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RESUMO

Micotoxinas sdo compostos téxicos produzidos por fungos filamentosos. Os cereais
sdo as culturas mais sensiveis a contaminacdo fungica e, consequentemente, a
presenca de micotoxinas. As micotoxinas podem ser transferidas da cevada maltada
contaminada para a cerveja. Na literatura, métodos para a andlise de malte ou
cerveja tém sido otimizados apenas para grupos de micotoxinas estruturalmente
relacionadas, como tricotecenos (desoxinivalenol, toxinas T-2 e HT-2) e aflatoxinas
(B1, B2, G1 e G2), ou apenas para toxinas de Fusarium. O objetivo deste estudo foi
desenvolver e validar um método para a quantificacdo simultdnea de dezessete
micotoxinas legisladas [aflatoxinas (Bl, B2, G1 e G2), ocratoxina A (OTA),
desoxinivalenol (DON), toxina T-2, toxina HT-2, fumonisina B1 (FB1) e zearalenona
(ZEA)] e emergentes [beauvericina (BEA), eniatinas (A, A1, B e B1), moniliformina
(MON) e esterigmatocistina (STG)] em cevada maltada e cerveja. A abordagem
QUEChERS (acrbnimo derivado do inglés: Quick (rapido), Easy (facil), Cheap
(barato), Effective (efetivo), Rugged (robusto) e Safe (seguro)) foi usada na etapa de
preparacdo das amostras, seguida pela cromatografia liquida acoplada a um
espectrometro de massas com analisador quadrupolo-tempo de voo (LC-QToF-MS).
A calibragcéo por superposicdo de matriz (MMC) foi empregada para superar o efeito
de matriz. O desempenho geral do método foi satisfatorio para quantificar todos os
compostos em ambas as matrizes. O uso de curvas MMC foi crucial para evitar a
guantificacdo incorreta dos analitos que mostraram um forte efeito de matriz. BEA
(SSE: 105% para malte e cerveja) e ZEA (SSE: 165% e 120% para malte e cerveja,
respectivamente) exibiram intensificacdo do sinal e DON (SSE de 32% e 15% para
malte e cerveja, respectivamente) e MON (SSE de 29% e 15% para malte e cerveja,
respectivamente) exibiram supressdo do sinal. As curvas analiticas obtidas com
MMC apresentaram linearidade e precisdo aceitaveis, com coeficientes de
determinacdo (R?) superiores a 0,99 para malte e cerveja e recuperacdes variando
de 72 a 102% para malte e de 73 a 100% para cerveja. Os valores de limite de
deteccdo (LOD) (0,01-15 pg kg™* para malte e cerveja) e limite de quantificacdo
(LOQ) (0,05-50 pg kg' para malte e cerveja) mostraram que o método é

suficientemente sensivel para determinar as 17 micotoxinas. Além disso, a precisédo



e a sensibilidade estavam de acordo com as diferentes diretrizes de validacdo de
método. Outra vantagem foi o rendimento aprimorado, exigindo 1,2 min de andlise
para cada analito. O método multi-micotoxinas QUEChERS-LC-QToF-MS com o uso
de calibracdo por superposi¢cao de matriz permite avaliar micotoxinas legisladas para
verificar a adequagdo aos parametros regulatorios e gerar dados para apoiar o
estabelecimento de limites maximos para uma gama maior de compostos a fim de

proteger a saude da populacéo.

Palavras-chave: Micotoxinas. Malte. Cerveja. LC-MS.



ABSTRACT

Mycotoxins are toxic compounds produced by filamentous fungi. Cereals are the
most sensitive crops to fungal contamination and, consequently, to the presence of
the mycotoxins. Mycotoxins can be transferred from contaminated malted barley to
beer. In the literature, methods for malt or beer analysis have been optimized only for
groups of structurally related mycotoxins, such as trichothecenes (deoxynivalenol, T-
2 and HT-2 toxins) and aflatoxins (B1, B2, G1 and G2), or just for Fusarium toxins.
The objective of this study was to develop and validate a method for the
simultaneous quantification of seventeen legislated [aflatoxins (B1, B2, G1 and G2),
ochratoxin A (OTA), deoxynivalenol (DON), T-2 toxin, HT-2 toxin, fumonisin B1 (FB1)
and zearalenone (ZEA)] and emerging mycotoxins [beauvericin (BEA), enniatins (A,
Al, B and B1), moniliformin (MON) and sterigmatocystin (STG)] in malted barley and
beer. The QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) approach
was used in the sample preparation step, which was followed by liquid
chromatography coupled to quadrupole time-of-flight mass spectrometry (LC-QToF-
MS). Matrix-matched calibration (MMC) was employed to overcome the matrix effect.
The overall method performance was satisfactory to evaluate all the compounds in
both matrices. The use of MMC curves was crucial to avoid the incorrect
quantification of the analytes that showed a strong matrix effect: BEA (SSE: 105% for
malt and beer) and ZEA (SSE: 165% and 120% for malt and beer, respectively)
showed signal enhancement and DON (SSE of 32% and 15% for malt and beer,
respectively) and MON (SSE: 29% and 15% for malt and beer, respectively) showed
signal suppression. Analytical curves obtained with MMC showed adequate linearity
and precision, with coefficients of determination (R?) higher than 0.99 for malt and
beer and recoveries ranging from 72 to 102% for malt and from 73 to 100% for beer.
The values of limit detection (LOD) (0.01-15 ug kg™ for malt and beer) and limit
quantification (LOQ) (0.05-50 pg kg™ for malt and beer) showed that the method is
sufficiently sensitive to determine the 17 mycotoxins. In addition, precision and
sensitivity were in accordance with the different guidelines of method validation.
Another advantage was the improved yield, requiring 1.2 min of analysis for each
analyte. The QUEChERS-LC-QToF-MS multi-mycotoxin method using matrix-



matched calibration allows the evaluation of legislated mycotoxins to verify
compliance with regulatory parameters and generates data to support the
establishment of limits for a wider range of compounds in order to protect the health

of the population.

Keywords: Mycotoxins. Malt. Beer. LC-MS
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1 INTRODUCAO

As micotoxinas sdo os contaminantes mais comuns em plantacfes agricolas.
Esses compostos toxicos sdo metabdlitos secundarios produzidos por fungos
filamentosos, principalmente dos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium, que
colonizam plantas hospedeiras no campo durante o armazenamento, transporte e/ou
processamento (ALSHANNAQ, YU, 2017; AGRIOPOULOU, STAMATELOPOULOU,
VARZAKAS, 2020). Os cereais, utilizados para a producdo de varios tipos de
alimentos e bebeidas, sdo as culturas mais sensiveis a contaminag¢do por fungos
toxigénicos e, consequentemente, a presenca de micotoxinas (MORETTI,
LOGRIECO; SUSCA, 2017; KHANEGHAHA et al., 2019). Entre mais de 300
compostos identificados, as mais encontradas e legisladas em cereais sao:
aflatoxinas (AFs), fumonisinas (FMs), desoxinivalenol (DON), ocratoxina A (OTA),
zearalenona (ZEA), toxina T-2 e toxina HT-2 (WEIDENBORNER, 2017). Além das
micotoxinas legisladas, existem as micotoxinas chamadas “emergentes”. Esses
compostos ndo sdo avaliados rotineiramente e ndo possuem limites maximos
estabelecidos em alimentos. Entretanto, quando pesquisadas sdo detectadas em
elevada frequéncia e concentragdo em cereais, com destaque para beauvericina
(BEA), eniatinas (ENs), moniliformina (MON) e esterigmatocistina (STG)
(WEIDENBORNER, 2017; FILIPPO, ANTONIO, TERENZIO, 2020).

Alimentos contaminados com micotoxinas representam uma ameaca a saude
humana e animal. Os principais efeitos tOxicos associados a exposi¢cdo a esses
compostos sdo hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, disturbios gastrointestinais,
problemas reprodutivos, imunossupressdo e carcinogenicidade (AGRIOPOULOU;
STAMATELOPOULOU; VARZAKAS, 2020). A Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre o Céancer (IARC, do inglés: International Agency for Research on Cancer)
classifica as substancias toxicas em quatro grupos, de acordo com a
carcinogenicidade para humanos: no grupo 1 estdo os compostos carcinogénicos
para humanos, aplicado quando ha evidéncia suficiente de carcinogenicidade em
humanos; o grupo 2A inclui substancias provavelmente carcinogénicas para
humanos, aplicado quando ha evidéncia limitada de carcinogenicidade em humanos,

mas evidéncia suficiente de carcinogenicidade em animais de laboratério; no grupo
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2B estdo compostos possivelmente carcinogénicos para humanos, aplicado quando
h& evidéncia suficiente de carcinogenicidade em animais de laboratério, e ha forte
evidéncia de que o mecanismo de carcinogenicidade envolvido ndo opera em
humanos; no grupo 3 estdo as substancias nado classificaveis quanto a sua
carcinogenicidade para humanos, aplicado quando o composto tem potencial
carcinogénico desconhecido e os dados disponiveis sdo limitados. A IARC classifica
as aflatoxinas B1, G1, B2 e G2 no grupo 1, a fumonisina B1 (FB1), OTA e STG no
grupo 2B e a DON, ZEA e a toxina T-2 no grupo 3 (IARC, 2019, 2020).

Devido ao potencial toxico, limites maximos sdo estabelecidos para esses
compostos para proteger os consumidores. A legislacéo europeia estabelece o limite
para a soma de aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2: 4 ug kg?) e OTA (3 ug kg?) em
cereais e produtos derivados, nos quais tanto o malte (de qualquer cereal) quanto a
cerveja podem ser enquadrados (EUROPEAN COMMISSION, 2006). Em relacdo a
HT-2 e T-2, a soma dessas toxinas deve ser igual ou inferior a 200 pg kg™ na
cevada para malte (EUROPEAN COMMISSION, 2013). DON e ZEA séao legislados
em alimentos processados & base de cereais (200 e 20 pg kg™, respectivamente)
(EUROPEAN COMMISSION, 2006), incluindo qualquer cereal maltado usado na
fabricacdo de cerveja. As fumonisinas (soma de FB1 e FB2, 200 ug kg™) s&o
legisladas para alimentos a base de milho (EUROPEAN COMMISSION, 2007),
abrangendo milho maltado que também pode ser usado na producéo de cerveja. No
Brasil, os regulamentos sdo aplicados a cereais e produtos derivados para a soma
de AFs (Bl, B2, G1, G2), OTA, ZEA e DON é 5, 10, 100 e 750 pg kg*,
respectivamente (BRASIL, 2011, 2017). Esses limites incluem malte e cerveja, pois
sdo produtos de cereais. As fumonisinas (soma de FB1 e FB2, 1000 ug kg™) séo

legisladas para alimentos a base de milho (BRASIL, 2017).

A cevada (Hordeum vulgare) € uma das culturas mais antigas cultivadas no
mundo, sendo o quarto cereal mais cultivado, depois do trigo, milho e arroz
(VERSTEGEN et al., 2014; TRICASE et al., 2018). A maior parte da colheita € usada
para alimentacdo animal, mas a cevada de melhor qualidade € destinada para a

producdo de malte. O malte € uma fonte de proteinas, fibras, vitaminas do complexo
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B e minerais, sendo bastante utilizado nas industrias de panificacdo e confeitaria
(BAIK; ULLRICH, 2008). No entanto, a producédo de cerveja continua sendo a
principal aplicagdo do malte (TRICASE et al., 2018; ROSENTRATER; EVERS,
2018).

As micotoxinas podem ser transferidas da cevada maltada contaminada para
a cerveja. A co-ocorréncia de micotoxinas € muito comum em cereais e produtos
derivados, uma vez que um unico alimento pode ser contaminado por muitos fungos
simultaneamente e a maioria dos fungos € capaz de produzir varios metabdlitos
secundarios ao mesmo tempo. Essas toxinas flngicas diferem em sua estrutura
qguimica, polaridade e solubilidade e sdo comumente encontradas em concentracdes
muito baixas em alimentos (MALACHOVA et al., 2018). Portanto, a validagido de um
método analitico eficiente, preciso, rapido, sensivel e confidvel para a detecgéo
simultdnea de um grande numero de micotoxinas (andlise de multiplas micotoxinas)
€ importante para o monitoramento de cereais e produtos derivados, como malte de
cevada e cerveja (PERNICA et al., 2019; ALl et al., 2020).

A composicdo quimica dos alimentos e bebidas, como malte e cerveja, é
altamente complexa, com presenca de &agua, proteinas, carboidratos, gorduras e
pigmentos, entre outros. Essas substancias podem coeluir com os analitos, o que
pode causar efeito de matriz significativo na etapa de deteccao, levando a supressao
ou intensificacdo do sinal analitico. Esse é o principal problema enfrentado no
desenvolvimento de métodos multi-micotoxinas, pois pode causar subestimacao ou
superestimacdo da concentracdo dos compostos avaliados nas amostras. A
calibracéo por superposicao de matriz (MMC, do inglés: matrix-matched calibration)
ou 0 uso de padréo interno sdo geralmente empregados para corrigir o efeito de
matriz e, assim, realizar a quantificacéo correta (FABREGAT-CABELLO et al., 2015;
ALSHANNAQ, YU, 2017; PERNICA et al., 2019). A preparacdo da amostra também
€ uma etapa importante para minimizar os efeitos de matriz, uma vez que reduz a
guantidade de substancias que podem interferir na deteccdo. O método de
preparacdo de amostras denominado QUEChERS (acrénimo derivado do inglés:

Quick (rapido), Easy (facil), Cheap (barato), Effective (efetivo), Rugged (robusto) e
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Safe (seguro)) envolve uma etapa de extragcdo com uso de solvente na presenca de
sais seguida por uma etapa de limpeza do extrato. Nos Ultimos anos, esse método
tem sido utilizado para a analise de mdultiplas micotoxinas em diferentes matrizes
alimentares, tendo em vista sua simplicidade, etapas minimas e sucesso na reducao
de compostos interferentes nas amostras (DESMARCHELIER et al., 2014; SUN et
al., 2016; JUAN et al, 2017; GONZALEZ-JARTIN et al., 2019; RAUSCH,
BROCKMEYER, SCHWERDTLE, 2020; TITTLEMIER et al., 2020).

Métodos analiticos baseados em cromatografia liquida com deteccao por
espectrometria de massas (LC-MS, do inglés: liquid chromatography with mass
spectrometry detection) tém sido amplamente utilizados para avaliar multiplas
toxinas flngicas (BOLECHOVA et al., 2015; BECCARI et al., 2016; BOGDANOVA et
al., 2018; GONZALEZ-JARTIN et al, 2019; WALL-MARTINEZ et al., 2019).
Métodos para a andlise de cevada maltada e/ou cerveja tem sido otimizados apenas
para grupos de micotoxinas estruturalmente relacionados, como aflatoxinas (B1, B2,
G1, G2) (BENESOVA et al, 2012) e tricotecenos (BARTHEL et al., 2012;
KSIENIEWICZ-WOZNIAK et al., 2019), ou apenas para toxinas produzidas pelo
género Fusarium (HABLER, RYCHLIK, 2016; HABLER et al., 2017; RODRIGUEZ-
CARRASCO et al., 2015). Abordagens que ndo incluiram todas as micotoxinas
legisladas (BECCARI et al., 2016) ou sao realizadas com um escopo limitado de
micotoxinas emergentes também estao disponiveis na literatura (TAMURA, UYAMA,
MOCHIZUKI, 2011).

O objetivo deste estudo é validar um método para quantificacdo simultanea de
dezessete micotoxinas legisladas (AFB1, AFB2, AFG1l, AFG2, OTA, DON, ZEA,
FB1, T-2 e HT-2) e emergentes (BEA, MON, STG, ENA, ENB, ENAl1 e ENB1) em
cevada maltada e cerveja. A abordagem em estudo combina o uso do procedimento
QUEChERS, da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas com
analisador quadrupolo-tempo de voo (LC-QToF-MS, do inglés: liquid
chromatography coupled to quadrupole time of flight mass spectrometry) e da MMC
para determinar simultaneamente micotoxinas legisladas e emergentes em malte e

cerveja.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cerveja

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
cerveja é a bebida resultante da fermentacdo alcodlica, a partir da levedura
cervejeira, do mosto de cevada malteada ou de extrato de malte, submetido
previamente a um processo de cocgao adicionado de lapulo ou extrato de lupulo. O
mosto € a solucdo em agua potavel de compostos resultantes da degradacao
enzimatica do malte, com ou sem adjuntos cervejeiros. Malte ou cevada malteada é
0 produto obtido da germinacdo parcial e posterior desidratacdo, com ou sem
tostagem, do gréo de cevada, processo conhecido como malteacdo. Se outro cereal,
exceto a cevada, for submetido a malteacdo, deve ser denominado “malte de
(acrescido do nome do cereal que |lhe deu origem)”. Adjuntos cervejeiros sao
matérias-primas que substituam, em até 45% em peso, 0 malte ou o extrato de malte
na elaboracdo do mosto cervejeiro, como a cevada cervejeira ndo malteada e os
demais cereais malteados ou ndo-malteados (MAPA, 2019).

O Brasil ocupa a 28° posi¢ao no ranking mundial de consumo de cerveja per
capita, com média de 60 litros por ano em 2018, em comparacao aos 191,8 litros da
primeira colocada Republica Tcheca (KIRIN HOLDINGS, 2019). A producdo da
bebida no Brasil se polariza entre as cervejas de massa que Sao as cervejas
tradicionais, predominantemente do estilo Pilsen, produzidas em larga escala pelas
grandes industrias do setor de bebidas e as cervejas artesanais, com variedade de
sabores e estilos, que tém conquistado cada vez mais espaco no mercado brasileiro
(MATOS, 2011; SEBRAE, 2016).

A atividade cervejeira no Brasil tem crescido de forma exponencial nos
altimos anos, como pode ser visto pelo numero de novas cervejarias registradas no
MAPA (Figura 1). Houve um acréscimo de 186 novas cervejarias em 2017,
finalizando o0 ano com 679, e de 210 em 2018, totalizando 889 estabelecimentos. Ja
em 2019 o crescimento foi ainda maior, foram 320 novos registros, alcancando
1.209 cervejarias. A distribuicdo por unidade da federagcdo permanece concentrada
nas regides Sul e Sudeste, com mais de 80% dos estabelecimentos. O estado que

apresenta o0 maior numero de cervejarias € Sao Paulo (241) que ultrapassou 0 Rio
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Grande do Sul (236) do ultimo levantamento para o atual, seguido por Minas Gerais
(163), Santa Catarina (148), Parana (131) e Rio de Janeiro (78) (MAPA, 2020). Esse
aumento no numero de novos estabelecimentos deve-se principalmente a abertura
de pequenas cervejarias, também chamadas de microcervejarias, que se destacam
pela producao de cervejas artesanais (MARCUSSO; MULLER, 2019).

Figura 1 - Namero de cervejarias registradas por ano no Brasil
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Fonte: MAPA (2020)

A Associacdo Brasileira de Cerveja Artesanal (ABRACERVA) define
microcervejaria como a empresa com sede no Brasil, de capital predominantemente
nacional (mais que 50%), detentora de registro de estabelecimento produtor junto ao
MAPA, que produza as proprias marcas, ou marcas de terceiros sob encomenda, e
que produz até 50 mil hectolitros de cerveja por ano (ABRACERVA, 2018). O grande
diferencial das cervejas artesanais em relacdo as cervejas produzidas em larga
escala € a matéria-prima. As grandes industrias absorvem a cevada malteada
(malte) nacional e as microcervejarias importam cerca de 90% do malte utilizado na
sua producédo. Para inovar, os produtores de cerveja artesanal priorizam a qualidade
dos ingredientes e, aléem dos ingredientes obrigatorios definidos pela legislacéo,
investem em outros itens que ajudam a dar sabor, aroma e caracteristica especifica
a bebida, como frutas, café, cacau, especiarias, acai, mel. Ademais, as

microcervejarias ndo focam na producdo de um unico estilo da bebida como as
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grandes empresas, oferecendo uma diversidade nunca vista no pais (SEBRAE,
2016; LOPES et al., 2020b).

As cervejas sdo classificadas de acordo com seu processo de fermentacao
em dois grandes grupos: lager (baixa fermentacdo) e ale (alta fermentac&o)
(GASTONI, FILHO, 2005; FERREIRA et al., 2010; MEGA, NEVES, ANDRADE,
2011). A cerveja lager €& fermentada com Saccharomyces pastorianus
(carlsbergensis) em temperaturas baixas (8-15 °C) por 7 a 10 dias, a qual flocula no
fundo do fermentador. E a cerveja mais difundida em todo o mundo. Os principais
estilos de cerveja lager incluem Pilsen, American Lager e Bock (FERREIRA et al.,
2010). A cerveja Ale é produzida por levedura de alta fermentacdo Saccharomyces
cerevisiae em temperatura entre 16-25 °C durante 3 a 5 dias. No final do processo, a
levedura situa-se na superficie do mosto. Os principais estilos de cerveja ale sao
Belgian Ale, Brown Ale, Pale Ale e India Pale Ale (IPA) (FERREIRA et al., 2010;
MEGA, NEVES, ANDRADE, 2011).

2.2 Micotoxinas

Os cereais utilizados para a produgéo da cerveja, incluindo a cevada, podem
estar contaminados por fungos toxigénicos produtores de micotoxinas
(MALACHOVA et al.,, 2010; PASCARI et al., 2018). As micotoxinas podem ser
transferidas dos cereais para a cerveja (MASTANJEVIC et al., 2018; PASCARI et al.,
2018). Os fatores que podem influenciar o crescimento de fungos e
secundariamente a producdo de micotoxinas sado temperatura, atividade de agua
(aw), pH, composicdo do substrato, concentracdo de inoculo, cepa do fungo
(MILANI, 2013; FLEURAT-LESSARD, 2017).

A Tabela 1 mostra a massa molecular (g mol™), coeficiente de particéo (Log
P), formula molecular e estrutura quimica das principais micotoxinas que podem ser
encontradas em cereais, incluindo AFs (B1, B2, G1, G2), BEA, DON, ENs (A, Al, B,
B1), FB1, MON, OTA, STG, T-2, HT-2 e ZEA. O Log P é definido como o coeficiente
de particdo de uma substancia entre uma fase organica e uma fase aquosa. Quanto
maior o valor de Log P, mais lipossoluvel sera o composto. A micotoxina mais

lipossoluvel € a BEA (5,25) e a mais hidrossoluvel € a FB1 (-0,81). Esta
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caracteristica € importante tanto analiticamente quanto do ponto de vista da

metabolizacdo desses compostos no organismo humano (ISAC-GARCIA et al.,

2016).

Tabela 1 - Massa molecular (g mol'l), coeficiente de particédo (Log P), formula molecular e estrutura

guimica das micotoxinas
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T2 466,527 1,05 CaaHa:00
HT-2 424,49 132 C22H320s
ZEA 318,369 3.04 C1eHz05

Fonte: Pubchem.
 Os valores de Log P foram calculados usando o software online interativo ALOGPS 2.1.

2.2.1 Aflatoxinas (AFs)

As AFs sdo um grupo de micotoxinas estruturalmente relacionadas
produzidas por espécies do género Aspergillus, como A. flavus, A. parasiticus, A.
nomius, A. pseudocelatus, A. bombycis, A. ochraceoroseus e A. arachidicola (IARC,
2012; ALSHANNAQ, YU, 2017). As aflatoxinas mais estudadas sdo AFB1, AFB2,
AFG1l e AFG2, dentre as quais a AFB1 é a mais tdxica e a mais comumente
encontrada em alimentos (IARC, 2012; KUMAR et al., 2017; THEUMER et al., 2018).
As AFs sao carcinogénicas, teratogénicas, hepatotoxicas, mutagénicas e
imunossupressoras. As AFs sdo metabolizadas no figado pelas enzimas do
citocromo P450 (CYP, do inglés: cytochrome P450) e a AFBL1 é biotransformada em
AFB1-8,9-epoxido, o qual se liga covalentemente ao DNA, resultando na formagéo
de adutos (IARC, 2012; ALSHANNAQ, YU, 2017; KUMAR et al., 2017).

2.2.2 Beauvericina (BEA)

A BEA é um hexadepsipeptideo ciclico produzido por varias espécies do
género Fusarium, como F. acuminatum, F. proliferatum, F. langsethiaec, F.
sporotrichioides e F. poae (FILIPPO, ANTONIO, TERENZIO, 2020). Esta micotoxina
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é um iono6foro capaz de promover o transporte de cations mono- e divalentes (K",
Na®, Ca®") através da membrana plasmaética e também pode ser incorporada na
membrana formando um canal seletivo destes cations, levando a distdrbios nas
concentracfes fisiologicas normais desses ions. Este fenbmeno pode causar a
ativacdo de endonucleases dependentes de cdalcio que sdo responsaveis pela
fragmentacdo do DNA. A BEA também se mostrou capaz de induzir estresse
oxidativo e provocar apoptose em diferentes tipos de células, como células
intestinais humanas da linhagem Caco-2, além de mostrar-se genotoxica em
linfocitos humanos (EFSA, 2014).

2.2.3 Eniatinas (ENs)

Assim como a BEA, as ENs sé@o hexadespsipeptideos ciclicos produzidos por
varias espécies do género Fusarium, como F. acutatum, F. avenaceum, F.
oxysporum, F. poae e F. tricinctum (EFSA, 2014; FILIPPO, ANTONIO, TERENZIO,
2020). As variantes mais encontradas e pesquisadas sdo eniatina A (ENA), Al
(ENAL), B (ENB) e B1 (ENB1) (EFSA, 2014; FRAEYMAN et al., 2017; STANCIU et
al., 2017). As ENs tém comportamento ionoférico similar a BEA, e também induzem

apoptose e necrose in vitro (EFSA, 2014).

2.2.4 Esterigmatocistina (STG)

A STG é produzida por fungos dos géneros Aspergillus, Bipolaris, Emericella,
Chaetomium, Farrowia, Fusarium, Botryotrichum, Monocillium e Humicola. Os
principais produtores sao fungos do género Aspergillus, como A. flavus, A.
parasiticus, A. nidulans, e especialmente A. versicolor (FILIPPO, ANTONIO,
TERENZIO, 2020). A STG é um intermediario na via biossintética das AFs. Ela é
biotransformada em O-metil esterigmatocistina que é o precursor direto da AFB1 e
AFG1 (EFSA, 2013). Seu efeito toxico € mediado pela estrutura do anel de
furofurano, que forma aduto com DNA apOs ativacdo metabodlica a um epoxido
reativo (FILIPPO, ANTONIO, TERENZIO, 2020). E genotoxica e carcinogénica,
induzindo tumores no figado, pulmao, rim e pele em varias espécies de animais,

como ratos, camundongos, macacos e peixes (NIETO et al., 2018).
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2.2.5 Fumonisina B1 (FB1)

As fumonisinas sdo micotoxinas hidrofilicas produzidas por varias espécies de
Fusarium, notavelmente F. verticillioides, F. proliferatum, F. anthophilum, F. nygamai
(ALSHANNAQ, YU, 2017). As fumonisinas mais comuns séo FB1, FB2 e FB3, sendo
a FB1 a mais relevante em termos de toxicidade e ocorréncia em alimentos
(BRAUN, WINK, 2018). Fumonisinas causam diversos efeitos toxicos em animais,
como neurotoxicidade, hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, imunotoxicidade,
leucoencefalomalacia equina e edema pulmonar suino (EFSA, 2018). Os
mecanismos envolvidos na toxicidade do FB1 incluem a interrupcdo do metabolismo
de esfingolipidios (esfingolipidios: classe de lipidios que compdem membranas
celulares) e a inducéo de estresse oxidativo, os quais levam a ativacao de estresse
no reticulo endoplasmatico e de proteinas quinases ativadas por mitdégenos
(mitdgenos: estimulos extracelulares) (MAPKSs, do inglés: mitogen-activated protein
kinases), modulacdo da autofagia e alteracdo da metilacdo do DNA (LIU et al.,
2019).

2.2.6 Moniliformina (MON)

A MON é uma pequena molécula hidrossolavel que geralmente ocorre na
natureza como o sal de sédio ou potassio de 3-hidroxi-3-ciclobuteno-1,2-diona,
também conhecido como acido semisquarico (EFSA, 2018; FILIPPO, ANTONIO,
TERENZIO, 2020). E produzida por uma grande variedade de espécies de
Fusarium, como F. proliferatum, F. subglutinans, F. avenaceum, F. tricinctum, F.
fujikuroi, F. nygamai, F. temperatumc, F. thapsinum (FRAEYMAN et al., 2017; EFSA,
2018). A MON exerce seu efeito toxico por meio da inativacdo de enzimas
dependentes de pirofosfato de tiamina, incluindo a piruvato desidrogenase, que
compromete o ciclo do acido tricarboxilico (ciclo de Krebs) e, assim, afeta o
suprimento de energia celular (FRAEYMAN et al., 2017; FILIPPO, ANTONIO,
TERENZIO, 2020). Esta toxina mostrou-se mutagénica em linfocitos humanos,
induzindo danos cromossémicos (CELIK et al., 2009; EFSA, 2018). O principal 6rgao
alvo € o coragdo, causando insuficiéncia cardiaca aguda, necrose e fibrose em

animais experimentais. Além disso, também foi observado fraqueza muscular,
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desconforto respiratério, ganho de peso e comprometimento da imunidade em aves
(FRAEYMAN et al., 2017; EFSA, 2018; FILIPPO, ANTONIO, TERENZIO, 2020).

2.2.7 Ocratoxina A (OTA)

As ocratoxinas sdo micotoxinas produzidas por dois géneros de fungos:
Penicillium e Aspergillus. A OTA é a mais prevalente e toxica (HEUSSNER, BINGLE,
2015) cuja estrutura consiste de uma por¢ao para-clorofendlica contendo um grupo
di-hidroisocumarina ligado a uma L-fenilalanina. O principal 6rgéo alvo desta toxina
séo os rins, agindo principalmente no tabulo proximal. Uma possivel explicacdo para
a vulnerabilidade dos rins pode estar relacionada ao sistema de transporte de anions
organicos (OAT, do inglés: organic anion transport), responsavel pela excrec¢édo de
OTA na urina. O OAT4, localizado na membrana apical das células tubulares
proximais, pode estar envolvido na reabsorcéo urinaria de OTA, resultando em sua
acumulacéo nas células renais tubulares (EFSA, 2006; ANZAI, JUTABHA, ENDOU,
2010). A exposicao a OTA através da dieta é potencialmente associada a nefropatia
endémica dos Balcds que € caracterizada por atrofia progressiva dos rins e
esclerose (EFSA, 2006; STIBOROVA, ARLT, SCHMEISER, 2016). Além disso, a
OTA mostrou ser neurotdxica, imunotdxica e teratogénica para animais de
laboratorio (EFSA, 2006).

2.2.8 Tricotecenos

Os tricotecenos sdo um grupo de micotoxinas constituidas por um sistema de
anéis sesquiterpenoides, sendo produzidos principalmente por fungos do género
Fusarium. Eles sdo divididos em quatro grupos (tipos A, B, C e D) de acordo com
variacdes nas posicdes em torno da estrutura central. O tipo A é representado pelas
toxinas HT-2 (HT-2) e T-2 (T-2) e produzidos pelas espécies F. armeniacum, F.
langsethiae, F. poae, F. sambucinum, F. sporotrichioides e F. venenatum; o tipo B é
mais frequentemente representado pelo desoxinivalenol (DON), sendo as espécies
produtoras mais importantes: F. graminearum sensu lato, F. culmorum, F.
crookwellense e F. pseudograminearum. Os tipos C e D incluem alguns tricotecenos
de menor importancia (MARIN et al., 2013).

Como as demais micotoxinas do grupo dos tricotecenos, a toxina T-2 inibe a

sintese de proteinas, RNA e DNA. Também induz a apoptose em varias células,
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como células hepéticas humanas, bem como a peroxidagdo lipidica, afetando a
integridade da membrana celular (ADHIKARI et al., 2017; EFSA, 2017). Em
humanos, a exposicdo aguda a T-2 € associada a doenca conhecida como aleucia
toxica alimentar (ATA, do inglés: alimentary toxic aleukia). Surtos dessa doenca
ocorreram durante as décadas de 1930 e 1940 na Russia e na Asia Central,
caracterizados por sintomas frequentemente fatais que incluiam nausea, émese,
diarreia, inflamacédo da pele, erupcdes cutaneas, contagem reduzida de glébulos
brancos e necrose na cavidade oral, nariz, boca (WEIDENBORNER, 2015). A
toxicidade da HT-2 é menos investigada, no entanto, devido ao fato da T-2 ser
rapidamente metabolizado em HT-2 in vivo, € amplamente aceito que a toxicidade
de T-2 in vivo € semelhante a do HT-2 (EFSA, 2011).

O DON ¢é também conhecido como “vomitoxina” por causar émese em suinos
(PESTKA, 2010; MARIN et al., 2013; WANG et al., 2014). Em nivel molecular e
celular, o DON pode se ligar aos ribossomos e inibir a sintese de proteinas, RNA,
DNA, além de induzir apoptose em células hematopoiéticas, intestinais, macrofagos,
mondcitos e hepatdcitos e produzir imunossupressao (WANG et al., 2014; PAYROS
et al., 2016). Os efeitos causados pela exposicdo aguda ao DON em humanos e
animais séo dor abdominal, salivacdo aumentada, diarreia e émese (PAYROS et al.,
2016).

2.2.9 Zearalenona (ZEA)

A ZEA é uma micotoxina estrogénica produzida por varias espécies do género
Fusarium, como F. crookwellense, F. graminearum, F. pseudograminearum, F.
semitectum (METZLER, PFEIFFER, HILDEBRAND, 2010; PISTOL et al., 2014).
Essa micotoxina € uma lactona macrociclica do acido B-resorcilico encontrada
predominantemente em graos de cereais e alimentos para consumo animal e
humano (METZLER, PFEIFFER, HILDEBRAND, 2010; VENKATARAMANA et al.,
2014). A ZEA possui atividade estrogénica devido a semelhanca estrutural desta
micotoxina com o hormonio estrogénio (METZLER, PFEIFFER, HILDEBRAND,
2010; PISTOL et al., 2014). Alguns efeitos estrogénicos da ZEA sao
hiperestrogenismo, infertilidade, feminizacdo de machos, baixa producao de leite,
atrofia testicular (ZINEDINE et al., 2007). Além disso, estudos in vitro e in vivo

demonstraram que a ZEA causa efeitos como imunotoxicidade, genotoxicidade,
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hepatotoxicidade e neurotoxicidade (VENKATARAMANA et al, 2014
MUTHULAKSHMI et al., 2018).

2.3 Determinacao de micotoxinas em alimentos

2.3.1 Preparacgéo da amostra: extragéo e limpeza

As amostras liquidas, como a cerveja, sdo frequentemente submetidas a
extracdo liquido-liquido (LLE, do inglés: liquid—liquid extraction) para separar as
micotoxinas. A extracdo sélido-liquido (SLE, do inglés: solid-liquid extraction) é
usada para a extracdo de graos de cereais e outros materiais sélidos (PEREIRA,
FERNANDES, CUNHA, 2014). A maioria das micotoxinas € altamente solGvel em
solventes organicos, como metanol, acetonitrila, acetona, cloroférmio,
diclorometano, mas dificilmente soluvel em agua. Assim, uma mistura de solvente
organico com agua ou solucdo acida € frequentemente usada para extrair as
micotoxinas. A agua pode auxiliar na penetracdo do solvente na matriz alimentar e
uma solucéo acida pode ajudar a extracdo quebrando as interacdes entre as toxinas
e outros constituintes da amostra, como proteinas ou agucares (RAHMANI, JINAP,
SOLEIMANY, 2009; TURNER, SUBRAHMANYAM, PILETSKY, 2009; PEREIRA,
FERNANDES, CUNHA, 2014). Os métodos instrumentais de extracdo automatica
por solventes também podem ser utilizados, incluindo extracdo com fluido
supercritico (SFE, do inglés: supercritical fluid extraction), extracdo acelerada de
solvente (ASE, do inglés: accelerated solvent extraction) e extracdo assistida por
micro-ondas (MAE, do inglés: microwave-assisted extraction). Esses métodos
aceleram a extragdo de micotoxinas, exigem volumes menores de solvente, no
entanto, tem custo elevado (PEREIRA, FERNANDES, CUNHA, 2014).

A purificacdo do extrato € um processo importante para eliminar as
substancias que podem interferir na deteccdo. Ao purificar o extrato, a especificidade
e a sensibilidade podem ser aprimoradas, resultando em exatiddo e preciséo
também melhoradas (TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009). Exemplos de
meétodos de limpeza incluem particdo liquido-liquido, extracdo em fase sélida (SPE,
do inglés: solid phase extraction), colunas de imunoafinidade (IAC, do inglés:

immuneaffinity columns), coluna cromatogréafica e colunas de troca idnica.
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Os métodos mais comumente utilizados para a limpeza de micotoxinas séo
SPE e IAC (RAHMANI, JINAP, SOLEIMANY, 2009; BENESOVA et al., 2012;
PEREIRA, FERNANDES, CUNHA, 2014; PIACENTINI et al., 2015; KSIENIEWICZ-
WOZNIAK et al.,, 2019). SPE é uma técnica baseada na afinidade do analito
dissolvido no extrato (fase mével) por uma fase estacionaria (cartucho) composta
por um sorbente solido por onde a amostra passa e onde as micotoxinas s&o
absorvidas e posteriormente eluidas com um solvente organico. IAC sdo embalados
com fase sdlida ativada ligada a um anticorpo especifico para uma determinada
micotoxina. Quando o extrato passa pela coluna, a micotoxina se liga seletivamente
ao anticorpo, enquanto o outro componente da matriz € removido por uma etapa de
lavagem. A micotoxina é entdo eluida com um solvente miscivel. No entanto, esses
procedimentos apresentam algumas desvantagens, como a incapacidade de extrair
seletivamente os analitos alvo da matriz da amostra, a suscetibilidade dos anticorpos
nos sorbentes a solventes organicos e a possibilidade de interacdes ndo especificas
devido a reatividades cruzadas com outras micotoxinas. Além disso, os cartuchos de
SPE e as colunas de imunoafinidade s6 podem ser usados uma vez e oneram 0
custo da analise (ALSHANNAQ, YU, 2017).

O método de preparacdo de amostras denominado QUEChERS foi
desenvolvido inicialmente para analise de agrotoxicos em frutas e vegetais. A
técnica envolve duas etapas: (1) extracdo com solvente (acetonitrila ou metanol) na
presenca de sais (sulfato de magnésio e cloreto de sodio) e (2) extracdo em fase
sélida dispersiva (d-SPE, do inglés: dispersive-solid phase extraction) que envolve a
purificacdo do extrato usando sorbentes e sais (sulfato de magnésio) para remover
interferentes na matriz. O sulfato de magnésio (MgSO,) é usado para remover a
agua da fase organica da amostra e o cloreto de sodio (NaCl) para reduzir a
guantidade de interferéncias polares. Para a etapa de purificacdo, os sorbentes mais
usados, em conjunto ou separadamente, sdo amina secundaria primaria (PSA, do
inglés: primary secondary amine) e octadecil (C18). Estes sorbentes removem
acidos graxos, agucares, acidos organicos, lipidios e alguns pigmentos da amostra
(ALSHANNAQ, YU, 2017; PERESTRELO et al., 2019). QUEChERS é um método
rapido, barato e simples que usa quantidades minimas de solvente em comparacao

com outros métodos e expandiu sua aplicagdo para a extracdo de diferentes
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analitos, como acrilamida, compostos fendlicos, aminas e micotoxinas, em diferentes
matrizes (PEREIRA, FERNANDES, CUNHA, 2014). Na analise de micotoxinas, C18
€ empregado, uma vez que alguns compostos tém alta afinidade com PSA, levando
a perda de analitos (PERESTRELO et al., 2019).

2.3.2 Métodos instrumentais

Para a andlise de micotoxinas, os métodos cromatograficos utilizados incluem
a cromatografia liquida (LC, do inglés: liquid chromatography) acoplada a detectores
de ultravioleta (UV, do inglés: ultraviolet), arranjo de diodos (DAD, do inglés: diode
array detector), fluorescéncia (FLD, do inglés: fluorescence detector) e também a
espectrometria de massas (MS, do inglés: mass spectrometry) (RAHMANI, JINAP,
SOLEIMANY, 2009; PEREIRA, FERNANDES, CUNHA, 2014).

Métodos analiticos baseados em LC tornaram-se a principal ferramenta
analitica para a determinacdo de micotoxinas, especialmente quando acoplado com
a espectrometria de massas sequencial (MS/MS, do inglés: tandem mass
spectrometry) (SHEPHARD, 2016). A MS oferece maior sensibilidade e seletividade
para a andlise de multi-micotoxinas comparada aos detectores UV, DAD e FLD,
além de informacdes estruturais quimicas por meio da identidade molecular do
analito com base na razdo massa/carga (m/z) (ALSHANNAQ, YU, 2017).

No passado, métodos analiticos eram desenvolvidos para a analise de uma
Gnica micotoxina ou de um grupo de micotoxinas estruturalmente relacionadas
(ALSHANNAQ, YU, 2017; MALACHOVA et al., 2018). Entretanto, a ocorréncia de
mais de uma micotoxina em uma Unica amostra é muito comum em cereais e
produtos derivados, uma vez que a maioria dos fungos € capaz de produzir varias
toxinas concomitantemente e os alimentos podem ser contaminados por Varios
fungos simultaneamente ou em sucessdo (MALACHOVA et al., 2018). As tendéncias
atuais na andlise de micotoxinas em alimentos estdo focadas na aplicagdo de
tecnologias robustas com alta sensibilidade e seletividade que possam detectar e
quantificar maltiplas micotoxinas em uma variedade de alimentos em uma unica
corrida cromatogréafica (ALSHANNAQ, YU, 2017; MALACHOVA et al., 2018).
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2.3.3 Métodos multi-micotoxinas

N&o existe um procedimento padrdo perfeito para detectar todas as
micotoxinas, pois elas possuem estruturas quimicas diferentes e ocorrem em niveis
de concentracao diferentes. Métodos baseados em cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS, do inglés: liquid chromatography
tandem mass spectrometry) ganharam crescente relevancia, pois permitem a
deteccao rapida e a quantificacdo de multiplas micotoxinas em alimentos e bebidas
(DE BOEVRE et al., 2012; BECCARI et al., 2016; HABLER, RYCHLIK, 2016; JUAN
et al., 2017; PASCARI et al., 2018; GONZALEZ-JARTIN et al., 2019; WALL-
MARTINEZ et al., 2019; RAUSCH, BROCKMEYER, SCHWERDTLE, 2020).

Dentre os analisadores de massas utilizados na determinacdo de micotoxinas,
estéo o triplo quadrupolo, quadrupolo, Orbitrap e tempo de voo (ToF, do inglés: time-
of-flight) (SOLEIMANY et al., 2012; LIU et al.,, 2014; ALSHANNAQ, YU, 2017,
PASCARI et al., 2018; GONZALEZ-JARTIN et al., 2019). O triplo quadrupolo
desempenha 3 func¢des importantes. O primeiro quadrupolo atua “grosseiramente”
como um filtro de ions. Os ions selecionados por sua relagdo massa/carga passam
para a célula de colisdo, onde sao fragmentados. Finalmente, os fragmentos
selecionados passam pelo terceiro quadrupolo e chegam ao detector (RAHMANI,
JINAP, SOLEIMANY, 2009).

Nos ultimos anos ocorreu um aumento na utilizacdo de analisadores de alta
resolucdo na determinacdo de micotoxinas, tais como o ToF (KSIENIEWICZ-
WOZNIAK et al., 2019; SILVA et al., 2019; LOPES et al., 2020a), quadrupolo-tempo
de voo (Q-ToF, do inglés: quadrupole—time-of-flight) (PEREZ-ORTEGA et al., 2017;
ROMERA et al., 2018; FACORRO, LLOMPART, DAGNAC, 2020) e Orbitrap (MAO et
al., 2018; CASTALDO et al., 2019; NARVAEZ et al., 2020). No ToF, os ions s&o
acelerados por uma forca eletromagnética em direcdo a um tubo de voo. ions mais
leves voardo mais rapido e seréo recebidos mais rapidamente pelo detector. Ao sair
da regidao de aceleracdo, eles entram em uma regido livre de campo, onde sao
separados de acordo com suas velocidades, antes de chegar ao detector
posicionado na outra extremidade do tubo de voo. A relagdo massal/carga é

determinada de acordo com o tempo que 0s ions levam para se mover atraves de
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uma regido livre de campo entre a fonte e o detector (RAHMANI, JINAP,
SOLEIMANY, 2009).

Analisadores do tipo ToF podem ser configurados sozinhos ou em sistema
hibrido em série, como o Q-ToF, em que o terceiro quadrupolo (Q3) de um triplo
quadrupolo é substituido por um ToF. A grande vantagem desse analisador em
comparacao ao triplo quadrupolo estd no fato de que ele mede a massa acurada
tanto do ion precursor quanto dos seus fragmentos. A vantagem de medir a massa
de um composto com elevada acuracia estd relacionada a possibilidade de
determinar diretamente a sua composicdo elementar ou, ao menos, reduzir as
possiveis combinacfes. Além disso, possui maior resolucao e maior velocidade de
varredura (HAAG, 2016).

O principal problema enfrentado pelos métodos multi-micotoxinas € o efeito
de matriz, que causa uma modificacdo na eficiéncia de ionizagdo na MS de um
composto devido a presenca de compostos co-eluentes com o analito alvo, levando
a uma supressdo (diminuicdo) ou intensificacdo (aumento) do sinal. Em
consequéncia, isso afetara a precisao e a sensibilidade do método baseado no uso
da MS, comprometendo a quantificacdo e confirmacéo precisa (ZACHARIASOVA et
al., 2010; FABREGAT-CABELLO et al., 2015). Duas abordagens principais sao
propostas para avaliar a supressaol/intensificacdo do sinal (SSE, do inglés: signal
suppression/enhancement): (i) infusdo pés-coluna e (i) adicdo pdés-extracdo. No
caso da infusdo pds-coluna, o composto alvo é adicionado ao eluente apés passar
pela coluna de LC. O sinal do composto alvo € monitorado apés a injecdo de um
extrato de amostra em branco. As flutuacdes de resposta do composto alvo refletem
o efeito de matriz. A adigdo pds-extracdo € baseada na comparacao entre a area de
pico do padrdo do analito preparado em solvente (Asovente) € @ area obtida apos a
contaminagdo de um extrato de amostra em branco com o analito (Aamostra) Na
mesma concentracdo. O SSE é calculado de acordo com a seguinte equacdo: SSE
= 100 X (Aamostra/Asolvente), €M que um valor de SSE de 100% indica que nao ha
efeito, menos de 100% indica supressdo e mais de 100% indica intensificagdo do
sinal (FABREGAT-CABELLO et al., 2015; KRUVE et al., 2015b).

As estratégias geralmente empregadas para minimizar o efeito de matriz

incluem a MMC e o uso do padréao interno. A MMC baseia-se na preparacao das
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solugdes contendo os padrdes analiticos usando extratos das matrizes. As curvas
analiticas sao feitas usando essas solu¢des. Este procedimento pode ser trabalhoso
gquando muitas matrizes diferentes estdo sendo estudadas, pois cada uma precisa
de sua prépria curva. No caso do uso de padrdo interno, estes compostos Sao
adicionados em todas as amostras que serdo analisadas, bem como sao inseridos
nas solu¢des dos compostos padrdo usados nas curvas analiticas. A razdo entre a
area do analito e do padrao interno € usada para fins de quantificagdo. Compostos
qgue podem ser utilizados como padrédo interno incluem substancias com uma
estrutura quimica analoga ao analito, como deepoxi-desoxinivalenol (DOM-1, do
inglés: deepoxy-deoxynivalenol), um derivado de DON, e padrdes internos marcados
com isétopos (ILIS, do inglés: isotope labelled internal standards), como [**C];s-DON
e DONd1. No entanto, o uso de padrao interno pode ser desafiador uma vez que 0s
analitos analogos e ILISs podem ndo estar disponiveis comercialmente para uma
ampla variedade de micotoxinas; além disso, alguns desses padrdes sdo muito
caros, limitando a aplicabilidade nas andlises de rotina (FABREGAT-CABELLO et
al., 2015; LI et al.,, 2019). H& a possibilidade de sintetizar ILISs em laborat6rio,
porém, requer tempo, pessoal treinado e protocolos validados, pois exige cuidado na
rota sintética para evitar a perda de isotopdlogos estaveis, 0 que resultaria na
sobreposicdo espectral entre o padrdo e o analito, afetando a analise
cromatografica. Desta forma, a MMC fornece uma alternativa para superar os efeitos
de matriz para as analises multi-micotoxinas de rotina (FABREGAT-CABELLO et al.,
2015; Ll et al., 2019).

Sirhan, Tan e Wong (2012) desenvolveram um método para determinar oito
tricotecenos (tipo A e B) em cereais e produtos a base de cereais (trigo, macarrdo a
base de trigo, arroz, macarrdo a base de arroz, milho) baseado na MMC e
QUEChERS seguido de LC-QToF-MS. Linearidade (coeficiente de correlacdo maior
do que 0,97 para todos os analitos), recuperacédo (valores variaram de 61,9% a
116,8%), repetibilidade (entre 1,1% e 6,7%) e reprodutibilidade (entre 4,8% e 14,3%)
aceitaveis foram alcancadas, indicando a adequagdo do método proposto para a
determinacao de tricotecenos em cereais (SIRHAN, TAN, WONG, 2012).

O estudo de Sirhan, Tan e Wong (2012) foi focado em apenas um grupo de

micotoxinas (tricotecenos), esta abordagem foi também utilizada por Saito-Shida et
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al. (2016) para avaliar diferentes agrotoxicos. Saito-Shida et al. (2016) demonstrou o
uso da MMC e LC-QToF-MS na analise quantitativa de 149 residuos de agrotoxicos
em 4 amostras de vegetais e frutas (maca, batata, repolho, espinafre). O método foi
validado em termos de linearidade, recuperacéo e precisdo. Para avaliar o efeito de
matriz, 2 tipos de curvas de calibracdo foram construidas e comparadas entre si:
uma com mix de padrdes a 0,01 mg kg™ preparado em extratos de cada uma das
matrizes livre de contaminantes e outra com mix de padrfes preparado em metanol
a 0,01 yg mL™ (SAITO-SHIDA et al., 2016). Para a maioria dos agrotéxicos testados,
linearidade satisfatéria das curvas de calibracdo foi obtida com coeficientes de
correlacdo maiores do que 0,995 na faixa de concentracdo de 0,002-0,1 pyg mL™.
Dos 149 agrotoxicos analisados, 147 em macda, 145 em batata, 141 em repolho e
131 em espinafre tiveram recuperacfes de 70-120%, repetibilidade de menos de
25% e precisao intermediaria de menos de 30%, os quais atenderam aos critérios da
diretriz para a validacdo de métodos analiticos para residuos quimicos agricolas em
alimentos do Ministério da Saude, Trabalho e Bem-Estar do Japdo em uma
concentracdo de 0,01 mg kg* (MHLW, 2010; SAITO-SHIDA et al., 2016). Nas
amostras de macd, batata e repolho, os efeitos de matriz para todos os agrotdxicos
estavam na faixa de 70-120%, indicando que ndo havia efeitos de matriz
consideraveis. No entanto, para a amostra de espinafre, os efeitos de matriz de 10
dos 149 agrotoxicos foram abaixo de 70%, sugerindo que a baixa recuperacdo no
espinafre em comparagdo com as outras amostras foi devido a supressédo de sinal.
O método LC-QToF-MS desenvolvido provou ser sensivel e seletivo o suficiente
para a determinagcdo confidvel de residuos de agrotoxicos em vegetais e frutas
(SAITO-SHIDA et al., 2016).

2.3.4 Validacédo de método

Quando um laboratério pretende desenvolver um novo método de analise,
uma das etapas mais importantes € a sua validacdo. A Organizacao Internacional
para Padronizagdo (ISO, do inglés: International Organization for Standardization)
define validacdo como a confirmagéo através de experimentos e fornecimento de
evidéncias de que o método analitico produz resultados confidveis e € adequado a
finalidade a que se destina (1ISO, 2019).
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A validagdo deve ser verificada de acordo com diretrizes e regulamentos
publicados por organizagbes ou instituicbes internacionais e agéncias reguladoras
gque estabelecem procedimentos, parametros e estratégias de validacdo (RAPOSO;
IBELLI-BIANCO, 2020). Alguns exemplos de 6rgaos/agéncias incluem: Associacéo
de Quimicos Analiticos Oficiais (AOAC, do inglés: Association of Official Analytical
Chemists), Comissdo Europeia, Administracdo de Alimentos e Medicamentos (FDA,
do inglés: Food and Drug Administration) dos Estados Unidos, Conferéncia
Internacional de Harmonizagcdo (ICH, do inglés: International Conference on
Harmonization), Direcdo Geral de Salude e Seguranca Alimentar da Comisséo
Europeia (SANTE, do inglés: European Commission's Directorate-General for Health
and Food Safety), Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO) (ICH, 2005; EUROPEAN COMMISSION, 2014; AOAC, 2016; INMETRO,
2018; FDA, 2019; SANTE, 2020).

Existe uma variacdo entre os documentos publicados por esses 6rgdos no
que diz respeito a aplicacéo, terminologia, objetivos, técnica analitica, parametros de
validacdo, procedimentos experimentais e critérios de aceitacdo. As areas de
aplicacdo mais frequentes sdo andlises farmacéuticas, ambientais, toxicolégicas e
de alimentos. Em geral, a maioria € direcionada a andlise quantitativa e pode ser
usada para qualquer técnica analitica, embora alguns sejam especificos para
cromatografica (RAPOSO; IBELLI-BIANCO, 2020). Os parametros classicos de
desempenho de métodos analiticos sdo exatidao, precisao, linearidade, faixa linear,
limite de deteccdo (LOD, do inglés: limit of detection), limite de quantificacdo (LOQ,
do inglés: limit of quantification), especificidade e robustez (ICH, 2005; KRUVE et al.,
2015b; RAPOSO; IBELLI-BIANCO, 2020), conforme definido a seguir:

e Exatiddo: representa o grau de concordancia entre um valor encontrado em
um procedimento analitico e um valor de referéncia aceito como verdadeiro.
Refere-se a capacidade do método de fornecer resultados precisos. Também
€ conhecido como “veracidade”. Deve ser avaliada através da determinagcao
da recuperacao, que é calculada como a porcentagem da quantidade medida
do analito em relacdo a quantidade adicionada na matriz em um determinado

namero de ensaios (ICH, 2005).
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Precisdo: representa o grau de dispersdo entre os resultados de ensaios
independentes obtidos a partir de multiplas amostragens da mesma amostra
homogénea sob condi¢des especificas. A precisdo em validacdo de método é
considerada em trés niveis diferentes: repetibilidade, precisao intermediaria e
reprodutibilidade. Geralmente é avaliada através da estimativa do desvio
padrdo relativo (RSD, do inglés: relative standard deviation) de uma série de
medicdes. A repetibilidade expressa a concordancia entre os resultados de
medi¢cbes sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas
condi¢cbes de medicdo (mesmo procedimento, analista, instrumento, local) em
um curto intervalo de tempo. A precisao intermediaria expressa o efeito de
variacbes dentro de um laboratorio, como diferentes dias, analistas,
equipamentos, por um longo periodo de tempo. O objetivo é verificar que no
mesmo laboratério o método fornecerd& o0s mesmos resultados. A
reprodutibilidade expressa a precisdo entre os resultados de medicBes
efetuadas em uma mesma amostra obtidos em diferentes laboratérios. Deve
ser considerada para avaliar estudos colaborativos entre laboratdrios, no caso
de padronizacdo de procedimentos analiticos a serem incluidos, por exemplo,
em farmacopéias (ICH, 2005).

Linearidade: capacidade de um método analitico em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo de analito na amostra, dentro de
uma determinada faixa linear de interesse. Deve ser avaliada por inspecéao
visual do grafico da relacdo entre a concentracdo do analito e o sinal medido.
No caso de linearidade, os resultados devem ser avaliados por métodos
estatisticos apropriados, como o calculo de uma regressao linear usando o
método dos minimos quadrados. Para o estabelecimento da linearidade, um
minimo de 5 concentrac¢des € recomendado (ICH, 2005).

Faixa linear: corresponde ao intervalo entre a concentracao inferior e superior
do composto na amostra para o qual foi demonstrado que o procedimento
analitico obteve preciséo, exatidao e linearidade aceitaveis (ICH, 2005).

Limite de deteccdo (LOD): representa a menor concentracdo de analito em

uma amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada

como um valor exato (ICH, 2005).
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e Limite de gquantificacdo (LOQ): representa a menor concentracdo de analito

em uma amostra que pode ser quantificada com precisdo e exatidao
aceitaveis (ICH, 2005).

e Especificidade: capacidade de avaliar, de forma inequivoca, o analito alvo na

presenca de substancias, como impurezas, produtos de degradacdo e
componentes da matriz (carboidratos, proteinas, pigmentos), que podem
interferir na sua determinagdo em uma amostra complexa. Essas substancias
podem afetar a determinacdo ao atuar como o analito de interesse,
produzindo um sinal indistinguivel do sinal do analito, ou ao co-eluir com o
analito, levando a supressao (diminuicdo) ou intensificacdo (aumento) do
sinal. Portanto, a identidade de um sinal presumivelmente pertencente ao
analito deve ser confirmada. A identidade pode ser confirmada comparando
os resultados de amostras isentas do composto de interesse e os resultados
de amostras contendo esse composto, sendo que, nesse caso, nenhum
interferente deve eluir no tempo de retencdo do composto de interesse, que
deve estar bem separado dos demais compostos presentes na amostra (ICH,
2005).

e Robustez: capacidade de um procedimento analitico de permanecer
inalterado por variacdes pequenas e deliberadas nas condi¢cdes analiticas do
método (pH, taxa de fluxo e composicdo da fase movel, tempo de extracao,
idade e temperatura da coluna), fornecendo uma indicacdo de sua
confiabilidade durante o uso normal. Essas condi¢cdes devem ser controladas
para garantir que a validade do método seja mantido sempre que usado (ICH,
2005).

Muitas diretrizes tentam harmonizar as definicbes necessarias para as
caracteristicas de validagéo e seus requisitos basicos, como o guia ICH (ICH, 2005),
mas fornecem apenas uma base para a discussdo geral dos parametros de
validacéo, suas defini¢cdes, calculo e interpretacdo, e ndo se destinam a fornecer
orientacdo sobre como realizar a validacdo (RAPOSO; IBELLI-BIANCO, 2020).

O Regulamento da Comissédo da Unido Europeia (EU) No 519/2014 fornece
critérios de aceitacdo especificos de métodos quantitativos para micotoxinas
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reguladas (EUROPEAN COMMISSION, 2014). Nos Estados Unidos, critérios de
desempenho de métodos analiticos para a detec¢do de contaminantes de alimentos
(incluindo, mas nao limitado a micotoxinas) sdo estabelecidos pelo FDA (FDA,
2019).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e produtos quimicos

A 4agua foi purificada em um sistema Millipore Milli-Q Plus (Molsheim, Franca).
A acetonitrila (ACN) grau LC foi adquirida da J.T.Baker (Phillipsburg, New Jersey,
EUA). O acetato de amoénio grau LC foi adquirido da Sigma-Aldrich (Alemanha) e o
acido acético, o sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgS0O,4.7H,0) e o cloreto de
sédio (NaCl) foram fornecidos pela Panreac Quimica S.A. (Barcelona, Espanha). O
sorbente octadecil (C18) era da Macherey-Nagel (Duren, Alemanha). Os padrdes
analiticos foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha).
Solugbes estoque de cada micotoxina foram preparadas em ACN nas seguintes
concentragdes: AFB1 (1 ug mL™), AFB2 (0.3 ug mL™), AFG1 (1 pg mL™), AFG2 (0.3
ug mL™), BEA (500 pg mL™), DON (200 pg mL™), ENA (200 ug mL™), ENA1 (200 ug
mL™), ENB (200 pg mL™), ENB1 (200 ug mL™), FB1 (200 pyg mL™), HT-2 toxin (500
ug mL™Y), T-2 toxin (200 ug mL™), MON (200 pg mL™), OTA (100 pg mL™), STG (200
ug mL™?), ZEA (100 ug mL™).

3.2 Amostras

As amostras foram coletadas entre fevereiro e junho de 2018. O malte de
cevada Pilsen proveniente da Alemanha moido foi adquirido em uma loja de
suprimentos de cerveja artesanal na cidade de Porto Alegre, Brasil. O malte foi
utiizado para a producdo de cerveja artesanal Ale no Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos (ICTA) da UFRGS. Tanto o malte quanto a cerveja
produzida foram utilizados para a construcdo das curvas por MMC. Foram
analisadas também 44 amostras de cerveja comerciais de diferentes marcas, lotes e
estilos, conforme descrito na Tabela 2, obtidas em supermercados locais ou doadas

pelos fabricantes.
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Tabela 2 - Amostras de cerveja artesanal analisadas pelo método QUEChERS-LC-QToF-MS quanto a
ocorréncia de 17 micotoxinas legisladas (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, OTA, DON, ZEA, FB1, T-2 e HT-
2) e micotoxinas emergentes (BEA, MON, STG, ENA, ENB, ENA1 e ENB1).

Quantidade (lotes

Marca diferentes) Alcool (%) Ingredientes

Pilsen

A 6 garrafas (600 mL) 4,5 Agua, malte, IGpulo e levedura

B 2 garrafas (600 mL) 5,0 Agua, malte, lGpulo e levedura

C 1 garrafa (600 mL) 5,0 Agua, malte e IGpulo
Weiss

A 6 garrafas (600 mL) 48 Agua, malte de cevada, malte de trigo, lipulo

e levedura

B 2 garrafas (600 mL) 5,0 Agua, malte, lGpulo e levedura
Kolsch

D 2 garrafas (500 mL) 4,7 Agua, malte, lGpulo e levedura
American Lager

D 2 garrafas (500 mL) 51 Agua, malte, lGpulo e levedura

E 1 lata (350 mL) 50 Agua, malte, cereais ndo maltados e lGpulo

F 2 garrafas (500 mL) 51 Agua, malte, lGpulo e levedura
Pale Ale

D 2 garrafas (500 mL) 54 Agua, malte, lGpulo e levedura

G 2 garrafas (500 mL) 54 Agua, malte, IGpulo e levedura
Hop Raughbier

D 2 garrafas (500 mL) 7,0 Agua, malte, lGpulo e levedura
IPA

D 2 garrafas (500 mL) 7,2 Agua, malte, lGpulo e levedura

C 2 garrafas (500 mL) 7,2 Agua, malte, IGpulo e levedura
Red Ale

D 2 garrafas (500 mL) 4,2 Agua, malte, lGpulo e levedura
Helles

B 2 garrafas (600 mL) 4,7 Agua, malte, lGpulo e levedura
American IPA

B 2 garrafas (600 mL) 55 Agua, malte, lGpulo e levedura
Bock

B 2 garrafas (600 mL) 6,0 Agua, malte, lGpulo e levedura
Brown Ale

= 1 garrafa (500 mL) 6.5 Agua, malte, cerelais nao maltados, lGpulo e

evedura

Lager Premium

G 1 lata (350 mL) 5,0 Agua, malte e IGpulo

3.3 Extracdo das micotoxinas do malte e cerveja

O procedimento seguido na extracdo das amostras foi adaptado de Habler e
Rychlik (2016) e Juan et al. (2017).

Para o malte, 5 g de amostra foram pesados e colocados em um tubo falcon
de 50 mL contendo 2 g de MgS0O,4.7H,0 e 1 g de NaCl. Foram adicionados 15 mL de

solvente de extracdo composto por acetonitrila/agua Milli-Q (75:25, v/v). A mistura foi
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agitada por 1 min e sonicada por 3 min seguido por centrifugacao por 6 min a 3000
g. O sobrenadante foi submetido a d-SPE em um tubo contendo 450 mg de
MgS0,4.7H,0 e 150 mg de C18, agitado por 1 min e centrifugado por 5 min a 3000 g.

Para cerveja, 5 mL de cerveja Ale desgaseificada e 5 mL de acetonitrila foram
adicionados a um tubo de 15 mL contendo 2 g de MgS0..7H,O e 1 g de NaCl. A
mistura foi agitada por 1 min e sonicada por 3 min antes de sua centrifugacao por 5
min a 3000 g. Em seguida, o sobrenadante foi coletado e submetido a d-SPE com
450 mg de MgS0O,.7H,O e 150 mg de C18, agitado por 1 min e centrifugado
novamente por 5 min a 3000 g. Finalmente, os extratos organicos foram evaporados
até a secura em um rotaevaporador a 40 °C, reconstituidos com 250 uL de fase
movel e filtrados através de um filtro de seringa de politetrafluoroetileno (PTFE, do
inglés: polytetrafluoroethylene) de 13 mm/0,22 ym (Cobetter Filtration, Hangzhou,
China).

3.4 Determinacao das micotoxinas usando LC-QToF-MS

As analises foram realizadas usando um cromatégrafo liquido (Shimadzu,
Kyoto, Japdo) acoplado a um espectrdmetro de massas contendo uma fonte de
ionizacao electrospray (ESI) e um analisador de massas do tipo quadrupolo-tempo
de voo (Bruker Daltonics, modelo micrOTOF-Q Ill, Bremen, Alemanha). As
micotoxinas foram separadas usando coluna C18 de 100 x 2,1 mm de diametro
interno (Kinetex Core-Shell Technology 2.6 um F5 100 A, EUA) a 35 °C, taxa de
fluxo de 0,4 mL min™® usando agua ultrapura (fase A) e acetonitrila (fase B) como
fase movel. Ambas as fases continham acido acético 0,1% e acetato de amoénio 4
mM em um gradiente linear de 60:40 a 44,6:55,4 em 4 minutos, a 63:37 em 9
minutos, a 80:20 em 14 minutos e a 40:60 em 19 minutos das fases mdveis organica
e aquosa, respectivamente. O tempo total de corrida foi de 20 minutos.

O espectrometro de massas foi operado no modo de monitoramento de
reacdo multipla (MRM, do inglés: multiple reaction-monitoring) e modo de varredura
completa para a identificacdo e quantificacdo das micotoxinas, respectivamente. Em
MS, a voltagem capilar foi de 3,5 kV, a temperatura da fonte foi 120 °C e a
temperatura de dessolvatacéo foi 400 °C. As solugdes padrdo das micotoxinas foram

avaliadas no modo ESI positivo e negativo.
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3.5 Avaliacéo do efeito de matriz

As curvas de calibracdo para cada analito foram preparadas em fase movel (A
e B, 50:50, v/v) e utilizando a MMC (branco das amostras de malte e cerveja). Uma
injecdo prévia do branco das amostras de malte e cerveja a serem usadas para
construir as curvas de MMC foi feita para garantir que elas n&do tivessem nenhum
dos compostos estudados. As curvas foram construidas em cinco niveis de
concentracdo para cada micotoxina.

A supressaol/intensificacdo do sinal (SSE) causada pelo efeito de matriz foi

calculada de acordo com a equacao:

SSE =100 A
= X —
B

em gque, A: declive da curva analitica feita na matriz (malte ou cerveja) e B: declive

da curva feita na fase moével.

3.6 Validacao do método

Os parametros de validacdo do método, incluindo linearidade, recuperacao,
precisdo intermediaria, repetibilidade, limites de quantificacdo (LOQ) e deteccdo
(LOD), foram avaliados de acordo com a Conferéncia Internacional de
Harmonizacéo (ICH) (ICH, 2005). A linearidade foi avaliada por meio do coeficiente
de determinacao (R?) das curvas analiticas. O limite de deteccdo (LOD) e o limite de
quantificacdo (LOQ) foram determinados comparando os sinais cromatogréaficos das
amostras contendo baixas concentracfes conhecidas dos analitos com as de
amostras em branco e estabelecendo a concentracdo minima na qual o analito pode
ser detectado e quantificado com seguranca, respectivamente. Uma relacéo sinal-
ruido de 3:1 e 10:1 foi considerada para obter LOD e LOQ, respectivamente. As
concentracbes mais baixa, intermediaria e mais alta da curva analitica de cada
composto foram usadas para determinar a recuperacgéo, repetibilidade e precisao
intermediaria. A preciséo intermediaria e a repetibilidade foram calculadas como o
desvio padréao relativo (RSD) de quatro analises realizadas em quatro dias diferentes

(n=16) e quatro analises realizadas no mesmo dia (n=4), respectivamente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados a seguir foram publicados no periédico Food

Chemistry com classificacdo Qualis Al (Ciéncia de Alimentos) (LAGO et al., 2021).

4.1 Desempenho do método QUEChERS-LC-QToF-MS

A Tabela 3 apresenta a férmula molecular, Log P, tempo de retencao, razéo
massa/carga (m/z) dos ions precursores e produtos das micotoxinas analisadas por
LC-QToF-MS.

Tabela 3 - Férmula molecular, Log P, tempo de reten¢éo, razdo massa/carga (m/z) dos ions
precursores e produtos das micotoxinas analisadas por LC-QToF-MS

Férmula Tempo de fon precursor m/z e lons
Micotoxina molecular Log P? retencéo P modo produtos
(min)® m/z
MON C,4H,04 -0,21 0,8 96,9925 [M-H] ND®
355,1392 _
DON C15H2006 -0,76 1,0 [M+C.H.0,T 295; 265
FB1 CasHsgNOy5 -0,81 1,1 722,3962 [M+H]" 352; 334
AFG2 C17H1407 1,59 1,4 331,0817 [M+H]" 311
AFB2 C17H1406 1,63 1,5 315,0868 [M+H]" 287
HT-2 Cy,H3,0g 1,32 1,5 442 2440 [M+NH,'T 263; 215
AFG1 C17H1,0; 1,81 1,6 329,0661 [M+H]" 311
AFB1 C17H1206 1,73 1,7 313,0712 [M+H]" 285
OTA C,oH15CINOg 3,18 2,3 404,0900 [M+H]" 257; 239
T-2 Cu4H340g 1,95 2,7 484,2546 [M+NH,'T 305; 215
ZEA C1H205 3,04 4,0 317,1389 [M-H] 175; 131
STG C1sH1206 2,73 52 325,0712 [M+H]" 310; 281
ENB Ca3Hs7N30g 3,81 10,5 657,4438 [M+NH,'T" 214; 196
ENB1 Ca4HssN30g 4,06 11,1 671,4595 [M+NH,'T" 214; 196
ENA1 CasHe1N3Og 4,39 11,6 685,4751 [M+NH,4'T" 328; 210
BEA CusHs7N30g 5,25 12,1 801,4438 [M+NH,'T" 244; 134
ENA C36HezN30q 4,60 12,3 699,4908 [M+NH,'T" 328; 210

% Log P é definido como a razdo entre a concentracdo de um composto na fase de octanol e sua
concentracao na fase aquosa de um sistema octanol/agua de duas fases e é usado para prever a
lipofilicidade ou hidrofobicidade dos compostos. Os valores de Log P foram calculados usando o
software online interativo ALOGPS 2.1. ° Tempo de eluicdo em coluna C18 e solvente: gradiente de
agua e acetonitrila com 0,1% de &cido acético e 4 mM de acetato de amonio. ° ND: no detectado.

AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, BEA, ENA, ENAL, ENB, ENB1, FB1, toxina HT-2,
toxina T-2, OTA e STG foram detectadas no modo ESI positivo, enquanto MON,
DON e ZEA foram avaliados no modo ESI negativo. BEA, ENA, ENA1, ENB, ENB1,

HT-2 e T-2 formaram aduto com o ion aménio [M+NH,4']", enquanto DON foi
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encontrado ligado ao ion acetato [M+C,H30,]. As outras micotoxinas foram
detectadas na forma protonada [M+H]" ou desprotonada [M-H]. O apéndice A

apresenta o padréao de fragmentacdo das micotoxinas analisadas em LC-QToF-MS.

O desempenho analitico do método multi-micotoxinas € apresentado na
Tabela 4.
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Tabela 4 - Desempenho do método baseado na calibragéo por superposicao de matriz (MMC) e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas com analisador quadrupolo-tempo de voo (LC-QToF-MS) usado para determinar dezessete micotoxinas (legisladas e emergentes) em malte e

cerveja.

Faixa de . LOD LOQ ¢ .
. : Equacéo de 2a SSE - - Conc. Rec. Repe. - Prec. inter
Analito coEgzlgpg Matriz regresséo R (%)° (pq)(lfg (pgl)kg Mg kg (%) RSD (%)° —RSD (%)"

y=14x + 28709  0,99189 15 72 5,4 6,6

15 - 3000 Malte 29 5 15 1000 78 1,6 45

MON 3000 79 1,0 5,0

y=11x + 29171  0,99382 15 73 9,0 9,9

15-2500  Cerveja 15 5 15 1000 80 1,0 6,0

2500 83 1,1 55

10 76 6,5 8,0

10 - 1000 Malte y = 250X + 904 0,99795 32 2,5 10 500 73 1,5 2,8

DON 1000 79 1,2 4,0

0.99665 5 73 6,0 9,8

5 - 1000 Cerveja  y=42x + 39798 : 15 1,0 5 500 75 3,3 8,2

1000 81 1,3 52

_ 50 79 6,8 9,5

50 - 500 Malte y=252x-59079 (99048 79 15 50 200 75 2,0 25

500 79 55 9,0

FBl =197x - 43330 50 78 6,0 8,7

50-500  Cerveja Y 0,99422 64 15 50 200 74 54 9,0

500 79 45 5,9

y = 6914x — 0,25 90 6,9 9,0

0,25 - 50 Malte 4118,40 0,99935 79 0,05 0,25 10 91 6,4 8,0

50 93 5,0 6,6

AFG2 — 6266x - 794 0,25 92 6,9 8,0

0,25-50  Cerveja 7~ 0,99956 73 0,05 0,25 10 90 55 8,6

50 95 6,0 75

_ 0,25 95 7.1 8,2

0,25 - 50 Malte Y~ 8281x+37425 49,79 90 0,05 0,25 10 98 5,0 6,6

50 95 59 55

ATEZ = 9709x + 18126 0,25 96 2.4 3.9

0,25-50  Cerveja Y~ 0,99892 7 0,05 0,25 10 95 1,5 8,1

50 96 45 9,2

AFG1 0,25 -50 Malte y = 7000x + 31 0,99357 68 0,05 0,25 0,25 93 8,0 8,1




125 97 5.5 7.0
50 95 5,3 7.2
_ 0,25 95 5,0 7.0
025-50 Cerveja Y09 *5533 99874 66 0,05 0,25 12,5 93 2,5 7.7
50 96 4.5 4.5
_ 0,25 93 5.4 4.2
025-100 Malte Y T10896X-7347 (99900 73 0,15 0,25 25 98 3,3 5
100 95 6.8 5.3
AFB1 0,25 96 6.0 4.5
025-100 Cerveja  y=09865x-6899  0,09918 69 015 025 25 96 3,6 9.6
100 97 6.5 7.8
0125 95 7.0 5.9
0125-20  Malte  y=95114x+3331 0099602 85 005 0,125 25 99 4.5 9
20 97 4,0 6.5
OTA 0.25 95 6.2 8,5
0,25-20  Cerveja y=79882x-20105 0,99527 80 0,10 0,25 5 92 6,5 8,1
20 96 6.0 7.9
_ 50 90 6.8 6.2
50-2000  Malte Y T079x-108888 94770 95 2,0 5 1250 89 2.1 5,2
2000 93 2,0 4,
" = 724x - 121430 20 92 8.1 8,9
50-2000 Cerveja Y7 098607 94 25 5 1250 90 3,8 6.3
2000 95 1.3 5.1
50 90 8.5 8.0
50 - 1500 Malte  y=8372x-944800 0,99254 98 1,5 5 625 91 1,2 3,8
s 1500 95 2.4 5,0
 Lo8ooe 50 90 5.7 7.0
50-1500 Cervela Y0000 0,99003 9% 1,5 5 625 90 1.3 5.7
1500 95 2.6 3.1
il 0.25 90 2.3 6.0
025-250  Malte y= 4%396‘;83%)‘ * 099786 165 0,10 0,25 25 91 6.2 7.5
250 90 5.5 5.0
ZEA — 21003x + 0,125 92 45 5,5
0,125-375 Cerveja y 13057 0,99933 120 0,05 0,125 50 90 3,2 9,7
375 90 2.5 3,0
] y = 6665x -135409 26 12,5 91 6.0 5.4
STG  125-1800  Malte 0,99750 5,0 12,5 s 2 Se 2
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1800 96 28 63
25 95 6.0 6.8
25-2000  Cerveja y=5551x-211365 0,99840 82 5 12,5 1000 96 4.2 5.2
2000 97 1.5 44
_ 25 96 3.0 52
25-250  Malte y = 88687x + 0,99506 70 05 25 62,5 95 2.8 3,3
27435
ENB 250 92 3.6 52
= 74274x + 0,05 96 4.2 35
25-250  Cerveja y= 8635 0,99153 66 0,01 0,05 62,5 97 55 6,4
250 98 53 6.8
B 0,05 95 6.3 6.6
005-250  Malte y = 90074x + 099072 96 0,01 0.05 625 93 33 35
104628
ENBL 250 99 2.6 2.9
 conome s 0,05 99 3.0 70
01-250 Cervela Y727 099845 56 0,01 0.05 625 96 6.0 75
250 91 538 6.6
_ 0.125 98 3.2 51
0125-100  Malte y =54527x + 099917 105 o025 0125 5 102 2.8 6.0
20653
BEA 100 99 1.0 55
= 51054 + 0125 98 2.0 35
0,125-100 Cerveja y= 65693 0,9921 105 0,025 0,125 5 100 1,2 9,1
100 99 538 25
_ 1,25 95 6.8 8.2
125-250  Malte y = 61795x - 099418 87 05 1,25 25 99 5.2 95
597829
ENAL 250 96 5.0 9.1
o110 0,05 90 55 9.2
1,25-250  Cerveja y 526397 0,99898 71 0,01 0,05 25 92 45 6,6
250 98 9.2 9.0
3 0.05 99 7.0 55
005-250  Malte y = 32570x + 099959 &g 0,01 0.05 50 96 78 9.0
85502
ENA 250 90 54 6.7
= 30228 + 0,05 92 5.4 6.7
0,05-250 Cerveja y= 99096 0,99879 80 0,01 0,05 50 97 5,0 55
250 95 6.8 70
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? Coeficiente de determinagéo; ® SSE: supressaol/intensificagéo do sinal; © LOD: limite de deteccg&o; d
LOQ: limite de quantificagéo; ® Concentracgio; f Porcentagem de recuperacéo; ° Repetibilidade: quatro
analises realizadas no mesmo dia, n=4; " Precisao intermediaria: guatro analises realizadas em quatro
dias diferentes, n=16.

De acordo com a Tabela 4, BEA (SSE: 105% para malte e cerveja) e ZEA
(SSE: 165 e 120% para malte e cerveja, respectivamente) foram as Unicas
micotoxinas que exibiram intensificacdo do sinal na analise por MS. Os sinais de
micotoxinas polares como DON (SSE de 32 e 15% para malte e cerveja,
respectivamente) e MON (SSE de 29 e 15% para malte e cerveja, respectivamente)
foram altamente suprimidos. Para as outras micotoxinas, a supressao do sinal variou
de 68 a 98% e 64 a 94% para malte e cerveja, respectivamente. Portanto, o uso da
MMC é importante para evitar a quantificacdo imprecisa dos analitos. As curvas
analiticas obtidas com MMC apresentaram linearidade aceitavel com coeficientes de
determinacdo (R?) superiores a 0,99 para malte e cerveja. Porcentagens de
recuperacdo aceitaveis foram obtidas para todas as micotoxinas variando de 72% a
102% para o malte e de 73% a 100% para a cerveja (Tabela 4), refletindo a exatidao
do método proposto. Os valores de LOD e LOQ mostraram que o método é
suficientemente sensivel para determinar as 17 micotoxinas nessas matrizes (Tabela
4).

Os critérios usados para avaliar o método proposto foram resumidos na
Figura 2, considerando diferentes legislacdes, dados da literatura e guias para

validacdo do método.
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Figura 2 - Visdo geral dos critérios usados para avaliar o método proposto em relagéo as micotoxinas
legisladas e emergentes, considerando diferentes legislacdes, dados da literatura e guias para
validacédo do método

Avaliacdo do desempenho do método

SSE ‘ ‘Linearidade ‘ LOD:; LOQ | | Recuperagdo Precis@o Repetibilidade
s intermediaria
>100%: | [R2~1 |
intensificagago | ———

<100%:

supressao | |
Legisladas Emergentes Legisladas Emergentes
| comparagio | comparagio
“Limites maximos estabelecidos A (Literatura | Regulamento Diretrizes para
pela legislacdo (Tabela 5): | (Tabela 6) da Comissi s
- Resolugdo 7 (Brasil, 2011) A A L OHISsAo xalld,ag:ao de
- Resolucdo 138 (Brasil, 2017) S19 método:
- Regulamento da Comissdo 1881 (EC 2014) -FDA (2019)
(EC 2006) (Tabela 7) (Tabela 8)
- Recomendagdo da Comissdo 165 - AOAC (2016) e
(EC 2013) INMETRO (2018)
\- Guias do FDA - -
\_(FDA4 2000, FDA 2010) (Tabela 9)

A Tabela 5 mostra a comparacao do LOD e LOQ obtidos no método LC-
QToF-MS aqui proposto com os limites maximos estabelecidos pela legislacdo para
micotoxinas em produtos de cereais (FDA, 2000; EUROPEAN COMMISSION, 2006;
EUROPEAN COMMISSION, 2007; FDA, 2010; BRASIL, 2011; EUROPEAN
COMMISSION, 2013; BRASIL, 2017).
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Tabela 5 - Legislacdo estabelecida para micotoxinas em produtos de cereais para consumo humano pela Comisséo Europeia, Brasil e FDA, em que
malte e/ou cerveja podem ser enquadrados e os limites de detec¢édo (LOD) e guantificacdo (LOQ) obtidos no método LC-QToF-MS proposto.

Micotoxina Legislacéo Descricao Enquadramento de Nivel maximo LOD e LOQ (ug kg™) do
malte ou cerveja estabelecido pela método LC-QToF-MS
nos parametros da legislagio (ug kg™) proposto
legislagéo
Todos os cereais e todos 0s Malte
Europegn produtos derivados de cereais, malte (de qualquer AFBL: 2 . LOD:
Commission . . - Soma de B1, B2, G1 e G2: .
(2006) incluindo produtos processados cereal) e cerveja 4 AFB1: 0,15
de cereais AFB2, AFG1, AFG2: 0,05
Milho que sera submetido a LOQ
European triagem ou outro tratamento AFB1: 5 AFB1, AFB2, AFG1, AFG2:
Aflatoxinas Commission fisico antes do consumo milho maltado Soma de B1, B2, G1 e G2: 0,25_
(2006) humano ou usado como 10 Cerveja
ingrediente em alimentos LOD
Brasil (2011) Cereais e produtos de cereais malte (de qualquer Soma de B1, B2, G1 e G2: AFB1: 0,15
(incluindo cevada maltada) cereal) e cerveja 5 AFB2, AFG1, AFG2: 0,05
Todos os alimentos destinados . LOQ
FDA (2000) a0 consumo humano, exceto malte (de qualquer  Somade B, B2, G1e G2 ,rpy Arpy AFG1, AFG2:
. cereal) 20
leite 0,25
Todos os produtos derivados de
European cereais nao processados, Malte
e incluindo produtos de cereais malte (de qualquer LOD: 0,05
. Commission . - 3 .
Ocratoxina A (2006) processados e cereais cereal) e cerveja LOQ: 0,_125
(OTA) destinados ao consumo humano Cerveja
direto LOD: 0,10
Brasil (2011) Cgreais e produtos de cereais malte (de qualql_Jer 10 LOQ: 0,25
(incluindo cevada maltada) cereal) e cerveja
CIcE)lrJr:%Fi)seggn Alimentos processa}dos a base malte (de quJanuer 200 Malte
(2006) de cereais cereal) LOD: 2.5
Desoxinivalen . Cereais e produtos de cereais malte (de qualquer LOQ: 10
ol (DON) Brasil (2017) (incluindo cevada maltada) cereal) e cerveja 750 Cerveja
Brasil (2017) Trigo e derivados trigo maltado 1000 LOD: 1,0
FDA (2010) Bagaco de malte malte (de qualquer 30000 LOQ:5,0
cereal)
European . . Malte
Zea(r;llzzn)ona Commission Alimentos é)éoggseiziagos a base malte ((:(itrae(;llJ)alquer 20 LOD: 0.10
(2006) LOQ: 0,25
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. Cereais e produtos de cereais malte (de qualquer Cerveja
Brasil (2017) (incluindo cevada maltada) cereal) e cerveja 100 LOD: 0,05
Brasil (2017) Trigo e derivados trigo maltado 200 LOQ: 0,125
. : milho maltado e Malte
Brasil (2017) Produtos de milho cerveja Soma de B1 e B2: 1000 LOD: 15
Fumonisinas European . R LOQ: 50
(FMs) Commission Alimentos proce_ssados a base Soma de B1 e B2: 200 Cerv.eja
(2007) de milho milho maltado LOD: 15
LOQ: 50
Malte
LOD HT-2: 2,0
European LODT-2:1,5
Toxinas HT-2 c L Cevada (incluindo cevada para Soma de HT-2 e T-2: 200 LOQHT-2e T-2:5,0
ommission X cevada para malte :
eT-2 (2013) malte) e milho Cerveja
LOD HT-2: 2,5
LODT-2:1,5

LOQ HT-2e T-2: 5,0

Fonte: FDA (2000); European Commission (2006); European Commission (2007); FDA (2010); Brasil (2011); European Commission (2013); Brasil

(2017).
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Os valores de LOD ou LOQ ficaram entre 8 e 67 vezes menores do que o
valor estabelecido como limite maximo permitido pela legislagdo para as diferentes
micotoxinas (Tabela 5). Por exemplo, o LOQ (0,25 ug kg™) obtido para AFB1 foi 8
vezes menor do que o valor estabelecido como limite maximo permitido para esta
micotoxina nos produtos de cereais (2 ug kg) (EUROPEAN COMMISSION, 2006;
BRASIL, 2011). O LOD obtido para FB1 (15 ug kg™) foi 67 vezes inferior ao limite
maximo estabelecido pela legislagdo (1000 pg kg™) (BRASIL, 2017).

E importante mencionar ainda que o LOQ para T-2 e HT-2 individualmente
ndo deve ser superior a 5 ug kg™ conforme estabelecido pela Comisséo Europeia
(EUROPEAN COMMISSION, 2013). Essa especificacdo foi alcancada com o
método proposto, no qual foi obtido LOQ de 5 pg kg™ para essas toxinas tanto no
malte quanto na cerveja.

A Tabela 6 apresenta a comparacao detalhada entre 0 método proposto no
presente trabalho com outros métodos relatados na literatura para a determinacgéo
de micotoxinas em malte (listadas na primeira parte) e cerveja (na segunda parte da
Tabela 6).



considerando dados de 2010 a 2020 utilizando Google Scholar, Scopus e PubMed e as seguintes palavras-chave: “malted”,
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Tabela 6 - Visdo geral dos métodos da literatura usados para analise de micotoxinas em malte e cerveja, a fim de comparar com o método
QUEChERS-LC-QToF-MS proposto (destacado em fonte azul) validado para 17 micotoxinas usando calibracéo por superposicdo de matriz (MMC) e
com tempo de analise instrumental de 20 min (média de 1,2 min para cada micotoxina). Uma abrangente revisao da literatura foi realizada

” 0 I3 ]

mycotoxin”, “multiple mycotoxin”, “simultaneous analysis”.

malt”,

FE 3] (N3]

beer”, “multi-

Analito Método? Preparacéo Numero de micotoxinas e abordagem Estratégia usada para Tempo (min) de LOD; LOQ (mg
da amostra® [Referéncia]® corrigir o efeito da anélise kg™)'
matriz® instrumental; para
MALTE cadatoxina®
Legisladas
LC-HRMS 34 (toxinas de Fusarium + alternariol,
alternariol metil éter + OTA + STG + &cido MMC e IS (**C-padrao _ ,
cevada QUEChERS : 1 . ) 37,5;1,1 2,6,7
micofendlico + alcaloides de ergot) [Beccari et marcado)
para malte
al., 2016]
LC- 14 (toxinas de Fusarium) [Habler e Rychlik, 18~ x ) )
DON QTrapMs SPE 2016] IS (T C-padrdao marcado) 35;2,5 0,9; 2,6
LC-TOEMS IAC 5 (tricotecenos) [Ks;e()nllg}/vmz—Wozmak etal., MMC 28: 5.6 517
LC. IS (°C-padrdes 0,092; 0,31
QTrapMs IAC 18 tricotecenos [Barthel et al., 2012] marcados fje apenas 3 35; 2,0 2.5 10
toxinas)
LC-HRMS 34 (toxinas de Fusarium + alternariol, "
cevada QUEChERS _alterna,rl_ol metil ete_r + OTA+ STG + aC|d<_) MMC e IS (T C-padréao 375 1.1 30: 100
FB1 micofendlico + alcaloides de ergot) [Beccari et marcado)
para malte
al., 2016]
15; 50
0,12; 0,39
AFG2 0,08; 0,26
AFB2 LC-ITMS IAC 4 (AFB1, B2, G1 e G2) [Benesova et al., 2012] MMC NI 0,08;0,25
AFG1 0,04; 0,13
AFB1 0,15; 0,25 (para
todas as AFS)
34 (toxinas de Fusarium + alternariol, _
LC-HRMS alternariol metil éter + OTA + STG + 4cido MMC e IS (**C-padréo . 4,13
OTA cevada QUEChERS . . . ; 37,511
micofendlico + alcaloides de ergot) [Beccari et marcado)
para malte al., 2016] 0,05; 0,125
HT-2 LC-HRMS  QuEChERS 34 (toxinas de Fusarium + alternariol, MMC e IS (°C- 37,5;1,1 2,0;6,7
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cevada alternariol metil éter + OTA + STG + acido micotoxinas marcadas)
para malte micofendlico + alcaloides de ergot) [Beccari et
al., 2016]
LC- 14 (toxinas de Fusarium) [Habler e Rychlik, 13 ~ i .
QTrapMs SPE 2016] IS (""C-padréo marcado) 35;2,5 0,1;0,2
IS (P°C-padrées 0,32;1,1
LC-QMS IAC 18 tricotecenos [Barthel et al., 2012] marcados de apenas 3 35; 2,0 2050
toxinas) T
LC-HRMS 34 (toxinas de Fusarium + alternariol,
alternariol metil éter + OTA + STG + &cido MMC e IS (**C-padréo _ _
cevada QUEChERS . - . . 37511 4,0; 13
ara malte micofendlico + alcaloides de ergot) [Beccari et marcado)
P al., 2016]
T-2 LC- 14 (toxinas de Fusarium) [Habler e Rychlik, 13~ x i )
QTrapMs SPE 2016] IS (""C-padrao marcado) 35;2,5 0,2; 0,5
IS (°C-padrées 0,20; 0,66
LC-QMS IAC 18 tricotecenos [Barthel et al., 2012] marcados de apenas 3 35; 2,0 1550
toxinas) T
LC-HRMS 34 (thmas (_je, Fusarium + alternarl'oI., .
alternariol metil éter + OTA + STG + acido MMC e IS (T°C- . .
cevada QUEChERS : 1 . ) . ) 37,5;1,1 0,8;2,7
ZEA para malte micofendlico + alcaloides de ergot) [Beccari et micotoxinas marcadas)
al., 2016]
LC- 14 (toxinas de Fusarium) [Habler e Rychlik, . . 0,5;1,5
QTrapMs SPE 2016] MMC (amido de batata) 27; 2,0 0.10: 0.25
Emergentes
34 (toxinas de Fusarium + alternariol
LC-HRMS . gt P 30; 100
MON cevada ~ QuEChERs _ attemariol metil éter + OTA + STG + acido MMC 37,5: 1,1 !
ara malte micofendlico + alcaloides de ergot) [Beccari et _
P al., 2016] 5; 15
34 (toxinas de Fusarium + alternariol
LC-HRMS . o P 8; 27
STG cevada ~ QuEChERs _ attemariol metil éter + OTA + STG + acido MMC 37,5: 1,1
ara malte micofendlico + alcaloides de ergot) [Beccari et 50 12.5
P al., 2016] 0; 12,
LC-HRMS 34 (toxinas de Fusarium + alternariol,
cevada ~ QuEChERs attermariol metil éter + OTA + STG + acido MMC 37,5:1,1 8; 27
ENB para malte micofendlico + alcaloides de ergot) [Beccari et
al., 2016]
LC-QTrap 14 (toxinas de Fusarium) [Habler e Rychlik, 15y, ~ . 0,7, 2,1
MS SPE 2016] IS ("°"N-padréo marcado) 35;2,5 05 25
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34 (toxinas de Fusarium + alternariol,

LC-HRMS . o P
cevada ~ QuEChERs Alternariol metil éter + OTA + STG + acido MMC 37,5 1,1 10; 33
ENB1 ara malte micofendlico + alcaloides de ergot) [Beccari et
P al., 2016]
LC-QTrap 14 (toxinas de Fusarium) [Habler e Rychlik, 155 x ) 1,3; 3,9
MS SPE 2016] IS ("°"N-padrédo marcado) 35;2,5 0.01: 0.05
e
cevada QUEChERS icofencli lcaloides d . MMC 37511 10; 33
BEA para malte micofendlico + alcaloides de ergot) [Beccari et
al., 2016]
LC- 14 (toxinas de Fusarium) [Habler e Rychlik, 15 ~ . 0,3;0,7
QTrapMs SPE 2016] IS (""N-padrdo marcado) 35;2,5 0.025: 0125
e P A A
cevada QUEChERS . - . . MMC 37511 8; 27
ENAL para malte micofendlico + alcaloides de ergot) [Beccari et
al., 2016]
LC- 14 (toxinas de Fusarium) [Habler e Rychlik, 15 x ) 1,4;4,1
QTrapMs SPE 2016] IS ("°N-padréo marcado) 35;2,5 0.5: 1,25
LC-HRMS atternariol metl ter + OTA + ST + &cido
cevada QUEChERS icofendli lcaloides d ) MMC 37,511 8; 27
ENA para malte micofendlico + alcaloides de ergot) [Beccari et
al., 2016]
LC- 14 (toxinas de Fusarium) [Habler e Rychlik, 15 ~ . 1,1; 3,1
QTrapMs SPE 2016] IS ("°N-padrédo marcado) 35;2,5 0.01: 0.05
CERVEJA
Legisladas
22 (legisladas: DON, ZEA, FB1, AFs, OTA, T-2
e HT-2 + zearalenol + emergentes: ENs, MON, . .
LC-QMS QUEChERS neosolaniol, formas modificadas de DON) MMC 13,06 1,48, 4,89
[Gonzélez-Jartin et al., 2019]
13 15 ~
LC- SPE 8 (toxinas de Fusarium) [Habler et al., 2017] IS (*C- e "N-padrdo 35; 4,4 3,0;8,9
DON QTrapMS marcado)
GC-OMS QUEChERS 14 (Fusarium toxw;?) [ZFE)()lir]lguez—Carrasco et MMC 2518 0.05: 0,10
LC-TOEMS IAC 5 (tricotecenos) [KS|2eOn1|S}/\/|cz-Wozn|ak et al., MMC 28: 5.6 0.6: 2.1
LC-ToFMS ~QuEChers 2 (egisladas: AFBL, OTA, HT-2, T-2, DON, MMC 14,15 2,50; 8,33

ZEA, FB1 e FB2 + STG) [Bogdanova et al.,
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2018]

23 (legisladas: AFB1, FB2, AFG1, AFG2, FB1,
FB2, FB3, OTA, T2, HT-2, ZEA, DON + STG +

LC-Banderln M,\?Sg“f roquefortina C + alternariol + alternariol MMC 278 1.2 5176 103.53
quaergpo ° centria;ugagéo _ mc_)nqmetil éter + neosolan_ipl + T e '
diacetoxiscirpenol + formas modificadas de
DON [Wall-Martinez et al., 2019]
12 (legisladas: AFB1, OTA, DON, HT-2, T-2 e
ZEA + BEA + ENA + ENAL + ENB + ENB1 +
LC-ToFMS SPE STG [Rozentale, Bogdanova e Bartkevics, MMC 1311 0,30, 0,99
2018]
LC-tandem 15 (legisladas: AFB1, FFB2, AFG1, AFG2, 6.5 043 NI 5.0
quadrupolo QUEChERS DON, HT-2, T-2, ZEA, FB1, FB2, FB3 e OTA MMC e T
MS + AFM1 + PAT + NIV) [Tamura et al., 2011] 20: 1,2 10:5
22 (legisladas: DON, ZEA, FB1, AFs, OTA, T-2
e HT-2 + zearalenol + emergentes: ENs, MON, . .
LC-QMS QUEChERS neosolaniol, formas modificadas de DON) MMC 13, 0.6 1,36; 4,50
[Gonzdlez-Jartin et al., 2019]
9 (legisladas: AFB1, OTA, HT-2, T-2, DON,
LC-ToFMS  QuEChERS ZEA, FB1 e FB2 + STG) [Bogdanova et al., MMC 14;1,5 1,67; 5,56
2018]
23 (legisladas: AFB1, FB2, AFG1, AFG2, FB1,
FB1 FB2, FB3, OTA, T2, HT-2, ZEA, DON + STG +
LC-tandem MgSO, e roquefortina C + alternariol + alternariol
quadrupolo NacCl + o . MMC NI 42,77, 85,54
MS centrifugacio _ mqnc_)metll éter + neosolan_pl +
diacetoxiscirpenol + formas modificadas de
DON [Wall-Martinez et al., 2019]
LC-tandem 15 (legisladas: AFB1, FFB2, AFG1, AFG2, 6.5 043 NI 5.0
quadrupolo QUuUEChERS DON, HT-2, T-2, ZEA, FB1, FB2, FB3 e OTA MMC e T
MS + AFM1 + PAT + NIV) [Tamura et al., 2011] 20; 1,2 15; 50
22 (legisladas: DON, ZEA, FB1, AFs, OTA, T-2
e HT-2 + zearalenol + emergentes: ENs, MON, . .
LC-QMS QUEChERS neosolaniol, formas modificadas de DON) MMC 13, 0.6 0,017;0,058
AFG2 [Gonzalez-Jartin et al., 2019]
LC-tandem MgSO, e 23 (legisladas: AFB1, FB2, AFG1, AFG2, FB1,
guadrupolo NaCl + FB2, FB3, OTA, T2, HT-2, ZEA, DON + STG + MMC NI 1,16; 2,23
MS centrifugacdo roquefortina C + alternariol + alternariol
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monometil éter + neosolaniol +
diacetoxiscirpenol + formas modificadas de
DON [Wall-Martinez et al., 2019]

15 (legisladas: AFB1, FFB2, AFG1, AFG2,

LC-tandem
DON, HT-2, T-2, ZEA, FB1, FB2, FB3 e OTA . .
quatlz\l/:gpolo QUEChERS + AFM1 + PAT + NIV) [Tamura, Uyama e MMC 6,5; 0,43 NI; 0,25
Mochizuki, 2011]
LC-ITMS IAC 4 (AFB1, B2, G1 e G2) [Benesova et al., 2012] MMC NI Oooogg 8’2252
22 (legisladas: DON, ZEA, FB1, AFs, OTA, T-2
e HT-2 + zearalenol + emergentes: ENs, MON, . .
LC-QMS QUECHERS neosolaniol, formas modificadas de DON) MMC 13,06 0,013;0,043
[Gonzalez-Jartin et al., 2019]
23 (legisladas: AFB1, FB2, AFG1, AFG2, FB1,
LCtandem  MgSO,e il B % ermariol - aemariol
qguadrupolo NaCl + q . . MMC NI 2,29; 4,57
AFB? MS centrifugacio monometil éter + neosolaniol +
gac diacetoxiscirpenol + formas modificadas de
DON [Wall-Martinez et al., 2019]
15 (legisladas: AFB1, FFB2, AFG1, AFG2,
LC-tandem DON, HT-2, T-2, ZEA, FB1, FB2, FB3 e OTA
quat:\l;gpolo QUEChERS + AFM1 + PAT + NIV) [Tamura, Uyama e MMC 6,5; 0,43 NI; 0,25
Mochizuki, 2011]
LC-ITMS IAC 4 (AFB1, B2, G1 e G2) [Benesova et al., 2012] MMC NI 0%0(?;; 8'2203
22 (legisladas: DON, ZEA, FB1, AFs, OTA, T-2
e HT-2 + zearalenol + emergentes: ENs, MON, . .
LC-QMS QUECHERS neosolaniol, formas modificadas de DON) MMC 13,06 0,011;0,037
[Gonzdlez-Jartin et al., 2019]
23 (legisladas: AFB1, FB2, AFG1, AFG2, FB1,
LC-tandem MgSO, e FB2, FB3, OTA, T2, HT-2, ZEA, DON + STG +
- 4 , ) ;
AFG1 quadrupolo NaCl + roquefortina C + alternariol + al.ternanol MMC NI 2.10: 4,20
MS centrifugacio monometil éter + neosolaniol +
gag diacetoxiscirpenol + formas modificadas de
DON [Wall-Martinez et al., 2019]
LC-tandem 15 (legisladas: AFB1, FFB2, AFG1, AFG2,
guadrupolo QUuUEChERS DON, HT-2, T-2, ZEA, FB1, FB2, FB3 e OTA MMC 6,5; 0,43 NI; 1,0
MS + AFM1 + PAT + NIV) [Tamura, Uyama e
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Mochizuki, 2011]

LC-ITMS

IAC

4 (AFB1, B2, G1 e G2) [Benesova et al., 2012]

MMC

NI

0,0031; 0,0102

0,05; 0,25
22 (legisladas: DON, ZEA, FB1, AFs, OTA, T-2
e HT-2 + zearalenol + emergentes: ENs, MON, . .
LC-QMS QUEChERS neosolaniol, formas modificadas de DON) MMC 13,06 0,012;0,038
[Gonzalez-Jartin et al., 2019]
HPLC-ToE- 9 (legisladas: AFB1, OTA, HT-2, T-2, DON,
MS QUEChERS ZEA, FB1 e FB2 + STG) [Bogdanova et al., MMC 14;1,5 0,03; 0,09
2018]
23 (legisladas: AFB1, FB2, AFG1, AFG2, FB1,
FB2, FB3, OTA, T2, HT-2, ZEA, DON + STG +
LC-tandem MgSO, e roquefortina C + alternariol + alternariol
quadrupolo NacCl + q o . MMC NI 3,22; 6,43
MS centrifugacio ' mqnqmetll éter + neosolan.pI +
AFB1 diacetoxiscirpenol + formas modificadas de
DON [Wall-Martinez et al., 2019]
15 (legisladas: AFB1, FFB2, AFG1, AFG2,
LC-tandem DON, HT-2, T-2, ZEA, FB1, FB2, FB3 e OTA
quao'\l/rlgpolo QUEChERS + AFM1 + PAT + NIV) [Tamura, Uyama e MMC 6,5; 0,43 NI; 1,0
Mochizuki, 2011]
12 (legisladas: AFB1, OTA, DON, HT-2, T-2 e
ZEA + BEA + ENA + ENA1 + ENB + ENB1 + ) ]
LC-ToFMS SPE STG [Rozentale, Bogdanova and Bartkevics, MMC 1311 0,021;0,068
2018]
LC-ITMS IAC 4 (AFB1, B2, G1 e G2) [Benesova et al., 2012] MMC NI O%Oig 8'2251
22 (legisladas: DON, ZEA, FB1, AFs, OTA, T-2
e HT-2 + zearalenol + emergentes: ENs, MON, . .
LC-QMS QUEChERS neosolaniol, formas modificadas de DON) MMC 13,06 0,15;0,50
[Gonzdlez-Jartin et al., 2019]
HPLC-ToF- 9 (legisladas: AFB1, OTA, HT-2, T-2, DON,
QUEChERS ZEA, FB1 e FB2 + STG) [Bogdanova et al., MMC 14; 1,5 0,14; 0,45
OTA MS 2018]
23 (legisladas: AFB1, FB2, AFG1, AFG2, FB1,
LC-tandem MgSO, e FB2, FB3, OTA, T2, HT-2, ZEA, DON + STG +
quadrupolo NaCl + roquefortina C + alternariol + alternariol MMC NI 4,04, 8,08
MS centrifugacao monometil éter + neosolaniol +

diacetoxiscirpenol + formas modificadas de
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DON [Wall-Martinez et al. 2019]

15 (legisladas: AFB1, FFB2, AFG1, AFG2,

UHPLC-
DON, HT-2, T-2, ZEA, FB1, FB2, FB3 e OTA . .
Jaa‘é‘riege QUEChERS ™ AFM1 + PAT + NIV) [Tamura, Uyama e MMC 6,5, 0,43 NI; 1,0
4 P Mochizuki, 2011]
12 (legisladas: AFB1, OTA, DON, HT-2, T-2 e 0015 0.05
LC-TOEMS SPE ZEA + BEA + ENA + ENAL + ENB + EN!31 + MMC 13:1.1
STG [Rozentale, Bogdanova e Bartkevics, ;
0,10; 0,25
2018]
22 (legisladas: DON, ZEA, FB1, AFs, OTA, T-2
e HT-2 + zearalenol + emergentes: ENs, MON, . .
LC-QMS QUECHERS neosolaniol, formas modificadas de DON) MMC 13,06 0,50; 1,66
[Gonzélez-Jartin et al., 2019]

LC- . . IS (°C- e ®N-padréo _
QTrapMs SPE 8 (toxinas de Fusarium) [Habler et al., 2017] marcado) NI 1,3; 3,8
GC-Triple 14 (toxinas de Fusarium) [Rodriguez-Carrasco .

quadrupolo QUEChERS et al., 2015] MMC NI 2,0,4,0
9 (legisladas: AFB1, OTA, HT-2, T-2, DON,
LC-ToFMS  QuUEChERS ZEA, FB1 e FB2 + STG) [Bogdanova et al., MMC 14; 1,5 0,06; 0,21
2018]
23 (legisladas: AFB1, FB2, AFG1, AFG2, FB1,
HT-2 LC-tandem MgSO, e FB2, FB3, OTA, T2, HT-2, ZEA, DON + STG +
- 4 . ) :
quadrupolo NaCl + roquefortina C + alternariol + al_ternanol MMC NI 6.39: 12,79
MS centrifugacio _ mqnqmetll éter + neosolan_u_)I +
diacetoxiscirpenol + formas modificadas de
DON [Wall-Martinez et al., 2019]
12 (legisladas: AFB1, OTA, DON, HT-2, T-2 e
ZEA + BEA + ENA + ENA1 + ENB + ENB1 + ) ]
LC-ToFMS SPE STG [Rozentale, Bogdanova e Bartkevics, MMC 1311 025,083
2018]
LC-tandem 15 (legisladas: AFB1, FFB2, AFG1, AFG2,
- DON, HT-2, T-2, ZEA, FB1, FB2, FB3 e OTA . NI; 1,0
qua(:/rlgpolo QUEChERS + AFM1 + PAT + NIV) [Tamura, Uyama e MMC 6,5, 0,43
Mochizuki, 2011] 2,5;5,0
22 (legisladas: DON, ZEA, FB1, AFs, OTA, T-2
T-2 LC-QMS QUEChERS e HT-2 + zearalenol + emergentes: ENs, MON, MMC 13: 0.6 0.20: 0.66

neosolaniol, formas modificadas de DON)
[Gonzélez-Jartin et al., 2019]
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LC-QTrap

IS (°C- e ®N-padrao

MS SPE 8 (toxinas de Fusarium) [Habler et al., 2017] marcado) NI 1,2;35
GC-Triple . . .
quadrupolo  QUEChERS 14 (toxinas de Fusarium) [Rodriguez-Carrasco MMC NI 4080

MS et al., 2015]

9 (legisladas: AFB1, OTA, HT-2, T-2, DON,
LC-ToFMS  QuEChERS ZEA, FB1 e FB2 + STG) [Bogdanova et al., MMC 14;1,5 0,08; 0,27
2018]
23 (legisladas: AFB1, FB2, AFG1, AFG2, FB1,
FB2, FB3, OTA, T2, HT-2, ZEA, DON + STG +
LC-tandem MgSO, e roquefortina C + alternariol + alternariol
guadrupolo NaCl + q i & laniol MMC NI 8,23; 16,46
MS centrifugacdo . monometil éter + neosolaniol +
diacetoxiscirpenol + formas modificadas de
DON [Wall-Martinez et al., 2019]
12 (legisladas: AFB1, OTA, DON, HT-2, T-2 e
ZEA + BEA + ENA + ENAL1 + ENB + ENB1 + . .
LC-ToFMS SPE STG [Rozentale, Bogdanova e Bartkevics, MMC 1311 028,091
2018]
LC-tandem 15 (legisladas: AFB1, FFB2, AFG1, AFG2, NIE 1.0
quadrupolo QUuEChERS DON, HT-2, T-2, ZEA, FB1, FB2, FB3 e OTA MMC 6,5; 0,43 T
MS + AFM1 + PAT + NIV) [Tamura et al., 2011] 1,5: 5,0
22 (legisladas: DON, ZEA, FB1, AFs, OTA, T-2
e HT-2 + zearalenol + emergentes: ENs, MON, . .
LC-QMS QUECHERS neosolaniol, formas modificadas de DON) MMC 13,06 071,236
[Gonzalez-Jartin et al., 2019]

LC- . . IS (°C- e N-padréo _
OTrapMs SPE 8 (toxinas de Fusarium) [Habler et al., 2017] marcado) NI 1,4;4,0
GC-Triple QUEChERS 14 (toxinas de Fusarium) [Rodriguez-Carrasco MMC NI 8: 16

quadrupolo et al., 2015]

ZEA 9 (legisladas: AFB1, OTA, HT-2, T-2, DON,
LC-ToFMS  QuEChERS ZEA, FB1 e FB2 + STG) [Bogdanova et al., MMC 14;1,5 0,09; 0,30
2018]

23 (legisladas: AFB1, FB2, AFG1, AFG2, FB1,

Candem  NgSo.e P45, OTA T2 HT2 258 DON Y o7

quadrupolo NacCl + _ . MMC NI 14,12; 28,23

. = monometil éter + neosolaniol +
MS centrifugacdo

diacetoxiscirpenol + formas modificadas de
DON [Wall-Martinez et al., 2019]
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12 (legisladas: AFB1, OTA, DON, HT-2, T-2 e
ZEA + BEA + ENA + ENAL1 + ENB + ENB1 +

LC-ToFMS SPE STG [Rozentale, Bogdanova e Bartkevics, MMC 1311 0,29, 0,95
2018]
LC-tandem 15 (legisladas: AFB1, FFB2, AFG1, AFG2, NI 1.0
quadrupolo QUEChERS DON, HT-2, T-2, ZEA, FB1, FB2, FB3 e OTA MMC 6,5; 0,43 T
MS + AFM1 + PAT + NIV) [Tamura et al., 2011] 0.05 0.125
Emergentes
22 (legisladas: DON, ZEA, FB1, AFs, OTA, T-2
e HT-2 + zearalenol + emergentes: ENs, MON, . 0,80; 2,64
MON LC-QMS QUEChERS neosolaniol, formas modificadas de DON) MMC 13,06 5; 15
[Gonzélez-Jartin et al., 2019]
23 (legisladas: AFB1, FB2, AFG1, AFG2, FB1,
UWPLC- MgsOye "o TR Y ermariol  altemariol
u;d”rﬂleolo cenl':lrﬁud; 50 monometil éter + neosolaniol + MMC NI 527, 10,54
q P gac diacetoxiscirpenol + formas modificadas de
DON [Wall-Martinez et al., 2019]
STG 9 (legisladas: AFB1, OTA, HT-2, T-2, DON,
LC-ToFMS  QuEChERS ZEA, FB1 e FB2 + STG) [Bogdanova et al., MMC 14;1,5 0,02; 0,07
2018]
12 (legisladas: AFB1, OTA, DON, HT-2, T-2 e 0.027: 0.090
ZEA + BEA + ENA + ENAL1 + ENB + ENBL1 + . e
LC-ToFMS SPE STG [Rozentale, Bogdanova e Bartkevics, MMC 1311 5 125
2018] T
22 (legisladas: DON, ZEA, FB1, AFs, OTA, T-2
e HT-2 + zearalenol + emergentes: ENs, MON, . .
LC-QMS QUEChERS neosolaniol, formas modificadas de DON) MMC 13, 0.6 0,01;0,05
[Gonzdlez-Jartin et al., 2019]
13 15 =
ENB QTIr_an_MS SPE 8 (toxinas de Fusarium) [Habler et al., 2017] IS ( Cn-]aercaﬁ;);;adrao NI 0,05; 0,15
12 (legisladas: AFB1, OTA, DON, HT-2, T-2 e 0.013: 0.043
ZEA + BEA + ENA + ENAL1 + ENB + ENB1 + . ! T
LC-ToFMS SPE STG [Rozentale, Bogdanova e Bartkevics, MMC 13,11 0.01: 0.05
2018] T
ENBL LC-QMS QUEChERS 22 (legisladas: DON, ZEA, FB1, AFs, OTA, T-2 MMC 13-06 0.01: 0.04

e HT-2 + zearalenol + emergentes: ENs, MON,
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neosolaniol, formas modificadas de DON)
[Gonzalez-Jartin et al., 2019]

LC-ToFMS

SPE

12 (legisladas: AFB1, OTA, DON, HT-2, T-2 e
ZEA + BEA + ENA + ENAL1 + ENB + ENB1 +
STG [Rozentale, Bogdanova e Bartkevics,
2018]

MMC

13;1,1

0,016; 0,052

0,01; 0,05

BEA

LC-QMS

QUEChERS

22 (legisladas: DON, ZEA, FB1, AFs, OTA, T-2
e HT-2 + zearalenol + emergentes: ENs, MON,
neosolaniol, formas modificadas de DON)
[Gonzalez-Jartin et al., 2019]

MMC

13; 0,6

0,49; 1,61

LC-ToFMS

SPE

12 (legisladas: AFB1, OTA, DON, HT-2, T-2 e
ZEA + BEA + ENA + ENAL1 + ENB + ENB1 +
STG [Rozentale, Bogdanova e Bartkevics,
2018]

MMC

13;1,1

0,018; 0,058

0,025; 0,125

ENA1

LC-QMS

QUEChERS

22 (legisladas: DON, ZEA, FB1, AFs, OTA, T-2
e HT-2 + zearalenol + emergentes: ENs, MON,
neosolaniol, formas modificadas de DON)
[Gonzélez-Jartin et al., 2019]

MMC

13;0,6

0,01; 0,03

LC-ToFMS

SPE

12 (legisladas: AFB1, OTA, DON, HT-2, T-2 e
ZEA + BEA + ENA + ENA1 + ENB + ENB1 +
STG [Rozentale, Bogdanova e Bartkevics,
2018]

MMC

13;1,1

0,015; 0,050

0,01; 0,05

ENA

LC-QMS

QUEChERS

22 (legisladas: DON, ZEA, FB1, AFs, OTA, T-2
e HT-2 + zearalenol + emergentes: ENs, MON,
neosolaniol, formas modificadas de DON)
[Gonzélez-Jartin et al., 2019]

MMC

13; 0,6

0,01; 0,04

LC-ToFMS

SPE

12 (legisladas: AFB1, OTA, DON, HT-2, T-2 e
ZEA + BEA + ENA + ENAL1 + ENB + ENB1 +
STG [Rozentale, Bogdanova e Bartkevics,
2018]

MMC

13;1,1

0,019; 0,062

0,01; 0,05

# Método; cromatografia liquida com QTRAPMS: deteccdo por espectrometria de massa de captura de ions linear/triplo quadrupolo; HRMS:

espectrdmetro de massa de alta resolucdo; QMS: deteccao por espectrometria de massa triplo quadrupolo; FLD: deteccao por fluorescéncia; ITMS:
deteccdo por espectrometria de massa de armadilha de ions; ToFMS: deteccdo por espectrometria de massa de tempo de voo
b Preparacao da amostra; QUEChERS: Rapido, Féacil, Barato, Eficaz, Robusto e Seguro; SPE: extracdo em fase sélida; IAC: coluna de imunoafinidade
° Namero de micotoxinas avaliadas simultaneamente

d Estratégia usada para corrigir o efeito de matriz; MMC: calibracdo por superposicdo de matriz; IS: padrao interno
¢ Tempo (min) da analise instrumental; tempo de anélise para cada micotoxina; NI: ndo informado

"LOD: limite de detecc¢édo; LOQ: limite de quantificacéo
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LOD e LOQ, respectivamente, encontrados para DON (2,5 e 10 ug kg-') e HT-
2 (2,5 e 5 ug kg') em cevada maltada foram semelhantes aos relatados por Beccari
et al. (2016) que usou cromatografia liquida acoplada a um espectrémetro de
massas de alta resolugdo (LC-HRMS, do inglés: liquid chromatography-high-
resolution mass spectrometry) para analisar micotoxinas em cevada destinada a
producdo de malte (2,0 e 6,7 ug kg™ para DON e HT-2). Os valores de LOD e LOQ
para outras micotoxinas legisladas, como OTA, T-2, ZEA e FB1 foram pelo menos 2
vezes menores do que os apresentados por Beccari et al. (2016) (Tabela 6). AFs
nao foram validadas por Beccari et al. (2016) e os valores de LOD e LOQ
encontrados no método proposto foram semelhantes aos relatados usando
cromatografia liquida acoplada a deteccdo por espectrometria de massas com
analisador armadilha de ions (LC-ITMS, do inglés: liquid chromatography coupled to
ion trap mass spectrometry detection) (BENESOVA et al., 2012).

Em relacdo as micotoxinas emergentes, os valores obtidos de LOD e LOQ
também foram comparados com outros métodos da literatura de acordo com a
Tabela 6. Com relacdo ao malte, LOD e LOQ, respectivamente, para MON e STG
foram menores do que os relatados por Beccari et al. (2016) usando LC-HRMS. BEA
e ENs apresentaram LOD e LOQ inferiores aos encontrados por Habler e Rychlik
(2016) que empregou cromatografia liquida acoplada a deteccéo por espectrometria
de massas com analisador de captura de ions linear/triplo quadrupolo (LC-QTrapMS,
do inglés: liquid chromatography coupled to triple quadrupole/linear ion trap mass
spectrometry detection). Da mesma forma, para a cerveja 0 método proposto
resultou em valores de LOD e LOQ mais baixos do que os encontrados por
Gonzalez-Jartin et al. (2019) na analise de BEA. LOD e LOQ de STG foram
semelhantes a Wall-Martinez et al. (2019), enquanto para ENs foram semelhantes
aos relatados por Gonzalez-Jartin et al. (2019).

A Tabela 7 mostra a comparacéo dos resultados do método QUEChERS-LC-
QToF-MS com os critérios de desempenho de métodos analiticos para micotoxinas
definidos pela Comisséao Europeia (EUROPEAN COMMISSION, 2014).
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Tabela 7 - Comparagéo dos resultados do método QUEChERS-LC-QToF-MS com os critérios de
desempenho para métodos de micotoxinas definidos pelo Regulamento da Comisséo da Unido
Europeia (EU) No 519/2014.

Regulamento da Comisséao (EU) No Resultados do método QUEChERS-LC-QToF-
519/2014 MS proposto®
Micotoxina  Concentracdo Faixa de RSD’ (%) | Concentragdo Recuperagdo Prec. inter.
(Mg kg™) recuperacao avaliada (ug (%) RSD” (%)
(%) kg™h)°
3 - 10- _ _
AFBL, AFB2, 1;3%;)04 ?81?8 0,25; 10; 50 90 - 98 3,9-9,6
AFGle -
AFG2 >10° 80-110
OTA <1 50-120 <40 0,125; 0,25 95 59-8,5
21 70-110 <20 2,5;5; 20 92 - 99 6,5-9,0
DON >100-<500 60-110 <20 5;10; 500 73-76 2,8-9,8
>500 70-120 <20 1000 79 - 81 40-5.2
ZEA <50 60-120 <40 0,25; 25; 50 90-92 55-9,7
>50 70-120 <25 250; 375 90 3,0-5,0
<500 60-120 <30 50; 200, 500 74-179 25-95
FBl >500 70-110 <20
15-250 60-130 <30 50 90-92 6,2-8,9
T-2 e HT-2 625; 1250;
>250 60-130 <25 1500: 2000 89— 95 3,1-6,3

% As concentragBes mais baixa, intermediaria e mais alta da curva analitica de cada composto para
cada matriz (malte e cerveja) foram utilizadas para determinar a recuperacao e a precisao
intermediaria; ® RSD: desvio padr&o relativo obtido nos ensaios de preciséo intermediaria; ©
Concentracgfes avaliadas no ensaio de recuperagao.

Fonte: EUROPEAN COMMISSION (2014).

A porcentagem de recuperacao encontrada no método proposto foi listada na
Tabela 7 de acordo com a faixa de concentracdo de cada micotoxina para verificar a
adequacdo aos parametros da Comissdo Europeia. Para todas as micotoxinas
legisladas (AFs, OTA, DON, ZEA, FB1, T-2 e HT-2), a recuperacgao (73 - 99%) e a
precisado intermediaria (RSD < 9,8%) estdo de acordo com o0s regulamentos da
Tabela 7. Micotoxinas emergentes ndo estdo incluidas nas orientacdes da Comissao
Europeia (EUROPEAN COMMISSION, 2014).

Recuperacdo, repetibilidade e precisdo intermediaria obtidos para as
micotoxinas emergentes foram comparadas com o0s critérios de validacéo
estabelecidos pela Administragédo de Alimentos e Medicamentos (FDA) dos Estados
Unidos (FDA, 2019) na Tabela 8 e pela Associacdo de Quimicos Analiticos Oficiais
(AOAC) (AOAC, 2016) na Tabela 9, que também foi seguido pelo
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Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) do Brasil INMETRO, 2018).

Tabela 8 - Critérios de validacdo para métodos analiticos focados em contaminantes de alimentos (incluindo, mas nédo limitado a micotoxinas)
estabelecidos pela Administracdo de Alimentos e Medicamentos (FDA) dos Estados Unidos para comparar com os dados obtidos para as micotoxinas
emergentes no método QUEChERS-LC-QToF-MS

Diretrizes para a validagdo de métodos de acordo com FDA Resultados do método QUEChERS-LC-QToF-MS proposto®
ML® (ug Faixa minima Recuperacao Repe. Prec. Micotoxina  ConcentracBes Recuperacao Repe. Prec.
kg™) aplicavel (ug kg’ (%) RSD° inter. avaliadas (ug (%) RSD® (< inter.
Y (£ %) RSD? (= kg™ %) RSD*
%)
1 0,6-1,4 40-120 22 44 ENs 0,05; 2,5; 1,25 90 -99 30-70 35-92
BEA 0,125-5 98 — 102 1,2-32 35-91
10 6-14 60-115 22 44 STG 12,5; 25 91-95 6,0 54-6,8
MON 15 72-73 54-9,0 6,6-99
ENs 25 92 —99 45-52 66-95
10° 30-170 80-110 11 44 ENs 50; 62,5; 250 90 -99 26-9,2 29-91
STG 125 90 6,5 6,6
10° 520-1480 80-110 8 32 MON 100265300’ 78 — 83 1,0-16 45-6,0
1000; 1800;
STG 2000 96 - 97 15-42 44-63

 As concentragBes mais baixa, intermediaria e mais alta da curva analitica de cada composto para cada matriz (malte e cerveja) foram utilizadas nos
ensaios de recuperacéo, repetibilidade e precisdo intermediéria; ® ML: nivel do método, pode ser definido para a combinacédo de analito(s)/matriz(es)
da amostra como um nivel méaximo, nivel minimo, nivel normativo ou faixa de concentracdo dependendo do uso pretendido do método; ¢ RSD: desvio
padrao relativo obtido em ensaios de repetibilidade; 4 desvio padrao relativo obtido no ensaio de precisdo intermediaria

Fonte: FDA (2019).



Tabela 9 - Recuperacéo e repetibilidade aceitaveis dependendo da concentracdo do analito estabelecida pela Associacao de Quimicos Analiticos
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Oficiais (AOAC) e seguida pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) do Brasil para comparar com os dados obtidos no
método QUEChERS-LC-QToF-MS para as micotoxinas emergentes

Diretrizes para a validagdo de métodos de acordo
com AOAC e INMETRO

Resultados do método QUEChERS-LC-QToF-MS proposto®

Concentragdo de analito  Recuperacéo RSD" (< %) | Micotoxinas Concentragfes avaliadas Recuperacéo Repe
(Mg kg™) (%) (Mg kg™) (%) RSD” (<
%)
1 40-120 30 ENs 0,05; 2,5; 1,25 90 -99 3,0-7,0
BEA 0,125;5 98 — 102 12-3,2
10 60-115 21 STG 12,5; 25 91 -95 6,0
MON 15 72-73 54-9,0
ENs 25; 62,5; 50 92 — 97 28-7,8
BEA 100 99 1,0-5,8
10° 80-110 15 ENs 250 91 — 99 36-92
STG 125 90 6,5
10° 80-110 11 MON 1000; 2500; 3000 78 — 83 1,0-1,6
STG 1000; 1800; 2000 96 — 97 15-472

 As concentracdes mais baixa, intermediaria e mais alta da curvgt analitica de cada composto para cada matriz (malte e cerveja) foram utilizadas nos
ensaios de recuperacdo, repetibilidade e precisdo intermediéria; ~ RSD: desvio padrédo relativo obtido em ensaios de repetibilidade.

Fonte: AOAC (2016) e INMETRO (2018).
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Nas diretrizes da FDA, AOAC e INMETRO, a faixa de recuperacéo aceitavel e
RSD séo fixados de acordo com a concentracdo do analito. Para todas as
micotoxinas emergentes (avaliadas em malte e cerveja nas concentracfes mais
baixas, intermediarias e mais altas das curvas analiticas), os valores de recuperacao
(72 - 102%), repetibilidade (RSD < 9,2%) e precisdo intermediaria (RSD < 9,9%)
estdo de acordo com os parametros do FDA (Tabela 8), AOAC e INMETRO (Tabela
9).

O método QUEChERS-LC-QToF-MS proposto também apresentou
recuperacéo, repetibilidade e precisdo intermediaria de acordo com os parametros
estabelecidos pela Direcdo Geral de Saude e Seguranca Alimentar da Comissao
Europeia (SANTE) (SANTE, 2020). Apesar de serem especificamente elaboradas
para analise de agrotoxicos, as diretrizes da SANTE tem sido usadas para avaliar
métodos de quantificacdo de micotoxinas em alimentos como puré de maca, avela,
milho, pimenta verde (MALACHOVA et al., 2014), produtos de nozes
(CUNHA; SA; FERNANDES, 2018) e café (BESSAIRE et al, 2019).
Independentemente da concentracdo do analito, SANTE estabelece recuperacéo
variando de 70 a 120% e RSD inferior a 20% como parametros aceitaveis (SANTE,
2020).

Além dos adequados parametros de validacdo fornecidos pelo presente
método, outra vantagem foi o rendimento aprimorado, exigindo menos tempo e
trabalho por amostra/analito (20 min; 1,2 min de andlise para cada analito). O tempo
de analise instrumental relatado na literatura para métodos de malte ou cerveja
(Tabela 6) varia de 6,5 (TAMURA; UYAMA; MOCHIZUKI; 2011) a 37,5 min
(BECCARI et al, 2016) quando 15 e 34 micotoxinas foram avaliadas,
respectivamente. Tamura, Uyama e Mochizuki (2011) avaliaram as mesmas
micotoxinas legisladas que foram consideradas no presente estudo, além de
aflatoxina M1 (AFM1), patulina e nivalenol, resultando em um tempo médio de 0,43
min para cada micotoxina analisada por cromatografia liquida acoplada a
espectrometro de massas quadrupolo tandem (LC-tandem quadrupolo MS, do
inglés: liquid chromatography coupled with tandem quadrupole mass spectrometer).
E importante notar que AFM1 é o produto do metabolismo da AFB1 no figado de

animais que consumiram alimentos contaminados, podendo ser encontrada no leite,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691518301042#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691518301042#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691518301042#!
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urina e suor. Portanto, a AFM1 ndo é um contaminante de produtos de cereais.
Patulina € uma micotoxina legislada mundialmente apenas para suco de maca e
raramente foi relatada em produtos a base de cereais. Beccari et al. (2016)
avaliaram 34 toxinas, incluindo compostos legislados e emergentes, na cevada
destinada a producéo de malte por LC-HRMS. No entanto, as aflatoxinas (B1, B2,
G1 e G2) nao foram incluidas. A determinacdo de AFs em cereais por métodos
multi-micotoxina é essencial, pois essas toxinas sdo as unicas classificadas no

grupo 1 da IARC como cancerigenas para humanos (IARC, 2020).

4.2 Aplicacdo do método validado QUEChERS-LC-QToF-MS para andlise de

cerveja

Para verificar sua aplicabilidade, o método validado foi usado para a andlise
de amostras de cerveja artesanal (Tabela 2). Nenhuma das amostras de cerveja
artesanal exibiu niveis detectaveis de qualquer uma das 17 micotoxinas.

Toxinas produzidas por fungos do género Fusarium como DON, ZEA, T-2,
HT-2 e FB1 tém sido relatadas como as micotoxinas mais estudadas em produtos de
cereais, incluindo malte e cerveja (BARTHEL et al., 2012; BECCARI et al., 2016;
HABLER et al., 2017; BOGDANOVA et al., 2018; KSIENIEWICZ-WOZNIAK et al.,
2019; MASTANJEVIC et al., 2019). Em relacdo a cevada para malte (o nivel médio
encontrado para cada micotoxina € mencionado entre parénteses), 100% das
amostras provenientes da Alemanha estavam contaminadas com T-2 (16 pg kg™?),
HT-2 (34 ug kg™) e DON (19 pg kg™) (BARTHEL et al., 2012), enquanto a DON (53
ug kg?) foi encontrada em 90% das amostras de cevada maltada da Polonia
(KSIENIEWICZ-WOZNIAK et al., 2019). Beccari et al. (2016) encontraram DON
(39,2 ug kg™), ZEA (1,8 pg kgt), T-2 (27,5 pg kg™), HT-2 (36,1 pg kg™) e FB1 (156,3
ug kg™ em 7, 12, 40, 65 e 2%, respectivamente, das amostras de cevada destinada
a elaboracdo de malte da Italia. Algumas dessas micotoxinas também foram
relatadas em cervejas comercializadas na Let6nia, em que DON (73,2 pg kg™), T-2
(1,9 ug kg™), HT-2 (2,0 ug kg?), FB1 (22,6 ug kg™), AFB1 (0,14 ug kg™) e STG (0,15
ug kg?) foram detectadas em 51, 38, 52, 24, 8 e 7% das amostras de cerveja,
respectivamente (BOGDANOVA et al.,, 2018). DON foi encontrada em 97% de
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amostras de cerveja na Polénia (12,3 pg kg?) (KSIENIEWICZ-WOZNIAK et al.,
2019) e em 36% de amostras de cerveja analisadas na Alemanha (7,1 ug kg™), onde
ENB (0,32 ug kg™) também foi detectada em 59% das amostras (HABLER et al.,
2017).

No entanto, a ocorréncia desses compostos ndo foi observada em varios
estudos que avaliaram cerveja (RODRIGUEZ-CARRASCO et al., 2015;
ROZENTALE, BOGDANOVA, BARTKEVICS, 2018; WALL-MARTINEZ et al., 2019).
ZEA e T-2 ndo foram encontrados em cervejas da Espanha, Alemanha, Irlanda,
Portugal, Bélgica, Dinamarca, Holanda, Republica Tcheca, Gré-Bretanha, Estados
Unidos da América, Franca, México e Argentina (RODRIGUEZ-CARRASCO et al.,
2015). Na avaliacdo de cervejas do México, EUA, Bélgica, Alemanha, Espanha,
Holanda, Argentina e Guatemala, AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, OTA, HT-2, T-2 e ZEA
ndo foram detectados por Wall-Martinez et al. (2019). Com relagdo as micotoxinas
emergentes, Rozentale, Bogdanova e Bartkevics (2018) relataram que as cervejas
da Letdnia eram isentas de BEA, ENA, ENAL e STG.

A contaminacdo fangica dos cereais ocorre no campo e é altamente
dependente das préaticas agricolas (manejo de pragas, cuidados na colheita,
transporte e armazenamento) e condi¢cdes climaticas (o calor e a umidade
favorecem a ocorréncia de fungos e micotoxinas) (WEIDENBORNER, 2017). Como
essas condi¢cbes podem variar de acordo com a safra, 0 monitoramento rotineiro dos
niveis de micotoxinas em cereais € de suma importancia para proteger a populacéo

do risco de exposicéo a esses cCOmpostos.
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5 CONCLUSAO

O método multi-micotoxinas baseado em QUEChERS-LC-QToF-MS com o
uso da MMC para corrigir o efeito da matriz mostrou bom desempenho analitico,
apresentando linearidade, precisdo adequada, alta exatiddo e sensibilidade
suficiente para determinar micotoxinas de acordo com a legislacdo e diferentes
diretrizes de validacdo de método. Outra vantagem foi o rendimento aprimorado,
exigindo 1,2 min de corrida cromatografica para cada analito. O método permite
avaliar as micotoxinas legisladas para verificar a adequacdo aos parametros
regulatérios. Além disso, as micotoxinas emergentes podem ser analisadas
simultaneamente, sendo uma importante fonte de dados para apoiar o futuro
estabelecimento de legislacdo para esses compostos para proteger a populacdo dos

riscos a saude que podem estar relacionados a esses compostos.

6 PERSPECTIVAS

A partir deste trabalho, espera-se:
e Avaliar os efeitos das etapas de elaboracdo de malte e cerveja nos niveis de
micotoxinas.

eValidar métodos para outras matrizes que sao amplamente contaminadas com
micotoxinas e possuem limites maximos fixados na legislacdo, como café, cacau,
nozes, frutas secas, milho, leite e derivados, entre outros.

eIncluir micotoxinas modificadas no método multi-micotoxinas proposto. Micotoxinas
modificadas co-ocorrem com suas formas livres, mas ndo sdo detectadas na andlise
de rotina, resultando em uma subestimacédo do conteudo total de micotoxinas nos
alimentos.

eIntegrar a analise simultanea de micotoxinas e agrotoxicos em malte e cerveja.
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APENDICE A

Espectros de massa mostrando o padrdo de fragmentacao das dezessete micotoxinas analisadas
com LC-QToF-MS. O diamante azul (#) representa o ion precursor (m/z)
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