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Resumo: Foi desenvolvido e validado um método analitico por LC-MS/MS para
determinacdo de micotoxinas em macarrdo instantdneo, em conformidade com os
pardmetros de validacdo. O método foi aplicado a amostras comerciais, nas quais o
desoxinivalenol (DON) foi detectado em 47% das amostras, com concentracfes entre
<LQ e 386,16 pg/kg. Os resultados reforcam a relevancia do monitoramento das
micotoxinas em produtos a base de trigo ou massas alimenticias.
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INTRODUCAO

As micotoxinas sdo metabdlitos secundérios
produzidos por fungos filamentosos, principalmente
dos géneros Fusarium, Aspergillus e Penicillium, que
podem contaminar cereais e seus derivados ao longo
da cadeia produtiva, desde o campo até o produto
final. A presenca dessas toxinas em alimentos
representa um relevante problema de seguranga
alimentar e satde publica, uma vez que a exposicao
cronica estd associada a efeitos adversos como
imunotoxicidade, hepatotoxicidade e potencial
carcinogénico (Bennett e Klich, 2003; Pitt e Hocking,
2009; IARC, 2012; EFSA, 2017).

Entre as micotoxinas de maior importancia em
produtos a base de trigo destaca-se o desoxinivalenol
(DON), um tricoteceno produzido principalmente por
espécies de Fusarium, como F. graminearum e F.
culmorum. Esse contaminante é frequentemente
detectado em trigo, farinhas e massas alimenticias,
sendo considerado um dos principais indicadores de
contaminagdo flngica em cereais (Desjardins, 2006;
Khaneghah, 2018). O DON apresenta elevada
estabilidade térmica, podendo persistir mesmo apds
etapas de processamento industrial, o que favorece
sua ocorréncia em alimentos processados, como 0
macarrdo instantdneo (Bullerman; Bianchini, 2007;
Van der Fels-Klerx,H. J. et al, 2022).

O macarrdo instantaneo é um produto amplamente
consumido no Brasil e no mundo, devido &
praticidade, baixo custo e longa vida de prateleira.
Por ser elaborada predominantemente a partir de
farinha de trigo, essa matriz estd potencialmente
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sujeita & contaminacdo por micotoxinas ja presentes
na matéria-prima, o que reforca a necessidade de
monitoramento sistematico desse tipo de alimento
(Monteiro et al., 2019). No Brasil, os limites
méaximos tolerados para micotoxinas em alimentos,
incluindo o DON em produtos a base de trigo, sdo
estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria por meio da RDC n° 722/2022 (BRASIL,
2022).

Nesse contexto, a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS)
tem se consolidado como a técnica de escolha para a
determinacdo multiresiduo de micotoxinas, em
funcéo de sua elevada sensibilidade, seletividade e
capacidade de quantificacdo simultanea de multiplos
analitos em matrizes complexas (Malachova et al.,
2018; Ouakhssase e Ait Addi, 2022). A aplicacdo de
métodos validados é essencial para assegurar
resultados confidveis, subsidiar acdes de vigilancia
sanitaria e apoiar a avaliagdo da conformidade
regulatoria de alimentos comercializados.

Diante desse contexto, o presente trabalho teve como
objetivos desenvolver e validar um método analitico
por LC-MS/MS para a determinacdo de micotoxinas
em macarrdo instantdneo e aplicar o método a

amostras comerciais adquiridas no comércio
varejista, visando avaliar a ocorréncia de
desoxinivalenol ~ (DON), aflatoxinas  (AFs),

fumonisinas, ocratoxina A (OTA) e zearalenona
(ZEA), bem como contribuir para 0 monitoramento
da seguranca alimentar e a geracdo de dados
nacionais sobre essa matriz amplamente consumida.
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MATERIAL E METODOS

As etapas de extracdo e purificacdo das micotoxinas
foram fundamentadas no estudo de Kim et al. (2017),
com adaptacdes para a matriz avaliada.
Aproximadamente 5,0 g de macarrdo instantaneo
foram pesados em tubo Falcon de 50 mL, aos quais
foram adicionados 20 mL de solucdo
acetonitrila:agua:acido acético (79,5:20,0:0,5, v/v/v).
As amostras foram agitadas em agitador horizontal a
320 rpm por 60 min, centrifugadas a 3000 x g por 5
min e o sobrenadante foi filtrado em papel de filtro.

Uma aliquota de 2,5 mL do filtrado foi diluida com
375 mL de tampdo fostato, pH 7.4 (PBS),
homogeneizada e filtrada em papel de microfibra. O
extrato resultante foi entdo submetido a etapa de
purificacéo.

A purificagdo foi realizada utilizando colunas de
imunoafinidade Myco6inl® (VICAM), acopladas a
um sistema automatizado de extragdo em fase solida
(Gilson GX-274 ASPEC® System). Um volume de
32 mL do extrato diluido foi aplicado na coluna,
seguido de lavagem com 10 mL de PBS e 10 mL de
dgua deionizada. ApOs secagem sob Vécuo, as
micotoxinas foram eluidas com 5 mL de metanol a
80% contendo 0,5% de acido acético. O eluato foi
evaporado até a secura sob fluxo de nitrogénio a 45
°C, e o residuo foi reconstituido em 1000 pL de
acetonitrila:acido férmico 0,1% (50:50, v/v). A
solucédo final foi filtrada em filtro de membrana de
PTFE de 0,22 um, transferida para vials.

A quantificacdo das micotoxinas (DON, AFs,
fumonisinas, OTA e ZEA) foi realizada por LC-
MS/MS, com base nos trabalhos de Varga et al.
(2012) e Miré-Abella et al. (2017). Os padrdes
analiticos e as amostras purificadas foram analisados
em um cromatografo a liquido de ultra eficiéncia
(modelo 1290, Agilent Technologies) acoplado a um
espectrometro de massas triplo quadrupolo (modelo
6495, Agilent Technologies), equipado com fonte de
ionizacéo por electrospray (ESI).

A validagdo do método foi conduzida de acordo com
as diretrizes do Instituto Nacional de Metrologia,

Qualidade e Tecnologia (INMETRO, 2020),
abrangendo os pardmetros de seletividade,
linearidade, exatiddo  (recuperacdo), precisdo

(repetibilidade) e limites de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ), avaliados em triplicata.

O efeito matriz (EM) foi determinado pela razéo
entre as inclinagdes das curvas analiticas preparadas
em matriz e em solvente, sendo expresso como
variagao percentual do sinal analitico. A seletividade
foi avaliada por meio da fortificacdo de padrfes em
diferentes niveis de concentracdo em solvente e em
matriz, com posterior comparac¢do das inclinacdes
das curvas de calibracéo.
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A linearidade foi investigada pela construcdo de
curvas analiticas em pelo menos cinco niveis de
concentracdo, preparadas em matriz ou em solvente,
conforme aplicavel. A exatiddo e a precisdo foram
avaliadas por ensaios de fortificagdo de amostras em
branco em trés niveis de concentracdo, sendo
avaliados as recuperacdes e os coeficientes de
variacdo (CV).

Os LD e LQ foram estimados a partir dos desvios-
padréo de seis réplicas das menores concentragGes da
curva de calibracdo, multiplicados por trés e seis,
respectivamente.

Para a aplicagdo do método validado, foram
avaliadas 15 amostras de macarrdo instantaneo
adquiridas no comércio varejista do estado de S&do
Paulo, de diferentes marcas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, o preparo das amostras envolveu a
extragdo das micotoxinas a partir de material
previamente homogeneizado, empregando solventes
organicos, seguida de etapa de limpeza para
minimizacdo de interferentes. A  separacdo
cromatografica foi realizada em coluna de fase
reversa, utilizando gradiente de fase mdvel aquosa e
organica, ambas contendo modificadores volateis
compativeis com a ionizagdo por ESI. A detec¢do foi
conduzida em modo de monitoramento de reagdes
maltiplas (MRM), possibilitando a determinacdo
simultdnea de diferentes classes de micotoxinas,
incluindo DON, AFs, fumonisinas, OTA e ZEA. A
Figura 1 apresenta um cromatograma das nove
micotoxinas em padrdo preparado em solvente
detectadas por LC-MS/MS em modo MRM.

Um método multiresiduo por LC-MS/MS foi
estabelecido e validado para a analise de micotoxinas
em macarrdo instantdneo, uma matriz de amplo
consumo e suscetivel a contaminagdo por fungos. O
procedimento analitico foi ajustado para assegurar
sensibilidade,  seletividade e  robustez, em
conformidade com  critérios de  validacdo
preconizados pelo INMETRO.

A validacdo do método compreendeu a avaliacdo de
diferentes pardmetros, sendo a Tabela 1 um resumo
dos principais resultados obtidos. No estudo da
seletividade, foi observado efeito matriz (EM), com
predominancia de supressdo de sinal; dessa forma, o
estudo de linearidade e a quantificagdo foram
realizados por meio de curvas analiticas preparadas
em matriz branca de macarrdo instantaneo.

As curvas analiticas apresentaram coeficientes de
correlacdo (r?) superiores a 0,99 para todos os
analitos, indicando adequada linearidade. As
recuperagdes médias variaram de 84,83 a 101,94%,
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com coeficientes de variagdo (CV) inferiores a 11%,
evidenciando boa exatiddo e precisdo do método.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ)
demonstraram que 0 método apresenta elevada
sensibilidade, sendo capaz de identificar e quantificar
concentragdes bem inferiores aos niveis maximos
estabelecidos pela legislacdo brasileira vigente para
micotoxinas em produtos a base de trigo.

O método validado foi aplicado a analise de amostras
comerciais, e o DON foi a micotoxina mais
frequentemente detectada, com 47% das amostras
apresentando concentraces acima do LQ, variando
de <LQ a 386,16 pg/kg e concentracdo média de
274,08 pug/kg. Nenhuma amostra apresentou
concentragdes acima do limite maximo permitido
pela RDC n° 722/2022 para DON em produtos a base
de trigo (1000,0 pg/kg). A distribuicdo das amostras
por faixas de concentracdo de DON ¢é apresentada na
Tabela 1.

Em relacho as demais micotoxinas investigadas,
todas as amostras apresentaram valores de ZEA
abaixo do LQ (60,0 pg/kg). Para as aflatoxinas,
foram observados valores abaixo do LQ (2,0 pg/kg)
em uma amostra para AFG1, trés para AFG2 e uma
para AFB1, sendo os demais resultados ndo
detectados. Para OTA, trés amostras apresentaram
valores abaixo do LQ (4,0 pg/kg), e para fumonisina
B2 (FB2), uma amostra apresentou concentracdo
abaixo do LQ (40 pg/kg), sem deteccdo quantificavel
desses analitos nas demais amostras. A Figura 2
ilustra graficamente a ocorréncia de DON nas
amostras de macarrdo instantdneo por faixas de
concentragao.

Os resultados indicam que o DON constitui o
principal marcador de contaminagdo fungica em
macarrdo instantaneo, perfil compativel com a
origem da matéria-prima (trigo), com a associacéo
predominante de espécies do género Fusarium a
producdo desse tricoteceno e com sua elevada
estabilidade térmica durante 0 processamento
industrial.

Esses resultados estdo em consonéancia com dados da
literatura brasileira, que relatam a ocorréncia
frequente de DON em produtos a base de trigo, como
massas alimenticias, pdes, cereais processados e
macarrdo instantneo comercializado no Brasil,
geralmente em concentracBes inferiores aos limites
regulatdrios, porém com elevada frequéncia de
deteccdo, podendo alcancar até 1720,0 pg/kg em
algumas amostras (Almeida et al., 2016). Estudos
conduzidos em mercados europeus e asiaticos
também apontam o DON como a micotoxina
predominante em massas e produtos instantaneos,
enquanto AFs, fumonisinas, OTA e ZEA sdo
detectadas esporadicamente ou em niveis inferiores
ao LQ (Moazami; Jinap, 2009; Mishra et al., 2022).
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Essa concordancia reforca a representatividade dos
dados obtidos e a relevancia do monitoramento dessa
matriz.

Os resultados obtidos também demonstram a
aplicabilidade do método desenvolvido para a
determinacdo multiresiduo de micotoxinas em
macarrdo instantaneo, evidenciando sua capacidade
de detectar baixos niveis de diferentes classes de
micotoxinas e sua aplicabilidade de uso em
programas de monitoramento em conjunto com a
vigilancia sanitaria.
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Figural. Cromatograma representativo das nove
micotoxinas obtido por LC-MS/MS em modo MRM
a partir de padrdo preparado em solvente (2 pg/kg de

aflatoxinas, 200 pg/kg de DON, 40 pg/kg de
fumonisinas e 60 pg/kg de ZEA).
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Tabela 1. Dados de validagdo por LC-MS/MS das
micotoxinas em macarrao instantaneo

EM . LQ LD MR;%Cia cv

(%0) Mo/kg  pg/kg (%) (%0)
DON -364 09985 2000 600 97,90 3,52
AFG2 -527 09965 20 06 101,94 10,01
AFGl -534 09974 20 06 9150 522
AFB2 -532 09962 20 06 8505 0,74
AFBL -538 09958 2,0 06 8483 9,80
FBL -61,8 09955 40,0 120 9826 828
ZEA -364 09999 600 180 9463 4,39
OTA -454 09977 40 12 9077 715

FB2 -642 0,9970 400 12,0 99,09 434

EM: efeito matriz, R% coeficiente de correlacdo, LQ: limite
de quantificacdo, LD: limite de detecgdo, CV: coeficiente
de variagdo.
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Figura 2 — Ocorréncia de DON em amostras de
macarrdo instantaneo

CONCLUSAO

O método multiresiduo desenvolvido por LC-MS/MS
mostrou-se adequado para a determinacdo simultanea
de  micotoxinas em  macarrdo  instantaneo,
apresentando  desempenho analitico satisfatério
quanto a linearidade, sensibilidade, seletividade,
exatiddo, precisdo e efeito matriz. A validagéo
confirmou a robustez do procedimento, com limites
de quantificagdo compativeis com os niveis maximos
estabelecidos pela legislagdo brasileira para
micotoxinas em produtos a base de trigo. A aplicagdo
do método a amostras comerciais revelou o DON
como a micotoxina mais frequentemente detectada,
presente em 47% das amostras, com concentragdes
inferiores ao limite maximo permitido pela RDC n°
722/2022 (1.000 pg/kg). A detecgdo recorrente de
DON, ainda que em niveis inferiores aos limites
regulatdrios, evidencia ~a  necessidade de
monitoramento continuo dessa matriz amplamente
consumida, visando a protecdo da salde do
consumidor e a prevencdo de exposi¢des cronicas a
baixos niveis de micotoxinas.
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