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Resumo:

O arroz é um dos cereais mais produzidos e consumidos mundia mente. Porém, como em outros cereais,
pode sofrer contaminagdes de fungos produtores de micotoxinas no campo, na etapa de secagem ou no
armazenamento dos gréos quando ha condicdes favordvels para o seu desenvolvimento. O
desoxinivalenol (DON) é uma micotoxina produzida principalmente por fungos do género Fusarium e
apresenta efeitos toxicol6gicos como diarreia, vomitos, efeitos teratogénicos e imunossupressores, além
darecusa alimentar em animais. Na legislacéo brasileira esta estabelecido o limite maximo de 750 pg.kg-
1 para DON em arroz beneficiado e derivados, porém poucos trabalhos relataram sua determinagdo
nessas matrizes. Dessa forma, faz-se necessario uma metodologia analitica capaz de detectar e
guantificar DON, para posteriores andlises do atendimento dos limites descritos na legislagéo. O trabalho
teve por objetivo desenvolver e validar uma metodologia capaz de determinar a presenca de DON em
arroz integral parboilizado, através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e detector de
arranjo de diodos (DAD). Para o desenvolvimento da metodologia foi utilizado um cromatégrafo a 220
nm. A aquisicdo e andlise de dados foi realizada pelo software Chromeleon versdo 6.8. Foram testadas
diferentes proporcgdes da fase mével, em modo isocrético, com fluxo de 1 mL.min-1 e volume de injecdo
20 L em temperatura ambiente. Para o preparo da solucéo estoque de DON foram utilizados 2,5 mg do
padréo analitico com diluicdo em metanol. Avaiaram-se a seletividade, o limite de deteccdo e
quantificacéo, a linearidade, a precisdo, a exatidao (com extragdo modificada) e a robustez. A proporgéo
de agua:acetonitrila:metanol (90:5:5) foi a que apresentou melhor desempenho cromatogréfico, com o
pico do padrdo em 21 minutos, sem interferentes da matriz. A linearidade da resposta do equipamento
em relagdo a concentragdo do analito ndo teve desvio da linearidade e apresentou regressdo linear
significativa, em niveis de 5% de significancia e coeficiente de correlagcdo acima do preconizado pela
legisacdo. A precisdo esteve dentro dos limitels aceitaveis, com desvio padrédo menor que 2%. A
extracdo utilizada foi eficiente, com recuperacéo proxima a 100%. O limite de deteccdo e quantificacdo
foram de 0,069 pg.mL-1 e 0,23 pg.mL-1, respectivamente, demonstrando a sensibilidade do método. O
método desenvolvido mostrou-se seletivo, linear, preciso, robusto e com limites de quantificacéo e
deteccdo adequados, estando apto para ser utilizado para determinacdo de DON em arroz parboilizado



integral, atendendo a legislacdo vigente.
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DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIA PARA
DETERMINACAO DE DESOXINIVALENOL EM ARROZ POR HPLC/DAD

1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais mais produzidos e consumidos
mundialmente, representando cerca de 29% do total de graos ingeridos pela populagdo, sendo
o Rio Grande do Sul o maior produtor nacional (SOSBAI, 2016). Porém, como em outros
cereais, o arroz pode sofrer contaminagdes de fungos produtores de micotoxinas, que pode
ocorrer no campo, na etapa de secagem ou no armazenamento dos graos quando os fungos
encontram condigdes favordveis para o desenvolvimento (PRADO, 2014).

O desoxinivalenol (DON), também conhecido como vomitoxina, € produzido
principalmente por fungos do género Fusarium em graos, como cevada, centeio, trigo, milho
e arroz; sendo uma micotoxina pertencente ao grupo B dos tricotecenos, os quais sdo tipicos
do campo (PRADO, 2014). A deteccdo e quantificacgio do DON em matérias-primas e
produtos alimentares sdo de grande importincia, pois essa micotoxina apresenta efeitos
toxicolégicos como diarreia, vOmitos, efeitos teratogé€nicos € imunossupressores, além da
recusa alimentar em animais (HALLIER; CELETTE; DAVID, 2011).

Os teores maximos de micotoxinas nos alimentos estdo estabelecidos pelo Ministério
da Saude, por meio da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria, com limite méaximo de 750
ng.kg”! para DON em arroz beneficiado e derivados (BRASIL, 2011).

O DON ¢€ soluvel em agua e solventes polares, além de também ser estdvel quando
submetido a altas temperaturas (PORETEDAL; MESHKANI, 2008). Por apresentar boa
absor¢cdo na radiacdo ultravioleta, o DON também pode ser analisado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) e cromatografia em camada delgada (PORETEDAL;
MESHKANI, 2008).

Os métodos cromatograficos sdo os mais populares na deteccdo e quantificacdo das
micotoxinas, em particular a HPLC, que possui a capacidade de realizar separacOes e analises
quantitativas de uma grande variedade de compostos presentes em diversos tipos de amostras,
em escala de tempo de poucos minutos, com alta eficiéncia e detectabilidade. No caso do
DON, s@o poucos os trabalhos que relatam sua determinacdo em arroz e derivados, como o de
Heidtmann-Bemvenuti et al. (2012) e de Liao et al. (2014). Dessa forma, faz-se necessario
uma metodologia analitica capaz de detectar e quantificar o contaminante em questdo, para
posteriores andlises do atendimento dos limites descritos na legislacdo.

Nesse contexto, o trabalho teve por objetivo desenvolver e validar uma metodologia
capaz de determinar a presenca de desoxinivalenol em arroz integral parboilizado, através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia e detector de arranjo de diodos (DAD).

2 METODOLOGIA

Para o desenvolvimento da metodologia foi utilizado um cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia (Dionex, Thermo Scientific Ultimate 3000) constituido de bomba quaterniria
(LPG86 3400SD), amostrador automatico (WPS-3000TSL), compartimento de coluna com
controlador de temperatura (TCC-3000RS), coluna C18 (4,6 x 250 mm, 5 um, Agela
Technologies, Promosil) a temperatura ambiente e detector de arranjo de diodos (DAD-3000)
a 220 nm. A aquisi¢do e andlise dos dados foi realizada pelo software Chromeleon versao 6.8
(Dionex, Thermo Fisher Scientific Inc.).

Para o desenvolvimento e otimizagdo da metodologia foram testadas diferentes
propor¢des da fase mével, composta por dgua ultrapurificada, acetonitrila grau HPLC (Vetec,
Quimica Fina) e metanol grau HPLC (Dinamica Quimica Contemporanea Ltda), em modo
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isocrético, com fluxo de 1 mL.min" e volume de inje¢do 20 pL, em temperatura ambiente
(SILVA et al. 2017).

Para o preparo da solu¢do estoque de DON foram utilizados 2,5 mg do padrio
analitico (ChemCruz) diluidos em metanol. A solucao foi sonicada por 5 minutos e transferida
para um balao de 10 mL, completado com metanol, sendo que a solucdo mae apresentou
concentragao de 250 u g.mL'l.

Para validagcdo do método analitico foram avaliados os parametros de desempenho
recomendados pelos guias do Instituto Nacional de Metrologia, Normaliza¢do e Qualidade
Industrial e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (BRASIL, 2010; BRASIL, 2003).

A seletividade foi avaliada comparando-se o sinal gerado pela injecdo da matriz isenta
da micotoxina DON e da adicionada de padrdo. A matriz, arroz parboilizado integral, marca
comercial Prato Fino, lote 01-10-2018 19:30 63 CYD, foi adquirida em comércio local.

O limite de deteccdo e o limite de quantificacio do método foram determinados pela
média do sinal do ruido vezes trés e a média do ruido vezes 10, respectivamente. Sendo o
ruido verificado através da linha de base.

A linearidade foi avaliada por curvas analiticas realizadas através da padronizacio
externa com solugcdes preparadas em triplicata nas concentragoes de 0,5; 0,75; 1; 2 e 4 pg.mL"
' de DON, contemplando o limite maximo tolerado pela legislacdo brasileira. A comprovago
da relacdo linear entre a concentracdo dos analitos e a resposta do equipamento foi realizada
por meio do teste unilateral de analise de varidncia (ANOVA).

A precisdo do método foi avaliada pela repetibilidade e precisdo intermediaria. Para
avaliacio da repetibilidade seis amostras (n = 6), de concentracio 0,75 pg.mL™” foram
preparadas sob as mesmas condi¢des, pelo mesmo analista, em um curto periodo de tempo.
Na determinacdo da precisdo intermedidria seis amostras nas mesmas concentragoes
supracitadas foram preparadas sob as mesmas condi¢cdes, durante trés dias diferentes, por trés
diferentes analistas (n = 18).

A exatiddao do método foi avaliada pelo método de adi¢do e recuperagdo de padrao
frente a matriz, em trés niveis, 70%, 100% e 120%, do limite maximo tolerado da micotoxina
para arroz beneficiado, cada um em triplicata (BRASIL, 2011).

A extragdo foi realizada baseada na metodologia descrita por Liao et at. (2014), com
modificagdes, na qual 5 g de amostra foram trituradas em micromoinho analitico e colocadas
em tubo com tampa de rosca. Adicionou-se 10 mL do solvente de extragdo constituido de
acetonitrila:dgua (85:15), agitou-se manualmente por 15 minutos e centrifugou-se por 5
minutos a 4500 g. Apds, foram coletados 2 mL do sobrenadante e transferidos para snap cap
para evaporacdo em banho-maria a 60°C. O mesmo foi ressuspendido com
agua:acetonitrila:metanol (90:5:5), agitado em agitador vortex por 1 minuto e filtrado com
filtro de seringa (13 mm x 0,22 um politetrafluoretileno). Quando fortificados, na etapa de
ressuspensdo, foi adicionado solucdo de trabalho de DON juntamente com
agua:acetonitrila:metanol (90:5:5) nas concentragdes de fortificacao.

A robustez foi avaliada a partir da determinacdo do DON mediante pequenas
alteracoes nas condi¢Oes cromatogrificas nominais do método desenvolvido. Foram
selecionados seis fatores e foram avaliados por delineamento fatorial de Plackett-Burman (n =
12). Calcularam-se o efeito de cada fator e o erro experimental estimado. Foram avaliadas
alteracdoes na vazdo (+ 0,05 unidades), propor¢do de acetonitrila na fase moével (= 2%),
proporcao de metanol na fase movel (+ 2%), comprimento de onda (+ 2 nm), temperatura de
coluna (* 2 °C) e marca de coluna.

3 RESULTADOS e DISCUSSAO
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A utilizacdo de fase mével em propor¢ao de dgua:acetonitrila:metanol (86:7:7) nao foi
satisfatoria para determinacdo de DON, pois ndo apresentou seletividade. A propor¢do de
dgua:acetonitrila:metanol (90:5:5) apresentou melhor desempenho cromatografico, com o
pico do padrao em 21 minutos, sem interferentes da matriz. A verificacdo dos parametros de
adequabilidade do sistema depois do desenvolvimento e otimiza¢do de um método analitico €
preconizado na legislacdo brasileira, para que o mesmo possa ser validado. O desempenho do
sistema cromatografico foi mensurado mediante observagcdes quanto ao nimero de pratos
tedricos, resolucdo e fator de cauda, nos cromatogramas obtidos, sendo estes satisfatérios
(BRASIL, 2017).

Figura 1 - Cromatograma de 4 pg.mL™" de desoxinivalenol
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Fonte: do autor, 2018.

Nestas condi¢des cromatogréficas foi possivel observar que ndo houve interferentes na
matriz que comprometessem a identificacdo da micotoxina, como pode ser visualizado na
Figura 2, demonstrando seletividade satisfatoria.

Figura 2 - Cromatogramas sobrepostos (com deslocamento de 2%) da matriz arroz
integral parboilizado isenta de desoxinivalenol (1) e fortificado a 750 ug.kg" (2)
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Fonte: do autor, 2018.

Através da representacdo grifica da Figura 3 € possivel verificar a linearidade da
resposta do equipamento em relagdo a concentracdo do analito, sem desvio da linearidade e
com regressdo linear significativa, em niveis de 5% de confianca, com coeficiente de
correlacdo acima do preconizado pela legislacdo de 0,990 (BRASIL, 2017).
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Figura 3 - Curva analitica da micotoxina desoxinivalenol

3
=, | y=06651x-0,0564 ___—"
E R = 0,9998 /
- 1
= -
2o
<t

0 1 2 3 4 >
Concentracdo (pg.mL1)

Fonte: do autor, 2018.

A precisdo e a exatiddao estdo apresentadas na Tabela 1. Os resultados obtidos
comprovam que a precisdo do método desenvolvido se encontra dentro dos limites aceitdveis,
pois apresentou desvio padrdo relativo inferior a 2% tanto nas andlises de repetibilidade
quanto na precisdo intermedidria (RIBANI et al., 2004). Em relacdo aos percentuais de
recuperagdo, € possivel afirmar que utilizando a extracdo adaptada de Liao et al. (2013) foi
observada uma boa recuperag@o com teores proximos a 100%.

Tabela 1 - Precisdo do método e recuperacao das amostras fortificadas com concentra¢des
baixas (70%), médias (100%) e altas (120%) de desoxinivalenol

Precisao
Dia 1 Dia 2 Dia 3
Média (pg.mL™") n=6 0,77 0,76 0,74
DPR (%) 0,01 0,01 0,01
Média n=18 (ug.mL™) 0,75
DPR (%) 0,014
CV (%) 1,85
Exatidao
Concentraciao tedrica (ng.mL™) 0,53 0,75 0,90
Concentraciio (ug.mL™) 0,52 0,79 0,93
Recuperacao média (%) 98,11 105,33 103,33
Desvio Padrao (%) 0,08 0,04 0,07

Legenda: DPR = desvio padrdo relativo e CV = coeficiente de variagao.
Fonte: do autor, 2018.

O limite de deteccio e quantificacio foram de 0,069 pg.mL’ e 0,23 pug.mL’,
respectivamente, demonstrando a sensibilidade do método desenvolvido.

Ap6s as modificacOes nas condi¢cdes nominais foi possivel identificar e quantificar o
analito de interesse, com garantia dos parametros de adequabilidade do sistema, e os
resultados encontrados demonstram que ndo existe diferenca estatistica significativa
utilizando o teste T de Student para p = 0,05 (t critico =2,57).

4 CONSIDERACOES FINAIS

O método desenvolvido mostrou-se seletivo, linear, preciso, robusto, com limites de

quantificacdo e deteccdo adequados. Dessa forma, conclui-se que é adequado para
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determinacdo de desoxinivalenol em arroz integral parboilizado, em atendimento a legislacao
vigente.
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