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ABSTRACT

EVALUATION OF EXTRACTION, CLEANING AND
PURIFICATION METHODS OF AFLATOXINS
FORHPLCANALYSIS

A comparative evaluation process was carried out
between two methods of aflatoxins extraction, cleaning, and
purification, for High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) andlysis. Thefirst oneisthe physical-chemical method,
based on chemical reactions for al the stages, and the second
makes use of a immunoaffinity column (IAC). The methods
were evaluated asrelated to recovery percentage, cost, time spent
for analysis, and number of samples analyzed per day. The
recovery percentage obtained through the physical-chemical
method was lower than the IAC method to B, B, and G,
aflatoxins, and higher to G, aflatoxin. Both techniques presented
recovery percentages in accordance with established values by
the European Community (70% to 120%). Concerning costs,
the physical-chemical method showed to be the least expensive,
but its analysis process takes more time, because it involves
more stepsand demands more caution from laboratory technicians.
Despiteits higher cost, about six times higher than the physical-
chemical method, the | AC method showed to befaster and easier
to perform.

RESUMO

Foi realizada avaliag@o comparativa de dois métodos de
extracdo, limpeza e purificagdo de aflatoxinas, para andlise em
cromatografo liquido dealtaeficiéncia. Um dos métodos éfisico-
quimico e baseia-se em reagBes quimicas paratodas as etapas. O
outro utiliza coluna de imunoafinidade. Os métodos foram
avaliados quanto a porcentagem de recuperacdo, custo do
processo, tempo gasto para andlise e nUmero de amostras
analisadas por dia. A recuperacéo obtida pelo método fisico-
quimico foi mais baixa do que a do método de imunoafinidade,
paraas éflatoxinas B, B, e G,, porém mais dtaparaG,. Ambos
os métodos apresentaram valores de recuperagdo dentro dafaixa
estabel ecidapelaComunidade Européia, quevai de 70% a120%.
A andlise comparativa de custos revelou que estes foram me-
nores no método fisico-quimico. Porém, suas andlises séo
demoradas, por envolverem vérias etapas, e exigem maior cautela
por parte do laboratorista. Apesar do custo mais elevado,
aproximadamente seis vezes superior ao do método fisico-
quimico, o método deimunoafinidade apresentamaior rapidez e
facilidade de execucdo.
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INTRODUCAO

O milho esta entre os principais produtos
agricolas comercializados no Brasil, onde se destaca
entre osgréos, respondendo pel o segundo maior valor
da producao, superado apenas pela soja. E, ainda, o
principal ingrediente utilizado na producgéo de ragdes
para alimentacdo animal (Nogueira Netto 1996).

O Estado de Goias tem se tornado um grande
pdlo produtivo nos Ultimos anos, sendo responsavel
por 7,07% daproducéo nacional de milho (Agrianual
2007). Entre 1973 e 2000, o Estado que apresentou

PALAVRAS-CHAVE: Recuperacdo; aflatoxinas, métodos de
extracdo; imunoafinidade; CLAE.

maior crescimento em producéo foi Goiés, tendo mais
gue triplicado, ao final de duas décadas (Souza &
Braga 2004).

O milho constitui um dos principais insumos
para o segmento produtivo, sendo utilizado com
destague no arragoamento de animais, em especial
na suinocultura, avicultura e bovinocultura de leite,
tanto na formain natura, como naforma de farelo,
deragdo ou slagem. Naalimentagdo humana, o milho
€, comumente, consumido in natura, na forma de
milho verde, e também em produtos como o péo, a
farinha e massas. Estima-se que existam mais de

1. Trabaho recebido em jan./2006 e aceito para publicagdo em abr./2008 (n° registro: PAT 682)
2. RuaGV 05, Quadra 13, Lote 24, Granville, Goiania. E-mail: cris.bueno@brturbo.com.br.
3. Universidade Federal de Goias, Escolade Agronomiae Engenhariade Alimentos. Av. Goiania-Nova Veneza, km 0, Campus
Samambaia, CEP 74001-970 Goiénia, GO. E-mails: ebrasi| @agro.ufg.br, robson.agro.ufg@gmail.com.



104

3.500 usos diferentes para os produtos que se extraem
domilho (amido, xarope, dcoal, dleo vegeta egliten),
0S quais se prestam a iniUmeras e diversificadas
aplicagbes (Fornasieri Filho 2007).

A cultura do milho é atacada por inimeros
fungos, inclusive por aqueles micotoxigénicos, 0s
guais podem produzir micotoxinas, que sdo meta-
bdlitostdxicos, quando consumidos por animaisepelo
homem (Lazzari 1993, 1997). Essas micotoxinas
contaminam grande parte dos produtos agricolas e
alimentos produzidos no mundo, provocando sérios
danos aslavouras, aproducéo de alimentos e asalde
humana e animal (Vargas & Souza 1999). Dentre
essas micotoxinas, destacam-se as aflatoxinas, devido
ao potencial carcinogénico, com énfase para a
aflatoxina B,. Além de ser encontrada em grande
nimero de alimentos e racles, esta ainda é termo-
estéavel e muito dificil de ser inativada. Atualmente,
nao existem métodos economicamente viaveis para
detoxificagdo de aflatoxinas, que ndo afetem as
qualidades organol épticasdo alimento (L azzari 1995).

Centenas de trabal hos foram realizados ap6s
adescobertadas afl otoxinas, nadécadade 1960; sgja
para identificar os niveis de contaminacdo destas
micotoxinas nos alimentos e racgdes, seja para
desenvolver métodos de andlises cada vez mais
precisos, rapidos e econdmicos. De 1961 a 1990, os
pesquisadores brasileiros publicaram 85 trabalhos na
area de micotoxinas, sendo a sua maioria arespeito
de suas ocorréncias em alimentos (Sabino &
Rodrigues-Amaya 1993). Entre 1993 a 2000, essas
publicacBes aumentaram muito, sendo que, nesses
0ito anas, tai s pesguisadores publicaram 128 trabalhos
nesta &rea (Rodriguez-Amaya & Sabino 2002).

O presentetrabalho objetivou avdiar, compara:
tivamente, os parametros técnicos e econdmicos de
dois métodos de extracdo, limpeza e purificacéo de
aflatoxinas, para andlise de amostras de milho em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE,
eminglés HPLC).

MATERIAL E METODOS

Paraasandlises, foram coletadas seisamostras
de 2,0 kg milho, provenientes de hibridos cultivados
em Goiania. De cadaamostra, 500 g de gréos foram
trituradosem moinho el étirco com peneirade 425 mm,
e armazenados a temperatura de -4°C até o proces-
samento das andlises.
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Pesaram-se duas aliquotas de 50 g de cada
amostra e, em seguida, uma delas foi contaminada
com concentracdes conhecidas dos padrées de
aflatoxina B, B,, G, e G,, os quais foram obtidos
atravésdaSigmaChemical Co. (EUA). A preparacao
foi feita segundo o método descrito na Instrugdo
Normativan®9 (24 de marco de 2000), do Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (Brasil
2000).

Foram avaliados dois métodos de extracéo,
limpeza e purificagdo, sendo eles 0 método fisico-
quimico, baseado em reacdes quimicas, para todas
as etapas, e 0 método de imunoafinidade, baseado na
utilizagdo de colunas de imunoafinidade, nas etapas
delimpeza e purificagéo.

A concentracdo de aflatoxinafoi analisadaem
cromatografo liquido deataeficiéncia(Varian ProStar
Dynamax), com duas bombas (model 0 210) einjetor
manual. Foi utilizado detector de fluorescéncia
(modelo 363, Varian), em comprimento de onda de
365 nm para excitacdo, e 428 nm para emissdo. Foi
realizada derivatizag8o pos-coluna, utilizando-se
solugdo saturadadeiodo (1,0 gdeiodo em 20 mL de
metanol e 200 mL de &guaMilli-Q, aguecidaa40°C,
sob agitacdo constante, por trinta minutos), filtrada
em membranahidrofilica0,45um (Milipore) edesga
seificada em ultrassom (modelo D-409X ADTI —
CTA do Brasil Ltda., 40 khz de frequéncia), por
guarentaminutos.

Utilizou-se coluna C18 - fase reversa (Micro-
sorb-MV, Varian), 250 mm x 4,6 mm, sendo mantida
em banho-maria, a 75°C. Umaconex&o em formade
"T" foi colocada pds-coluna, promovendo o contato
do efluente com asolugdo derivatizante, que, durante
apassagem pelo tubo em espiral (coil), possibilitou a
derivatizacdo das aflatoxinas B, e G,. O coil (1.000
mm x 0,3 mm) também foi mantido em banho-maria,
a75°C. A fasemovel utilizadafoi: 60% de aguapura
(Milli-Q), 35% de metanol e 5% de acetonitrila. Para
andlise, foram injetadas aliquotas de 100 uL do
ressuspendido filtrado. O fluxo foi de 0,9 mL/min.,
paraafase movel, e 0,3 mL/min., paraa solucdo de
iodo. O limite de deteccéo foi de 1 ng.

Método fisico-quimico

A extragdo de aflatoxinas por este método foi
realizada conforme metodologia de Jorge (2004).
Foram pesados 50 g deamostratriturada e adicionados
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200 mL de solugdo metanol/agua (70:30 v/v),
mantendo-se a mistura sob agitagdo, durante trinta
minutos. A seguir, procedeu-se afiltracéo (papel de
filtro Whatman n° 4). Posteriormente, tomou-se
aliquotade 100 mL do filtrado, sendo adicionados 100
mL de solugéo de sulfato de cobre I1, a10 % (m/v),
e 3 g de celite. Essa solucdo foi agitada por dois
minutos e, entdo, filtrada novamente (papel defiltro
Whatman n°4). Umaaliquotade 100 mL dessefiltrado
foi colocada em funil de separacdo, onde foram
adicionados 100 mL de dgua destilada.

Nafase de purificacdo, adicionaram-se 20 mL
de cloroférmio ao funil de separacéo, o qual foi
agitado, manual mente, durante doisminutos, edeixado
em repouso para separacdo das fases. O extrato
cloroférmico, fase inferior, foi coletado em frascos
de vidro &mbar. Este procedimento foi repetido por
mais duas vezes. Os extratos clorof ormicos foram
colocados no mesmo frasco e evaporados a secura,
por ventilagdo forgada (12 h) em camara de fluxo
laminar. O extrato seco foi armazenado, atemperatura
de -4°C, por, no méximo, trés dias, antes de ser
analisado. Para esta andlise, o extrato seco foi
ressuspenso em 20 mL de solugéo, contendo 60% de
aguapura(Milli-Q), 35% de metanol (grau CLAE) e
5% de acetonitrila (grau CLAE). O ressuspendido
foi filtrado em membrana hidrofilica 0,45um

(Milipore).
Método com uso de coluna de imunoafinidade

A coluna de imunoafinidade Easi-Extract
Aflatoxin (R-Biopharm RhoneLtd), foi utilizadapara
andlise de aflatoxinas, seguindo-se o procedimento
descrito pelo fabricante. Assim, inicialmente, pesou-
se aliquota de 50 g de cada amostra, adicionando-se
100 mL de solugéo metanol/agua (80:20 v/v), sendo
manti dos sob agitacdo manual, durante doisminutos.
A aiquota proveniente do processo de extragao foi
filtrada (papel de filtro Whatman n° 4), tomando-se
2,0mL dofiltrado e adicionando-se 14 mL detamp&o
fosfato (PBS), pH 7,4, 0 que correspondeu al,0 g da
amostra. Apds o condicionamento das colunas de
imunoafinidade, com tamp&o fosfato (20 mL), a
amostrafoi introduzidanacoluna. Em seguida, foram
passados 20 mL de agua destilada e a aflatoxina

L. Roberto Montero Jorge, pesquisador pleno do Laboratério de Contaminantes e
Autenticidade — Nestlé do Brasil Ltda. Rua Guido Caloi, n.1935, piso 3, bloco
A, Jardim S30 L uiz - S8o Paulo - SP (Comunicagéo pessoal). 2004.
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eluida, com 1,5 mL de metanol, sendo coletado em
frasco de vidro ambar. O eluato foi filtrado em
membranahidrofilica0,45um (Millipore).

O fluxo de eluentes pela coluna de imuno-
afinidade foi controlado para 5,0 mL/min. Com esta
finalidade, foi feitaaadaptacdo deum sistemaavacuo
nacolunade extracdo em fase sdlida (tipo Manifold).
Este foi constituido de um suporte em acrilico
(capacidade paradez colunas), com sistemade fluxo
de ar, mantido por bomba pneumatica e por
reguladores de vaz&o individualizados para cada
coluna(Figural).

Osmétodosde extracao, limpezae purificacdo
foram avaliados, quanto ao custo do processo,
levando-se em consideracdo o tempo gasto para a
analise e 0 nmero de amostras realizadas por dia. O
delineamento experimenta utilizadofoi ointeiramente
casualizado, com dois tratamentos (método fisico-
quimico e de imunoafinidade) e seis repeticdes. Os
dadosforam submetidosaandise devarianciaeteste
F, a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa
Sanest (Zonta & Machado 1984).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos cromatogramas da analise de aflatoxinas,
observaram-se picos menores para as aflatoxinas G,
e G,, em relacdo as aflatoxinas B, e B,, na mesma
concentracdo (Figura 2). Considerando-se que a
alturado pico em um cromatograma esta diretamente
relacionadaao limite de deteccéo (menor pico, maior
interferénciadosruidos), aaflatoxinaG,, com menor
resolucdo, requer taxas maiores de recuperacao, para
gue o limite de deteccdo néo seja afetado. Oslimites

Figura 1. Aparelho controlador de fluxo, desenvolvido para o
método com uso de colunade imunoafinidade.
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Figura 2. Cromatogramas de amostras de milho, contaminadas
com 10 pg.kg-1 deaflatoxinasB,, B,, G, e G,, extraidas

172 T
pelo método fisico-quimico (A) e usando coluna de
imunoafinidade (B), analisados por Cromatografia
LiquidadeAltaEficiéncia(CLAE).

de deteccéo paraasaflatoxinasB,, B,, G, e G, foram,
respectivamente 1,5 ng, 1,6 ng, 1,5 ng e 2 ng.

A recuperacdo obtida pelo método fisico-
guimico foi menor do que pelo método de colunade
imunoafinidade, para as aflatoxinas B, B, e G,;
poréem, maisaltaparaG, (p<0,01) (Figura3). Ambos
0s métodos, todavia, apresentaram valores de
recuperacdo dentro dafaixaestabelecidapeladiretiva
98/53/CE, da Comunidade Européia (1998), que éde
70% a 120%.

No método de colunade imunoafinidade,
recuperacdo apresentou valores entre 79,2% e
101,4%, que foram superiores a recuperacao obtida
por Trucksses et al. (1991), utilizando coluna de
imunoafinidade (Aflatest Vicam), também em milho.
A porcentagem de recuperagéo varia conforme o
método de extracdo e a matriz sob andlise, devido
aos interferentes presentes. Akiyama et al. (2001)
conseguiram resultados adequados em piment&o,
utilizando colunamultifunciona (Multi Sep# 228), com
recuperacao superior a 90% para aflatoxinas B,, B,,
G, e G,. Paranoz-moscada, os autores conseguiram
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Figura 3. Porcentagem de recuperagdo de aflatoxinas(B,, B,, G,
eG,) pelosmétodosfisico-quimico e usando colunade
imunoafinidade (colunas encabegadas por umamesma
letra ndo diferem entre si, pelo teste de F, a 5% de
probabilidade).

recuperagdes acima de 80%. Determinadas matrizes
podem ser analisadas com maior facilidade, como é
0 caso do milho, mas outros alimentos de composic&o
mais complexa, como as ragdes, tornam o processo
de extrag8o mais dificil. Garner et al. (1993),
analisando pimenta malagueta, conseguiram
recuperacdo de, aproximadamente, 70%, utilizando
colunas deimunoafinidade, paratodas as aflatoxinas
analisadas, porém com valoresinferiores aos obtidos
para pimentdo e gengibre.

A andlise comparativa de custo (Tabela 1)
revelou gque estes foram menores no método fisico-
quimico (R$4,91). Contudo, neste método, asandises
sd0 demoradas (40 minutos) e, por envolver varias
etapas, exige maior cautela do laboratorista. Além
disso, o0 método requer a secagem dos extratos
cloroférmicos, o que demanda de trinta minutos
(secagem sob corrente de N,)) adoze horas (secagem
em camara de fluxo laminar).

Apesar do custo elevado do método com o uso
de colunade imunoafinidade (aproximadamente seis
vezes superior ao do método fisico-quimico), 0 mesmo
apresenta maior rapidez e facilidade de execucéo.
Segundo Prado (2005), as maiores vantagens desse
método sdo a necessidade de pouca preparacéo da
amostra, alta especificidade e seletividade de
micotoxinas, eapossibilidade de setestar umagrande
variedade de produtos com 0 mesmo tipo de coluna.
A coluna de imunoafinidade permite automagéo do
processo de extracdo, sendo o nimero de amostras
dependente do nimero de entradas no aparelho
controlador de fluxo. Com o controlador de fluxo
desenvolvido paraeste estudo, foi possivel conduzir
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Tabela 1. Estimativas de custo para 0 processo de extracéo e
limpezade aflatoxinas, utilizando-se 0 método fisico-
quimico e usando colunadeimunoafinidade.

Méodos Mateid Deriggo Qde Vdor (RH)
30nl ga
Metand 70% Z00n. mead 20 10
8 Papd deFiltro Whatnenrf4 2un 024
E
b 100gadfaoCull
G  Sifdodecdrell 10% DL gk 1w 023
8 aiie 3g 01
IT  Qoddmio 60m 10
Méo-de-olra 15 anogragdiatéoioo 200
Tod - R$491
20nL aa
Metad (80%9 00N, mead 100 180
Metaol 15m 014
Papd deFiltro Whatnenrf4 il 012
g 8gNad
2 1,2gNaHRO, aridro
& TapeoPBS 02gKHFO 001
E 02gkad
£ 90Nl aa
Colunade il 30,00
imunofinidede
Méo-de-olra 80 avrodrasdatéonico 033
Tatd - R$3245

a extragdo, limpeza e purificagdo de dez amostras,
concomitantemente, em aproximadamente umahora.
Porém, acol unadeimunoafinidade contém quantidade
definida de anticorpos, o que implicaem um limite
pararetencéo das aflatoxinas nacoluna. Acimadesse
limite, as aflatoxinas néo se ligaréo mais, poistodos
0s sitios ja estardo saturados (Prado 2005). Apesar
da facilidade de andlise através de colunas de
imunoafinidade, estas, por serem importadas, séo de
custo relativamente elevado. Assim, ha premente
necessidade de produc&o nacional de imunorre-
agentes, em maior escalae custo acessivel, bem como
com o devido controle de qualidade e fiscalizac&o
rigorosa dos 6rgdos competentes.

CONCLUSOES

1. A recuperagdo das aflatoxinas foi diferente entre
0s métodos avaliados. Porém, ambos apresentam
valores de recuperacéo dentro da faixa requerida
pelanormada Comunidade Européia.

2. O fator custo apresentou-se como a principal
vantagem do método fisico-quimico, sendo um
sexto do custo apresentado pelo método de coluna
de imunoafinidade. Contudo, este garante maior
rapidez efacilidade de execugdo, além de permitir
automacdo do processo de extragdo, limpeza e
purificagéo.
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