento, p.
141-143, 2008.

ANDRADE, E.T.; COUTO, SM.; QUEIROZ, D.M.; FARONI, L.R.D.; PEIXOTO,
A.B. Qualidade de sementes de milho armazenadas em silo metdlico cilindrico. Revista

Brasileira de Armazenamento, v. 28, p. 23-30, 2003.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS — AOAC. Official
M ethods of Analysis of AOAC International. 18" ed. Gaithersburg: AOAC, 2005.

BACON, C.W.; NELSON, P.E. Fumonisin production in corn by toxigenic strains of
Fusarium moniliforme and Fusarium proliferatum. Journal of Food Protection, v. 57,
n. 6, p. 514-521, 1994.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Companhia Nacional de
Abasatecimento. Acompanhamento da safra brasileira: gréos, safra 2010/2011,
guarto levantamento, janeiro/2011. Brasiliaa CONAB, 2011.a



149

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Instru¢do normativa n°
6 de 16 de Fevereiro de 2009. Regulamento técnico do arroz. Diario Oficial [da]
Uni&o, Brasilia, 18 fev. 2009. Secéo 1 Disponivel em:
http://extranet.agricultura.gov.br/si slegis/action/detal haAto.do?method=consultarL egisl

acaoFederal. Acesso em: 3 fev. 2012.

BRASIL. Ministério da Salide. Agéncia Naciona de Vigilancia Sanitaria. Resolugdo n°
7 de 18 de Feveriero de 2011. Dispbe sobre os limites méximos tolerados para
micotixnas em alimentos. Diario Oficial [da] Unido, Brasilia, 22 fev. 2011. Secéo 1, p.
72. Disponivel em:
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudel egis/anvisa/2011/resD007_18 02_2011 rep.html.
Acesso em: 10 maio 2011.b

BRASIL. Ministério da Salde. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria. M étodos
fisico-quimicos para analise de alimentos. 4. ed. Brasilia: Ministério da Saide, 2005.
p. 758.

BRERA, C.; MIRAGLIA, M. (Co-ord.). Task 3.2.10 “Caollection of occurrence data of
Fusarium toxins if food and assessment of dietary intake by the population of EU
Member States’. Subtask Il1I: fumonisins. In: GARIES, M. SCOOP TASK 3.2.10:
“Collection of occurrence data of Fusarium toxins if food and assessment of dietary
intake by the population of EU Member States’: fina report. [s. 1.]: Commission
European, 2003. p. 483-577. Disponivel em:
http://ec.europa.eu/food/fs/scoop/task3210.pdf. Acesso em: 09 dez. 2011.

BUCCI, T.J; HANSEN, D.K.; LABORDE, JB. Leukoencephaomalacia and
hemorrhage in the brain of rabbits gavaged with mycotoxin fumonisin B;. Natural
Toxins, v. 4, p. 51-52, 1996.

CASTEEL, SW.; TURK, JR.; ROTTINGHAUS, G.E. Chronic effects of dietary
fumonisin on the heart and pulmonary vasculature of swine. Fundamental and
Applied Toxicology, v. 23, p. 518-524, 1994.



150

COELHO, C.SP.; FURLONG, E.B.; ALMEIDA, T. L. Migragcdo de micotoxinas
durante a parboilizagdo do arroz. Brazilian Journal of Food Technology, v. 1, 2, n. 2,
p. 39-44, 1999.

DILKIN, M.; MURMANN, L.; KOWALSKI, C.H.; DILKIN, P.; ARAUJO, D.D.F;
MALLMANN, C.A. Prevaléncia de ocratoxina A em arroz utilizado na alimentacdo
humana. In: SIMPOSIO LATINO AMERICANO DE CIENCIA DOS ALIMENTOS,
5, 2003. Santa Maria. Anais... Santa Maria, 2003. Disponivel em:
http://www.lamic.ufsm.br/papers/12a.pdf. Acesso em: 17 abr. 2009.

DORS, G.C.; BIERHALS, V.S,; BADIALE-FURLONG, E. Parboiled rice: chemical
composition and the occurrence of mycotoxins. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v.
31,n.1,p. 172-177, 2011.

DORS, G.C.; PINTO, L.A.A.; FURLONG, E.B. Migration of mycotoxins into rice
starchy endosperm during the parboiling process. LWT - Food Science and
Technology,v. 42, p. 433-437, 2009.

FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS —
FAO. FAOSTAT: food and agricultural commodities production, 2011. Disponivel em:
http://faostat.fao.org/site/339/default.aspx. Acesso em: 4 fev. 2012.

FURLONG, E.B.; SOARES, L.A.S; VIEIRA, A.P.; DADALT, G. Aflatoxinas,
ocratoxina A e zearalenona em alimentos da regido sul do Rio Grande do Sul. Revista
do Instituto Adolfo Lutz, v. 58, n. 2, p. 105-111, 1999.

GELDERBLOM, W.C.A.; KRIEK, N.P.; MARASAS, W.F.; THIEL, P.G. Toxicity and
carcinogenicity of the Fusarium moniliforme metabolite, fumonisin B, in rats.
Carcinogenesis, v. 12, p. 1247-1251, 1991.

HARRISON, L.R.; COLVIN, B.M.; GREEN, JT.; NEWMAN, L.E.; COLE, JR.
Pulmonary edema and hyfrotorax in swine produced by fumonisin B;, a toxic
metabolite of Fusarium moniliforme. Journal of Veterinary Diagnostic I nvestigation,
V. 2, p. 217-221, 1990.



151

HOELTZ, M.; FAGUNDES, C.A.; ALCAYAGA, EA.L.; NOLL, I.B. Micobiota e
micotoxinas em amostras de arroz coletadas durante o sistema estaciondrio de secagem

e armazenamento. Ciéncia Rural, v. 39, n. 9, p. 803-808, 2009.

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA — IBGE. Pesquisa de
orcamentos familiares 2008-2009: andlise do consumo aimentar pessoal no Brasil.
Rio de Janeiro, 2011. Disponivel em:
http://www.ibge.gov.br/home/estati sti ca/popul acao/condicaodevida/pof/2008_2009_ana
lise_consumo/pofanalise_2008 2009.pdf.pdf. Acesso em: 2 fev. 2012.

INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER - IARC. Agents
classified by the IARC monographs, volumes 1-102. List of classifications by
alphabetical order. Franca, 2011. Disponivel em:
http://monographs.iarc.fr/ENG/Classification/Listagentsalphorder.pdf. Acesso em: 2
fev. 2012.

INTERNATIONAL PROGRAMME ON CHEMICAL SAFETY - IPCS. Joint Expert
Committee on Food Additives (JECFA) — Monographs and Evaluations. Fumonisins.
WHO, 2002. (WHO Food Additives Series 47). Disponivel em:
http://www.inchem.org/documents/jecfaljecmono/v47je03.htm. Acesso em: 20 maio
2009.

JOINT FAO/WHO EXPERT COMMITTEE ON FOOD ADDITIVES - JECFA.
Evaluation of certain mycotoxins in food: fifty-sixth report of the Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives. Geneva: WHO, 2002. p. 16-27. (WHO Technical
Reports Series 906). Disponivel em: http://whglibdoc.who.int/trfWHO_TRS 906.pdf.

Acesso em: 09 dez. 2011.

MAGAN, N.; ALDRED, D. Post-harvest control strategies. Minimizing mycotoxins in
the food chain. International Journal of Food Microbiology, v. 119, p. 131-139,
2007.

MARASAS, W.F.; KELLERMAN, T.S.; GELDERBLOM, W.C.; COETZER, JA.;
THIEL, P.G.; VAN DER LUGT, JJ. Leukoencephalomalacia in a horse induced by



152

fumonisin B; isolated from Fusarium moniliforme. Onderstepoort Journal of
Veterinary Research, v. 55, p. 197-203, 1988.

MARASSI, A.C.; BARBOSA, T.S.; KELLER, L.A.M.; RODRIGUES, M.AA.;
KRUGER, C.D.; ROSA, C.A.R. Micobiota isolada de amostras de arroz provenientes
do estado do Maranh& destinadas ao consumo humano, em &reas de ocorréncia de
beribéri. Revista de Ciéncias da Vida, v. 28, suplemento, p. 150-152, 2008.

MIRANDA, H.A.S.; ZENEBON, O.; PENTEADO, M. de V.C. Amostragem e
preparacdo de amostras para andlise de alimentos. In: ALMEIDA-MURADIAN, L.B,;
PENTEADO, M. de V.C. Vigilancia sanitéria: topicos sobre legislacdo e anadise de
alimentos. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2007. p. 20-45.

NELSON, P.E. Taxonomy and biology of Fusarium verticillioides. Mycopathologia, v.
117, p. 29-36, 1992.

NORRED, W.P. Fumonisins-mycotoxins produced by Fusarium moniliforme. Jour nal
of Toxicology and Environmental Health, v. 38, p. 309-328, 1993.

NORRED W.P.; VOSS K.A. Toxicity and role of fumonisin in animal diseases and
human esophageal cancer. Food Protection, v. 57, 522-527, 1994.

NUNES, I.T.; MAGAGNIN, G.; BERTOLIN, T.E.; FURLONG, E.B. Arroz
comercializado na regido sul do Brasil: aspectos micotoxicol6gicos e microscopicos.
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 23, n. 2, p. 190-194, 2003.

PARK, JW.; CHOI, SY.;, HWANG, H.J; KIM, Y.B. Funga mycoflora and
mycotoxins in Korean polished rice destined for humans. International Journal of
Food Micraobiology, v. 103, p. 305-314, 2005.

PATEL, S.; HAZEL, C.M.; WINTERTON, A.G.M.; GLEADLE, A.E.. Surveillance of
fumonisins in UK maize-based foods and other cereals. Food Additives and
Contaminants, v. 14, n. 2, p. 187-191, 1997.



153

PATEL, S.; HAZEL, C.M.; WINTERTON, A.G.M.; MORTBY, E. Survey of ethnic
foods for mycotoxins. Food Additives and Contaminants, v. 13, n. 7, p. 833-841,
1996.

ROSA, CA.R,; KELLER, K.M.; OLIVEIRA, AA.; ALMEIDA, T.X.; KELLER,
L.A.M.; MARASSI, A.C.; KRUGER, C.D.; DEVEZA, M.V.; MONTEIRO, B.S;
NUNES, L.M.T.; ASTORECA, A.; CAVAGLIERI, L.R.; DIREITO, G.M.; EIFERT,
E.C.; LIMA, T.A.S;; MODERNELL, K.G.; NUNES, F.I.B.; GARCIA, AM.; LUZ,
M.S.; OLIVEIRA, D.C.N. Production of citreoviridin by Penicillium citreonigrum
strains associated with rice consumption and beriberi cases in the Maranhdo State,
Brazil. Food Additives and Contaminants, v. 27, n. 2, p. 241-248, 2010.

ROSS, P.F.; NELSON, P.E.; RICHARD, JL.; OSWEILLER,G.D.; RICE, L.G;
PLATTNER, R.D.; WILSON, T.M. Production of fuminisins by Fusarium moniliforme
and Fusarium proliferatum isolates associated with equine leukoencephal omalacia and
a pulmonary edema sindrome in swine. Applied and Environmental Micraobiology, v.
56, n. 10, p. 3225-3226, 1990.

SANTOS, E.A.; GONCALVES, G.A.A.; ALMEIDA, M.l.; SILVA, K.P.; GARCIA,
J.C.; VARGAS, E.A. Ocorréncia de micotoxinas em fragcbes do beneficiamento de
arroz. Revista de Ciénciasda Vida, v. 28, suplemento, p. 177-179, 2008.

SCOTT, P.M. Fumonisins. International Journal of Food Microbiology, v. 18, p.
257-270, 1993.

SCOTT, P.M.; LAWRENCE, G.A., LOMBAERT, G.A. Studies on extraction of
fumonisins from rice, corn-based foods and beans. Mycotoxin Research, v. 15, p. 50-
60, 1999.

SEO, E.; YOON, Y.; KIM, K.; SHIM, W.B.; KUZMINA, N.; OH, K.S.O.; LEE, J.O,
KIM, D.S.; SUH, J.; LEE, SH.; CHUNG, K.H.; CHUNG D.H. Fumonisins B; e B, in
agricultural products consumed in South Korea: an exposure assessment. Journal of
Food Protection, v. 72, n. 2, p. 436-440, 20009.



154

SEO, JA.; LEE, YW. Natural occurrence of the C series of fumonisins in moldy corn.
Applied and Environmental Microbiology, v. 65, n. 3, p. 1331-1334, 1999.

SILVA, J.O.; CANDIDO, L.M.B.; NOVELLO, D.; MACHADO, C. Ocorréncia de
aflatoxinas em arroz consumido por militares do Exército Brasileiro por cromatografia
em camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia. Ciéncia e
Agrotecnologia, v. 32, n. 4, p. 1238-1244, 2008.

SIMIONATO, E.M.R.S.; ASTRAY, R.M.; SYLOS, C.M. Ocorréncia de ocratoxina A e
aflatoxinas em arroz. Revista do Instituto Adolfo Lutz, v. 62, n. 2, p. 123-130, 2003.

SOARES, L.M.V.; RODRIGUEZ-AMAYA, D.B. Survey of aflatoxins, ochratoxin A,
zearalenone and sterigmatocystin in some Brazilian foods by using multi-toxin thin-
layer chromatographic method. Journal of the Association of Official Analytical
Chemists, v. 72, n. 1, p. 22-26, 1989.

TANAKA, K.; SAGO, Y.; ZHENG, Y.; NAKAGAWA, H.; KUSHIRO, M.
Mycotoxins in rice. International Journal of Food Microbiology, v. 119, p. 59-66,
2007.

THIEL, P.G.; MARASAS, W.F.O.,, SYDENHAM, EW.; SHEPHARD, G.S;
GELDERBLOM, W.C.A. The implications of naturally occurring levels of fumonisins
in corn for human and animal health. Mycopathologia, v. 117, p. 3-9, 1992.



155

CONCLUSOES

As condicbes cromatogréficas para separar, detectar e quantificar a fumonisina
B1 em arroz, empregando cromatografia liquida de alta eficiancia com deteccdo

de fluorescéncia e derivatizagdo pré-coluna, foram estabel ecidas;

Os pardmetros experimentais pH, tempo e temperatura influenciaram
significativamente sobre a estabilidade do derivado fumonisina Bj-orto-
ftaldialdeido;

Verificou-se a maxima fluorescéncia emitida pelo derivado fumonisina B;-orto-
ftaldialdeido com o emprego, na derivatizacdo, de solucdo de tetraborato de
sédio 0,1 M pH 9,0 e reacdo em 2 minutos; e nas anadlises cromatogréficas, de
solucdo tampdo fosfato de sddio 0,1 M pH 3,3 na fase mével e temperatura da

coluna cromatografica de 20°C;

Desenvolveu-se um novo método analitico — rgpido, facil, economicamente
viavel e com menor geracdo de residuos organicos, para a determinacdo de
fumonisina B; em arroz, com referéncia no procedimento QUEChERS e
empregando metodologia de plangjamento fatoria associada a andise de

superficie de resposta;

A partir de validagdo intralaboratorial verificou-se seletividade do método
analitico para fumonisina By, linearidade na faixa entre 100 e 2500 pg.kg™,
efeito de matriz significativo, exatiddo e precisdo do método analitico, baixo
limite de deteccgo, 50 pg.kg?, e limite de quantificagéo,100 pg.kg™, apropriado
para a determinacdo de fumonisina B; em arroz polido, parboilizado polido,
integral e parboilizado integral. As porcentagens de recuperacdo do método
foram de 100,48, 104,97, 87,60 e 91,76% para o arroz polido, parboilizado
polido, integral e parboilizado integral, respectivamente;

Detectou-se fumonisina B; em aproximadamente 12% do total de 51 amostras
de arroz polido, parboilizado polido, integra e parboilizado integral analisadas,
cuja concentracdo variou entre 109,36 e 258,69 pg.kg™.
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