4° Simposio de
Seguran;a Alimentar 29 a 31 de maio de 2012
S O]9 FAURGS | Gramado - RS

_DESENVOLVIMENTO DE METODO E ,
CONSTRUGAO DE CURVA DE CALIBRAGAO PARA ANALISE
DE AFLATOXINAS EM AMENDOIM POR UPLC-ESI-QTOF-MS

J.S. Barrabin', R.G. Borguini?, J.S. Rosa?, D.F.Schulz®, R.L.O. Godoy?

1-Departamento de Tecnologia de Alimentos — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, BR 465, Km 7, CEP:
23890-000. Seropedica, RJ, Brasil. e-mail: (jbarrabin@terra.com.br)

2- Embrapa Agroindustria de Alimentos, Av. das Américas, 29501 - Guaratiba. Rio de Janeiro, RJ - Brasil - CEP
23020-470. Fone: (21) 3622-9600 - Fax: (21) 3622-9713 — e-mail: (renata@ctaa.embrapa.br)

3 — Departamento de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Av. Athos da Silveira Ramos, 149 bloco A — 7°
andar, Cidade Universitaria, RJ, Brasil. CEP 21941-909.

RESUMO - As aflatoxinas sdo micotoxinas encontradas em diversos produtos vegetais, como
milho, amendoim, castanhas e frutas secas e causam hepatotoxicidade, tendo sido relacionadas
inclusive ao cancer de figado. O objetivo deste trabalho foi o de construir uma curva de
calibracdo a ser usada em um método de andlise de aflatoxinas por UPLC-ESI-gTOF-MS. O
qTOF trabalha com massa exata, apresenta maior especificidade em relacdo a outras técnicas de
menor resolucdo e evita que se obtenha uma resposta falso-positiva. Além disso, possui a
capacidade de exibir outros compostos que ndo somente 0s compostos alvo como no caso dos
triplo-quadrupdlos, tais como produtos de degradacdo ou outros contaminates, apresentando
mais informacdo em uma Unica analise e permitindo uma avaliagdo mais completa da qualidade
do alimento.

ABSTRACT - Aflatoxins are mycotoxins found in many plant products such as corn, peanuts,
nuts and dried fruits and cause hepatotoxicity, having been linked inclusive to liver cancer. The
objective of this study was to build a calibration curve to be used on UPLC-ESI-MS-qTOF
aflatoxins analysis. The g-TOF is a high resolution instrument that presents accurate mass data,
has higher specifity in comparison to other low resolution techniques and avoids false-positive
responses. Furthermore, it has the ability to display other compounds which not only the target
compounds as in the case of triple quadrupoles, such as degradation products and other
contaminants. It displays more information in a single analysis wich allows better evaluation of
food quality.
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1. INTRODUCAO

Uma das principais ameagas & seguranca dos alimentos é a presenca de contaminantes naturais
como as micotoxinas, metabdlitos toxicos secundarios produzidos por fungos. As micotoxinas mais
estudadas atualmente séo as aflatoxinas, produzidas por algumas espécies de Aspergillus e Penicillium. Sao
classificadas pela Organizacdo Mundial da Saude como carcinogénicas para humanos e a ingestdo de
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alimentos com elas contaminados causa diversos danos a salde, variando de toxicidades agudas com lesdes
de figado ao carcinoma hepatocelular. Esta preocupacdo levou muitos paises a estabelecerem na legislacdo
limites mé&ximos aceitaveis de aflatoxinas em diferentes classes de alimentos. A legislacdo da Unido
Européia ¢ a mais rigida entre todos os paises, preconizando um limite méximo de 2pg/kg para aflatoxina B,
e de 4ug/kg para a soma das 4 principais aflatoxinas encontradas nos vegetais — By, By, G; e G,. No Brasil,
de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria, o limite méximo estabelecido para a soma destas
4 aflatoxinas em amendoim é de 20ug/Kg. A via de contaminacdo dos fungos produtores de aflatoxinas é
pelo solo e o amendoim, por ser um cultivo rasteiro, € o alimento no qual mais frequentemente s&o
encontradas contaminacdes por aflatoxinas. A incidéncia de contaminacdo do amendoim brasileiro ¢ alta e
fica evidente quando levamos em consideragdo o nimero de alertas rapidos que o Brasil vem sofrendo pela
Unido Europeia em relagdo a este produto. No ano de 2009 foram 29 notificacfes devido a presenca de
aflatoxinas e no ano de 2010 foram 21, inserindo o Brasil na lista de paises sujeitos a controle especial
(RASFF, 2010). Para que se possa controlar o desenvolvimento destas toxinas é preciso que hajam
metodologias seguras para analisar sua presenca e quantificd-las. Métodos usuais como CCD -
Cromatografia de Camada Delgada e CLAE-DF — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Deteccéo
por Fluorescéncia requerem etapas de extragdo, purificagdo e derivatizacdo da amostra previamente a andlise,
consumindo muito tempo e submetendo o analista a uma maior exposicdo a solventes téxicos. O objetivo
deste trabalho foi desenvolver uma curva de calibracdo para quantificagdo de aflatoxinas em amendoim por
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia e deteccdo por Espectrometria de Massas, que devido as ja
conhecidas vantagens de alta seletividade e sensibilidade possibilitam a reducdo das etapas de pré-tratamento
da amostra, representando ganho de tempo e eficiéncia. O qTOF trabalha com massa exata, apresenta maior
especificidade em relacdo a outras técnicas de menor resolucdo e evita que se obtenha uma resposta falso-
positiva (Williamson e Bartlett, 2007). Além disso, possui a capacidade de exibir outros compostos que ndo
somente 0os compostos alvo como no caso dos triplo-quadrupdlos, tais como produtos de degradacdo ou
outros contaminates, apresentando mais informacdo em uma Unica andlise e permitindo uma avaliacdo
gualitativa mais completa.

2. MATERIAL E METODOS

A separacdo cromatografica foi desenvolvida em um cromatégrafo liquido de ultra eficiéncia e
utilizou-se uma coluna C18, 2.1 x 50mm, 1.7um a 40°C. Foi utilizada fase mével a um fluxo de 0,45uL/min
em modo de eluigdo gradiente constituida de acetonitrila 0,1% &cido formico 0,5mM formiato de aménio (A)
e agua 0,1% é&cido férmico 0,5mM formiato de aménio (B). O gradiente comeca com 5% de A atingindo
95% aos 4 minutos.

Para deteccdo espectrométrica utilizou-se ionizacdo por eletrospray no modo positivo, analizador
em modo V, faixa de aquisicdo do TOF de 50 a 600m/z com scanning a cada 0,1s. Utilizou-se o gas de
dessolvatacdo a temperatura de 500°C e fluxo 750L/h, o gas do cone a fluxo 50L/h, a temperatura da fonte a
150°C, a voltagem do cone 38, a voltagem de capilar 3kV, a voltagem do cone de extracdo 7.0 e a energia de
colisdo do trap 6.0. Utilizou-se uma fungcdo MS com energia de colisdo do transfer a 4,0 para promover
maior sensibilidade na obtencédo do sinal das aflatoxinas ionizadas positivamente (m/z 313, 315, 329, 331)
gue foram utilizadas para quantificacdo e montagem da curva. A esta funcdo MS, foi alternada uma outra
fungdo MS de alta energia de colisio (MSF) utilizando transfer a 20, 25 e 30 para fragmentacio e
confirmacdo da identidade dos compostos. A voltagem de operagéo do detector MCP foi de 1650.

Foram construidas 2 curvas de calibracdo para cada aflatoxina, sendo uma com padrdo em solvente
e outra com padrdo em matriz amendoim, para verificar a influéncia da matriz na quantificacdo dos
compostos. Cada ponto de concentragédo foi feito em triplicata, nas faixas de concentragéo de 2 a 14ug/kg
para as aflatoxinas B; e G; e 0,495 a 4,465 ug/kg para as aflatoxinas B, e G.,.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tempos de retencdo das aflatoxinas G,, Gi, B, e B; foram de 2,64, 2,81, 2,82 e 2,99 minutos,
respectivamente. Observou-se a coeluicdo das aflatoxinas B, e G;, contudo o qTOF apresenta recurso para
que se extraiam cromatogramas referentes especificamente a razdo m/z das substancias de interesse, sendo
altamente seletivo mesmo sem a completa separacdo cromatogréafica.

Com a funcdo MSF conseguiu-se identificar de 3 a 4 fragmentos para cada aflatoxina, que foram
posteriormente confirmados por MSMS, conforme mostrado na figura 1. Na analise da aflatoxina B1
conseguiu-se identificar os seguintes 5 fragmentos: m/z 298, 285, 269, 241 e 213. Na anélise da aflatoxina
B2, identificou-se os m/z 287, 259 e 243. Para a G1, os m/z 311, 283, 243, 227, 215 e 200. Finalmente, para
a G2, os fragmentos m/z 313, 303, 285, 275, 257, 245, e 217. As m/z das moléculas protonadas e dos
fragmentos foram adquiridas com erro menor do que 0,02Da, valor muito menor do que o obtido com
detectores de massa de menor resolu¢do como triplo-quadrupolos.
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Figura 1 - Espectros MSF das aflatoxinas By, B,, G, e G, (A, B, C e D) - 0s espectros B e C s&o iguais e contém 0s
fragmentos sobrepostos das aflatoxinas B, e G;, que coeluem - e esprectros MSMS das aflatoxinas By, B,, G; e G, (E,
F, G e H respectivamente).

As curvas obtidas apresentaram boa linearidade, representada pelo quadrado do coeficiente de
correlacéo (R?), tendo sido todos superiores a 0,9, com excecdo da curva da aflatoxina B, em amendoim. Os
R? para By, B,, G; e G, em solvente foram de 0,987, 0,992, 0,988 e 0,992 respectivamente. Ja 0s R? para B,
B,, G; e G, em amendoim foram de 0,867, 0,990, 0,946 e 0,979 respectivamente. Conforme mostra a figura
2, a comparagdo entre as curvas obtidas em solvente e em amendoim evidenciaram a presenca de efeito
matriz de supressdo de sinal nas aflatoxinas. Tais resultados estdo em concordancia com os obtidos por
Garcia-Reyes et al. (2006), que trabalharam em uma metodologia analitica de herbicidas em azeite utilizando
ionizacdo por eletrospray. Componentes da matriz podem competir pela ionizacdo dos compostos,
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dificultando assim sua deteccdo. Os autores destacam ainda que a ocorréncia de efeito-matriz em LC-MS j4 é

conhecida.

Efeito matriz na resposta da aflatoxina B1 Efeito matriz na resposta da aflatoxina B2
150,000 30,000 v=10,433x +1,4462
z y=10,074x+6,7525 = 25,000 R®=0,9957
£ 100000 R*=0.9385 £ 20000
z £ 15000 v=8,3225%-0,4274
2 50,000 S o171k + 07541 2 10,000 R*=0,9902
7 y=5017 p 2
g P g som
0,000 — 1 0,000 4 T T T T T 1
o 2 4 & g . 12 0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000
concentracdo (ug/kg) concentragdo (ug/kg)
M aflatoxing BL em solvente @ aflatoxina B1 em amendoim M aflatoxina B2 em solvente @ sflatoxina B2 em amendoim
Efeito matriz na resposta da aflatoxina G1 Efeito matriz na resposta da aflatoxina G2
80,000 vcE i5 53 3
_ :—n;:ﬁsgsg;?‘sg _ 25,000 y=7.8584x +0,2778
£ 60000 s g 20000
= £ 15,000
g 40,000 z
g y=4,8134%- 1,3444 § 10000 v=5,1632x-1,0597
g 20000 R?=0,9464 § sooo R2=0.9788
0,000 ) 0,000 -
0,000 2,000 4,000 5000 8000 10,000 12,000 0,000 0,500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000
concentragao (pg/kg) concentracdo (pg/ke)
Maflstoxing G emsolvente @ sflatoxing 1 em amendoim Waflstoxing 62 em solvente @ aflstoxing G2 em amendoim

Figura 2 - Comparagdo entre curvas construidas com padrdo de aflatoxinas em solvente e em amendoim.
4. CONCLUSAO

A obtencédo de 3 a 5 fragmentos adquiridos com erro menor do que 0,02Da valor muito
menor do que o obtido com detectores de massa de menor resolucdo como triplo-quadrupdlos,
permitiu a confirmacdo inequivoca dos analitos. A analise desenvolvida foi suscetivel a variagdes de
efeito matriz, portanto as curvas obtidas com padrdo em amendoim se apresentaram mais adequadas para
quantificacdo. Foram obtidas curvas de calibracdo com boa linearidade para as aflatoxinas B, G, e G;,
representada pelos quadrados do coeficiente de correlagdo, superiores a 0,9.
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