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THE QuEChERS METHOD FOR DETERMINATION OF OCHRATOXIN A AND CITRININ IN RICE AND RICE BRAN. The
present study was carried out to establish the optimal conditions for performing ochratoxin A (OTA) and citrinin (CIT) extraction

using the QUEChERS method in rice. Employing the factorial experimental design, variables that significantly influenced the

extraction stages were determined. The following variables were analyzed: addition of water, acidification of acetonitrile with glacial
acetic acid, as well as amounts of magnesium sulfate, sodium acetate, sodium citrate and diatomaceous earth. The best combining
procedure resulted in a predictive model using more water and less diatomaceous earth. Recoveries of CIT and OTA were 78-105%.
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INTRODUCAO

As micotoxinas compreendem uma mistura de compostos resul-
tantes da atividade metabdlica de fungos toxigénicos cujos efeitos,
além de outros sintomas classicos de intoxicagdo, variam entre car-
cinogenicidade e mutagenicidade.! Estes compostos sdo resistentes
e dificilmente sdo degradados durante o processamento ou preparo
de alimentos e ra¢oes.>*

A ocratoxina A e a citrinina s@o micotoxinas produzidas por
fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium,>® que podem infestar
grios especialmente durante o armazenamento em ambientes com
atividade de dgua superiores a 70% e temperaturas inferiores a 25 °C.”
Estas varidveis abidticas sdo frequentes nas regides produtoras de
cereais, como € o caso do Rio Grande do Sul.

A ocratoxina A (OTA), férmula molecular C,;H ;CINO, e massa
molecular de 403,82 g/mol, € constituida por uma isocumarina, a
ocratoxina (OTa), ligada em um grupo amida, L-b fenilalanina.®?
Este composto vem sendo detectado em matérias-primas que fo-
ram submetidas a condig¢des que propiciam o desenvolvimento do
fungo produtor, ou seja, sob umidade elevada e temperatura de 25
a 30 °C.12 Quando o fungo contaminante encontra condi¢oes de
produzir a toxina, esta permanece estdvel durante o armazenamento,
beneficiamento e preparo para consumo. '

A citrinina (CIT) possui férmula molecular C ,H,,0;, massa mo-
lecular de 250,25 g/mol e ponto de fusdo de 172 °C.'"* Este composto
tem sido detectado como contaminante em milho, arroz, trigo e outros
cereais,'>'® em frutas senescentes'” e em queijo; esta micotoxina
também € estdvel durante o processamento e preparo de alimentos.'®

Os métodos utilizando técnicas cromatogréficas sdo os de
preferéncia para a andlise e detecgdo simultanea de multirresiduos,
considerando-se a possibilidade de ocorréncia simultanea destas
micotoxinas. No entanto, para extragdo simultdnea de ambas das
matrizes em que ocorrem, varios fatores precisam ser considerados,
tais como, granulometria, solvente de extragdo e eliminagdo de
interferentes.’”? Em consequéncia disto, as etapas para a determi-
nag¢do propriamente dita sdo exaustivas, gerando perdas de analito e
residuos para descarte. Encontrar condi¢gdes adequadas para extragio
simultanea satisfatéria pode requerer muitos experimentos devido
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a sutileza do efeito das varidveis abidticas da matriz e do proprio
método. Assim, o planejamento experimental e a determina¢do em
CLAE-IEN-EM/EM ¢ uma associac@o interessante para detectar e
ajustar as condi¢des para extracéo e clarificagdo.? >

Um método de extracao definido como rapido, facil, barato, efi-
caz, robusto e seguro, cuja sigla ¢ QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Rugged and Safe), vem sendo adotado para extragdo de pesticidas
de frutas e verduras com o objetivo de superar limitacdes praticas
de outros métodos multirresiduo.?** Como outros procedimentos de
extracdo ele emprega solventes e agentes clarificantes, como sais e
adsorventes, que interagem com a matriz carreando o analito para
um solvente e eliminando os interferentes. Sua grande vantagem
reside na rapidez e nas quantidades de reagentes necessarios.* No
entanto, a combinacdo de agentes extratores, formas de contato entre
amostra-extrator e a combinagdo de agentes de limpeza sdo pontos
criticos para a recuperacdo de analitos distintos simultaneamente.
Alguns autores t€ém mencionado a possibilidade de aplicd-lo com
sucesso na determinacdo de multimicotoxinas, além do emprego
original para pesticidas.

Este trabalho teve como principal objetivo disponibilizar um
método acessivel para extracdo simultanea da ocratoxina A e citrinina
em arroz e farelo de arroz, empregando a técnica de planejamento
experimental para estabelecer condi¢des de extragdo do método
QuEChERS, visando posterior quantificagdo dessas toxinas em arroz
e farelo de arroz.

PARTE EXPERIMENTAL
Padroes analiticos, reagentes e solventes

Os padrdes analiticos da ocratoxina A e a citrinina foram adqui-
ridas da Sigma Aldrich (Sao Paulo, Brasil), com pureza > 98%. O
metanol (pureza = 99,95%) e acetonitrila (pureza 3 99,98%) de grau
cromatografico foram adquiridos da Mallinckrodt (Phillipsburg,
NIJ, USA). O 4cido fosférico (pureza > 85%) grau analitico, acido
acético glacial (pureza > 98%), hexano (pureza > 96%) e benzeno
(pureza = 99%) foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha).
Cloroférmio, cloreto de potéssio, cloreto de sédio, sulfato de amonio
e sulfato de magnésio foram obtidos da Synth (S@o Paulo, Brasil).
Acetato de sddio e citrato de sodio foram obtidos da Vetec (Rio de
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Janeiro, Brasil) e a terra diatomécea foi obtida da Nuclear (Celite
545, Sao Paulo, Brasil).

A dgua ultrapura utilizada no preparo da fase mdvel foi obtida
por sistema de purificac@o e filtragao Direct-Q UV3® de resistividade
18 Q cm! (Millipore, Bedford, MA, USA).

Preparo das solucdes estoque e de trabalho

Os padrdes das micotoxinas foram dissolvidos em
benzeno:acetonitrila (98:2 v/v), resultando em concentragdo de
100 ug mL1. As solugdes estoque foram diluidas de modo a resultar
em solugdes de trabalho cujas concentracdes (10 e 50 pg mL") foram
determinadas através de espectrofotometro modelo Cary 100 da Varian
(EUA). Os valores da absortividade molar (e) foram 5440 e 5490 mol
cm’! e os respectivos comprimentos de onda monitorados foram de
333 e 321 nm para ocratoxina A e citrinina, respectivamente.? Todas
as solugdes foram secas e acondicionadas em frascos ambar a 4-8 °C.

Amostras

Foram utilizadas 38 amostras de arroz (Oryza sativa, L.) sendo
36 provenientes de grdos cultivados em campos experimentais do
Instituto Riograndense do Arroz (IRGA), unidade de Cachoeirinha,
Rio Grande do Sul, e outras 2 foram coletadas em silos da regido sul
do Rio Grande do Sul.

As amostras pertenciam a variedade BR IRGA 417. Apds a co-
lheita foram beneficiadas separando-se as fragdes arroz branco, arroz
branco em casca, arroz parboilizado e arroz parboilizado em casca.
As amostras provenientes de silos foram beneficiadas separando-se
em farelo de arroz e arroz em casca.

CLAE-IEN-EM/EM

As andlises foram realizadas usando um sistema de cromatogra-
fia liquida acoplado a um espectrdmetro de massas com analisador
do tipo triplo quadrupolo (CLAE-EM/EM), cromatégrafo Alliance
Separations modelo 2695 (Waters, Milford, MA, USA) equipado
com amostrador automatico, bomba quaterndria, forno para coluna
e sistema de desgaseificagdo; detector MS, Micromass® Quatro
Micro™ API (Waters, Inglaterra) com fonte API. Sistema gerador
de nitrogénio Peak Scientifics (Instruments Ltda., Escécia) e coluna
X Terra® MS C18 (50 “ 3 mm, 3,5 um, Milford, MA, USA). A fase
movel empregada para separagdo foi constituida por uma mistura de
acetonitrila:dgua ultrapura 60:40 (v/v), elui¢do no modo isocratico
com fluxo de 0,4 mL/min e al¢a de injecdo com loop de 10 uL. Para
otimizacao dos sinais das razdes massa/carga foi injetada uma solugio
de cada micotoxina na concentragdo de 1 ug/mL. O espectrdmetro
de massas foi operado em modo de ionizagdo por eletronebulizacio
no modo positivo (IEN +) para ocratoxina A e negativo (IEN —) para
citrinina utilizando monitoramento de multiplas rea¢cdes (MRM). O
gds de colisdo utilizado foi o argdnio com pressdo de 3,5 “ 10° bar,
a temperatura de dessolvatacdo 6tima foi de 350 °C, temperatura da
fonte de 120 °C, voltagem do cone de 30 kV, voltagem do capilar de
4,0kV e tempo total de corrida de 7 min. A aquisi¢do dos dados e seu
processamento foram realizados através de programa computacional
MassLynx 4.0 (Waters, Inglaterra).

Os fons precursores utilizados foram m/z 404 > 239 [M-C,H, NO,|*
(+15eV) e m/z 249 > 205 [M-CHO,]* (- 12 eV) para ocratoxina A
e citrinina, respectivamente.

Parametros analiticos

O método utilizando cromatografia foi validado, estabelecendo-se
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seletividade, linearidade, precisdo, limites de detecco e quantifica-
¢do, parametros sugeridos pelo Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizagdo e Qualidade Industrial”’ e pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria.?® A linearidade foi avaliada pelas curvas anali-
ticas com solugdes nas concentracdes de 0,005; 0,010; 0,025; 0,050;
0,100; 0,250; 0,500 e 1,000 pg/mL. Cada solugdo foi injetada trés
vezes e os dados de regressdo linear foram obtidos com auxilio do
software do equipamento. A seletividade foi avaliada comparando-se
o sinal gerado pela inje¢do da matriz isenta das micotoxinas e desta
adicionada de padrdo.”

Os limites de detec¢io (LOD) e de quantifica¢ao (LOQ) do instru-
mento (LOD, e LOQ, respectivamente) para cada micotoxina foram
estimados considerando-se pelo menos 3 e 10 vezes a razdo entre o sinal
pela linha de base (ruido), respectivamente. Os limites instrumentais
foram obtidos por padronizagdo externa com a preparagao de solugdes
analiticas de diferentes concentracdes em acetonitrila. Os valores de
LOD, e LOQ, multiplicados pelos fatores de dilui¢do para o método
de extracdo resultaram nos limites de detec¢éo (LOD, ) e quantificacdo
do método (LOQ,) estimado. A precisdo instrumental foi avaliada
em termos de repetitividade (CV)), a partir de 9 inje¢des (3 niveis em
triplicata) das concentra¢des dos padrdes de 0,025; 0,1 e 0,5 ug/mL.

Adequacio do método QUEChERS

Inicialmente foram realizados 4 ensaios, onde foram testados os
efeitos das varidveis formas e tempos de agitagdo. Para realizagdo dos
ensaios foi utilizado o farelo de arroz fortificado com 0,5 pg/mL de
ocratoxina A. Os ensaios foram definidos de acordo com a maioria
dos métodos multirresiduos de preparo de amostra que empregam
agitador de tubos (vértex), modelo Phenix® AP 56 (Brasil), mesa
agitadora Orbital (shaker) modelo Tecnal® TE-141 (Brasil) e ultras-
som modelo Unique® Ultra Cleaner 700 (Brasil), durante o método
de extragdo, ndo ultrapassando um tempo de 30 min.

Escolhida a forma e o tempo de agitac@o, em seguida, foi realizado
um planejamento fatorial, em farelo de arroz fortificado com 0,05 pg/
mL de ocratoxina A, onde as varidveis estudadas foram: adi¢do de
dgua, acidificag@o da acetonitrila com dcido acético glacial, quantida-
des de: sulfato de magnésio, acetato de sédio, citrato de sédio e terra
diatomdcea, que foram avaliadas através de planejamento fatorial 2*
completo com seis pontos centrais, resultando em 22 experimentos.

A drearelativa ao sinal da concentra¢@o da ocratoxina A foi utili-
zada para estimar os percentuais de recuperagao que constituiram as
respostas das varidveis em estudo. A andlise estatistica dos efeitos foi
realizada através do programa Statistica 7.0, utilizando um intervalo
de confianca de 90%.

Por fim, na melhor condi¢io do planejamento experimental, fo-
ram realizados 6 ensaios, utilizando farelo de arroz fortificado com
0,05 pg/mL de ocratoxina A e citrinina, que tiveram como varidveis:
acidificagdo com 4cido acético glacial (0,1 e 0,2 mL), quantidade dos
sais sulfato de magnésio (3; 1,5; 0,85; 0,5 e 0 g), acetato de sédio
(1,7; 0,85 e 0 g) e citrato de sédio (1; 0,5 e 0 g).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O sistema CLAE-IEN-EM/EM foi condicionado passando-se a fase
movel acetonitrila:dgua ultrapura 60:40 (v/v) com elui¢do no modo iso-
créatico a uma vazao de 0,4 mL/min durante alguns minutos. O método
mostrou-se seletivo, pois, a elui¢do da matriz isenta das micotoxinas
em comparagdo a matriz fortificada indicou que nenhum interferente
eluiu no tempo de retengdo destas. Na Tabela 1 estdo apresentadas as
curvas analiticas, linearidade e os limites de detec¢@o e quantificago.

O modelo de regressao linear foi adequado para a determinacéo
das micotoxinas em estudo, pois os coeficientes de correlagdo (r)
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Tabela 1. Parimetros analiticos avaliados em CLAE-EM/EM
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Tabela 2. Efeito das condicdes de agitagdo na recuperagdo da ocratoxina A

Parametros analiticos Citrinina Ocratoxina A
Linearidade (ug/mL) 0,025 -1 0,005 -1
Coeficiente de correlacdo 0,993 0,996
Coeficiente de determinacdo 0,986 0,992
LOD, (ug/mL) 0,01 0,001
LOQ; (ug/mL) 0,025 0,005
LOD,, (ng/kg) 2,8 0,3
LOQ,, (ng/kg) 7,14 1,43

LOD, = limite de detec¢do do CLAE-EM/EM; LOQ), = limite de quantificacdo
do CLAE-EM/EM; LOD,, = Limite de detec¢do do método; LOQ,, = limite
de quantificagdo do método.

foram maiores que 0,90, conforme recomendac¢do do INMETRO.”
Os limites de quantificagdo permitiram determinar concentragdes das
micotoxinas em niveis inferiores aos estabelecidos pelos érgaos de
legislacao e fiscalizacdo de diferentes paises. Na legislagdo brasileira,
esses niveis sdo regulados pela Resolugdo RDC N° 7 de 2011, sendo
para ocratoxina A o limite maximo tolerdvel (LMT) de 10 ug/kg para
cereais e produtos de cereais, incluindo cevada malteada, e 2 pg/kg
para alimentos a base de cereais para alimentagdo infantil (lactentes
e criangas de primeira infincia).** Alguns autores observaram que a
utilizagdo do método QUEChERS foi ideal para obtengdo de baixos
limites de detec¢do, além da alternativa de permitir a utilizagdo do
extrato bruto para a andlise em 11 principais toxinas de Fusarium em
amostras de cereais e produtos a base de cereais.?!

Na Unido Europeia, o LMT de 3 pg/kg de ocratoxina A foi esta-
belecido para todos os produtos feitos a partir de cereais ndo proces-
sados para o consumo humano.* Para a citrinina ainda néo hd limites
maximos tolerdveis estabelecidos por nenhum 6rgio de legislagdo,
entre outras razdes pela pequena disponibilidade de método analitico
e levantamento de ocorréncia. Os resultados da precisdo instrumental
em termos de repetitividade (CV, %) também atendem as recomenda-
¢des do limite estabelecido pela ANVIS A%de coeficiente de variacdo
(CV) néo superiores a 20% para as duas micotoxinas, variando entre
1,3 e 1,6% para citrinina e 0,96 e 3,2% para ocratoxina A.

Emrelagdo a primeira etapa de adequacdo do método QUEChERS,
os resultados apresentados na Tabela 2 mostram que a agitagio conti-
nua com a utilizacio da mesa agitadora orbital (shaker) apresentou a
melhor recuperagdo da ocratoxina A (95%) com agita¢do de 10 min,
a 200 rpm, a temperatura ambiente.

As variaveis estudadas no planejamento foram relativas a cada
etapa da extragdo e representavam os pontos criticos para melhorar
a extragdo da ocratoxina A. A adi¢do de dgua foi estudada para es-
tabelecer a hidratag¢@o do tecido celular, facilitando a migracdo do
solvente extrator para o interior da matriz. A diferenca na quantidade
de sais foi estudada para que ocorresse a diminuicio da solubilidade
dos compostos na fase aquosa, bem como a quantidade de dgua na
fase organica. A acidificagio do solvente extrator (acetonitrila) auxilia
na estabilidade dos compostos antes da andlise cromatogréfica e a
adi¢do de terra diatomdcea foi utilizada para precipitagdo de coex-
trativos na fase orgénica.

A Tabela 3 apresenta a matriz do planejamento fatorial estuda-
do, considerando a recuperagdo da ocratoxina A como resposta das
varidveis em estudo.

As melhores recuperagdes ocorreram nos experimentos 5 e 13,
que se diferenciam pela quantidade de 4gua adicionada de 10 e
20 mL, respectivamente.

As andlises estatisticas dos efeitos estudados no planejamento
2* confirmaram o efeito das associa¢des das varidveis estudadas, de-
monstrando a importancia do estudo detalhado de suas combinagdes
para a confiabilidade do método. O indice de recuperacdo indicou a

Agitagio Tempo (min) Cvzfgcgf:t(‘;ge Rec‘l(lf;;agao
Manual 0,5 8,04 43
1 7,07 54
1,5 1,08 37
Agitador tubos 5 1,31 36
10 5,94 40
15 2,77 73
Agitador orbital 5 1,71 63
10 1,06 95
30 3,15 88
Ultrassom 5 3,21 84
10 0,85 90
30 5,09 87

varidvel adi¢do de dgua como significativa, aumentando o efeito da
recuperagdo em 24,6% (p < 0,10) quando foi utilizado o maior volume
de dgua adicionada (20 mL). Estes dados sugerem que a maior eficién-
cia da extragdo decorreu da hidratagio do tecido celular, que deve ter
propiciado a migragdo do solvente extrator para o interior da matriz.
Considerando estas interacdes de varidveis significativas para
a eficiéncia da extracdo (maior recuperag@o), foi possivel construir
modelo preditivo dentro da faixa avaliada. Estes resultados signifi-
cativos e preditivos destes pardmetros no percentual de recuperacio
estdo apresentados naTabela 4 e originaram a Equacio 1 e Figura 1.

Recuperacdo (%) =728 + 123 A-6,1 AS-153at+65Aat (1)

onde: A = dgua; S = sais; a = acidificacdo e t = terra diatomdcea

Os resultados do teste F, no qual o F calculado foi de 9,7, foi 4
vezes maior do que o F tabelado, 2,31 (Tabela 4), permitindo que o
modelo expresso na Equagao 1 fosse utilizado para gerar a superficie
de resposta para a recuperagio da ocratoxina A. A Figura 1 mostra que
a recuperacdo foi maior quando se aumentou a quantidade de dgua
adicionada e diminuiu a quantidade de terra diatomécea.

Dos seis ensaios realizados na melhor condi¢do do planejamen-
to, ou seja, o ponto de maior recuperac¢do da ocratoxina A, o ensaio
com a maior acidificacio (0,2 mL), maior quantidade de sulfato de
magnésio (1,5 g) e menor quantidade de acetato de sédio (0,85 g) foi
o que apresentou a melhor recuperacio da ocratoxina A e citrinina,
sendo igual a 105 e 78%, respectivamente.

A acidificacdo da acetonitrila para extracdo teve como obje-
tivo minimizar a instabilidade dos compostos estudados em meio
bésico, ficando demonstrado seu efeito benéfico nos resultados do
terceiro ensaio. A menor instabilidade também foi observada com
o tamponamento decorrente da adi¢do de 0,2 mL de acido acético
glacial e acetato de s6dio no mesmo ensaio. As adicdes de sulfato
de magnésio e citrato de sédio promoveram uma eficiente particio
liquido-liquido, facilitando a remog¢do de componentes polares da
matriz.** No entanto, ndo foi observada diferenca significativa quando
da adigdo do citrato de sodio.

A centrifugacdo forneceu uma separagao fisica das fases organica
e aquosa, além de simultaneamente separar a fase sélida dispersiva.
Estas etapas sdo empregadas por autores que determinaram pestici-
das* e a centrifugacdo foi também determinante para a eficiéncia da
extracdo neste caso. Extratos mais limpos foram verificados apds a
adicd@o de terra diatomdcea,™ que atua limitando a interferéncia de
acucares e lipidios.*

O método QUEChERS adequado neste estudo para extragdo si-
multanea de ocratoxina A e citrinina consistiu nas seguintes etapas:
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Tabela 3. Varidveis e recuperagdo da ocratoxina A para o planejamento fatorial 2* completo
Experimentos Adigdo de dgua (mL) Acido acético (mL) Sulfato, ac;:;a;to e citrato Terra diatomdcea (mg) Recuperacio (%)
1 -1 (10) -1 (0) 1B+ 1,7+1) -1(200) 42
2 -1 (10) -1 (0) A@+1,7+1) +1 (500) 70
3 -1(10) -1(0) +1(6+34+2) -1 (200) 59
4 -1 (10) -1 (0) +1(6+34+2) +1 (500) 82
5 -1(10) +1(0,1) 1G+17+1) -1 (200) 105
6 -1 (10) +1(0,1) 1G+1,7+1) +1 (500) 16
7 -1 (10) +1(0,1) +1(6+34+2) -1 (200) 73
8 -1 (10) +1(0,1) +1(6+34+2) +1 (500) 38
9 +1 (20) -1(0) 1G+1,7+1) -1 (200) 83
10 +1 (20) -1(0) 1G+1,7+1) +1 (500) 92
11 +1 (20) -1 (0) +1 (6+34+2) -1 (200) 72
12 +1 (20) -1 (0) +1(6+34+2) +1 (500) 91
13 +1 (20) +1(0,1) 1B+ 1,7+1) -1 (200) 105
14 +1 (20) +1(0,1) 1B+ 1,7+1) +1 (500) 100
15 +1 (20) +1(0,1) +1(6+34+2) -1 (200) 88
16 +1 (20) +1(0,1) +1(6+34+2) +1 (500) 51
17 0(15) 0(0,05) 04,5+2,6+1,5) 0 (200) 60
18 0(15) 0 (0,05) 0(4,5+2,6+1,5) 0 (200) 69
19 0(15) 0(0,05) 0(45+2,6+1)5) 0 (200) 58
20 0(15) 0(0,05) 04,5+2,6+1,5) 0 (500) 86
21 0 (15) 0(0,05) 0(4,5+2,6+1)5) 0 (500) 78
22 0 (15) 0(0,05) 0(45+2,6+1)5) 0 (500) 84
-1 e +1: Niveis estudados e 0: pontos centrais.
Tabela 4. Dados de ANOVA para planejamento experimental avaliando as varidveis significativas no intervalo de confianca de 90%
Fonte de variagio Soma quadratica Grau de liberdade Média quadratica Teste F Foap 05 ) Fcal/Ftab
Regressao 7454,3 4 1863.,5 9,7 2,31 4,2
Residuo 3263,0 17 191,9
Falta de ajuste 2539,5
Erro puro 723.5
Total 10717,3 21
acético glacial. A homogeneiza¢@o da mistura foi realizada em mesa
agitadora orbital durante 10 min, a 200 rpm, com adi¢do de 1,50 g
de sulfato de magnésio e 0,85 g de acetato de sddio e nova agitacio
120 durante 10 min, a 200 rpm. O material foi centrifugado por 8 min,
400 a 3220 “ g, ao sobrenadante foram adicionados 0,30 g de sulfato de
2 b magnésio e 0,20 g de terra diatomdcea, agitados manualmente durante
g 1 min e nova centrifugag¢do por 8 min a 3220 “ g. O sobrenadante
% 80 foi seco em concentrador sob nitrogénio. Todas as extragdes foram
%_ o realizadas em triplicata. Na Figura 2 sdo apresentadas as condi¢des
G estabelecidas para o método QUEChERS neste estudo em comparacio
2 0 com o método original >*
- Alguns autores avaliaram a modifica¢do do método QUEChERS

Figura 1. Superficie de resposta obtida para a recuperagdo no intervalo de
confianga de 90%

foram tomadas 10,00 g da fracdo de amostra de arroz triturado em
moinho de facas e proveniente da fragdo granulométrica 0,5 mm, co-
locadas em um erlenmeyer ao qual foram adicionados 20 mL de dgua
destilada e 20 mL de acetonitrila acidificada com 0,2 mL de acido

para extracdo de micotoxinas de Fusarium em amostras de trigo. A
otimizac¢do foi alcancada com a utilizacdo de diferentes solventes,
chegando-se a uma recuperagdo de 86-108% para uma mistura de
metanol/acetonitrila 85/15 (v/v).”

As condicdes cromatograficas, conforme esperado, permitiram a
recuperagdo acima de 70% para as duas micotoxinas, com limites de
quantificacd@o inferiores aos estabelecidos em legislagdes distintas.

Nestas condicdes, 0 método QUEChERS foi aplicado a 38 amos-
tras que ja haviam sido determinadas por CLAE-DAD com 5% de
amostras contaminadas.*® Associando QUEChERS ao CLAE-IEN-
EM/EM foi possivel detectar que das 38 amostras 16% apresentaram
contaminacgio com ocratoxina A, sendo que 3 estavam com niveis
abaixo do limite estabelecido pela Unido Europeia (5 pg/kg). Em
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Método QuEQ_hERS QUEChERS
original adaptado

( ( R 10 g amostra + 20 mL R
ml Extragdo — 10 g amostra + - acetonitrila (acidificada) +
10 mL acetonitrila A
20 mL agua
- - J J
s s N N
Partica SO c 1,59 MgsSo, +
— articdo = +
¢ 49 MgSO, +1g NaCl 0,85 g CH,COONa
J L
( ( | L sobrenadanta + B 10 mL sobrenadante +
. mL sobrenadante
- Limpeza 1 150 mg MgSO, + 25 mg PSA | 300 mg MgSO, +
L 200 mg terra diatomacea

J

Figura 2. Representacdo das etapas do método QuEChERS original e adap-
tado neste estudo

uma tnica amostra o nivel alcancou 560 ug/kg, estando 112 vezes
acima do LMT estabelecido.® Duas outras amostras apresentaram
contaminagdo por citrinina, nos niveis de 12 e 129 pg/kg a conta-
minacdo em co-ocorréncia das duas micotoxinas nio foi verificada
em nenhuma das amostras analisadas; nenhuma amostra apresentou
contaminacio simultdnea com ambas as micotoxinas.

Foram estudados trés métodos para extracio simultinea de 136
pesticidas, 36 toxinas naturais e 86 medicamentos veterindrios em
alimentos para consumo animal e mel. Os trés procedimentos, incluin-
do o método QUEChERS, apresentaram recupera¢des que variaram
de 70 a 120% para todos os analitos.* O método QUEChERS e o
procedimento de extragdo acelerada por solvente (ASE - Accelerated
Solvent Extraction) foram estudados para extragio de 17 micotoxinas,
incluindo ocratoxina A, em alimentos a base de cereais. Ambos tive-
ram desempenhos semelhantes em relag@o a linearidade, precisio e
limite de quantificagéo, no entanto o método QUEChERS mostrou-se
mais facil, com uma recuperagdo que variou de 73-130% e ainda teve
um maior rendimento de amostra se comparado com ASE.*

Apesar da ampla énfase que vem sendo dada ao emprego do mé-
todo QUEChERS, poucos pesquisadores empregaram planejamento
experimental para otimizar a combinacdo de varidveis do método.

CONCLUSAO

O planejamento experimental realizado mostrou-se uma ferra-
menta importante para otimizar e construir o modelo preditivo dentro
da faixa 6tima para a extracio das duas micotoxinas simultaneamente.
As condigdes otimizadas ocorreram quando foi utilizada a maior
quantidade de dgua (20 mL) e menor quantidade de terra diatomacea
(200 mg). As recuperagdes de citrinina e ocratoxina A foram de 78-
105%. Os resultados encontrados mostram a importincia do avango
da pesquisa na avaliag@o da ocorréncia e co-ocorréncia simultinea
de ocratoxina A e citrinina em amostras de arroz, pois, estas estavam
presentes em aproximadamente 16% das amostras.
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