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Testes de alimentos

Resumo

A aflatoxina M1 é a principal aflatoxina encontrada no leite. Ela tem os niveis
maximos recomendados pela Comissédo Europeia (CE), que séo de até 0,025 pg/kg
em alimentos infantis na Europa. Nos Estados Unidos, os niveis de aflatoxina
,segundo o Food and Drug Administration (FDA), séo de até 0,5 pg/kg no leite.

Esta nota de aplicagdo descreve a determinacéo de aflatoxinas M1, G2, G1, B2 e B1
em alimento infantil por LC/MS/MS usando a Remogéo de matrizes otimizada—
Lipidios (EMR—Lipidios) Agilent Bond Elut. Este estudo utilizou uma extracédo
QuEChERS, seguida de limpeza EMR—Lipidios SPE dispersiva (dSPE). Esse método
proporciona recuperacdes (88—113%) e precisdo (RSDs = 1,3—13,6%) excelentes para
todas as aflatoxinas em todos os niveis. Devido a ampla remocéo de matrizes, os
limites de quantificacdo (LOQs) para esse método foram estendidos e ficaram abaixo
dos limites regulatorios tanto para os EUA quanto para a Europa. 0 método simples
e robusto exige poucos equipamentos e experiéncia, o que permite implementa-lo

com facilidade em laboratorios de alimentos.
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Introducao

As micotoxinas, consideradas um dos contaminantes mais
predominantes em alimentos e fontes de alimentacéo

em todo o mundo, sdo os metabdlitos secundarios dos
fungos. A Organizacao das Nacgdes Unidas para Agricultura

e Alimentacdo (FAQ) estima que até 25% da produgéo
agricola do mundo esteja contaminada com micotoxinas.

Essa contaminagéo gera perdas econémicas devastadoras,
principalmente para a industria de gréos [1]. As aflatoxinas
(Tabela 1) sdo uma classe de micotoxinas produzidas por
varias espécies de fungos, principalmente Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus [2]. A aflatoxina M1, produzida quando
as vacas ingerem e metabolizam alimentos contaminados com
aflatoxina B1, é a micotoxina encontrada com mais frequéncia
no leite [3]. Tanto o Food and Drug Administration (FDA)
quanto a Comissdo Europeia (EC) estabeleceram limites

para niveis de aflatoxina em varios produtos alimenticios [4,5].
A Tabela 2 resume os limites de aflatoxina do FDA e da EC
para os Estados Unidos e para a Europa.

Os limites regulatorios para aflatoxinas sdo muito baixos,
principalmente em matrizes leiteiras e alimentos infantis.

0 preparo de amostras é necessario para remover
interferéncias de matriz e melhorar os sinais do analito

em concentracdes baixas. As colunas de imunoafinidade
sdo usadas com frequéncia na analise de micotoxinas,
inclusive aflatoxinas, em varias matrizes [6-9]. No entanto,
essas colunas podem ser caras, e exigem um fluxo de
trabalho diferenciado, que nem sempre é conveniente para
laboratorios de alimentos. 0 método Rapido, Facil, Barato,
Efetivo, Robusto e Seguro (QUEChERS) usa um procedimento
simples em trés etapas (extracao, limpeza e analise) para

as amostras. Sendo assim, é um método atraente para o
preparo de amostras de varios analitos e matrizes, incluindo
aflatoxinas em gréos e produtos lacteos [3,10,11]. A limpeza
QuECHhERS com C18 ou PSA, no entanto, tem algumas
limitac6es ao analisar amostras com alto teor lipidico,

como carnes e leite. Essas limitacées resultam de interacdes
nédo seletivas com analitos alvo e da remog¢do minima das
principais classes de lipidios. Qualquer lipidio remanescente
pode se acumular na trajetoria de fluxo analitica e causar
anomalias cromatograficas, gerar dados insatisfatorios,
diminuir a precisao e aumentar a frequéncia de manutencéo.

A Remocéo otimizada de matrizes—Lipidios (EMR—Lipidios)
Agilent Bond Elut é um sorbente inovador que usa uma
combinacéo exclusiva de exclusdo de tamanhos e interacoes
hidrofobicas para remover de forma seletiva as principais
classes de lipidios de amostras sem a indesejada retencéo
de analitos. Esse sorbente pode ser usado como limpeza
dSPE com os fluxos de trabalho QUEChERS e de precipitacéo
de proteina, promovendo uma limpeza simples e eficiente
[12,13]. Nesse estudo, cinco aflatoxinas em alimento infantil
foram analisadas. Escolhemos o alimento infantil para essa
matriz devido ao seu teor lipidico e aos niveis regulatérios
de aflatoxina. Uma extragdo QUEChERS seguida da limpeza
EMR—Lipidios dSPE e pos-tratamento avancado de amostra
usando MgSO0, anidro proporcionou excelente remocéo de
matrizes. Essa nota de aplicacdo demonstra a eficiéncia da
EMR—Lipidios para analise de aflatoxina em trés niveis de
concentracdo diferentes.

Tabela 1. Informacdes quimicas e fisicas das cinco aflatoxinas.

Aflatoxina Formula molecular Estrutura pKa logP
M1 C,H,0, 114 093
B1 C,H,,0, - 1,68
B2 C,H,,0, - 1,57
G1 C,H,0, - 1,37
G2 C.H,0 - 1,36
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Tabela 2. Limites de aflatoxina em matrizes associadas de acordo com a EC e o FDA.

Aflatoxina Limite (ug/kg) Matriz Agéncia regulatoria
M1 0,025 Alimento infantil EC [5]

0.05 Leite cru EC [5]

0,50 Leite cru FDA [14]
B1 0.10 Alimentos para bebés EC [5]

2-12* Alimento em geral EC [5]
B1+ B2 + G1 + G2 4-15* Nozes, figos, frutas secas, cereais, EC [5]
(concentragéo total) milho, especiarias

20 Alimento em geral FDA [15]**

20-300 Alimentos para animais FDA [16]**

* Consulte o Regulamento da Comisséao EC No 1881/2006 para obter detalhes sobre matrizes especificas [5].

** A'identidade da aflatoxina B1 deve ser confirmada pelas informacées derivativas quimicas [15,16].

Parte experimental

Reagentes e produtos quimicos

Todos os reagentes e solventes tém grau HPLC ou mais

alto. A acetonitrila (ACN) e o metanol foram comprados

da Honeywell (Muskegon, MI, EUA). A agua foi purificada
usando um Sistema integral Milli-Q da EMD Millipore
(Darmstadt, Alemanha). 0 acido féormico de grau reagente
usado é da Agilent Technologies (FA, p/n G2453-85060).
Material de Referéncia Europeu ERM-BD283 (Leite em pé
integral com niveis baixos de aflatoxina M1) foi comprado

da LGC Standards (Teddington, Middlesex, Reino Unido).
Aflatoxina M1 (10 ug/mL em ACN), uma mistura de
aflatoxinas (B1, G1, B2, G2: 20 ug/mL de cada em ACN) e
formiato de amonia foram comprados da Sigma-Aldrich, Corp.
(St. Louis, MO, EUA). Os estoques padrdo de aflatoxina foram
armazenados a 2-8 °C (M1) e —20 °C (mistura de B1, B2,

G1, G2) de acordo com as recomendacées do fabricante.

0 alimento infantil liquido e pronto para usar foi comprado
em um mercado local.

Equipamento

Equipamentos e materiais usados:

Repetidor e pipetas Eppendorf

Vortex e vortex multitubos (VWR, Radnor, PA, EUA)
Geno/Grinder (SPEX, Metuchen, NJ, EUA)
Centrifuga Centra CL3R (Thermo IEC, MA, EUA)
Turbovap LV (Biotage, Charlotte, NC, EUA)

Microcentrifuga Eppendorf (Brinkmann Instruments,
Westbury, NY, EUA)

Kits de extracdo (10 g de amostra) do método
QuEChERS Agilent Bond Elut (ndo tamponado) com
homogeneizadores ceramicos (p/n 5982-5550CH)

EMR—Lipidios dSPE Agilent Bond Elut (p/n 5982-1010)

EMR—Lipidios com bolsa de polimento de MgS0, Agilent
Bond Elut (p/n 5982-0102)



Instrumentacao

A analise foi realizada em um sistema LC Agilent 1290 Infinity com:

+ Bomba binaria Agilent 1290 Infinity (G4220A)

* Amostrador automatico de alto desempenho Agilent 1290
Infinity (G4226A) equipado com um Termostato FC/ALS
Agilent 1290 (G1330B),

+ Compartimento da coluna termostatizado Agilent 1290
Infinity (G1316C)

0 sistema LC foi acoplado a um sistema LC/MS/MS triplo
quadrupolo Agilent 6460A equipado com a tecnologia de
ionizacdo por eletrospray Agilent Jet Stream. O software
Agilent MassHunter Workstation foi usado na aquisicao
de dados e analise.

Preparo de amostras

0 alimento infantil liquido (10 mL) foi adicionado a um

tubo de centrifuga de 50 mL, e foram adicionados padrdes
adequados em amostras de controle de qualidade (QC).
Dois homogeneizadores ceramicos e 10 mL de ACN foram
adicionados, e a amostra foi submetida a vortex por dois
minutos. Um pacote de sais de extracdo QUEChERS original
(ndo tamponado, 10 g de amostra) foi adicionado a amostra.
A amostra foi misturada em um agitador mecanico por
dois minutos, seguida de centrifugacdo a 5.000 rpm por
cinco minutos. Foram adicionados 5 mL de agua ao tubo
de EMR—Lipidios dSPE. O tubo foi submetido a vortex

e foram adicionados 5 mL de extrato de amostra bruto.

A amostra foi submetida a vartex imediatamente e depois por

mais 60 segundos em um vértex multitubos. A amostra foi
centrifugada a 5.000 rpm por cinco minutos e decantada em
um tubo de centrifuga vazio de 15 mL. Sulfato de magnésio

anidro (MgS0,) de uma bolsa de polimento final foi adicionado

ao extrato. A amostra foi submetida a vortex imediatamente
para dispersar o sal e depois por mais 60 segundos, e
centrifugada a 5.000 rpm por trés minutos. O sobrenadante
foi transferido para um tubo de centrifuga de 15 mL contendo
1,5 g de MgS0, (de uma bolsa de polimento nova). A amostra

foi submetida a vortex imediatamente e depois por 60 segundos.
Apos a centrifugacdo a 5.000 rpm por trés minutos, a amostra

final (1 mL) foi transferida para um tubo de teste de vidro de
16 x 100 mm e evaporada sob nitrogénio a 50 °C até secar.
Conforme a necessidade, a matriz em branco foi adicionada
com padrdes de calibracdo antes de secar. A amostra foi
reconstituida com 100 pL de H,0 com 0,1% FA/ACN (80/20)
e submetida a vortex por no minimo dois minutos. A amostra
foi submetida a ultrassom e centrifugada se necessario. A
amostra final foi transferida a um vial com insert para analise
de LC/MS/MS. A Figura 1 mostra todo o procedimento do
preparo de amostras.

Condicoes do instrumento

HPLC

Coluna: Agilent Poroshell 120 SB-C18 2,1 x 100 mm, 2,7 ym
(p/n 685775-902)

Guarda: Agilent Poroshell 120 SB-C18 UHPLC Guarda,
2,1 mm x5 mm, 2,7 ym (p/n 821725-912)

Fase movel: A) 5 mM formiato de amdnia em agua com 0,1% FA

B) 5 mM formiato de aménia em 50/50 ACN/metanol
com 0,1% FA

0,3 mL/min.
Temp. da coluna: 40 °C

Temp. do amostrador
automatico: 4°C

Taxa de fluxo:

Volume de injecdo: 5 pL
Lavagem da agulha: 1:1:1:1 ACN/metanol/isopropanol/agua com 0,2% FA

Gradiente: Tempo (min) %B
0 20
7 70
125 95

Desligamento: 11 min

Tempo posterior: 2 min

MS

lonizacao eletrospray (ESI), Modo positivo

Temp. do gas: 325°C

Fluxo de gas: 10 L/min.

Nebulizador: 50 psi

Aquecedor do gas

de impulséo: 350 °C

Fluxo do gas

de impulséo: 11 L/min.

Capilar: 4,000V

Delta EMV (+): 300V

Segmentos

de tempo: No. Tempo (min) Valvula de desvio
1 0 Para os residuos
2 2 Para o MS



Adicione 10 mL de alimento infantil liquido (temperatura ambiente)
em um tubo de centrifuga de 50 mL.

v

| Adicione 10 mL de acetonitrila e submeta a vortex. |

v

| Adicione sais de extracdo originais (10 g), agite e centrifugue. |

Adicione 5 mL de agua a Remocéo de matrizes otimizada—
Lipidios dSPE Agilent Bond Elut e submeta a vortex.

)

Adicione 5 mL de extrato a Remocéao de matrizes
otimizada—Lipidios dSPE Agilent Bond Elut,
submeta a vortex imediatamente e centrifugue.

v

Decante o sobrenadante para esvaziar o tubo de 15 mL,
adicione a Bolsa de polimento, submeta a vortex e centrifugue.

v

Transfira a camada superior para um tubo de 15 mL
com 1,5 g de MgS0,, submeta a vortex e centrifugue.

)

Transfira 1 mL da camada superior para um tubo
de testes de vidro e seque completamente

Reconstitua com 100 puL de 80/20 H20 com 0,1% FA / ACN
(submeta a ultrassom ou centrifugue se necessario)

Figura 1. Protocolo de preparo de amostras para aflatoxinas
em alimento infantil liquido com Remocao de matrizes
otimizada—Limpeza de lipidios Agilent Bond Elut

e pos-tratamento avancado de amostras usando MgSO0,.

Tabela 3. Parametros de LC/MS/MS DMRM e tempos
de retencéo para analitos alvo.

Padrdes de calibracao e controles de qualidade

Uma solucéo de trabalho de aflatoxina foi preparada em ACN
a 2 ug/mL (aflatoxina M1) e 10 pg/mL (aflatoxina G2, G1,
B2 e B1) a partir das solucdes de estoque. A concentracédo
de aflatoxina M1 foi feita cinco vezes menor do que as
aflatoxinas adicionais para atender aos distintos limites
regulatorios. O padrdes de calibracdo e QC foram feitos

a 100x da concentracao final diluindo de forma adequada

a solucéo de trabalho. A Tabela 4 mostra a concentracéo
final das amostras de calibracdo e QC no alimento infantil.
As solucéo de trabalho e todos os padrdes de calibracéo e
QC foram armazenados em vials de ambar a 2-8 °C. Foram
adicionados a matriz em branco de alimento infantil 100 pL do
padrao de QC correspondente antes da extracdo. Para obter
padrdes de calibracdo compativeis com a matriz, 10 uL do
padrao de calibracéo correto foram adicionados em 990 pL
de extrato de ACN na matriz em branco antes da secagem.

Tabela 4. Concentracdes finais para amostras de
calibracédo pas-adicionadas e QC pré-adicionadas
em alimento infantil.

Aflatoxina M1  Aflatoxina B1, B2, G1,

Padrao* (ng/mL) G2 (ng/mL)
Cal 1 0,01 0,05

Cal 2 0,02 0,10

Cal 3 0,10 0,50

Cal 4 0,50 2,50

Cal 5 1,00 5,00

Cal 6 2,50 125

QC baixo 0,025 0,125

QC médio 0,25 1,25

Qac alto 2,00 10,0

*Padrdes feitos a 100x da concentracéo final para adigéo.

fon produto

ion ion ion
RT precursor Frag. quantificador CE  qualificador CE
Analito (min) (m/2) (V) (m/2) (V) (m/2) (V)
Aflatoxina M1 4,28 329, 143 2731 21 229 45
Aflatoxina G2 455 3311 164 3131 25 245 33
Aflatoxina G1 4,88 329,07 149 2431 25 1151 80
Aflatoxina B2 5,13 315,09 174 2871 25 2591 29
Aflatoxina B1 544 313,07 169 241 41 128 80



Resultados e discussao Com base nos critérios de sinal-ruido (S/N), foi determinado
que uma etapa de concentracdo foi necessaria para atingir
o limite de quantificacdo (LOQ) necessario para a aflatoxina

Otimizagao do método M1. Concentragées de 5x, 10x e 20x foram avaliadas, e com

A EMR—Lipidios pode ser usada nos fluxos de trabalho a configuracéo instrumental dada, uma concentracéo de

de precipitacao de proteina e QUEChERS. Testes iniciais 10x foi adequada para as necessidades do método e o LOQ.
mostraram que a analise de aflatoxina em alimento infantil A Figura 2 mostra o cromatograma de LC/MS/MS dMRM
liquido pode ser 1"e|ta tanto com a precipitagéo de proteina para todas as aflatoxinas em alimento infantil apés a extracio
quanto com o método QUEChERS. No entanto, devido ao QuEChERS, EMR—Limpeza de lipidios e pos-tratamento
aumento do fator de diluicdo associado a precipitacéo de avancado de amostra com MgS0,.

proteina tradicional, a metodologia QUEChERS foi escolhida
para essa aplicacdo. Apos o experimento preliminar, os sais
de extracdo QUECHERS foram escolhidos para essa aplicacéo,
mas tanto os sais de extracdo AOAC quanto EN também

sdo aceitaveis.
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3.0/ Pré-adicao
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Tempo de aquisicdo (min)
Figura 2. Cromatograma de LC/MS/MS dMRM de aflatoxinas em alimento infantil liquido apos a
extracdo QUEChERS e a Remocéao de matrizes otimizada—Limpeza de lipidios dSPE Agilent Bond
Elut com pos-tratamento avangado de amostras com MgS0,.



Remocio de matrizes

0 alimento infantil liquido contém varios componentes

de matriz, como gordura, proteina, carboidratos, vitaminas

e minerais. Essa matriz complexa pode tornar o preparo

de amostras mais desafiador, principalmente porque as
concentracdes de aflatoxina em geral sdo muito baixas.

A Figura 3 mostra uma sobreposicdo de cromatogramas de
varredura completa de GC/MS para uma amostra de matriz
em branco de alimento infantil sem limpeza e com limpeza
C18/PSA ou EMR—Lipidios dSPE com concentracdo de
amostra de 10x. Quando comparada com a matriz em branco
sem limpeza, a C18/PSA remove muito pouco da matriz,
principalmente na regido de eluicdo tardia do cromatograma.
No entanto, a EMR—Lipidios, mostrada em vermelho, por
meio de seu mecanismo de acao exclusivo, remove uma parte
significativa da matriz, mesmo com uma concentracéo final
de 10x durante o preparo de amostras.

x10°

1,61 = InfanMB de alimento infantil sem limpeza

1,44 —— MB de alimento infantil com limpeza C18/PSA

1,31 —— MB de alimento infantil com limpeza EMR—Lipidios

Os efeitos da matriz foram avaliados ao comparar a resposta
do pico (area) do alimento infantil pés-adicionado e dos
padrdes de solvente equivalentes (Tabela 5). As amostras
foram adicionadas em uma concentracédo de 0,025 ng/mL
para a aflatoxina M1 e 0,125 ng/mL para as aflatoxinas G2,
G1, B2 e B1. Esse método demonstra remocgédo de matrizes
aceitavel, sem apresentar efeitos de matriz significativos.

Tabela 5. Efeitos de matriz (%) para as cinco aflatoxinas.

Os efeitos da matriz foram avaliados ao comparar a resposta
do pico do alimento infantil pés-adicionado e dos padrdes
de solvente equivalentes (n = 5).

Aflatoxina  Efeitos de matriz (%)
M1 +12

G2 -13

G1 -10

B2 -1

B1 -9

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

17 18 19 20 21 22 23 24

Tempo de aquisi¢ao (min)

Figura 3. Sobreposicao de cromatogramas de varredura completa de GC/MS de matriz em branco
(MB) de alimento infantil sem limpeza, com limpeza C18/PSA dSPE e com a Remogéo de matrizes
otimizada—Limpeza de lipidios Agilent Bond Elut.



Linearidade e LOQ

A faixa linear foi de 0,01 a 2,50 ng/mL para aflatoxina M1

e 0,05 a 12,5 ng/mL para as aflatoxinas G2, G1, B2 e B1 no
alimento infantil. A Tabela 6 mostra a faixa de calibracéo,
regressio/peso com valores de R? e o LOQ para cada
aflatoxina nesse estudo. Os LOQs foram determinados de
forma experimental com base no desempenho do método. 0
LOQ para a aflatoxina M1 ficou abaixo dos niveis de agéo dos
EUA e dos niveis maximos da Europa.

Tabela 6. Detalhes de calibracéo (ajuste de regresséo, peso,
valor R?, faixa linear e LOQ) para cada aflatoxina.

Ajuste de

regressao, Faixa linear Loa
Aflatoxina peso R? (ng/mL) (ng/mL)
M1 Linear, 1/x? 0,9931 0,01-2,50 0,01
G2 Linear, 1/x 0,9990 0,05-12,5 0.05
G1 Linear, 1/x 0,9994 0,05-12,5 0,05
B2 Linear, 1/x 0,9986 0,05-12,5 0.05
B1 Linear, 1/x 0,9987 0,05-12,5 0,05

Recuperacao e reprodutibilidade

A recuperacéao e a reprodutibilidade desse método foram
avaliadas. Padrées de QC (n = 6) foram preparados
adicionando alimento infantil liquido em branco em
concentracdes de 0,025, 0,25 e 2.00 ng/mL para aflatoxina
M1. Além disso, padroes de QC foram preparados a 0,125,
1,25 e 10.0 ng/mL para aflatoxinas G2, G1, B1 e B2. As
amostras foram extraidas usando o procedimento detalhado
nessa nota de aplicacédo. Varias calibracdes foram preparadas
conforme descrito anteriormente e injetadas ao longo da
corrida, para um total de n = 6, para verificar se ha grandes
alteracdes na resposta, o que nao ocorreu. As recuperacoes
das amostras de QC pré-adicionadas foram calculadas

com base nas respostas em relacao a curva de calibracao
correspondente a matriz. As Figuras 4 e 5 mostram a
recuperacéo e os dados de Desvio padréo relativo (RSD).

A recuperacao média para todas as cinco aflatoxinas em
todos os trés niveis de QC foi de aproximadamente 101%
com um RSD médio de <5,0%.

@ QC baixo
M1 =10,025 ng/mL
G2,G1,B2,B1=0,125ng/mL

I QC médio
M1=10,25ng/mL
G2,G1,B2,B1=1,25ng/mL

[ QC alto
M1=2,00 ng/mL
G2,G1,B2,B1=10,0ng/mL

120

100
oL EEEEES SN BN NEN NBEEN
M1 G2 G1 B2 B1

Aflatoxina

Recuperacéo (%)
+~ (=2 (<=3
o o o

o

Figura 4. Recuperacdo (%) para as cinco aflatoxinas em
alimento infantil liquido usando a Remocéao de matrizes
otimizada—Limpeza de lipidios Agilent Bond Elut. (n = 6)

B QCbaixo
M1 = 0,025 ng/mL
G2,G1,B2,B1=0,125ng/mL

I QCmédio
M1 =0,25 ng/mL
G2,G1,B2,B1=1,25ng/mL

I QCalto
M1 =2,00 ng/mL
G2,G1,B2,B1=100ng/mL

% RSD
-~ (=2} [==]

N

M1 G2 G1 B2 B1
Aflatoxina

Figura 5. RSD (%) para as cinco aflatoxinas em alimento
infantil liquido usando a Remocao de matrizes otimizada—
Limpeza de lipidios Agilent Bond Elut. (n = 6).



Amostra constituida

Um padrao de referéncia de alimento infantil reconstituido
contendo aflatoxinas néo estava disponivel para compra.

No entanto, o Material de Referéncia Europeu (ERM) - BD283
(leite em po integral com niveis baixos de aflatoxina M1) foi
obtido para avaliar ainda mais o método detalhado nessa nota
de aplicagéo. O valor certificado relatado para esse padrdo
foi de 0,111 + 0,018 pg/kg [17]. O padréo de leite em po
integral foi reconstituido de acordo com as recomendagées
do fabricante detalhadas no Relatorio de certificacdo do
ERM. Em resumo, 100 mL de agua foi adicionado a 10 g de
leite em po integral, introduzindo um fator de diluicdo de dez
vezes. Portanto, a concentracéo do leite reconstituido deve
ser dez vezes menor do que a concentracéo relatada, ou seja,
0,0093-0,0129 ng/mL. A amostra reconstituida foi extraida
apo6s o mesmo procedimento detalhado anteriormente.

A amostra constituida (n = 1) foi analisada em um lote de
amostras com um conjunto completo de calibradores e todos
os trés niveis de QC (n = 3). Como a quantidade de amostras
constituida é proxima ao LOQ do método (0,01 ng/mL para
aflatoxina M1), um QC LOQ extra (n = 3) a 0,01 ng/mL foi
incluido. A Tabela 7 apresenta os resultados dessa corrida.

0 ERM-BD283 foi quantificado a 0,0101 ng/mL, que fica
dentro do intervalo esperado pelo material de referéncia.

Isso demonstra a viabilidade e a versatilidade desse método
para analisar amostras de alimentos infantis em po (com
adicdo de agua) e liquidos.

Tabela 7. Resultados para aflatoxina M1 para amostra
constituida (n = 1) e amostras de QC (n = 3).

Conc. esperada Conc. calc.
Amostra (ng/mL) (ng/mL) Precisio  RSD
QC baixo 0,025 0,0219 88 1.9
QC médio 0,25 0,2378 95 1.1
Qac alto 2,00 2,0285 101 0,6
Loaac 0,01 0,0107 107 4,7
ERM-BD283  0,0111 0,0101 91 n/a

Conclusoes

Um método simples e eficiente para a analise de aflatoxinas
em alimento infantil por LC/MS/MS foi desenvolvido. As
amostras foram extraidas com um procedimento QuEChERS
seguido da limpeza EMR—Lipidios dSPE Agilent Bond Elut

e pos-tratamento avancado de amostra usando MgS0,. Esse
método proporcionou recuperacdes (média de 101%) e precisdo
(RSD médio <5,0 %) excelentes em uma faixa linear ampla.

0s LOQs ficaram abaixo das regulamentagdes com uma etapa
de concentragdo sem os indesejados efeitos de matriz.

Essa metodologia demonstra a remocao de matrizes
significativa obtida com a EMR—Lipidios sem a perda de
analitos indesejada. A limpeza de alto nivel do instrumento
oferece melhor cromatografia e diminui a frequéncia de
manutencéo e solucao de problemas, economizando tempo e
dinheiro. A solucéo exige menos experiéncia e equipamentos
e pode ser implementada facilmente em laboratorios de
alimentos. Embora essa aplicacdo se concentre em apenas
uma classe de micotoxinas, a EMR—Lipidios foi desenvolvida
para aplicacdes multirresiduo. Sendo assim, diferente das
colunas de imunoafinidade, a EMR—Lipidios pode ser aplicada
facilmente a analise de micotoxinas multiclasse. Trabalhos
futuros continuaréo investigando a limpeza EMR—Lipidios
com outras amostras complexas e com alto teor de gordura.
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Mais informacdes

Estes dados representam os resultados tipicos. Para obter
mais informacdes sobre nossos produtos e servicos, acesse
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