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RESUMO

Avaliou-se os métodos analiticos e a 1incidéncia de
aflatoxina M,, patulina e 4&cido ciclopiazénico em produtos
alimenticios comercializados na cidade de Campinas.

Varias tentativas foram realizadas para a escolha do
solvente extratante e da melhor técnica para remover os
interferentes das amostras de leite e derivados para determinacédo
de aflatoxina M,. Na extragdo foram utilizados acetona, metanol e
Cloroférmio puros, misturados entre si ou com &agqua. Precipitacéao
com sais de metais pesados, particdo entre solventes imisciveis e
colunas cromatograficas foram avaliados para promover a limpeza
do extrato. A utilizacgao de'metais'pesados ndo foi eficiente para
eliminar os interferentes. O uso conjunto de cloroférmio e uma
coluna cromatografica demonstrou ser a maneira mais eficiente de
extrair a aflatoxina M, e remover substancias interferentes.
Colunas cromatograficas de silica e silica-C18 apresentaram
melhores resultados que - a coluna de celulose. A cromatografia
liquida de alta eficiéncia dos derivados com acido
trifluoroacético e deteccgéo por fluorescéncia apresentou
sensibilidade e especificidade bem maior que o método por
cromatdgrafia em camada delgada com quantificag¢do visual da

intensidade de fluorescéncia para determinacdo de aflatoxina M.

Duzentas e quatro amostras de leite pasteurizado (103),
leite em pé (35), queijos (36) e iogurte (30) coletadas durante
OS anos de 1989/90 e de 1992 foram analisadas. A aflatoxina M,
foi encontrada em apenas quatro amostras de leite pasteurizado
com niveis de 73 a 370 ng/L em 1992, ano em gue as andlises
foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficéncia.
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Trés métodos foram avaliados para a determinagdao de
patulina: os da AOAC (1990), de SIRIWARDANA & LAFONT (1979b) e de
MOLLER & JOSEFSSON (1980). A gquantificacdo foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficéncia, inclusive para os dois
primeiros métodos nos quais a técnica especificada era
crométografia em camada delgada. O método de MOLLER & JOSEFSSON
foi o que apresentou melhores porcentagens de recuperagdo e um
extrato mais 1limpo, resultande um cromatograma cujo pico da

patulina apareceu livre de interferentes.

Sessenta e cinco amostras de sucos de frutas (maga (20), uva
(17), abacaxi (10), goiaba (6), manga (6), mamdo (3) e banana
(3)) e 24 amostras de frutas (maca (15), mamdo (6) e manga (3))
foram analisadas e apenas uma de suco de maga estava contaminada
por patulina com 17 ug/L. Seis amostras de magad deteriorada foram
témbém analisadas e todas continham patulina en niveis que
variaram de 150 a 340 ug/ Kg.

Foi investigada também a ocorréncia simultinea de &cido
ciclopiazénico e aflatoxinas B e G em amostras de amendoim, milho
e seus derivados, utilizando o método de URANO et alii (1992a) e
de SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA (1989), respectivamente. Em 28
amostras de amendoim e derivados, a presenga de Aacido
ciclopiazénico foi constatada em 4 amostras de amendoim cru, com
niveis de 150 a 369 ug/kg. As aflatoxinas foram encontradas em 11
amostras de amendoim cru, amendoim torrado salgado e pacgoca com
teores de 8 a 340 ug/kg (aflatoxinas totais). As duas toxinas
ocorreram simultaneamente em trés amostras de amendoim cru. Tanto
dcido ciclopiazénico como as aflatoxinas nio foram detectados em
25 amostras de milho e derivados (milho de pipoca, farinha de

milho e fuba).
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Os resultados demonstram que a contaminagdo de leite e
derivados por aflatoxina M, e de frutas e sucos de frutas por
patulina ndo constitui um problema de salGde pablica na cidade de.
Campinas. Por outro lado, a ocorréncia de acido ciclopiazénico
agrava ainda mais a situacdo do amendoim e seus derivados que sio
largamente contaminados por aflatoxinas B e G. Estas duas tambén

nao s&o problematicas em milho e derivados.
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SUMMARY

In Brazil there is a paucity of information in relation to
the mycotoxins aflatoxin_ M,, patulin and cyclopiazonic acid.
Thus, these mycotoxins were investigated in terms of the
analytical methods used for their determination and of their
incidence in food products commercialized in Campinas.

Various trials were carried out to choose the extracting
solvent and the best technique for removing interfering
substances from samples of milk and dairy products for the
determination of aflatoxin Ml. For extraction acetone, methanol
and chloroform were utilized either singly, in combination with
each other or with water. Precipitation with heavy metal salts,
partition between immiscible solvents and conventional column
chromatography were evaluated for clean-up. Heavy metals by
themselves were not effective in eliminating interfering
substances. The combined use of chloroform and a chromatographic
column proved to be the most efficient procedure for extraction
and clean-up. Columns packed with silica or silica-—C18 gave
better results than those of cellulose. High performance liquid
chromatography of trifluorocacetic acid derivatives and using
fluorescence detection, presented much higher ssensitivity and
specificity than thin layer chromatography with visual
quantification of the fluorescence intensity for aflatoxin M,
determination.

Two hundred and four samples of milk (103), powdered milk
(35), cheese (36) and yoghurt (30), collected in 1989/90 and in
1992, were analyzed. Aflatoxin M, was found in only 4 samples of
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milk at 73 to 370 ng/L in 1992, the year when the analyses were

carried out by high performance liquid chromatography.

Three methods for the determination of patulin were
evaluated: those of the AOAC (1990) , SIRIWARDANA & LAFONT (1979b)
and MOLLER & JOSEFSSON (1980). Quantification was performed by
high performance liquid chromatography, even for the first two
methods where thin layer chromatography was the specificed
technique. The method of MOLLER & JOSEFSSON presented higher
recovery perceriteges and resulted in a clean extract, giving

chromatograms with the patulin peak free of interferences.

Sixty-five samples of fruit juices (apple (20), grape (17),
pineapple (10), guava (6), mango (6), papaya. (3) and banana (3))
and 24 samples of fruits (apple (15), papaya (6) and mango (3))
were analyzed and only one sample of apple juice had patulin at
17 ug/L. Six samples of spoiled apple were also submitted to
analysis, all of which were contaminated with patulin at 150 to
340 ug/ kg.

The co-occurrence of cyclopiazonic acid and aflatoxins B and
G in peanuts, corn and their products was also investigated,
using the methods of URANO et alii (1992) and SOARES & RODRIGUEZ-
AMAYA (1989), respectively. Of 28 samples of peanuts and peanut
products, cyclopiazonic acid was encountered in 4 samples of raw
peanuts at 150 to 369 ug/ kg. Aflatoxins were found in 11 samples
of raw peanuts, roasted salted peanuts and ground peanut bar at 8
to 340 ug/kg (total aflatoxins). The two toxins co-existed in 3
samples. Cyclopiazonic acid and aflatoxins were not detected in

25 samples of corn (popcorn, corn flour and grits).

The results show that contamination of milk and dairy
products with aflatoxin M; and of fruits and fruit juices with
patulin does not constitute a public health problem in the city
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of cCampinas. On the other hand, the occurrence of cyclopiazonic
acid can aggravate the situation of peanuts and peanut products,
already shown to be highly contaminated with aflatoxins B and G.

These two toxins are not problematic in corn and corn products.
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1- INTRODUGAO

Micotoxinas s8o metabdélitos secundarios de varias espécies

de fungos que podem causar efeitos tdxicos em homens e animais.

Os diferentes fungos produtores de micotoxinas séao
encontrados em todas as regides do mundo e podem crescer em uma
grande variedade de substratos e sob varias condigdes de umidade,
PH e temperatura. Assim, os alimentos estdo sujeitos & invasido
por fungos e contaminacdo com micotoxinas no campo , durante e
apdés a colheita, no proceséamento, no transporte e na estocagenm,
quando' ndo sao empregadas técnicas adequadas de manuseio.

As investigagbdes sobre incidéncia de micotoxinas en
alimentos e ragdes & de suma importadncia para que esforgos possanm
ser concentrados na preveng¢ido, no controle da contaminag¢dao ou na
destoxificagdo dos produtos susceptiveis a esse tipo de
contaminacgédo. Neste sentido e com vistas a garantir a
confiabilidade dos resultados, relativos & incidéncia de
micotoxinas em alimentos, estudos visando aprimorar a metodologia
para sua detecgdo e quantificagdo sdo sem dGvida urgentes e

necessarios.

No presente trabalho, foram estudadas trés micotoxinas para
as quais ainda existem uma lacuna de informagdes no pais, tanto

em relagdo & metodologia quanto & sua incidéncia.

O conhecimento da incidéncia e dos niveis de aflatoxina My
em leite e seus derivados, produtos consumidos pela populagao
infantil, ndo podem ser adiados, pois estudos de, toxicidade com
animais tem mostrado que a sensibilidade as aflatoxinas & maior

em jovens.



A patulina pode ser encontrada em frutas, e principalmente
na mag&. No Brasil, a producdo de maga tem aumentado nos dltimos
anos, o que tem possibilitado a sua industrializacdo na forma de
suco. Como a referida toxina é destruida apenas parcialmente pelo
processamento, a sua presen¢a nos Ssucos pode ser um indice da
qualidade da matéria prima utilizada. A ocorréncia ou ndo desta

toxina em outras frutas brasileiras nio foi ainda investigada.

Outra micotoxina cuja incidéncia tem causado preocupacdo em
todo mundo e ainda ndo tem sido estudada no Brasil & o A&cido
ciclopiazénico, que a exemplo de aflatoxinas B e G, & produzido
pelo Aspefgillus flavus e que pode coexistir com as aflatoxinas.

O presente trabalho tem por objetivos avaliar as
metodologias analiticas e verificar a incidéncia de aflatoxina M,
em leite e derivados, de patulina em frutas e sucos de frutas e

de acido ciclopiazénico em amendoim e milho.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- AFLATOXINA My

2.1.1- Consideragdes Gerais

Dentre as micotoxinas existentes, as aflatoxinas, produzidas
pelos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, sdo as
que podem causar maiores danos aos seres humanos e animais, pela
sua alta toxidez e ampla ocorréncia, possuindo inclusive
propriedades carcinogénicas, mutagénicas e teratogénicas. As
aflatoxinas B, B, , G; e G, s&o as mais estudadas, j& existindo
metodologia definida para uma série de produtos agricolas.
Nunmerosos levantamentos sobre sua ocorréncia em alimentos e

ragdes também ja& foram realizados.

Quando o gado leiteiro é alimentado com racgdo contaminada
com aflatoxina B,, parte desta pode ser convertida em um derivado
4-monoidroxilado, a aflatoxina M, (AFM;) (FIGURA“ 1), a qual é

excretada no leite.

ALLCROFT & CARNAGHAN (1963), PURCHASE (1967) e BULLERMAN
(1979) verificaram que a toxidez da AFM; em patinhos e ratos
aproximava-se da de aflatoxina B,. O seu efeito carcinogénico
ainda & controvertido. SINNHUBER et alii (1970) observaram o
crescimento de tumores similares 4&queles produzidos pela
aflatoxina B; em trutas alimentadas com aflatoxina M;. Por outro
lado, BARNES (1970) n&do observou a formacdo de tumores no figado

de ratos que foram alimentados com AFM,. Em experimentos com
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FIGURA 1 - Estruturas das Aflatoxinas B1 e Ml‘



ratos machos, a AFM; mostrou menor potencial carcinogénico que
AFB, (CULLEN et alii, 1988).

Estudos realizados para determinar a relagdo entre a
ingestdo de aflatoxinas e a excregdo de AFM; no leite
demonstraram uma conversio média de 1,5% (NABNEY & BURBAGE, 1967;
MARSI et alii, 1969 ; POLAN et alii, 1974 ; PRICE et alii, 1985;
FROBISH et alii, 1986).

McKINNEY et alii (1973) relataram que o conteGdo de AFM,
diminuia com o tempo de estocagem do leite naturalmente
contaminado. Aproximadamente 40% do teor decrescia apds 4 dias de
estocagem a 0 ©C. Ja STOLOFF et alii (1975), usando leite
artificialmente contaminado, verificaram que o teor de AFM; ficou
estavel durante 17 dias & 4 ©C. BLANCO et alii (1988a) também
observaram que o conteiddo de AFM; nédo se alterou durante o
armazenamento de queijos a 4 ©C por 60 dias e a -18 ©cC por 90

dias.

Uma vez que a AFM; pode estar presente no leite in natura,
alguns pesquisadores estudaram o efeito da pasteurizag¢do no leite
contaminado. PURCHASE et alii (1972) registraram redugdes no teor
de AFM; de 33 a 45% para leite pasteurizado a 62 ©cC por 30 min e
a 72 ©C por 45 seg, respectivamente. No entanto, STOLOFF et alii
(1975) e WISEMAN et aiii (1983) ndo constataram reducdes em leite
pasteurizado a 65 ©9C por 30 min ou a 77 ©cC por 45 segq.

Na fabricagdo de queijo "cottage", a partir de leite
contaminado, foram observadas diminuiqées nos teores de AFM; que
variaram de 20 a 65% (PURCHASE et alii, 1972 ; McKINNEY et alii,
1973 ; STUBBLEFIELD & SHANNON, 1974a ; STOLOFF et alii, 1975).
BLANCO et alii (1988a) verificaram perdas de aproximadamente 10%
do teor inicial de AFM, do leite contaminado (2137 ng/ L) na

elaboracdo de queijo "manchego”.



A Legislagdo Brasileira em vigor nio faz qualquer referéncia
quanto a 1limites de tolerancia de aflatoxina M; em leite e
derivados. Existe a proposta do Programa Nacional de
Monitoragdo e Controle de Micotoxinas de permitir até 500 ng/kg
ou L de aflatoxina M, em leite e derivados, limite igual aos
permitidos . nos Estados Unidos. Alguns paises, como a Suiga,
possuem legislag¢des mais severas e detalhadas que estabelecem
50 ng/L como limite maximo de tolerancia para leite, 10 ng/kg
para leite em pdé destinados & bebés e 250 ng/kg para queijos.

Na Holanda o 1limite permitido & de 100 ng/L e outros paises
europeus ja estdo estudando medidas semelhantes (EGMOND, 1989).

2.1.2- Ocorréncia em Alimentos

Pesquisas efetuadas em varios paises tem mostrado niveis
significativos de contaminagdo. A situacdo tem melhorado nos
Gltimos anos devido a adogdo de medidas que visam a limitagdo da
ingestdo de racgdes contaminadas com aflatoxina B, pelas vacas
lactantes (PIVA et alii, 1987).

Na TABELA 1 estdo apresentados alguns levantamentos sobre a

incidéncia de AFM; realizados em varios paises.

Na Alemanha, em 1972, KIERMEIER (1973) analisou 61 amostras
de leite cru, encontrando 28 (46%) contaminadas com teores de

AFM,; de 40 a 250 ng/ L.

Num estudo, realizado em 1977, com 302 amostras de leite
americano, constatou~se que 63% estavam contaminadas com niveis
de até 700 ng/ L (STOLOFF, 1980).



TABELA 1 - Incidéncia de aflatoxina M; em leite e derivados.

Pais de No. de % Con- Faixa
origem Ano amostras Produto tamina- (ng/kg Referéncia
da analisa- géo ou L)
amostras das
Alemanha 1972 61 leite cru 46 40-250 KIERMEIER (1973)
1987 225 leite 14 < 23 PIVA et alii(1987)
1987 34 queijo 26
Estados 1977 302 leite 63 < 700 STOLOFF (1980)
Unidos 1983 4 leite em pé 100 400-1050 CHANG & DEVRIES (1983)
Franga 1980/81 380 leite 44 80-1150 BLANC & KARLESKIND (1981)
222 leite em pb 58 690-5200
343 queijo 30 95-2150
101 prod. lacteo 32 115-4750
1981 160 leite o] ND MAFFEO & LEARI(1981)
1983 50 queijo 8 > 50- 100 FINOLLI et alii(1983)
1983 233 leite em pé 25 2- 83  RIBBERZANI et alii(1983)
1983 34 queijo 51 20- 500
1987 880 leite 13 < 23 PIVA et alii(1987)
1987 82 queijo 20 < 23
Reino 1981/83 409 leite 6 > 10 GILBERT et alii(1984)
Unido 1981/83 277 leite em pd 2 > 30
Brasil 1981 10 leite 30 25- 0 DELLA ROSA & MORAES(1981)
1989 100 leite 1 220 SABINO et alii(1989)
1989 50 leite cru 42 100-1680
Espanha 1983 385 leite 7 20-40 BURDASPALL et alii(1983)
1988 47 leite 30 20-100 BLANCO et alii(1988b)
Japao 1983 13 leite N 0 - TAKEDA (1984)
Italia 1985 52 leite cru 51 5-146 BOCCIA et alii(1985)
1985 18 leite 67 5-30
1985 106 leite 72 4-280 VISCONTI et alii(1985)
1987 276 leite 25 < 23 PIVA et alii(1987)
1987 416 queijo 31 < 23
Bélgica 1985 19 queijo 100  100-1500 BILJ et alii (1987)
Holanda 1987 34 queijo 53 < 23 PIVA et a1ii(1987)

& teor no

leite reconstituido
ND - nao detectado



MAFFEO & LEARI (1981) realizando um levantamento com 160
amostras de leite proveniehtes de 115 fazendas francesas néao
detectaram a AFM, . Entretanto das 380 amostras de leite estudadas
por BLANC & KARLESKIND (1981), 44% se revelaram contaminadas com
teores variando de 80 a 1150 ng/ L. Esses pesquisadores também
verificaram que das amostras de leite em pd (222) e de queijo
(343), 58 e 30% respectivamente, apresentavam niveis de 95 a
5200 ng/ L de AFM;. FINOLI et alii (1983) encontraram 4 amostras
de queijo, de num lote de 50, que continham de 50 a 100 ng/ L de
AFM,. RIBBERZANI et alii (1983) estudando 233 amostras de leite
em pd para criangas, detectaram niveis de 2 a 8 ng/ L (leite

reconstituido) da toxina em 25 % das amostras.

GILBERT et alii (1984) observaram que 6% das 409 amostras de
leite e 2% das amostras de leite em pé do Reino Unido continham
teores de AFM; maiores que 10 e 30 ng/ L, respectivamente.

Na Espanha, 7% das 95 amosﬁras de diferentes tipos de leite
(cru, pasteurizado, esterilizado, concentrado), analisados por
BURDASPAL et alii (1983), revelaram-se contaminadas com teores de
AFM, entre 20 e 40 ng/ L. BLANCO et alii (1988b) estudando 47
amostras de leite esterilizado, verificaram que 14 continham de
20 a 100 ng/ L de AFM,. |

No Japdo, TAKEDA (1984) ndao detectou AFM,; em treze amostras

de leite analisadas em 1983.

Na Italia de Vum. total de 52 amostras de 1leite coletadas
diretamente de fazendas, 51% apresentaram contaminagdo na faixa
de 5 a 146 ng/L. Das 18 amostras coletadas no comércio, 67%
apresentaram teores entre 5 e 30 ng/ L (BOCCIA et alii, 1985).
Estudos desenvolvidos no sul da It&lia VISCONTI et alii (1985)
relataram que das 106 amostras de leite cru, leite pasteuriéado e
leite em pd, 72% estavam contaminadas com AFM, na faixa de 4 a

280 ng/ kg.



BIJL et alii (1987) analisando queijos belgas constataram
que 19 amostras continham AFM; em niveis entre 100 e 1500 ng/ kg.

Amostras de leite de origem alemd (225) e de origem francesa
(880) analisadas por PIVA et alii (1987) mostraram incidéncia de
AFM; em 14 e 13%, respectivamente, com niveis de contaminacgao
inferiores a 23 ng/ L. J4 com relagdo aos queijos franceses (82),
alemdes (34) e holandeses (34), a frequéncia de contaminacgio foi,
respectivamente, de 20, 26 e 53%, mas apenas duas amostras
francesas excederam 250 ng/ kg. No mesmo trabalho, PIVA et alii
(1987) observaram a incidéncia de AFM, em 276 amostras de leite e
416 amostras de queijo coletadas em varias partes da TItalia.
Desse total, 25% das amostras de leite continham niveis de AFM,
muito baixos, e apenas 2% excederam 50 ng/ L. Aflatoxina M; foi
encontrada em 130 amostras de queijo (31%) mas apenas 2%

ultrapassaram 250 ng/ L.

No Brasil, hé& o relato de DELLA ROSA & MORAES (1981) que,
analisando amostras de leite pasteurizado (6) e de leite cru (4),
verificou a presenca de AFM; em trés amostras de leite
pasteurizado na faixa de 25 a 40 ng/ L. J& SABINO et alii (1989)
notaram apenas uma amostra contaminada com 220 ng/ L de AFM, em
100 amostras de leite pasteurizado mas, dentre 50 amostras
coletadas diretamente de fazendas, 21 apresentaram niveis de AFM,
com teores entre 100 e 1680 ng/ L.

2.1.3- Métodos Analiticos

A aflatoxina M, & encontrada normalmente em niveis que

variam entre valores menores que 10 a 5000 ng/ Kg ou L (ppt) de

9



amostra e portanto sua determinacdo requer métodos de alta
sensibilidade. Por outro 1lado, a amostragem ndo é& problematica

-

uma vez que esta toxina & uniformemente distribuida no leite.

Existe na literatura um grande nimero de trabalhos sobre
métodos para determinagdo de AFM,, porém ainda, ndo h&
concordéncia quanto a metodologia mais adequada.

Os métodos quantitativos envolvem as seguintes etapas: (a)
amostragem, (b) extragdo, (c) 1limpeza, (d) quantificagdo e (e)
confirmagdo da identidade.

2.1.3.1~ Extragao

A AFM; é um componente de polaridade intermediaria e os
solventes mais empregados para sua extragdo s&o cloroférnio,
acetona ou metanol. Estes solventes podem ser usados puros ou
misturados entre si (TABELA 2). O objetivo é extrair toda AFM; e
ao mesmo tempo, ndo trazer junto lipideos, proteinas e outros
interferentes.

Quando h& formag@o de emulsdo, recomenda-se o uso de uréia
ou de dodecilsulfato de sédio para quebra-la (STUBBLEFIELD et
alii, 1980 ; EGMOND et alii, 1986).

Na extragdo com cloroférmio (STUBBLEFIELD, 1979), recomenda-
se que este se encontre a uma temperatura de 35 ©C. Ji& o método
ZCI (EGMOND et alii, 1986) e o de GILBERT et alii (1984)
recomendam que a extragdo seja feita & 4 ©C, inclusive mantendo-
se a amostra nesta mesma temperatura. A extragcdo & realizada em
funil de separagdo ao qual sdo adicionados 50 mL de leite, 120 mL
de clorofdérmio e 10 mL de solucdo saturada de cloreto de sédio,

seguidos de agitagdo vigorosa por um minuto.
10



TABELA 2~ Procedimentos de extragdo e limpeza para aflatoxina M.

Produto Extragido Limpeza? Referéncia
leite, CHC1, coluna de silica  STUBBLEFIELD (1979)
leite em pé§, BLANC et alii (1981)
manteiga, queijo BURDASPAL et alii (1983)
GILBERT et alii (1984)
EGMOND et alii (1986)
PIVA et alii (1987)
AOAC, Proc. 980.21 (1990)
leite CHCl3 CdSO4/coluna TUINSTRA & BRONSGEST (1975)
de silica
leite CHCl3 'CCl4 SERRALHEIRO & QUINTA (1985)
leite CHCl3 éter de petrédleo CHANG & DeVRIES (1983)
leite, queijo CHC1, ZnSO,/NaOH/hexano CHAMBON et alii (1983)
leite, leite em pé acetona n-pentano SCHULLER et alii (1973)
leite acetona Pb(OAc)z/hexano DELLA ROSA & MORAES (1981)
leite, acetona ?b(OAc)2/hexano/ STUBBLEFIELD & SHANNON(1974a)
leite em p§, ' coluna de celulose AOAC, Proc. 974.17 (1990)
manteiga, queijo
leite MeOH hexano SABINO et alii (1989)
leite MeOH/HC1 particao com GAUCH et alii (1979)
coluna extratora NaOH e HCl
hidrofilica
leite, iogurte MeOH/ace- coluna de silica DOMINGUEZ et alii (1987)
queijo tona/NaHCO3
leite, Sep-Pak-C, g - TAKEDA (1984)

leite em pb

leite Sep-Pak-018
queijo acetona/agua
Sep-pak 018
leite coluna extratora
hidrofilica
leite CHC13/
MeOH/&agua

coluna de silica

Sep-paK de silica

coluna de silica

CARISANO & DELLA TORRE (1986)
FERGUSON-FQOS & WARREN (1984)

BIJL et alii (1987)

MORTIMER et alii (1987)

RIBERZANNI et alii (1983)

8 separagdo de substancias interferentes em coluna cromatogréfica, partigdo com
solventes imisciveis e precipitagdo com sais de metais pesados.

11



O método de STUBBLEFIELD (1979) foi usado por vArios
pesquisadores (BLANC e KARLESKIND, 1981; BURDASPAL et alii, 1983;
CHANG & DeVRIES, 1983; GILBERT et alii, 1984; SERRALHEIRO &
QUINTA, 1985; EGMOND et alii, 1986; PIVA et alii, 1987) e & um
dos métodos oficiais da Association of Official Analytical
Chemists (AOAC, 1990).

O outro método oficial da AOAC para leite e produtos
lacteos, gque envolve a extragdo de AFM, com acetona em
liquidificador por trés minutos, foi proposto por STUBBLEFIELD &
SHANNON (1974a).

A extracdo com metanol requer em alguns casos o uso de
centrifugacdo para que haja separag¢do, pois a filtragcdo é& muito
lenta. GAUCH et alii (1979) recomendaram que a extragdo com

metanol seja feita em meio acido.

Com o uso crescente da cromatografia 1liquida de alta
eficiéncia (CLAE) para determinagdo de AFM,, alguns pesquisadores
também tem empregado cartucho de Sep-Pak C,g para extrair a
toxina de amostras de leite (TAKEDA, 1984; FERGUNSON-FOOS &
WARREN, 1984; CARISANO & DELLA TORRE, 1986; BIJL et alii, 1987),
o que permite a introdug¢do da amostra no cromatédgrafo, sem etapas

prévias de limpeza.

DOMINGUEZ et alii (1987) desenvolveram um método para
determinacgdao de AFM, em, leite e derivados empregando
cromatografia em camada delgada (CCD). A extragdo & realizada com
metanol-acetona em meio alcalino, usando carbonato de sédio
monobédsico (NaHCO,;), os lipideos sdo removidos por centrifugagédo
& baixa temperatura (-10 ©C) e a AFM; transferida para
cloroférmio. Adiciona-se NaHCO, para evitar a precipitagdo da
AFM; junto com caseina em meio &cido. A concentragdo final de

NaHCO3; na solugdo para extragao deve ser de 1%.

12



2.1.3.2- Limpeza

A limpeza (remogdo de substancias interferentes) visa a
eliminacdo dos lipideos, proteinas, substancias fluorescentes e
outras e & conseguida por cromatografia em coluna, de partlgao

entre solventes 1mlsc1vels € uso de clarificantes (TABELA 2).

Os clarificantes mais utilizados sio sulfato de zinco,
acetato de zinco, acetato de chumbo e sulfato de cadmio.

Varios métodos usam partigdo com éter de petrbéleo, hexano ou
n-pentano para remogdo dos lipideos (SCHULLER et alii, 1973;
STUBBLEFIELD & SHANNON, 1974a; GAUCH et alii, 1979; CHANG e
DeVRIES, 1983; SABINO et alii, 1989).

O adsorvente mais utilizado na cromatografia em coluna é a
de umidade (STUBBLEFIELD, 1979). A fase
cloroférmica € adicionada & coluna e a AFM, é eluida com

o

silica con 1

nistura cloroférmio-acetona que varia de 8:2 a 6:4, dependendo do
método, apds lavagens com tolueno-acido acético (9:1), hexano e

hexano-éter etilico-acetonitrila (5:3:2).

SERRALHEIRO & QUINTA (1985), usando a extracgéo com
cloroférmio preconizada ho método de STUBBLEFIELD (1979),
empregaram tetracloreto de carbono (CC14) para a limpeza,
enquanto CHAMBON et alii (1983) fizeram a clarificagdo com
sulfato de zinco e hidréxido de sédioc e o desengorduramento com

hexano.

O procedimento 974.17 da AOAC (1990) emprega a celulose como
adsorvente para a cromatografia em coluna. Esse método utiliza a
combinacdo de acetato de chumbo para precipitar as proteinas,

hexano para desengorduramento e coluna de celulose para remover
13



Oos interferentes restantes. A AFM; & eluida con hexano-
clorofdérmio (1:1) apds lavagens iniciais com hexano-benzeno (3:1)
e hexano-éter etilico (2:1). FUKAYAMA et alii (1980), utilizando
este método, obtiveram recuperacao média de 95% de AFM; em leite
contendo 100 a 1000 ug/L de AFM;, com aumento do volume de
eluente empregado; do contrdrio a recuperacio ficava em torno de
50%.

Nos trabalhos que utilizaram cartuchos de Sep-Pak-C18 na
extragdo, alguns nio procederam & limpeza do extrato (TAKEDA,
1984; CARISANO & DELLA TORRE, 1986), enquanto outros a realizaram
em coluna de silica (FERGUNSON-FOOS & WARREN, 1984) ou cartucho
Sep-Pak de silica (BIJL et alii, 1987).

TAKEDA (1984) estudou a reutilizagdo dos cartuchos de Sep-
Pak—Cls. Realizando quatro extragbes sucessivas com leite
artificialmente contaminado, no mesmo cartucho, esse pesquisador
obteve recuperagdes de 89,4 , 88,5 + 91,3 e 78,8%, demonstrando
ser possivel a sua reutilizagéo. O cartucho era lavado com agua e

acetonitrila.

DOMINGUEZ et alii (1987) relataram que o método por eles
proposto apresentou limite de deteccdo de 100 ng/ L, quando nio
usaram coluna de silica para limpeza do extrato, e de 20 ng/L

quando a usaram.

2.1.3.3- oQuantificacido

A quantificacdo da AFM; pode ser feita por cromatografia em
camada delgada (CCD) ou por cromatografia 1liquida de alta

eficiéncia (CLAE) (TABELA 3).
14



TABELA 3- Procedimentos de quantificagdo e confirmagao para aflatoxina Mj.

Técnica Limite de Recuperagdao
Cromato- Confirmagao detecgao (%) Referéncia
grafica (ng/L ou kg)
cCcD-bi /D - 50(leite)® 98,0 (400)P SCHULLER et alii (1973)
500 (queijo) 94,0 (4000)
cCcD/D TFA 100(leite) 81,4 (500) STUBBLEFIELD (1979)
CLAE-FR TFA/ 5(leite) 90,0 ( 50) GAUCH et alii (1979)
acetilagéao/
CLAE-FR
CLAE-FR TFA 20(leite) - BLANC & KARLESKIND (1981)
cCD-bi/D - 25(leite) 89,1 (100) DELLA ROSA & MORAES (1981)
ccp-bi/v TFA 20(leite) 78,0 (100) BURDASPAL et alii (1983)
CLAE-FR TFA 14 (leite) 110,0 (100) CHANG & DeVRIES (1983)
CLAE-FR - 10(leite) 89,8 ( 10) CHAMBON et alii (1983)
CLRE-FR . TFA 20(leite) 91,8 (100) TAKEDA (1984)
CLAE-FR TFA 10(leite e - GILBERT et alii (1984)
leite em pod)
CLAE-FN - 30(leite) 103,0 (117) FERGUSON-FOOS & WARREN(1984)
CCD/V p-anisaldeido 300(leite) 89,0 (1300) SERRALHEIRO & QUINTA (1985)
CLAE-FR TFA 2(leite) 92,3 ( 10) CARISANO & DELLA TORRE (1986)
ccD/v TFA 20(leite) 94,4 (200) DOMINGUEZ et alii (1987)
CLAE/FR TFA 1(leite) 87,0 ( 25) PIVA et alii (1987)
5(queijo)
CLAE-FR TFA/ 10 (queijo) 94,0 ( 50) BIJL et alii (1987)
acetilagao
cecD/D CLAE/TFA 100 (leite) - SABINO et alii (1989)
ccb/v - 20(leite) - TUINSTRA & BRONSGEEST (1975)
ccpb/D TFA 20(leite) 80,0 ( 50) RIBBERZANI et alii (1983)
CLAE/FR TFA 10(leite) 85,7 (100) MORTIMER et alii (1987)
CcCD - cromatografia em camada delgada ; CCD-bi - cromatografia em camada delgada

bi-dimensional ;
liquida de alta eficiéncia
parénteses representa o

a o nome

entre

D - densitometria ;
; FR - fase reversa ;
produto em que foi

V - comparagdo visual ;
FN - fase normal

CLAE -~ cromatografia

determinado o limi-

te de detecgao
b og valores entre parénteses representam o nivel de contaminagdo, em ng/L ou kg,
em que foi feita a recuperagao

15



O adsorvente usado em camada delgada é a silica gel. Na
cromatografia 1liguida, a coluna mais empregada é a C,g (fase
reversa) e o detector recomendado é o de fluorescéncia.

A crdmatografia em camada delgada pode ser unidimensional ou
bi—diménsional. Esta dltima, baétante empregada para amostras de
queijo, permite ‘uma melhor separacdao da AFM; das substancias
interferentes. A ccD bi-dimensional, no entanto, torna-se
dispendiosa uma vez que se utiliza uma placa por amostra.

A aflatoxina M, & uma substéncia que apresenta fluorescéncia
sob iluminagio ultra-violeta. Na CCD a quantificacdo é realizada
por comparacgdo, visual ou densitométrica, da intensidade de
fluorescéncia da amostra em relagdo ao padrdo. A maioria dos
trabalhos que utilizam ccD fazem a quantificag¢do utilizando
densitémetros. Na CLAE a quantificagdo & feita por padronizacéao

interna ou externa, sendo esta Gltima a mais utilizada.

O uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia tem-se
intensificado nos dltimos anos, pois, alem de apresentar maior
sensibilidade que a CCD, em alguns métodos as amostras de leite
podem ser introduzidas no cromatégrafo, apébs pPassar por um

cartucho de Sep-Pak C,g+ sem etapas prévias de limpeza.

Os métodos que utilizam cCcCD conseguem, em alguns casos,
detectar até 10 ng/ L de AFM,, usando CCD bi-dimensional e
quantificagdo densitométrica (TUINSTRA & BRONSGEST, 1975),
enquanto utilizando CLAE com coluna de C,g (fase reversa) poden
chegar a 1 ng/ L para leite e 5 ng/kg para queijos (PIVA et alii,
1987).

STUBBLEFIELD (1979) conseguiu recuperagdes médias de 81,4 e
de 76,4% de AFM; em leite artificialmente contaminado com 500
ng/L utilizando seu método de CCD. Em leite em pé ele obteve
80,8% para uma contaminag¢do de 5000 ng/L. Utilizando o mesmo

método, FUKAYAMA et alii(1980) recuperaram 86,3 e 90,5% de AFM;
- 16



em leite artificialmente contaminado com 100 a 1000 ng/ L. Ja bs
pesquisadores que wusaram o mesmo método mas fizeram a
quantificacdo em cromatografia liquida de alta eficiéncia
obtiveram recuperagdes médias de 87% para leite artificialmente
contaminado com 25 ng/L (PIVA et alii, 1987), de 66,7% para leite
com 100 a 8000 ng/ L (CHANG & DeVRIES, 1987) e de 77%, para leite
com 16 ng/ L (SHEPHERD et alii, 1986).

SHEPHERD et alii (1986) conseguiram recuperagdes médias de
70, 70 e 74% de AFM; em leite contaminado com 160 ng/ L quando
utilizaram, respectivamente, os métodos de TAKEDA (1984), de
CHANG & DeVRIES, (1987) e de CHAMBON et alii (1983), todos
empregando CLAE. -

2.1.3.4~ confirmacido

A confirmagdo da identidade da AFM; é feita através de
reagdes de derivacao que podem ser realizadas diretamente na
camada no caso de CCD. Os reagentes utilizados s&o: anidrido
acético, 4&cido cloridrico (STACK et alii, 1972), p-anisaldeido
(SERRALHEIRO & QUINTA, 1986) e acido trifluoroacético (TFA)
(EGMOND et alii, 1978; STUBBLEFIELD, 1987).

A reacdo com p-anisaldeido em meio &cido e alcodlico produz
um derivado que apresenta fluorescéncia verde. As reagdes de
acetilacgio e hidratacido sao geralmente imcompletas » dando uma

nmistura de produtos.
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O TFA é o reagente mais eémpregado pois pode ser utlllzado
tanto para ccp como para CLAE, resultando na formagio da
aflatoxina M,, (FIGURA 2). En cromatografia em camada delgada a
reagdo é feita diretamente na camada mas, para que “seja completa,
€ necessario que ocorra em meio apolar como hexano (STUBBLEFIELD,
1987). Quantidades de 0,5ng de AFMl podem ser confirmadas pela
reagao com TFA.

TFA
HEXANO
OCH; OCHy

AFM, | AFMaq

FIGURA 2 - Reacdo da AFM, com &cido trifluoroacético.
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2.2- PATULINA

2.2.1- Consideragdes Gerais

Diferentes espécies de Penicillium, Aspergillus e

Byssochlamis sao Capazes de produzir patulina (FIGURA 3), dentre

elas o Penicillium eéXpansum que & comum na maci deteriorada
(TANIWAKI, et alii, 1989).

FIGURA 3 - Estrutura da patulina.

A patulina apresenta acdo antibiética contra diferentes

bactérias e fungos mas, por outro lado, demonstra alta toxicidade

para plantas, tecidos e células de animais (ENGEL & TEUBER,
1984).
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Alguns estudos mostraram que a patulina revelou-se téxica e
mutagénica para ratos e camundongos (STOTT & BULLERMAN, 1975a, b;
OSSWALD et alii, 1978; SPEIJERS et alii, 1988, BOURDIOL et alii,
1990). CIEGLER et aliji (1976) observaram gque a patulina

camundongos, mas sim um possivel efeito fetotdxico e embrionario.
GAZA et alii (1977), realizando estudos com macacos que receberam
doses orais de patulina durante quatro semanas, nao observaram
nenhum efeito téxico.

produzida 3 temperatura de refrigeracgado (4 °C), em meio de
cultura. A temperatura 6tima de produgéo desta toxina pelo p.
expanéum, no entanto, é de 25 ©C, na faixa de PH de 3,5 a 6,0 e
atividade de agua de 0,95% (SOMMER et alii, 1974; NORTHOLT et
alii, 1978; BULLERMAN, 1985 ;7 DAMOGLOU, 1985 ; WI.LSON & NUovo,
1973). ‘Em magcas armazenadas a 4 OC por um periodo de 30 a 120
dias e a 25 o¢ por 10 a 30 dias, constatou-se produgdao de
patulina em niveis de 150 a 311 ug/ L e de 100 a 300 ug/L,
respectivamente (TANIWAKI et alii, 1989). SOMMER et alii (1974)

Observaram que, modificando as condigdes de estocagem atraves do

SCOTT & SOMERS (1968) , estudando a estabilidade quimica da
patulina, observaram uma redugcdo de 15% no teor inicial em suco
de ma¢a "in natura", artificialmente contaminado, estocado 3 22 ¢
por 7 dias e de 55% em sSuco de macga enlatado, conservado i 22 C
por 35 dias. Suco de uva estocado a 25 ¢ por 33 dias apresentou
perdas de 48% em média ha concentragdo de patulina (RICE, 1980).
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OUGH & CORISON (1980) observaram que esta toxina, adicionada ao
suco de uva, permanecia estavel a temperatura ambiente por um
més, mas.a adicdo de 100 mg/ kg de didéxido de enxofre produzia
uma redugado de 54% logo_apés.sua adigdo. Resultados semelhantes
também foram obtidos por POHLAND & ALLEN (1970) e BURROUGHS
(1977) . '

STINSON et alii (1978) constataram o desaparecimento quase
que total da patulina presente em suco de magad apds duas semanas
quando‘ submetido & fermentacdo alcodlica. . Em amostras néo
fermentadas e estocadas pelo mesmo periodo, houve apenas reducgdo

de 10% do teor inicial.

LOVETT & PEELER (1973) demonstraram que a patulina podia
resistir ao aquecimento & 120 ©°C em PH acido na faixa de 3,5 -
5,5 € que a elevagdo do pH acarretava uma diminuigdo da
resisténcia. Entretanto, RALLS & LANG (1977) verificaram que 92%
da patulina desaparecia apds 24 horas de estocagem do vinagre de

magd artificialmente contaminado.

WHEELER et alii (1987) aplicaram varios tratamentos térmicos
por um tempo curto (60, 70, 80 e 90 C por 10 segundos e 90 C por
20, 40, 80 e 160 seqgundos) em suco de maga e notaram que a
reducdo na quantidade inicial de patulina ndo foi superior a 19%.
Reducdes semelhantes foram conseguidas em <cidra de macga
pasteurizada a 90 C por 10 min. Por outro lado, TANIWAKI et alii
(1989) processaram suco com maga contaminada, aquecendo-o a 90 C
por 2 minutos , seguido por enlatamento 4 quente e outro
aquecimento em &gua em ebuligcdo por mais 5 minutos e obtiveram

60% de destruigdo da patulina inicial.

HARWING et alii (1973b) verificaram que a degradacgédo
microbiolégica de patulina pode ocorrer em suco de macga

fermentado por Saccharomyces cerevisiae e S. ellipsoides.
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A Legislacdo Brasileira nédo faz nenhuma referéncia em
relacdo ao limite permitido de patulina em gqualquer alimento.
Paises como Austria, Bélgica, Franga, Finlandia, Noruega, Suécia
e Suigca estabelecem um limite maximo de tolerancia de 50 ug/ kg
para sucos de frutas e a Tchecoslovaquia, 20 ug/ kg para
alimentos infantis (EGMOND, 1989).

2.2.2- Ocorréncia em Alimentos

A patulina tem sido encontrada em sucos e purés de maga em
niveis que variam de < 1 a 3993 ug/ L (SCOTT et alii, 1972;
WILSON & NUOVO, 1973 ; HARWING et alii, 1973a ; WARE et alii,
1974 ; LINDROTH & NISKANEN, 1978; BRACKETT & MARTH, 1979;
BURDASPAL & PINILLA, 1979 ; STRAY, 1978; BOHUON & DRULLEAU, 1980 ;
WILSON, 1981 ; ALTMAYER et alii, 1982 ; FORBITO & BABSKY, 1985;
WHEELER et alii, 1987; MOLLER, 1987; MORTIMER et alii, 1985 ;
WATKINS et alii, 1990 ; BURDA, 1992 ; MACHINSKY & MIDIO, 1992) e
em sucos de pera e de uva, a niveis de 10 a 230 ug/ L (ALTMAYER
et alii, 1982 ; MORTIMER et alii, 1885; MOLLER, 1986 ; BURDA,
1992) (TABELA 4). Em laboratério, a patulina foi produzida por
inoculacdo em diversas frutas, farinha, graos e queijos de
fungos produtores da toxina (SCOTT & SOMERS, 1968; BUCHANAN et
alii, 1974; STOTT & BULLERMAN, 1975a; HUNT et alii, 1978;
SIRIWARDANA & LAFONT,1979%9a e b ; OUGH & CORISON, 1980; ENGEL &
TEUBER, 1984 ; HURST et alii, 1987).

Em 1972, no Canada, SCOTT et alii relataram pela primeira

vez a ocorréncia natural de patulina. Entre 12 amostras, uma
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TABELA 4 - Incidéncia de patulina em frutas e sucos.

No. % Con- PFaixa
Pais Ano amostras Produto tami- (ug/kg Referéncia
analisa- nagao ou L)
das
Canada 1972 12 cidra de maga 9 1000  SCOTT et alii (1972)
Estados 1971 91 cidra de maga 4 45000 WILSON & NUOVO (1973)
Unidos 1973 61 maga deterio- 46 HARWING et alii (1973a)
rada
1974 13 suco de magi 61 44~309 WARE et alii (1974)
1979 40 suco de maga 60 10-350 BRACKELT et alii (1979)
Alemanha 1975/80 609 suco de maga 73 20-400 MEYER (1982)
1982 55 suco de uva, 38 10~230 ALTMAYER et alii (1982)
vinho
Suécia 1977 66 suco de maga 44 5-54 JOSEFSSON & ANDERSON (1977)
1986 32 suco de macgi 100 <2,5-10 MOLLER (1986)
6 suco de pera 100 <2,5
6 pure de maga 100 10-30
Noruega 1978 140 suco de maga 100 <1-220 STRAY (1978)
Finlandia 1978 100 prod. de maga 13 6-1450 LINDROTH & NISKANEN(1978)
Espanha 1979 104 maga 53 1-250 BURDASPAL & PINILLA(1979)
Franga 1980 27 suco de maga 100 55-610 BOHUON & DRULLEAU (1980)
Nova 1981 20 suco de maga 15 106~-216 WILSON (1981)
Zeléndia 1987 5 cidra de maga 100 244-3993 WHEELER et alii (1987)
Reino - 1985 13 suco de uva 0 ND  MORTIMER et alii (1985)
Unido 1985 25 suco de maga 40 5-56
Austrdlia 1988/89 113 suco de maga 65 5-629 WATKINS et alii (1990)
1989/90 258 suco de maga,
pera e frutas
mistas 57 5-1130 BURDA (1992)
70 produtos de
frutas 26 5-50
Brasil 1991 22 suco de maga 10 8-10 MACHINSKY & MIDIO (1992)

ND - ndo detectado

23



amostra de cidra de maga estava contaminada com 1000 ug/ L de
patulina.

Nos Estados Unidos WILSON e NUOVO (1973) analisaram 100
amostras de cidra de magd de diferentes procedéncias, encontrando
quatro amostras com teor de patulina acima de 45000 ug/L. As
cidras apresentaram alto teor de contaminacgdo por terem sido
fabricadas com macds deterioradas ou armazenadas por longo
periodo. De 61 magds naturalmente estragadas, HARWIG et alli
(1973a) encontraram 28 contaminadas com quantidades entre 0,02 e
17,7 mg de patulina por maca. WARE et alii (1974) verificaran que
61% de 13 amostras comerciais de suco de maga estavam
contaminadas na faixa de 44 a 309 ug/ L. Posteriormente BRACKETT
& MARTH (1979) analisaram quarenta amostras de suco de mag¢a nao
pasteurizados e néao clarificados. Os autores constataram que 60%
das amostras apresentavam-se cohtaminadas, com teores entre 10 e
350 ug de patulina/ L, sendo que a maioria apresentou

concentragdes inferiores a 50 ug/ L .

Levantamento efetuédo por MEYER (1982) durante os anos de
1975 a 1980, constatou-se que 73% de 609 amostras alemis de suco
de maga apresentavam-se contaminadas com patulina, com teores de
20 e 400 ug/ L. ALTMAYER et alii (1982) analisando 55 amostras de
Suco de uva e vinho e registraram que 38% estavam contaminadas
com teores entre 10 e 230 ug/ L sendo que 16% continham niveis
acima de 50 ug/ L.

Na Suécia JOSEFSSON & ANDERSON (1977) analisaram 66 amostras
de suco de magid e observaranm que 29 (44%) amostras continham
acima de 5 ug/ L de patulina, sendo 54 ug/ L a maior concentracgao
obtida. MOLLER (1986) investigou a presengca de patulina en
amostras de suco de maga (320, suco de pera (6) e pure de maga

F
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(6). A totalidade das amostras apresentaram teores abaixo de 50
ug/ L ou kg, limite permitido pela legislac¢do sueca.

.Na Noruega a presenca. de patulina foi verificada em 140
amostras de suco de ma¢é na féixa de <1 a 220 ug/ L (STRAY,
1978); LINDROTH e NISKANEN (1978) observaram, na Finlandia, en
100 amostras de magd que 13 delas continham patulina entre 6 a
1450 ug/ L. Os autoresEles também analisaram 64 .sucos de macga
importados, dos quais 13 apresentaram teores na faixa de 50 a 690
ug/L. As amostras de damasco seco, suco de péssego e molho de

tomate estavam isentas de contaminagdo.

BURDASPAL & PINILLA (1979) analisaram 104 amostras
espanholas de magd, detectando patulina em 53% das amostras, con

concentragdes variando de 1 a 250 mg/ kg.

Em 1980, na Franga BOHUON & DRULLEAU encontraram patulina em

amostras de suco de mac¢d concentrado com niveis entre 55 e 610

ug/ kg.

Na Nova Zeladndia das 20 amostras de suco de magd avaliadas
constatou-se a presenga de patulina em trés delasrcom niveis de
106, 133 e 216 ug/ L (WILSON, 1981). Em 1987, WHEELER et alii
analisaram cinco amostras de cidra de magd pasteurizada e
detectaram patulina na faixa de 244 a 3993 ug/ L.

No Reino Unido, MORTIMER et alii (1985) ndo encontraram a
patulina em 13 amostras de suco de uva. Por outro lado, das 25
amostras de suco de mac¢d, uma continha 56 ug/ L e nove delas

apresentavam teores entre 5 e 30 ug de patulina/ L.

No periodo de 1988/1989, de 113 amostras australianas de
suco de maga analisadas, 65% delas apresentaram teores de
patulina entre 5 e 629 ug/ L (WATKINS et alii, 1990) . Nesse mesmo
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pais BURDA (1992) verificou que 57,5% de 258 amostras de sucos de
maga, pera e frutas mistas estavam contaminadas com a toxina (5 a
1130 ug/ L). Também em 70 outros produtos de frutas(geléia,
pures, massa, doces) analisados, a patulina encontrava se

presente em 26% deles com niveis de 5 a 50 ug/ kg.

No Brasil, MACHINSKY & MIDIO (1992) analisaram 22 amostras
de suco de mac¢a, das quais duas apresentaram teores de 8 e 10 ug

de patulina por litro de suco.

2.2.3~- Métodos Analiticos

A maioria dos métodos para determinagdo de patulina foram
desenvolvidos para suco de maca e estdo mostrados na TABELA 5.
SCOTT & KENNEDY (1973) estabeleceram um método gue consiste da
extragdo da toxina com acetato de etila, seguido de limpeza do
extrato em coluna de silica gel. Apdés a eluicdo da coluna com a
mistura benzeno-acetato de etila (3:1), o extrato é evaporado até
a secura e a toxina quantificada por cromatografia em camada
delgada (CCD) por comparagao visual com o padrdo. Esses
pesquisadores utilizaram ainda MBTH (3-metil-2-benzotiazolinona
hidrazona) para aumentar a fluorescéncia amarela que a patulina
apresenta sob iluminagdo ultravioleta. Este método foi submetido
a um estudo colaborativo pbr SCOTT, em 1974, onde se conseguiu
recuperacgdes acima de 69,8% da quantidade de patulina adicionada
(50 a 340 ug/ L) e limite de deteccdo de 10 ug/ L, tendo entdo se
tornado o método oficial da AOAC (proc.974.18,1990).
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TABELA 5- Procedimentos de extragao,

limpeza e quantificagdo para patulina.

3

Produto Extragao Limpeza?2 Técnica Limite Referéncia
cromato- detecgao
grafica (ug/L)
suco de EtOAc coluna de Ccp/v 10 SCOTT & KENNEDY(1973)
maga silica proc. 974.18 (AOAC, 1990)
suco de EtOCc coluna de CCD-bi 20 LINDROTH & NISKANEN(1978)
maga silica
suco de EtOAc coluna de CCD/D 12,5 OUGH & CORISON (1978)
maga silica
suco de EtOAc coluna de CLAE/FN 11 WARE et alii (1974)
maga silica
suco de EtOAc coluna de CLAE/FR 1 STRAY (1978)
maga silica
suco de EtOAc coluna de CLAE/FR 3 WILSON (1981)
maga silica
suco de isopropanol/ coluna de CcCcD/D 0,010° SIRIWARDANA & LAFONT(1979b)
maga EtOAc silica
suco de EtOAc NayCO3 1,5% CLAE/FR 5 MOLLER & JOSEFSSON(1980)
maga
suco de EtOAc NasCO3 1,5% CLAE/FR 0,32€ FORBITO & BABSKY (1985)
maga
suco de EtOAc NapCO3 1,5% CLAE/FR 5 BURDA (1992)
frutas/
produtos
de frutas
suco de EtOAc/ - CcCD/V 30 PRIETA et alii (1992)
maga didlise
bifasica

CCD - cromatografia em camada delgada; CCD-bi ~ cromatografia em camada delgada
bi-dimensional; D - densitometria; V - comparagdo visual; CLAE - cromatografia
liquida de alta eficiéncia; FR - fase reversa; FN - fase normal

8 separagdo de substancias interferentes em coluna cromatografica e partigdo em

solventes imisciveis.

b quantidade de padrdoc visualizado na placa cromatografica.
€ guantidade de padrio, em ng/ injegéo
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LINDROTH & NISKANEN (1978) empregaram o método de SCOTT &
KENNEDY (1973), utilizando para quantificag¢do CCD bi-dimensional,
e conseguiram um limite de detecgdo de 20 ug/ L. OUGH & CORISON
(1980) aplicaram o mesmo método , fazendo a quantificagdo por
densitometria, e conseguiram reduzir o limite de detecgio para
12,5 ug/ L.

Alguns pesquisadores utilizaram o método de SCOTT & KENNEDY
(1973), mas fizeram a quantificagdo por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) com detector por absorvancia no UV. WARE
et alii (1974), empregando coluna de silica (fase normal) e a
mistura isooctano-diclorometano- metanol (84:15:1) como fase
mével, obtiveram um limite de detecgdo de 11 wug/ L com
recuperacdo superior a 85%. Em 1975, WARE substituiu a fase mével
pela mistura isooctano-éter etilico-acido acético (750: 250: 0,5)
e obteve a eluigdo da patulina antes do principal interferente
presente que é o hidrokimetilfﬁrfural. Ja STRAY (1978), usando
CLAE ' de fase reversa com uma coluna de C,g (Partisil-10 ODS) e
dgua como fase mével, conseguiu recuperacdo de 82,6% e limite de
detecgdo de 1 ug/ L. O pico da patulina foi monitorado a 280 nm.
WILSON (1981) wusando 1% de metanol aquoso como fase mdvel,

detectou limites de 3 ug/ L a 254 nm.

SIRIWARDANA & LAFONT (1979b) empregaram a mistura
isopropanol-acetato de etila (6:4) para extragdo de patulina em
suco de magd, seguida da adigdo de cloreto de sédio para separar
a fase orgadnica da fase aquosa. Apos 1limpeza em coluna
cromatografica de silica, foi feita a cromatografia em camada
delgada e a quantificagdo por densitometria apds revelagido com
anilina e aquecimento da placa & 110 ©C por 10 minutos.
Recuperagdes superiores a 84% e um limite de visualizacdo na

placa de 0,010 ug foram conseguidas.
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MOLLER & JOSEFSSON (1980) realizaram a extragdo com acetato
de etila, removendo os interferentes por partigdo com solucgdo de
carbonato de sédio 1,5%. Usando aqgua destilada como fase mével e
coluna de Cig (Spherisorb O0ODS-1) para CLAE e monitorando a

patulina a 276 nm , conseguiram limite de detecgdo de 5 ug/ L e
recuperagdes acima de 75%. Ja FORBITO & BABSKY (1985),
utilizando a mesma extracao, mas empregando 0,8% de

tetrahidrofurano (THF) aguoso como fase mbével e monitorando a
patulina a 254 nm, conseguiram recuperagdes acima de 75%, sendo
possivel detectar até 0,32 ng de padrdo de patulina. Também BURDA
(1992) wutilizou a mesma extragcdo e 2% de Acido acético como fase
mével e obteve como limite de deteccdo, 5 ug de patulina/ L .

PRIETA et alii (1992) determinaram patulina em suco de macgi
utilizando extracdo bifasica com acetato de etila e separagdo em
CCD, conseguindo como limite de detecgdo 30 ug/ L.
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2.3- ACIDO CICLOPIAZONICO

2.3.1- Consideragdes Gerais

0 &cido ciclopiazdnico (CPA) . (FIGURA 4) é& uma substéancia
produzida por varias espécies de Penicillium e de Aspergillus
(HOLZAPFEL, 1968 ; DORNER et alii, 1983 ; MORRISSEY et alii,
1985; TRUCKSESS et alii, 1987). Estudos conm espécies

aflatoxigénicas e ndo aflatoxigénicas de Aspergillus flavus tem
mostrado que existem cepas que podem produzir apenas aflatoxinas,
apenas CPA, as duas toxinas ou nenhuma delas (GALLAGHER et alii,
1978). O outro fungo produtor de aflatoxinas, Aspergillus
parasiticus produz AFB,, AFB,, AFG, e AFG2 mas ndo CPA, enquanto
que o A. flavus pode sintetizar AFB; e AFB, alem do &cido
ciclopiazdnico, mas raramente AFG, .e AFG, (DORNER et alii, 1984).

CH,

[ 2°

HaC — N

_ CH,

| I

OH @)

N
NH2

FIGURA 4 - Estrutura do &cido ciclopiazdnico.
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A toxicidade do 4&cido ciclopiazénico foi demonstrada em
vdrias espécies de animais incluindo ratos, frangos, cies
e cobaias sendo os principais 6érg&os alvo o figado, o rim e o
sistema digestivo (PURCHASE, 1971 ; DORNER et alii, 1983 ;
MORRISEY et alii, 1985 ; NISHIE et alii, 1985 ; NORRED et alii,
1985 : NUEHRING et alii, 1985; RICHARD et alii, 1986 ; CULLEN et
alii, 1988 ;i VOSS et alii, 1990). WEHNER et alii (1978)
relataram que o &cido ciclopiazdnico ndoc era mutagénico para
Salmonella typhimurium TA98 e TA100. Todavia, SORENSON et alii
(1984) observaram que o &cido ciclopiazénico era mutagénico para
a Salmonella typhimurium TA98 e que, na presenga de AFB,, as
toxinas apresentavam efeito aditivo. VArios trabalhos tem
mostrado um efeito sinergistico entre aflatoxinas e a&acido
ciclopiazdénico em ratos e macacos (SMITH et alii, 1992; COLE,
1986; MORRISSEY et alii, 1987 ;7 JASKIEWICZ et alii, 1988 ; PIER
et alii, 1989). '

COLE (1986) reavaliou os relatos sobre a etiologia da
classica sindrome da doenca "X" dos peruzinhos (incidente
ocorrido em 1960 na Inglaterra, no qual a morte de 100.000
peruzinhos foi atribuida a contaminacio por aflatoxina de torta
de amendoim proveniente do Brasil). Alguns sinais clinicos
descritos na ocasido ndo eram tipicos de aflatoxicose e, a luz
dos conhecimentos atuais, considera-se que os mesmos poderiam ser
atribuidos ao &cido ciclopiazénico que também & produzido pelo

Aspergillus flavus. N

NORRED et alii (1987), relatando estudos sobre ingestio,
distribuigdo e excregcdo do &acido ciclopiazénico em ratos,
verificaram o alto grau de distribuicdo do &acido ciclopiazénico
no misculo dos animais. Esses pesquisadores observaram que, 72
horas apdés a administragdo da toxina, mais de 10% persistia no

misculo do rato e que, se a distribuicdo do &acido ciclopiazénico
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em animais domésticos ocorrer de forma semelhante, os seres
humanos poderiam estar mais expostos a toxina através do consumo
de carnes. Os mesmos autores também observaram a presenca de
adcido ciclopiazénico na carne apdés administracdo oral da toxina
em frangos (NORRED et alii, 1988).

RAO & HUSAIN (1985) associaram a sindrome "Kodua poisoning"
em animais e seres humanos com a presenca do &cido ciclopiazénico
presente em sementes de "kodo millet™ (Paspalum scobriculatum) em
certas regides da 1India (teor de &cido ciclopiazénico néo
especificado). Aspergillus flavus e A. tamarii, ambos produtores
de 4&cido ciclopiazénico, também foram isolados das sementes

téxicas.

2.3.2- Ocorréncia em Alimentos

Esta toxina jd& foi detectada em varios alimentos como
queijos, carnes, amendoim e milho (LeBARS, 1979; GALLAGHER et
alii, 1978; LANSDEN & DAVIDSON, 1983; DUTTON & WESTLAKE, 1985;
LANSDEN, 1986; NORRED et alii, 1987; TRUCKSESS et alii, 1987;
WIDIASTUTI et alii, 1988; CHANG & BIDASEE, 1990; URANO et alii,
1992b) (TABELA 6).

A primeira ocorréncia natural de &cido ciclopiazénico foi
relatada por GALLAGHER et alii (1978), em seis amostras de milho
americano contaminado com aflatoxinas. LANSDEN & DAVIDSON (1983)
detectaram &cido ciclopiazénico em 21 dentre 27 amostras de
amendoim sem casca e em 4 dentre 21 amostras com casca na faixa
de 32 a 6525 e de 32 a 130 ug/ Kg, repectivamente. Também foi
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TABELA 6 - Incidéncia de &cido ciclopiazénico em alimentos.

No. de % Conta- Faixa
Pais Ano amostras Produto minagédo (ug/kg) Referéncia
analisa-
das
Estados 1978 6 milho 100 GALLAGHER et alii(1978)
Unidos 1983 27 amendoim 78 32-6525 LANSDEN & DAVIDSON (1983)
sem casca
1983 21 amendoim 19 32-1300
com casca .
1992 50 amendoim 90 <50-2900 URANO et alii (1992b)
1992 45 milho 51 <25-2800
Franga 1979 20 casca de 55 50-150 LeBARS (1979)
queijo ' ‘
Camembert
Africa 1985 794 produtos o} - DUTTON & WESTLAKE (1985)
do Sul agricolas
Indonésia 1985/86 26 milho 80 30-9220 WIDIASTUTI et alii (1988)
Trinidade 1990 3 milho 100 1900-4000 CHANG-YEN & BIDASEE(1990)
mofado
4 ragao 100 1000-2050
mofada
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observada a presenga de aflatoxinas nas amostras contaminadas com
dcido ciclopiazénico. De 50 amostras de amendoim e 45 de milho
analisadas durante o ano de 1990 (URANO et alii, 1992b),
observou-se que 90 e 51%, respectivamente, estavam contaminadas
com &acido ciclopiazénico. O nivel de contaminacdo variou entre
< 25 a 2900 ug/ kg em 87% das amostras de milho e em 100% das de
amendoin. Aflatoxinas também estavam presente nas amostra

contaminadas.

Por outro lado, DUTTON & WESTLAKE (1985) ndo encontraram
dcido ciclopiazdnico em 794 amostras de produtos agricolas sul-
africanos, incluindo 155 amostras de milho das quais 25%

continham aflatoxinas.

Na Franga LeBARS (1979) detectou &acido ciclopiazénico na
casca de queijos Camembert, na faixa de 50 a 1500 ug/ kg, mas ndo
na parte interna dos mesmos. P. camemberti foi isolado dos

queijos e inoculado em meio de cultura onde produziu a toxina.

WIDIASTUTI et alii (1988) encontraram &cido ciclopiazénico
em 21 das 26 amostras de milho da Indonésia, coletadas no periodo
de setembro de 1985 a setembro de 1986, com teores variando entre
30 e 9220 ug/ kg (média de 1915 ug/ kg). Todas as amostras
contaminadas continham aflatoxinas, sete delas apresentavam

também zearalenona e uma outra, ocratoxina.

Em Trinidade CHANG-YEN & BIDASEE (1990) encontraram &cido
9
ciclopiazénico em 4 amostras de racdo com niveis entre 1000 e
4000 ug/ kg.

GALLAGHER et alii (1978) relataram gque tanto as cepas
aflatoxigénicas de Aspergillus flavus como as ndo aflatoxigénicas
podiam produzir &cido ciclopiazdénico . LANSDEN & DAVIDSON (1983)

encontraram A&acido ciclopiazénico em amendoim como resultado da
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contaminagdo por Aspergillus flavus. Estes resultados sugeriram
a possibilidade dos seres humanos e animais estarem provavélmente
expostos simultaneamente a aflatoxinas e ao &cido ciclopiazénico.
Por outro 1lado, DORNER et alii (1984) estudaram 47 cepas de
Aspergillus parasiticus das quais nenhuma produziu A&cido

ciclopiazdénico mas somente aflatoxina do grupo B e G.

2.3.3- Métodos Analiticos

Poucos séo os métodos disponiveis para determinagdo de
acido ciclopié%énico (CPA) (TABELA 7). Em 1979, LeBARS extraiu o
dcido ciclopiazbénico da casca de queijos com mistura cloroférmio-
metanol, fazendo a remogdo dos interferentes com solugdo de
acetato de chumbo e desengorduramento com hexano. Um limite <de
detecgdo de 20 ug/ kg foi obtido em CCD com quantificag¢do por

comparagdo visual.

LANSDEN & DAVIDSON (1983) desenvolveram um método para
determinagdo de acido ciclopiazénico em amendoim no qual a toxina
foi extraida com a mistura clorofdérmio-metanol, apds a amostra
ter sido previamente desengordurada. A remogdo dos interferentes
do extrato foi feita por particdo com solugdo aquosa de
bicarbonato de sbédio segquida por acidificagdo e reparticdo com
clorofdérmio. A qaantificaqéo foi realizada em camada delgada de
silica gel por comparag¢do visual com padrdo. O limite de detecgio
do método foi de 32 ug/kg e a confirmagdo da identidade foi
realizada através da reacgdo com p-dimetilaminobenzaldeido

(reagente de Ehrlich), resultando um composto de cor violeta.
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TABELA 7- Procedimentos de extragdo, limpeza e quantificagdo para dcido
ciclopiazdénico.
Produto Extragao Limpeza?2 Técnica Limite Referéncia
cromato~ detecgao
grafica (ug/kg)
casca de CHCl,y/ Pb(OAc) 5/ cecp/v 20 LeBars (1979)
queijo CH;0H hexano
amendoim CHCl3/ hexano/ cep/v 32 LANSDEN & DAVIDSON (1983)
CH3O0H NaHCO3
.amendoim/  CHCly/ hexano/ CLAE/FR 4 LANSDEN (1984)
milho CH30H NaHCO3
amendoim/ CHCl;/ hexano/ ccp/D 125 LANSDEN (1986)
milho CH30H NaHCO3
carne de CHCl3/ coluna de CLAE/FR 16 NORRED et alii (1987)
frango CH30H silica
milho CHCl3/ Sep-pak de  CLAE/FN 0.2P GOTO et alii (1987)
H3PO,y silica
arroz CHCl,/ - C(560 nm) RATHINAVELU &
milho CH;0H SHANMUGASUNDARAM (1984)
trigo
milho CHCl3/ coluna de C(580 nm) 80 CHANG-YEN & BIDASEE(1990)
ragao CH30H silica
amendoim CH3OH/ Sep-pak de CLAE/FR 50 URANO et alii (1992a)
milho NaHCO3 silica 100

i

cCcD - cromatografia em camada delgada;
bi-dimensional; D - densitometria; V - comparagdo visual;
liquida
a geparagdo de substadncias interferentes em co

CCD-bi - cromatografia em camada delgada

CLARE - cromatografia

de alta eficiéncia; FR - fase reversa; FN - fase normal

luna cromatogradfica, partigdo com

solventes imisciveis e precipitagdo com sais de metais pesados
b quantidade de padréo, em ng/injegéao
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LANSDEN (1984), utilizando a mesma extragdo para amostras de
amendoim e de milho, fez a quantificagdo por CLAE com coluna Cjg
e detector por ultra-violeta a 284 nm, usando a mistura de 40% de
acetonitrila, 30% de isopropanol, 1% de acetato de amdnia
contendo 1 nM de acetato de 2zinco como fase mbével. Esse
pesquisador conseguiu um limite de detecgdo de 4 ug/ kg e em
1986, realizando a quantificagdo em CCD por densitometria, obteve

um limite de detecgdo de 125 ug/ kg.

NORRED et alii (1987) determinaram &cido ciclopiazdnico em
amostras de carne de frango, alimentados com ragdoc contaminada
com &cido ciclopiazénico, fazendo a extragdo com clorofdérmio-
metanol, a remogdo dos interferentes em coluna de silica e a
quantificagdo por CLAE nas mesmas condicdes cromatograficas que
LANSDEN (1984), obtendo assim 16 ug/ kg como limite de detecgédo.

GOTO et alii (1987), utilizando cartucho de Sep-Pak de
silica para a remogdo dos interferentes e CLAE com coluna de
silica, acetato de etila-2-propanol-25% amdnia aquosa (55:20:5)
como fase mével e detector ultravioleta a 284 nm, conseguiram um
limite de detecgdo de 0,2 ng/ injegdo. Tentativas feitas com

coluna de C,g nao mostraram separacdo eficiente.

RATHINAVELY & SHANMAGASUNDARAM (1984) desenvolveram um
método colorimétrico gquantitativo para dcido ciclopiazénico,
baseado na reacdo de cor da toxina com o reagente de Ehrlich (p-
dimetilamino benzaldeido). A micotoxina extraida com metanol e
isolada do interferentes por CCD, ao reagir com o reagente citado
desenvolve cor estavel por 30 min. A reagdo obedece a lei de Beer
entre 5 e 50 ug/ mL e a leitura & feita a 560 nm. CHANG-YEN &
BIDASEE (1990) determinaram espectrofotometricamente o acido
ciclopiazénico em ragdes e milho pela mesma reagdo de cor. Os

procedimentos empregados para extragcdo e limpeza foram os mesmos
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aplicados por Norred et alii (1987). A faixa linear da curva
ficou entre 5 e 100 ug/ mL e o limite de detecgdo foi de 80 ug/

kg.

URANO et alii (1992a) estabeleceram um método para extragdo
de acido ciclopiazénico de amendoim e milho com mistura metanol -
2% NaHCO5 (7:3). Cartucho de Sep-pak de silica foi usado para
remocdo dos interferentes e a quantificagdo foi feita por CLAE
cém coluna C,g e gradiente linear de 0-4mM de sulfato de zinco enm
85% de metanol como fase mdével. O A&cido ciclopiazénico foi
monitorado a 279 nm sendo obtidos limites de detecgdo de 50 e 100

ug/ kg para amendoim e milho, respectivamente.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- AMOSTRAGEM

para o levantamento da incidéncia das micotoxinas, amostras
de leite e derivados para determinagao de aflatoxina M, (AFM,),
amostras de sucos de frutas para patulina e amostras de amendoim
e milho para &acido ciclopiazénico (CPA) foram compradas ao acaso
em diferentes supermercados, armazéns e padarias da cidade de

Campinas nos anos de 1989, 1990, 1991 e 1992.

Foram utilizadas, para determinagdo de aflatixina M, 204
amostras de leite e derivados assim distribuidos: leite
pasteurizado dos tipo A, B e C (103), de leite em pdé integral e
desnatado (35), de queijo dos tipos prato, minas e mozarela (36),
e de iogurte dos sabores natural e morango (30). Duas marca de
queijo tipo minas, uma do tipo prato e outra do tipo mozarela
foram procedentes do estado de Minas Gerais. As demais marcas de
queijo foram oriundas do estado de S&do Paulo.

\ Foram analisadas, para determinagéo de patulina 65 amostras
de sucos de frutas, a saber: maga (20), uva (17), abacaxi (10),
mamdo (3), goiaba (6), banana (3) e manga (6)). Foram analisadas
também 24 amostras de frutas, sendo 15 amostras de maga, 6 de
mamdo e 3 de manga. No caso de sucos concentrados, efetuou-se a

diluigdo de acordo com as instrucdes do fabricante.

Em relagdo & presenga do acido ciclopiazdénico, foram

utilizadas 12 amostras de amendoim cru, 16 de produtos de
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amendoim, pagoca, 8 de farinha de milho, 8 de fubd e 9 de milho

de pipoca.

3.2-PREPARO DE AMOSTRAS ARTIFICIALMENTE

CONTAMINADAS

com vistas & avaliacdo dos métodos, amostras foram
artificialmente contaminadas, conforme descrito a seguir. A
pureza dos padrdes de AFM,, patulina e &acido ciclopiazénico

(sigma, EUA), foi verificada atraveés de CCD e espectroscopia de

absorgao.

3.2.1- Aflatoxina M,

a) leite em pé: as gquantidades necessérias de padrao,
dissolvidas na mistura benzeno-acetonitrila (9:1), foram
gotejadas sobre 5 g da amostra de forma a evitar que a solugdo

atingisse as paredes e deixando-se que o solvente se evaporasse

de um dia para outro.

b) leite pasteurizado: nesse caso, a guantidade necessaria
de padrdo, dissolvido em acetonitrila, foi adicionada a 50 mL de

amostra, seguida de homogeneizagdo por agitacao.
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3.2.2- Patulina

A uma aliquota conhecida do padrdo (dissolvido em
cloroférmio) colocada num tubo com tampa de rosca e levada a
secura sob fluxo de nitrogénio adicionou-se um volume conhecido
de suco de macd e procedeu-se & agitagdo em banho de ultrassom

por 1 minuto.

3.2.3- Acido ciclopiazdnico

As quantidades de padrdo necessirias (dissolvidas em metanol)
foram gotejadas sobre 50 g de amendoim ou milho moido, evitando
gque a solugdo atingisse as paredes do recipiente, sendo o©

solvente deixado a evaporar de um dia para outro.

3.3~ DETERMINAQi\O DE AFLATOXINA M,

Com vistas & avaliacdo dos métodos de determinagdo de AFM,,
foram utilizadas amostras de leite pasteurizado artificialmente
contaminado com 1000 ng/L de AFM; e amostras de leite em pd,

artificialmente contaminadas com 3000 ng/L.

3.3.1- Avaliacdo da Extragdo e Limpeza

Foram avaliados vArios métodos existentes na literatura

assim como tentativas de novos procedimentos. Na TABELA 8 estéao
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TABELA 8 - Esquema da avaliagd3o da extragdo e limpeza.

(continua)

Amostra

Solventes extratantes

Limpeza

50 mL de leite

50 mL de leite

50 mL de leite

50 mL de leite

50 mL de leite

metanol puro (200mL)

metanol/ NaCl 5%(9:1)
(200 mL)

metanol /acetona(5:2)
(70mL)/ NaHCO3 8,4%
(7mL)

acetona pura (200mL)

acetona/agua(85:15)
(200 mL)

partigdo com hexano

CuS04.5H,0 10% (150mL)

FeCly bisico (200mL)/
CuCo3(1g)

(NH4),80,4 30% (150mL)

Pb(AcO) 20% (20mL)/
Hy0 (100mL)

ZnSO4 15% (150mL)

partigdo com hexano

CuS0,4.5H,0 10% (150mL)

FeClj basico (200mL)/
Cucoy (1g)

(NH4)580, 30% (150mL)

Pb(AcO) 20% (20mL)/
Hy0 (100mL)

ZnsSO,4 15% (150mL)

coluna de silica

ZnAcO 15%/NaCl 15%(1:1)
(150mL)

CuS0,.5H50 10% (150mL)

FeClj basico (200mL)/
CuCo3(1g)

Pb(AcO) 20% (20mL)/
H,0(100mL)

Pb(AcO) 20% (20mL)/
H50(100mL)/ hexano/
coluna de celulose

Pb(AcO) 20% (20mL)/
H,0(100mL)/ hexano/
coluna de silica

Zn(AcO) 15% (150mL)

ZnsO, 15% (150mL)

ZnAcO 15%/NacCl 15%(1:1)
(150mL)

CusS04.5H,0 10% (150mL)

FeCly basico (200mL)/
CuCo3(1g)
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TABELA 8 - Esquema da avaliagdo da extragio e limpeza.

{conclusio)

Amostra Solventes extratantes

Limpeza

50 mL de leite acetona/NacCl 5%(9:1)
{200 mL)

100 mL de leite acetona (300mL)

50 mL de leite cloroférmio(120mL)

Pb(AcO) 20% (20mL)/
H,0(100mL)

Pb(AcO) 20% (20mL)/
H50(100mL) / hexano/
coluna de celulose

Pb(AcO) 20% (20mL)/
H,0(100mL) / hexano/
coluna de siljica

Zn(AcO) 15% (150mL)

ZnsSO,4 15% (150mL)

ZnAcO 15%/NacCl 15%(1:1)
(150mL)

CuSO4.5H,0 10% (150mL)

FeClj3 béasico (200mL) /
CuCo;(1gq)

Pb(AcO) 20% (20mL)/
H,0(100mL)

Pb(AcO) 20% (20mL)/
H»0(100mL) / hexano/
coluna de celulose

Pb(AcO) 20% (20mL)/
H30(100mL)/ hexano/
coluna de silica

Zn(AcO) 15% (150mL)

ZnsSo, 15% {(150mL)

Pb(AcO) 20% (20mL)/
partigdo para hexano/
coluna de celulose

coluna de silic

coluna Cyg '

partigdo com metanol/
partigdo com ccL4

partigao com metanol/
partigdo com éter
de petréleo

partigdo com metanol/
partigdo com hexano

partigdo com metanol/
partigdo com éter
butilico
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relacionadas todas as tentativas que foram feitas com relacdo a
escolha do solvente extratante e sobre a melhor maneira de
Se remover os interferentes. Cada teste foi realizado em
triplicata.

No caso do leite pasteurizado usou-se 50 mL de amostra e
para leite em pé, S g de amostra diluidas em 50 mL de égua'
destilada. As amostras de queijo foram raladas e homogenelzadas
antes da retirada de uma aliquota de 15 g. Para as amostras de
iogurte, 30mL foram misturados com 20 mL de &agua antes de se

proceder a andlise.

Para as extragdes foram avaliados os solventes utilizados
nos varios métodos existentes na literatura nas condigdes
indicadas ou com algumas modificagdes. Os solventes empregados

foram:

- metanol puro - 200mL (Sabino et alii, 1989)

=~ metanol + 5% NaCl (9:1) - 200 mL

- metanol + acetona (5:2) - 70 nL (Dominguez et alii, 1987)

- acetona pura - 200 e 300 mL (proc. 974.17, AOAC, 1990)

- acetona + &gua (85:15) - 200 mL (Romer, 1975)
- acetona + 5% NacCl (9:1)W— 200 mL

- cloroférmio puro - 120 nmL (proc. 980.21, AOAC 1990)

O procedimento para extracdo com metanol puro foi o proposto
por SABINO et alii (1989). Na tentativa de eliminar-se o problema
de emulsdo, também foi utilizado metanol-NaCl 5% (SOARES &
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RODRIGUEZ-AMAYA, 1989), seguindo o mesmo procedimento para
metanol puro. A extracdo com a mistura metanol-acetona (5:2) foi
realizada de acordo com DOMINGUEZ et alii (1987) .

O esquema 974.17 da AOAC (1990) (FIGURA 5) descreve a
extragdo de 100 mL de amostra de leite pasteurizado com acetona
pura. Tentativas de se usar 50 mL de amostra em vez dos 100 mL
originais foram feitas, assim como a extragdo com a mistura
acetona-agua (ROMER, 1975) e acetona salina

No caso do uso de clorofdédrmio puro como solvente extrator,
os métodos utilizados foram o procedimento 980.21 da AOAC (1990)
(FIGURA 6) e o proposto por SERRALHEIRO & QUINTA (1985).

Com relagdo ao uso de agentes clarificantes para remocgdao de

substdncias indesejiveis, foram testados os seguintes sais:
- sulfato‘de'cobre 10% (SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA, 1989)

- sulfato de amdnia 30% (SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA, 1989)

- sulfato de zinco 15%

- acetato de éinco 20% (CHAMBON et alii, 1983)

- acetato de chumbo 20%

- cloreto férrico (2 g/ 30 mL de &gua + 170 mL 0,2N NaOH)/ 1g de
carbonato de cobre basico (ROMER, 1975) )

- acetato de zinco 15% / cloreto de sédio 15%
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100 mL de leite

adicionar 300 mL de acetona, 10 mL de agua e
10g de celite '

agitar por 3 min em liquidificador

filtrar

v
aliquota de 275 mL do filtrado

adicionar 25 mL de Pb(AcO)2 20% e 200 nlL de agua
deixar em repouso por 5 min
adicionar 10 mL de Na,SO, 30% e 10g de celite
. . 24
J agitar e filtrar

4
aliquota de 300 mL do filtrado

colocar em funil de separacédo
adicionar de 100 mL de hexano
agitar por 1 min e descartar a fase de hexano
v
fase aquosa

adicionar 100 mlL de CHC1,
agitar por 1 min

repetir com 50 mL de CHCl
combinar os extratos de CHCl3

A\
extrato de CHCl3

lavar com 100 mL de NaCl 5%
passar por coluna de Na,S0, anidro
evaporar em banho-maria até a secura

coluna de celulose

lavar a coluna com: 150 mL de hexano-benzeno (3:1)
e 150 mL de hexano-éter etilico (2:1).

eluir AFM, com 200 mL de hexano-cloroférmio (1:1)
secar o eiuato em banho-maria sob fluxo de N,
dissolver em benzeno - acetonitrila (9:1)

CCD

fase estacionaria silica ,
fase mével CHC13—acetona—isopropanol (85:10:5)

FIGURA 5- Esquema para determinagdo de AFM, pelo procedimento
974.17 da AOAC (1990).
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50 mL de 1eite

adicionar 120 mL de cloroférmio e 10 mL de
solugdo saturada de NacCl

agitar vigorosamente por 1 min

recolher a fase CHCl3

v
fase CHCl3

adicionar 10g de Na SO,
agitar ocasionalmen%e por 3 min
filtrar e medir o volume

v
coluna de silica

lavar a coluna com: 25mL de tolueno-acido acético (9:1),
25 mL de hexano e 25 mL de hexano - éter etilico -
acetonitrila (5:3:2)

eluir AFM; com 40 mL de cloroférmio-acetona (4:1)
evaporar o solvente em banho-maria sob fluxo de N2
dissolver em benzeno-acetonitrila (9:1)

v

CCD

fase estacioniria silica
fase mbével clorofdérmio-acetona-isopropanol (87:10:3)

FIGURA 6- Esquema para determinacdo de AFM,, de acordo com o
procedimento 980.21 da AOAC (1990).
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Para a remogd@o dos lipideos foi efetuado desengorduramento
com hexano ou éter de petréleo antes da etapa de particdo com
cloroférmio.

Foram testadas também as colunas cromatograficas de celulose
(MERCK, Alemanha) (proc. 974.17) (FIGURA 5) e de silica gel
(MERCK, Alemanha) (AOAC, 1990, proc. 980.21) (FIGURA 6) para
limpeza.

Na coluna de celulose, apds aplicacdo do extrato dissolvido
em cloroférmio-benzeno-hexano (1:2:10), a coluna foi lavada com
os eluentes: hexano-benzeno (3:1) (150 mL) e hexano-éter etilico
(2:1) (150 mL). Usou-se 200 mL de hexano-cloroférmio (1:1) para
eluir a AFM, e o eluato foi evaporado até a secura em banho-maria

sob fluxo de nitrogénio. ~

Na limpeza em coluna de silica, o extrato dissolvido em
cloroférmio foi colocado na coluna e, apds escoamento, foram
adicionados os seguintes eluentes: tolueno-dcido acético (9:1)
(25 mL), hexano (25 mL) e hexano-éter etilico-acetonitrila
(5:3:2) (25 mL),que foram descartados. A seguir a AFM1 foi eluida
com clorofdérmio-acetona (4:1) (40 mL) e o eluato posteriormente
evaporado até a secura em banho-maria sob fluxo de nitrogénio.

Considerando que alguns pesquisadores empregaram com éucesso
0 cartucho descartdvel de Sep-Pak C,g Pbara extracdo de AFM, e
limpeza de amostras de leite a serem utilizadas em CLAE, foi
realizada uma tentativa de proceder a limpeza da amostra em
coluna empacotada de C,g+- Nesse caso a AFM,, apds extragcdo com
cloroférmio, foi transferida para acetona e o extrato colocado
numa coluna de vidro (8x300 mm) contendo silica-—C18 (0,5 g) (50
um, SEPARATION TECHNOLOGY, EUA) como fase estacioniria , € a AFM1

eluida com acetona.
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Foi realizada também uma tentativa de se reaproveitar a
coluna de C;g, material importado e caro. Nesse sentido apés a
eluigdo da toxina, a coluna foi lavada com cloroférmio e a seguir
com hexano para remover as substdncias retidas sendo o Cig
recondicionado com acetona, antes de se aplicar uma nova amostra.

3.3.2 - Cromatografia em Camada Delgada

A cromatografia em camada delgada (CCD) de silica gel
(MERCK, Alemanha) foi inicialmente realizada, testando-se as

seguintes fases mdéveis:

- cloroférmio - acetona - isopropanol (87:10:3) (AOAC, 1990)
- cloroférmio-acetona (9:1) (ROMER, 1975)

- clo:oférmio—acetona-metanol (90:10:2) (AOAC, 1990)

- éter etilico-metanol-&gua (95:4:1) (AOAC 1990)

- tolueno-acetato de etila - &cido férmico (6:3:1) (SOARES &
RODRIGUEZ- AMAYA, 1989)

O extrato seco da amostra foi dissolvido em 100 ulL de
benzeno-acetonitrila (9:1) sendo uma aliquota aplicada na camada
juntamente com volumes conhecidos de padrdo de AFM; (0,5 ug/mL).
Apds o desenvolvimento cromatogrdfico, a quantificacido foi feita

por comparag¢do visual da intensidade de fluorescéncia da mancha
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da amostra com as dos padrdes, sob iluminacéao ultravioleta longa
(365 nm) .

Também foi realizado ccp bi-dimensional, usando-se
inicialmente O solvente éter etilico-metanol-&gqua (95:4:1) e
posteriormente cloroférmio—acetona—isopropanol (87:10:3).

A confirmacio da AFM; foi feita por reagdo com TFA
diretamente na camada, de acordo com a AOAC (1990).

3.3.3 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A AFM; foi extraida da amostra de leite em cartucho Sep-Pak
de C,g (WATERS), transferida com éter para uma coluna de silica,
eluida com diclorometano-etanol (95:5) e derivada com A&cido
trifluoroacético, de acordo com o método da AOAC, 1990 (proc.
986.16) (FIGURA 7).

A seguir a cromatografia liquida de alta eficiéncia foi
realizada utilizando-se os equipamentos e condigdes abaixo

descritas:

= Cromatégrafo liquido marca VARIAN modelo 8500 com sistema de
bombeamento de solvente adaptado com alca de amostra de 10 ulL.

= detector por fluorescéncia VARIAN modelo 2070, excitagdo a 365

nm e com emissdo a 410 nm.

- integrador VARIAN modelo 4290,
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20 mL de leite

adicionar 20 mI de dgua quente (80 C),
passar pelo Sep-Pak de C 8
lavar com 10 mlL de HZO-Cﬁ CN (95:5)
transferir AFM, do cartucﬁo para coluna de silica gel com
7 mL de eter etilico :
descartar a fase etérea

lavar a coluna com 2 mL de eter

eluir a AFM; com 7 mL de CH,Cl,~etanol (95:5)

eluato
evaporar até a secura sob N,
adicionar 200 ulL de hexano e 200 ul de TFA,
agitar em vortex por 10 segq.
deixar a 40 ©C/ 10 min
evaporar até a secura sob N
dissolver em CH3CN-H,0 (25:%5)

\' 4
derivado
CLAE

coluna Cig (ODS, 5um, 250x4 mm)

fase méve? H O—isopropanol—CH3CN (80:12:8)

detector de %luorescéncia (excitagdo 365 nm/
emiss&o 410 nm)

9

FIGURA 7- Esquema para extracdo de AFM; com Sep-paK de Cig
proc. 986.16 da AOAC (1990).
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— coluna LiChrospher 100 RP-18, 5 um (100 x 4,6 mm, Merck),
precedida de coluna de guarda.

- fase mdével: dgua-isopropanol-acetonitrila (80:12:8).

= Vvazao de 0,5 mL/min.

A quantificacdo foi feita por padronizagdo externa. Foi
construida uma curva padrdao com solu¢des contendo 4 r 8., 16 e 32
ng de AFM; por mL de acetonitrila, que reagirgm também com TFA e
injetadas nas mesmas condigdes das amostras. A curva padrao
(FIGURA 8) apresentou linearidade e passou pela  origen,
englobando as concentracgdes de AFM, encontradas nas amostras.

Os solventes empregados, marca LiChrosolv, foram previamente
filtrados em sistema Millipore de filtracdo a vacuo, empregando-
se membrana de 0,45 um e a seguir degaseificado por ultrassom. A
dgua utilizada foi purificada por sistema de ultrafiltracdo Milli
Q Plus (WATERS) e também degaseificada. As amostras e os padrdes
foram também filtrados em membrana (Millipore) de 0,45 um.
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FIGURA 8- Curva padrdo caracteristica para aflatoxina M, .
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3.4~ DETERMINAGAO DE PATULINA

Foram avaliados trés diferentes métodos de determinagdo de
Patulina com amostras de suco de maca artifialmente contaminadas
com a toxina em varios niveis: o proc. 974.18 da AOAC (1990)
modificado, o de SIRIWARDANA & LAFONT modificado (1979b) e o de
MOLLER & JOSEFSSON (1980) (FIGURAS 9, 10 e 11).

O método da AOAC realiza trés extragdes sucessivas com 50 mlL
de acetato de etila, a seguir o extrato & concentrado e a limpeza
é feita em coluna cromatografica de silica (FIGURA 9). O extrato,
dissolvido em 100 mL da mistura acetato de etila-benzeno (25:75),
€ colocado na coluna e a patulina eluida com 200 mL da mesma
mistura. O extrato & entio evaporado até a secura em banho maria
a 40 ©C sob fluxo de nitrogénio, sendo sua quantificacdo efetuada
por camada delgada. No presente trabalho esta etapa foi realizada
por CLAE.

O procedimento de SIRIWARDANA & LAFONT utiliza extracdo com
acetato de etila-isopropanol (4:6). A amostra é& agitada com 50 mlL
do solvente por alguns minutos, adiciona-se entdo cloreto de
s6dio, agita-se novamente e recolhe-se a fase organica (FIGURA
10). A limpeza do extrato é& feita en coluna cromatogritica de
silica de forma idéntica i descrita no método da AOAC (1990). a
exemplo de aflatoxina M1, CLAE foi utilizada neste trabalho para
quantificado em vez de CCD, wutilizando as condigdes por nés

estabelecidas.

Nestes dois primeiros métodos, a quantidade de amostra
submetida & analise foi de 50 mL de suco.
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50 mL de suco diluido

colocar em funil de separacio

adicionar 50 mL de EtOAc

agitar e recolher o EtOAc

repetir a extracdo 3x e combinar os extratos de EtOAc

v
extrato de EtOAc

adicionar 20g sulfato de sédio anidro

deixar em repouso por 30 min

decantar

lavar o sulfato de sédio com 50 mL de EtOAc
evaporar o extrato total até um volume de 25 mL
‘completar o volume para 100 mL com benzeno

coluna de silica gel

eluir a patulina com 200 mL de EtOAc-benzeno (1:3)
secar o eluato em banho maria & 40 C sob fluxo de N2
dissolver em cloroférmio

CLAE

coluna de C
fase mdével: agua destilada
leitura a 278 nm

FIGURA 9 - Esquema para determinagdo de patulina, segundo o
proc. 974.18, AOAC (1990) modificado.
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50 mL de suco diluido

adicionar 50 mL da mistura EtOAc-isopropanol (4:6)
agitar em vortex por alguns minutos

adicionar 10g de cloreto de sbédio

agitar em vortex por 3 minutos

deixar as fases separarem

recolher a fase organica

adicionar sulfato de sédio anidro

v
extrato de EtOAc

secar em banho mafia & 40 C sob fluxo de N2
coluna de silica gel

eluir a patulina com 200 mL de acetato de etila-
benzeno (1:3)

secar em banho maria & 40 C sob fluxo de N,
dissolver em &gua

CLAE

coluna de C
fase mével: agua destilada
leitura-a 278 nm

FIGURA 10 - Esquema para determinac¢do de patulina, segundo
procedimento de SIRIWARDANA & LAFONT (1979b)
modificado.
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5 mL de suco diluido

adicionar 5 ml de EtOAc
agitar por 2 minutos
deixar as fases separarem
recolher a fase orgénica
repetir a extracéo
combinar as fases orgénicas

v
. extrato de EtOAc

adicionar 2mL de carbonato de sédio 1,5%
agitar por 1 minuto

recolher a fase organica

lavar a fase aquosa com 5 mL de EtOAc

juntar as fases organicas

secar em banho-maria & 40 C, sob fluxo de N,
dissolver o extrato na fase mével

v
CLAE

coluna de C
fase mével: agua destilada
leitura a 278 nm

FIGURA 11 - Esquema para determinagdo de patulina, segundo
método de MOLLER & JOSEFSSON (1980).
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O terceiro método, que utiliza apenas 5 mL de amostra e
menor quantidade de acetato de etila, estj esquematizado na
Figura 11 (MOLLER & JOSEFSON, 1980). pPara a remogdo dos
interferentes, utiliza-se a partigdo com carbonato de sédio 1,5%.
A fase organica & recolhida, concentrada e a patulina
quantificada por CLAE, empregando-se coluna C,8 Spherisorb, 5um

(250x3mm) , &gua destilada como fase mével e o pico da patulina &
monitorado a 276 nm.

A quantificagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
foi realizada nas seguintes condicdes:

= Cromatdégrafo 1liquido VARIAN modelo 9010 com sistema de
bombeamento de solvente VARIAN, injetor Rheodyne com algca de
amostra de 10 ul

- detector por arranjo de diodos (190 - 367 nm) VARIAN modelo
9065

- integrador VARIAN modelo 4400
- registrador HEWLETT-PACKARD modelo 2225D.

- coluna Spherisorb ODS-1, 5 um (150x4,6 mm |, ALLTECH),
precedida de coluna de guarda de 3 cm de C-18 Micropak MACH-120,
10 um.

- fase mével: agua destilada e tetrahidrofurano aguoso (1 a 5%)
= vazéo: 1,2 mL/ min

- comprimento de onda: 278 nm
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As amostras (ou padrdes) foram filtradas através de uma
membrana de 0,45 um (MILLIPORE) e a &gqua destilada, obtida em
sistema MILLI @ (MILLIPORE), antes de serem introduzidas no
cromatégrafo.

Para a quantificacio utilizou-se o método de padronizacgio
externa. Construiu-se uma curva padrio com concentragdes de 0,20,
0,30 , 0,60 , 1,00 e 1,50 ug de padrdo por mL de dgua destilada,
que foram injetadas nés mesmas coﬁdigées das amostras. A curva
padrdo obtida apresentou linearidade, passou pela origem e
englobou as concentragdes das amostras (FIGURA 12).

A identidade da patulina  foi confirmada pelo espectro de
absorgcdo UV (190 - 367 nm) obtido pelo detector por arranjos de
diodos e por cromatografia em camada delgada, utilizando-se
varios sistemas de solventes e o revelador MBTH 0,5% (cloreto de
5-metil-2-benzotiazolinona hidrazina) (REISS, 1973 ;i AOAC, 1990)
que permite a visualizacédo da patulina sob iluminacéio
ultravioleta a 365 nm (AOAC, 1990). Reagdes de acetilacdo e
metilagdo também foram empregadas para confirmagdo em camada
delgada

As fases mdéveis utilizadas em cCD de silica gel foram:

- tolueno-acetato de etila - &cido férmico 90% (5:4:1) (AOAC,
1990)

- hexano-éter etilico anidro (1:3) (AOAC, 1990)
- cloroférmio-metanol (95:5) (AOAC, 1990)
- clorofdérmio-acetona (9:1) (AOAC, 1990)

- cloroférmio-acetona-hexano (7:2:1)
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FIGURA 12- Curva padrdo caracteristica para patulina.
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3.5- DETERMINAGAO DE ACIDO

CICLOPIAZONICO

Dentre os poucos métodos existentes, foi escolhido o método
de URANO et alii (1992a). 0 &cido ciclopiazénico foi extraido da
amostra usaﬁdo-se mistura metanol—NaHCO3 2% (7:3). Apbs
filtracao, procedeu-se © desengorduramento com hexano, segquido de
acidificagdo com 6N HCl e particdo para cloroférmio (FIGURA 13).

A limpeza do extrato foi realizada Por cromatografia em
coluna de silica. O extrato cloroférmico apbs concentragdo foi
colocado na coluna de silica gel que foi sucessivamente lavada
pelos seguintes eluentes: éter etilico (10 mL), cloroférmio-
acetona " (1:1) (10 mL) e cloroférmio-metanol (95:5) (10 mL), qgue
foram descartados. O &cido ciclopiazénico foi entdo eluido conm
mistura cloroférmio-metanol (3:1) (10 mL) e posteriormente
evaporado a secura enm banho-maria sob fluxo de nitrogénio. Sua
determinagdo foi concluida através de cromatografia liquida de
alta eficiéncia, realizada utilizando-se os seguintes

equipamentos e condigdes:

=~ cromatégrafo liquido marca VARIAN modelo 9010 com sistema de
bombeamento de solvente adaptado com alcga de amostra de 20 uL.

- detector por arranjo de diodos (190-367 nm) VARIAN modelo 9065

- integrador VARIAN modelo 4400 e registrador HEWLLETT-PACKAD
modelo 2225D.

- coluna Spherisorb ODS-1, 5um (150 x 4,6mm, ALLTECH), precedida
por coluna de guarda Cig Micropak MCH-120 de 10um e 3cm.
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50 g de amostra

adicionar 200 mL de metanol - NaHCO4 2% (7:3)
liquidificador por 3 min
filtrar

v

aligquota de 100 mL

adicionar 100 mL de hexano :
agitar por 1 min e deixar as fases separarem
descartar o hexano

adicionar: 50 mL de KCl 10% e 2 mL de HCl 6N
extrair com 50 mL de CHCl,; (2x)

agitar

combinar extratos de CHC1,

v

extrato cloroférmico

evaporar a 40 C em evaporador rotatédrio

v
coluna de silica

lavar a coluna com eter etilico, cloroférmio - acetona
(1:1) e cloroférmio - metanol (95:5)
eluir o acido ciclopiazdnico com cloroférmio-
metanol (3:1)
evaporar até a segura sob N,
dissolver o extrato em metanol

v
CLAE

coluna Cq
fase méveﬁz metanol - agua (85:15)
leitura a 282 nm

FIGURA 13- Esquema para determinagdo de acido ciclopiazénico,
segundo o método de URANO et alii (1992a).
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- fases mdveis: (A) metanol-&gua (85:15) e (B) metanol-&agua
(85:15) contendo 4 mM de sulfato de zinco. Inicialmente 100% da
fase A e apdés 10 min 100% da fase B, que permaneceu até 20 min,

tempo total da corrida.

- vazdo: 1,5 mL/min

O extrato seco foi diluido na fase mével e entdo injetado no
cromatégrafo empregando-se uma alga de 20 uL. Para a
quantificagdo por padronizagdo externa, construiu-se uma curva
padrdo com concentragdes de 2,0 , 6,0 + 8,0 e 10,0 ug de padrao
de Acido ciclopiazénico por mL de metanol-agua (6:4) que foram
injetadas nas mesmas condi¢cdes das amostras. O pico do A&cido
ciclopiazénico foi monitorado a 282 nm. A exemplo das outras
curvas de'calibragao, esta também apresentou linearidade, passou

pela origem e abrangeu as concentragdes das amostras (FIGURA 14).

A identificagdo foi feita por comparacdo com o tempo de
retengcdo do padrdo e complementado pelo espectro obtido pelo
detector de arranjo de diodos. Foram realizadas também reagdes de
derivagdo com borohidreto de sédio e 2,4-dinitrofenilhidrazina.

Para corroborar a confirmagdo do &cido ciclopiazénico,
foi utilizada também a cromatografia em camada delgada (CCD),
com VArios sistemas de solventes e reveladores para permltlr sua

visualizagdo sob iluminacdo ultravioleta.

As fases mbéveis empregadas foram:

- acetato de etila - metanol - aménia (80:15:10)
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FIGURA 14- Curva padréo caracteristica para &cido ciclopiazénico.
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= benzeno-metanol-&dcido acético (90:16:8)
- cloroférmio-metanol (98:2)

- cloroférmio-acetona (9:1)

Os reveladores foram:
- 0,5% de MBTH (5-metil-2-benzotiazolinona hidrazina)

= 1% de p-dimetilaminobenzaldeido em etanol

2,4DNP (2,4~ dinitro fenil hidrazina) (19 + 7,5mL de A&cido
sulfirico concentrado + 75nlL de etanol + 170mL de agua)

3.6~ DETERMINAGAO DE AFLATOXINAS

Para verificar a co-existéncia de dcido ciclopiazénico com
aflatoxinas, as amostras de amendoim e milho foram também
analisadas em relacdo a aflatoxinas, sendo utilizado o método
proposto por SOARES & RODRIGUEZ~AMAYA (1989) que realiza a
quantificag¢do por ccD.

o

O método consiste na extragdo de aflatoxinas com metanol- 4%
KCl (9:1), remocdo de interferentes com solugdo de 10% sulfato de
cobre (para amostras de amendoim) ou 30% de sulfato de amdénia
(para milho) e particio para cloroférmio. O extrato da amostra
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apds ser seco, é aplicado em camada delgada de silica gel. O
cromatograma foi desenvolvido com cloroférmio-acetona (9:1) e as
aflatoxinas quantificadas por comparacdo visual da intensidade da

fluorescéncia com quantidades conhecidas dos padrdes aplicados na
mesma placa.

A confirmagdo foi efetuada através de reacdo com TFA,
realizada diretamenté na placa (AOAC, 1990).
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4. RESULTADOS E DIScuUssio
4.1 AFLATOXINA M,
4.1.1- Estabelecimento do Método

Os limites estipulados para aflatoxina M; em alimentos sio
da ordem de ng/ L ou kg (ppt), niveis extremamente baixos que
exigem dos métodos o maximo de sensibilidade e especificidade.
Embora a amostragem n&o seja problema devido a distribuicdo
uniforme dessa toxina nos alimentos, as etapas de extracdo e de
remogdo dos interferentes requerem muito cuidado. Tais problemas
ndo sdo tdo criticos nas metodologias de aflatoxinas B e G cujos
limites permitidos estdo na faixa de ug/ kg (ppb), sendo nesses

casos a amostragem o principal desafio.

As caracteristicas dos extratos de aflatoxina M;, obtidos nas
varias tentativas envolvendo a escolha do solvente extratante e a
maneira de remover os interferentes, estdo apresentados na

TABELA 9.

Os procedimentos que utilizam metanol para extracio
proporcionaram certa dificuldade na filtragdo, prolongando-a e as
vezes demandando centrifugacgédo. Além disso, os varios
clarificantes testados ndo se mostraram totalmente eficientes,
resultando extratos ainda sujos que, quando aplicados em camada
delgada, apresentavam mancha com caudas e interferentes,

merecendo destaques uma substdncia amarela fluorescente e outra
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- TABELA 9~ Caracteristicas dos extratos obtidos das etapas de extragdo e limpeza
para AFM,.
Aparéncia do Aparéncia na CD
Extragio Limpeza extrato final
cauda interferentes
fluorescentes
metanol puro/ ou partigcdo com hexano sujo sim presente
metanol: NaCl 5% Cus0,4.5H,0 10% sujo sim presente
(9:1) FeCl3/ cucog sujo sim pPresente
(NHa) ;50,4 30% sujo/ oleoso sim pPresente
Pb(AcO) 20% sujo sim presente
ZnS0,4 15% sujo/ oleoso sim pPresente
acetona pura/ ou ZnAcO 15%/ NaCl 15% sujo sim pPresente
acetona: &gua (85:15) CuS0,4 .5H,0 10% sujo/ oleoso sim presente
ou acetona: NaCl 5% FeClj/ cucog sujo sim presente
(9:1) Pb(AcO) 20% sujo sim presente
Pb(AcO) 20%/ hexano/
coluna de celulose limpo nido presente/ausente
Pb(AcO) 20%/ hexano/
coluna de silica limpo ndo presente/ausente
Zn(AcO) 15% sujo/ oleoso sim presente
ZnS0, 15% sujo/ oleoso sim presente
cloroférmio coluna de silica limpo ndo ausente
coluna Cjg limpo nao ausente
partigdo com metanol/
partigao com CCly limpo ndo ausente/presente
particdo com metanol/
partigdo com éter
de petréleo sujo sim presente
partigdo com metanol/
partigdo com hexano sujo sim presente
partigdo com metanol/
partigdo com éter ?
butilico sujo sim presente

CD- camada delgada
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verde azulada com Rfs muito préximos ao da toxina, gue em muitos

casos sobrepunha-se 3 toxina.

A tentativa de fazer a extragcdo utilizando a mistura
metanol-acetona (5:2) de acordo com o procedimento de DOMINGUEZ
et alii (1987), ndo foi bem sucedida pois mesmo apds
centrifugagdo, as fases misturavam-se com facilidade na hora de

recolher a fase desejada.

Os procedimentos que utilizam acetona como solvente
extratante e sais como agentes clarificantes ndo mostraram-se
eficientes na remogdo dos interferentes. O extrato permaneceu
sujo, a substéncia que apresentava fluorescéncia azul esverdeada
e comportamento cromatogrdfico muito semelhante & AFM; ndo foi
eliminada e as manchas apresentavam cauda (TABELA 9). O uso
conjunto de acetato de chumbo, hexano e colunas cromatograficas
de celulose e de silica produziram extratos 1limpos, nédo
apresentando na maioria das vezes caudas e interferentes

fluorescentes na camada delgada.

A extracdo com clorofdérmio juntamente com a limpeza em
coluna de silica resultaram em extrato nio oleoso, livre de
substdncias interferentes, que apresentava manchas simétricas na

camada delgada.

O método desenvolvido por SERRALHEIRO & QUINTA (1985) qgue
consiste na extragdo com cloroférmio, transferéncia para metanol,
e limpeza por partigdo com tetracloreto de carbono revelou-se
eficiente. As tentativas de substituir o tetracloreto de carbono,
um dos solventes proibidos pelo "Montreal Protocol on Substances
that Deplete the Ozone Layer" (AOAC, 1993), por éter butilico,

éter de petrdleo ou hexano ndo foram satisfatérias.

69



A utilizagdo de coluna cromatogrdfica sozinha ou combinada
com clarificantes também demonstrou-se eficiente, deixando o
extrato 1limpo e eliminando a substancia fluorescente que
interfiria na visualizacdo da AFM, .

A coluna empacotada com Cig (50 um) (fase reversa) foi
testada na tentativa de substituir o cartucho de Sep-Pak. Nesse
tipo de coluna, a AFM; eluiu antes dos interferentes, o oposto do
que ocorre na coluna de silica (fase normal). A limpeza foi
eficiente, a mancha de AFM; na camada sendo simétrica e livre de

interferentes.

A reutilizagdo do adsorvente C,g foi realizada oito vezes
com amostras de leite pasteurizado (TABELA 10), mas a coluna foi
acumulando sujeira, tornando o fluxo cada vez mais lento e

conseqguentemente dificultando o seu aproveitamento.

Para a coluna de silica o eluente que apresentou melhor
recuperagdo foi 60 mL de cloroférmio-acetona (3:2) (em lugar de
40 mL de cloroférmio-acetona (4:1)). J& no caso da celulose, foi
necesséario substituir o clorofdérmio-hexano (1:1) por

cloroférmio-hexano-acetona (5:4:1).

Dentre as técnicas de limpeza testadas as que apresentaram

melhores resultados foram:
- acetato de chumbo/coluna de celulgse
- acetato de chumbo/coluna de silica
- coluna de silica
- tetracloreto de carbono

- coluna de C18
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TABELA 10 - Porcentagens de recuperacdo obtidas da reutilizacgéo
da coluna de Cig-

Reutilizacgao Teor de AFM, Teor de AFM, Recuperacao
adicionado recuperado (%)
(ng/ L) (ng/ L)
1 500 415 83,0
2 . 400 350 87,7
3 200 179 89.8
4 200 153 76,6
5 250 226 90,4
6 250 219 87,6
7 200 155 77,6
8 300 245 81,7
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E dentre as misturas de solventes utilizadas para CCD as que
promoveram as melhores separa¢des entre AFM; e as outras
substéncias foram cloroférmio-acetona-isopropanol (87:10:3) e
éter etilico-metanol-agua (95:4:1) (FIGURA 15). O desempenho do
éter etilico, no entanto, variou de uma marca para outra.

Devido ao fato de se trabalhar com ng/L a sensibilidade
requerida é nmuito alta, ndo sendo possivel utilizar placas
cromatograficas preparadas em laboratério. O limite de deteccgéo
obtido utilizando-se placas preparadas foi de 2,5 ng de AFM,,
enquanto que no caso das placas compradas, chegou a 0,5 ng.

Na tentativa de se melhorar a separagido entre AFM, e os
interferentes utilizou-se a técnica do multidesenvolvimento,
empregando-se primeiramente a fase mével cloroférmio-acetona-
isopropanol (87:10:3) e a seguir éter etilico-metanol-&agua
(95:4:1). Pela FIGURA 15 observa-se gque no caso das amostras de
leite obteve-se boa separagdo, mas ndo melhor que a obtida com o
desenvolvimento unidimensional wutilizando-se apenas um dos

solventes.

Para amostras de queijo, a utilizacdo da ccD unidimensional
mesmo com multidesenvolvimento , ndo revelou-se eficiente na
separacao da AFM; dos interferentes, sendo necesséario empregar a
CCD bi-dimensiondl. Usou-se primeiramente éter etilico-metanol-
agua (95:4:1), seguido por cloroférmio-acetona-isopropanol
(87:10:3). Esse procedimento & muito dispendioso pois sé pernmite
a quantificagdo de uma amostra cada vez (FIGURA 16).

Apbés todas as tentativas feitas, conclui-se que para a
remogcdo efetiva dos interferentes era necessirio o uso de coluna
cromatogridfica. Ao contrario das aflatoxinas B e G para as quais
a limpeza facil e rapida utilizando metais pesados tem sido bem
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FIGURA 15- Aspecto do cromatograma (em placa de silica) dos
extratos provenientes de amostras de leite obtido pelo proc.
980.21 (AOAC, 1990). Fases méveis testadas: cloroférmio-acetona-
metanol (90:10:2) (a); cloroférmio-acetona (9:1) (B);
cloroférmio-acetona-—isopropanol (87:10:3) (C); éter etilico-
metanol-4qua (95:4:1) (D); tolueno-acetato de etila-&cido férmico
(6:3:1) (E); multidesenvolvimento (C, depois D) (F). Aflatoxina
M, representada pela mancha sélida.
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sucedida, nenhum dos sais testados mostrou-se capaz de eliminar
os interferentes de AFM,.

A limpeza por cromatografia em coluna (geralmente silica),
apesar de ser parte de numerosos métodos para micotoxinas, & uma
técnica trabalhosa e demorada, requerendo grandes volumes de
solventes para eluir separadamente os interferentes e as toxinas.
Alem disso, a separagdo efetiva dos interferentes das toxinas
depende da capacidade de adsorcdo da fase estacioniria e do poder
de eluigdo dos solventes que devem ser equivalentes aos
existentes gquando o método foi desenvolvido. A reconhecida
variagdo das propriedades dos adsorventes e da pureza dos
solventes de uma marca para outra, ou até de um lote para outro
da mesma marca, torna necessaria a realizagdo de testes
preliminares para cada remessa recebida, sob pena de obter-se
resultados totalmente erréneos. No ©presente trabalho, por
exemplo, para se garantir a eluicdo total de AFM; o volume de
solvente cloroférmio—acetona.(1:4) foi aumentado de 40 para 60

mL.

Utilizando-se os trés tipos de adsorventes, foram testadas a
recuperacdo nas colunas, adicionando-se quantidades conhecidas de
padrdo &s mesmas.' A coluna de C,g revelou-se melhor enquanto a de
celulose foi a que mostrou menor recuperagdao (TABELA 11).

Na TABELA 12 estdo expressos os valores de recuperagao da
AFM; adicionada ao leite pasteurizado, cdﬁparando-se trés métodos
que utilizam coluna cromatogrdfica para limpeza e o método que
emprega tetracloreto de carbono (SERRALHEIRO & QUINTA, 1985).

O método que utiliza coluna de C,g foi o que apresentou a
melhor recuperagdo da toxina, seguido de perto pelo que utiliza
coluna de silica. As porcentagens de recuperagdo situam-se dentro

da faixa considerada aceit&vel para aflatoxina M, (SCOTT, 1989),
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TABELA 11 -

Recuperacdo de

AFM1 adicionada na coluna.

Recuperacdo média (%)

quantidade No. de coluna de coluna de coluna
adicionada repeticgdes silica® celuloseb de C,4€
(ng/ L)
200 3 81,2 79,3 82,8
300 3 83,1 78,5 85,2
400 3 84,2 79,5 85,5

2 eluida por acetona clorofdrmio (3:2)
eluida por hexano - cloroférmio (1:1)
C eluida por acetona pura '
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TABELA 12 - Recuperac¢io de AFM; no método completo.

Recuperagdo média (%)
(No. de repetigdes entre parenteses)

Quantidade Coluna de Coluna de Coluna ’ CC14d
adicionada silica?@ celuloseb de C18c
(ng/L) : .
200 77,4(3) 74,4(3) 82,9(3) 77,6(2)
250 78,2(3) 61,1(3) 79,6(2) 67,7(2)
300 80,4(3) 72,0(3) 84,7 (2) -

a proc. 980.21 da AOAC (1990)

b proc. 974.17 da AoAC (1990)

C proc. 980.21 da AOAC (1990)

d método de SERRALHEIRO & QUINTA (1985)
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especialmente considerando-se que os niveis testados estéao
baixos, e préximos do limite de detecgdo do método.

Tendo em vista os resultados obtidos, foi descartado o uso
da coluna de celulose que alem de utilizar grandes quantidades de
adsorvente e de eluentes, revelou-se menos eficiente do que a

coluna de silica.

A coluna C,g €& uma boa alternativa, mas por ser um material
caro e de dificil aquisigcdo e considerando-se ainda que a
diferenga entre os resultados obtidos pela colunas de silica e de
C1g hdo foi significativa, foi tomada a decisido de se fazer o
levantamento da incidéncia de AFM; pelo método da AOAC,1990
(proc. 980.21), que tem ainda a vantagem adicional de ser um
método oficial. Este método consiste na extracgdo com
cloroférmio,  limpeza em coluna de silica, e quantificagdo por
CCD, unidimensional para leite e bi~-dimensional para queijo e

iogurte.

4.1.2~ Incidéncia de aflatoxina M; em leite e derivados

Foram analisadas 35 amostras de leite em pd (20 de. leite
integral e 15 de leite desnatado), 103 amostras de  leite
pasteurizado ( 20 amostras do tipo A, 36 do tipo B e 47 do tipo
C), 36 amostras de queijo (12 amostras do tipo minas, 12 do tipo
mozarela e 12 do tipo prato) e 30 de iogurte (lSvamosfraslde

sabor natural e 15 de sabor morango). Do total de 204 amOStras
analisadas, detectou-se AFM, em apenas 4 amostras (TABELA 13). A
concentragdo de AFM; nas amostras positivas variou. de_73 a
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TABELA 13- Incidéncia de aflatoxina M, em leite e derivados.

Produto Ano Método? No. de No. de No. de
marcas amostras amostras
analisadas positivas

leite em pé integral 1989  AOAC/ccD. 3 .20 0
leite em p& desnatado 1989 RAOAC/CCD 3 15 o]

leite pasteurizado

- tipo A 1989 AOAC/CCD 2 8 0

- tipo B 1989 AOAC/CCD 3 18 0

- tipo C 1989 AOAC/CCD 5 25 o]
queijo

~ tipo minas 1990 AOAC/CCD 3 12 o]

- tipo mozarela 1990 AOAC/CCD 3 - 12 ‘ 0

- tipo prato 1990 AOAC/CCD 3 12 -0
iogurte

= natural 1990 AOAC/CCD 4 - 15 0

- sabor morango 1990 AOAC/CCD 4 15 0]
leite pasteurizado

- tipo A 1992 AOAC/CLAE 3 12 0

- tipo B 1992 AOAC/CLAE 4 18 - 2

- tipo C 1992 AOAC/CLAE 5 22 2
Total . 204 4

P

a 0 limite de detecgdo do método CCD (proc. 980.21, AOAC 1990) & 150 ppt para
leite e 300 ppt para leite em pé, queijo e iogurte e do método por CLRE, 20 ppt.
As andlises foram realizadas em duplicatas.
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370 ng/ L (TABELA 14). Se fosse aplicado o limite de toleré&ncia
em vigor nos Estados Unidos, nenhuma destas amostras seria
rejeitada, estando todas abaixo de 500 ng/ L. Pela legislacio
suigca, no entanto, as dquatro amostras positivas seriam

rejeitadas por terem superado o limite de 50 ng/ L para leite.

Os resultados obtidos indicam que houve incidéncia de AFM;
em leite e derivados de leite comercializados na cidade de
Campinas neste periodo. No entanto, esse levantamento deve ser
continuado por alguns anos para poder ter-se uma avaliacdo mais
segura. De gualquer forma, a monitorag¢do de micotoxinas deve ser
uma atividade continua j& que as condigdes favoraveis ou

desfavoraveis & formagdo de toxinas podem mudar de um periodo

para outro.

’ As amostras foram analisadas por CCD em 1989 e 1990. No ano
de 1992 foi utilizada a CLAE com detector de fluorescéncia. Os
cromatogramas obtidos (FIGURA 17) demonstraram a alta
seletividade do método por CLAE, principalmente devido ao
derivado formado pela reagdo com TFA, a eficiente remocdo dos
interferentes e ao uso do detector por fluorescéncia. Este método
- também apresentou maiores taxas de recuperagdo, como mostra a

TABELA 15.

Cabe salientar o fato de amostras positivas terem aparecido
somente quando se utilizou a CLAE com detector de fluorescéncia.
De fato esta técnica apresenta um limite de deteccdo bastante
menor (25 ng/L) que o obtido com CCD (150 ng/L) para leite. Das
quatro amostras positivas apenas uma poderia ter sido detectada e
quantificada também por CCD, a amostra com 370 ng/ L, as demais
amostras apresentaram niveis (73 a 95 ng/ L) abaixo do limite de
detecgdo da CCD. A continuagdo da monitoracdo de AFM, deve ser

realizada preferencialmente por CLAE.
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TABELA 14 - Teores de aflatoxina M, nas amostras positivas de
leite pateurizado.

Produto Teor de AFM; (ng/L)
(leite pasteurizado)

tipo B 95
tipo B 73
tipo ¢ 370
tipo C 85
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TABELA 15 - Porcentagens de recuperagdo de AFM, em leite pelo

método por CLAE.

Quantidade

adicionada Recuperacdo média (%) Desvio padréao
(ng/L) :
100 20,5 9,2
150 91,2 8,9
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Cabe ainda ressaltar, a titulo de comparagdo, que a evidente
superioridade da CLAE para determinaqéo de AFM; ndo se confirma
no caso de aflatoxinas B e G para as quais a CCD tem se mostrado
perfeitamente adequada.

4.2- PATULINA

"4.,2.1- Estabelecimento do Método

Embora exista um método oficial da AOAC (1990) para
determinagdo de patulina em camada delgada, esta toxina, naéao
sendo fluorescente, & dificilmente quantificada por CCD e varios
autores consideram tal quantificacdo apenas semi-quantitativa
(WARE et alli, 1974; STRAY, 1978; FORBITO & BABSKY, 1985).
Portanto, somente foram estudados neste trabalho, métodos que
utilizam a CLAE .

Dos trés métodos avaliados, o de MOLLER & JOSEFSSON (1980)
foi o que forneceu o melhor extrato para CLAE, resultando na
separagdo de um pico da patulina livre de interferentes.

O método da AOAC (1990) modificado, requer grande volume de
solventes e um tempo maior de andlise. O cromatograma obtido por
este método estd representado na FIGURA 18. A tentativa de se
injetar o extrato obtido por este procedimento, sem a etapa de

limpeza em coluna de silica, demcnstrou-se inviavel; o
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PATULINA
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FIGURA 18- Cromatograma obtido pelo método da AOAC (1990).

Condicdes cromatograficas: coluna Spherisorb OoDSs-1, 5um,
(150x4,6mn); fase mbébvel: THF 3% aquoso; vazdo de 1,0 mL/min;

detector por arranjo de diodos a 278 nm.
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cromatograma mostrou que substa&ncias interferentes eluiram

praticamente juntos com a patulina (FIGURA 19).

O cromatograma do extrato obtido pelo método de SIRIWARDANA &
LAFONT (1979) modificado, também apresentou sobreposigdo dos

picos de patulina e interferentes (FIGURA 20).

0] método de MOLLER & JOSEFSSON (1980), além de exigir
pequenas quantidades de solvente e de amostra, forneceu um
cromatograma melhor, com o pico de patulina livre de
interferentes (FIGURA 21), apesar da limpeza ter-se constituido
apenas de parti¢do com solugdo de carbonato de cllcio e nédo ter
sido utilizada a cromatografia em coluna de silica gel como no
método da AOAC.

Amostras de suco de mac¢d artificialmente contaminadas com
patulina foram quantificadas pelos trés métodos e as porcentagens
de recuperacdo conseguidas estdo na TABELA 16. O método de MOLLER

& JOSEFSSON foi o que apresentou as maiores taxas de recuperagéao.

Utilizando-se o método acima, foi realizado um teste de
recuperacdo em sucos de magd artificialmente contaminados com
patulina en 5 niveis de contaminagdo. Os resultados obtidos
mostraram recuperac¢des acima de 82% (TABELA 17), equivalentes as
maiores recuperagdes citadas na literatura (SCOTT, 1974 ; WARE et
alii, 1974 ; KUBACKI & GOSZCS, 1988 ; HUNT et alii, 1978 ;
MOLLER & JOSEFSSON, 1980 ; STRAY, 1978 ; FORBITO & BABSKY, 1985).
Este foi entdo o método escolhidd para a determinagdo de patulina
em sucos de frutas. O limite de detecgdo obtido pelo método foi

de 8 ug/ L ou kg.

Na literatura, os trabalhos sobre a determinagdo de patulina
por CLAE mostraram ser a Agua destilada uma boa fase mbvel para

a separacdo dos interferentes da patulina. FORBITO & BABSKY
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FIGURA 19- Cromatograma obtido pelo método da AOAC modificado
(1990) . Condigdes cromatogrdficas: coluna Spherisorb ODS-1, 5um,
(150x4,6mm); fase mdvel: THF 3% aquoso; vazdo de 1,0 mL/min;
detector por arranjo de diodos a 278 nm.
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FIGURA 20- Cromatograma obtido pelo método de SIRIWARDANA &
LAFONT. Condigdes cromatograficas: coluna Spherisorb ODS-1, 5um,
(150x4,6mm); fase mdvel: THF 3% aquoso; vazao de 1,0 mL/min;
detector por arranjo de diodos a 278 nm.
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FIGURA 21- Cromatograma obtido pelo método de MOLLER & JOSEFSON.
Condigdes cromatogréaficas: coluna Spherisorb oDs-1, Sum,
(150x4,6mm); fase mdvel: THF 3% aquoso; vazdo de 1,0 mL/min;
detector por arranjo de diodos a 278 nm.
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TABELA 16~ Porcentagens de recueragao da patulina adicionada ao

suco de magd obtidas pelos trés métodos avaliados.

Recuperacgédo (%)

Quantidade
adicionada
(ug/L) : proc. 974.18 SIRIWARDANA & MOLLER &
' AOAC (1990) LAFONT (1979) JOSEFSSON (1980)
30 85,5 82,5 87,3
50 87,8 84,3 90,2

As andlises foram realizadas em triplicata.
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TABELA 17- Recuperagdo da patulina adicionada ao suco de maga.
pelo método de MOLLER & JOSEFSSON (1980)

Recuperacédo (%)
Quantidade adicionada

(ug/L) médiad DP
30 85,8 8,3
40 : 87,3 3,4
70 101,5 3,3
80 90,7 6,8
120 95,2 6,5

DP- desvio padréo
A os valores sdo médias de 3 repetic¢des em duplicatas para cada
nivel

9
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(1985) obtiveram bons resultados usando 0,8% de tetrahidrofurano
(THF) aquoso como fase mbével com vazdo de 1,0 mL/min. A
introdugdo de pequenas quantidades de THF reduziu o tempo de
retengdo da patulina. No presente trabalho, com 1 , 2 , 3 e 5% de
THF aquoso e vazdo de 1,0 mL/min , o tempo caiu para 7,2 , 6,4 ,
5,8 e 4,6 min, respectivamente. Esta redugdo nédo prejudicou a
andlise, uma vez que ndo haviam picos préximos do da patulina. A
- injegdo de amostras artificialmentes contaminadas indicou que a

vazdo de 1,0 mL/min com 3% de THF era o melhor.

O tempo de retengdo com agua pura como fase mdvel foi de
10,5 min, no entanto optou-se pelo seu uso da agua em fung¢ao do

alto custo do THF e da sua tendéncia de acumular perdxidos.

Na  FIGURA 22 estdo representados os cromatogramas
caracteristicos do padr&o de patulina e de uma amostra de suco de
magd nédo contaminado e na FIGURA 23 os cromatogramas de uma
amostra de suco de mag¢d contaminado e de uma amostra de maga
deteriorada. Observa-se que nos cromatogramas correspondentes as
amostras, o pico da patulina estd bem separado dos picos dos

interferentes.

A identidade da patulina encontrada nas amostras foi
inicialmente demonstrada pela semelhanga do seu espectro de
absorvéncia com o de padrdo, obtido pelo detector por arranjo de
diodos (FIGURA 24). Alem disso, o pico da patulina no
cromatograma de CLAE desapareceu com o tratamento cd% anidrido
acético/piridina (FIGURA 25). O fato de ndo haver aparecido outro
pico correspondente ao produto formado provavelmente deveu-se &
diminuigdo substancial de polaridade com a reacdo. Em camada
delgada de silica gel a patulina da amostra positiva de suco de
magd e das magds estragadas apresentaram uma mancha amarela apbs
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FIGURA 22- Cromatogfama caracteristico de um padrio de patulina
(A) e de um suco de macd ndo contaminado (B) . Condig¢des
cromatograficas: coluna Spherisorb ODS-1, 5um, (150x4,6mm); fase

movel: &agua destilada; vazdo de 1,2 nL/min; detector por arranjo
de diodos a 278 nm.
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FIGURA 23- Cromatograma caracteristico de uma amostra de suco de
magd contaminada (A) e de uma amostras de magd deteriorada (B).
Condigobes cromatograficas: coluna Spherisorb  ODS-1, 5um,
(150x4,6mm) ; fase mdvel: &gua destilada; vaz8o de 1,2 mL/min;
detector por arranjo de diodos a 278 nm.
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FIGURA 24- Confirmagdo e teste de pureza - espectros de

absorvancia caracteristicos de padrdo de patulina (A), amostra
de suco de magd contaminada (B) e mag¢d estragada (C), obtido pelo
detector por arranjo de diodos, para os dois Gltimos no inicio
(1), maximo (2) e fim (3) do pico.
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FIGURA 25- Cromatogramas caracteristicos de uma amostra nio
acetilada de suco de magd contaminado (A) e de uma amostra
acetilada de suco de maca contaminado (B) . Condigdes
cromatograficas: coluna Spherisorb ODS-1, 5um, (150x4,6mm); fase
mdével: Agua destilada; vazido de 1,2 mL/min; detector de arranjo
por diodos a 278 nm.
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revelacdo com MBTH, e o derivado acetilado (por anidrido

acético/piridina) apresentou um R¢ maior que a patulina.

O teste de confirmagdo sugerido pela AOAC (1990), que
consiste apenas no desenvolvimento da placa de silica en
diferentes solventes, foi também realizado, demonstrando o mesmo

comportamento para a patulina da amostra e para o padréo.

Os expectros de absorvancia obtidos no inicio, mdximo e fim
do pico cromatogrdfico pelo detector por arranjo de diodos

(FIGURA 24), demostraram a pureza do pico de patulina.

4.2.2- Incidéncia em Sucos e Frutas

Foram analisadas 65 amostras de sucos de frutas, a saber:
macd (20), uva (17), abacaxi (10), goiaba (6), manga (6), mam&o
(3) e banana (3). Foram analisadas também 24 amostras de frutas,
sendo 15 amostras de magd, 6 de mamdo e 3 de manga (Tabela 18).
Foram escolhidas frutas que, a exemplo da ma¢d, apresentam

manchas pretas quando estragadas.
9

Do total de 95 amostras avaliadas, somente uma de suco de
magd estava contaminada com 17 ug/L. Este teor esta abaixo do
limite proposto para patulina , que & de 50 ug/ L para sucos de
frutas na AlGstria, Bélgica, Franga , Suiga e Suécia e de 20 ug/ L

para alimentos infantis na Tchecoslovaquia (EGMOND, 1989).
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TABELA 18- Incidéncia de patulina em sucos e frutas.

Produto No. de No. de No. de
amostras marcas amostras
analisadas positivas

(Teor)

suco de maga 20 4 1 (17ug/L)

suco de uva 17 4 0

suco de abacaxi 10 3 0

suco de goiaba 6 2 0

suco de manga 6 2 0

suco de banana 3 1 0

suco de mamao 3 1 0

maga 15 - 0

mamao 6 - 0

manga 3 - 0

Total 89 1

As analises foram feitas em duplicatas
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MACHINSKY & MIDIO (1992) analisaram 22 amostras de suco de
macd brasileiras e encontraram duas contaminadas com patulina em

niveis de 8 e 10 ug/ L.

Como teste adicional da confiabilidade do método, foram
analisadas seis amostras de macds deterioradas tendo sido obtidos
teores de patulina que variaram entre 150 a 340 ug/ kg
(TABELA 19). '

Os resultados sugerem que somente magas de boa qualidade
estdao sendo usadas na fabricagdo de suco de magad e dque a
contaminagdo por patulina ndo parece ser problematica nas frutas
€ sucos de frutas da regido de Campinas. Pelas razdes citadas‘
para AFMl, no entanto, o levantamento deve ser continuado por

alguns anos.

4.3- ACIDO CICLOPIAZONICO

4.3.1- Estabelecimento do Método

O método de URANO et alii (1992a) para determina¢do de &acido
ciclopiazénico foi testado em amostras de amendoim e milho
artificialmente contaminadas tendo se mostrado suficientemente
eficiente de forma a ser escolhido para estudar a incidéncia
desta toxina em amendoim e milho. O limite de detecgdo conseguido
foi de 50 ug/kg.
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TABELA 19- Teores de patulina em magd estragada.

Amostra Teor de patulina
(ug/ kg)

198
150
221
267
236
250

O W

nédia - 220

As andlises foram realizadas em duplicata
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Os espectros de absorvancia obtidos pelo detector por
arranjo de diodos no inicio, maximo e fim do pico cromatogréfico
demonstraram a pureza do pico e a identidade do 4&cido
ciclopiazénico (FIGURA 26). A confirmagdo foi também realizada
por co-cromatografia em camada delgada de silica gel ,
utilizando-se varios sistemas de solventes e reagdao com p-

dimetilaminobenzaldeido.

Foram obtidos valores de recuperacdo acima de 85% (Tabela
20), da mesma ordem de grandeza dos citados na literatura
(LANSDEN & DAVIDSON, 1983; LANSDEN, 1984, 1986; URANO et alii,
1992b). Na FIGURA 27 estdo mostrados os cromatogramas
caracteristicos de padrdo de &cido ciclopiazdénico e de Aacido
ciclopiazénico de uma amostra de amendoim contaminado e, na
FIGURA 28, os cromatogramas de uma amostra de milho
artificialmente contaminado com a toxina e de uma amostra de

milho ndo contaminado.

Foi feita a tentativa de se injetar amostra n&do. submetida a
etapa de limpeza em coluna cromatografica porem os cromatogramas
obtidos apresentaram varios picos gque ndo permitiram uma boa
separacdo do acido ciclopiazénico tanto na amostra de amendoim
como na de milho (FIGURA 29).

4.3.2- Incidéncia em amendoim e milho

Foram analisadas 12 amostras de amendoim cru, 16 de produtos
de amendoim (8 amostras de amendoim torrado salgado e 8 de
pacoca), 9 de milho de pipoca, 8 de farinha de milho e 8 de
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FIGURA 26~ Confirmagdo e teste de pureza - espectros de

absorvancia caracteristicos de padrdo de &cido ciclopiazénico (A)
e de uma amostra de amendoim contaminado (B) obtidos pelo
detector de arranjo de diodos, para o dltimo no inicio (2),

médximo (2) e fim do pico (3).
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TABELA 20- Recuperacdo do acido ciclopiazdnico adicionado ao

amendoim pelo método de URANO et alij (1992).

Recuperacgédo (%)
Quantidade adicionada

(ug/kg) Médiad Desvio padrao
100 85,8 8,3
150 88,3 7,9
200 89,5 6,9

8 os valores sio médias de 3 repeticdes em duplicatas para
cada nivel.
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FIGURA 27- Cromatogramas caracteristicos de padrdo de &acido
ciclopiazénico (A) e de uma amostra de amendoim contaminado (B) .
Condigdes cromatogrdficas: coluna Spherisorb ODS-1, 5 um (150X4,6
mm) ; fase mdédvel gradiente linear de 0-4 mM de sulfato de zinco em
metanol 85%; vazao de 1,5 mL/min; detector por arranjo de diodos

a 282 nn.
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FIGURA 28- Cromatogramas caracteristicos de uma amostra de milho

artificialmente contaminado com acido ciclopiazénico (A) e de uma
amostra de milho ndo contaminado (B). Condigdes cromatograficas:

coluna Spherisorb ODS-1, 5 um (155X4,6 mm); fase mdvel gradiente

linear de 0-4 mM de sulfato de zinco em metanol 85%; fluxo de 1,5
mL/min; detector por arranjo de diodos a 282 nm.
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FIGURA 29- Cromatograma obtido de uma amostra de amendoim
contaminado com 4&cido <ciclopiazénico obtido pelo
método de URANO et alii sem a etapa de limpeza.
Condigdes cromatograficas: coluna Spherisorb O0ODS-1,

5 um " (150X4,6 nmn); fase mdvel gradiente linear
0-4mM de sulfato de zinco em metanol 85%; fluxo de

1,5 mL/min; detector de arranjo de diodos a 282 nn.
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fubad, quanto & presenga de &cido ciclopiazénico (TABELA 21). De
um total de 28 amostras de amendoim, o &cido ciclopiézénico foi
detectado em quatro amostras de amendoim cru com niveis entre 150
a 369 ug/ kg (TABELA 22). As aflatoxinas por sua vez, foram
encontradas em 11 amostras de amendoim com niveis entre 8 e 320
ug/ kg, sendo que sete superaram o limite de 30 ug/kg de AFB; +
AFG,, estabelacido pela Legislagdo Brasileira.

Tanto o &cido ciclopiazénico como as aflatoxinas B e G né&o

foram encontradas em amostras de milho e seus produtos.

O nGmero de amostras analisadas ainda é& pequeno para se ter
uma idéia confiavel da co-ocorréncia de &acido ciclopiazdénico e
aflatoxinas em amendoim e milho. A alta incidéncia de aflatoxinas
em amendoim e produtos de amendoim comercializados em Campinas jé&
foi demonstrado anteriormente (SCUSSEL & RODRIGUEZ-AMAYA, 1985 ;
SYLOS & RODRIGUEZ-AMAYA, 1989), bem como a sua baixa incidéncia
em milho (SCUSSEL & RODRIGUEZ-AMAYA, 1986 ; SOARES & RODRIGUEZ-
AMAYA, 1989). Chama atencgado, no entanto, o fato da taxa de
contaminagdo de @&cido ciclopiazénico, observada no presente
trabalho ser bem menor que a constatada no exterior (GALLAGHER et
alii, 1978; WIDIASTUTI et alii, 1988; URANO et alii, 1992b).
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TABELA 21- Incidéncia de &cido ciclopiazdnico e aflatoxinas em
produtos de amendoim e de milho?2.

Produto No. de amostras No. de amostras positivas
analisadas
acido Aflatoxinas
ciclopiazénico

amendoim cru 12 4 5
amendoim torrado 8 0 3
pagoca 8 0 3
milho de pipoca 9 0 0
farinha de milho 8 0 0

fuba 8 0 0
Total 53 4 11

@ analises feitas em duplicata
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TABELA 22- Incidéncia de acido ciclopiazdnico e aflatoxinas nas
amostras positivas.

Concentracdo (ug/ kg)?a

Produto
acido . aflatoxinas
ciclopiazdénico
Bl B2 Gl G2

Amendoim cru

1 150 ND ND ND ND

2 ND 8 ND ND ND

3 245 30 ND ND ND

4 -ND ’ 32 13 ND ND

5 369 40 8 50 ND

6 316 . 55 16 24 22
Amendoim torrado

1 ND 15_ ND ND ND

2 ND 25 10 ND ND

3 ND 31 7 12 ND
Pagoca

1 " ND 35 ND ND ND

2 ND 55 26 38 21

3 ND 118 70 72 60

ND n&o detectado
a anilise feita em duplicata
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5- CONCLUSOES

a) Nenhum dos sais de metais pesados testados no presente
trabalho (acetato de chumbo, acetato de zinco, sulfato de cobre,
sulfato de aménia, sulfato de zinco e carbonato de cobre) provou
ser eficiente na remogdo de interferentes para a determinagdo de

aflatoxina M, em leite e derivados.

b) O uso de coluna cromatogr&fica mostrou-se necessdrio na
remogdo dos interferentes na quantificacdo de aflatoxina M, em
amostras de 1leite e derivados, sendo a silica e silica-C;g os
adsorventes mais adequados. A coluna de celulose revelou-se a

menos eficiente.

c) O método da AOAC para determinagdo de aflatoxina M; por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector por
fluorescéncia e derivados com &acido trifluoroacético apresentou
sensibilidade e especificidade muito maiores que o  método por
cromatografia em camada delgada com quantificacdo por comparagdo

visual. 9

d) A contaminagdo de leite e derivados comercializados na cidade
de Campinas por aflatoxina M; & atualmente baixa, nao

constituindo problema de salde publica.
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e) O método de MOLLER & JOSEFSSON para determinagdo de patulina,
apesar de ter sido introduzido originalmente para triagen,
demonstrou-se adequado do ponto de vista quantitativo, superando
os métodos da AOAC e de SIRIWARDANA & LAFONT, mesmo com
quantificag¢do por CLAE.

f) A contaminagdo por patulina em frutas (magd, mamdo e manga) e
sucos de frutas (magd, uva, abacaxi, manga, goiaba, banana e
mamdo) comercializados na cidade de Campinas n&do parece ser
problematica. A matéria-prima wutilizada para a fabricacdo de

sucos demonstra ser de boa qualidade.

g) O &acido ciclopiazénico ndo parece ser um contaminante natural

do milho e seus derivados comercializados em Campinas.

h) A contaminagdo por &cido ciclopiazénico Jjuntamente com
aflatoxinas B e G pode ser um problema no amendoim e seus

derivados comercializados em Campinas.
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