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RESUMO: £ desecritc um método para determinagio das aflatoxinas B, B,
G, e G, por cromatografia liquida de alia resclucio. As aflatoxinas foram extraidas,
cromatografadas em coluns de fase reversa, e detectadas ne uliravicleta a 3850
nm. Nos tesfes efetuados, a recuperagio variou de 92 a 106%. O método foi
aplicade em dez amostras de farelec de amendoim e em amendeim em grio. O limite
de deteccio foi de 2 ppb (ug/kg).

DESCRITORES: =aflatoxinas B, B, G, G, deferminacio; amendoim, farelo
de amendoim, determinagio de aflatoxinas; cromatografia liguida de alta resolucfio.

INTRODUCAO Os métedos disponiveis para determinar
aflatoxiﬁnas por CLAR, referidos na litera.
Cromatografia liguida de alta resclugho tara, sfo abundantes ¢ a maioria deles uti-

(CLAR) esti sendo usada para separagio
e quantificacio de aflatoxinas em virios
tipos de alimentos, tais como gréos® 9, amen-
doim e pasta de amendoim?27 miltholt
vinhos® e em culfuras de fungos?® 12
isto porque esta téenica velo solucionar diver-
sos problemas analiticos por apresentar malor
velocidade de analize, malor resclugio e
maior sensibilidade &

Durante a Gltima década, a pesquisa de
aflatoxinas em produtos agricolas tem sido
expandida para vdrias espéeies. O método
analitico empregado tem sido a cromatogra-
fia em ecamada delgada, gque se baseia na
separacéo das aflatoxinas B, B, Gi e G, em
placas de silica gel, quantificadas por ecom-
paragio visual da intensidade de fluorescén-
cia das manchas da amostra ¢ padrdo, ou por
fluordensitometria do cromatogramal.

Essas técnicas s@o sensiveis; entretanto,
o recente avanco em CLAR mostrou que
melhor separacdo e quantificacfo podem ser
obtidas por esta dltima téenica 4 19,

=+ Do Instituto Adoife Lutz.

liza como deteter a fluorescéneia.

O métods por nés proposto é uma combi-
nagdo da téenica de PREGNOLATTO &
SABINO % com modificacio na extragio,
utilizando CLAR com detetor ultravioleta a
350 nm. Asg aflatoxinas sfo resclvidas por
eromatografia lignida de fase reversa (RP
18, tendo como fase mdvel acetonitrila —
dgua (35 + 6h9%).

0 objetive de nossc trabalho foi estabele-
cer ¢ padronizar uma téenica por CLAR para
separay e deferminar as afiatoxinas B, B,
G, e G visto gue oferece as vantagens de
veloeidade, boa resolucho, precisio, o sensi-
bilidade.

MATERIAL

Foram utilizadas dez amostras de amen-
doim e de farelo de amendoim para testar
o meétodo.

%* Realizade na Secdo de Quimics BRiolégica do Institute Adolfo Lutz, S3oc Paule, SP.
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Solventes

Metanol p.a.

Clorofdrmio p.a.

Solagdo de cloreto de sédic a 4%
Hexano pa.

Metanol Lichrosolv

Acetonitrila Lichrosolv

Agua destilada, filirada em filtro Millipore
em membrana filtrante de 0,8 u de pore
{47 mm de difmetro) ref. AAWP, (4700,

Soiugdes-padric das aflatoxinas B, B., G,
G: em metanol Lichrosolv

Fase movel
A — agua destilada
B — acetonitrila -+ metanol (3 + 2)

A = 85%
sendo B = 35%

Aparelho

Cromatégrafo autematico liguido de alta
resclugfio, com injetor automatico {varig-
vel), mod. 1084 A, com sistemz gradien-
te, acoplado com detefor varidvel, U.V.,
vigivel, H.P., mod. 1030 B, com progra-
mador mod. 79850 A-LC, terminal HP

Coluna: Lichrosorb RP 18 — 10 um
{Merek)
Fraseo: de 2 ml H?
METCODO

A determinacio das aflatoxinag envolve as
seguintes operaches:

a) Prepare do awostrg

Descasear (se for o caso) e triturar a
amostra. Proceder & umsa perfeita homoge-
neizagio da mesma.

b) Extracde dos eflotoxines

Pesar 80 g da amostra e transferir para
um frasco Hrlenmeyer de 250 ml com tampa
esmerilhada. Adicionar & amostra 10 mi de
dgua e homogeneizar com bastonete de vidro;
adicionar 100 ml de cloroférmio, fechar o
frasco e agitar viclentamente durante 30
segundos. Continuar agitando em agitador
mecanico por 30 minutos ou mais. Fillrar o
extrato em papel de filtro Whatman n® 1
ou equivalente, A filtracio de certos mate-
rlais, particularmente sasmendoim, pode ser
muite lenia e dificil. Para evitar este pro-
blema, & conveniente filtrar através de uma
camada de terra diatomécea, tal eomo “Cali-
te”. Minimizar a evaporacio do cloroférmio
ecbrindo o funil com vidro de relogio e folha
de papel de aluminio. Evaporar o filtrade até
o residuo. Dissolver este residuo em 50 ml
de metancl p.a., tragnsferir para funil de
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separagio de 500 ml, Adicional 50 ml de clo-
reto de sédio a 4%, e agitar, Extrair com 3
porgies de 50 ml de hexano eada para remo-
ver a gordura. Desprezar o hexano, Extrair
com duas porgdes de 50 ml de cloroférmio.
Evaporar o extraio cloroférmico até o resi-
duo. Transferir o residuo quantitativamente
com clovoférmic para frasco de 2 ml, evapo-
rar sob gis de nitrogénic até residuo. Guar-
dar em geladeira, sob protecio da luz, =té
o momento de usar.

¢}  Cromatografio liguida de alte resolugéo

Dissclver o residuo obtido e transferir
para o {rasco do préprio aparelho com 2 mi
de metanol Lichrosolv. Injetar esta solucic
no cromatégrafo para identificagio ¢ gquan-
tifieacac das aflatoxinas.

Programagdo de operacio-coluna (RP 18)

Fage Enével acetonitrila-metanel (3+2)
~— Agua (35+65%)

Detetor: U.V. (350 nm)

Flaxo: 2,0 ml/minuto

Injecéio: 50 wul

Sensibilidade: 0,05

Atenuacde: ATIN 2

Temperatura do forno: ambiente

As aflatoxinas sio detectadas por absor-
¢éo no UV, a 350 nm, e quantifieadas pela
drea dos picos obtidos comparada A area dos
picos das solugdes-padrio.

As aflatoxinas sio detectadas por absor
gdo no U.V. a 860 nm, e guantifieadas pela
area dos picos obtidos comparada A Area dos

pleos das solugbes-padréoc, segundo a fér-
mula:

Ax X Cs X Vs X 8D
= aflatoxinas (ug/kg)

As X Vx X W

Ax = drea integrada da aflatoxina (B,
B, G, G2

C8 = concentracio da afiatoxina-padraoe
(ng/ml)

Ve = ul da solugio-padrie injetada

5D = diluicdo final do extrato da amostra
em wml

Asg = area integrada da solucdo-padrio

Vx = ul do extrate da ameostra injetada

W = peso da amostra representado pelo
volume do extrato wutilizado por
CLAR

RESULTADOS

As 4 aflatoxinas B, B, G e G: foram
resolvidas por CLAR em 15 minutos e detee-
tadas no UV, a 350 nm. Os 4 compostos
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puderam ser medidos com boa resolugio e
precisio.

Inicialmente foi injetada, no cromatégrafo,
cada uma das aflatoxinas-padrdc a fim de
ser determinade o tempo de retenedo (TR},
como estd demonstrado na tabela 1 e figu-
rag 3 e 4. Posteriormente, fol injetada a
mistura das aflatoxinas-padrdo (fig. 1}.

O método foi avaliado em amostras de
farclo de amendoim (fig. 5) e em amendoim
em grio; es resultados estde na tabela 2.
Teates de recuperacio foram efetuades,
variando esta de 92 a 1069%. Tanto a amos-

tra como os padrfes foram dissolvidos em
metanol Lichrosolv e o pico do solvente nio
interferiu no TR de cada uma das aflato-
xinas analisadas (fig. 2).

A precisdo de resolugho e quantificagho
por CLAR foi determinada por mauitiplas
injecdes das solugdes-padrio e do extrato das
amostras, O tempo de retencio e area dos
picos foram calculados por integragfo eletrd-
niea. N&c houve problemas de interferénela,
pois outros picos exisfentes nas amosiras néde
apresentavam o mesmo TR das aflatoxinas
Bj, B-z, Gl ou G22‘

TABELA 1

Tempo de retencio doz aflntoxines B, B, G, e G,

Aflatoxina RT* Média

10 min 70 s

B, 10 min 74 s
10 min 79 s
8 min 49 s

B, 8 min b{ =
8 min 49 s
7 min 87 s

&N 7 min 54 = 7 min BA =
7 min 58 s
6 min 10 s

G & min 68 &
8 min 08 &

* RT — tempo de refehcio.

TABELA 2

Quantifiengde dos eflatoxinas onalisedos (pg/kg)

Aftatoxina (ng/ke)

Amostras
B, B, G, G
1.2 — Farelo de amendeim 448 210 285 209
2% —. Farelo de amendoim 143 N.D.# N.D.* 430
3.4 — Amendoim em gric 605 530 633 766

* N.D, — n&o sparecimento do pieo

no cromatograma.
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DISCUSSAQ

Alguns autores preferem a detecgdo das
aflatoxinas por fluorescéneia, por ser wmuito
mais sensivel do que por absorgio no ulira-

vicleta. NESHEIM?® relatou que ocuando
empregou detector uliravioleta em CLAR
obteve bons resultadog com £ — 10 ng das

aflatoxinas B, B, G, e G, por injecdo. Pos-
teriormente, através do uso de fluorescéneia
eomo defeckor, quantificon, na concentracdo
de 0,2 ng, as aflatoxinas B: e G, diretamente,
g By e G, apds conversfio para B. e Ga.

CONCLUBAQ

Os resultados foram considerados buns,
reproduziveis, apesar de ter side utilizade
como detector o ultravioleta. O limite de
deteccao foi de 2 ppb.

O método CLAR foi salisfatério. Niao se
Justifica porém a substituigio da cromatogra-
fia em camada delgada, que produz bons
resultados e nfo requer equipamento e aces-
sérios de alto custo, por CLAR que estd fora
de nossa realidade.
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w A method for the separation and deter-

mination of aflatoxins B,, B,, G;, and G, by high-performance liguid chroma-
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ABSTRACT: A method for determining aflatoxins B,, B, G, and G, through
high=performance Hguid chromatography is described. The aflatoxing were extracted

and passed through =& reverse-phase

2 ppb {pe/ke).
DESCRIPTORS:

chromatography
uliraviclet spectrum at 350 nm. Recoveries of 92 %o 1069%
method was employed in ten samples of peanut flour.

with detection in the
were obiained, The
The detection limit was

afiatoxing B, B, Gy, and G, determination; peanut, peanut

floar, determination of aflatoxins; high-performance liguid chromatography, use

for determining aflatoxins.
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