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RESUMO

A moniliformina € uma toxina hidrossclivel  produzida por cepas de
Fusarium, que age no metabolismo energético inibinde a produgéo de energia. Em animais
de laboratério, a moniliforming demonstrou causar fraqueza muscular progressiva, aflicio
respiratéria, cianose, coma e morte. A moniliformina tem sido encentrada em alguns paises
em cereais. Dentre estes, o mitho tem sido o mais implicado em casos de contaminagéo
por moniliforming, onde tem aparecido sozinha ou acompanhada de oulras toxinas de
Fusarium. No Brasil, ndo sfo conhecidos quaisquer dados sobre a incidéncia de
monififormina em alimentos. A inexisténcia de dados nacionais pode estar ligada ao fato
dos métodos analiticos conhecidos para esta micotoxina serem complexos e de dificil
aplicac&o em laboratérios nacionais. Adicienalmente, reagfes quimicas para confirmagao
da identidade da toxing ndo s30 descritas na literatura.

No presente trabalho, desenvolveu-se e avaliou-se um meétodo analitico
para moniliforming em mitho empregando cromatografia liquida de alta eficiencia. Na
extracdo foi utilizada uma mistura de metanol/agua (95:5). Na etapa de limpeza foram
realizadas duas parlicBes com hexano, seguidas de secagem do extratc em evaporador
rotatdrio a 40 °C, lavagem com acetona e re-suspensdo do residuc em agua . Na etapa
de cromatografia liquida foi utilizada como fase estaciondria, uma coluna de fase reversa
C1ig e como fase mdvel dgua + citrimida (0,035%) + sulfato de zinco (0,05%) / tampo
acetato de sédio (pH=3,5) / metanol, 42-10-48 . A detecgéo teve come hase a absorvancia
do composto a 263 nm. O limite de detecgfo do método foi de 0,33 ng/g e sua
recuperacéo média de 83,9 %. Testes de repetibilidade apresentaram um coeficiente de
variagéo médio de 4,7 %. Reagdes de derivagéo para a moniliformina foram testadas com
a finalidade de confirmar sua identidade e denire estas, obteve-se sucesso com a
metilacao, catalisada por frifluoreto de boro.

O método desenvolvido foi utilizado para analisar dezoilo amostras
representativas de mitho recém colhido e estocado em silos & armazens localizados em
diferentes regifes do Estado de $&o Paulo, cobrindo assim a produgéo comercial de 1992
Quatro amostras de milho provenientes de campos experimentais localizados em
diferentes municipios do Estado foram também analisadas. Adicionaimente, em 1933,
sessenta e oito  amosiras ( 19 de milho para canjica, 24 de miiho para pipoca e 25 de

x4



fuba) comercializados na cidade de Campinas, 5.P., foram examinadas. Moniliformina ndo
foi detectada em nenhuma amaostra,

X



SUI

Moniliformin is a water soluble foxin produced by Fusariun species. The
toxin affects metabolism by inhibiting production of energy. In experimental animals
moniliformin causes respiratory distress, progressive muscular weakness, cyanesis, coma
and death . Moniliformin has been found iin cereals a few countries. Corn has been the
cereal most implicated in cases of contamination by moniliformin. The toxin itself has been
detected either alone or together with other Fusarium mycotoxins. In Brazil there is no
data on the incidence of moniliformin in foods. The reason for that may rest on current
analytical methods. They are found to be complex and of difficult aplication under the
prevailing laboratory conditions in Brazil. Chemical reactions to confirm the toxin identity
have not been reported so far in the literature.

in the present work, an analitical method  has been developed and
evaluated to determine moniliformin by high performance liquid chromatography in corn,
Extraction utilized metanoliwater (85+5). In the cleanup step, two partitions with hexane
were conducted followed by evaporation of the extract to dryness in a rotary evaporator at
40 °C. The residue was suspended with acetone, dried and dissolved in water. The HPLC
guantitation step employed a column Cqg as the stationary phase and water + citrimide
(0,035 %) + zinc sulfate (0,05 %) / sodium acetate buffer (pH= 3,5) / metancl, (42+10+48)
ag the mobile phase. Detection was conducted by measuring of absorbance of the
compound at 263 nm. The detection limit and average recovery were 0,33 ng/g and
83,9 %, respectively. Repeatability, in terms of relative standard deviation (RSD), was
4,7 %, Derivatization reactions were tested with the aim to confirm moniliformin identity
during analysis. Methylation catalised by boron trifluoride proved to be adequate.

The developed method was employed for the analysis of eighteen samples
of corn stored in warehouses and silos jocated in different areas of the State of S&o Paulo
and representative of the commercial harvest of 1892. Other four corn samples collected in
experimentals plots in different locations in the State of 880 Paulo were also analysed in
1992, Sixty eight samples of corn and a comn product { 19 of "canjica” corn, 24 of popcom
and 25 of corn meal) adquired in Campinas markets were examined in 1993. Moniliformin
was not detected in any of the samples.

X



1.0 Introducao

As micotoxinas, por motivo do risco que representam para a saude humana
& animal, tém sido alvo de estudos em diversos paises, No Brasil, ainda s80 escassas as
informagbes sobre a guais toxinas o homem esfd sxposto e em guais alimentos as
mesmas podem ocorrer, pois 0 numere de micoloxinas examinadas até agora foi
relativamente pequeno. De 1881 a 1891, a maioria das investigacbes envoivendo
micotoxinas no Brasil foi relativa & incidéncia de aflaioxinas, principalmante no Estado de
Séo Paulo. Em menor proporgdo, outras toxinas foram investigadas, {ais como ocratoxina,
zearalenona, deoxinivalenol e citrinina {SABINO & RODRIGUEZ-AMAYA, 1294).

O estudo de toxinas de Fusarium vem despertando interesse mundialmente
a partir do surto de aleucia toxica alimentar (ATA), ocorrido em 1972, devido & presenga de
toxina T-2 em painco e outros gréos (UENO, 1983). Espécies de Fusarium infestam as
culturas no campo e durante o armazenamento, e também  produtos alimenticios
destinados ao consumo humano. A moniliformina € uma foxina produzida por cepas de
varias espécies de Fusarium (THRANE, 1989). Trata-se de uma toxina altamente toxica
que age inibindo a producio de energia. A moniliformina causa, fraqueza muscular
progressiva, aflico respiratéria, cianese, coma e morte (KRIEK et alii, 1977). Esta toxina
tern sido encontrada em outros palses, em uma ampla variedade de cereais, isoladamente
ou am conjunto com outras toxinas de Fusarium (FARBER et alii, 1988).

No Brasil, nao existem dados sobre a incidéncia da moniliformina em
alimentos, e os métodos até agora desenvolvidos para a determinagéo desta toxing, s@o
complexos e de dificil aplicagdo em laboratbrios nacionais. Tais metodos utilizam
cromatografia liquida de alta eficiéncia com etapas de limpeza de alto cuslo e fases
méveis que causam rapida degradacdo das partes do instrumento (bombas e colunas).
Torna-se importante um enfoque analitico mais simples & menos agressive com relagao
ao instrumento, de baixo custo e portanto de facil aplicagéo.

O milho, Zea mays L., por sua vez, tem sido o cereal mais envolvido em
casos de contaminagdo por Fusarium, principalmente Fusarium moniliforme {(MARASAS et
alii, 1679; 1981; MUNOZ et alii, 1990).



A partir deste guadro, os cobjetivos estabelecidos para o presente frabalho
foram:

1. Desenvolvimento de uma metodolegia analitica simples e de facil
aplicacgo em laboratdrios nacionais para a detecgdo e quantificacdo da moniliformina .

2. Verificar a incidéncia desta micotoxina em milho recém-colhido produzido
no Estado de S&o Paulo.

3. Verificar a incidéncia de moniliformina em amostras de fuba, mitho de
pipoca e mithg canjica, comercializados na cidade de Campinas-SP.



2.0 Revisdo Bibliografica

2.1 Histdrico

Em 1873, Cole et alii descobriram um isolado toxigénico de Fusanum
moniliforme Sheldon durante triagem de rotina para detecgdo de cepas toxigénicas de
Helminthosporium maydis em sementes de milho danificado e naturalmente infectado. A
cepa [solada demonstrou produzir uma foxina soltvel em &gua capaz de causar a morte de
frangos de um dia e de influir na regulacdo e crescimento de plantas, além de possuir
afeitos fitotoxicos. A obtengdo de dados fisicos e gquimicos sobre essa toxina e
comparacdes com as toxinas de Fusarium conhecidas na época, F-2 e T-2, sugeriram que
o composto encontrado possuia efeitos téxicos em plantas e animals, o qual fol designado
com o nome de moniliformina (Figura 1){COLE et alii, 1273).

% O
\ / R=H : Acidolivre PM= 98,0081

R=Na: Salsédico PM=1195,9823

R=K : Sal potassico PM = 136,0845

H O-R

Figura 1 - Estrutura basica da monitiformina ( 1~ hidroxiciclobut-1 -2no-3,4 diona).



2.2 Caracteristicas Fisicas e Quimicas

Os primeiros estudos realizados por COLE et alil {1973) sobre as
caracteristicas fisicas & quimicas da moniliforming envolveram andglise elementar,
especiroscopia no ullravioleta e no infravermetho, espectrometria de massa e ressonancia
magnetica nuclear,

A andlise elementar indicou a formula empirica  Cg Hzg Os.g .
demonstrandoe a auséncia de nitrogénie, fosforo, enxofre ou cloro, e que posteriormente foi
confirmada ser  Cq Ho Q3. O espectro obtido por espectroscopia no ultravicleta possui
maximos de absorgdo a 229 e 260 nm em metanol (Figura 2} e sob condigdes acidas néo
se observou deslocamento no especiro de absorgéo, indicando a auséncia de grupos
hidroxila fendlicos (COLE & COX, 1881). Os valores de absortividade molar para a
monitiformina de 19100 Lmollcm A{Ho0)mayx 229 nm, 5800 L/molicm (L (HoO)max
280 nm e 4700 Limollem (A (MeOH)may 260 nm e pKa de 1,70 foram determinados por
STEYN et alii (1978). A toxina apresentou absorgdo no infravermelho a 3570, 3370, 3300
e 3130 cm 1, sugerindo diferentes grupos hidroxila e também a 1775, 1705, 1675, 1600,
1100 e 840 cm -1 Em especial, a absorgéo a 1600 cm 1 indicou a presenca de funcéo
carboxilato na molécula, mostrande que a molécula estd na forma de sal. Na andlise por
sspectrometria de massa com 0 uso de ionizagdo de impacto eletrénico ou ionizacéo
quimica, os dados obtidos n&o foram satisfatérios devido & baixa volatilidade do composto
e da sua instabilidade, sugerindc a forma de sal para a molécula. O espectro de
ressonancia magnética nuclear da toxina em solugdo de dimetilsulfdxido- dg  mostrou um
singlete agudo ( inalteravel com Do0j a § 8,23 (COLE & COX, 1881),

Nos estudos de SPRINGER et alit (1974), Gibberella fufkurol produziu
moniliformina na forma de sal de potassio e Fusarium monififorme na forma de sal de
sodio. Trabalhos de andlise estrutural por raio X mostraram claramente que 2
moniliformina  cristalina  era composta pelo anion do  1-hidroxiciciobut-1-eno-3,4
diona, pelo cétion potassio e duas moléculas de agua de cristalizaggo. O acido livre,
também encontrado como &cido semi-esquérico, havia sido antericrmente sintetizado por
HOFFMAN et alii 1971( citado por SCOTT et alii, 19872) e sua estrutura & incomum para
um produto natural devido ao anel de quatro carbonos (Figura 1).



229

L_2Z2Pyunsngr

VAN

COMPRIMENTO DE ONDA (nm}

Figura 2 - Espectro de absorcdo da moniliformina com méximos de absorgdo a 229 e
260 nm.

Estudos sobre a estabilidade da moniliformina indicaram que o sal de
potassio da moniliformina € moderadamente estavel em gréo de mitho’e {rigo mantidos a
temperatura ambiente. Apés 6 dias, s&o detectadas apenas 88 -77% da toxina.
Entretanto, aquecimento a 50 °C produz perda similar de moniliformina em 2 horas e a
altas temperaturas (100 e 150° C ) somente 38% permanecem no mitho e 15-22% no rigo
apds 2 horas. O sal de potassio da toxina é instavel quando aquecido a 150° C (SCOTT et

alli, 1986;1987b).

Devido a instabilidade do acido livre em agua e metanol, o mesmo nao deve
ser utifizado como padrdo (SCOTT et alii, 1987b). Na Tabela 1 s&o indicadas a
solubilidade e a estagbilidade da moniliformina em varios solventas.



Tabela1- Estabilidade e solubilidade da moniliformina (1 mg/mL em vérios solventes).!

SOLVENTE ACIDO LIVRE
Metano! Instavel.
Etanol insiavel.

Agua instavel.
Acetlona [nstévei.
Acetonitrilo Estavel (2 meses).
Cloreto de Parcialmenie soltvel.
metileno

1 - 8COTT et alit (1986).
nd- Informac&o ndo disponivel.

Soldvel Estavel 2 Meses a
22°C ou 1 hora a 65°C.

nd
Soldvel e estavel

N&o completamente sollvel;
necessiia da adicdo de
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2.3 incidéncia ¢ Microorganismos Produtores

A moniliformina foi primeiramente encontrada na forma de sal sddico em
isolados de sementes de mitho danificado, naturaimente infectadas por cepas de Fusarium
moniliforme Sheldon (COLE et alii, 1973). Estas cepas, no decorrer dos estudos de
SPRINGER et alii (1974), pararam de produzir a ioxina e foram substituldas pela
Gibberella fujikuroi { estagio perfeito de Fusarium moniliforme) ATCCH#I12763, que produzia
a toxina na forma de sal de potassio.

A moniliformina foi produzida a partir de uma cultura pura de Fusanium
monififorme Sheldon var subglutinans, encontrado em milho mofado proveniente de
Transkel {(Africa do Sul), com rendimentos de 9,7 , 11,3 e 6,1 gramas de toxina por
quilograma de substrato inoculado crescido em mitho (KRIEK et alii, 1877),

Foram obtidos de 3 isolados, Fusarium moniliforme ATCC 12783, MRC
B15 e Fusarium moniliforme var. subglutinans MRC 115, rendimentos de meniliformina de
2 -18 g/kg de cultura de mitho (STEYN et alii, 1978). RABIE et alii {1978), identificaram a
moniliformina como um metab6lito de Fusarium fusarioides, pois as cepas desla espécie
obtidas de amendoim e peixe seco (Mogambigue), solo (Pagquistdo) e paingo (Sudoeste da
Africa) produziram em culturas de laboratério de 200 a 840 mg de moniliformina por
guilograma de substrato.

Fntre 23 isolados téxicos de Fusarium moniliforme var subglufinans, 16
produziram moniliformina de 120 a 1170 mg/kg de cultura, enquanto que dos 14 isolados
téxicos de Fusarium moniliforme nenhum produziu a toxina{MARASAS et alif, 197%a). A
maniliformina também foi produzida por cepas de Fusarium avenacium e de Fusarium
oxysporum com rendimentos variando de 2 a 760 mg/kg e 1,150 mg/ky, respectivamente
(MARASAS et alii, 1979b). A cepa de Fusanum moniliforme NRRL 6322 ( BURMEISTER
et alii, 1080a; 1980b; ALLEN et alii, 1881) em cultura produziu 600 myg de moniliformina por
quilograma de substrato (BURMEISTER et alii, 1978). A moniliformina foi produzida por 1
entre 4 isolados de Fusarium avenaceum.

Faoram realizadas culturas em milho & arroz e o0s rendimentos de
moniliformina obtidos foram de 240 e 1210 mg/kg, respectivamente. Um entre trés



isolados de  Fusarium moniliforme var. subglufinans produziu & foxina, apresentando
niveis de moniliformina em culturas de milho e amroz de 365 e 545 mgikg
respectivamente (BOTTALICO et alii, 1882;1984). RABIE et alit. (1982), relataram que em
culturas sobre mitho autoclavado empregando diversas espécies de Fusarium {(Fusarnum
acuminatum, Fusarium avenacium, Fusarium condolor, Fusarium equiseti, Fusarium
fusarioides, Fusarium moniliforme, Fusarium moniliforme var. subglutinans, Fusarium
oxysporum € Fusarium semitectum) foram encontrades rendimentos de 0,005 a 33,70
gramas de moniliformina por quilograma de cultura. A toxina tambem foi encontrada em
aspigas de milho incculados no campo a niveis de 0,65 mgfg.

Foi registrada pela primeira vez a ocorréncia natural da moniliformina
somente em 1982, Em uma amostra de milho mofado, proveniente do Transkei, Africa do
Sul, foi detectada numa concentracdo de 16 mg/kg. Dessa mesma amostra, foram
solecionadas manualmente as sementes visivelmente infectadas por Fusarum, e a
concentracdo de moniliformina foi de 25 mglkg. As espécies de Fusarium encontradas
foram Fusarium graminearum, Fusarium moniliforme e Fusarium moniliforme var.

subglutinans { TRIEL et glii, 1982).

A moniliformina foi também produzida em diferentes cereais (milho, arroz,
centelo, avela, cevada e trigo) inoculados com Fusarium monififorme, Fusarium OXysporum
e Fusarium avenaceum em niveis que variaram de 0 a 0,4 mg/g de cultura (JANSEN &
DOSE, 1984). Em estudos realizados por MARASAS et alii (1888), 149 isclados de
Fusarium { 58 de F. moniliforme, 8 de F. proliferatum, 59 de F. subglutinans, 8 de F.
anthophilum, 1 de F. succisae e 15 isolados de uma espécie de Fusarium de identidade
incerta) foram inoculados em milho autoclavado e as culturas foram analisadas quanto a
producéo de moniliformina. Noventa desses isolados  produziram toxina em nivels que
variaram de 5 a 19300 mg/kg 13 isolados de F. moniliforme (60 - 2100 mgfkg), 8 de F.
profiferatum (10 - 293 mglkg), 48 de F. subglutinans (& - 11300 mg/kg), 6 de F. anthophilum
(450 - 1100 mg/kg) e 15 isolados da espécie de Fusarium de identidade incerta (2300 -
19300 mog/kg).

Contaminacdo natural foi também descrita em 25 de 58 amostras de
mitho ( 24 amostras continham < 0,65 ug/g ) na Republica Federat Alema por THALMANN
et alii (1985). THIEL et alii (1986) nos Estados Unidos (Pensilvania), relataram, pela
primeira vez, a ocorréncia nhatural da moniliformina em conjunto com a Fusarina C em
milho, A amostra de mitho estava associada & uma epidemia no campo de



leucoencefalomalécia em cavalos e apresenfou uma concentracfo de {oxinag de 2,82
mg/kg € o confaminante fungico predominantemente encontrado  fol o Fusanum
maonififorme,

Os estudos de Lawprecht et alii (1986), introduziram  a relacdo de fontes
fungicas de moniliformina, a espécie Fusarium reticulatum, que juntamente com Fusarium
avenaceum, Fusarium equisetli, Fusarium graminearum € Fusarium  acuminatum
produziram moniliformina em culturas em niveis de 20 a 4800 mg/kg.

Isolados fungicos provenientes de uma ragdo para suinos foram
examinados quanto a capacidade de produzir micotoxinas. Oilto isolados de Fusarium
moniliforme var. subglutinans produziram somente a moeniliformina (51-540 pg/g de cultura
de miho) e oito isolados de Fusarium monififorme ndc produziram guantidades
detectaveis de nenhuma toxina pesquisada { moniliformina e zearalencna). Nas amosiras
da racdo ndo foi detectada a moniliformina (VESONDER, 19886).

SCOTT et alif, (1987a) relataram duas novas espécies de Fusanum
(Fusarium sporotrichioides e Fusarium culmorum) como produtoras de  moniliforming em
culturas de arroz em niveis de 2,7 a 182 ug/g de cultura.

Em um levantamento, realizado no Canadé com 24 amostras de trige, 4 de
centeio @ 12 de milho, a moniliformina foi somente encontrada em 2 amostras de mitho
(0,06 e 0,2 ngl/g). A moniliformina também foi detectada em uma amostra de milho
artificialmente danificado (0,2 pg/g) e em sementes de milho selecionadas que foram
incculadas no campo com Fusarium subglutinans e Fusarium monififorme { 50 uglg € 0,5
uofg | respectivamente){(SCOTT et alii, 1887D).

Vinte e oito isolados canadenses de Fusarum, obtidos de cevada, mitho e
trigo, foram testados quanto & habilidade de produzir a moniliformina. Entre 7 isolados de
Fusarium moniliforme, 2 produziram a moniliformina em niveis de 4,5 a 31,0 ug/g. Por sua
vez, dos 15 isolados de Fusarium subglufinans, 11 produziram a toxina (1,4 a 165,2 ng/g)
e nenhum dentre 7 isclados de Fusarium graminearum  produziu a moniliformina.
{FARBER et alii, 1988).

Em levantamento realizado por SQHARMAN et alii (1891), a moniliformina foi
detectada em 36 amostiras de mitho comercializados no Reino Unido em niveis de 0,05 &



0,25 mg/ikg e em niveis de 0,05 a 3,16 mg/kg em 64 amosiras de produtos de mitho,
provenientes de dez paises diferentes .

2.4 Mecanismo de aglo e toxicidade

A toxicidade da moniliformina em animais fol primeiramente demonstrada
em frangos de 1 dia, através de ensaios biotdgicos por entubamento do papo, obtendo-se
valores de dose letal média (DLgg) de 4,0 mg/kg de peso corpdreo. Os frangos exposlos a
500 pg e 250 pg de moniliformina que sobreviveram duas horas apés © ensaio,
apresentaram lesfes  histoldgicas, ascite com edemas do mesentério, pequenas
hemorragias no proventriculo, moela, intestino pequeno, intestino grande e pele. Ja os
frangos que morreram dentro de 2 horas apds a exposico n&o apresentaram lesbes
(COLE et alij, 1873).

Estudos com plantas demenstraram gue a moniliformina influj na regulagao
do crescimento @ que possui efeitos fitotéxicos, Plantas de tabaco e milho foram testadas e
apresentaram necrose e clorose internervural, sendo estas mais severas em mitho (COLE
et alii, 1973).

Frangos de um dia foram expostos & moniliformina através de entubacéo do
papo, obtendo-se DL 5g de 5,4 mg/kg de peso corpbreo, um valor um pei}co mator gue o8
40 mglkg relatado por COLE et alii (1973).0s frangos de um dia sobreviventes nao
apreseniaram sintomas adversos durante o periodo de observacgéo (BURMEISTER et alii,
1979). .Em adicdo a sua toxicidade a plantas e franges de um dia, a moniliformina provou
ser extremamente toxica a patinhos com Dlgg oral de 3,68 mg/kg, a camundongos, com
DLgg oral = 50,0 & 41,57 mg/kg, para machos e fémeas, respectivamente { KRIEK et
alii, 1977 ), e para ratos com DlLsg = 24 mg/Kg, por via intraperitonial (FARB et alii,
1976). Ensaios de toxicidade foram executados em ratos, frangos, embrides de galinha e
pele de rato. Os ratos foram dosados intraperitonealmente com solugdes aquosas estereis
de monififormina obtendo-se valor de DL 5p de 29,1 e 20,9 mg/kg de paso corpodreo para
machos e fémeas, respectivamente. Os ratos que sobreviveram a toxina néo apresentaram
sintomas de efeitos adversos. Os embrides de galinha foram inoculados através do saco
de ar do avo e apresentaram DL 50 de 2,8 uglovo, verificando-se também a auséncia da
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manifestacdo de efeitos teratogénicos em grandes quantidades nos embrides
sobreviventes ao ensaio (BURMEISTER et ali, 1978).

KRIEK et alii (1977), observaram que os sinais clinicos da toxicidade da
moniliformina em ratos e patinhos eram caracterizados por fraqueza muscular progressiva,
aflicdo respiratdria, cianose, coma e morte. Estes sintomas ocorreram dentro de uma hora,
no caso dos patinhos, e trés horas, nos rates. Todos 08 animais que nac morreram neste
perfodo recuperaram-se completamente dentro de 12 horas. ObservagGes histopatologicas
nos ratos que receberam moniliformina ndo revelaram mudangas caracleristicas nos
tecidos, e sim muitas variagbes degenerativas gerais e necrose no figado, rins, miocardio,
giéndula adrenal e pancreas.

A acéo bioclégica extrernamente répida da moniliformina, bem como sua alta
toxicidade, motivou THIEL (1978), a elaborar estudos para localizar seu sitio e modo
bioquimico de agfio. O autor concluiu que o efeito téxico da moniliformina é devido a
inibicdo da incorporagdo do piruvato no ciclo do écido tricarboxilico, blogueando a
conversdo do piruvato & acetil coenzima A. Esta etapa do metabolismo utiliza oxigénio
devido a oxidacio do NADH formado na reagdo. Como a oxidagac de todos os substratos
precedentes do succinatc na sequéncia  normal do ciclo do acido tricarboxilico fol
dirinuida 50 % com concentragdes menores que 10 uM de moniliformina, os substratos
posteriores do succinato ( fumarato e malato), necessitavam concentragbes muito altas de
moniliformina para atingir 50 % de inibico, obteve-se uma indicag@o que a moniliformina
exerce uma inibicdo seletiva da oxidagéo do alfa-cetoglutarato. GATHERCOLE et ally
(1986) investigaram o mecanismo da inibigdo do complexo piruvato desidrogenase de
coragdo bovino pela moniliformina, atraves de monitoracéo do efeito da toxina sobre 0s
componentes individuais do complexo piruvato desidrogenase e foi verificado que a
moniliformina age somente sobre a enzima piruvato desidrogenase. {Figura 3).
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metabolismo energético.
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A moniliformina ndo exerceu efeito inibitdric sobre a sintese proleica de
reticulocitos de coelho (UENO & SHIMADA, 1974) e nao apresentou efeito toxico sobre a
formacdo ou funcdo dos lisossomos em figados e rins de camundonges (FARB et alif,
1976)

WEHNER et alii {1878} testaram a mutagenicidade de oifo toxinas de
Fusarium, inclusive a moniliformina, através do teste de Ames, com resultades negativos

para a uitima,

Em 1980, BURMEISTER et alii executaram um estudo para determinar o
efeito de altas concentracdes da toxina na aceitacdo, ganho de paso e sobrevivéncia em
ratos, por um periodo de 21 dias. Os resultados revelaram que ratos podem sobreviver
sem aparente enfermidade, quando expostos a doses didrias de moniliformina proximas
ou maiores que a respectiva DL gp.

2.5 Metodologia Analitica

As metodologias desenvelvidas para detecgdc e guantificacdo de
moniliformina em cereais { especialmente mitho } séo constituidas por etapas basicas
variando somente os solventes, adsorventes, colunas cromatograficas e fases moévels
empregados { COLE et alii, 1973; RABIE et alli, 1978, 1982, THIEL et alii, 1882,1986;
SHARMAN et alii, 1291}, :

Os métodos até agora propostos envolvem uma etapa de exiragdo que
emprega um Unico ou uma combinacdo de solventes extratores utilizande agitagdo
(agitadores ou liquidificadores) ou exiracéo por Soxhlet { COLE et alii, 1973, STEYN et
alii, 1978; BURMEISTER et alii, 1879, FARBER et alii, 1988; THIEL et alii, 1982, 1886,
SCOTT et alli, 1987b; FARBER alii, 1988).

Colunas cromatogréficas de troca idnica (COLE et alii, 1973; STEYN et ali,
1978; RABIE et alii, 1978;1982; KAMIMURA et alli, 1881; THIEL et alii, 1982) ou de fase
reversa ( SHEPHERD & GILBERT, 1988; SCOTT et alii, 1987b; FARBER et alii, 1988,
SHARMAN et alii, 1991) tém sido amplamente empregadas na purificacéo e limpeza dos
extratos. '
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Numa etapa adicional, alguns métodos utilizam o desengorduramente do
exirato com particBo em sclventes apolares, principalmente o hexano ( RABIE et alii,
1978 1982; SCOTT et alii, 1987h; FARBER et alii, 1988, SHARMAN et alii, 1981).

Nos métodos envolvendo cromatografia de camada delgada, o adsorvente
de escolha é a silica-ge! 60 e os sistemas de solventes s&o constituidos de variadas
combinacbes de solventes, tais como: metanol, cloroférmio, toluenc, acetona, acido
acético e acido formico. Os agentes reveladores utilizados séo a ninidring, 0 2,4 DNP (2.4
dinitrofenithidrazing) e o MBTH (3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona){ COLE et ali,
1972 STEYN et alii, 1978; RABIE et alii, 1978, BURMEISTER et alii, 1879, KAMIMURA et
alii. 1981; ABBAS et alli, 1984; JANSEN & DOSE, 1884, VESONDER, 1986; FARBER et
alii, 1988).

O emprego da cromatografia liquida de alta eficiéncia  envolve
cromatografia de troca ibnica (THIEL et alii, 1982, 1986, RABIE et alii, 1982) ou
cromatografia por pares de fons { THIEL et alfil, 1982; 1886, SHEPHERD et alii, 1986,
SCOTT et alii, 1987b; FARBER et alii, 1988; SHARMAN et alii, 1981), empregando fases
mbvels contendo sais.

2.5.1 Extracao.

Os solventes mais utilizados nas etapas de extragBo propostas pelas
metodologias existentes tem sido o metanol, o acetonitrilo e a agua ( COLE et alii, 1973,
STEYN et alii, 1978, BURMEISTER et alii, 1979; FARBER et alii, 1988; THIEL et alii,
1982, 1986).

A extragdo com metanol puro { COLE et alii, 1973; STEYN et ali, 1978;
BURMEISTER et alii, 1979) ou combinagdes de metanot ¢ agua em proporgies variadas
(95:5, 80:20, 50:50) tém sido empregadas por diversos autores ( KAMIMURA et alii, 1981,
RABIE ef alii, 1978,1982; ABBAS st alii,1984). A exscugéo de uma elapa anterior a
extrac&o com metanol empregande cloroformio, foi utilizada por RARIE et alii (1978,1982)
e VESONDER (1988). JANSEN & DOSE (1984), usaram, na etapa inicial, duas extracBes
com diclorometano seguida de uma extragéo com metarniol,
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THIEL ef afii (1982, 1986) empregaram a agua como solventa e
SHEPHERD & GILBERT (1986} utilizaram agua e TBAH (hidréxido de tetrabutilaménia). O
TBAH & uma substéncia que age como par iénico e & aplicavel na analise de compostos
de carater i0nico. Algumas micoloxinas possuem tal carater, como, por exemplo, acido
tenuazdnico, acido ciclopiazdnico e ocratoxinas. O acetonitrilo tem sido empregado como
solvente extrator na forma de solvente puro {(FARBER et alii, 1988) ou de forma combinada
com agua (95:5) (SCOTT et alii,1987b; BOSCH et alii, 1889, SHARMAN et alii, 1891).

25,2 Limpeza.

Colunas cromatograficas de froca idnica tém sido empregadas, em algumas
metodologias, na etapa de purificagdo do extrato (COLE et alii, 1973; STEYN et alii, 1978,
RARIE et alii, 1978;1982; KAMIMURA et alii, 1981; THIEL et alii, 1982), devido ao fato da
moniliformina ser uma toxina hidrossoltivel encontrada na forma idnica (SPRINGER et

alii, 1974).

STEYN et alii (1978) evaporaram completamente o exirato em evaporador
rotatério e o residuo foi extraido duas vezes com agua e centrifugado apts cada extracgo.
O extrato aquoso foi aplicado numa coluna de troca idnica (anidnica) Bio-Rad AG1-X2
(convertida na forma hidroxilica) e eluido com &gua, seguido de um gradiente de
concentracéo de cloreto de sédic 0a 2 M. Fase m@vel semelhante foi empregada sobre
uma coluna Dowex 1X8 (na forma de CI) na eluigéa do extrato (RABIE et alii, 1978).
Purificacdo envolvendo eluicdo do extrato em coluna Amberlite XAD-4 com agua, adicdo
de eianol ao eluato, evaporacdo da solugBo, ressuspensg@o do residuo em metanol-
acetona (1:3) seguido de filtragfo, nova evaperacéo e dissoluc@o do residuc em metanol
foi o procedimento utilizado por KAMIMURA et alii (1881).

BURMEISTER et alii {1979), re-suspenderam o extrato seco em metanol a
quente e precipitaram as impurezas com acetona. THIEL et alil (1982), apbs extragio
centrifugaram o exirato e filtraram o sobrenadante em filtros de 0,45 um de didmetro de
poro, obtendo um extrato aquoso para aplicagao direta no cromatografe a liquido. Uma
etapa alternativa foi realizada empregando a pré-purificacéo desse extralc com uma
coluna cromatografica DEAE-Sephadex A-50,- utilizando como fase movel acetato de
ambnia 0,1M. O eluato foi liofilizado e dissolvido em agua para aplicacao no cromatagrafo.
O extrato pré-purificado teve baixa recuperagio guando analisado por CLAE.
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SHEPHERD & GILBERT (1986) trataram o extrato aquosc com celile,
filtraram e submeteram & cromatografia em coluna de Amberlite IRC 50, Apods descarte dos
50 primeiros mbL do  eluato, elufram os 30 mlL seguintes, juntamenie com
TBAH (tetrahidroxibutilamonio) através de uma coluna de fase reversa Cqg. O eluato foi
evaporado, ressuspenso em diclorometano, transferido e evaporado novamente para ser
dissolvido em acetonitrilo e solugédo de cloreto de sédio & entdo aplicado no cromatoégrafo

& liquido,

COLE et alii {1973) empregaram uma coluna cromatografica Sephadex
LH-20 e, através de eluicBes sucessivas com metanol, purificaram o extrato para posterior
utilizacdo em ensaios bioldgicos ou aplicacio em camada delgada.

O emprego de coluna cromatografica com fase estacionaria de octadecilsilil
(Baker SPE Cqg) ulilizando dgua como fase movel foi introduzida por SCOTT et alil
(1987b). O eluato do tratamento anterior, apds evaporago fof passado por uma coluna de
alumina. Procedimento semelhante foi empregado por FARBER et alii (1988). SHARMAN
et alii (1991) utilizaram uma coluna de fase reversa conectada com uma coluna de troca
idnica (C1g e SAX) empregando como fase moével metanol, agua e acido fosforico na

gluicdo da amostra.

Outros autores tém favorecido o desengorduramento com particdo entre o
extrato metandlico e hexano especialmente para amostras de mitho (RABIE et alii, 1978;
1982 SCOTT ef alii, 1987;FARBER et alii, 1988). SHARMAN et alii (1991) empregaram
hexano para cereais, inclusive mitho. JANSEN & DOSE (1984) usaram ciclohexano para o
desengorduramento de milho, arroz, centeio, cevada, aveia e frigo.

2.5.3 Cromatografia de camada delgada {(CCD}.

As metodologias analiticas propostas para CCD utilizam como adsorvente a
silica-gel 60 e as fases modveis empregam combinagbes de : cloroférmic-acido acético-
metanol 3:3,5:0,5 (COLE et alif, 1973), acetona-agua 92:8, metanoil-cloroférmio 4.6
(STEYN et afii, 1978); 1-butanol-acido acético-metanol 4:1:5 (RABIE et alii, 1978); toluenc-
acetona-metanol 5:3:2 (BURMEISTER et alii, 1978); cloroférmio-metanol 93-7
KAMIMURA et afii, 1981) e cloroférmio-metanol-dcido férmico 70:30:0,16 { FARBER et alii,
1988).
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A visualizagdo das manchas correspondentes a moniliformina em CCD em
fase normal foi possivel devido a aplicacdo de agentes reveladores seguidos de
aquecimento (COLE et alii, 1973; STEYN et alii, 1978; RABIE et alii, 1978, KAMIMURA &t
alii, 1981, ABBAS st alii, 1984; JANSEN & DOSE, 1884; VESONDER, 1986, FARBER et
alii, 1988). A aplicagéo de ninidrina foi realizada por COLE et alii (1873) e STEYN et alii
(1978), ambos utilizando 0,1% de uma solugdo metandlica seguida de aquecimento a 100°
C por 15 a 20 minutos.

QO revelador 24 DNP (2, 4 dinitrofenithidrazina) foi empregado em
concentracdes variadas: 1% em acido sulfdrico 6N (STEYN et alii, 1978); 0,32% em écido
cloridrico 2N { KAMIMURA et alii, 1981, ABBAS et alii, 1984). A utiiizagdo do MBTH
{clorohidreto de N-metil-2-benzotigzolon-2-hidrazona ) em metanol como agente revelador
foi introduzida por JANSEN & DOSE (1984} que utilizaram solugdo a 1% em metanol.
FARBER et alil (1988) aplicaram 0,5% MBTH em metano! para visualizacdo da mancha
referente a moniliformina em placas de silica-gel 60.

Algumas metodologias empregam placas de silica-gel com indicador de
fluorescéncia (BURMEISTER et alii, 1979, KAMIMURA et alii, 1981) e g visualizagéo das
manchas & possivel através de luz uliravioleta a 254 nm, sem necessidade de agenies
reveladores,

KAMIMURA et alii (1981), apéds limpeza e purificag@o prévia da amoslra,
realizaram uma reacao de derivagdo envolvendo dissolugédo do extrato evaporado em 2 mlL
de solucdo de 2,4 DNP, manutengdo em banho a 50 °C por aproximadamente duas horas,
até reacdo completa, seguida de adigfo de dgua e particBo com cloroférmio. A fase
clorofdrmica juntou-se sulfato de sédio anidro, seguide de filtrag8o, evaporagac e re-
suspensao em acetona para aplicagéo na placa cromatografica, a qual foi quantificada por
densitometria g 480 nm.

2.5.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE}.

A partir de 1982, CLAE passou a ser utilizada para detecgéo e quantificag@o
de moniliformina ( THIEL et alii, 1982, 1986; RABIE et alii, 1982; SHEPHERD & GILBERT,
1986; SCOTT ef ali, 1987b;, FARBER &t alii, 1988, SHARMAN et alii, 1991). S&o
empregadas colunas cromatograficas de fase reversa envolvendo mecanismos de troca
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ionica (THIEL et alii, 1982, 1986, RABIE et alii, 1982) e por pares de jons {THIEL et alij
1982; 1986, SHEPHERD & GILBERT, 1986, SCOTT et alii, 1887b; FARBER et alii, 1988;
SHARMARN et alii, 1991).

2.5.4.1 Cromatografia de troca idnica em CLAE.

A utilizacBo de uma coluna trocadora anidnica  (Partisl 10 5AX) e fase
mével de 0,01 M de fosfato monobéasico de sodio {(pH=50) com fluxo de 1,0 mi/min
permitiu a separacdo da moniliformina dos interferentes da amostra e sua confirmacgac foi
realizada através de fortificacdoe (THIEL et alii, 1982; 1986). RABIE et alii (1982) utilizaram
o mesmo tipo de coluna com fase mdvel de 0,01 M de fosfato monobésico de sddio
(pH=5,0) com vazéo de 1,0 mL/min e obtiveram um tempo de retengdo de 89,7 min para a
moniliformina. O limite de deteccdo da moniliformina pura foi de 1 ng e, na amostra, devido
aos interferentas, foi de 1 mg/kg.

2.5.4.2 Cromatografia por pares de ions em CLAE.

A técnica de cromatografia de ions emparelhados utilizada por THIEL et alil
(1982; 1986) sobre coluna de fase reversa { Nucleosil 10 C4g ou pBondapack Cig)
utilizou como fase movel 0,1 M de tampéo fosfato de sddic (pH=7,0; 0,006 M de sulfato
monoacido de tetrabutilaménio;8%metanol) ou o reagente PIC-A (Cromatografia por pares
de fons - Waters Associates) em 8 ou 20% de metanol, sob vazéo de 1,0 mU/min. Essa
técnica mostrou um pico da moniliformina com uma methor resolugo que o  obtido
utilizando cromatografia de froca idnica,

RABIE et alii (1982) obtiveram um limite de detecgio da moniliformina de
1 mglkg, com tempo de retengéo de 9,4 min utilizando uma coluna Bondapack Cqg e fase
mével semelhante a empregada por THIEL et alii (1982).

A moniliformina foi eluida em 7.7 min em uma coluna de fase reversa
Spherisorb QDS com detector ultravioleta a A= 260 e 228 nm e fase movel de acetonitrilo -
10 mM TBAMP(fosfato dihidrogénic de tetrabutilaménio) 2575 & vazdo de 1,0 mi/min
(SHEPHERD & GILBERT, 1986). A toxina tambem foi detectada com tempo de retencéo de
& 2 - 6,7 minutos numa coluna Ultra Techsphere utilizando 10% de acetonitrilo em 4 mM de
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hidroxido de tetrabutilamdnio e fosfato dihidrogénio de potassio 11 mM com detecgdo a
228 nm em metodologia propoesta por FARBER et alii {(1988),

SCOTT et alii (1987h) diluiram 10 mbL de uma solucdo de pares 1Gnicos
(composta de 48 ml de uma solugdo aquosa a 40% de hidroxido de tetrabutilamdnio
misturada g 100 mi. de fosfato dihidrogénio da potassio com pH=7,3) para um litro com
uma solugdo aquosa de metanol 10-15%. Os mesmos autores  utilizaram a solugdo final
como fase movel sobre uma coluna Cqg de fase reversa Ultra techsphere ODS na vazao
de de 0,8 ou 1,0mi/min, obtendo tempo de retencdo proxime de 10 minutos. Uma oulra
fase movel foi elaborada utilizando solugfes de acetonitrilo/agua (10-15%). Neste caso, a
sensibilidade do método e a separacdo dos interferentes foram melhores que com a fase
mavel contendo metanal. Os limites de deteccdo foram de 0,01 pglg para mitho e 0,02 p
afg para trige com detector a 229 nm e de 0,11 ugfg para mifho e 0,12 pg/g para trigo com
detector a 254nm e acetonitrilo na fase movel. Utilizando metanol na fase movel, os limiles
foram para milho de 0,02 pg/g a 229 nme 0,18 pg/g a 254 nm.

O emprego de uma fase mdvel contendo 10 mb de uma solucdo composta
por 50 mb de 40% de hidréxide de tetrabutilamdnio em agua misturada a 100 mL de fosfato
dihidrogénio de potéssio 1,1 M, diluido em um litro de acetonitrilo-agua 15:85, em conjunto
com detector a 228 nm e coluna Phenomenex ODS8 30, deu origem a eluicdo da
moniliformina com tempo de retengdo de 14 -15 minutos (SHARMAN et alii, 1891),
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3.0 Material e Métodos

3.1 Reagentes e Equipamento

« Moniliformina, sal s6dico, obtida da CBIR, Africa do Sul

« Alumina Neutra, 70-230 mesh, marca Merck

s Banho-maria, marca Fanem, modelo 100

« Carvao ativo 14-80 mesh, marca Sigma

« Centrifuga Marca Fanem - Modelo Excelsa ||

» Coluna Cromatogréfica Fase Normal de Silica, 5 um, 150 x 4,6 mm, Marca Altech

« Coluna Cromatogréfica Fase Reversa Cqg, 5 um, 1580 x 4,6 mm, Spherisorb OD3-1,
marca Altech

» Colunas de vidro de 10 om de altura e didmetro interno de 1,0 cm

« Cromatégrafo a Liguido modelo 9010 com detector uitravioleta por conjunto de diodos
modelo Polichrom 8065 acoplado a integrador modelo 4400, marca Varian

« Espectrofotdmetro ultravioletalvisivel, marca Perkin Elmer, modelo Lambda &

« Estufa de faboratério marca Olidef ¢z

» Evaporador Rotatdrio com termostato, moedelo TE 120 marca Tecnal

« Filtros para Fagse Mdvel Organica marca Millipore

« Filiros para Amostra Aquosa HATF 01300 marca Millipore

» Florisii 100-200 mesh, marca Merck .

» Frascos de vidro cor dmbar, didmetro interno 2,0 cm, 5,0 cm de altura com tampa
plastica e batogue

» Liguidificador com copo plastico, marca Amo

« Nufla marca Forlab

» Micropipetador digital, com volume regutavel 100-1000 ul,
marca Nichiryo, modelo Justor 1100 DG

s Microseringa de 100 pl., marca Hamilton

« Reagentes grau para andlise e equipamento de uso comum em laboratorio

+ Reagentes grau Lichrosolv

« Seringa para filtragéo de amosiras marca Multfit

» Solucéo de trifluoreto de boro a 20% em metanol, marca Merck

« Ultra-som, 5X20 marca Microssonic

» Ultra purificador de agua para uso em CLAE, marca Miili Q
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3.2 Amosiras

Foram utitizadas para o desenvolvimento do método analitico amostras de
mitho aparentemente sadio, adquiridas em estabelecimentos comerciais. Para avaliagdo
da incidéncia de moniliformina foram empregados trés tipos da amostras de mitho:

* 4 amostras de milho recém-colhideo em campos experimentais
fornecidas pelo Instituto Agrondmico de Campinas (1LA.C.) provenientes de trés diferentes
municipios do Estado de Sao Paulo (Tabela 2).

» 18 amostras de mitho comercial recém-cothido, estocados em silos e
armazens em 18 localidades diferentes do Estado de Sio Paulo e coletados por {ecnicos
da Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral (CATH){Tabela 3).

. 58 amostras de milho e derivados de mitho, sendo 25 amostras de
fuba, 24 de mitho de pipoca e 19 de mitho canjica, adquiridas em mercados na cidade de
Campinas-SP (Tabela 4).

TABELA 2 - Procedéncia das amostras de milho fornecidas pelo instituto Agrondmico de

Campinas.
TGOMTOAOE  VAREDADE | ORGEM
DE AMOSTRAS
YT i jundiai
1 Moroti Monte Alegre do Sul
1 Taioba Campinas
1 Catelo Campinas
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TABELA 3 - Procedéncia e grau de infecgfio por Fusarium sp das amostras de milho
comercial recém-colhido.

CIDADE £m oo e e e o e T e e et e e mm o s T T T e
DRBC# DG 184
Valentim Gentil 14 -
Bariri - 33
Regindpolis - 56
580 Manuel 36 -
Voluporanga 34 -
Cafelandia 64 -
Olimpig 64 -
Cunhsa 78 -
Analandia - _ 76
Casa Branca - 38
Lufécia 36 -
Salto de Pirapora - 86
Sa0 Sebastigo da Grama - 50
Santépolis do Aguapel 56 56
Jales 64 -
Lorena b - 48
Lorena il © - 46
Taubaté - 56

a - Meio de cultura utilizado para detecggo de Fusarium sp- DRBC (Dichloran-Rose
Benga! Medium) - DG 18 (Dichloran-Glycerol Medium)

b - Amostra a granel

¢ - Amostra na espiga
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MARCA
"FUBA | MILHODEPIPOCA  MILHO GANJICA
B 3 3 2
C 3 3 3
D 1 0 0
E 1 2 G
F 3 3 1
G 3 3 3
H 0 0 1
| 2 0 0
J o 1 0
K 3 3 3
Granel 3 3 3
TOTAL 25 24 19
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3.3 Recepgdo e armazenamento das amostras,

As amostras de milho formecidas pelo LAC. e as amostras de milho
comercial foram armazenadas em sacos plasticos e estocadas  a - 10°C. As amostras de
mitho e derivados de milho foram analisadas a medida que eram adquiridas ou recebidas.

Todas as amostras, com excecdo das amostras de fuba, foram trituradas ou
moidas até a granulacéo de farinha.

3.4 Padréo de Moniliformina
3.4.1 Preparo das solugdes estoque,

A Moniliformina na forma de sal de sédio foi dissolvida em metanol grau
Lichrosolv. A concentracdo  foi  determinada  espectrofotometricamente  conforme
racomendacdes da A Q.AC. (1990) para micotoxinas |, utilizando a absorbéncia nos
comprimentos de onda de absorgio maxima e calculada a partic da absortividade molar do
composto, E = 4700 em metanol no comprimento de onda de 260 nm (STEYN et alii, 1978).

3.4.2 Preparo das solugdes de trabalho

A partir das solugbes estoque, foram retiradas aliquotas e feitas as
diluicbes adequadas, utilizando metanol grau para cromatografia liquida. Para uttlizaco
da toxina como padrdo externo na analise por CLAE, as solugbes metandlicas foram
evaporadas até secura total sob fluxo de nitrogénic e ressuspendidas em agua
ultrafitrada. Todas as solugbes de toxina foram armazenadas em frascos ambar sob

temperatura de ~10°C.

3.5 Contaminagdo artificial das amostras de mitho

As amostras de mitho foram adicionadas quantidades definidas do padréo,
descrito em 3.4.2, com um pipetador automético. As amostras contaminadas foram
deixadas em repouso por 10 minutos antes da etapa de extragio.
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3.6 Testes de derivagdo gquimica

Foram testados reagentes de derivagio para a moniliformina objetivando a
obtencdo de um derivado que permitisse a confirmagéo da moniliformina em CLAE.

3.6.1 Derivacdo com o cloreto de dansila

Foram utilizados dois métodos de dansilag@o propostos na fiteratura. O
primeiro procedimento testado foi o método de dansilagdo direta de hidroxibifendis,
bifenis ou clorofendis relatado por LAWRENCE & FRE! (1976)  onde s&o adicionados
0,2 mb de 0,1 % de cloreto de dansila em acetona e 30 pl. de carbonato de sodio 0,1 M
sobre 2.0 mL da solugdo do composto a ser tratado ( moniliformina a 13,2 ug/ml). A
mistura é mantida a 45°C por 20 minutos, em seguida adicionam-se duas gotas de
hidréxido de sodio TN, Os produtos de reagéo em solugéo de hexano foram analisados em
CLAE utilizando como fase estacionaria coluna de silica, e hexano - isopropanol (92:8)
como fase movel, com vazédo de 1mb/min. O comprimento de onda de leitura foi de 2726

.

O segundo procedimento testade foi o método de dansilagdo utilizado por
ZANETTA et alii {1970), que empregou reagfo do composto ( 200 pt de
moniliformina a 29,7 ug/mL) com 300 ul de cloreto de dansila (solugdo 0,1 % em acetona)
em meio contendo 300 pl. de tampéo fosfato de sodio 0,2 M { pH = 8,85} por duas
horas, seguido de precipitacio do excesso de reagente com lampdo formalo de amobnia
0.1 M, centrifugaco e exiragdo com éter. Os produtos de reagéo foram monitorados e
observados em espectrofoidmetro UV/Visivel numa faixa de comprimento de onda de 190

a 550 nm.

3.6.2 Derivagdo com o Z,4 dinitrofenilhidrazina

0 2.4 dinitrofenilhidrazina € um  reagente utilizado na derivagéo de
compostes esterdides. Foi utilizado o procedimento proposto por HENRI et alii (1971), que
envolve reacdo de 0,1 ml do 2.4 dinitrofenithidrazina 0.2 % em metanol com o composto
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g ser reagido (2,0 ml de moniliformina a 24,5 ng/mb dissolvido em metanol acidificado
por acido cloridrico) seguido de manutengdo a temperatura de 50°C por cinco minutos .
Os produtos de reac&o s&o monitorados em espectrofotdmetro UV/Visivel com uma faixa
de comprimento de onda de 180 a 550 nm.

3.8.3 Derivacdo com o friflucreto de boro

O trifluoreto de boro (BFa) é um catalizador utilizado na metilagio de uma
ampla variedade de compostos, Foram adicionados 400 pl. da solugdo metandlica de Big
a 20 % foram adicionados ao padrdc de moniliformina (2,0 mL de solug@oc metandlica
de 15,23 ng/mlL) e mantidos por uma hora a temperatura de 45°C. Os produtos de reaggo
foram analisados por CLAE em coluna fase reversa C4g , utilizando-se como fase movel
metano! a uma vazao de 1mbL/ min e selecionando-se o comprimento de onda de 263 nm.

3.7 Desenvolvimento da metodologia analitica para extra¢@o e limpeza dos extratos
de mitho

3.7.1 Verificagcdo do comportamento da moniliformina em adsorventes diversos

Diferentes adsorventes foram testados quanto a capacidade de elui¢do ou
retencéo da moniliformina, com metanol como fase movel (Tabela 5). Foram empregadas
colunas de vidro de 10,0 cm de altura e didmetro interne de 1,0 om.

Na montagem das colunas, foi empregada uma camada inferior de & de
vidro sequida de uma camada de sulfato anidro de sodio de 1,0 ¢cm de espessura, ©
adsorvente em teste e finalmente mais 1,0 cm de espessura de sulfato anidro de sodio. A
fase mavel escolhida  foi 0 metanol, Aplicou-se a solugdo de moniliformina no topo da
coluna e a eluicdo ocorreu por gravidade, Foram coletados 30 mL de metanol distribuidos
em fracBes de 5,0 ml, e nestas fragbes foram obtidos os espectros de absorgdo em
aspectrofotdbmetro ultravioletalvisivel.
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Tabela 5 - Adsorventes avaliados para a elui¢do da maoniliformina padran.

Adsorvente Massa Volume Eluido
{Q} de Metanol (ml)
AuminaNeura s a
Florisil 3 30
Celite 3 30
Carvéo Ativo 2 30
Stlica Gel : 3 30

3.7.2 Procedimentos propostos para extragdo e limpeza dos extratos de milho

Na tentativa de encontrar um procedimento de extragdo ¢ limpeza para
milho foram propostos e executados dezesseis procedimentos visando encontrar um
protétipo de metodologia que pudesse ser aperfeigoado. A seguir s&0 apresentados de
forma esquematizada e simplificada os dezesseis procedimentos testados.
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Procedimento A

Pesar 10 g de mitho moido

Extrair com 100 mi. metanol
L
Filtrar
&

Particdo com 150 mi. de hexano

Cuoletar a fracdo metandlica e evaporar até secura tofal em rotavapor a 40°C
N
Redissolver o exirato em 2,5 mL de metanaol
N7
Adicionar 1 mb de Acido Sulfirico 8% + 2,0 mL de Suifato de Amdnia 30 %
<&
Filirar
&
Aplicar o filtrado erm uma coluna de Florisil ulitizando como Fase Movel Matanol
¥

Coletar o Eluato e moenitorar cada 2,0 mL no espectrofotdmetio

Procedimentio B
Pasar 10 g de mitho moido

Extrair comn 100 ml. metanol
¥
Filtrar
L2
Particdo com 150 mL de hexano
L4
Coletar a fracdo metandlica e evaporar até secura total em rotavapor 3 40°C
J
Radissolver o extrato em 2,5 mi de metanof
¥
Aplicar o extrato em coluna de Alumina utifizando como Fase Mdvel Metanol
$

Coletar o Fluato e monitorar cada 2,0 mL no espectrofotémetio
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Pracedimento C

Pasar 10 g de mitho moido

Extrair com 100 mi. metanal
W
Fittrar
&

Particdo com 150 ml. de hexano

Coletar a ffﬁg:éa meiandlica e evaporar até secura tolat em rotavapor a 40°C
F{edissciveé o extrato em 2,5 ml de metanol

Acidificar ?b extrato com 1,0 mL de Acido Sulfirico 5%

Aplicar na coluna de Florisil utilizando como fase movel metanol

Coletar o Eluato @ monitorar cada 2,0 ml no espectrofoldmetio

Procadimento D

Pesar 10 g de mitho moido
&

Exirair com 100 mL metanol
¥
Filtrar
¥
Pacticdo com 150 mb de hexano
$
Coletar a fragho metandlica e adicionar 50 mi de Sulfato de Aménia 30 %
W
Filtrar
L
Recnther o filtrado e precipitar o sal com metanol 4 guenie

Filtrar
W

Evaporar o filtrado até secura total em rotavapor a 40°C
Redissolver ¢ extrato em 2,5 mi de meianol

J
Monitorar o extralo  no espectrofotdmetro
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Procedimento E

Pesar 10 g de mitho moido

Extrair cori? 00 mb de éter de petrdlen
Fittrar
&
Re-extrair o residuo com metancl
Y
Filtrar
¥

Particio com 150 mb de hexano

Coletar a fracio metandlica e evaporar até secura total em rotavapor a 40°C
&
Redissolver ¢ extrato em 2.5 ml de metanol

¥
Monitorar o extrato no espectrofotémetro

Procedimento F

Pasar 10 g de milho moido
¢
Adicionar iuantidade conhecida de moniliformina
Exirair com 100 mtb de éter de petrdleo
¥
Fiitrar
&
Re-exiralr o residuo com matanol
b7
Filtrar
$ _

Colstar a fracdo metandlica e evaporar até secura fotal em rotavapor a 40°C
Redissolver o extrato em 2.5 mi. de metanol

Aplicaro eitram em coluna de forisi! utilizando como Fase Mével Metanol
Coletar fraches, Filtrar e Injetar no Cromatégrafo com as seguintes condigbes:
Fase Estacionéria: Coluna Fase Reversa C18 5um

Fase Movel Metanol

Vazéo . 9.5 mi/ min

Comprimento de onda do detector: 283 nm
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Procedimento G
Fesar 10 g de milho moido
£ g

Adicionar guantidade conhecida de moniliformina
¥
Extrair comn 100 ml. de metancl -agua (8:1)

&
Filirar & proceder particiio com 150 mlL de hexano
¥

Coletar a fragfio metandlica e pasticionar com 50 mi. de éler de petrdleo
¥

Coletar a fracho metandlica e aplicar em coluna de florisit utilizando como fase movet metanol
¥

Cancentrar o eluato até secura total em rotavapor a 46°C
W

Redissolver o soncentrado em 2,5 mL de metanol
&

Fitrar e Injetar no Cromatégrafo com as seguintes condigdes:

Fase Estacionaria: Coluna Fase Reversa C18 5 um

Fase Mdvel: Melanol

Vazido : 0.5 mL/ min

Comprimento de onda do detector: 263 nm

Procedimento H
Pesar 25 g de milho moido

Adicionar quantidade conhecida de moniiiforming
&
Extrair com 150 mb de metanol -4gua (811)
&
Filtrar
¥
Partigdo ca&r‘n 75 mL de hexano

Coletar a fragio metandlica e particionar com 50 mi. de éter de petroleo
Coletar a fragdo metandlica e evaporar até secura total em rotavapor a 44°C

Redissolver o concentrado em 2,5 mi. de dgua ultrafiltrada
27
Aplicar em coluna de florisif utilizando &gua como fase mdvel
¥
Coletar fragBes, Filtrar e Injetar no Cromatégrafo com as seguinies condigfes:
Fase Estaciondria: Coluna Fase Reversa 18 & um
Fase Movel: Metanol
Vazdo: 1,0 ml/ min
Comprimento de onda do detsctor: 263 nm
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Procedimento |

Pesar 25 g de mitho moido
&
Agdicionar quantidade conhecida de moniliformina
J
Extrair com 150 mi de melanol
27
Filtrar
N
Partico com 75 mb de hexano
$
Coletar a fragio metandlica e evaporar até secura total em rotavapor & 40°C
¥
Redissolver o concentrado em 2,5 ml de metanol
Je
Aglicar em coluna de alumina neutra utiizando metanol como fase mbvel
até limpar a coluna, Apos limpeza aparente da coluna eluir com agua

Coletar fragtes, Filtrar @ Injetar no Cromatégrafo com as seguintes condicdes:
Fase Fstaciondria: Coluna Fase Reversa C18 S um

Fase Mavel: Metanol

Yazdo o 1,0 mLf min

Comprimento de onda do detector: 263 nm

Procedimento J

Fesar 25 ¢ de mitho moido

¥
Adicionar guantidade conhecida de moniliformina

' .

Extrair com 158 ml de metanol

¥

Filtrar

W

Particdo com 75 ml de hexano

Coletar a fraglo metandlica e evaporar até secura tutal em rotavapor a 40°C

Redissolver o concentrado em 2,5 mb de matanol

¥

Aptlicar em coluna de alumina neutra utilizando metanol como fase mével
alé limpar a coluna. Apos limpeza aparente da coluna eluir com agua
seqguida de acetona

P

Coletar fracbes, Filtrar ¢ Injetar no Cromatografo com as seguintes condices:
Fase Estacionaria: Coluna Fase Reversa C18 &um

Fase Mével: Metanal

Yazdo : 1,0 mU min

Comprimento de onda do detector: 283 nm
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Procedimento K
Pesar 10 g de mitho moido

Adicionar quantidade conhecida de moniliformina
¥
Extrair com 100 ml de metanol
¢
Filirar
¥
ParticBo com 50 mi de hexano
e3
Coletar a fragio metandlica & adicionar 100 mbL de Suifato de Amdnia 8%
02
Concenirar até secura total em rotavapor & 40°C
L2
Redissolver ¢ concentrado em 2,5 mb de metanol
L2
Aplicar em coluna de alumina neulra utilizande metanol como fase mivel
até limpar a coluna. Apds limpeza aparente da coluna eluir com agua

Goletar fragBes, Filtrar e Injetar no Cromatdgrafo com as seguintes condicies:
Fase Fstacionaria: Coluna Fase Reversa C18 S um

Fase Mavel: Metanol Vazéo: 1,0 mL/ min

Comprimento de onda do detector: 263 inm

Procedimenio L
Pesar 10 g de milho moido
Adicionar quantidads conhecida de moniliforming

Euwirair com 100 miL de metanol
&
Filtrar e paricionar comn 150 mL de hexano
&
Coletar 50 mi. da fracio metandlica & evaporar até secura totat em rotavapor a 40°C
¥
Redissolver o concentrado em 2,5 mb de metanol
J
Aplicar em coluna de alumina neutra utilizando metanot como fase movel
até limpar a coluna. Apés impeza aparente da coluna eluly com agua
seguida de solugiio de cloreio de potéssio 4%
¢

Coletar fragBes, Filtrar e injetar no Cromatografo com as seguinies condigbes:
Fase Estacionaria: Coluna Fase Reversa C18 5 pm

Fase Mdvel Melanol Vazdo: 1,0 mbL/ min

Comprimento de onda do detector: 263 nm
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Frocedimento M

Pesar 10 g de mitho moido

Adicionar Euantidade conhecida de moniliformina

Extrair con&fﬁ)ﬂ mi, de metanol

Fitrar e adj;;ionar 506 mi de agua

Fartiglo c%m 150 mi. de hexano

Cotetar 50 *EL da frac8o metandlica e evaporar alé secura total em rofavapor a 40°C

Redissolver o concentrado em 2,5 mb do sistema solvente cloroférmio - metanol-dcido
frmice (70:30:0,18)
P

Aplicar em coluna de silica gel ulilizando 20 mL da fase mavel cloroférmis-metanol-acido férmico
(70:30:0,18) seguido de 20 mb de metancl
¥

Evaporar as fragbes alé secura total em rotavapor a 40°C

Ressuspender as fragbes em metanol, Fiitrar  Injetar no Cromatografo com as seguintes condighes:
Fase Fstacionaria: Coluna Fase Reversa C18 5 um

Fase Movel Metanol Vazde : 1,0 mbl/min

Comprimento de onda do detector: 263 nm

Procedimento N

Pesar 10 g@de mitho moido

Adicionar quantidade conhecida de moniliformina

Extrair corrimo mi. de metanof

Filtrar e coletar 50 mL e evaporar até secura total em rotavapor a 40°C

Wb

Redissolver o concentrado em 2.5 mi. do sistema solvente clorofdrmio~- metanol
-aeido formico {70:30:0,18)
27

Aplicar em cotuna de silica gel utilizando 20 mi. da fase movel cloraformio-metanol-acido farmico
{70:30:0,16) seguido de 20 ml de metanol
L2

Evaporar as frages até secura fotal em rotavapor a 40°C

Ressuspender as fraghes em agua ultrafiltrada, Filtrar e injetar no Cromatdgrafo com as seguintes
condigbes;

Fase Estaciondria; Coluna Fase Reversa C18 5 um

Fase Movel Metanol - Agua (80:20) Vazdo : 1,0 mi/ min

Comprimento de onda do detector: 263 nm
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Procedimentoc O

Pesar 10 g@de mitho moido

Adicionar g’uanﬁdaﬁie conhecida de moniliforming

Extrair canyso i, de metanol

Filtrar 2 c‘z‘ietar atiquola de 100 mi. e particionar com 100 ml. de éter de peirdleo-adgua (95:5)
Coletar a ff;xg;éo metandlica e proceder pariicBo com 150 mb de hexano

Recolher 50 mb. da porgfo metandlica e evaporar alé secura tolal em rotavapor 3 40°C

Radissolver o concentrado em 2.5 mb do sistema solvente clorofdrmio- metanol-acido
férmice (70:20:3,16)
W

Aplicar em coluna de silica gel utitizando 20 mi da fase médvet cloroférmio-metanct-acido férmico
{70:30:0,18) seguido de 20 mi de metanol
&

Evaporar a fragBo metandlica até secura totat em rotavapor a 40°C

Ressuspender em metanol, Filtrar e Injetar no Cromatégrafo com a5 seguintes condigbes:
Fase Estaciondria: Coluna Fase Reversa C18 & um

Fase Mdavel; Metanol - Agua (80:20}  Vazfo: 1,0 mL/ min

Cormprimento de onda do detector; 263 nm

Procedimento P

Pesar 10 g de mithe moido
¥
Adicionar guantidade conhecida de moniliformina
&
Extrair com 150 mbL de metanol - dgua (8:1)
7
Filtrar
&
Coletar aligucta de 100 mb e proceder partigo com 150 mL de hexang

Recother 50 mL da porgo metandlica e evaporar alé secura total em rotavapor a 40°C
Redissolver o concentrado em 3,0 mi de dgua ultrafilirada

Filtrar e Injetar no Cromatégrafo com as seguintas condigbes:

Fase Estacionaria: Coluna Fase Reversa C18 5 um

Fase Mével: Metanol - Agua (80:10)

Vazdo: 1,0 mif min
Comprimenio de onda do detector, 283 nm
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Os procedimentos descritos foram executados e a partir dos resultados
obtidos, selecionou-se o procedimento P para execular-se a etapa de otimizagéo das
condigdes de trabalho em CLAE.

3.8 Otimizacdo das condigdes de trabalho no Cromatdgrafo a Liquido

3.8.1 Selegdo de fases moveis para desenvolvimente em cromatografia liquida de
alta eficiéncia

Utilizando-se como procedimento basico de extracaéo e limpeza dos extratos
de milho o procedimentio P, foram testados os seguintes sistemas solventes listados nas
Tahelgs 6,7 e 8.
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Tabela 8 - Fases moveis testadas com moeniliformina em cromatografia liquida de alta
eficiéncia; Verificacio do efeifo dos solventes puros e combinados.

SOLVENTES PROPORCAO FLUXO
{%) {ml/min}
acetonitriio 100 1.0
geetonitrilo / metanal 80 10 1,0
acetonitrilo / metanol 80 20 1,0
acetonitrilo / metanol 50 50 1,0
acetonitrito / metanol _ 10: 80 1.0
Agua 100 1,0
Agua/ metanol/ 90: 91 1,0
Tetrahidrofurano

metanol 100 1,0
metanol / agua 10 - 90 1.0
metancl / dgua a0 - 10 1,0
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Tabela 7 - Fases moveis testadas com moniliformina em cromatografia liquida de alta
eficiéncia; Verificacdo do efeito da dgua associada a diferentes  sulfatos

metéalicos.
SOLVENTES PROPORGAO VAZAO
(%) (mLimin)

Agua + Sulfato de Zinco {1 mM) 100 1.0

Agua + Sulfato de Zinco (1 mM)/ 93:7 1,0
metanol

Agua + Sulfato de Magr{ésio 100 1,0
(1 m)

Agua + Sulfato de Cobre {1 mM) 100 1,0

Agua + Suffato de Calcio (1 mM) 100 1,0
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Tabela 8- Fases moveis lestadas com moeniliformina em cromatografia liquida de alta
sficiéncia: Verificacdo do efeito de tampéo e tensoative associades & mistura
agua/metanol/sulfato de zinco.

SOLVENTES PROPORCAO VAZAD
(%) (mL/min)
Agua + Citrimida (0,025%)/Agua + 10:15:75 0,7

Suifato de Zinco (1 mMY Metanol

Agua + Citrimida (0,025%) + Sulfato de 70-10-20 0,7
Zinco (1 mM) / Agua + Acetato de
Ambnia {1%) / Metanol

Agua + Citrimida (0,035%) + Sulfato de 50:10: 40 0,7
Zinco {005 %) f Tampéo Acefato de
Sadio {pH=3,5) / Metanol

Agua + Citrimida (0,035%) + Sulfato de 40:10: 80 0,7
Zinco (0,05 %) / Tampac Acetato de .
Sodio (pH=3,5) / Metanol

Agua + Citrimida (0,035%) + Suffato de 42 10 48 0.8
Zinco (0,06 %) - Tampdo Acelato de
Sédio (pH=3,5) ~ Metanol

Agua + Citrimida (0,035%) + Sulfato de 42 .10 48 0,7
Zinco (0,05 %) / Tamp&o Acetato de
Sadio (pH=3,5) / Metanol
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Para cada fase mdvel cilada nas tabela 65, 7 ¢ 8 foram realizadas injegbes
de padrdo de moniliformina e de extratos de mitho limpos |, visande verificar o melhor
sistemna solvente no cromatdgrafo a liquido, sob as mesmas condigbes cromatograficas | a
sequir especificadas :

« Fase Estacionaria : Coluna Fase-Reversa C4g Spherisorb ODS-1 Sum .
» Comprimento de onda de leifura do detector : 263 nm

« Tempo de corrida cromatografica : 20 minutos

3.8.2 Testes preliminares para ajuste do procedimento P
3.8.2.1 Adequacgdo da quantidade de amostra e do volume do solvente extrator

Foram executados testes preliminares objetivando adequar a melhor
guantidade de amostra de mitho a ser utilizada no procedimento  de extragg&o. Foram
testados métados de extracio utilizando-se 5, 10 e 25 gramas de milho moido e 50, 100 &
150 mililitros de solvente extrator metanol-agua, respectivamente.

3.8.2.2 Adequacio da etapa de limpeza e desengerduramento utilizando particédo
com hexano

A etapa de particlo em hexano fol avaliada quanto a capacidade de limpeza
do extrato, utilizando-se como procedimento fixe uma Gnica partigBo com 100 mbL de
hexano combinada com um dos seguintes procedimentos:

. Antes da particdo com hexano, adicionar & aliquota de 35 mL do
filtrado, 156 mlL de agua uitrafilirada.

. Antes da particdo com hexano, adicionar celite ao exirato metanolico,
nomogeneizar, filtrar em papel! de filtro frisado e realizar a particao.
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. Apés a particBo com hexano, manter o exirato metandlico sob
temperatura de -10°C por 30 minutos. Em seguida realizar a filtragdo em papel de filtro
frisado.

. Apbs a particBo com hexano, adicionar ao exirato metanolico 5 g de
celite. Em sequida realizar a filtrac8o em papel de fillro frisado.

. Apds a particio com hexano, adicionar ao extrate metanolico 5 g de
celite preparada da seguinte maneira. Remogéo de material organico com incineracao a
800°C em mufla, seguida de lavagem com &cido cloridrico 3 M e posteriormente com
agua ultrapurificada. Numa Gltima etapa, a celite € lavada com metanol, filtrada e seca em
estufa. Apés a adicdo da celite, o extrato é filirado em papel de filtro frisado.

» Apbs a particdo com hexano, realizar uma segunda partiggo com
50 ml. de hexano.

3.8.2.3 Introducéo da etapa de lavagem das paredes do baldo.

Apbs a etapa de secagem do exirato metandlico em  evaporador rotatorio,
ficam agregadas particulas as paredes do baldo, tornando-se necessario uma etapa
adicional para remogdo destas particulas. Foi introduzida uma lavagem com 10 mb de
acetona grau CLAE para remocéo das particulas agregadas a parede seguida de
secagem em evaporador rotatdrio a 40°C.

3.8.2.4 Adequacdo da etapa de ressuspensdo do extrato.
Foram testadas duas maneiras diferentes de ressuspenséo do extrato

- Ressuspender o extrato em 2,0 mlL de agua ultrapurificada, levar ao
ultrasom para methor dissolugio do exirato, adicionar mais 1,0 ml. de agua ultrapurificada
e levar novamente ao ultrasom.

- Ressuspender o extrato em 1,0 mL de &gua uitrapurificada, levar ao
ultrasom para melhor dissolugfio do extrate, adicionar mais 1,0 mb de agua ultrapurificada
g levar novamente ac ultrasom.
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1.9 Metodologia Proposta
s Extracdo e limpeza
5 g de amostra + 50 mk. de metanol-agua (85:5)
Homogeneizar em liguidificador
¥ Velocidade média/ 5min
Filtrar o homogeneizado eim filtro de papel
Coletar uma aliquota de 35 mL do filtrado
Realizar a8 primeira pﬁrﬁgéo com 100 mL de hexano
Reatlizar a segunda gartir;,éo com 50 mL de hexano
Coletar 35 mb da fragdo metandlica

Secagem em evaporador rotatdrio a temperatura de 40 °C

Lavagem das paredes do baléo com acetona grau CLAE até remogao
total das particulas agregadis as paredes do vidro.

Secagem em evaporador rotatério a temperatura de 40°C
Ressuspender ¢ extrato em 1,0 +1,0 mL de agua para CLAE

Filtrar o exirato em filtros HATF 01300

v Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Condigdes;

Fase Estaciondria © Coluna Fase Reversa C18 Spherisorb OD&-1 5 um

Fase Mdvel 1 Agua + 350 mg Citrimida + 500mg Sulfato de Zinco Heptahidratado/L (42%)
Tampao acetato de sédio (pH = 3,5} (10%)
Metanol (48%)

Vazdo da Fase Movel: 0,7 a 0,8 mL/min.

Comprimento de onda de absorgao do Detector UV/Visivel | 263 nm.

Quantidade de amostra injetada : 20 ul.
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3.10 Teste de rusticidade

Este tesie foi reatizado objetivando varificar a sensibilidade do
método proposto a pequenas modificacbes nas condigbes de trabalhc e nos reagentes,
utilizando-se 0 modelo sugerido por Youden (WERNIMONT, 1985), Para tal, foram
selecionados sete fatores , considerando-se para cada um, uma condicdo basica e uma
condicdo alternativa, listadas na Tabela 9.

Tabela 9 - Condigdes basicas e alternativas avaliadas no teste de rusticidade

CONDICOES AVALIADAS CONDICAQ BASICA CONDICAC
ALTERNATIVA
A - Qualidade (marca) do Grupo Quimica Merck

solvente de extragao

B - Volume do solvente de 50 mbL 100 mi.
extragfo

T - Volume de hexano da 50 mi. 25 mL
sequnda particdo

I - Qualidade {marca) do Merck Synth
hexano utilizado nas
particbes

E . Tempo de espera apbs Oh 24 h

extracao e fimpeza e antes
da injecdo no cromatdgrafo

F - Temperatura de Secagem 4G °C 55 °C
do extralo
G - Volumes sucessivos para 1+ 1 141+ 1

suspensao do extrato a ser
aplicado no cromatégrafo.
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Combinou-se as variaveis de oifo maneiras diferentes, sendo que em um
teste todas as condicBes basicas foram mantidas e nos sete demais  ulilizou-se guatro
condices alternativas e trés condigdes basicas para cada teste, conforme se pode
varificar no esquema abaixo:

1- Todas as condigbes basicas

Z- CEFG
3- BDFG
4- BCDE
5 ADEG
6- ACDF
/- ABEF
8- ABCG

Neste procedimento utilizou-se oito amostras de  milho artificialmente
contaminado com quantidades iguais de moniliformina.

3.11 Teste de Recuperagao

Amostras de milho, em duplicata, foram contaminadas artificialmente com
sete niveis de moniliformina, procedendo-se a extracdo, limpeza e quantificagéo da toxina
pelo meatodo proposto,

3.12 Teste de Repetibilidade

Nesta etapa foram utilizadas amostras artificiaimente contaminadas com
moniliformina e analisadas em triplicata. Os coeficientes de variagéo obtidos serviram para
avaliar a repetibilidade da metodologia proposta.

3.13 Curva Padrio

A curva de calibracdo fol elaborada segundo WERNIMONT (1985},
utilizando-se sete solucdes aquosas de moniliformina de concentrages variadas. Foram
realizadas trés injecdes de cada um dos sete niveis e calculados 08 seus coeficientes de

variacao,
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4.0 Resultados e Discussao

4.1 Testes de derivagdo quimica.

A confirmacdo da identidade do composto toxico & muitas vezes
negligenciada em trabalhos publicados. Tal negligéneia, porém, invalida os dadoes obtidos.
Sem uma prova da identidade, seja por espectrometria de massa, seia por derivagdo
quimica, nada se pode afirmar com seguranga. No presents trabalho houve a preocupagio
de se encontrar uma reacdo quimica que pudesse ser empregada em gquaisguer condigdes
laboratoriais, uma vez que a grande maioria dos laboratorios, mesmo a nivel internacional,
néo dispde de acesso facil a um especiro de massa.

NZo ha na literatura, até o presents momento, descrigdo de uma derivagao
quimica para a moniliformina com a finalidade de confirmar sua identidade em CLAE.

4.1.1 Derivagdo com o cloreto de dansila.

O procedimento de dansilagio direta citado por LAWRENCE & FRE! (1976)
foi realizado e os produtos de reagdo obtidos utilizando a moniliformina comoe composto a
ser reagido foram analisados por CLAE empregando coluna de silica fase normal e fase
mével contendo hexano . Através da comparacgdo de cromatogramas dos produtos de
reacdio, do cloreto de dansila, do carbonato de sédio e do metanol, verificou-se que nao
houve formacao de um derivado dansilado da moniliformina.

Resultado semelhante foi encontrade na utilizagdo do procedimento de
dansilacdo proposto por ZANETTA et alii {1970, onde a observacdo dos produtos de
reacao em espectrofotémetro na faixa de 190 a 550 nm nao indicou a formagéo de um
derivado dansitado da moniliformina.
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4.1.2 Derivagdo com o 2,4 dinitrofenilhidrazina.

C procedimento de HENRI et alii (1971) para derivagéo de esterdides foi
empregado com a moniliformina e esta, embora, possua dois grupos carbonila disponiveis,
n&o deu indicacdes de reacdo com o 2,4 DNP. Este reagente tem sido empregado na
literatura como agente revelador para CCD (STEYN et alif, 1978, RABIE et ali, 1978,
KAMIMURA et alii, 1981, ABBAS et alii, 1884, VESONDER, 1988). KAMIMURA et alil
{1981) obtiveram um derivado da moniliformina com 2,4 DNP para quaniificaggo por
densitometria em camada delgada, demonstrando que a formag&o do derivado &€ possivel
de ocorrer.

4.1.3 Metilagado

A metilagdo, tendo triflucreto de bore como catalizador, maostrou-se
adequada para confirmar a identidade da moniliformina. A formagéo de um derivado foi
compravada por CLAE em coluna de fase reversa Cqg , com metanol como fase mével 8
vazdo de 1.0 ml/min e deteccdo por absorcdo a 263 nm. Nestas condicbes, a
moniliformina pura apresentou um tempo de retencéo de 1,3 minutos e espectic
caracteristico (Figura 7). O derivado metilado apresentou um tempo de retengéo de 1,6 -
1.8 minuios e o comprimento de absorgdo maximo  sofreu modificaggo de 229 para
202 nm (Figura 8): A co-cromatografia fol realizada adicionando-se a toxina pura aoc
praduto de reacdo e dois picos distintos foram obtidos com os tempos de retencdo acima
citados. A metilacdo n&o foi completa, n&o podendo, portanto, ser ulilizada em andlises
quantitativas. Os cromatogramas da monilformina pura, do derivado metilado e da co-
cromatografia sdo apresentados nas figuras 4, 5 e 6, respectivamente.
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Figura 4 - Perfil Cromatogréfico da moniliformina padrao (tempo de retengao de 1,13 min).
Condicdes. Coluna: C4g Spherisorb ODS-1 150 x 4,6 mm, 5 pum
Fase Mdovel: Metanol  Vazéo: 1,0 mL/min
Detector © Ultravioleta por conjunto de diodos A= 263 nm
Velocidade do papel : 10 mm/min
Quantidade injetada de amostra: 20 ul
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Figura 5 - Perfil Cromatogréfico do derivado metilado da moniliformina (tempo de

retencdo de 1,78 min).
CondigBes: Coluna: C1g Spherisorb OBS8-1 150 x 4,6 mm, & um

Fase Movel: Metanol  Vazéo: 1,0 mb/min
Detector 1 Uliravioleta por conjunto de diodog A= 263 nm

Quantidade injetada de amostra: 20 ulL
Velocidade do papel : 10 mmimin
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Figura & - Perfil Cromatografico da Co-cromatografia da moniliformina padrao { tempo de
retencdo de 1,15 min) e seu derivado metilado (1,80 min).
Coluna: C4g Spherisorb OD8-1 150 x 4,8 mm, 5 um

Fase Movel: Metanol  Vazao: 1,0 mL/min
Detector : Ultravioleta por corjunto de diedos A= 263 nm

Quantidade injetada de amostra: 20 pl.
Velocidade do papel | 10 mm/min

Condiges:
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Figura 7 - Espectro de absorgdo da moniliformina pura.
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Figura 8 - Espectro de abscrgdo do derivado metilado da moniliformina.
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4.2 Comportamento da moniliformina em adsorventes diversos.

O comportamento da ioxing foi avaliado através de analise por varredura
em espectrofotdémetro UV das fractes eluidas das colunas cromatograficas {(Tabela 10).
Dos adsorventes avaliados, a alumina neutra (oxido de aluminio neutro} e o carvdo ativo
apresentaram forte adsorg@o da toxina quando metanocl era empregado como fase movel
O florisil (silicato de magnésio), a celite { dxido de silicio) e a silica gel (dcido silicico)
apresertaram pouca adsorgéo da toxina.  Na literatura ndo s&o fornecidos dados sobre o
comportamento da toxina nesses adsorventes, mas SCOTT et alii {(1887bj utilizaram uma
coluna contendo 0,15 g de alumina neutra para limpeza do extrato. A fase mdvel continha
o par idnico tetrahidroxibutilamonio e fosfato dihidrogénio de potassio. Nessas condigdes,
obieve-se a eluicio total da toxina.

Tabela 10 - Comportamento da moniliformina em adsorventes diversos utilizando metanol
como fase movel.

ADSORVENTE COMPORTAMENTO
T AuminaNewa  foteadsogio
Florisil eluicdo rapida
Celile eluicdo rapida
Carvao Ativo forte adsorgéo
Sitica Gel eluico rapida
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4.3 Procedimentos para extragdo e limpeza dos extratos de milho.

Os procedimentos descritos em 3.7.2 foram tesiados e com excegdo do
procedimento P, todos apresentaram-se ineficientes na limpeza dos extralos de milho. O
emprego de colunas de florisil, alumina e silica-get combinado a diversas fases moveis
mestrou-se  inadequado para remog&o dos interferentes. A moniliformina adicionada ao
milho ndo foi detectada na fracdo final analisada, na maioria das vezes. O mesmo ocorrey
com 08 procedimentos que empragaram sulfato de aménia ou éter de peirdlen na elapa de
limpeza.

O procedimento P, onde fol empregada exiracdo com metanovagua (8:1)
seguida de particdo com hexano, evaporagao do extrato e dissclugdo do residuc em agua
ulirafiltrada apresentou-se eficiente na exfracfio e limpeza do exirate de mitho. No
cromatograma obtido apds este procedimento, o pico referente a moniliformina  eluiu
separadamente dos interferentes, apresentando um pico bem resolvide com tempo de
retencdo de 1,54 min.

4.4 Otimizagio das condigdes de trabalho em CLAE,

4.4.1 Selegdo de fases moveis para desenvolvimento.

O'ﬁcomportamento da moeniliformina, tanto a presente no extrato obtido
utilizando-se © procedimento P, como a toxina pura (padrdo), cbservados apods
cromatografia fiquida utilizando-se coluna de fase reversa Spherisorb ODS-1 (S5um) e
deteccio a 263 nm é apresentado nas Tabelas 11, 12 e 13,

Acetonitrilo puro cu em combinacdes com metanol mostrou-se  ineficiente
na separacio da moniliformina dos interferentes, apresentando esta Gitima picos partidos
eluicdo muito proxima ao pico do solvente (Tabela 11). Ja com metancl e combinagbes de
metanol-dgua, a moniliformina eluiu proxima aoc pico do solvente, sendo que no extrato, a
separacao dos interferentes foi maior que quando utilizande acetonitrilo, mas insuficiente
para ser guantificada. O uso de agua como Unico solvente mostrou-se mais eficiente na
separacio da toxina dos interferentes de polaridade proxima & monififormina,
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Tabela 11-Comportamento da moniliformina pura e no exdrato de mitho utilizando comeo
fase movel solventes puros e combinados em cromatografia liquida de alfa

TEMPCG DE
RETENCAG
(minutos)

eficiéncia.

SOLVEMTES PROPORCAOD
{ %}

acetonitrilo 100
acetonitrilo / OG- 10
metanol
acetonitrilo / 8020
metanol
acetonitrilo f 5050
metanol
acetonitrilo / 1080
metanai
Agua 100

Agua/ metanol/ 90:9: 1
Tetfrahidrofurano

metanal 100

metanol / agua 10: 90

metanol [ agua

1,10

7

1,15

1,14

1,24

T

1,47

1,26

1,22

pico partido

pico partido que elui
proximo ao pico do
solvenie

elui préximo go pico do
solvente

elul préximo ao pico do
solvente

glui préximo ao pico do
solvente

pico bem resolvido

pico partido e proximo
ao pico do solvente

pico préximo ao pico do
solvente

CICO Com peguena

cauda

picO proxime ao pico do
solvente

si - Separacdo inadequada da toxina com relagéo aos inferferentes

53

gi
si
si

ejul anterior e
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Tabela 12 - Comportamento da moeniliformina pura e no extrato utilizando como fase
mavel agua associada a diferentes sulfatos metalicos em cromatografia

liquida de alta eficiéncia.

TEMPO DE
RETENCACH?
(minuios)

Agua + Sulfato de Zinco 1,65 pico com cauda

(1 mM)

Agua + Sulfato de Zinco 1,67
{1 mM) / metanol 93:7

pico com cauda

Agua + Sulfato de 1.64 pico com cauda
Magnésio {1 mM)

Agua + Sulfato de 1,73 pico com cauda
Cobre (1 mM)

Agua + Sulfato de 1,78 pico com cauda

a - Vazéo da fase moéve! de 1,0 mbL/min
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pico com cauda
proximo aos
interferentes

pico com cauda
Proximo aos
irterferentes

pico interferente muito
OroxXimo

pico interferente muito
proximo

nico interferente muito
proximo



Tabela 13 - Comporiamento da moniliformina pura e no extrato sob o efeito de tampéo e
tensoativo associados a mistura agua/metanclfsulfato de zinco,

SOLVENTES TEMPO DE COMPORTAMENTO MONILIFORMINA
RETEMNGAD I T 2 D 1520 1 O 2T B SNSRI AT AT
(minutos) PLRA EXTRATO
Agua + Citrimida (0,025%)/ Agua 1,80 pico com cauda segundo pico
+ Sulfato de Zinco {1 mi)/ a
Metanol eluir. Proximo
{10:15:5) aos
interferentes
Agua + Citrimida {0,025%) + 10,25 pice com cauda DICG Com
Suifato de Zinco (1 mM) 7 Agua + cauda bem
Acetato de Amdnia (1%) / Metanol separado
{70:10:20)
Agua + Citrimida (0,035%) + 7,04 pICC Com cauda DICO Ccom
Sulfato de Zinco {0,056 %) / cauda bem
Tampé&o Acetata de Sodio separado

(pH=3,6) / Metanol  ( 50:10:40)

Agua + Citrimida (0,035%) + 8.54 pico bem resolvido pico bem
Suilfato de Zinco (0,05 %) / resolvido
Tampéo Acetato de Sédio separado dos
{pH=3,5} / Metanol interferentes
40:10:50

Agua + Citrimida (0,035%) + 10,2 pico bem resolvido pico bem
Suifato de Zinco (0,05 %) - resolvido
Tampé&o Acetato de Sodio separado dos
{pH=3,5) - Metanol (42:10:48) interferentes
Vazéo = 0,8 mlL/min

Agua + Citrimida (0,035%) + 12,3 pico bern resclvido pico bem
Sulfato de Zinco (0,05 %) - resolvido
Tampéo Acetato de Sadio separado dos
{pH=3,5) - Metanol interferentes

42:10:48 Vazdo = 0,7 mL/min
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Fases moveis contendo combinacbes de agua e solventes orgdnicos
isentos de sais ou tampbes mostraram, em alguns casos, capacidade de separagcdo, mas 0
tempo de retencdo nestas fases moveis simples nao ultrapassou 2,0 minutos.

Em CLAE, a uliizacBo de metais de transicdo nas fases modveis para
complexacdo com substancias ibnicas ou ionizdveis tem fido um papel imporante no
aumento da selefividade desta técnica (COOKE et alii, 1978). Nos métodos para
micotoxinas, o sulfato de zinco tem sido empregado na delerminagdo de acido
tenuazdnico, alternariol, alternariol metil éter { STACK et alii, 1985} e acido ciclopiazonico
{LURANQ et alii, 1892).

No presente estudo, diferentes sulfatos metalicos foram utilizados nas fases
moveis, em concentracdes molares iguais, para verificar 0 comportamento da monitiformina
g sua separagdo dos interferentes. Os metais selecionados para o teste foram o zinco,
magnésio, cobre e calcio. A fase movel empregando sulfato de calcio 1 mM contida no
reservatorio, apds 24 horas de preparo, apresentou ligeira turvagio enquanto as outras
permaneceram estaveis. O pico referente a moniliformina pura apresentou assimetria e
cauda nos cromatogramas dos quatro sulfatos metélicos. Os picos referentes & toxina na
amostra, quando utilizados os sulfatos de magnésio, cobre e calcio na fase movel, eluiram
juntamente com interferentes e quando empregou-se o sulfato de zinco os interferentes
eluiram segundos apds a toxina {Tabela 12). Os tempos de retengéo da moniliformina
nestas fases moveis ndo varlaram significantemente (1,64 a 1,78 min). Diante dos
resultados obtidos, concluiu-se que o emprego dos sulfatos metalicos unicamente ndo
modificou marcantemente o comportamento da moniliformina, tornando-se necessario um
novo componente na fase mével que contribuisse para o aumento do tempo de retencéo
da toxina assim como na methoria da resolugdoe do cromatograma.

Fm CLAE, substéncias ionizadas ou ionizéveis, como a moniliformina,
apresentam comportamento indesejéve! tal como assimetria, cauda, divisdo em dois picos,
na maioria dos Hipos de coluna. Nas colunas de troca idnica isto ndo ocorre. A
cromatografia de pares ibnicos, por sua vez, também torna possivel a separagéo eficiente
desses compostos (POOLE et alii, 1984). Optou-se, entdo, por conduzir testes
empregando um tensoativo,
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A citrimida ( brometo de hexadeciltrimetiiaménio) & um tensoativo catidnico
de cadeia longa gque forma par idnice com grupos sulfonatos e tem sido utilizada em
cromatografia de pares iGnicos { KNOX & LAIRD, 1976). O emprego da citrimida na
separacdo de compostos idnicos ou jonizaveis em CLAE tem obtido sucesso (MACRAE,
1982, SCOTT & KUCERA, 1979) . Mostrou-se também adequada na separacioc de
catecolaminas exibindo uma separagdo eficiente, boa resolugdo dos picos e alla
sensibilidade de detecggo (KNOX & JURAND (1976). A adicdo de citrimida a fase movel
na separacdo de isdmeros do acido naftilaminosulfdnico produziu igualmente bons
resultadog(KNOX & LAIRD}.

O efeito do emprego do tensocativo citrimida em adicdo & mistura
agua/metanocl/sulfato de zinco e aos tamples acetato de amdnia e acetato de sodio esté
apresentado na Tabela 13. '

A moniliformina ndc apresentou mudanga significativa no seu tempo de
retencéo (1,80 min) com adicde de cifrimida, mas em combinagéo com 08 tampbes ©
aumento foi significativo. Com a utilizacdo do acetato de amobnia o tempo de retengdo
obtido foi de 10,25 min e com acetato de s&dic 12,3 min para vazéo de fase movel de
0,7 mb/min. Foram testadas sete concentragbes de citrimida (100 mgiL, 200 mg/l; 250
mgfl; 300 mg/L; 350 mg/l; 400 mg/l. e 500 mg/L) na fase mdvel. Para esses testes, uma
amostra de milho fortificada com moniliformina foi empregada. Os cromatogramas obtidos
foram avaliados e a concentragdo de citrimida de 350 mg/L foi escolhida devido a melhor
separacdo da toxina com relagdo aos interferentes provenientes da malriz mitho, Diversas
proporgBes dos componentes da fase mével foram avaliadas ¢ a combinagdc de agua +
citrimida (0,035%) + sulfato de zinco (0,05 %) / tampdo acetato de sodio / metanol
{42:10:48) propiciou uma melhor separacéo da moniliformina em relac&o aos interferentes.

Os cromatogramas obtidos com a injecdo da uma amosira de mitho
fortificado e da moniliformina pura empregando diferentes fases moveis podem ser
observados nas figuras @, 10, 11 e 12
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0 1,65 8 min

Figura 9 - Perfil cromatogréfico de uma amostra de mitho fortificado com moniliformina

(tempo de reteng&o de 1,65 min }.

Condicdes: Coluna: C1g Spherisorb OD8-1 150 x 4,6 mm, 5 um
Fase Movel: dgua + sulfato de zinco {1 mM} Vaz&o: Tmbl/min
Detector ;. Ultravioleta por conjunto de diodos A= 263 nm

Quantidade injetada de amostra: 20 pl.
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Figura 10 - Perfit cromatogréfico de uma amostra de mitho fortificade com moniliformina
{tempo de reteng@o de 1,80 min).
CondigBes: Coluna: Cqg Spherisorb ODS-1 150 x 4,6 mm, 5 um
Fase Movel: Agua + citrimida (0,025 %)Y agua + sulfato de
zinco {1 mMY metanol {10:15:75).
Vazao: Tmbl/min
Detector : Ulitravioleta por conjunto de diedos A= 263 nm
Quantidade injetada de amostra: 20 ul
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|
10,89 18 min

Figura 11 - Perfil cromatografico da moniliformina pura empregando a fase mavel

proposta..{tempo de retengdo de 10,88 min).
Condicées. Coluna: C4g Spherisorb OD3~1 150 x 4,6 mm, 5 um

Fase Movel:
-Agua + 350 mg citrimida + 500 mg sulfato de

zincofl. (42 %)
“tampao acetato de sodio (pH=3,5) {10 %)
-metanol (48 %)

Vaz&o = (0,8 mbL/min
Detector © Ultravioleta por conjunto de diodos A= 263 nm

Quantidade injetada de amostra: 20 pbL
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Figura 12 - Perfil cromatogréfice de uma amostra de milho fortificado com moniliforming
empregando a fase move! proposta.(tempo de retengéo de 11,02 min).
CondicGes: Coluna: Cqg Spherisorb ODS-1 150 x 4,6 mm, 5 um

Fase Mdvel:
-agua + 350 mg citrimida + 500 mg suifato de

zingo/l. {42 %)
tampéo acetato de sodio (pH=3,56) (10 %}

-metanol (48 %)

Vazéo = 0,8 mL/min
Detector : Ultravioleta por conjunto de diodos A= 263 am

Quantidade injetada de amostra: 20 ul
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4.4.2 Otimizagdo do procedimento Escolhido.
4.4.2.1 Adequagio da quantidade de amostra e do volume do solvente extrator

Qs testes de adequacdo da quantidade de amostra e volume de solvente
extrator foram conduzidos utilizando-se o procedimento P (Tabela 14}, Ao empregar-se
25 g de milho e 150 mbL de metanol-agua {135:15),0 volume de exirato evaporado foi de
100 mL, correspondente a 16,6 g de amostra. Com 10 g e 100 ml, o volume a ser
concentrado foi de 50 mbL (referente a 5 g de amosfra). Para 5§ g de mitho e 50 mL de
solvente, 0 volume a ser evaporado foi de 35 ml (correspondente a 3,5 g da amostra
inicial). No primeiro caso, os 3,0 mL néo foram capazes de dissolver a amostra, deixando
residuos na parede do bal&o. Uma diluicdo utilizando 10 mi de agua foi suficiente, mas
diminuiu a sensibilidade do método. No segundo caso, 3,0 mbL foram suficientes para
ressuspender todo extrato, mas quando se ufilizou 5 g de amostra, 2,0 mL de agua
ultrafilirada foram suficientes © como consequéncia um aumerto na sensibilidade do
metodao.

A quantidade de amostra a ser empregada na metodologia proposta ¢
de 5 g & 0 volume de solvente metanocl-agua (9:1) é de 50 mL, devido a contribuigcéo ao
aumento de sensibilidade do método.

Tabela 14 - Adequacéo da quantidade de amostra e do volume de solvente extrafor.

QUANTIDADE DF  VOLUME DE VOLUME A SER DISSOLUCAD DO RESIDUO
AMOSTRA SOLVENTE EVAPORADO e mRmmmmw
{(g) {mL) (mL} 3 ml Z2mlL
5 50 35 suficiente suficiante
10 100 50 suficiente insuficiente
25 150 100 insuficiente insuficiente
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4.4.2.2 Limpeza e desengorduramento utilizandoe parfigdo com hexano

A capacidade de limpeza do extrate pela particdo em hexano foi testada.
Utilizou-se como procedimento fixo uma Unica particdo com 100 mi de hexano combinada
com o8 procedimentos descritos a seguir .

A adicgo de 15 mL de &gua a uma atiquota de 35 mb do filtrado foi excluida
do método devido ao aumento do tempo de evaporacéo do extrato, pois na temperatura de
40°C, o extrato contende maior quantidade de agua necessita de major tempo no
evaporador até secura total

A utilizac@o de celite antes da partic8o com hexano removeu eficientemente
os interferentes, mas a recuperacdo do método ficou marcantemente reduzida.

O resfriamento do exirato metandlico & - 10°C por 30 minutos resultou em
melhoria da limpeza, porém, provocou a formacéo de grumos, contribuindo para a redugao
da recuperacdo do metodo.

A adicdo de celite apos a particdo com hexano removeu interferentes, mas
os cromatogramas apresentaram ainda um interferente que eluiu com 0 mesmo tempo de
retencdo da moniliformina. O mesmo ocorreu quandoe a celite tratada era utilizada,

O emprego de uma segunda particdo com 50 mbL de hexano mostrou-se
sficiente na remocdo dos interferentes. Uma segunda particdo foi capaz de remover
compostos que a primeira particdo nac removeu.

4.4.2.3 Ressuspensio do extrato em dgua ultrafiltrada.

A ressuspensao do residuc em 2,0 e 3.0 ml de agua foi testada. Dois
mitilitros de agua foram suficientes para remover todo o residuo evaporado do balao de
vidro. Considerando-se que a diluigao em 3,0 mL diminuiria a sensibilidade do método, o
volume para diluicio selecionado foi de 2,0 mbL em duas aliquotas de 1.0 mL seguidas de
agitacio no ulirasom.
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4.5, Avaliagdo da metodologia desenvolvida.
4.5.1 Teste de rusticidade

A sensibilidade do método proposte a pequenas variagdes nas condicdes e
nos reagentes foi verificada empregando combinagbes de  condigdes basicas e
alternativas apresentadas em 3.10. A rusticidade do método estd expressa nas
recuperacoes obtidas nas oito condicdes elaboradas (Tabela 15) e na individualizagdo da
influéneia dos fatores isolados (Tabela 16}

Tabela 15 - Recuperagbes e coeficientes de variac&o da moniliformina no teste de

CONDIGAO REclE!r;ﬁ)RAng CQEFiCiENTEs(%E)VAmAQAo
CEFG 71,5 6,37
BDFG 68,7 3,40
BCDE 84,0 2,90
ADEG 725 4,22
ACDF 69,3 3,30
ABEF 70,5 6,20

ABCG 81,0 5,70
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Tabela 16 - Individualizacdo da influéncia das condigbes avaliadas no teste de rusticidade.

CONDICAD MEDIA MEDIA DIFERENCA
ALTERNATIVA X8 y P CALCULADAS

A 73,33 74,73 1,40

B 76,05 71,10 4,95

C 76,45 70,57 588

D 73,63 75,33 -1,70

E 74,63 73,00 1,63

F 70,00 7817 9,17

G 73,43 74,60 1,17

a - Média das recuperacfes relativas a ensaios que possuem condigdo alternativa em
comum,

by - Média dos resultados nfo incluidos na média X.

¢~ Subtracéo da Média Y da Média X

Agrupando as variaveis em ordem decrescente de influencia, podemos
verificar que F>»C>B >D>E>A> G Portanto, 0o emprego de temperatura de 55°C
na secagem do extrato influi significantemente na recupsracéo do método. Nesta condigdo,
ocorre provavelmente degradagio da toxina, concordando com o relato de que o
aquecimento da toxina a 50 °C produz perdas de 23 & 32 % (SCOTT et alil, 1987b). O
volume de hexano empregado na segunda particgo foi o segundo maijor fator em
imporiancia, indicando a necessidade de estipular a quantidade exata de hexano a ser
utilizado, Situacdo semelhante temos com relagéo ac volume de solvente extrator.

O emprego de hexano com caraclteristicas menocs apolares {Synth)
evidenciou a necessidade de padronizacio do solvenie a ser utilizado, ou seja, a pouca
talerancia do método a solventes de qualidade variavel. Os demais fatores influenciaram
menos na recuperagdo do método. Atencdo especial deve ser dada ao fator tempo de
espera apds extracdo e limpeza antes da injec&o no cromatografo, pois a espera de
24 horas pouco influenciou, indicando que, casc necessario, 0 exirato seco pode aguardar
injec&o no cromatégrafo sem significante perda de toxina.
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4.5.2 Teste de Recuperagdo
4.5.2.1 Resultados

Os valores de recuperagdo obtidos para monilfiformina em amostras
fortificadas em sele niveis diferentes empregando o metodo proposto s&o apresentados na
Tabela 17.

A recuperacio média obtida na faixa de 4,50 a 0,57 pgfg foi de 83,9 %,
sendo a menor recuperacde de 745% a 088 ug/g e amaior de 892 % a
140 ngly. Comparando a média da recuperagdo obtida (83,9 %) com as médias
apresentadas na literatura, verificou-se que © métedo proposto demonstrou melhor
recuperacao média que a relatada por  SCOTT et alii (1987b) que obteve uma media de
80.8 % e também melhor que a recuperagdoc média de 70,5 % encontrada por
SHEPHERD & GILBERT (1988). Por outro lado, o valor médio de 88,5 % relatado por

SHARMAN et alii { 1991) fol maior gue o valor obtido no presente trabaiho.

Tabela 17 - Niveis de contaminacio utilizados para os testes de recuperagio do método

proposto
NIVELS CONCENTRAGCAO RECUPERACAD  COEFICIENTES DE VARIACAO
(rg/g) (%) ( %)

1 4,50 84,0 4,30
2 3,38 86,1 3,20
3 2,52 80,7 4,80
4 1.97 85,4 4,10
5 1.40 89,2 6,12
& 0,88 87.4 4,20
7 0,57 74,5 5,78
8 0,0 ng@

e v . e e e e it e o e e e s o e

a - Nao detectado
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4.5,2.2 Tratamento estatistico

A partir dos resultados obtidos na recuperagfo da moniliformina em sele
riiveis diferentes, foram calculados a dispers8o & o desvios individuais conforme 0
procedimento proposto por WERNIMONT (1985). A disperséo e os desvios individuais dos
resuitados foram pequenos, conforme o que se pode verificar na Figura 13.
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Figura 13 - Disperso e desvios individuais da recuperagdo da moniliformina.
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4.5.2.3 Limite de detecgdo

O limite de detecgao da moniliformina pelo método proposto foi encontrado
pela reducio sucessiva da quantidade de toxina adicionada ac mitho até a concentragao
de 0,33 pgly. Comparando-se o valor obtido com os valores encontrados na  literatura
verifica-se que de sete metodologias para CLAE, quatro (SCOTT et alii, 19870
SHEPHERD & GILBERT, 1986; SHARMAN et alii, 1991) s&o mais sensiveis que ¢ método
proposto e trés (THIEL et alii, 1982; RABIE et alii, 1982; FARBER et alii, 1988) s&c menos
sensiveis, O limite de 0,33 uglg é trés vezes menos sensivel que o método desenvolvido
por SCOTT ef alii (1987b) que apresentou valor de 0,11 pg/g com fase mével contendo
acatonitrilo e com detector a 254 nm; 1,83 vezes menor que o valor obtido de 0,18 ng/g,
por SCOTT et alii (1887b) empregando metanol na fase movel; e 3,3 vezes menor que o
limite obtido por SHEPHERD & GHLBERT, 1986. O metodo mais sensivel (SHARMAN et
alif, 1891), possui limite de detecgdo de 0,06 ngig,

4.5.3 Teste de repetibilidade

Uma amostra fortificada com 1,97 pg/g foi analisada em triplicata. Os
valores obtidos para verificagdo da repetibifidade, expressos como coeficientes de
variacBo para o método desenvolvido séo: CV= 37 %, CV= 43 % e CV=61%. O
coeficiente de variacéo médio de 4,7 % & melhor que o valor relatado por SHARMAN &t alii
(1991) que foi de 7,6 € 8,7 %, indicando uma boa precisao intralaboratorial.

4.5 4 Curva Padrio

A curva de calibracdo foi elaborada segundo WERNIMONT (1985),
utilizando-se sete solugdes agquosas de moniliformina de concentragdes variadas. Foram
reatizadas trés injecGes de cada um dos sete niveis e calculados os  seus coeficientes de
variacdo, A figura 14 mostra a curva de calibrag&o onde os valores de area séo resultados
médios de rés injecdes de cada um dos niveis. O coeficiente de variagio medio obtido das
injectes foi de 4,14 %, com extremos de 2,39 & 5,41%.
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Figura 14 - Curva padrio da moniliformina. CVmadio= 4,14 % (n=3)
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4.5.5 Analise de custo

O custo médio do métode proposto foi comparado com o custo médio da
analise de uma amostra de milho pelo método desenvalvido por SCOTT et ali (1887b). O
custo médio da metodologia proposta por anadlise foi de CR$ 550,00 (US$ 1,13}
por amostra. O custo médic por amostra de uma analise pelo método de SCOTT et ali
{1887h) foi de CR$ 4.781,00 { US$ 9,81). O método desenvolvido mostrou um custo
menor, que pode ser explicado pelo fato do método de SCOTT et alil (1287h) empregar
colunas Sep-Pak na limpeza do exirato.

4.6 Incidéncia de moniliformina em mitho

O milho tem sido © cereal mais implicado em contaminagfo por gspecies de
Fusarium. Andlises microbioldgicas em amostras de mitho de diversos paises tém indicade
a presenca de Fusarium moniliforme ern grande ndmerc de amostras { MARASAS et alii,
1979; 1981: BLANEY et alii, 1986; MUNOZ et alii, 1990; HUSSEIN et alii, 1891).

No Brasil, a ocorréncia de espécies de Fusarium em gréos foi relatada por
vérios pesquisadores (RIET-CORREA et alli, 1882; LASCA et alii, 1983; MENDEZ et alij,
1089; HIROOKA et alii, 1988 FURLONG, 1982). De especial interesse € a ocorréncia de
espécies de Fusarium e principalmente de Fusarium moniliforme em amostras de milho
suspeitas de causar leucoencefalomalacia em equinos rno Estado do Paranéa relatada por
HIROOKA et alii (1989). Uma incidéncia de 0 - 16 % de Fusarium monififorme foi
encontrada em vinte amostras de trigo recém cothido no Estade de S&o Paulo
(FURLONG,1992). A ocorréncia desses microorganismos em gréos, e inclusive milho,
indicaram a necessidade de investigar a possivel presenga de moniliformina em nossos
cereals, mais especificamente no mitho,

4.6.1 Incidéncia de moniliformina em milho recém colhido, produzido no Estado de
Sdo Paulo.

Nests etapa, dois grupos de amostras foram analisadas: (a) quatro
amostras de milho recém colhido em campos experimentals, fornecidas pelo Instituto
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Agrondmico de Campinas {Tabela 2), (b) dezoito amostras de mitho comercial recém
colhido, provenientes de diferentes localidades do Estado de 550 Paulo (Tabela 3).

As amostras do segunde grupo foram analisadas quanto ao grau de
infecco  por Fusarium na Segdo de Armazenamento do Institufo de Tecnologia de
Alimentos, empregando-se dois meios de cultura diferentes: DRBC (KING et afii, 1979) e
DG18 (HOCKING & PITT, 1880). O grau de infecgdo das amostras por Fusarium sp variou
entre 14 ¢ 78 % (Tabela 3).

A anslise das amostras dos dois grupos fol conduzida por cromatogratia
liquida utilizando-se 0 método proposte. Nao foi detectada moniliformina nas 22 amostras
analisadas. A auséncia de moniliformina nas amostras naturalmente contaminadas por
espécies de Fusarium pode ocorrer, pois é possivel isolados fungicos produzirem a toxina
em cultura, mas ndo no gréo { MARASAS et alii, 1979; RABIE et alii, 1982 VESONDER,
1686). Além disso as cepas presentes podem ndo ser necessariamente toxigénicas, As
vinte e duas amostras foram examinadas em nosso laboratério quanto & presenca de
aflatoxinas, zearalenona, ocratoxina e esterigmatocistina, pelo meétodo de SOARES-
AMAYA (1989), ndo tendo sido detectada a presenga dessas toxinas nas amostras.

4.6.2 Incidéncia de moniliformina em amostras de fuba, milho de pipoca e mitho
canjica comercializados na cidade de Campinas-SP.

A distribuicdo das amostras de milho e produtos derivados em relag8o as
marcas estdio apresentadas na Tabela 4. As 68 amostras adquiridas em mercados na
cidade de Campinas-SP foram pesquisadas para moniliformina, empregando-se o métedo
proposto, por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os resultados obtidos foram

negativos.
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5.0 Conclusodes

Foi desenvolvida uma metodologia para determinacio de moniliformina em
mitho, por CLAE, de baixo cusio de facil aplicagdo em laboratdrios nacionais. O seu
baixo custo pode ser atribuide & substituicdo de stapas de limpeza do extrato, que em vez
das colunas de fase reversa Cqg enconiradas em outros metodos, utiliza particdes do
extrato com hexano e ressuspensfio do residuo evaporado com  agua. A recuperacéo
média obtida { 83,9 %), assim como o coeficiente de variag8o médio (4,7 % ) e o limite
de deteccdo (0,33 pglg) fornecem indicadores da aplicabifidade do método.

Foram investigadas reagtes de derivago com a finalidade de confirmar a
identidade da toxina. A reacio de metilagfo catalizada por trifluoreto de boro mostrou-se
adequada e de facil execucBo a nivel de bancada. A reagdo proposta preenche uma
tacuna a nivel internacional. onde confirmac@o da moniiiformina diretamente em CLAE néo
é realizada em cromatdgrafos que ndo disponham de detectores com arranjo de diodos.

Foi constatada a auséncia de moniliformina em 18 amostras de mitho recém
cothido em uma amostragem realizada em todo o Estado de 880 Paulo em 1892, Em outro
levantamento, em amostras de fuba, milho de pipoca & mitho canjica comercializados na
cidade de Campinas-SP em 1993, ndo foi detectada moniliformina em nenhuma das 68
amostras analisadas. Quatro amostras de milho provenientes de campos experimentais
foram tambem examinadas com resultados negativos. O volume dos dados coletados
forneceu uma segura indicacdo de gue a moniliformina n&c & um problema para o mitho
plantado ou comercializado no Estado de 580 Paulo.
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