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Analise Quantitativa de Aflatoxinas By, By, G e G,
em Racao para Aves de Corte por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia com Deteccéo por
Fluorescéncia

Camila Suliani Raota’, Marcelo Giovanela

Resumo

A contaminacdo de rages animais por aflatoxinas causa inimeros danos as aves de corte, sendo a detecgao dessas toxinas de extrema
importancia para evitar prejuizos nos sistemas de producdo. Dentro desse contexto, o presente trabalho teve por objetivo determinar o
sistema de extragdo mais adequado para a analise quantitativa das aflatoxinas By, B,, G; e G, em racdo animal para aves de corte por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detec¢do por fluorescéncia. Os sistemas de extragdo avaliados foram o QUEChERS
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) e a Extracdo em Fase Solida (SPE - Solid Phase Extraction) com silica gel e com coluna
de fase reversa C18. Em geral, o sistema de extracdo QUEChERS apresentou o melhor resultado, com uma recuperacdo média de 102,5%,
além de uma reducdo de 78% nos custos com reagentes e tempo de analise, em comparacdo a SPE. Os limites de deteccdo e de
quantificagdo para este método, em termos de aflatoxinas totais, foram de 0,46 ppb e 0,56 ppb, respectivamente. Além disso, verificou-se
que a utilizagdo da CLAE com deteccdo por fluorescéncia e associada ao sistema de extragdo QUEChERS, é uma alternativa precisa,
confiavel e economicamente viavel para a anélise quantitativa de aflatoxinas em ra¢do animal para aves de corte.
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Quantitative Analysis of Aflatoxins B4, B,, G4, and
G, In Poultry Feed by High-Performance Liquid
Chromatography with Fluorescence Detection

Abstract

Contamination of animal feed by aflatoxins is harmful to poultry; therefore, detecting these toxins is extremely important to avoid
losses in production systems. In this study, we aimed to develop a more feasible extraction system for the quantitative analysis of
aflatoxins B,, B,, Gy, and G, in poultry feed using high-performance liquid chromatography (HPLC) coupled with fluorescence detection.
The extraction methods evaluated were Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe (QUEChERS) and Solid-Phase Extraction (SPE)
packaged with silica gel and C18 reverse-phase column. The QUEChERS method was found to demonstrate better results than SPE and
showed an average recovery of 102.5% with a 78% reduction in spent reagents and analysis time. The detection and quantification limits
for this method, in terms of total aflatoxins, were 0.46 ppb and 0.56 ppb, respectively. Moreover, the use of HPLC with fluorescence
detection in the QUEChERS method was found to be accurate, reliable, and economically viable for the quantitative analysis of aflatoxins
in the animal feed for poultry.
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alimento na colheita, na estocagem ou até mesmo no
processamento. As principais aflatoxinas séo a By, By, G;

I. INTRODUCAO . P
e G, cujas estruturas quimicas encontram-se
As aflatoxinas sdo compostos quimicos produzidos representadas na Figura 1 [3-6]. Essas substancias sdo
pelos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasitus potencialmente  carcinogénicas, provocando lesdes
em condigdes especificas de temperatura e umidade [1, especialmente de figado e rins, além de induzirem a
2]. Elas ocorrem naturalmente em grdos, contaminando o supressdo no sistema imunolégico [7].
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A sensibilidade aos efeitos toxicos das aflatoxinas
varia consideravelmente entre as espécies animais. Na
avicultura comercial, a susceptibilidade é maior em patos,
seguida de perus, gansos, faisGes e frangos [8]. Dentro de
uma mesma espécie, a relacdo dose-resposta pode variar
de acordo com raca, sexo, idade, entre outros fatores [9].
Em muitas espécies, os machos sdo mais susceptiveis que
as fémeas, mas geralmente a sensibilidade aos efeitos
toxicos é maior quanto mais jovem for a ave [10].

H O 0 H O 0
Aflatoxina G1 Aflatoxina G2

Figura 1. Férmulas estruturais das aflatoxinas By, By, G; e
G; [3-6]

Os efeitos deletérios das aflatoxinas em frangos séo
maiores na fase inicial de criacdo, até os 21 dias de vida;
porém, o reflexo negativo sobre o ganho de peso é
persistente até a fase final de criacdo [11]. Os efeitos
toxicos das aflatoxinas, por sua vez, dependem da dose e
do tempo de exposicdo, determinando, assim,
intoxicacOes agudas ou cronicas.

A sindrome tdxica aguda ocorre pela ingestdo de
alimento com altas concentragdes de aflatoxinas, e os
efeitos sdo observados rapidamente. O animal apresenta
perda de apetite, hepatite aguda, ictericia, hemorragias e
morte [12]. Os efeitos primarios da aflatoxicose em aves
podem ser utilizados como guia para diagndstico clinico
da doenga. A primeira mudanga € alteracdo no tamanho
dos drgdos internos como figado, baco e rins, enquanto a
“bursa de Fabricius” € 0 timo diminuem. Na sindrome
cronica, o sinal mais evidente é a diminuicdo da taxa de
crescimento dos animais jovens, ocorrendo quando o
animal ingere concentracdes pequenas de aflatoxinas por
um longo periodo de tempo [13]. O crescimento de
frangos de corte, por exemplo, € reduzido em 5% para
cada 1,0 ppb de aflatoxina na racdo [14].

De acordo com a Portaria do Ministério da Agricultura
n°® 7, de 18 de fevereiro de 2011, o valor maximo
permitido de aflatoxinas nas matérias-primas para
composicao de racfes animais é 50 de ppb [15]. Mesmo
com uma legislacdo especifica, o controle das matérias-
primas ndo é devidamente realizado. Igbal et al. [16]
evidenciaram em seu trabalho a presenca de aflatoxinas
em 35% das amostras de carne de frango e 28% dos ovos
analisados. Além disso, mais de 10% dos produtos de
origem avicola brasileira apresentam contaminacdo por

aflatoxinas totais [17].

Indiscutivelmente, o consumo de carne de frango é
impulsionado pela alta nos precos da carne bovina, e a
producdo superou 13.000 t no ano de 2015 [18]. Sendo
assim, essas toxinas representam um risco iminente para a
salde humana.

As aflatoxinas podem ser detectadas por diversos
métodos, desde os mais simples como o Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) [16, 19], até os mais
sofisticados como a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) [20-22]. Pelas caracteristicas de
precisdo, automacdo, seletividade e sensibilidade, a
CLAE com deteccdo por fluorescéncia é a mais
apropriada para a determinacdo e quantificacdo desses
compostos [23].

Dentro desse contexto, o presente trabalho teve por
objetivo determinar o sistema de extracdo mais adequado
para a analise quantitativa de aflatoxinas totais em ragéo
animal para aves de corte por CLAE, com deteccdo por
fluorescéncia, analisando o0s sistemas de extragdo
QUECHhERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe) e Extracdo em Fase Sélida (SPE - Solid Phase
Exctration) com silica gel e com coluna de fase reversa
C18.

Il. MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foi analisada uma amostra de racdo
animal para frangos no periodo anterior ao abate,
proveniente de um agronegécio do Estado do Parana.
Essa variedade de racdo é composta basicamente de
milho, farelo de soja e farelo de trigo, que sdo conhecidos
pelo historico de contaminagéo com micotoxinas [2].

O padréo de referéncia utilizado para a quantificacdo
das aflatoxinas foi o Aflatoxin Mix da marca Sigma-
Aldrich, com pureza de 99%.

No que concerne aos reagentes, foram utilizados
acetonitrila e metanol (ambos de grau cromatografico) da
marca Scharlau; acido acético (grau cromatografico) e
acido trifluoroacético (TFA) da marca Sigma-Aldrich;
acido formico (pureza > 98%) da marca Merck; e agua
ultrapura tipo | (4gua deionizada com resistividade
minima de 18,2 MQ cm), obtida a partir de um
purificador de 4gua da marca Elga, modelo Purelab Ultra.

Ja os materiais utilizados foram o cartucho SPE-ed
Silica Gel 500 mg / 3 mL da marca Applied Separations,
o cartucho SPE Cleanert ODS C18-N 500 mg / 3 mL da
marca Agela Technologies, o Extraction Kit (AOAC)
50 mL e o Cleanup Kit for Fruit & Vegetables (AOAC)
15 mL da marca Perkin Elmer.

As andlises, por sua vez, foram realizadas em um
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (modelo Flexar)
acoplado a um detector de fluorescéncia, ambos da marca
Perkin Elmer.

A. Extracdo e Clean Up

A determinacdo da melhor metodologia de extracdo e
clean up das aflatoxinas foi realizada comparando-se 0s
resultados da extracdo de amostras fortificadas, utilizando
cartuchos SPE empacotados com a fase reversa C18 e
silica gel, e com o kit de extracdo QUEChERS. Todas as
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amostras foram tratadas com agente derivatizante e
analisadas no sistema cromatografico com deteccdo por
fluorescéncia.

Cartuchos SPE C18 e Silica Gel. A amostra de racdo
(12,5 g) foi aliquotada em triplicata, em tubos Falcon de
50 mL. Em seguida, as aliquotas foram fortificadas com o
padrdo de referéncia, visando uma concentracdo de
aflatoxinas totais de 26,6 ppb.

Adicionaram-se 25 mL da solugdo de extragdo
constituida de acetonitrila e agua, nas proporgdes de 84%
e 16%, respectivamente [24, 25]. Posteriormente, as
amostras foram agitadas em vértex, e colocadas em um
multirotator por 30 min. Ao término da agitacdo, as
amostras foram centrifugadas por 15 min a 4000 rpm.

Foram aliquotados, entdo, 10 mL do sobrenadante em
um novo tubo Falcon de 50 mL, sendo esta solucdo
evaporada até a secura, em um termobloco a 65 °C. Os
solidos restantes foram ressuspendidos em 1 mL da
solucdo acetonitrila/dgua/acido acético (840:160:5, viv), e
encaminhados para a etapa de clean up.

E importante ressaltar que o clean up dos cartuchos
SPE C18 tem por principio a reten¢do do analito na fase
estacionaria da coluna previamente condicionada com
agua contendo 0,5% (v/v) de &cido acético e metanol,
enquanto os demais constituintes da matriz sdo
descartados na etapa de lavagem com dagua acidificada
(pH ~ 4,0). A eluigdo é realizada com um solvente que
apresenta alta afinidade com o analito, preferencialmente
metanol [20].

A extragdo com cartuchos de SPE silica gel é mais
simples que a de C18, pois utiliza o principio da interagdo
da fase estaciondria com os interferentes da matriz,
fazendo com que o eluato da coluna contenha apenas o
analito de interesse [25].

O fluxograma do clean up do extrato das amostras de
racdo por cartuchos SPE C18 e silica gel é mostrado na
Figura 2.
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Figura 2. Fluxograma do clean up do extrato das amostras
de racdo por cartuchos SPE C18 e silica gel

QUEChERS. O sistema de extragdo QUEChERS
baseia-se na utilizagdo de uma mistura de sais, cada um
com uma fungdo na extracdo do analito e limpeza da

matriz. Os sais utilizados foram o sulfato de magnésio,
responsavel por remover a agua; o acetato de sédio,
utilizado para estabilizar o pH do meio; e a amina
primaria secundaria (PSA - Primary Secondary Amine)
etilenodiamina-N-propil, que retém acidos graxos livres,
acUcares e pigmentos antocianicos [26]. Os kits de
QUECHERS disponibilizados comercialmente possuem a
mistura de sais na quantidade e propor¢édo corretas, tendo
a vantagem de eliminar o tempo de preparo dos reagentes
para a extragao.

A amostra de racdo (10 g) foi aliquotada em duplicata
e, apds a adicdo de 10 mL de acetonitrila, o sistema foi
agitado em vortex por 1 min. Em seguida, foram
adicionados os sais de extracdo, seguido por nova
agitacdo. Apds a centrifugacdo, 4 mL do sobrenadante
foram transferidos para o kit de clean up, sendo agitado
em vértex. Centrifugou-se novamente a amostra, € uma
aliguota de 1 mL foi retirada para derivatizagdo. O
fluxograma do clean up do extrato da amostra de ragdo
pelo método QUEChERS é mostrado na Figura 3.
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Figura 3. Fluxograma do clean up do extrato da amostra
de ragdo por QUEChERS

B. Condicbes Cromatogréficas

O método cromatografico utilizado na quantificagdo
das aflatoxinas € mostrado na Tabela 1 [25, 27, 28].

Tabela 1. CondicOes cromatograficas utilizadas neste

trabalho
Parametro Descricéo
Fase movel A Agua ultrapura tipo | + 0,1%
acido formico
Fase mével B Acetonitrila + 0,1% acido
formico
Fluxo 0,5 mL/min

Coluna cromatogréfica | Brownlee Hres C18
50 mm x 2,1 mm x 1,9 um

Temperatura da coluna | 50 °C

Comprimento de onda | Excitagdo: 365 nm
de fluorescéncia Emissdo: 450 nm

\olume de injecéo 8 uL
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O tempo total de cada corrida foi de 15 min, e a
eluicdo ocorreu da seguinte forma: 0-2 min no modo
isocratico em 80% da fase movel A; 2-14 min no modo
gradiente de 80% para 38% da fase mével A; e 14-15 min
no modo isocrético 38% da fase mével A.

C. Derivatizacéo

O detector de fluorescéncia tem a capacidade de
analisar apenas moléculas que emitem fluorescéncia. As
aflatoxinas sdo naturalmente fluorescentes, sendo a G; e a
G, com forte intensidade, enquanto a B; e a B,
apresentam intensidade discreta. Para obter menores
limites de deteccdo, é usual realizar uma reacdo de
derivatizacdo, com o objetivo de agregar ao analito um
radical fluorescente, facilitando sua deteccdo [21].

Desse modo, a derivatizacdo foi realizada com uma
solucdo de TFA/acido acético/H,0 (20:10:70 v/v) [25]. A
reacdo utilizou 20% da solucdo extraida da amostra de
racdo, 70% da solugdo derivatizante, e 10% de uma
solugdo acetonitrila/dgua/acido acético (840:160:5 v/v),

composicao béasica é C18 end-capped. Esses cartuchos
apresentam uma quantidade insignificante de grupos
silanois residuais, e que responsaveis por interacbes mais
fortes com compostos apolares [29].

Os cartuchos SPE ODS C18-N da marca Agela
Technologies foram utilizados no presente trabalho,
devido a sua disponibilidade no laboratério onde as
analises foram realizadas. Esses cartuchos sdo de fase
C18 ndo end-capped e apresentam uma quantidade maior
de grupos silanois residuais, proporcionando uma maior
interacdo com compostos polares [30]. Dessa forma,
observa-se que o fato de a fase estacionaria C18 ndo ser
end-capped comprometeu o desempenho do cartucho de
SPE neste estudo.

Cartuchos de Silica Gel. As amostras purificadas com
o cartucho de silica gel apresentaram uma recuperacdo de
93,3%. Evidenciou-se que o processo de clean up ndo foi
eficiente na remocdo de interferentes, pela presenca de
indmeros picos no cromatograma, dificultando a
identificacdo e quantificacdo das aflatoxinas da

por 10 min em um termobloco a 65 °C.

A. Extracéo e Clean Up

Cartuchos SPE C18. As amostras extraidas com
cartuchos de SPE C18 apresentaram baixa recuperagéo
para as aflatoxinas analisadas (em torno de 20%). Isso
demonstra

fortificagdo. Outros trabalhos ndo mencionaram o
aparecimento de interferentes nos cromatogramas obtidos

I1l. RESULTADOS E DISCUSSAO pelo método [25].

QUECHERS. As amostras fortificadas e extraidas com
0o metodo QUEChERS apresentaram uma recuperacgao
média de 102,5% e os cromatogramas da amostra de
racdo animal, tanto pura quanto fortificada, evidenciaram
elevada eficiéncia para a retirada de interferentes. Além

que nao ocorreu  uma - intéragao disso, foi possivel identificar os picos cromatograficos

suficientemente forte entre esses compostos e a fase
reversa de C18, durante a passagem da amostra pelo
cartucho, fazendo com que grande parte do analito se
perdesse nessa etapa.

O procedimento de purificagdo com SPE C18 baseou-
se no trabalho de Baquido [20], que utilizou cartuchos de

relativos as aflatoxinas nas amostras puras, levantando a
hiptese de que a amostra estivesse naturalmente
contaminada. O cromatograma comparativo entre as
réplicas da amostra pura e da amostra fortificada
encontra-se na Figura 4.
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Figura 4. Cromatograma comparativo entre as réplicas da amostra pura e da amostra fortificada com padréo de aflatoxinas,
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utilizando QUEChERS como clean up

O método QUEChERS tem sido utilizado por vérios
autores [31, 32], sendo escolhido neste trabalho como o
método mais adequado de extracdo e clean up por
apresentar melhor desempenho, custo e simplicidade. Um
comparativo entre os sistemas avaliados é mostrado na
Tabela 2.

Tabela 2. Comparativo entre os sistemas de extragdo
avaliados para a quantificacdo de aflatoxinas totais

. Recuperacdo | Retirada de
Metodologia média (%) | interferentes
SPE C18 20 Eficiente
Silica gel 93 Ineficiente

QUEChERS 102 Eficiente

B. Recuperagéo

Inicialmente, foi realizada a extracdo de trés réplicas
da amostra de racdo animal pura e de outras trés réplicas
fortificadas na concentragdo de 20 ppb de aflatoxinas
totais.

Apos a extracdo e clean up, pelo método QUEChERS,
as amostras foram derivatizadas e injetadas no
cromatografo. As recuperacdes obtidas variaram entre
99,1 e 105,7%. O percentual de recuperagdo encontrou-se
dentro da faixa recomendada (de 70% a 120%) [33],
indicando que o método de extracdo foi adequado para a
quantificagdo de aflatoxinas totais na matriz de ragdo
animal para aves de corte.

C. Curva de Calibragéo

A curva de calibragdo (Figura 5) foi construida em
triplicata, com dez niveis de concentracdo cada,
abrangendo a faixa de 1,36 ppb a 94,99 ppb de
aflatoxinas totais.
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Figura 5. Curva de calibracdo em termos de aflatoxinas
totais

A linha de tendéncia obtida confirma o
comportamento linear da resposta do detector de
fluorescéncia em funcéo da concentracéo do analito (R? =
0,9996). O maior valor de RSD% foi de 6,29%, muito
abaixo dos 20% recomendados pela literatura para esse

tipo de determinacdo [33].
D. Limites de Deteccéo e Quantificacdo do Método

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ)
do método foram calculados, utilizando-se o desvio-
padrdo do coeficiente linear e a inclinacdo da equacédo da
reta inerente a curva de calibragéo [33].

Dessa forma, os LD e LQ (em termos de aflatoxinas
totais) para esse método foram de 0,46 ppb e 0,56 ppb,
respectivamente.

E. Comparativo de Custos

Um breve comparativo de custos entre os métodos de
extracdo  convencional  (extracdo  solido-liquido),
cartuchos SPE com fase reversa C18, cartuchos de silica
gel e QUEChERS é mostrado na Tabela 3, onde sdo
considerados o0s valores associados aos reagentes,
materiais, e ao custo por hora de mao de obra.

Tabela 3. Comparativo de custos entre os métodos de
extracdo e clean up

Extracdo e ltem Custo total
clean up (R$)
Acetonitrila 6,60
Extracdo Metanol 0,60
C18 Mado de obra 96,70
Total 110,90
Acetonitrila 6,60
Extracdo -
convencional Silica gel 7,58
;:;rtuchos silica | Mao de obra 93,22
Total 107,40
Acetonitrila 3,00
Extraction kit 6,30
QUEChERS Cleanup kit 8,01
Méo de obra 6,97
Total 24,27

O item com maior impacto no valor final do método é
0 custo com mdo de obra, dado que a extracdo
convencional demanda uma quantidade de tempo muito
maior que no método QUEChERS.

Desta forma, além de apresentar os melhores
resultados na extracdo e clean up, esse método ainda
apresenta a maior viabilidade econémica, correspondendo
a 22% do custo dos sistemas convencionais de preparo de
amostra.

IV. CONCLUSOES

Na avaliagdo dos métodos de clean up, o cartucho
SPE com fase reversa C18 apresentou baixa recuperagdo
na extracdo da amostra fortificada, causada pela baixa
interacdo entre o analito e a fase estacionéria. Nesse
sentido, a utilizagdo de cartuchos com silica C18 ndo end-
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capped comprometeu o desempenho do cartucho de SPE
neste estudo. O cartucho de silica gel, por outro lado,
apresentou baixa interacdo com o analito; entretanto,
houve baixa retencdo de interferentes, praticamente
impossibilitando a identificacdo dos compostos no
cromatograma pelo excesso de picos cromatogréaficos.

Os melhores resultados para a extracdo e purificacdo
do extrato foram obtidos pelo método QUEChERS, que
ndo apresentaram retencdo do analito e ainda retiraram
praticamente todo o interferente do extrato. As
recuperacdes obtidas por cada réplica desse método foram
de 99,1%, 102,6% e 105,7%, respectivamente. Ja 0s
limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) para
esse método, em termos de aflatoxinas totais, foram de
0,46 ppb e 0,56 ppb, respectivamente.

Finalmente, o método QUEChERS ndo apenas
apresentou 0s melhores resultados na extracdo e
purificacdo das aflatoxinas em ra¢Bes animais para aves
de corte, como também o menor custo, representando
uma reducdo de 78% nos gastos com reagentes e tempo
de analise.
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