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RESUMO

LUIZ, Robson Alves. Desenvolvimento de metodologia para a determinagdo de
aflatoxinas em amostras de amendoim usando espectrofluorimetria e analise dos
fatores paralelos (PARAFAC). 2012. 92 f. Dissertagao (Mestrado em Engenharia
Quimica) - Instituto de Quimica, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2012.

Neste trabalho de pesquisa sao descritos dois estudos de caso que se
baseiam na determinacao de aflatoxinas B+, B, G1 e G, em amostras de amendoim,
utilizando a técnica de espectroscopia de fluorescéncia molecular.

O primeiro estudo tem o objetivo de avaliar a metodologia empregada para a
quantificacdo de aflatoxinas totais em amendoins, utilizando o método classico de
validacado fazendo-se o uso da calibragdao univariada. Os principais parametros de
desempenho foram avaliados visando certificar a possibilidade de implementagao
desta metodologia em laboratorios.

O segundo estudo estd focado na separacédo e quantificacdo destas
aflatoxinas com a aplicagdo combinada da espectrofluorimetria e de um método
quimiométrico de segunda ordem (PARAFAC) utilizando a calibragdo multivariada.
Esta técnica pode ser empregada como uma alternativa viavel para a determinagao
de aflatoxinas B¢, B;, G4 e G, isoladamente, tradicionalmente ¢é feito por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia. Porém, como
estes analitos apresentam uma larga faixa de sobreposicdo espectral e as
aflatoxinas (B1 e G1) possuem intensidade de sinal de fluorescéncia bem abaixo das
demais, a separacgao e quantificacao das quatro aflatoxinas foi inviavel. O estudo foi
retomado com a utilizagao das aflatoxinas B, e G, e os resultados alcangados foram
satisfatorios.

O método utilizado para a quantificacdo de aflatoxinas totais apresentou bons
resultados, mostrando-se como uma importante ferramenta para a determinacao
destes analitos. Alem disso, comtempla perfeitamente o que é requerido pela
legislacdo brasileira para a analise de aflatoxinas B4, B2, G1 e G,, que tem como
exigéncia em laudos finais de analise a declaragdo do somatério, em pg/kg, destas

aflatoxinas, ou seja, sem a necessidade de quantifica-las separadamente.



Palavras-chave:  Aflatoxinas. = Amendoim. Espectrofluorimetria. Métodos.
Quimiométricos, PARAFAC.



ABSTRACT

This research describes two case studies that are based on the determination
of aflatoxins B4, B, Gy and G; in peanut samples, using the technique of molecular
fluorescence spectroscopy.

The first study aims to evaluate the methodology used for the quantification of
total aflatoxins in peanuts, using the classical validation method by employing
univariate calibration. The main performance parameters were evaluated to assure
the ability to ensure implementation of this methodology in laboratories.

The second study focuses on the separation and quantification of these
aflatoxins with the combined application spectrofluorimetry and a chemometric
method of second order (PARAFAC) using the multivariate calibration. This
technique can be used as a viable alternative for the determination of aflatoxins By,
B2, Gi and G, alone, which traditionally is done by high performance liquid
chromatography with fluorescence detection. However, as these analytes exhibit a
wide range of spectral overlap and the aflatoxins (Bs and G1) have intensity of
fluorescence signal well below the others, the separation and quantification of the
four aflatoxins was not feasible. The study was resumed with the use of aflatoxins B,
and G2 and the results were satisfactory.

The method used for quantification of total aflatoxins showed good results,
showing itself as an important tool for the determination of these analytes.
Furthermore, it contemplates exactly what is required by Brazilian legislation for the
analysis of aflatoxins B4, B2, G1 and G,, which as a requirement in the final analysis
reports is the statement of the sum, in ug/kg, these aflatoxins, ie without the need to

quantify them separately.

Keywords: Aflatoxins, Peanuts, Spectrofluorimetry, Chemometric Methods,
PARAFAC.
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INTRODUGAO

E uma questdo de saude publica a exposicdo de individuos a micotoxinas
pelo consumo de alimento contaminado. A conscientizacdo dos produtores de
alimentos e as acgdes de vigilancia sanitaria permanentes s&o essenciais para
diminuir a exposigdo humana a esses fungos, produtores de metabdlitos secundarios
toxicos, e prevenir doengas crénicas advindas desse contato. Devido a este fato,
programas de monitoramento dos niveis de contaminagcdo de alimentos por
micotoxinas sdo essenciais para estabelecer prioridades em agdes de vigilancia
sanitaria (FAO/WHO, 2001).

Pesquisas indicam que niveis elevados de contaminacdo tém sido
encontrados em amendoim e derivados. No Brasil, a alta ocorréncia de aflatoxinas
em amendoins se deve principalmente as tradicionais praticas de colheita, secagem
e armazenamento utilizado pelos produtores. A contaminagao por aflatoxinas em
amendoim continua sendo um problema sério neste pais, devido as condicboes
climaticas brasileiras, ambientes com muita umidade e altas temperaturas (SABINO
et al. 1995).

A populagéo brasileira que consome amendoim regularmente esta sujeita ao
fator de risco, caso os niveis maximos permitidos de aflatoxinas pela legislagéo
brasileira sejam ultrapassados. Neste trabalho sera desenvolvida uma metodologia
para a determinacdo das aflatoxinas, espécies de micotoxinas, que possuem um
limite maximo toleravel (LMT) ja regulamentado para alguns alimentos, como mostra
a Tabela 1:

Tabela 1: Limites maximos admissiveis de concentracdo de aflatoxinas em leite,

amendoim e milho.

ALIMENTO AFLATOXINA LIMITE MAXIMO
Leite fluido; Leite em po M 0,5 ug/L; 5,0 pa/kg
Milho em grao (inteiro, partido, By +B,+ G + G, 20,0 po/kyg

amassado, moido); Farinhas ou

sémolas de milho

Amendoim (com casca), B1+B,+ G + G 20,0 po/kg
(descascado, cru ou tostado);

Pasta de amendoim (pasta de

amendoim ou manteiga de

amendoim)

Fonte: BRASIL, 2011.
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O amendoim possui vulnerabilidade a géneros fungicos produtores de
metabdlitos secundarios toxicos, dentre os quais os mais habituais sdo produzidos
primariamente por espécies de Aspergillus (KAWASHIMA; SOARES, 2006), onde se
destacam A. flavus e a A. parasiticus que produzem as aflatoxinas B+, B, (blue-azul),
G1 e G, (green-verde), grupo identificado como grandes contaminantes naturais de
produtos agricolas. Essas toxinas possuem estruturas muito semelhantes e ocorrem
como substéncias heterociclicas altamente oxigenadas (Figura 1 e Tabela 2). As
aflatoxinas podem ser produzidas no alimento ainda no campo ou durante o
armazenamento (FREIRE et al., 2007). Estas sdo as micotoxinas que podem causar
0s maiores danos aos seres humanos e animais pela sua alta toxidez e ampla
ocorréncia, possuindo propriedades carcinogénicas, mutagénicas, teratogénicas e
imunossupressoras. Dentre o grupo das aflatoxinas, ressalta-se que a aflatoxina B é
a mais perigosa devido a sua alta toxicidade e poder carcinogénico (DILKIN et al.,
2000; CREPPY, 2002).

O 0

AFG, o AFG,

Figura 1: Férmula estrutural das principais aflatoxinas

Tabela 2: Caracteristicas fisico-quimicas das aflatoxinas.

Aflatoxina Formula Massa Temperatura Emissao de flucrescéncia
guimica  molecular  de fusdo (°C) nanémetros (nm) e cor”
AFB C17H120s 312 269 425 — azul
AFB> C17H140s¢ 314 286-289 425 — azul
AFG; Ci7H 1207 328 244-246 450 — verde
AFGz C17H1407 330 237-240 450 - verde

NOTA: *Sob radiacao ultravioleta. Fonte: OPAS, 2003
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Métodos analiticos eficientes devem ser empregados a detec¢ao de toxinas
microbianas no controle de qualidade em sistema agroalimentar. Diversas técnicas
analiticas como a cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) tem sido empregadas, porém, embora nesta ultima o custo
seja um fator limitante para a implantagao na rotina laboratorial (FUJII et al., 2004).

Métodos imunoquimicos como o ELISA (do inglés “Enzyme Linked
ImmunonoSorbent Assay) e cromatografia por imunoafinidade também constituem
opgdes para detecgdo de toxinas, acoplando a especificidade bioldgica a
confiabilidade dos procedimentos quimicos (lbidem); porém, ha a dependéncia da
importacdo de alguns reagentes imunologicos o0 que eleva um pouco o custo de
aplicacao destas técnicas.

As secretarias de saude estaduais possuem laboratérios centrais de saude
publica que prestam servicos a populacdo fazendo o monitoramento destas
micotoxinas em diversos alimentos. Em sua maioria, estas instituicbes ndo dispoem
de recursos para implantar metodologias de analise que requerem tecnologias mais
avancgadas, principalmente nas regides Norte e Nordeste, onde se tem um menor
investimento de capital quando comparado com as regides Sul e Sudeste. Nesse
contexto, surge a necessidade de desenvolver uma metodologia alternativa pratica e

de menor custo para atender a essa demanda.

Objetivo geral

Esse trabalho tem como objetivo geral o desenvolvimento de uma
metodologia analitica, rapida e eficiente, para a determinacdo de aflatoxinas por

espectrofluorimetria em amostras de amendoim.

Objetivos especificos

a) Desenvolver uma metodologia para a determinagdo de aflatoxinas totais
por espectrofluorimetria visando o atendimento da legislacao brasileira;

b) Desenvolver uma metodologia visando a determinacdo simultadnea das
aflatoxinas B4, By, G1 e G, por espectrofluorimetria combinado com a

analise dos fatores paralelos (PARAFAC).
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Este trabalho foi dividido em dois estudos de caso. Como mencionado
anteriormente, no primeiro estudo de caso, foi desenvolvida uma metodologia
visando a determinacdo da concentragdo de aflatoxinas totais (B4, B2, G1 e Gz) em
amendoim, utilizando-se a espectrofluorimetria. Para isso foram avaliados os
parametros de mérito essenciais para a viabilidade de um método analitico como:
linearidade, limites de deteccao e quantificagao, exatidao, precisdo e a robustez.

No segundo estudo de caso foi avaliada a eficiéncia de um método
quimiométrico de calibracdo multivariada de 22 ordem, onde se fez a separagao e
determinacdo das aflatoxinas a partir das superficies de excitagdo-emissao
fluorescente usando a analise de fatores paralelos (PARAFAC). Trata-se de uma
metodologia rapida, de baixo custo e ndo destrutiva, sendo uma alternativa para
analises que empregam a separagao fisica e/ou quimica. Posteriormente, foram
determinados os parametros de mérito dessa metodologia usando o sinal analitico
liquido.

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Tecnologia Analitica de
Processos, pertencente ao Instituto de Quimica da Universidade do Estado do Rio
de Janeiro (UERJ), com a utilizacdo de materiais de referéncia certificados e
reagentes do Setor de Residuos de Micotoxinas, localizado no Laboratério de
Alimentos e Contaminantes do Instituto Nacional de Controle de Qualidade e Saude
da Fundagdo Oswaldo Cruz (INCQS/FIOCRUZ), no periodo de Abril de 2011 a
Janeiro de 2012.



Pagina |23

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Aflatoxinas e o amendoim

De uma maneira geral, aflatoxina é a denominagdo dada a um grupo de
substancias, muito semelhantes, e que sao toxicas para o homem e para os animais.
Séao produzidas, principalmente, por dois fungos denominados Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus, que se desenvolvem sobre muitos produtos agricolas e
alimentos quando as condi¢gdes de umidade do produto, umidade relativa do ar e
temperatura ambiente sado favoraveis. O amendoim é o produto mais afetado pelos
fungos (OLIVEIRA e GERMANO, 1997).

O marco da descoberta das aflatoxinas foi em 1960, onde mais de 100.000
perus e outros milhares de filhotes de outros tipos de aves pereceram de hepatite
aguda necrosante e morreram na Inglaterra em um periodo de poucos meses.
Testes realizados revelaram que o agente causador era uma toxina presente na
racao dos animais que era feita a base de farinha de amendoim proveniente do
Brasil (GOLDBLATT, 1977).

Enormes prejuizos econbmicos decorrem da utilizagdo de produtos
contaminados com essas substancias téxicas. Quando ndao provocam a morte de
aves em processos de intoxicagdo aguda, as micotoxinas determinam diminuigao de
peso e da postura, aumento da suscetibilidade a doencgas infecciosas e parasitarias

e problemas reprodutivos, entre outros (CIB, 2004).

1.1.1. Ocorréncia

A maior incidéncia das aflatoxinas se da quando o amendoim é batido,
ensacado e armazenado com umidade elevada. Além do amendoim, a aflatoxina
pode ser encontrada em outros alimentos, tais como, cereais, sementes
oleaginosas, nozes, leite etc. (FONSECA, Boletim Técnico N° 13, 2011).

Os materiais vegetais podem sofrer contaminacdao desde que sao cultivados
até ao momento da colheita por fungos filamentosos, produtores de micotoxinas. As
espécies de Aspergillus sdao encontradas no solo como fungos saprofitos, podendo
também surgir como contaminantes da vegetacdo e de alimentos armazenados
(PETTERSSON, 2004; CALVO, 2005). O desenvolvimento do Aspergillus é
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aumentado em alguns periodos do ano onde ha um maior volume de precipitacdes
pluviométricas. Isso ocorre nos meses de janeiro/fevereiro, onde se tem um histérico
de seguidas chuvas durante as semanas ou dias nublados, o que impede uma
secagem rapida (FONSECA, Boletim Técnico N° 13, 2011).

Na colheita o amendoim contém, no minimo, 40% de umidade. A velocidade
de perda desta umidade depende muito do clima da regido e da maneira de como o
amendoim sera estocado. A umidade ideal para a armazenagem deve ser superior a
20-22% ou abaixo de 11%. Quando a umidade esta acima de 20-22%, a atividade
metabdlica da vagem oferece resisténcia a penetragdo do fungo; abaixo de 11%,
nao ha umidade suficiente para os fungos crescerem, oferecendo pouco risco de

contaminagao (lbidem).

1.1.2. Problemas causados pela exposicido

A aflatoxicose, designagao atribuida a intoxicagdo por estas micotoxinas, é
uma patologia bastante semelhante a registada quando ha exposi¢cado a pesticidas
ou residuos de metais pesados (BENNET e KLICH, 2003). O efeito que as
aflatoxinas podem causar depende da dose e da freqliéncia com que sao ingeridas.
Estas toxinas estdo, na maior parte das situacdes, presentes em concentracdes
muito baixas (ng/g) nos alimentos, ndo alterando as propriedades organolépticas,
nomeadamente o sabor e odor. Nao sendo detectadas pelos consumidores, estas
podem ser ingeridas de forma sistematica provocando situagdes de aflatoxicose
cronica. Ja as aflatoxicoses agudas ocorrem quando as quantidades ingeridas
ultrapassam concentragdes na ordem dos mg/g (MIDIO e MARTINS, 2000).

Estudos indicam que o figado € o principal érgéo afetado pela exposi¢ao as
aflatoxinas. Estdo ainda descritos efeitos téxicos nos pulmdes, miocardio e rins,
podendo ocorrer também acumulagao de aflatoxinas no cérebro (EMAN, 2011).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) concluiu que as aflatoxinas podem
desenvolver cancer primario no figado do homem. A simples ingestdo de aflatoxinas,
nao faz com que a pessoa fatalmente contraia um cancer, mas ha um aumento deste
risco. Em paises da Africa e da Asia, onde se consome, regularmente, alimentos
contaminados com aflatoxinas, a incidéncia de cancer no figado é de,
aproximadamente, 13 casos por 100.000 habitantes (Mogambique), por ano
(FONSECA, Boletim Técnico N° 13, 2011).
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A grande suscetibilidade do amendoim ao fungo Aspergillus flavus levou as
entidades sanitarias a criar um rigido sistema de controle de aflatoxinas nesse
produto e em seus derivados, ja que se trata de itens bastante consumidos nos
paises tropicais. Assim, a porcentagem da producdo de amendoim afetada pela
aflatoxina, que ja foi de 50%, caiu para 20%. Embora os estudos sobre esse
alimento estejam mais avangados, ainda se tem a contaminagdo em milho e outros

tipos de cereais e sementes (CIB, 2004).

1.2. Metodologias empregadas na determinagao de aflatoxinas

Em sua maioria, as detecgdes de toxinas microbianas sao realizadas por
metodologias que empregam as técnicas de espectrofluorimetria, cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia em camada delgada (CCD) e ensaio
imunoenzimatico (ELISA) (MACHINSKI et al., 2006).

A CCD foi a primeira metodologia utilizada para determinac&o de aflatoxinas,
mas foi substituido no inicio dos anos 80 nos paises desenvolvidos, devido ao
avanco da tecnologia com a CLAE e mais tarde com os métodos de ELISA e
técnicas fluorimétricas. Estes métodos modernos oferecem varias vantagens sobre a
CCD, mas os requisitos instrumentais também aumentaram, elevando o custo das
analises (STROKA e ANKLAM, 2002).

O principal progresso foi associado ao aperfeicoamento das metodologias
analiticas, tais como a producao de anticorpos especificos para aflatoxinas, que séo
usados para ELISA e em colunas de imunoafinidade nos sistemas de deteccao
(SCOTT e TRUCKSESS, 1997), assim como o estabelecimento de outras melhorias,
como, por exemplo, o aumento da fluorescéncia das aflatoxinas. Na CLAE, este
aumento da fluorescéncia pode ser conseguido com derivatizacdo pds-coluna
através da bromacgéo ou irradiagéo por luz ultravioleta (JOSHUA, 1993).

Na realizagdo de analises utilizando ELISA existem diversos tipos de testes
(kits comerciais) baseados em métodos imunoquimicos, tanto para detecgdo como
para quantificagdo. As principais vantagens sao a rapidez, a facilidade de manuseio
e o baixo uso de solventes organicos. No entanto, apresenta como desvantagens: a
ocorréncia do efeito matriz (grupos quimicos semelhantes as estruturas quimicas do
analito analisado) e baixa reprodutibilidade.

Para a técnica de CLAE, faz se necessario 0 uso de sistema de deteccao por
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fluorescéncia. A formacao de derivados de aflatoxinas por derivagdes pré e pos-
coluna, tem melhorado a sensibilidade dessa técnica. Como desvantagens tém-se o
custo do equipamento e o uso de solventes orgénicos; mas a técnica apresenta alta
sensibilidade, especificidade, repetitividade e reprodutibilidade. Se com a técnica
CLAE for acoplado um detector de espectrometria de massas, obtém-se resultados
bastante satisfatorios, ja que se trata de um procedimento de confirmacgao altamente
especifico na analise de aflatoxinas. Porém, requer equipamentos de alto custo e
pessoal bem treinado (AMARAL et al., 2006).

A Figura 2 mostra o perfil de separagao das aflatoxinas por CLAE-F, onde se
observa um grande aumento nas intensidades dos sinais analiticos apos a

derivatizacao, principalmente para as aflatoxinas B1 e G1.
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Figura 2: Perfil de separacao das aflatoxinas por CLAE sem (a) e com derivatizagao
(b), respectivamente. Fonte: REIF e METZGER, 1995.

Entre outras metodologias, também podem ser empregados para estas
determinagdes, os biossensores e o imunoensaio de injecdo sequencial (SIIA -
Sequential injection immunoassay). Os biossensores fluorimétricos de
imunoafnidade tém sido desenvolvidos para detectar e quantificar aflatoxinas. O
equipamento funciona usando os principios de imunoafinidade e fluorescéncia para
um ensaio quantitativo (CARLSON et al, 2000). O SIIA é um ensaio
imunoenzimatico colorimétrico de inje¢cdo sequencial que utiliza uma célula de jato
de fluxo com fase sodlida de polimetiimetacrilato adsorvidas com aflatoxina Bi-
albumina sérica bovina. Esta técnica é tao sensivel quanto o ELISA na detecgao de
aflatoxina B4. A desvantagem é que este realiza os ensaios individualmente e

sequencialmente, e no caso da analise de varias amostras, o ensaio torna-se
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demorado (GARDEN e STRACHAN, 2001).

Devido ao elevado grau de ocorréncia de contaminagées com aflatoxinas, o
desafio é desenvolver métodos de triagem para a sua rapida detecgéo simultanea de
multiplas familias de micotoxinas partir da mesma amostra. Mas as diferengas em
suas propriedades fisicas e quimicas e os seus intervalos de concentracbes de
interesse, dificultam a deteccdo simultdnea. A técnica de CLAE acoplado com
espectrometria de massa ou multiplos detectores tem demostrado através de
estudos boas perspectivas futuras para a determinacdo simultanea de aflatoxinas
(MANETTA, 2011).

A técnica empregada nos estudos deste trabalho foi a espectrofluorimetria,
utilizando-se colunas de imunoafinidade para a purificacdo das aflatoxinas. Esta
técnica tem como principal vantagem a alta sensibilidade e o uso relativamente baixo
de solventes orgéanicos quando comparado ao utilizado em CLAE, além do custo do
equipamento ser menor.

A aplicacdo de métodos de separagao baseados em ensaios imunoquimicos
justifica-se por ser a espectrofluorimetria uma técnica qualificada de alta
sensibilidade, e uma ferramenta bastante utilizada para a deteccdo de toxinas em
segurancga alimentar. O uso da coluna de imunoafinidade confere especificidade e
eficiéncia ao processo de limpeza e pré-concentracdo na etapa de extracido do
analito. Nesse intuito, a coluna de imunoafinidade vem sendo amplamente difundida
na analise quantitativa de aflatoxinas, podendo também ser associada a
metodologias que utilizam CLAE ou ELISA (FUJII et al., 2004).

SYLOS et al. (1996), realizou a comparagdo entre métodos por
imunodosagem com coluna de imunoafinidade e CCD em amostras de amendoim e
milho. Foi observado que com o uso da coluna a analise torna-se de alta
especificidade, dispensando a etapa de remocado de substancias interferentes,
encurtando o tempo de analise. Uma das desvantagens apontadas no trabalho foi a
vida util da coluna, que é limitada e como o material é importado, fica-se na
dependéncia dos paises desenvolvidos. A outra desvantagem € o custo em relagéo a
CCD que é cerca de cinco vezes maior.

A técnica de separagdo em coluna de imunoafinidade é geralmente
empregada na area de metodologia analitica para detec¢cdo de toxinas de origem
bioldgica de baixa massa molecular (KONDO, 2002). Estas colunas sdo compostas

de um suporte de fase solida ativada, onde se imobilizam os anticorpos especificos
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contra as aflatoxinas. O processo de limpeza baseia-se na retengao seletiva destes
analitos presentes no extrato a anticorpos imobilizados da coluna, seguido de
eluicdo com solvente apropriado, no caso deste estudo o metanol. A Figura 3 traz a

ilustracao deste processo de isolamento/separacao das aflatoxinas:
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Figura 3: Principio de funcionamento das colunas de imunoafinidade. Fonte: RHONE
DIAGNOSTICS TECNOLOGIES LTD, 2004b

1.3. Espectroscopia de Fluorescéncia Molecular

1.3.1. Métodos Espectroquimicos

Os métodos espectroscopicos ou espectroquimicos de analise sdo baseados
na medida da quantidade de radiacdo produzida ou absorvida pelas moléculas ou
pelas espécies atdmicas de interesse. A classificacdo dos métodos espectroscépicos
¢é feita de acordo com a regido do espectro eletromagnético (Figura 4) envolvida na
medida. As regides espectrais que tém sido empregadas incluem os raios vy, 0s raios
X, ultravioleta (UV), visivel (VIS), infravermelha (IV), microondas (MO) e
radiofrequéncia (RF). A espectroscopia desempenhou um papel fundamental no
desenvolvimento da teoria atbmica moderna. Além disso, os métodos
espectroquimicos tém fornecido as ferramentas mais utilizadas para a elucidagao de
estruturas moleculares, bem como a determinacdo qualitativa e quantitativa de

substancias organicas e inorganicas (SKOOG et al., 2010).
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Figura 4: Espectro eletromagnético. Fonte: NOVAES, 2008.

1.3.2. Espectrofluorimetria

A analise espectrofluorimétrica € uma técnica de analise na qual se usa a
quantidade de radiagdo emitida por um analito para medir sua concentragdo. A
fluorescéncia molecular é o resultado da absorgéao de energia radiante e emissao de
parte desta energia na forma de radiagao eletromagnética. A radiacédo emitida tem,
quase sempre, comprimento de onda maior do que a radiacdo absorvida (lei de
Stokes). Na fluorescéncia, a absorcdo e a emissdo ocorrem em um tempo, curto,
porém mensuravel, da ordem de 107? a 10 s. Quando houver um retardamento do
processo emissivo (t > 10® s), a fosforescéncia ird ocorrer, pois nesse caso a
transicao eletronica é proibida pelas regras da mecéanica quantica. O retardamento
pode ser de fragcbes de segundo ou de minutos. A fluorescéncia e a fosforescéncia
sdo casos particulares da fotoluminescéncia, um termo geral aplicado aos
fendbmenos de absorcéo e reemissao de radiagdo eletromagnética (VOGEL, 2002).

O tipo de fotoluminescéncia mais usado hoje em dia em quimica analitica € a
espectrofluorescéncia, que se distingue das demais formas de fotoluminescéncia
pelo fato de a molécula excitada retornar ao estado fundamental imediatamente
apods a excitagcdo. Quando uma molécula absorve um féton de radiagao ultravioleta,
ela sofre uma transicdo a um estado eletronico excitado e um de seus elétrons é

promovido para um orbital de energia mais alta.
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Na fluorescéncia, o estado excitado € um singleto (Figura 5) e a transigao
eletrbnica para o estado fundamental € muito rapida e facil. Na fosforescéncia o
estado excitado € um tripleto (Figura 5) e a transi¢cado eletrbnica para o estado
fundamental € mais moderada, pois a probabilidade de ocorréncia € menor. O

fendmeno pode ser observado em sdlidos, liquidos e gases.

EvR L =

Estado fundamental Estado excitado Estado excitado
singleto tripleto

Figura 5: Representacdo do estado fundamental e dos estados excitados

singleto e tripleto.

Apos a absorcdo de radiacdo de comprimento de onda caracteristico, a
populacdo de moléculas é promovida para um estado excitado singleto, Sn, (Figura
6). Segundo a regra de Kasha, a molécula se desativa por relaxamento através dos
niveis vibracionais de estados eletrénicos de mesma multiplicidade até atingir o
primeiro nivel vibracional do estado excitado singleto de menor energia (S1). Este
processo de relaxamento recebe o nome de cruzamento interno (Cl) e € um
fendmeno que ocorre com muita rapidez (107" s) e sem emissdo de radiagdo
(CDNT, 2006).
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Figura 6: Diagrama de Jablonski modificado. (A) absor¢cdo de um féton, (Sp) estado

fundamental, (Sn) estado excitado singleto, (S1) primeiro estado excitado singleto,

(RV)

relaxamento vibracional,

(C)

cruzamento interno, (CIS) cruzamento

intersistemas, (Tn) estado excitado tripleto. FONTE: CDTN, 2006, apud adaptado de

CARDOSO, 2003.

2.3.3. Aspectos Quantitativos da Fluorescéncia

A intensidade total de fluorescéncia, F, € dada pela equagao 2.1,

onde |,

€ a intensidade da luz absorvida e @

F = 1,0
Eq. 2.1

€ o rendimento quantico de

fluorescéncia. Como Ip = I, + I, onde I, é a intensidade da luz incidente e I+ é a

intensidade da luz transmitida, podemos escrever de acordo com a equacgéao 2.2,

F=(lo—1I) &«

Eq. 2.2
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e como Iy = I, e

(lei de Beer), onde € é a absortividade molar, ¢ € a concentragao
do analito em mol.I"' e b a espessura do meio em cm, obtemos a equacéo 2.3,
F =1y (1-loe) &
Eq. 2.3

No caso de solugdes que exibem baixa absorcao, ebc é pequeno e com isso

podemos reescrever a equacgao 3.3 de acordo com a equagao 2.4,
F = 2,31y ebc ®s
Eq. 2.4

Deste modo, para solugdes muito diluidas (< ug.g”') a intensidade total da
fluorescéncia, F, & proporcional a concentragdo da amostra e a intensidade da
energia de excitacdo. E instrutivo comparar a sensibilidade que pode ser alcangada
pelos métodos de absorcao e fluorescéncia. A precisao total com que se pode medir
a absorvancia de uma solugdo, em uma célula de 1 cm, ndo é maior que 0,001
unidade. Como, para a maior parte das moléculas, o valor de €nax € raramente maior
que 10°, tem-se, usando a lei de Beer, que a menor concentragdo que se pode medir
é

Crmin > (10°%/10°%) mol.L™" = 10" mol.L™’

No caso da fluorescéncia, a seletividade &, em principio, limitada apenas pela
intensidade maxima da fonte de luz excitadora e, em condicdes ideais, cmin = 1072
mol.L". Em geral, o limite de detecgdo da técnica de fluorescéncia é da ordem de
10° vezes menor do que o limite de deteccdo da absorgdo na regiao do ultravioleta
(VOGEL, 2002).

A seletividade pode ser também maior com os métodos de fluorescéncia
porque nem todas as espécies que absorvem podem fluorescer e ainda porque o
analista pode selecionar dois comprimentos de onda (excitagdo e emissao), contra
apenas um nos métodos de absorcdo. Esta seletividade inerente pode, entretanto
ser inadequada e tem de ser, frequentemente, realgada por separacao fisica, por
exemplo, extracdo com solvente. E possivel, também, melhorar a seletividade com
técnicas que usam derivatizagao, isto €, a adicdo da solugcdo derivatizante na
amostra para induzir um ganho de sinal dos analitos no espectro de fluorescéncia
(REIF e METZGER, 1995).

E importante saber a distingdo entre os espectros de emissado e excitacdo de
fluorescéncia. Os espectros de emissdo sdo produzidos com a excitacdo em

comprimento de onda fixo e 0 espectro é registrado como a intensidade da emissao
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em funcdo do comprimento de onda da emissdo. Os espectros de excitagdo sao
obtidos por variagdo do comprimento de onda de excitagdo com a medida da
intensidade de fluorescéncia em comprimento de onda fixo. A excitacédo ndo € a
mesma coisa que absorcdo, porém os fatores que provocam desvios da lei de
Lambert-Beer na absorcdo tém efeito semelhante na fluorescéncia. Qualquer
material que faz com que a intensidade de fluorescéncia fique menor do que o
esperado pela Eq. 3.3 € um inibidor (quencher) e o efeito que ele provoca é
chamado inibicdo (quenching). Este efeito € normalmente provocado por ions ou
moléculas estranhos a analise. A fluorescéncia é também afetada pelo pH da
solucao, pela natureza do solvente, pela concentragdo dos reagentes adicionados
na determinagdo de ions inorgénicos e as vezes, pela temperatura. O tempo
necessario para que a fluorescéncia chegue ao maximo depende muito da reagao
que produz a espécie fluorescente (VOGEL, 2002).

Um aspecto importante da inibicdo, em quimica analitica, € que a
fluorescéncia de um analito pode ser inibida por alguma substancia presente na
amostra — um exemplo de efeito matriz. Se a concentracdo da espécie inibidora é
constante, a inibicdo pode ser compensada pelo uso de padrées adequados, isto €,
que contém a mesma concentragdo do inibidor. No entanto podem ocorrer
dificuldades quando a concentracéo do inibidor varia de forma imprevisivel.

Para a aplicacdo de uma técnica analitica, como a espectroscopia de
fluorescéncia molecular, com confiabilidade nos resultados, deve-se realizar a
validacdo da mesma. O préxima item faz uma breve abordagem sobre a

significancia da validag&o analitica.

1.4. Validagao de Métodos Analiticos

Segundo a definigdo do vocabulario internacional de metrologia, a validagao &
uma verificagdo na qual os requisitos especificados sdo adequados para um uso
pretendido (INMETRO, 2009). Ou seja, validagao é o ato ou efeito de validar, dar
validade, tornar valido, tornar legitimo ou legal. Visa diminuir ou controlar os fatores
que levam a imprecis&o ou inexatiddo de um dado gerado (LANCAS, 2004).

Entre esses fatores podem ser citados: variabilidade de amostra, eventual
contaminagao, reagentes inadequados, erros de pipetagem, variagbes de

temperatura, variagdes e descuidos na manutencido dos equipamentos, além de
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calibragao ineficiente, analista despreparado e perdas durante a analise (CHASIN et
al., 1998).

A validagcdo de métodos € um importante aspecto para garantia da qualidade
analitica. De uma maneira mais clara, validar um método analitico é confirmar por
analises e fornecimentos de evidéncias objetivas que os requisitos especificados
para um determinado uso sao atendidos (NBR ISO/IEC 17025, 2005).

A validagao deve ser efetuada apds selecdo, desenvolvimento, e otimizagao
dos métodos (SWARTZ e KRULL, 1997). Nesse sentido, ter validado um resultado
significa que a metodologia, o qual inclui desde as condigbes de operagado do
equipamento até toda a sequéncia analitica, seja aceita como correta. Sendo assim,
estudos de validagdo devem ter representatividade, ou seja, devem ser realizados
em condicbes mais préximas possivel as de uso normal da metodologia
(THOMPSON et al, 2002). Com isso, ao padronizar uma metodologia, pode-se
estabelecer niveis de exigéncia capazes de definir a aprovagao de um determinado
produto ou espécie em estudo (SILVA e ALVES, 2006).

Segundo requisitos da norma 21 CFR 211.194 (a)(2) (2011), os métodos
analiticos usados para a avaliacdo da qualidade de produtos, tais como os
alimenticios, estao sujeitos a varios requisitos legais e normativos. Sendo assim, os
métodos de ensaios empregados para a avaliagao da conformidade destes produtos
com especificagdes estabelecidas devem atingir padrées adequados de exatidao,
precisdo e confiabilidade.

Orgados internacionais, como a ISO, USP, FDA e AOAC, requerem a
validagcado de métodos analiticos e a documentacao do trabalho de validacao, para a
obtencdo de resultados confidveis e adequados ao uso pretendido. Logo, existem
motivos legais, técnicos e comerciais, que justificam a validacdo de métodos
analiticos (SILVA e ALVES, 2006).

Na Secéo de Ensaios Gerais da farmacopéia americana (USP 25, 2002) sao
apresentadas recomendagdes para a validacdo de métodos analiticos de
compéndio. Esta secdo nado apresenta distingdo entre métodos cromatograficos e
nao cromatograficos e demonstra um sumario dos parametros de desempenho
requeridos para diversos ensaios.

Para um melhor entendimento sobre a validagdo de metodologias analiticas, é

necessario saber a definicdo de métodos normalizados e ndo normalizados.
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Os métodos normalizados sao aqueles desenvolvidos por um organismo de
normalizagdo ou outras organizagdes, cujos métodos sdo aceitos pelo setor técnico
em questdo. Entretanto, a conformidade dos métodos normalizados usados deve ser
verificada sob condi¢des reais de uso. E responsabilidade do laboratério verificar se
as caracteristicas de desempenho prescritas no método normalizado podem ser
obtidas. Ja o método nao normalizado é aquele desenvolvido pelo préprio
laboratorio, ou adaptado a partir de métodos normalizados e validados (INMETRO,
2010). A metodologia utilizada neste trabalho se enquadra nos métodos nao
normalizados.

Em uma validacdo, faz-se necessario definir algumas caracteristicas de
desempenho como a utilizacdo de materiais de referéncia certificados, que sao
padrées que tém uma concentracdo pré-definida do analito, ou utilizar matrizes
brancas adicionadas de analito em concentragdes definidas (Ibidem). Neste trabalho
foram utilizadas matrizes brancas de amendoim, sendo estas fortificadas com
concentracdes pré-definidas de padrdes de aflatoxinas. Com isso, pode ser feita
uma avaliacdo da eficiéncia da extragdo de um analito na matriz em métodos
analiticos, ja que estes podem nao medir exatamente a concentracdo de analito
presente na amostra, assim sendo, matrizes fortificadas com quantidades
conhecidas do analito sdo analisadas.

Para a avaliacdo da consisténcia de um método analitico, faz-se necessario
seguir um procedimento para provar que o método fornece os resultados esperados
com credibilidade, precisdo e exatidao adequadas. Embora ndo haja consenso sobre
quais parametros devem ser incluidos em um processo de validagdo de um método
analitico, pelo menos os seguintes parametros normalmente fazem parte da maioria
dos processos de validagao: Linearidade, Seletividade (especificidade), Limites de
Deteccao e Quantificagao, Precisao, Exatidao (recuperagao), e Robustez.

As definicbes e a explicagdo sobre cada um destes parametros serao mais
bem detalhadas no item 2.5 do presente trabalho, na abordagem sobre os métodos

quimiométricos.

1.5. Métodos Quimiométricos: Calibracao Univariada e Calibragao Multivariada

A quimiometria pode ser definida como sendo a aplicagdo de métodos

matematicos e estatisticos no planejamento ou otimizagdo de procedimentos e na
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obtencdo de informagdes quimicas através da analise de resultados relevantes
(MASSART et al., 2003).

A obtencao de resultados os mais proximos possiveis dos valores verdadeiros
pode ser encontrada através da utilizacdo correta dos métodos analiticos. O nivel de
confianca que se tem nos resultados de uma analise é relativamente pequeno se
nao for conhecida a exatidao e a precisao do método utilizado, e também se nao
temos consciéncia das fontes de erros que podem afetar os resultados (VOGEL,
2002).

A analise quantitativa ndo se limita a coleta da amostra, a execugao de uma
Unica determinacdo e & admissdo tacita de que o resultado obtido é correto. E
exigido também o conhecimento da quimica envolvida e das possiveis interferéncias
de outros ions, elementos e moléculas, bem como da distribuicdo estatistica dos
resultados numéricos obtidos. Para a obtencdo de uma coesao entre os resultados
e o estabelecimento de uma relagao entre os mesmos, se faz necessario o uso de
métodos de calibragdo. Estes métodos fazem a relacdo entre as medidas
instrumentais e os valores da propriedade de interesse correspondentes realizados
em padroes feita através de uma série de operagbes matematicas (BARROS et al.,
2002).

De acordo com a complexidade ou dimensionalidade dos dados, os métodos
de calibracéo existentes podem ser divididos em calibragdo de ordem zero, primeira
e segunda ordem (BOOKSH e KOWALSKI, 1994). Este capitulo traz uma breve
introducéo sobre as técnicas de calibragdo univariada e calibragao multivariada de
segunda ordem que foram utilizadas nos dois estudos de caso deste trabalho, com o
objetivo de demonstrar como a aplicagdo destas técnicas quimiométricas permitiram

extrair as informacdes contidas nos resultados analiticos apresentados.

1.5.1. Calibracdo univariada

Em uma calibragdo univariada sao utilizados modelos de calibragdo de ordem
zero, onde ha um unico valor da medida experimental por amostra (escalar). A
aplicacao deste tipo de calibragdo requer que a grandeza medida diretamente no
sistema, por exemplo, a intensidade do sinal de um fluoréforo, ndo tenha a
contribuicdo de interferentes que possam provocar desvios entre sua relagdo com a
propriedade de interesse (VALDERRAMA et al., 2009).
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A calibragao univariada pode ser dividida em duas etapas. A primeira, para a
construgcdo do modelo, onde sao feitas medidas em uma série de padrbes analiticos
de concentracbes conhecidas, e estas sao usadas para estimar um modelo que
relacione as medidas (espectrais, cromatograficas, potenciométricas, etc.) com a
concentragao (ou outra propriedade) da espécie de interesse. A outra etapa é a da
previsdo, onde se utiliza o modelo construido para prever concentragdes de novas
amostras, a partir dos sinais analiticos medidos para as mesmas.

No Brasil, a ANVISA e o INMETRO disponibilizam guias para o procedimento
da validacdo de metodologias que utilizam modelos de calibragao univariada.
Existem também guias internacionais elaborados pela IUPAC e EURACHEM que
dispdem propostas para validacdo de métodos univariados. Sendo assim, em
consonancia com esses guias e alguns trabalhos cientificos, sdo definidos os
parametros de mérito para calibragdo univariada e suas respectivas equacdes para

a determinacéo de cada parametro.

1.5.1.1. Parametros de mérito para calibragao univariada

1.5.1.1.1. Linearidade

A linearidade é a resposta obtida em fungdo da concentracdo do analito, a
qual deve ser estudada em um intervalo de concentracdo apropriado. Na pratica, a
linearidade € determinada por intermédio de curvas analiticas, seguidos de um
tratamento estatistico. Estas curvas s&o construidas relacionando-se a resposta do
equipamento em fungédo das varias concentragdes do analito em estudo (IUPAC,
1993). Esta caracteristica mede a proporcionalidade entre a concentragéo do analito
(ou concentragcao verdadeira) com o resultado obtido nas analises. A linearidade
pode variar em diferentes matrizes com o mesmo analito, dependera muito do efeito
interferente de cada matriz (BRASIL, 2003).

O numero minimo de niveis de concentracdo do analito aceitos nas curvas
analiticas é de, pelo menos, cinco niveis (FABRE, 1999). A linearidade é formulada
pela expressdo matematica usada para o calculo da concentragdo do analito a ser

determinada na amostra real. A equagéao de reta é expressa pela Equagao 2.5:



Pagcina |38
g |

y=aix+ap
Eq. 2.5

Na qual, y é a variavel dependente (resposta medida), x é a variavel independente
(concentragcdo do analito), a; € o coeficiente angular = sensibilidade e ap é o

coeficiente linear

A variacao da resposta em funcdo da concentracdo do analito demonstra a
sensibilidade que é expressa pelo coeficiente angular da curva de regressao linear
de calibragéo. O coeficiente de correlagao linear (r) e o coeficiente de determinagéo
(r2) sdo parametros que indicam o quanto a reta pode ser adequada como modelo
matematico. O critério minimo aceitavel do coeficiente de determinacao varia entre
0,90 a 0,99 (BRASIL, 2003) e para o coeficiente de correlagao linear um valor
superior a 0,90 (INMETRO, 2010).

E importante saber que a melhor curva sera aquela que fornecera o menor
valor para a soma quadratica dos residuos (Q) obtidos entre o sinal analitico medido
(yi) e o sinal analitico predito (y;), para um conjunto de N pontos experimentais.

Como demonstrado na Figura 7 e na Equacgéo 2.6:

0-3 (-5

Eq. 2.6

Curva Analitica

Residuo

Concentracdo

Figura 7: Estimativa do residuo do sinal analitico em uma curva de calibragéo.
Fonte: RIBEIRO et al., 2008.
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1.5.1.1.2. Limites de deteccao e quantificacao

O Limite de detecgédo (LD) corresponde a menor quantidade de um analito
que pode ser detectada, porém nido necessariamente quantificada como um valor
exato. Na pratica, o LD é determinado como a menor concentracdo do analito que
pode ser diferenciada do ruido do sistema com seguranca. A exigéncia para
distinguir ruido de um sinal analitico varia entre os laboratérios. Um procedimento
comum é aceitar como LD a concentragdo ou massa do analito que gera um sinal
igual a trés (3) vezes maior do que o ruido do sistema (N) (do inglés noise) (FABRE,
1999), como na Equacgao 2.7:

LD = 3N
Eq. 2.7

Outra forma é definir o LD como a concentragcdo ou massa do analito que
produz sinal igual a 3S, em que S € o desvio-padréo do ruido medido empregando-
se uma solugéo do branco em vez do ruido do equipamento.

O limite de quantificagao (LQ) corresponde a menor quantidade de um analito
que pode ser quantificada com exatiddo e com uma fidelidade determinada. Pode
também ser definido em relagdo ao ruido empregando-se o branco como referéncia;
valores ao redor de 10S (sendo S o desvio-padrdo do sinal gerado empregando-se
um branco) sdo comumente aceitos (CHASIN et al.,1998).

Adicionalmente, ha ainda outras de formas de se estimar os limites de
detecgao e de quantificacdo, além do método da relagio sinal-ruido. Neste trabalho
foi utilizado o método baseado em parametros da curva analitica, considerando-se o
grau de confiabilidade estatistica necessaria (DANZER e CURRIE, 1998).

Para o entendimento do calculo de LD, deve-se saber que a equacado de
regressao apresenta um erro padréo e o produto deste erro pelo valor apropriado de
t da distribuicdo de Student (BOX et al., 2005), permite calcular o intervalo de
confianga da curva analitica (Figura 8), o qual tem a forma de duas linhas

hiperbdlicas ao redor dessa curva.
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X. LD
Figura 8: Curva analitica ilustrando os parametros utilizados no calculo do LD. Fonte:
RIBEIRO et. al., 2008.

A Figura 8 mostra o y critico (y;) que € o limite superior do intercepto do
intervalo de confianga. Fazendo a sua projegdo no limite inferior tem-se uma
estimativa da concentragdo minima, medida com um grau de confianga comprovado
estatisticamente, ou seja, o LD do método. As Equacgdes 2.8 e 2.9 demonstram o
calculo de y; e LD (DANZER e CURRIE, 1998):

Eq. 2.8
onde a € o coeficiente linear da curva, S, € o desvio padréo calculado para o ajuste
linear, t € o valor apropriado da distribuicdo de Student, N € o numero de pontos da

curva analitica e X é o valor médio da concentragao x;.

—\2
LD :2.£. (i)+l+ (v~ y)
a, N <

Eq. 2.9
onde a; € o coeficiente angular da curva, Sy € o desvio padréo calculado para o

ajuste linear, t € o valor apropriado da distribuicdo de Student, N € o numero de
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pontos da curva, X é o valor médio da concentragcédo x, y é a média do sinal
analitico.
O valor de S, (desvio padréo calculado para o ajuste linear), pode ser obtido

pela Equacéao 2.10.

Eq. 2.10

onde y; € o sinal analitico medido, § € o sinal analitico predito e N numero de pontos

da curva analitica.
Assim como o LD, o LQ também pode ser calculado a partir do intervalo de

confianga da curva analitica, conforme a figura 9:

th " -:__-//,__

X, LQ
Figura 9: Curva analitica ilustrando os parametros utilizados no calculo do LQ.
Fonte: RIBEIRO et al., 2008.

onde x. é o valor da concentrac&o (x) no ponto em que o valor de a intercepta a reta
de regressao, e y, € o valor de y para a projegao de x.; no limite de controle superior.
As Equagbes 2.11, 212 e 2.13 demonstram os calculos de x., y, e LQ
respectivamente (DANZER e CURRIE, 1998).

T (%tj (ﬁj o 3 ():2_ XY

Eq. 2.11



Pagina |42

onde a; € o coeficiente angular da curva, Sy € o desvio padréo calculado para o
ajuste linear, t € o valor apropriado da distribuicdo de Student, N € o numero de

pontos da curva e X € o valor médio da concentragao x;.

e
> (6 -%)

Yo =8, +2.5,L. (Nj+1+

Eq. 2.12

onde a, € o coeficiente linear da curva, S, € o desvio padréo calculado para o ajuste
linear, t € o valor apropriado da distribuicdo de Student, N € o numero de pontos da

curva analitica e X é o valor médio da concentragao x;.

(s () [T B

Eq. 2.13

onde y, € o valor de y para a projegao de x. no limite de controle, a, é o coeficiente
linear da curva, a; € o coeficiente angular da curva, S, € o desvio padr&o calculado
para o ajuste linear, t € o valor apropriado da distribuicdo de Student, N € o numero

de pontos da curva, X é o valor médio da concentragao x, y € a média do sinal

analitico.

1.5.1.1.3. Exatidao e Recuperagao

A exatidao é definida como a concordancia entre o resultado de um ensaio e
a quantidade do analito realmente existente na amostra (EURACHEM, 1998). A
exatiddo é, geralmente, determinada por intermédio do uso de uma amostra
certificada ou na fortificagdo de uma amostra branca, cuja concentragao do analito é
conhecida. A exatiddo também pode ser expressa como recuperacdo analitica,

quando aplicada a uma série de resultados de ensaios (INMETRO, 2010).
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A recuperacdo € uma medida da eficiéncia do processo de isolamento do
analito de interesse da matriz na qual se encontra presente. Pode ser também
definida como a porcentagem da concentragédo verdadeira de um analito recuperado
durante o processo analitico, ou seja, efetuam-se as operagdes necessarias a
recuperacgao do analito adicionado (por exemplo, extragdo com solventes, clean-up,
etc.) e o valor do analito é, entdo, determinado. Esta pratica é utilizada geralmente
quando ndo se encontra um material de referéncia certificado disponivel (CEE,

2002). A exatidao pode ser expressa pela Equacgao 2.14:

I X — X
Exatidao(%) = ( S Jx 100
XV
Eq. 2.14
Na qual:
Xi= Valor medido;

xy= Valor verdadeiro.
1.5.1.1.4. Precisao

A precisdo € a expressao da concordancia entre varios resultados analiticos
obtidos para uma mesma amostra (LANCAS, 2004). A precisdao pode ser
determinada em condi¢cdes de repetitividade ou reprodutibilidade. Este parametro foi
determinado pela analise de padrdes analiticos. Pelo menos cinco replicatas devem
ser usadas para a determinacdo da precisdo. Neste trabalho, a precisdo foi
determinada através da repetitividade, calculando-se o desvio-padrao (S) e o desvio
padrao relativo (DPR), conhecido também como coeficiente de variagao. Este ultimo
termo fornece a dispersao dos valores medidos em torno de um valor médio, para
analises de amostras contendo a mesma quantidade das espécies de interesse
(INMETRO, 2003). A precisao pode ser determinada através das equacdes 2.15 e
2.16:
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Eq. 2.15

DPR = 1908
X

Eq. 2.16

onde X é o valor médio da concentragéo x;, € n 0 numero de medigdes realizadas.

1.5.1.1.5. Seletividade/Especificidade

A especificidade corresponde a capacidade de um método em determinar o
analito de maneira inequivoca na presenga de outras substancias susceptiveis de
interferirem na determinagcdo. A especificidade € um parametro de grande
importancia na analise de amostras complexas, como residuos de aflatoxinas em
alimentos. Neste caso, devem-se analisar varias aliquotas diferentes da mesma
matriz de forma a determinar, inequivocamente, os componentes de matriz que
interferem na determinagdo do analito de interesse. O termo especificidade é
também empregado como sindnimo de seletividade (CHASIN et al., 1998).

De fato, o termo especifico refere-se a um método que produz uma resposta
para um unico analito, enquanto o termo seletivo refere-se a um método que fornece
resposta a um grupo de espécies quimicas que podem ou nao serem distinguiveis
umas das outras (HUBER, 1993). Se a resposta da substancia de interesse é
distinguivel das outras respostas, o0 método € denominado seletivo. Na pratica,
poucos métodos respondem a apenas um analito, fazendo com que o termo
seletividade seja mais apropriado (KARNES et al., 1991).

A farmacopéia americana define a seletividade de um método analitico como
sua habilidade em medir, de forma acurada, um analito na presenca de
interferéncias as quais se espera que estejam presentes na matriz da amostra (USP
22, 1990). lIsso inclui os precursores de sintese, isébmeros, produtos de

decomposicao, entre outros.
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Em geral, uma forma simples de determinar a seletividade de um método
espectroscopico de absor¢cao é observar a presenca de sinais de absorvancia na
regidao do comprimento de ondas do analito de interesse, analisando-se um branco
com a mesma matriz a ser avaliada. Nesse caso, devem-se empregar varias
amostras, e a auséncia de sinais de absorvancia na regido do comprimento de onda

do analito de interesse deve ser observada.

1.5.1.1.6. Robustez

A robustez € uma medida da capacidade de um método de nao sofrer
alteracbes em decorréncia de pequenas variagdes, deliberadamente introduzidas
nos parametros do método. Ou seja, pode ser medida através de diversos fatores
como variagdes no preparo de amostras, na armazenagem ou em alteragbes nas
condigdes experimentais. Nesta caracteristica de desempenho fazem-se variagdes
no método de ensaio, avaliando-se o efeito destas modificacbes no resultado da
analise (INMETRO, 2010).

Na robustez pode-se medir a confiabilidade do método em condi¢gdes normais
de operacao, permitindo fixar as tolerancias dos fatores do método. A influéncia dos
fatores na resposta da analise pode ser verificada individual (método univariado) ou
simultdneamente (método multivariado) (ALTRIA e FILBEY, 1994). Um método pode
ser considerado robusto quando se apresenta praticamente insensivel a pequenas
variagdes que possam ocorrer quando de sua execuc¢do. Quanto maior a robustez

de um método maior sera a confiabilidade em sua precisédo (EURACHEM, 1998).

1.5.2. Calibracdo multivariada de 22 ordem

A quantidade de metodologias empregadas para analise de amostras simples
ou complexas tem crescido bastante, principalmente quando se trata de resolugao
de misturas com multicomponentes com a utilizacdo de métodos de calibragao
multivariada. Em uma calibragcdo multivariada faz-se a associacdo de diversas
variaveis simultaneamente durante as medi¢cbes de analise de uma amostra. A
utilizacdo de técnicas de calibragao multivariada constitui uma importante alternativa
para a interpretacdo de dados e para a aquisicao do maximo de informagao sobre o
sistema analitico (NUNES, 2008).
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Em analises de alimentos, a calibragdo multivariada tornou-se uma importante
ferramenta analitica, e o grande interesse nesta técnica estd no fato deste
procedimento analitico ser bastante rapido e eficiente na abordagem de muitos
problemas reais (FORINA et al., 2007).

Quando se trabalha com métodos quimiométricos pode ser utilizada toda
informacdo instrumental (métodos baseados em espectro completo) ou pode ser
usado o método de selecdo de variaveis, o qual melhora significativamente o
desempenho da calibracido multivariada. O método de selecédo de variaveis, quando
aplicado em analises de espectros, envolve a demarcagdo de uma determinada
regiao que pode ser composta por comprimentos de ondas discretos ou bandas.

A escolha dessa regido pelo método de sele¢do de variaveis tem como alvo
encontrar as variaveis minimamente correlacionadas e colineares que contenham
informacdes relacionadas somente ao parametro de interesse. Com isso, a
modelagem é realizada apenas com base nessas variaveis e o modelo construido
sera mais simples, robusto, eficaz e facil de interpretar (NUNES, 2008).

Em oposicao aos métodos que fazem a analise do espectro completo, ou
seja, aqueles que utilizam todos os comprimentos de onda do espectro, encontram-
se 0s métodos de compressao de variaveis, que sao baseados na decomposigao
dos dados em componentes principais (MARTENS e NAES, 1987).

De uma forma geral, a calibragdo multivariada é realizada em cinco etapas,
que sado a preparagdao do conjunto de calibragdo, o registro do sinal analitico
(espectro), o pré-tratamento dos dados, a constru¢cdo do modelo e, por fim, a
validagdo do mesmo.

Na preparacao do conjunto de calibragdo, obtém-se um conjunto de amostras
das quais devem ser conhecidas as propriedades de interesse. O registro do sinal
analitico visa obter informagdes quimicas e fisicas através dos espectros.

Na etapa de pré-tratamento dos dados séo reduzidas possiveis contribuicées
indesejadas nos sinais, o que pode causar uma diminuicdo da capacidade de
previsao dos modelos (PIZARRO et al., 2004). Neste trabalho, foi somente aplicado
um procedimento de suavizagao dos espectros. O algoritmo empregado e o mais
utilizado para este fim é o de Savitzky-Golay (SAVITZKY e GOLAY, 1964).

Na construcdo do modelo, seleciona-se aquele que estabelece uma melhor
relagdo entre o sinal instrumental e a concentragdo do analito. Para garantir que o

modelo construido tenha uma boa capacidade preditiva, € necessario fazer um
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processo de validagcdo, onde sera feito um estudo quantitativo dos resultados da

aplicagao deste modelo em novas amostras.

1.5.2.1. Modelo de analise de fatores paralelos (PARAFAC)

O PARAFAC é um método quimiométrico multidimensional bastante utilizado
e que possibilita o emprego de um numero bastante reduzido de amostras em
relagdo aos métodos de primeira ordem, sem apresentar perda da reprodutibilidade
dos resultados ou na estabilidade da decomposi¢cdo, que envolve também a
regressao de dados de segunda ordem (TREVISAN, 2003).

Ha o registros recentes de diversos trabalhos que empregam técnicas
espectrofluorimétricas utilizando o modelo PARAFAC para a determinagao
simultadnea de diversos parametros ou analitos, tanto em analises ambientais quanto
em alimentos. Dentre os quais podem ser citados, estudos da estabilidade do iogurte
fazendo-se o0 uso da combinagdo da espectroscopia de fluorescéncia com analises
de fatores paralelos (HENRIQUES et al., 2009) e avaliagbes por este método
quimiométrico na determinacdo simultdnea de hidrocarbonetos aromaticos
polinucleares em agua por espectrofluorimetria (LIMA et al., 2010).

O modelo de Analise de Fatores Paralelos possibilita a decomposi¢ao de um
tensor de dados em matrizes de loadings (concentracéo, espectros de emisséo e de
excitacdo), mais um tensor de dados contendo os residuos ndo modelados,
facilitando a interpretacao dos resultados (BRO, 1998).

Na utilizagdo da técnica de fluorescéncia de excitagdo-emisséo, a medida de
uma unica amostra gera uma superficie de excitagdo-emissdo ou uma matriz de
intensidades de fluorescéncia. Expandindo-se para um conjunto de amostras, tem-
se a criacao de um tensor tridimensional (amostras — comprimento de onda de
excitacdo — comprimento de onda de emissdo), com a formagdo de um sodlido
tridimensional ou cubo. Com isso, um tensor X de dimensdes / x J x K é formado,
através da medida de intensidade de fluorescéncia de varias amostras (TREVISAN,
2003). A Figura 10 demonstra graficamente a decomposi¢cao de um tensor de dados
através do modelo PARAFAC.
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Figura 10: Representagdo grafica da decomposicdo dos dados realizada pelo
modelo PARAFAC. Fonte: SENA, 2005.

Este modelo & definido por uma matriz de scores ou loading (escores ou
pesos) A, e duas matrizes de loadings (pesos) B e C, representadas
respectivamente por ai, by € C« . Xjk € um elemento do tensor de dados definido
pelas dimensdes I x J x K. O modelo tem a otimizagao obtida pela minimizagao das
somas dos erros quadraticos do modelo, ej, no proprio modelo (ENGELEN et al.,

2009), conforme a Equagao 2.17:

F
X, = Zaﬁbﬁcﬁ +e,
f=1

Eq. 2.17

Para a otimizagdo do modelo PARAFAC ¢ utilizado como algoritmo o ALS -
Alternating Least Squares (Minimos Quadrados Alternados), que inicializa
assumindo os loadings em dois modos e usa-os para estimar os loadings do préximo
modo, até a minimizacdo dos residuos (TREVISAN, 2003). Neste trabalho foram
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feitas certas restricbes como a nao negatividade, que foi utilizada para melhorar a
convergéncia do algoritmo e obter uma melhor interpretagao fisica dos loadings, tais
como as semelhangas espectrais.

Nesta técnica, além da identificacdo de componentes também pode ser
realizada a quantificacéo e, neste caso, os loadings do modo de concentracédo ou
scores obtidos ap6s a decomposicdo sdo relacionados com as concentragdes
conhecidas dos grupos de calibracao e validagéo.

Na utilizacdo do PARAFAC como ferramenta quimiométrica, deve-se atentar
para a escolha do numero ideal de fatores para a decomposicido. Possiveis erros na
escolha destes fatores podem gerar interpretacées falsas do sistema em estudo,
minimizando a confiabilidade da analise. O parametro utilizado para a escolha dos
fatores é o diagndstico de consisténcia do tensor do nucleo, ou termo em inglés
Core Consistency Diagnostic - Corcondia, como indicativo da trilinearidade do
modelo, de modo que os elementos da superdiagonal da matriz do nucleo, que
deverdo ser o mais proximo possivel do valor unitario, e os elementos externos da
superdiagonal, sejam préximos a zero (SENA, 2005). O Corcondia é definido pela

Equacao 2.18:

ZiZ(gdef o rdef )2

II:
Corcondia =100 # | 1— d=Le=t =

F F F )
Z thef
I:"— £

2

1 e=1 =1

Eq. 2.18

onde gqef € O elemento da matriz core calculado com os loadings obtidos pelo
PARAFAC e definido pelas dimensdes (d-e-f), taef € 0 elemento de um tensor binario
com zero em todos os elementos e um na superdiagonal (o ideal), e F é o numero
de fatores do modelo.

Se o resultado do core consistency diagnostic estiver entre 90% e 100%, ha
um indicativo de que o numero de fatores escolhidos é adequado; um valor em torno
de 50% indica que o modelo ndo € adequado, pois pode apresentar variagbes na

trilinearidade. Se um resultado for proximo de zero ou ainda negativo indica um
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modelo invalido, pois o0 espago coberto pelas matrizes de componentes nao
descrevem uma variagao trilinear (SENA, 2005).

Ao final da analise feita pelo PARAFAC puderam ser avaliados alguns
parametros de mérito, explorados no item 2.5.2.2, que sdo de grande importancia
em calibracdo multivariada, em funcdo da sua caracterizacdo, comparagao e

desenvolvimento de métodos multivariados (OLIVIERI et al., 2006).

1.5.2.2. Parametros de mérito para calibragao multivariada de 22 ordem

1.5.2.2.1. Sinal analitico liquido

O sinal analitico liquido (NAS — Net Analyte Signal) tem importante funcéo na
determinacdo de alguns paréametros de mérito para calibragbes multivariadas, como
em calculos de seletividade e razdo sinal/ruido, que requerem o calculo do sinal
analitico liquido do analito de interesse. O NAS, que é a fragao do sinal analitico &
ortogonal ao sinal dos demais componentes presentes na amostra, como mostra a
Figura 11. A contribuig&o individual de cada componente é armazenada em um fator
do modelo em métodos de calibragdo de segunda ordem; logo, o sinal analitico
liquido para cada espécie linearmente independente presente na amostra é
armazenado separadamente (VALDERRAMA et al., 2009).

Sinal Analitico

Sinél_analitica liquido (NAS)

Sinal dos interferentes

Figura 11: Repfeséntégéo do orto'go"hal-idade"d-o-sin“al énall’tico liquido (NAS). Fonte:
VALDERRAMA et al., 2009.

Como se trata de um vetor contendo valores para cada amostra e é
proporcional a concentracdo do analito de interesse, 0 NAS pode ser representado
pela Equacéo 2.19:

NAS = [|(Xnas)ll
Eq. 2.19



Pagina |51

onde Xnas € 0 vetor NAS do analito de interesse ( X ) e ||.|| = norma euclidiana
(OLIVIERI e FABER, 2009).

1.5.2.2.2. Exatidao

Para avaliacdo da exatiddo € necessario medir a capacidade de predigao
fazendo-se a determinacdo de parametros de avaliagdo do modelo. Os principais
s&o o somatorio do quadrado dos residuos ( (Yprev — y)?), denominado habitualmente
de PRESS (Predicted Residual Error Sum of Squares), ou o seu valor médio, MSE
(Mean Squared Error), obtido dividindo-se o PRESS pelo numero de amostras. Para
utilizar as mesmas unidades de concentragao, calcula-se a raiz quadrada do MSE
obtendo-se 0 RMSE (Root Mean Squared Error), o qual se calcula tanto para as
amostras de calibragdo, RMSEC (Root Mean Squared Error of Calibration) quanto

para as amostras de predicdo, RMSEP (Root Mean Squared Error of Prediction).
As equacgdes desses parametros (Equacdes 2.20 e 2.21), que foram utilizados
no presente trabalho, sdo apresentadas abaixo:

Onde *Np = numero de amostras

Raiz quadrada do erro médio quadratico de calibracdo (RMSEC)

RMSEC = ll_;; (Foredite = Yabetdge )

Eq. 2.20

Raiz quadrada do erro médio quadratico de predicdo (RMSEP)

[
K
¢ . N =5
E,;:r '\}Qp radlte = Frefer@noa

RMSEP = | .
5 R

Eq. 2.21
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1.5.2.2.3. Sensibilidade

A sensibilidade (SEN) corresponde a fragdo do sinal responsavel pelo
acréscimo de uma unidade de concentragao a propriedade de interesse (LORBER,
1986 e FERRE et al., 2001). E determinada através da Equacéo 2.22.

SEN = 1/||b||
Eq. 2.22

Onde b é o vetor dos coeficientes de regressao e ||.|| € a norma euclidiana.
1.5.2.2.4. Sensibilidade Analitica

De uma maneira geral, apresenta a sensibilidade do método em termos da
unidade de concentracdo que é utilizada, sendo definida como a razdo entre a
sensibilidade e o desvio padrao do sinal de referéncia, ou como sendo a razao entre
a sensibilidade e o ruido instrumental (OLIVIERI e FABER, 2005), de acordo com a
Equacéo 2.23:

y=SEN;_ _ SEN‘%“
Eq. 2.23
Onde € e 6 = ruido instrumental, k corresponde a espécie de interesse e ||.|| € a

norma euclidiana.
1.5.2.2.5. Seletividade

Mede o grau de sobreposi¢cdo entre o sinal da espécie de interesse e o0s
interferentes presentes na amostra indicando, também, a parte do sinal que é
perdida por essa sobreposicdo (VESSMAN et al., 2001). E representada pela razéo
entre a sensibilidade do analito de interesse e de um interferente particular. A

seletividade pode ser obtida através da Equacao 2.24:

SEL = {[( BexpTPb,uanexp) . (CexpTPc,unxCexp)}_1 }nn-”2
Eq. 2.24
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Onde By, € Ceox S80 matrizes que contém os perfis espectrais de todos os analitos
conhecidos em cada dimensdo, nn € o elemento (n,n) correspondente ao n-ésimo
analito de interesse e Py unx € Pcunx SA0 as matrizes de projecdes ortogonais que

removem a contribuicdo dos componentes inesperados.

1.5.2.2.6. Linearidade

O parametro linearidade é estimado a partir da correlacdo entre os valores
tidos como referéncia e os valores estimados pelo modelo de calibragédo
multivariada, para a propriedade de interesse. Com isso, pode-se determinar a
melhor reta pelo método dos minimos quadrados e ajustar os valores de referéncia
aos valores estimados pelo modelo (LAASONEN et al., 2003). Também € possivel
determinar o ajuste do modelo através da melhor reta que se ajusta a relagdo do

NAS contra a concentragdo, para as amostras de calibracdo (BRAGA, 2004).

1.5.2.2.7. Limite de detecgao

O limite de detecgado € a menor concentracdo de um dado analito que um
processo analitico pode detectar com confianca (MASSART et al, 2003) e

representado pela Equacao 2.25:

LD = 3,3.¢/ SEN
Eq. 2.25

Onde ¢ é o ruido instrumental e SEN corresponde a sensibilidade.

1.5.2.2.8. Limite de quantificagao

O limite de quantificacdo € a concentracdo minima que permite a
quantificacdo do analito de interesse com um desvio-padrao relativo de previsao

menor que 10% e pode ser obtido a partir da Equacao 2.26:

LQ = 10.¢/ SEN
Eq. 2.26

Onde ¢ é o ruido instrumental e SEN corresponde a sensibilidade.
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2 ESTUDO DE CASO: DETERMINAGAO DO TOTAL DE AFLATOXINAS EM
AMENDOIM POR ESPECTROFLUORIMETRIA

Esta metodologia fixa condigdes, padroniza, define alguns parametros para a
determinacao das aflatoxinas B1, By, G1 e G, com derivatizagao pds-coluna de
imunoafinidade, analisadas por espectrofluorimetria com base em um estudo
colaborativo (TRUCKSESS et al., 1991). O método apresentado neste trabalho se
adequa a Resolugdo RDC N° 274, que fixa um LMT (limite maximo toleravel) de 20
ug.kg” para o somatério das aflatoxinas By, B,, G4 e G, para amendoim com casca,
descascado, cru ou tostado (BRASIL, 2002). Esta portaria internalizou as normas do
MERCOSUL GMC/RES. N° 56/94.

2.1. Materiais e Métodos

2.1.1. Processo de amostragem do amendoim

As amostras de amendoim utilizadas neste trabalho sdo provenientes de
estabelecimentos comerciais e processadas de acordo com o procedimento
operacional padrdao do Laboratério de Alimentos e Contaminantes do
INCQS/FIOCRUZ (POP 65.3120.152-02, 2011). Neste processo séo pesados 0,5 kg
do amendoim de mesmo lote e para uma distribuicdo homogénea, as amostras
recebidas devem ser moidas e homogeneizadas em sua totalidade.

Estas amostras devem ser moidas para obterem-se tamanhos de particulas
menores do que 20 mesh. Nesta etapa de moagem é necessario a utilizagdo de
mascara protetora ou um exaustor de po, ja que processamento destas amostras
secas pode resultar na presenga de poeira no ar e mesmo se a toxina nao estiver
presente, existe um perigo potencial proveniente da inalacdo de esporos de fungos
ou uma resposta alérgica da inalagédo desta poeira por um individuo (AOAC, 2005). A
moagem das amostras de amendoim foi realizada em area separada do laboratério

de analise.
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2.1.2. Processo de extracdo e analise de aflatoxinas em amendoim

O principio do ensaio baseia-se na extracdo de 6 g de amostra de amendoim
(cru com casca) moido acrescidos de 1 g de cloreto de s6dio em 30 mL de solugéo
de metanol a 70% v/v. O extrato é homogeneizado durante uma hora em um
agitador mecanico. Apos esta etapa, o extrato é levado a uma filtracdo em papel de
filtro qualitativo, onde, 15 mL do mesmo sao recolhidos e misturados com 30 mL de
agua deionizada. Feito isto, o filtrado é passado em uma membrana de microfibra de
vidro sob vacuo e ao final deste processo o extrato deve apresentar um aspecto
limpido, caso contrario, esta ultima etapa de filtracdo devera ser repetida. Em uma
seringa de vidro é transferido 15 mL do extrato obtido, onde esta acoplada a coluna
de imunoafinidade contendo anticorpo monoclonal para as aflatoxinas B4, B2, G1 e
G». Apos a passagem do extrato, a coluna deve ser lavada em duas porgdes de 10
mL de agua deionizada para a retirada de possiveis residuos advindos da extragao
do amendoim. Neta etapa, as aflatoxinas s&o isoladas, purificadas, e ficam
concentradas na coluna. A eluicdo das aflatoxinas é feita aplicando-se 1 mL de
metanol na coluna. O eluato é transferido diretamente da coluna para uma cubeta
de quartzo e as aflatoxinas totais sdo quantificadas pela medida da fluorescéncia
apods reacao de derivatizagao com 1 mL de solugcédo de bromo 0,003% v/v.

A etapa de derivatizagdo nesta metodologia se faz necessaria, ja que em
determinacbes de aflatoxinas por espectrofluorimetria, ha um aumento da
fluorescéncia destes analitos apds a adicdo de reagentes complexantes ou
derivatizantes. Com a adicdo de solugdo de bromo ocorrem reagdes de
derivatizacdo das aflatoxinas, conforme mostra a Figura 12. As aflatoxinas sé&o
determinadas no espectrofluorimetro com os comprimentos de onda de excitacao e
emissao fixados em 360 nm e 420 nm, respectivamente (TRUCKSESS et al., 1991).
Nestas reagdes ocorre a superposi¢cao entre estados vibracionais dos dois estados
eletrénicos, e quando a molécula contém atomo pesado como o Br, as interacbes
spin-Orbita propiciam condicdes mais favoraveis para uma mudanca de spin. Os
efeitos do atomo pesado se refletem em todos os processos onde os estados de
diferentes multiplicidade (transi¢ées dos estados tripleto e singleto) estdo envolvidos,
acarretando na mudanca de propriedades fotofisicas da molécula, o que ocasiona
um aumento na fluorescéncia (INGLE e CROUCH, 1998).
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Aflatoxina G1

Figura 12: Representacdo da reacdo de derivatizagdo das aflatoxinas utilizando
solucdo de bromo 0,003 %v/v. Fonte: R-BIOPHARM RHONE LTD, 2004.

2.1.3. Materiais

2.1.3.1. Equipamentos e Materiais

Espectrofluorimetro — Modelo Panorama Fluorat-02 (Lumex, Russia);

Balanga analitica com resolug&o de 0,0001g — Modelo AL204 (Mettler Toledo,
Suica);

Micropipetas de volume variavel de 10 — 1000 pl (Eppendorf, USA);

Sistema de filtracdo a vacuo;

Bomba de vacuo;

Agitador mecénico — Tipo shaker,

Coluna de imunoafinidade (Aflatest™);

Cubetas de quartzo de 1 cm;

Papel de filtro qualitativo (Whatman N°2);

Papel de microfibra de vidro, @ = 47 mm.

2.1.3.2. Reagentes

Agua deionizada ou com maior grau de pureza;
Padréo de aflatoxinas (B4, B2, G1, G2) com pureza = 98% (Sigma-Aldrich)
Solugéo de bromo 0,03 %v/v (Biovet);



Pagina |57

= Metanol, grau CLAE (Merck, Alemanha);

» Cloreto de sodio para analise (Merck, Alemanha).

2.1.3.3. Solugdes reagentes

Solugao de bromo 0,003 % v/v

Solugédo metanol/agua 70% v/v
2.1.3.4. Preparo das solugdes padrao de aflatoxinas
Solugéo estoque de aflatoxinas: B4, By, G1 e G2 10 pg. mL" em acetonitrila

(grau CLAE). Posteriormente, foram feitas diluicbes para a preparagao das solugoes

de 10; 25; 50; 75 e 100 ng. mL™" usando metanol como diluente.

2.1.4. Definicdo das condicdes operacionais

O objetivo da definicdo das condi¢gdes operacionais foi determinar quais os
comprimentos de onda (excitagcdo e emissdo) ideais para a determinagéo
espectrofluorimétrica de aflatoxinas totais na matriz (amendoim).

Para a definicdo das condi¢gdes operacionais foram fortificadas amostras
brancas de amendoim, em trés concentracbes diferentes: uma de baixa
concentracdo (20 ng. mL™"), uma de concentragado intermediaria (50 ng. mL™") e uma
de alta concentracdo (100 ng. mL™), preparadas & partir da solugéo estoque.

Foram utilizadas trés concentragdes distintas no intuito de avaliar o
comportamento da reagdo de derivatizacdo em diferentes concentracbes de
aflatoxinas, mantendo-se a mesma quantidade do reagente (solugdo de bromo
0,003% v/v). Para a selegcao dos comprimentos de onda foi obtido uma superficie de
excitagdo-emissdo com a excitagdo no intervalo de 300-370 nm e a emissao de 380-
550 nm.
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2.1.5. Caracteristicas de desempenho

Para a anadlise dos parametros de linearidade, limites de deteccdo e
quantificacado, precisdo, exatidao, e robustez foi utilizado como recurso para os
calculos uma planilha de validagdo elaborada no software Excel 2003 da Microsoft®,
de dominio publico. A planilha pode ser obtida no enderego eletrénico

http://Igta.igm.unicamp.br.
2.1.5.1. Linearidade, Limites de Detec¢ao e Quantificagao

Para a determinacdo destes parametros foram analisadas cinco amostras
brancas de amendoim moido fortificadas com solugcbes padrdao de aflatoxinas,
obtendo-se uma curva analitica com cinco pontos para avaliacdo da linearidade. As
concentracgdes utilizadas foram: 10, 25, 50, 75, 100 ng. mL'1, todas analisadas em
quintuplicata. Foram obtidos, por regressédo linear, a equagcdo da curva e o
coeficiente de determinagéo. Além disso, foi construido o grafico dos residuos, que
permite detectar problemas no ajuste da curva como, por exemplo, possiveis
desvios da linearidade ou mesmo a heterocedasticidade (a variancia nao se mantém

constante).
2.1.5.2. Exatidao/ Recuperacéao

Foram analisadas matrizes brancas de amendoim moido adicionadas de
solugdo de aflatoxinas totais em trés niveis de concentragdes (10; 20; 30 ug. kg™). A
solugédo padrdo com aflatoxinas foi adicionada a matriz, apds a pesagem, antes do
inicio do processo de extragao descrito no inicio deste capitulo. Foram feitas seis
determinagdes para cada amostra. Apos a analise das amostras foi calculada a
exatidao/recuperacao obtida de cada amostra através da Equacgao 2.14.

Depois de determinadas, as recuperagdes nas diferentes concentragdes
estudadas, foram comparadas ao intervalo de variacdo aceitavel na faixa de
concentragdo recomendada (CEE, 2002). Os valores de recuperagdo aceitaveis
devem estar na faixa de 70 a 120% (SOARES e RODRIGUEZ-AMAYA, 1989).
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2.1.5.3. Precisao

A precisao das analises, dentro do processo de validacao, foi avaliada pela
repetitividade e, para a avaliacido desta caracteristica, um Unico analista realizou
todas as etapas do procedimento deste ensaio. A precisdo das analises foi realizada
fazendo-se determinagdes em amostras de amendoim fortificadas em trés niveis de
concentragdes. As amostras fortificadas tinham concentragdes de 10, 50 e 75 pg.
kg', as quais cobriam a maior parte da faixa linear da curva analitica. Para cada
nivel de concentracao foram feitas seis determinacoes.

A partir dos valores de concentragdo obtidos, foram calculados os DPR
(desvio padréo relativo) ou coeficientes de variagdo e comparou-se com valor
encontrado pelo célculo do valor de Horwitz (DPRR), representada pela Equagao 3.1
(INMETRO, 2010).

DPRR = 2(1 - 0,5 log C)
Eq. 3.1

Onde C é a fracdo massica expressa sob a forma de uma poténcia de 10.

No caso desse experimento foi usado pg. kg™, portanto C = 10®°. Calculando-
se 0 DPRg obtém-se o valor de 45,3%, indicando que o DPR encontrado na analise

destas amostras devera ser inferior a este valor.
3.1.5.4. Especificidade/ Seletividade

A seletividade foi avaliada observando-se a presenga de sinais na regido do
comprimento de ondas de fluorescéncia das aflatoxinas, fazendo-se a analise de
trés matrizes brancas. Nesse caso, a auséncia de sinais de interferentes nesta

regido do espectro deve ser observada.
2.1.5.5. Robustez

Para avaliar a robustez da metodologia foram feitas pequenas altera¢des na

metodologia. Foi realizada a extragdo de trés amostras de amendoim fortificadas
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com solugdo padrao de aflatoxinas totais, perfazendo-se uma concentragdo de
aflatoxinas de 20 pg. kg™ na matriz.

Uma das amostras foi extraida pela metodologia original (controle — condigao
1). Em outra, foi modificado o processo de extragdo na etapa de agitacéo, fazendo-
se a mesma de forma manual, ao invés da utilizagdo de um agitador mecéanico
(condicao 2). Na ultima, foi realizada toda etapa de extragcdo até a obtencdo do
extrato final, deixando a etapa de separagao através da coluna de imunoafinidade
para o dia seguinte. Este extrato foi armazenado em refrigerador e mantido a uma
temperatura de aproximadamente 10°C (condigao 3).

Nestas amostras foram realizadas seis determinagdes e avaliados os
parametros de recuperagao e precisdo para a observacdo da sensibilidade do

método em relacido a essas pequenas variagoes.

2.2. Resultados e discussao

2.2.1. Definicido das condicdes operacionais

Os resultados encontrados para definicdo dos comprimentos de onda ideais
que foram utilizados para a determinacdo de aflatoxinas totais em amostras de

amendoim estdo demonstrados nas Figuras 13 e 14.
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Figura 13: Superficies de resposta da matriz de emissdo-excitacdo das aflatoxinas

totais em trés niveis de concentragao.

Fazendo-se a avaliagao das intensidades dos sinais nas trés amostras (Figura
13), conclui-se que os resultados foram relativamente crescentes em relacdo aos
niveis de fortificagdo das aflatoxinas no amendoim. As maiores intensidades de
fluorescéncia foram 3,4, 4,5 e 8 para as concentragdes de 20 ng. mL™, 50 ng. mL" e
100 ng.mL", respectivamente, evidenciando que o processo da reacdo de
derivatizacdo ndo causou perda na eficiéncia apds a extragao das aflatoxinas nos
diferentes niveis de concentragoes.

Para a construgao da curva analitica foram utilizados como comprimentos de
onda de excitagdo e emissao, 362 nm e 430 nm, respectivamente, ja que nesses
comprimentos ocorreu uma maior intensidade de sinal (Figura 14). Em algumas
literaturas os maiores comprimentos de onda empregados séo os de 360 nm para
excitacdo e 420 nm para emissdo. Estas pequenas variacbes de valores esta

relacionada a resolucao do espectrofluorimetro utilizado.

A emissdio, nm — f excitagao, nm A emissdo, nm A excitagiio, nm
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Figura 14: Espectro de emissao das aflatoxinas indicando o maximo de emissao

fluorescente.

2.2.2. Linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo

A curva de calibragdo obtida para as aflatoxinas totais apresentou um

comportamento linear para a faixa de concentracdo de 10 a 100 ng. mL™, com

coeficientes de correlagao acima de 0,99. Os dados da curva estdo apresentados na

Tabela 3. Os coeficientes da regressdo podem ser observados no grafico da Figura

15:
Tabela 3: Dados da curva analitica.
Concentragao de Sinal Analitico Desvio Padrao  DPR (%)
Nivel | aflatoxinas, ng/mL Médio (n = 5)
1 10 0,80 0,038 4,7
2 25 2,14 0,110 5,2
3 50 3,92 0,165 4,2
4 75 5,61 0,224 4,0
5 100 7,54 0,1529 2,0
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Curva de Calibracao
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Figura 15: Representagao grafica da curva analitica dos padrées de aflatoxinas, com
a equacdo da reta e os valores dos coeficientes de correlagdo linear (r) e de

determinaco (r?).

O coeficiente de determinacao apresentou um valor de 0,9954 e o coeficiente
de correlacado linear encontrado foi de 0,9977, sendo superior ao usualmente
requerido, onde sao preconizados como satisfatorio os coeficientes de determinagao
maiores do que 0,98 e de correlagédo linear acima de 0,90 (INMETRO, 2010).

Analisando o grafico dos residuos podemos observar a variabilidade dos
dados que nao foi explicada pelo ajuste, e que sao interpretados com uma
estimativa do erro do modelo. Os residuos devem ter uma distribuicdo normal com
média zero e variancia constante (homocedasticidade). A analise do grafico dos
residuos para os diferentes niveis de concentracdo de aflatoxinas demonstra este
comportamento, como pode ser observado na Figura 16, dados com disperséo

homogénea e variancia constante:
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Grafico dos Residuos
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Figura 16: Variabilidade dos erros do modelo no grafico de residuos.

Os valores calculados para LD e LQ, usando as Equagbes 2.9 e 2.13,
respectivamente, foram satisfatorios, ja que estdo abaixo do LMT (limite maximo
toleravel) para residuos de aflatoxinas em amendoim que é de 20 pg. kg™, como

mostrado na tabela 4 para niveis de confiangca de 95%, 99,0% e 99,9%.

Tabela 4: Valores calculados para os limites de detecgéo (LD) e quantificagdo (LQ)

para trés niveis de confianga.

Nivel de confianca, % LD (ug. kg") LQ (ug. kg™)

95,0 1,7 2,5
99,0 2,3 2,8
99,9 3,0 3,2

2.2.3. Exatidao/ Recuperacio

A Tabela 5 mostra que, nas concentragdes de 10, 20, 30 pg de aflatoxinas
totais/kg de amendoim, os valores de recuperagcédo encontraram-se todos dentro do

intervalo de variacao aceitavel. Pode ser observado que quanto maiores forem as
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concentragdes investigadas, maiores foram os valores de recuperagcdo e menores
foram os DPR (%). Portanto, como o esperado, foi verificado que quanto maior a
concentracdo das aflatoxinas, menor €& a interferéncia causada por perdas no

processamento.

Tabela 5: Valores determinados para exatiddo e recuperagao nos trés niveis de

concentracao.
Concentracao Valores de Intervalo de variagdo Valores de
(ua/kg) recuperacao (%) aceitavel (%) DPR (%)
10 86,9 - 108,9 70 -120 8,5
20 89,5 -109,8 70 -120 8,1
30 94,7 - 108,6 70 -120 5,6

2.2.4. Precisao

A precisao foi estimada como repetitividade e de acordo com o DPRRg (valor
de Horwitz), calculado no item 3.1.5.3, o intervalo de variagdo aceitavel para a
precisao em condi¢des de repetitividade € de 45,3%. Os resultados encontram-se na
Tabela 6, onde é possivel observar que, para os trés niveis de concentracdo de
aflatoxinas no amendoim, o desvio padrao relativo ndo excedeu o limite calculado

usando-se dez réplicas auténticas para cada nivel.

Tabela 6: Resultados do estudo da precisdo da metodologia.

Concentracao Concentragao de Desvio Valores de
Exatidao (%) .
predita (ung/kg) referéncia (ng/kg) padréao DPR (%)
9,5 10,0 -54 0,8 8,5
49,3 50,0 -1,4 1,8 3,6

72,9 75,0 -2,8 0,9 1,2
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2.2.5. Especificidade/ Seletividade

Para avaliar a especificidade (seletividade) do método foram feitas extracdes
de trés amostras brancas de amendoim e compararam-se 0s espectros obtidos com
o espectro de uma amostra fortificada com solucdo padrdo de aflatoxinas totais
(Figura 17). A concentracao de aflatoxinas na amostra de amendoim foi de 20 ug.
kg™. Foi observada a auséncia de sinais de interferentes na regido do espectro onde

as aflatoxinas fluorescem, constatando-se que o método ¢é seletivo.

Matriz branca 1 Matiz branca 2

05

i ernissaa, nm n excitagio, nm

hexcitagio, nm b eriiss30, nm

Matriz branca 3 amostra fortificada

oo

h excitagio, nm

el i excitacdo, nm -
i ernizs30, Am _ ] h emizs30, Am

Figura 17: Avaliacdo da seletividade por comparagdo da superficie de excitagao-
emissao (A excitacdo — 300 - 370 nm e A emissdao — 380 - 550 nm) entre matrizes

brancas e fortificada com aflatoxinas na concentragéo de 20 ug. kg™

2.2.6. Robustez

A robustez foi estimada variando-se algumas etapas da metodologia de
extracdo. Foram atribuidos, como parametros de avaliacdo, o percentual de
recuperacao e o desvio padrao relativo (DPR) das determinacdes.

A primeira extrac&o (condigao 1) foi realizada da maneira padréo, sem alterar

nenhuma etapa, e os resultados obtidos ficaram dentro do previsto. Na segunda
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extragao (condicao 2), a agitagcao do extrato foi feita manualmente, sem o agitador
mecanico. Nesta extracdo, o resultado da recuperacao nao foi satisfatério, ficando a
maioria dos valores encontrados fora do limite estabelecido de 70 a 120%. Na
terceira extragdo (condigdo 3), optou-se por modificar o tempo da ultima filtragédo
para a etapa de separacdo dos analitos na coluna de imunoafinidade, esta foi
realizada no dia posterior. Os resultados da terceira extracdo foram satisfatoérios,
porém nota-se que ha um decaimento no percentual de recuperagcao do analito,
indicando que ha perdas durante o repouso, devido a falta de estabilidade neste
meio, mesmo o extrato sendo acondicionado sob refrigeracdo. Nas trés condicdes
de extragao, o DPR nao excedeu o limite calculado no item 3.1.5.3 de 45,3% usando

seis réplicas auténticas. Os valores de recuperacao sao mostrados na Tabela 7:

Tabela 7: Valores determinados para exatiddo e recuperacdo em trés condicoes

distintas.
Condicso Concentragéo Valores de Intervalo de variagdo  v/glores de
(Mg/kg) recuperacio (%) aceitavel (%) DPR (%)
1 20 91,8 -108,3 70-120 6,2
20 66,9 - 79,7 70 - 120 6,9
3 20 84,7 - 93,6 70 - 120 41

2.3. Consideragoes finais

Para a determinacdo espectrofluorimétrica de aflatoxinas em amendoim
devem ser utilizados comprimentos de onda de excitagdo e emissao, de 362 nm e
430 nm, respectivamente. A adicdo do reagente derivatizante aumenta o sinal
analitico proporcionalmente para concentragbes do analito. A metodologia possui
linearidade entre as concentragdes estudadas e neste trabalho foi de 10 -100 ng.
mL". A matriz amendoim n3o interfere nas analises espectrofluorimétricas das
aflatoxinas. Para um intervalo de confianga de 95,0%, foi estabelecido um limite de
deteccdo do método de 1,7 e um limite de quantificacdo de 2,5 ug de aflatoxinas
totais’lkg de amendoim, respectivamente. As determinacdes realizadas por esta
metodologia apresentaram parédmetros de exatiddo e precisdo dentro dos limites

estabelecidos, porém esta ndo se mostrou robusta quando alterada a forma de
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agitacdo do extrato de amendoim com solvente, devido ao fato da recuperacao do
analito ter se apresentado na maior parte fora do limite de 70 a 120%. A planilha
eletrénica, disponibilizada gratuitamente no enderego eletrénico
http://Igta.igm.unicamp.br, mostrou-se uma otima ferramenta a estimagdo dos
parametros de mérito para a implantagdo desta metodologia, em virtude dos calculos
envolvidos para estimar os limites de detecg¢ao, quantificacao e teste de linearidade
utilizando as informagdes da curva de calibracdo ndo serem ftriviais, ja que sao
baseadas em critérios estatisticos mais rigidos.

Ha inumeros trabalhos referentes a analise de aflatoxinas B4, By, G1 e Gy,
porém os que utilizam o amendoim como matriz, se restringem a metodologias como
CLAE-F e CCD. A técnica de CLAE-F ndo pode ser comparada com
espectrofluorimetria e a CCD, pois, detecta e quantifica cada aflatoxina
separadamente, ou seja, a analise nao é feita pelo somatério das mesmas.

Neste estudo de determinagdo das aflatoxinas pela técnica
espectrofluorimétrica, foi observado que os resultados obtidos para os limites de
deteccgao e quantificagao estdo menores do que os encontrados com a CCD, que é a
técnica mais utilizada pelos laboratérios na analise destas toxinas em amendoim.
MARTINS et al. (2008), fazendo estudos em amostras de amendoim e pacoca, e
analisando as mesmas aflatoxinas através da cromatografia em camada fina,
obtiveram em seus ensaios, limites de detecgdo e quantificagéo de 5 ug. kg™ e 8 ug.
kg™”, respectivamente. Os resultados encontrados nos estudos com a CCD estdo
abaixo LMT de 20 pg. kg, porém com a espectrofluorimetria foi possivel obter
valores de LD (1,7 pg.kg”) e LQ (2,5 ug.kg™") que equivalem a quase um terco dos
limites apresentados com a cromatografia de camada fina, demostrando ser uma

técnica com uma melhor sensibilidade para a determinacao destas aflatoxinas.
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3. ESTUDO DE CASO: DETERMINAGAO SIMULTANEA DAS AFLATOXINAS POR
ESPECTROFLUORIMETRIA ACOPLADO COM PARAFAC

Este estudo de caso visa avaliar a eficiéncia de um método quimiométrico de
calibracdo multivariada de 22 ordem, fazendo-se a separacao e determinagao das
aflatoxinas a partir das superficies de excitacdo-emissdo fluorescente usando a
analise de fatores paralelos (PARAFAC).

3.1. Materiais e métodos

3.1.1. Materiais

3.1.1.1. Equipamentos e materiais

Espectrofluorimetro — Modelo Panorama Fluorat-02 (Lumex, Russia);

Micropipetas de volume variavel de 10 — 1000 pl (Eppendorf, USA);

Cubetas de quartzo de 1 cm;

3.1.1.2. Reagentes

Padréo de aflatoxinas (B4, B2, G1, G2) com pureza = 98% (Sigma-Aldrich)

Solugéo de bromo 0,03 %v/v (Biovet);
Metanol, grau CLAE (Merck, Alemanha) com densidade = 0, 792g.mL™;

3.1.1.3. Solugao reagente
Solugao de bromo 0,003 % v/v
3.1.1.4. Preparo das solucdes padrao de aflatoxinas
Solucdo estoque de aflatoxinas: B+, By, Gt € G, 10 pg. mL™" em acetonitrila

(grau CLAE). Posteriormente, foram feitas diluicbes para a preparagéo das solugdes

de trabalho usando metanol como diluente.
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3.1.2. Avaliacio preliminar

Inicialmente feita uma avaliacdo prévia do perfil espectral das quatro
aflatoxinas nas mesmas concentracdes (40 ng. mL™"). Observa-se que entre as
mesmas, as aflatoxinas B4, B, e G, possuem uma intensidade de emissao superior a
G1. As intensidades de maximas de fluorescéncia foram 8, 15, 4 e 10 para B4, By, G4

e Gy, respectivamente, conforme mostra a Figura 18.
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Figura 18: Graficos de superficie das aflatoxinas B1, By, G1 e Ga.

Em fluorescéncia molecular é comum aparecerem problemas de
sobreposi¢cao espectral, como € o caso das aflatoxinas. Os quatro analitos
estudados, neste trabalho, possuem espectros semelhantes que se sobrepbéem, o

que dificulta a separacéo e quantificagdo dos mesmos (Figura 19).
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Perfis espectrais das aflatoxinas
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Figura 19: Sobreposicao dos espectros de emissao fluorescente das aflatoxinas (B,

B,, G; e Gy) na concentragdo de 40 ng. mL™".
3.2. Resultados e discussao

3.2.1. Determinacéo simultdnea das aflatoxinas B¢, B>, G1 e G,

ApOs a avaliagéo prévia para o desenvolvimento da metodologia analitica foi
realizada a montagem de um planejamento fatorial completo (2*) com um ponto
central, onde foram preparadas amostras com solugdes padrao em trés niveis de
concentracdes (20, 30 e 40 ng. mL™") para cada aflatoxina (B1, By, G1 e G5), mais a
solugdo do branco (metanol). Também foram preparadas misturas quaternarias

destes analitos, conforme explicitado na Tabela 8:
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Tabela 8: Concentracdes das solucdes de aflatoxinas (ng. mL™"), do planejamento

fatorial completo (2*) com ponto central.

B B, Gy G, B, B, Gy G,
Solugao Valores codificados Valores normais
1 -1 -1 -1 -1 20 20 20 20
2 +1 -1 -1 -1 40 20 20 20
3 -1 +1 -1 -1 20 40 20 20
4 +1 +1 -1 -1 40 40 20 20
5 -1 -1 +1 -1 20 20 40 20
6 +1 -1 +1 -1 40 20 40 20
7 -1 +1 +1 -1 20 40 40 20
8 +1 +1 +1 -1 40 40 40 20
9 -1 -1 -1 +1 20 20 20 40
10 +1 -1 -1 +1 40 20 20 40
1 -1 +1 -1 +1 20 40 20 40
12 +1 +1 -1 +1 40 40 20 40
13 -1 -1 +1 +1 20 20 40 40
14 +1 -1 +1 +1 40 20 40 40
15 -1 + 1 +1 + 1 20 40 40 40
16 +1 +1 +1 +1 40 40 40 40
17 0 0 0 0 30 30 30 30
18 0 0 0 0 30 30 30 30
19 0 0 0 0 30 30 30 30

Foram obtidas as superficies de excitacdo-emissdo de fluorescéncia

molecular utilizando-se comprimentos de onda de excitagdo, variando-se de 300 nm

a 370 nm com intervalos de 2 nm, e para o comprimento de onda de emissao,

selecionou-se a faixa de 380 nm a 550 nm, com intervalo de 1 nm. Um tensor de

dados X de tamanho 32 x 36 x 171 (amostras X Aexcitagso X Aemisszo), fOi gerado, o qual,

continha 32 amostras, das quais uma é a solugdo branco, trés amostras de

solugbes-padrao de cada aflatoxina utilizadas para a calibragédo (12 solugdes) e 19



Intensidade de fluorescéncia, ULA.

07

064"

A emissdo, nm 350 300

Pagina |73

solugdes de misturas quaternarias, onde cada amostra € uma matriz de tamanho 36
x 171.

Primeiramente, obteve-se a superficie de excitacdo-emissdo da solucdo
branco (metanol) empregado para fazer as solugbes, a fim de visualizar a

contribuicdo desse componente. A Figura 20 mostra a superficie excitagao-emissao
do solvente.
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Figura 20: Superficie excitagdo-emissédo (a) e mapa de contorno (b) do solvente,

mostrando ainda o espalhamento da radiagédo eletromagnética.

O procedimento foi repetido para as demais solugdes, o que levou a remogao
de parte do espectro devido ao espalhamento da radiacdo eletromagnética. Foi,
desse modo, removida a regido de emissdo compreendendo o intervalo de 380 nm a
424 nm, caracterizada pela area abaixo na linha vermelha, ilustrada na Figura 20 (b),
pelo grafico do mapa de contorno. Na Figura 21 (a) sdo mostradas as superficie de
excitagdo-emiss&o para uma mistura quaternaria das aflatoxinas e na figura 21 (b), a
mesma analise realizada j4 com a regido de espalhamento removida, onde a

concentracdo de cada aflatoxina foi de 30 ng. mL™.
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(a) Mistura B, B,, G, e G, 30ng/mL) (b) Mistura By, B,, G, e G, (30ng/mL)
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Figura 21: Mapa de contorno excitagdo-emissao da mistura quaternaria, (a) dados

originais (b) ap6s a remogao do espalhamento.

Apoés a remocgéo da regido com espalhamento, o tensor de dados X assumiu
as seguintes dimensdes: 32 x 36 x 126. Os dados foram suavizados aplicando-se o
método de alisamento Savitzky-Golay, utilizando-se o programa do Matlab PLS
toolbox.

Para a analise dos fatores paralelos (PARAFAC), colocou-se como restricdo a
ndo-negatividade para as intensidades dos sinais dos analitos. A escolha otimizada
do numero de fatores utilizados pelo PARAFAC, foi feita através da variancia
explicada pelo modelo, empregando-se o teste da consisténcia trilinear do nucleo
(CORCONDIA). Sabe-se que o sistema estudado possui quatro analitos (fluoréforos)
presentes; porém nem todos os espectros dos componentes do PARAFAC foram
identificados pelas normas do vetor. A aflatoxina G; foi identificada pela norma como
o 2° componente do PARAFAC, porém as aflatoxinas B e B, ndo sao distinguidas
pelo modelo e a norma da aflatoxina G4 n&o coincidiu com nenhum dos
componentes. Seus perfis espectrais normalizados, com as regides de

espalhamento removidas podem ser vistos na Figura 22:
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Figura 22: Perfis espectrais dos componentes do PARAFAC com as normas das

aflatoxinas B1, Bo, G1 e Go.

A Tabela 9 e a Figura 23 mostram os resultados encontrados para a

concordancia entre o numero de fatores (analitos), a consisténcia da trilinearidade

do nucleo (CORCONDIA) e as suas variancias explicadas, parametros que indicarao

a possibilidade de deconvolucéo destes espectros pelo PARAFAC:

Tabela 9: Parametros do modelo PARAFAC.

Fatores CORCONDIA Variancia (%)
5 0 99,99
4 0 99,99
3 16 99,99
2 96 99,97
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Figura 23: Parametros do PARAFAC mostrando o CORCONDIA e a variancia

explicada para cada modelo.

A analise desses resultados indica que o PARAFAC é capaz de modelar os
dados no sistema para somente dois componentes, pois 0 CORCONDIA foi igual a
96. Consequentemente, mesmo com o emprego desse método quimiométrico nao
foi possivel estabelecer uma metodologia para a quantificagdo dos quatro analitos
presentes nas misturas originais.

Utilizando-se da observagéao feita na Figura 18, na qual foi mostrado que as
aflatoxinas B+, B, e G, apresentam uma intensidade de sinal de emissao superior a
G1 e os resultados das analises com o PARAFAC, optou-se pela proposta de se
desenvolver uma metodologia para a quantificacdo simultanea das aflatoxinas B, e
G2, mencionadas anteriormente, empregando-se a espectrofluorescéncia combinada
com o PARAFAC.

3.2.2. Determinacéo simultanea das aflatoxinas B, e G,

Para esta etapa do trabalho foi feito um outro planejamento e um novo
conjunto de calibragéo foi testado. Para a analise com o PARAFAC, foi utilizado um
tensor contendo 29 amostras (calibracdo e validagdo). O conjunto de calibragéo
contém 18 amostras: 3 solugdes do branco (solvente), 5 solugdes padrao para cada
aflatoxina, nas concentracdes de 10, 20, 30, 40 e 50 ng. mL'1, além de 5 misturas

binarias das aflatoxinas B, e G,. O conjunto de validagdo possui 11 amostras de
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misturas binarias de aflatoxinas B, e Gy, cujas concentragbes foram obtidas a partir
de um planejamento composto central (22) com pontos axiais e um ponto central,
com o intuito de avaliar o erro experimental do método (NETO et al., 2002). As
concentragbes das aflatoxinas utilizadas nestes conjuntos sdo mostradas nas
Tabelas 10 e 11.

Tabela 10: Concentracdes das aflatoxinas (ng. mL™") do conjunto de calibragao.

Solugédo| B, G2 Solugao ﬂ
1 0 10 0 20
2 0 11 0 30
3 0 12 0 40
4 10 0 13 0 50
5 20 0 14 10 40
6 30 0 15 20 30
7 40 0 16 30 20
8 50 0 17 40 10
9 0 10 18 25 25

Tabela 11: Concentragdes das aflatoxinas (ng. mL™) do conjunto de validagao.

B> G, B. G2
Solugao
Valores codificados | Valores normais

19 -1 -1 20 20
20 +1 -1 40 20
21 -1 +1 20 40
22 +1 +1 40 40
23 0 0 30 30
24 0 0 30 30
25 0 0 30 30
26 -1,4 0 16 30
27 +14 0 44 30
28 0 -14 30 16
29 0 +1,4 30 44
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Para estas analises manteve-se os comprimentos de onda de excitacdo de
300 a 370 nm (com intervalo de 2 nm) e os comprimentos de onda de emissao de
380 a 550 nm (com intervalo de 1 nm). Inicialmente o tensor apresentou as
seguintes dimensdes: 29 x 36 x 171, mas assim como no item 7.1, foram
identificadas as regides de espalhamento de radiagédo eletromagnética e estas foram
removidas dos espectros de emissdao de todas as amostras. Nesse caso, foi
removida a regido do espectro de emissdo compreendida entre 380 nm e 426 nm.
Com isso o tensor de dados passou a ter uma dimensao de 29 x 36 x 124. Apos

essa remogao, os espectros foram suavizados pelo método Savitzky-Golay.

Aplicando-se o PARAFAC foi possivel obter os parametros para as amostras
do sistema em estudo, dados pela concordancia entre o numero de analitos
presentes e aquele fornecido pelo CORCONDIA. Foi também obtido a variancia
explicada para cada modelo. Para a aplicagdo do PARAFAC, foi selecionada a
restricdo de nado-negatividade. A Tabela 12 e a Figura 24 mostram os resultados

encontrados:

Tabela 12: Parametros do modelo PARAFAC.
Fatores CORCONDIA Variancia (%)
5 <0 99,99
4 <0 99,99
3 <0 99,99
2 97 99,94
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Figura 24: Parametros do PARAFAC mostrando o CORCONDIA e a variancia

explicada para cada modelo.

Esta analise inicial feita com o PARAFAC mostra que o numero de fatores
estd de acordo com o numero de analitos presentes, assim como o teste de
consisténcia da trilinearidade do nucleo (CORCONDIA).

Ao se analisar os loadings dos perfis espectrais de emissdo e as suas
respectivas normas, pode-se considerar que o PARAFAC consegue modelar
perfeitamente os perfis espectrais de emissdo das aflatoxinas B, e G,, mesmo na

regiao onde ha grande sobreposi¢cao espectral, como mostra a Figura 25:
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Figura 25: Perfis espectrais de emissao das aflatoxinas B, e G, modelados pelo

PARAFAC e as suas respectivas normas.

Posteriormente, foi feita uma regresséo pseudo-univariada relacionando-se 0s
escores fornecidos pelo PARAFAC e as concentragdes dos analitos. Em seguida,
foram calculados os erros relativos das concentragdes de cada aflatoxina, de acordo

com a Equacao 4.1:

E(2%) = [%:lxl{ﬂ]

Eq. 4.1
onde E% € o erro relativo, cest € a concentragéo estimada e ¢ é a concentragédo de
referéncia da amostra.

As Tabelas 13 mostra os valores aproximados de ¢ e de Cest (ém ng. mL") e

do E(%) para as aflatoxinas By e Gy, respectivamente.
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Tabela 13: Concentragdes de referéncia, concentragdes estimadas e os erros

relativos (%) para as aflatoxinas Bz e G..

Solugao B ¢

Cc Cest E (%) c Cest E (%)
1 0 0,30 - 0 0 -
2 0 0,32 - 0 0 -
3 0 0,32 - 0 0 -
4 10 11 10,0 0 0 -
5 20 15 -25,0 0 0 -
6 30 24 -20,0 0 0 -
7 40 42 5,0 0 0 -
8 50 50 0,0 0 0 -
9 0 0,45 - 10 9 -10,0
10 0 1,47 - 20 17 -15,0
11 0 0,42 - 30 29 -3,3
12 0 0,25 - 40 40 0,0
13 0 0,06 - 50 43 -14,0
14 10 8 -20,0 40 39 -2,5
15 20 22 10,0 30 32 6,7
16 30 34 13,0 20 22 10,0
17 40 37 -7,5 10 8 -20,0
18 25 22 -12,0 25 21 -16,0
19 20 20 0,0 20 20 0,0
20 40 38 -5,0 20 21 5,0
21 20 22 10,0 40 43 7,5
22 40 41 2,5 40 42 5,0
23 30 29 -3,3 30 30 0,0
24 30 31 3,3 30 32 6,7
25 30 33 10,0 30 33 10,0
26 16 17 6,7 30 29 -3,3
27 44 44 0,0 30 31 3,3
28 30 32 6,7 16 17 6,7
29 30 31 3,3 44 49 11,4
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O PARAFAC apresentou um bom desempenho para a quantificagcdo das
aflatoxinas B, e G,, que pode ser evidenciado pelos resultados dos erros relativos
das concentragdes. No conjunto de validagado, a aflatoxina B, apresentou um erro
relativo entre -25,0 a 13,0% e para a aflatoxina G, o erro relativo obtido variou entre -
20,0 e 11,4%. Os valores dos erros relativos encontram-se compativeis com os
niveis de concentragdo investigados (ng. mL™"). Deve-se ressaltar que, a diferenca
entre as intensidades de fluorescéncia relativas a cada analito e a existéncia de uma
regido de sobreposicdo espectral, ndo reduziu a seletividade, mostrando que o
método ¢é eficiente. Os parametros de mérito obtidos com o PARAFAC sao

apresentados na Tabela 14:

Tabela 14: Parametros de mérito calculados com o PARAFAC para as aflatoxinas B
e Gz.

Parametros de B2 G,
mérito

SEN (FUmL.ng") 2,34 1,73

LD (ug. kg™ 0,18 0,23

LQ (ug. kg™) 0,53 0,71

Obs. FU = unidade arbitraria de intensidade de fluorescéncia.

Avaliando-se a faixa de trabalho neste estudo, de 10 a 50 ng. mL™, com os
resultados apresentados para a sensibilidade, limite de deteccdo e limite de
quantificacdo, chega-se a conclusdo que a metodologia € adequada para a
determinacado simultdnea das aflatoxinas B, e G,. Os limites de detecgao e
quantificacdo ficaram abaixo do LMT de 20 pg. kg™, para o somatdrio das aflatoxinas
como previsto na legislacdo. Os valores de sensibilidade obtidos mostraram-se
adequados e corroboram os perfis espectrais obtidos na Figura 25, devido a

diferencga entre as intensidades de fluorescéncia.
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3.3. Consideracdes finais

Inicialmente neste estudo de caso, houve a tentativa de fazer a determinacéao
simultanea das quatro aflatoxinas (B4, B2, G1 e Gy) utilizando a espectrofluorescéncia
acoplado com o PARAFAC, porém este se mostrou ineficaz para quantificar os
quatro analitos. Isto foi observado pelo CONCORDIA = 0, quando colocado quatro
fatores para modelar os dados do sistema. Contudo, o CORCONDIA para dois
fatores apresentou um valor igual a 96, predizendo que seria possivel modelar os
dados de um sistema que tivesse dois analitos, sendo assim o estudo continuou
selecionando-se as aflatoxinas B, e G,.

Para a determinacdo destas duas aflatoxinas foi possivel obter excelentes
resultados com o PARAFAC, que apresentou um CORCONDIA igual a 96 e baixos
erros relativos, mesmo havendo uma intensa sobreposicao espectral da aflatoxina B
sobre a G,. Os parametros de mérito (SEN, LD e LQ) obtidos com esta técnica
também foram satisfatorios.

Em um estudo recente, fazendo a comparacdo com outra técnica, REN et al.
(2010), realizou determinagdes simultdneas nas mesmas aflatoxinas, B4, Bz, G1, G2
em amostras de amendoim e seus derivados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massa (CLAE-EM), fazendo a identificagéo
e quantificacdo destas aflatoxinas em baixissimos niveis. Neste caso a metodologia
apresentou para a aflatoxina By limites de deteccgéo e quantificagéo de 0,056 e 0,084
ug. kg, respectivamente, e com a aflatoxina G, foram obtidos limites de deteccéo
de 0,212 pg. kg e quantificacdo de 0,273 pg. kg”'. A elevada seletividade e
sensibilidade dos métodos de detecgao por espectrometria de massa associado com
a resolucao da CLAE, proporciona vantagens decisivas para uma visao qualitativa,
bem como a analise quantitativa de uma ampla gama de moléculas em quantidades
vestigiais em alimentos. Contudo, utilizando a técnica de espectrofluorescéncia
acoplada com o PARAFAC foi possivel atingir limites de detecgdo e quantificagéo
similares ao da CLAE-EM, onde se determinou um LD de 0,18 pg. kg™ e um LQ de
0,53 ug. kg™ para a aflatoxina B, e um LD de 0,23 ug. kg™’ e um LQ de 0,71 pg. kg™
para a aflatoxina G,. Os limites de deteccdo obtidos para a AFG, com as duas
técnicas sao praticamente idénticos, chegando-se a conclusdo de que com o
emprego da espectrofluorescéncia utilizando o PARAFAC podemos alcangar

resultados promissores de maneira rapida, eficaz e a baixo custo.
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4 CONCLUSOES E SUGESTOES FUTURAS

4.1. Conclusoes

Este trabalho apresentou propostas de metodologias desenvolvidas para a
analise de aflatoxinas utilizando a espectroscopia de fluorescéncia molecular.

O primeiro estudo de caso avaliou uma metodologia alternativa para a
determinacado total de aflatoxinas em amendoim, visando o atendimento da
legislagao brasileira. A determinacdo do total de aflatoxinas foi feita através da
construgcdo de uma curva de calibracao utilizando o extrato de amendoim. O extrato
de amendoim passou por etapas de filtracdo e purificagdo em coluna de
imunoafinidade, minimizando a agédo de possiveis interferentes. Embora existam
métodos com limites de detecgdo mais baixos, como CCD, CLAE acoplada a
espectrometria de massas, CLAE-F e ELISA, a metodologia apresenta uma faixa de
trabalho em niveis aceitaveis, mostrando-se aplicavel para estudos que envolvam
analises de aflatoxinas B4, B2, G1 e G, neste tipo de matriz.

No segundo estudo foi proposto o desenvolvimento de um método para a
determinagcao simultdnea das aflatoxinas B, e G, por espectrofluorimetria,
combinado com a analise dos fatores paralelos (PARAFAC) e a utilizacdo de
planejamentos experimentais. O método proposto tem carater promissor, pois isenta
a necessidade de separagdes cromatograficas, como é feito tradicionalmente em
analises de aflatoxinas ou etapas de elaboragao. E, pelo desempenho apresentado
podera obter bons resultados se for validado por um método paralelo. Além disso, o
procedimento apresenta-se rapido e com possibilidade de resposta instantanea,
podendo vir a ser de relevante aplicagdo em laboratérios que fazem o
monitoramento destas aflatoxinas em alimentos.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram a eficiéncia da
utilizacdo conjunta do método quimiométrico de ordem superior e fluorescéncia
molecular de excitacdo-emissdo, com a obtencdo de bons resultados em

determinagdes quantitativas dos analitos.
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4.2. Sugestoes futuras

e Realizacdo de anadlises baseadas nestas metodologias em amostras de
amendoim de diferentes fontes, podendo também atuar como indicativo da
necessidade de monitoramento programado.

e Efetuar a validagdo destes métodos através da comparagdo de resultados
obtidos com uma metodologia consolidada, como a CLAE-F.

e Empregar outros tipos de ferramentas quimiométricas, como MCR-ALS, no
sentido de comparar o desempenho entre diferentes métodos de calibragao
multivariada.

e \Verificar a aplicagdo destas metodologias em outras matrizes alimenticias

como milho (aflatoxinas B4, B2, G4 e Gy) € leite (aflatoxina My).
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