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RESUNO

Surtos de fugariose em animais sdo regularmente relatados no
sul do pafs, Importante centro preodutor de gr¥os. Paralelamente o Bra-
811 importa cereals de pafses em que, reconhecldamente, exlstem pro-
blemas com tricotecenos @ zearalenona. Com a falta de procedimentoes
analfticos simples e de baixo custo, levantamentos da 1n¢idéncia des~
tas micotoxinas e sua fiscalizago n¥o tém sido possivel em nosso pais
at¢é a presente data.

Para suprir ests lacuna, foi Idesenvolvido um procedimento
analftico para determinécﬁo de toxina T2, dlacetoxiscirpenol, roridina
A, verrucarina A e zesralenona em milho, feljdo, soja'e arroz. Um ou-
tro procedimente, variante do primeirb, foi desenvolvido para determi-
nacdo de toxina T2, diacetoxtiscirpenol, roridina A, verrucarina & onm
trigo. Ds coeficientes de variac3o obtidos, de 12% e 16%, respectiva-
mente com amostra contaminada por inoculagZo de cepas toxigénicas de
Fugarium » com amostrasg artificialmehte contaminadas, © a recuperagio
média de 101%, demcnétram a repetibilidade e a exatid¥e da metodelogla
proposta. 0s limites de detecc¢¥o conseguidos mostraram a sua adequaglo
‘para trabalhos com amostra contendo teores médioz @ altos de contami-
nac¥o (zearalenona - 154 _wg/kg: diacetoxiscirpenol -~ 3800 a 1500
/ﬁg/kg; toxina T2 - 650 a 1100 H/Lg/kg; roridina A - 790 4tg/kg; verru-
carina A - 900 a 1500 ug/kg)- ‘

Um sistema para confirmaqﬁo de tricotecenos, em camada delga-
da, & proposto visando permitir uma wmalor seguranga nos resultades dog
laboratdrios seom acesso a espectrometria de massa. Cinco revel adoresz,

trés sistemas solventes em conjunto com uma reag3o de acetiltagfo, rea-



‘1izada diretamente em placa, s%o empregados.



SUHMARY

Dutbreaks of fusariotoxicoses in animals have béen regularly
reported in the Southern Brasil, important grain production center. On
the other hand, Brasil imports cereals from countries known to have
problems with trichothecenes and zearalenone In ‘thelr products.
_Lacking simple and low cost analytical methods, surveys of the inci-
dence of these mycotoxins, as well as their contrel, have not been
possible to date in.this country.

In answer Lo this need, an analytical method vwas developed to
determine T2 toxin, diacetoxyscirpenol, fprldin A,-.verrucarin A and
zearalenone in maize, beans, soybeans and rice. A vartation of the
‘above procedure was tgsted in wheat to determine T2 toxin, diacetoxys-
cirpenol, reoridin A and verrucarin A. Coeficients of wvariation of 12%
and 16%, were obtained in samples contaminated with toxigenic strains
~of Egggg;gm and samples artificially conﬁaminated. Detection limits
were: zearaienone:ﬁiSQ/pg/kg; diacetoxyscirpenol: 900~ 1500 ug/kg; T2
toxin: B50-1100 mg/kg: roridin A: 790 _ug/kg and verrucarin A: 800-1500
Jfg/kg, showing the adequacy of the method.fcr medium and highly conta-
minated samples. |

A system for confirmation of trichotheﬁenes in TLC also has
been developed and proposed in order to assure more reliable resulis
in laboratories with no access to mass spectrometry. Three solvent
" systems, flve éo}or developing sprays in coﬁjunction with an acetyla-~

tion reaction performed directly on the TLC plate, are employed.



1. INTRODUCKD

Os tricotecencs compreendem cerca de 65 micotoxinas produzi-
das especialmente por espécies de Fusarclum. Apresentam um eazpectro de
aefeitos danomos em animais, que incluem redugdo na produgfio dog compo-
nentes sangufneos, necrose da pele, ;nflamacﬁo e necrose do aparelho
digestivo e destrulg¥o da medula dssea. A zearalenona, que possui
efeitos ostrogénicos em animaiz, também & produzida por este tipo de
fungo. Todas s3¥o produtos secunddrios do metabolismo destes fungos
quando submetidos a condi¢Bes de baixas temperaturas e elevada umida-
de. Taly condicBes climdticas sdo encmntradas no sul .do nesso pafs,
bem como em outros pafses dos quais o Brasil importa cereals,

Dados sobre a ;ncidéncia de tricotecenos na alimentag3o huma-
na e mesmoe animal no Brasil s¥o inexistentes. No entanto, surtos de
fusabibtoxicoaé vém sendo regularmente relatades em animals nos esta-
dos do cone zul. Tal vazlo de IinformacgBes deve-se & metodologia analf-
tica atualmente diap;nfvel gque & dispendiosa e de execugdo complexa,
utilizand; principalmente © bindmlo cromatografia gasosa/espectrome-—
'Lria de massa. Como consegifncia, tal tipo de trabalho tem estado fora
do alcance da maioria dos laboratdrios, incluzive dos de pesquisa @
daqueles pertencentes a Srgl¥os oficlais de fiscallzagio.

0 preenchimento de semelhante lacuna de informagdaes 3é se da-
r&% com o desenvolvimento de uma metodologia analftica que atenda as
reatls condicBes dos laboratdrios naclonais. Isto significa procedinen~-

tos de simples execucg3o, baixo custo e que utllizem equipamentos fa-

ciimente disponfveis. Atingidas estas condigBesn, a gerac¥o de dados



deverd ocorrer espontaneamente, forgada pela necessldade, em virias
partes do pais e em vérios setores envolvidos na producdo, comerciali-
zacﬁé g fiscallizagdo de allmentos.

Foram estabelecidos como principios norteadores déste traba;
lho o emprego de soiventes de baixo custo e toxlidez para extfaq%o, de
clarificantes para limpeza devido a sua simplicidade @ rapidez e de
cromatografia em camada delgada para detecg®o, quantificag3o e confir-
ma¢¥o por sua disponibilidade, baixo custo e'simplicidade. Egtes cri-
térios vem de encontro ac objetivo principal que € o desenvelvimento
‘de um método simples e de baixo custo para determinacg¥o de iricotece-
nos. Paralelo a este, tivemos também o objetivo de desenvolver um me-
todo mulititoxina, isto ¢, gue num s8¢ procedimento sejé capaz de deter-
minar vérias micotoxinas, fato este extremamente desejével pela econo-

mia de tempo ¢ reagentes envolvidoes.



2, BEVISEOQ BIBLIOGRAFICA

2.1 TRICOTECEROS
2.1.1.ESTRUTURA QUINICA E ESTABILIDADE

0Os tricotecenos constituem uma fam(llia de sesquiterpendides
com funcBes éster e dlcool residindo na periferia da molécula. Possuen
uma dupla ligacH3o entre o carbonos 9 ¢ 10 & um grupo epdéxido nos car-
bonos 12 e 13 o por isso, =¥o usualmente descritos come 12,13 epdxi-
tricotecenos (117}

A estrutura quimica biésgica apfesentada por todos os membros
desta famflia estd na figura 1.

‘Tricaéermol, o membro mais simples do grupo, possui uma fun-
%o hidroxila na pomig¥o 4. Os domals membros aprogentam substituicles
do hidrogénio, em aléumas ou em todaé as posi¢les 3, 4, 7, 8 2 15, por

grupos hidroxila ou por grupos ésteres. Frequentemente, o grupo éster

‘& um acetato, embora ésteres dos dcldos butendico e isovalérico também
sejam enconirados. Em algunsz cagos o carbono 8 & pubstitufde por uma
cetona (C=0). Uma série de didsteres macrocfclicos s¥o também conheci-
dos (313.

Os tricotecenos s¥%o classificados em 4 grupos, de acordo com

guas caracter{sticas qufmicas (31,117,151) (tabela 1)



FIGURA 1: Estrutura bdsica dos tricotecencs



TABELA 1 Classiticag®o dos principais tricotecenos {iHi)

Brupo ghreviatura Tricoteceny Ri g2 R3 Ri RS
A - Tricoderaol H H H H #
——— Tricodernin H fiac H H U
— Verrucaral H OH i H 4
——— Scirpentriol OH OH a4 H H
T2 tetraol Toxina T¢ Eebraol BH 0H {H KB £
HAS Honpacetoxiscirpencl OH 1] TR B4c H H
D4S Dizcetnxiseirpennl aH 1:13 fAc H K
HED Neosolaniol pH U4c fiac H OH
HT2 Toxina HT2 0H o4 Dac H GEOCH, CH(CH ),
12 Toxina 12 BH DA BAC H OCOCH,CHICHA) ,
fcetil T2 Tacina acebil 72 84c 0é&e DAc H OCOCH,CH{THs) 5
B —— Tricotecin H 008&H=DHCH§ H H =
BON Deaxinivalennl 0K H OH s =0
NIY Nivalenol 04 OH OH OH =
FUS % Honvacetilnivalenol
' (Fusarennnz X 0 Qe i OH =
— Honoacet iYdeoxinivalenol  DAc H ' ftH aH =
£ VER & Yerrucarina & Q Q §
R= ~LLHOHCHMECH,CH, OLCH=CHOH=CHE -
ROR & Roridina A ] q
‘- R= ~CCHOHCHMECH R, DCHCR=CHOH=CHE -
HeCHIH
;) L e " Protocol R2= OH
CRO Crotacin R2= OCOCH=CHCH,
BAc= acetatn, Me= mebil
0
0 R,
0 ‘ﬂ)
Rs CHz Rz (iHa
Rs 0——R —0

GRUPOS AeB GRUPO C GRUPO D



Os tricotecenos do grupo A possuem uma func®o hidroxila ou
éster nos carbonos 3, 4, 8 ¢ 15. Os do grupo B contdm uma carbonila no
carbono B, além das func¢®es equivalentes ac grupo A nos carbonos 3, 4,
7 e 15, Ds iricotecenos macroclclicos compreendem o grupo C e apresen-
tam um sistema de anel entre os carbonos 4 e 15. Os do grupo D possuen
uma segunda func¢do epdxido na posig¥o dos carbonos 7 & 8.

Os tricotecenos sio incolores, ¢ristalinos, sdélidos oticamen-
+ts ativog, solidveis em dlcool, acetona, acetaleo de etlila e clorofdér-
mio, mas pouco soldvels em &gua. STo estdvels quando estocados a tem-
‘peratura ambiente, e poucos deles s%o afetados pelos processos normais
de cozimento (3. Podem ser armazenados a temperatura ambiente por
anog, ou aquecidos a 1002C por umz hora sem perda de étividade (1173,
Sob condig®es alcalinas, os grupos presentes nos dlversos tricotecenos
%o prontamente saponificados originando produtos menos acetilados ou
dlcovis derivados.

s anai epdxido, que inclul os carﬁqnas 12 ¢ 12 o ao qual se
atribul a tokidez dos tricotecencs, somente pode ser aberto por hidrdé-
lige em condicBes fortemente #cidas ou por redutores potentes tais co-—

- mo hidreto de alumfnio e lftio (150>, Trata-se de wuma esirutura que

nos tricotecenos apresenta grande estakllidade térmica, o que & inco-
mum em epdxidos. Tal comportamento indica uma protegdo do grupo epoxi-
do por outras partes da molécula, tornando seu acesso diffecil para

qualsquer reagBes qufmicas (98).



2.1.2. MICRODRGANISHOS PRODUTORES E CONDICBES DE PRDQUCKD

Tri{cotecenos s3c metabdlitos secundsdrios produzidos por vi-

rias espécies de fungos, principalmente do género Fugarium, além de

Myrothecium, Trichothecium, Trichederma, Qﬁghglgaggtigm, Stachybotrys,

Verticimonosporium e Cylindrocarpon (54).

Os tricotemcenos do grupe A s%o produzidos por virias espécias
de Fugarium, assim como os do grupo B. Os.do grupo C tém sido izmolades
de vérios géneroz de funge incluindo-se MNyrolbeciunm, Stachyheolrys,
Verticimonosporium e Cylindrocarpon, e os do grupe B sdo metabdlitos
de fungos dos géneros Trichetecium, Cylindregcacpen (213, Trichedsrma &
Gephalosporjium (16). Sic também citadas especles dos fuﬁgos'ﬁgighgggg—
ma, Trichotheclum & Myrothecium, como produtores de tricotecenos dogm
grupeos A e B (3,5,16%.

Estes fungos estﬁo amplamente distribufdes na natureza e t&m
sido 1solados de uma série de produtos usados tanto para al imentor co-
mo para ragBes. Os niveis criticos de umidade para o desenvolivimenio
de espécles de EggggLQé variam entre 22,2 o 30% em cerealis (67).

Cerca ds 65 tricotecenocs jd foram isolados & caraﬁterizados.
AtS o presente, apenas as toxinas T2, DAS, HT2, NIV e DON foram encen-
tradas ocorrendo naturalmente em alimentoz (1037,

Pstudos "in vitro” denotam a tendéncia para produ¢do simulid-
nea do dois ou mais tricotecencs por fungo (tabola 2). A guantidadese,
no entanto, pode varlar conslderavelmente dependendo da temperatura,
tempo de crescimento, cepa e subsirato. Fgte & o caso do Fugariump tri-

¢inctum cepa T2, que apresenta malor produco de DAS e T2 a D=2C. A

242C, o mesmo funge, produz HTZ2 alem de DAS e T2 e ostes dois wdliimos



a nfvels bem Inferiores que a BzC (35,

Realmente, a produglo méxima de tricotecenos parece estar ar-
sociada @ baixas temperaturas para a maloria dos fungos. Em contiraste,
a temperatura Stima de crescimente estd sempre préxima 2 Itamperatura
amblente (4,5,85).'Como um exemplo adicional temos Myrothecium__verru-
carla que cresce melhor a 272C mas que produz quantidades elevadas de
verrucarinas e roridinas a 82C (43,

Som relagio a variacﬁo.do substrate, Fernando gt al. (34) en-

contraram uma considerivel produc¥o de ROR A (350 mg/kg) e VER A (210

‘mg/kg} por cepas de Myrethecium rorjidum M. verrucaris om aveia »

trige respectivamente. J4 quando utilizaram cevada, estas quantidades

foram cerca de 2 a 4 vezes NENOresx.

....-...._..-_...-..._—_.....w..-_.......-—_-—-...—.——-..-...——.-».—..———_...._...—-u-..‘-...-—‘...-......_——_.-..._—_.....-..,...-—__“u-_..._—.._“w...__

Espéciés Tricotecenos produzidos
‘E.plvale FUS X, NIV

E.peae _ MED, T2, HT2, DAS
E.speoreoinichioides NEQ, T2, HT2, DAS
E.roseun NED, T2, HTZ2, DON
F.eguiseti NEOQ, T2, DAS
E.graminearun NEO, T2, HT2, DAS
F.pxysporum " FUS x; T2, HT2, DAS
F.soland NEQ, T2, HTZ2, DAS

—.—.......-..—q—....-..—-—-—-.--——--—_—.——.—_—-..-..._—..—-—.——_...4....-..———...—....._.—_..—.....__.......—u...—_-_-.-....-_..-—-—-.....-..



2.1.3. TOXIDEZ

Ds tricotecenos s¥o, dentre as micotoxinas conhecidas, ©s que
afetém o malor numeroc de funcBes em animals, a saber: sistema nervoso;
aparelho digestive, regides produtoras de componentes sangufneog @ pe-
le.

A patologla aguda dos titricotecenos apresenta uma estreita
correlaco com a causada por danos radioativos (agentes radiomiméti-
cos) (98) e a causada por agentes alquilantes. £ caracterizada por
emese, inflamacﬂo, hemorragla, recusa alimentar, diarréia, aborto, mu-
dsncas hematoldgicas, angina necrdética, desordens nervosas @ destrut-
¢Ho da medula 6s$ea {148). Estes sinals clinicos dependem de uma série
de varisveis, incluindo toxinas presentes, seus nfveis, tempo de in-
gestdoe, assim como da eapécie e do estado nutricional ds animals en-
volvidos (143}. Em gerél, a toxidez aguda em animais jovens ou imatu-
ros & malor éue em adultos. N¥o foram cbservadas diferen¢as com rela-
¢Bo ao sexo (149).

lntoxicaqses em homens & animais atribufdas a0 consume de

produtos contaminados com Fugarnium sp tém sido relatadas, desde 1913,

partlcu!armente ne Jap3c, Coréla, Russia e EUA. Dentre estesz Inciden-—
tes, o mais conhecido foi o surio de aleucia téxica alimentar (ATA?
que ocorreu na regi%o de Orenburg, na Russia, na época da [II Guerra
Mundial, e onde foram registradas fatalidades excedendo 10% da popula-
cBo (20). A epldemia fol correlacionada com alimentos preparados com
trigo gue permaneceu NUs Campos, Sem colher, durante o inverno. Neste
trigo foi constatada a infestaglo por F.speorotrichiclides e P[.poas

(57>



Yagen ef al. anallsando metabdlitos produzidos por FE_poae e

F.sporotrichicojdes envolvidos neste surto, constataram que 85% deles
préduziam T2. Administraram extratos de tais espdcies toxigénicas a
_gatos.‘Paralelamente, adminlstraram T2 a um grupo controie . Ambos os
grupos apresentaram os nesmos sintomas caracterf{sticos da doenga, ou
seja, vBmitos, leucopenia, hemorraglas e disturblos neuroldgicos, le-
vande 3 conclus3o que esta foi a micoto#ina causadora da ATA (161},

s gintomas clfinicos da ATA g%0 descritos em serez humanos
seguindo estdgios sucessivos. Num primeiro estdglio, sensagdo de queima
na'boca, es8fago e estbmago, seguida de vé6mito, diarréia e dores abdo-
minats. Num segundo estégio, hd um acentuado decréscimo no numero de
leucdcitos acompanhado de agranulopenia e linfocitose. HNum terceliro
estigio, desenvolvem-se hemorragias petequiais em §érias partes do
corpo {(pescogo, bragos, coxas e face) e aparecem dreas necrosadas na
" garganta. Finalmente, num quarto estigio, o paciente ou entra em con-
valescenca aﬁ morre. No caso de sobrevivén;ia, levarda 2 meges para 2
capacidade'medular de produzir componentes sangufneos voltar ao nor-
mal. A doencga & tamﬁém caracterizada por angina necrdtica, exaustdo da
medula Sssea, sangramento do nariz, garganta & gengiva (57). Estes si-

nals podem ser generallizados para az intoxicagOes agudas por tricote-
cenos tanto em animalis como em humanos.

Muitos dos efeitos causados pelos tricotecenos decorrem de

gua capacidade de inibir a sintese de protefnas & de DNA em células
eucaridticas, resultando em uma ag3o altamente citotdxica (149). Esta
- eitotoxicidade estd relaclonada com sua toxicidade letal, towicidade

dérmlca,danos celulares 38 células em divis¥o e depressdo da resposta

imuncldégica (148). A interrupcfo da sfntese dé-se nos ribossomas, e
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dependendo do iricoleceno, 6corre no infcio, na faée intermedidria ou
no términe da sintese da protefna. 0 estigio no qual a ginteze © In-
terrompida parece estar relacionado com o tamanho da molécula, o3 tri-
cotecenos de maior peso melecular (macrocfclicos) agem no infcio, e os
de menor peso molecular, no eatigio final (33,

Thompson e Yannemacher anallsaram 19 tricotecenos em sua ca-
pacidade relativa de inibir a sfntese protéica. Us mals poteﬁtes (T2,
VER A e ROR A) tém grupo acetil lateral ou uma cadela hidrogénio-car-
bono entre os carbonos 4 & 15 da estrutura bédsica. A perds dos grupos
lateralg resulta em reducio da InibigHo de sintese protéica (TZ para
HT2, NEO ou DAS)Y. Quando os efeitos "in vitre” foram comparados com os
resultados dos testes de letalidade no animal, multos dos triceotecenos
que se mostraram fracoes inibidores de sfntese protéica "in vitro” ext
biram toxidez "In vivo” similar & toxina T2. Logo, a resposta celular
”{n vitro” de um dado tricoteceno nem sempre & um progndstico apurado
da toxidez né animal (141)

Vérios.trabalhms t.8m demonstrado que.os tricotecenos macroc{-

clicos s%o os mais téxicos, seguidos pelos representantes dos grupos

A, B e D (tebela 3.

Ds resultados da administragio por via intraperitoneal inadi-
caram que a toxidez aguda dos compostos macrociclicor € malor que a a-

presentada pelos grupos A e B, e demonstraranm também que para a maio-

ria dos tricotecencs a toxidez oral € levemente maior do que 2 intra-

peritoneal (117).
0 teste de citotoxicidade para VER A, VER B & ROR A em célu-

las de tumor de ratos apresentou como resultado a intbicdo de 50% do

crescimento celulear numa concentrac¥o de cerca de 1 ng/mlL, o gue colo-

i1



ca estes compostos entre os agentes citostéticos mais ativos conheci-—

dog (45,127).

TABELA 3: Comparagdo dos efeitos L6xlicos de vérios tricotecenos (1437

__.......-._.-.u-.—_.....-..._-...m.—.—-—.-.-—»—-..-—--.—..——....-..-.__...........-—_...-.——--..-—.——-n..-..-—.———u«—-—-.........._._-._.—____....

Kicotoxina DL 30% 1.F.  1.8.P poder emético (mg/kg)
(ng/kg? {/@g) (rag/ml) em patos em gatos
T2 5,2 0,2 0,03 0,1 0,1
HT2 | 9,0 0,2 0,03 0,1 —
DAS 23 0,2 0,03 0,2 ———
NED 14,5 1,0 0,25 RS ———
NIV 4,1 10,0 3,0 1,0 S
FUS X 3,3 1,0 0,25 0,4 1,0
DON 70,0 | e —— 13,5 —
VER A - T 1,5 (v 0,05 0,01 - i
ROR A 1,0 4w 0,05 0,01 ——— ———
CRO 700 (iv) 10,0 0,45 ——- ——

-.---..--_-.-.——-—...-....—.....-..__......-—_.—.._.—..\...-._—-._...—_...-._—........—_.-........__......__......_—_.........—__....-.-_._.w.-_....—..-—_.........-.

%= DL50O eom camundongo=s, 1p (pg/kg)
{.F.= Inflamac¥o cutinea em porcos da fndia 3@9)
1.5.P.= Inibilg%o da sintese protdica em reticuldcitos de coelho DIB0O

{/u-g/mL}

Ao comparar-se a toxlidez dos tricotecenos com outras micoto-

®inas, percebe-se que OS tricotecenos est¥o entre os agentes mails po-
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tentes, como cita Niku-Paavola el al. que encontraﬁam valores de DLBO
de 3,0; 4,0 @ 5,5 mg/kg respectivamente para T2 enm canmundongo, T2 em
rato e aflatoxina em rat§ (835.

Fsta constatac¥e ¢ reforgada numa comparag®o realizada entre
32 micotoxinas, que apontou ROR A e VER A como a=m mals potentes dentre

as investigadas (96) (Labela 42

TABELA 4: Menores nfveis que induzem citotoxicidade em células epite-

1iais humanags HEp-~2

u—......--._.......—.._——.......-..._—...-......_—;m--——_.u-.__.__-....-»-..———...........-._.—_—“...-..._.____.._.--...—.—.-—__.__,_ . ra —

Kicotoxinas Quantidade (ng?

ROR A 0,0001

VER A ' : 0,1

Aflatoxina Bl .' 100

Esterigmatoc;stina 100

T? 10

HTZ2 10

DON 100

ZEA ' 100

DAS : 1

Ocratoxina A n¥o téxica mesmo a 1000 ng
Rubratoxina A n3o téxica mesmo a 1000 ng
Aflatoxina Gl ' n¥o toxica mesmo a 1000 ng

.---...-a—-»—_—--.-.-......-...---.-—...-—-..—.....——--..—..——.—.......—.—_.._.--.-_-...---.——-....—......—m-_.-.w—_u—“_—-_-_-._—umﬂ.._mm—u_.
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Efeitos subclfnicos, tals como diminuig3o do ganho de peso e
reducio na defesa imunoldglica, t&m sido observados em animais qQue con-
sumiram ra¢8es contaminadas a niveis iInferlores ao necessdrio para dar

origem a um quadre agudo (90). Trenholm gt al. citam diminuic¢¥o de ga-

nho de peso em pofcos alimentados com rag¢do contendo 300Jug/kg de DON.
{144). A ingest¥o subcrbnica de tricotecenos fol relatada como a causa
do decréscimo nas c¢élulas brancas circulantes em gatog (1439). Por s=sua
vez, sufnos alimentados com nfvels subagudos de T2 (12 mg/kg), por 3
meses, desenvelveram extrema congest¥o no intestino e duto biliar,
além de apresentarem sinais de infertilidade (155). Também notou-se
que animals que consumiram tricotecenos (T2}, tornaram-se vulneriavels
a doengas Infecciomas (91);

A toxidez subaguda ¢ ainda demonstrada em pombos, nos qualis
T2 apresentou efelito emeético quando aplicada por wvia iniravenosa na
asa ou por entuba¢¥o, a um nfvel de 0,72 mg/kg.Jd a dose de 2,75 mg/ kg
mostrou-se letal (29). Huma outra experiéncia, obgervou-se a forma¢Ho
de um grande abcesso no local das aplicag@es intramusculares reallza-
das em um novilho qﬁé recebeu 20 mg de T2/dia, seguindo-se morte apds

60 dias (3).

Com relag3o a efeltos crfnlcos dog tricotecenas, nde fei ob-
sérvado nenhum sintoma Sbvio que os implicasse como carcinogénicos
(117). Estudos de mutagenicidade tambeém £ndicar§m regultados negativos
para os vérios tricotecenos tegtados (120,156). J8 a toxina T2 mos-~
trou-se teratog8nica em camundongos (49,125). Anomalias na cauda e nos
" membros foram préduzidas por uma dose intra#eritoneal de 0,5 mg/kg no
102 dia de gestagFo. Dez dias mals tarde, foram constatadas uma morta-

lidade fetal de 30% e uma Incidéncia de 12% de malformagBes (49).

14



Peralelamente, experi&ncias com galos novos indicaram gue n3o .
h& acdmuio de T2 e HTZ no f{gado. Apds ingest¥o de racgdoc contendo 15
mg/kg de T2 e HT2, n¥o mais se pbde encontrar T2 no figado apds 4 ho-

ras e mela e o HT2, apds 8 horas (b4).

2.1.4. IKCIDENCIA

Os tricotecencs té&m sido enconirados em milho, cevada, irigo,
avela, centelo, sorgo, amendoim, semente de adlay {(job's tears), sila-
gem, feno, ra¢Bes e atéd em produtos processadoz tipo "corn flakes”,

Uma série de toxicoses ocorridas no perfodd de 1930 a 15860,
tais como vertigem dos cersals (Taumelgetreide?, estaquiﬁotriotoxico—
se, dendrodoquiotoxicose, toxicose do pedinculo do feij%o (Bean hull
toxicosig) s%0 atualmente atribufdaz a tricotecenos. Na #gpoca em que
sstes relatog foram feitos, os recurzos analfticos n¥o permitiam uma
identifi¢a§30 das toxinas implicadas. Os fungos encontrados nos ali-
mentos ou racBes aéébciados s micotoxicoses foram isolados a partir

de 1968 & foram capazes de produzir tricotecenos em culturas. Entre-

tanto, a pfesenqa de tricotecenos nas amostras de campo, suspeitas de
causarem toxicoses, n¥o foli estabelecida, Todom estes casom de intoxi-
cacBes L&m um denominador comum, isto &, os sintomas desecritos sd30 si-

milares aos induzidos em animais atravds de administracgio de tricote-

cenos puros ou culturas de fungos reconhecidamente produtores de tri-
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TARELA 5! Papel dos tricobecenns

ew micotoxicoses (87}

ATA

Taxicose Lacal Animais afetadas Funges isolados Hicotoxinaz¥
Yertiger dos cereais Sibéria tavales G.saubipett] tricotecenos
Rissia homens E.sporotrichioides T2
Estaquibobriotoxicose Europa cavalos S.atra satratoiinas
Toxicose do pedinculo de feijis Japdn cavalos Eegplagi 12, NEO
Taxicose do fungo vermelho Japio cavalos,sdinns, E.O0rapineEards DON, RIV
(Red-pold toxicose) VHERS
Toxitnee do milho mafado Eia s [nos, YACES Eabriciochun DON, 72, DaS
" {Maoldy ecorn toxicosel C.EOSEUS
Dendrodoguiotonicose Europa cavalos B.foxicus tricotecenos
Fysariotouicose Canada patos, gansos,
ravalos,suinos Eusariup sep T2

#= Micotoxinas produzidas pelos fungos isolados em cultura.
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Hos EUA, Mirocha (76) reportou a presenca de DAS, DON, T2 e
ZEA em rac8es impllicadas em micotoxicoses em sufnos e bovinos (tabela
6). Eppley (32},'em 1972, testou 173 amostras de milho pelo método
bioldgico em pele de coelho ¢ encontrou 93 (54X} com um "fator Irri-
tante de pele”, presumivelmente T2, em concentragfes de 0,05 =2 1,0
mg/kg de mitho. B presenga de T2 entretanto n¥o fol comprovada. Cie-
gler (20}, analisando 10 destas amostras, encontrou DOH e T2 em algu-
mas delas. Na Universidade de Wisconsin, um grupo de pesagulsadorssz de-
monstrou a presencga de T2 em miltho mofado, associado com doencga & mor-
te de vacas lactantes em um rebanho daquela regldo (52). Levantamentos
mais atuais continuam demonstrando a presen¢a de tricotecenos em ce-—
reais naguele pafs (Labela 72,

No Jap¥o, vérias ocorréncias envolvendo tricotecenos tém sido
relatadas. Durante a chamada toxicose do pedinculo de féijﬁo {bean
huil.toxicosis), onde cavalos foram envenenadoz, F.sclani M.1.1 foi
isolade das amostras e posteriormente produziu T2 e NED em laboratdrio
{1523y. Na chamada &genqa do fungo vermelho (akakabi ou red mold disea-
se) NIV e DON foram encontrados em cevada e trigo ligados ao incidente
{150},

A partir de 1982, levantamentos tom demonstrado a presenga de
DON e NIV em alimentos utilizados para homens e animals (tabela 7). Unm
.destes foi realizado por Yoshizawa @ Hosokawa (163) onde seis amos-
tras de cevada torrada forawm co!etadaé no comércio de Kagawa, Ehime =&
Kumamoto, e todas apresentaram~se positivas para DON e NIV, nas faixas

de 25 a 85 e de 37 a lﬁojxglkg, respectivamente.
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TQBELQ 4. Towinas de Eysariug sp en ragdes, nos EUA (74)

fuostra Hicotaxinas concentragia Diagnéstitﬁ Alimento/local idade

encontradas tug/kg) '

A DAS 500 S{ndruse de hemorragia
intestinal em su{nos ragoes/ Univ. Hinesota
B DAS 306 Sindrome de hemorragia
intestinal em suinos ragoes/ Univ. Minesota
£ ' DON 1506 Becusa alimentar
TEA 258 £R B1{n0S witho/ Hichigan

H] BN 1608 Recusz alimentar

A i75 e@ suinns aitho/ Indiana
£ DON 168 Recusa alimentar

ZEh 1758 ' £ S4iR0S nitho/ Ohic
F . 0N 4358 © Recusz alimentar £ eva-

7E4 2400 CHICAD SANARINER €N SH{RDS ragoes
it T2 74 Evacuagio sanguinzz em

IEA 785 hovinos ragdes/ Nehrasea

H DON 1080 Yomitos en ches ragoes/ Iowa

Zié; —— '
¥ DOW {008 Recusa alimentar ém si{nos ragoes/ Hingsoba

{EA Eragos
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TARBELA 7 Incidéncia de tricotecenos

Micotoxinas Produtn Asiostras / Amaskras % de amostras  Teor médio Pais ana Refersacis
pusitivas/ analisadas pasit jvas Epg/kg)
Tricotecenos cereais, ragoes &drica 1982
(DAS5,T2,00N}  silagens, feno 25/80% 3.1 — do Bl 5983 a7
DOH trigo 33 %4 1,782 Elif 1982 44
4 9,33 S
BN trigo {45/164 29 §904 = E{l4 1982 115
4884
NIY cereais 17738 55 184 Ingla- 1984 155
i 203 &5 3t terra
DON trigo i8/18 100 382 Jaraa 1984 137
NIV 7718 3% 285
DOy tar. trige 26734 72 38 Japio jggz 138
NIV 12/36 33 24 a
BoN far. cevada 3/ o8 i2 1754
U1y 474 162 e
DON tevada polida 18/14 71 i8
NIV 13714 93 &7
T0X adlay 252 i7 272
NIV _ ii/i2 g2 149
i gilho de pipoca 777 100 B4
NIV /7 ) e
DOM trigox B/i4 l¥) 408 Suéria 1984 o
gevada#® 2714 ia i2d
aveiak /13 ¢ —
trigo¥x 23729 79 198
cevada¥ i/6 17 bl
aveiak 376 56 476
grigs aistosks £/11 34 145

¥= Amostras tolhidas no campe
s%= fmostras enviadas para controle higiénice
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Na China, uma amostra de trigo com crosta (scab), coletada em
1976 em Shangai e relacliconada com intoxicacﬁes_caractérizadas por  wv&-
miﬁos, revelou a presen¢a de DON (8,76 mg/kg), T2 (0,74 mg/kg) e ZEA
(0,03 mg/kg) (1532, |

Ha Francé, Jemmali (56), analisando duas amostraz de milho
suspelitas de causarem Infertilidade e sintomas de recusa alimentar em
suinos, encontrou NIV (4,28 e 1,18 mg/kg), DOK (0,6 e 0,14 mg/kg?, T2
. (0,02 mgrkg) e ZEA (10 o 2,5 mg/kgl.

ﬁarasas (66}, examinando duas amostras de milhe naturalmente
contaminado, uma da Africa do Sul e outra da Zambia, relatou é exis—
téncla de duas micotoxinas, DON e ZEA. Estas amosiras foram sgeleciona-
das manualmente, escolhendo-se oz grios yimivelmen£9 infectados con
fungo. Surtos de estrogenismo, recusa alimentar ou sfndrome emdética
nunca foram reglistrados na Africé do Sul. Ko entanto, o trabalho de-
monstra que cepas locais de E.graminsarum t8m o potencial de produzir
ZEA o DON soﬁ condi¢Bes apropriadas. |

Outro estudo de Incidéncia, realizado na fndia (15), mostrou
que trilcotecenos coﬁo DAS e T2 ocorrem naturalmente sob condl¢les tro-

picais naquele pafs. Foram analisadas 87 amostras de amendoim, 84 de
sorgo e 14 de milho. coletadas em Myzmore no perfodo de outubro de 1984
a.setembro de 1885, A tokina T2 foi encontrada em &,9% daz amostras de
amendoim em niveis de 0,177 a 38,89 mg/kg. Em duas amostras, fol de-—
tectada tambédm = presénca de DAS em niveis acima de 2 mg/kg. Dentre 84
amostras de sorgo, 4,8% apresentaram-se positivas para T2 em niveis de
1,67 a 15,0 mg/kg, enquanto que nenbuma amoétra de milho mostrou-se
positiva. A malor propor¢fo de amostras positivas foti encontrada em

produtos estocados por 13-24 semanas. Entretanto, nenhuma amosira es-
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tocada por mals de 24 semanas produziu resultado pbsittvo com relag3o
48 mlcotoxinas.

Mirocha gt 23l. (77} & Rosen & Romen (102) demonstraram que
tricotecenos tém =ido utilizados como arma de guerra bioldgjca no su-
doeste da Xeia. Andlisems -da “chuva amarela”, reallzadas por estes pes-—
guisadores, revelaram a presenca de T2, DA5, DON e ZEA em concentra-
¢Bes de 48, 42, 58 e 265 mg/kg respectivamente.

A tabela 7 mosira alguns casos de incid@ncia de tricotecenos

om virios pafses a partir de 1982.
2.2 ZEARALENDHA
2.2.1. ESTRUTURA QUIMNICA E ESTABILIDADE

Zearalenona, tambdém chamada toxina F2, & uma lactona do acido
resorcf{lico com Fungio estrégén!ca e promotora de crescimento (anabo-
lica) (figura 2}. |

Apesar de.ger uma lactona com um grande anel, compreendendo
13 carbonos, a zearalenona & surpreendentemente estivel ao rompimento
hidrolf{tico. Tal comportamento & atribufdo & presenga de um grupo me-
til secunddrio que impede que ataques nucleofflicos sejam efetivados

na carbonila da lactona (753

Experiéncias realizadas no NRRC (Northern Regional Ressarch
Conter), EUA, té&m mostrado que a ZEA & multo estdvel ao aquecimento e
que nic & afetada pelo processc de ambnia desenvolvido para detoxifi-

car milho contaminado com aflatoxina (13},
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FIGURA 2: Estrutura da zearalenona (ZER)
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A ZEA & um sdélido cristalino branco, ingolivel em sdgua, tetra-
cloreto de carbone, dissulfeto de carbono, soldvel em 4&lcall  aguoso,
éter, benzenc, clorofdrmio, cloreto de metlila, acetato de etlla, ace-

_tonitriia e dlcools, e fracamente solidvel em #ter de petfdleo (75>

2.2.2. MICROORGANISMOS PRODUTORES E CONDICTES DE PRODUCKO

A zearalencna & produzida por varias espécies de Fusarium,

entre eles F.rogeum (E.graminearum’), F.tricinctum (E.ppae, E.sporo-

trichioldes), F.oxysgporum, F.meniliforme, F.selanl, E.nivale, E.avapa-

cium, F.sambucinum o F.culmerum (110},

F.roseum parece gser a fonte mais importante de zearalenona

natural nos Estados Unidos e F.triginctum foi o produtor mats freqien-

temente isolado em um estudo realizado em cevada inglesa (1102,
Espécies de Fugarium desenvolveh—se em grio armazenado quando

a umidade & de 23% ou mals. U milho & gara&mante invadido na estosa~

gem, enguanto cevadé; aveia @ £rigo s%o usualmente infectados ainda no
campo, causando uma doenga chamada crosta (acab) (79},

Em condiclies ca?acterizadaﬂ por alta umidadé @ balxazs tempe-
réturas, ou mezme em dlag guentes seguidosz de noites friag, E.roseunm
produz grandes quantidades de zearalencna enquénto celoniza o gr3o
(79). Entretanto, foram isoladas algumas cepas que d¥o origem 2 eleva-
dos teores de zearalenona a temperatura ambiente (73).

A umidade persistente &, provave}ménte, unm requisito para a
infeccio, promovendo a colonizagZo dos grdos ao evitar a secagem das

ezpigas a um nivel suficiente-para prevenir o crescimento de F.grami-
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chuvas, mas tambdm por condigBes que retardam a gecagem, tals como sgo-
lo de textura fina ¢ de drenagem insuficlente (123).

A hipdtese de que a exposic¥o a baixas temperaturas seria um
requisito para a biossintese de zearalenona fol sugerida como parte da
jdéf{a de que arF enzimas responsdveis pela produgdo desta micotoxina
seriam ativadas a baixas temperaturas (72). Temperaturas estas que n3o
a%o Stimes para o crescimento dos microorganismos envelvidos e que
constituiriam uma condicgio de choque ("stress”). No entanto, estudos
preliminares t&m indicado que este chéque térmico nem semnpre € neces-
sdrio para a produc%olméxima de zearalenona (129) e que esta resposta
A temperatura varia, significantemente, com a cepa. de F.graminearum

utilizada (B1).

2.2.3. TOXIDEZ

A zearalencna € um composto com propriedades estrogénicas que
causa problemas de-reproducﬁo em animais, especlalmente sufneca. E=-
trogenismo, ou sf{ndrome hiperestrogénica, & uma condig¥o que pode ser
caracterizada por uma ou mais das seguintes condi¢Bes em fémeas: in-
chago e avermelhamento da vulva {vulvovaginitel, inflamag¥o uterina,
aumento de secrec¢¥o vaginal, prolapsoc vaginal e algumas veées, retal.
Também crescimento e lactag®o das glindulas mamdrias podem ocorrer em
machos imaturos ou castrados (713, Machos imaturos de sufnos tém ini-
cialmente uma maturag3o sexual acélerada, seguida da espermatogéneée e

perda de libido (106}, além de atrofia dos tegticulos e aumento das

glandulas mamdrias.

-+
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Mirocha et al. f72) citam a possibilidade da ZEA causar abor-
to em fBmeas de suinos.

Zearalenona tem sido associada com hiperestrogenismo e outras
desordens de ordem reprodutiva também em gado e aves.

A ingest¥o de ZEA pode causar infertilidade, mumificacH¥o fe-
tal, natimortos, reducdo de tamanho e incoordenac¥o doz membros poste-
riores (splaylegs) (143). H& pouca evidéncia de que dietas coﬁtamina~
~das com ZEA afetem o consumo de alimento ou ganho de peso, ou sejam
uma causs direta de morte. Porém, a contaminagdo com ZEA © de parilcu-
lar imporiﬁncia para a agricultura e Indistrias de alimentos por duas
razfes: 12) z ingest¥o de ZEA por animais de criac¥o caugsam perdaz eom
termos de reproducfo e sadde; 22) resfduos de ZEA e seus metabdlitos
om alimentos de origem animal ¢ vegetal s¥o de interesse em termeos de
seguran¢a de alimentos para consumo humano (142),

Us efeitos da ZEA eﬁ humanoz n¥o s¥o conhecldos, mas dados de
estudos em pfimatas indicam que o= mesmos efeitos hormonais ja descri-
tos ocorrem. Quando administrado Subcutanéamente em niveis de 14;ag/kg
de peso corporal, afminulu nivels séricos do hormonio luteinizante en

macacos Rhesus (46).
2 2.4, INCIDENCIA

A zeoaralenona tem sido encontrada em milho, Ltrige, cevada,
sorgo, feno, silagem, avela, centelo, raglesz, semente de adlay (job's

tears) e farinha de gergelim.

0 milho tem sido o cereal mais frequentemente implicado em

casos de hiperestirogenismo em animals de criagfic, particularmente suf-
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nos, e a ZEA tem sido detectada em milho no Canad4d, fnglaterra, Fran-
ca, Rissia, EUA (13) aldm de milho colhido em Z%mbla, Lesotho e Swvazi-
landta {(12}.

Nos EUA, alguns produtos relacicnados com efeitos adversoz em
animais de criag3o e que continham ZEA foram cevada, sorgo e farinha
de gergelim. B cevada contaminada foi implicada na mortalidade nsona-
tal em sulfnos e diminui¢3o da produglo de oves em aves. Concentragles
de 2 2 12 mg/kg t8m szide detectadarm em =morgo assoctado com hiperestro-
genismo em sufnos (13). Shotwell et al. (116}, anallsande 180 amostras
deo soj= em 1975, nio gncontraram nenhﬁma positiva para ZEA. J3d entre
102 asmostras de trigo,19 apresentaram ZEA em nfveis de 0,36 a 11 mg/kg
Em outro levantamento, rezllizado entre 1975 e 19?6,\ Shotwell et al.
(114) analisaram 137 amostrag de sorge em 10 estados dos EUA e encon-
traram 56 "(28%} amosiras positivas em nfvels entre 200 o 6900 ug/kg.

Ha.Coréia. em 1983, Tanaka et al. (136) encontraram dentre 28
amostras de éevada, 21 positivas con nfvei% de até 1581 _ug/kg e dentre
18 amostras de trigo do Japdo, obt&veram 100% de resultados positivos
com niveis de 8 a 706 ug/kg. Na cidade &9 Kobe, ainda no JapZ%o, Tanaka
et 2l (138), em 1985, encontraram ZEA em 11% (3) das amostras de fari-
nha de trige analisadas (teor médio de 3 ug/kgd); em 100% (6) daz amos-
tras de farinha de cevada (teor médio de 2 ug/kg) e em 100% (7)) das
amostras de adlay (teor médio de 133 ug/kg). Em outro levantamento,em
1978 no Jap¥e, de 18 amostras de Lrigo, ﬁodas apresentaran—~se positi-
vas a nfveis de 189 ug/kg (137).

De 31 amostras de trigo enviadas da Inglaterra, em 13884, Ta-

naka et al. (1986) encontraram 4 (13%) positivas, com teor médio de

1 hg/kg (135).
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2.3, METODDLOGIA ANALITICA

2.3.1.EXTRACXO E LIMPEZA

0s métodos para determinacio de micotoxinas constam de extra-
- ¢¥o, segulda de !impeza para retirada de co-extrativos e quantificagio
através de algum tipo de sistema cromatogréfice, seja ele gasoso, 1{=-
quido ou &9 camada delgada.

Na tabela 8 est%o os sistemas de extragdo e de limpeza mals
conhecidos para as micotoxinas aqui en esﬁudo. . Ay

* Pathre & Mirocha sugeremn, paré a extragio dos tricotecenos, ©
uso de solventes de polaridade 1ntermediéria como clorefdrmio, acetato
de etila e acetona para représentantes do grupo A e solventes mais po-
lares como metanol!, metanol aquoso, aceténftrila aquosa e Aagua para
representantes do grupe B. Embora citem tﬁmbém gues © acetato de etila
e a acetonitrila s;jam os solventes de escolha para extrac3o de toxi-
nas do grupo B, ressaltam que o acetato de etila resulta em um extrato
‘que requer purificaclo extengiva (861},

Ja Eppley (31), om um artigo de revis¥o, cita que o solvente
de escolha para a extragido de tricotecenos, na ﬁaiorla dos métodos, &
o metanol aqguoso. Romer reporta que escolheu metancel :dgua (1:1) como
solvente de extragZo para DAS e T2 porque esta solug¥o tende a extralir
- compostos de polaridade dos tricotecenos enﬁuaﬁto n¥o extrai compostés'

pouco polares come lipfdies (1003,
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TADELA 8: Tipos da exiragdo o limpeza para zearalancns & tricotacenes

HICOTONING PRODUTO ESTRHT;'I:!!J L IMPEZR SISTEHA REFERENCIA
CROMAT &
boM, FUS ¥, HIW,T2, graos racies ficetomi trilazdgualBds 16> Coluna carvioraluminazterra diateracesa ten 99
HTZ,MED , BRS
RS, Y2 i lha,racoas Hatarol zaqua €1:1D Clarificacho ancnia CG 100
ristas : perti.;.w cloraformio
coluna silica gel
DA%, T2, HT2, 00N, 2R, careais flcetsto da etila Coluna silica gal cs 8
Fus % Hatancl sdgua CB:dd
T2, ZEA + 9 micot. carasis Cloreformio:HzPly 0,1 H CID: 1> Coluna terra diatondcas con MaHCOs £co 41
ZEA ¢ 3 micot. graos Hatanel ragus {10:23 ' Dasangnrdurannnto n-hRrano CCLRE, CB 70,59
clanfn:m;ao =ul fato da zincosac. fosfotung.
part:.-;ac« dzclnrouatam ou cloroférnic
ZEA ¢+ 4 micot. caraais CloroformiosHy Py 0,2 B €10z 10 Acidificagdo con HC1 C(pH 2-% cco 38
D&sS,T2,2EA,DON,HIV, caraais Acetato da atila Duzergordurananto ater da patrolaa CCDRE, CE 9
+ 9 micot. Hatanol coluna sitica gal
ZEA,T2 43 nicot. o quas AcatonitrilazKCl 4% (3D 'Dasangarduramnt_c isoctano CLD bidiw. as -
particio clarnforuxo, gislisa
DAS,T2,2ER 9 micot., ragoas AcatonitrilazkCl Mz (913 Dasengnrduramnta 1soctar3o CLCo ar
partxqao cIarofornxo, dialise
2ER,HY2,T2,HED graos ficetato de atilazdgua C10: 1 Partxqm scatato da etila: clorafdrmio (1:D cco 83
3 colunas da silica gal
DAS,T2,HT2,2EH milho ﬂet&ml, 3 vemas Daszangerduramento n-hexanc, cartuche da =i~ €6 1G3
lica gal Cl8 e da fasa rornsl
Tarina T2 milho Hatanol sagua CXz212 Clarﬁxca;ao clarato farvice G 22
Partzgao cloroformie, CCO
Toxina T2 wilho Acatato de etila ' Dasangnrdurunente n—haxanc cE 14
eariuche da =ilics gul
Tricotacanas rav‘:so,grzcs Peetonitrileragua €5:12 Jazengar duramento atar de patralae ceh, CG6 121,122,123
cl.-anf‘ma(;ao clorato farrice
partigic clorofdrmia
2ER rmilho Acktato de etils Colunas florisil, coluna Kiesalgel H cen, CG . 3
0A%,T2,HT2 cerasis Hntanol:igua Clzdd Clar:fzcaqaa sulfato da anonia
part;gdo aeetsto da atila, cartuche silica G
gel, coluna tipo ciand 21
s, T2 ulturas fungo Hataral zégua 112 Coluyna tarra diatau.e;z:aa L 130

g a0s

cariuchs silica gel
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TIBELA 8 (cont.D

HICOTORINA PRODUTO EXTRACAD LINPEZR SISTEHA REFERENCIA
: ' CROMAT .
ZER + 4 micot. rilho cavads ficetoni trilaskel 42 (310 Desangorduranento izoctans €co 128
avaia,trigo partigao clorofdrmie
2 + aflat. i lhe Hatanol ;a;qua Chad + Desengorduramante n-haxano, part.it;"éa clorofor— CCO 14D
nio, clarificegso carbeonsto da cobre
281 ¢+ Dora careais Clornfﬁrnimﬂal’ﬂ,y 0,10 <10: 13 Coluns silica gel CLBE 56
DES,ZER + 6 micol. ri lho AcatonitrilazHil 1,252 (1032 Pe=engorduramanto isociano,coluna silica gal LCo 158
T8, 8BRS, DON, HIV rag;as ﬂcqtoﬂitrilazéqua (- ER 8 Eoluna carvacssluminatcelita, coluna florisil LG ldl
coluna silica gel
TI,HT2,NED, ZERA cevada, avaia Acatate da etils Partit;'éofacat.ain'da etilasclorofarnie C1z1> CEDRE, C6 53
trigo Coluna silica gal, CCB
YE,DRS,HT2,ZE0 NIV, taraais Hatanol taqua (95:5) Coluna anberlite XAD-4 ccn, £6 5%
DN, FUS ¥, HED, buta- graos : coluna florisil
ndida,noniliformin
DN, DA%, NAS, HED, T2 rm;gas Acatato da atila Partigao acetonitrila: atar da pqtrolao G il
rd: ;| Hatano] tdgua (476D dnsnngorduranantu ntar da petrclaa,
clarificagfo gel farrico, CCD
Df5, 72, HT 2, REQ, HAS alinentes ficetato du etila Coluna s{lica gal Ceg, 6 s
ragoes Hatanol zdgua CHd
Toiina T2 laita Featato da etila Partii;go r—haxano, 00 CG o3
Fd: | rilho, cavada Acatsto da etila Particao HaOH 1 H, pH 9,5 Lo, CG 72
particide clerofdrmio, €CCD
Of5, 00N, HEQ, T2, 2ER racho, milho Acatats <de etila Particio &ter da patrdlec @ watanol 33 LG 131
Hetanal
TEHT2 aroz Acatoni tril a:KCl 4% Fartigio n-hawana s dicloronstanc CLAE 107
cartuche da s{lica gsl Ci1B
ZH,00N ¢ 3 nicot. posira, milho H, PG, 1Hiclorete de metils (12100 Pariic3o HalH IH, cartucho silica gal €ZERZ CLAE 28
trige, soja ﬁtntamtn}.a*agua 6z 345 Colunn sluninascarvicscalite, cartuchs silica
gael i <DOHS
2 milho, trigo Acatoni trilaskCl 42 G: 10 Besangordurananto isoctane Lo 36
=0rgo par‘tn;ae clorofornio
2 caraais Rostonitrilaragua £3:z1) Desangorduranento n-hexsne CLAE 1356
coluna florisil
ZM,0crat. aflat. raghas Clorof&rnio:a{gu& C10:z13 Caluna ou cartuche da silica gel cce, CLAE 51

dialise a’ou awtrascdo alcalina
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TRBELA 8 fcont.D

HICOTORINA FRODUTO EXTRAGRO LIRPEZR SISTEHR REFERENCIR
CROHAT .

ZER , zearsl anel milhe Clorofﬁrnio:&ﬁua (12,5: 10 Particao HadH 22 e dicloromatano CLAE 14

ZER corn flakes Hatsnol Dqsengerdurannnto n-hexano tco, 6 112
particdo am clorofdrnio comt variatso da pH CLAE
coluna silica gel

ZEn coreais CloroformiosHyPO; O, 1N (1031 Coluna silica gal _ CLAE 80
particdo cleroformio com variagac da pH

ZEA,aflat. yocrat. trigo, soja Cloroformiotagua Cotuna silica gel cco 116

T2,0f5,ZER + graos HyShy 202:KC1 dRzaceto- Dasangarduramanto isactano, partigzo tco 122

11 micet. nitrila ©2:20:1P82 clorofornio, coluns silica gel

Ta,DAS,ZER ¢ caraais Acetonitrile:KCl 42 9:12 Uesengordurananto isoctano Cco Kt

13 micot. ragous wistas particdc clerefdrmioy dialisa

ZEfR milho Clurnfo?nin:déua £10: ) Lavagan con NaDH 4% @ &c. citrice CLRE 54
partigac banzang

ZER, aflat. - Hilhe Hatanol Lavagen com Freon 13 « sulfato de aponia 202 {co 113
partigac clorcbanzanc '

ZER, DON graas, caresis  Hatanoliagus (1:1) Partican acetato da etila ccn, ©6 12

.

das&ngorguranenta'etnr da patrélao
coluna silica aal

NOTA: CCD= cromatografia en canads delgada; (6= cronatogratia gasosa; CLAES oromatografia liquida de alta eficiencia
CCORE® cromatografia an camada dalgade de alts aficidncia



Alguns autores (7,8,3,131) citam um procedimento que requer
duag extracBes: o grupo A com acetato de etila e o grupo B com metancl
aqﬁoso.

A etapa de limpeza pode langar m3o de adsorc%c,: partiqﬁo ou
precipitagdo {¢larificacfo) de compostos interferentes. Podem alnda
utilizar uma combinagdo destes principics.

Dentre os agentes clarificantes utilizados para tiricotecenos
est¥o o gel férrico (22,76,121,122,123), sulfato de ambnia (21,111),e
carbonato de cobre bdsico (18). Para extratos contendo zearalenona sdo
citadas a‘mistura de sulfato de zinco e dcido fosfotdngstice (639,703 e

a mistura de cloreto de sdédlo, acetato de zinco e dcido acético gla-

cial (47).

Dutros clarificantes tém sido empregados para outras micoto-
xinas tals como acetato de chumbo neutro para aflaloxina Bl (92) e
ocratoxina A (65), mistura de ferroclaneto de polasslic e acetato de
zinco para ocratoxina (84) e sulfato de cobre também para ocratoxina
(113>, |

C}arificagﬁes e¥oc normalmente utilizados logo apds a fase de
extrac¥o. Alguns autores i&m sugerido a utilizag¥o de clarificantes
‘como carbonatoe de cobre (25,69,140,1332 no extrato clorofdérmico apds
uﬁa etapa de limpeza por partigio. Acredita-se que o carbonato de co-
bre adsorve ou forma complexos com plgmentos amérelos que se asszeme-
tham a quindides (quinonas}{153).

Muitos sistemas de limpeza gue empregam clarificantes incluen
 também parti¢do como uma etapa adicional. Déis tipos de parti¢do s%o
comuns: a que & executada com solventes menos polares come n-hexano,

isoctano, tolueno, etc, para desengorduramento do extrato e a que uti-
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liza solventes de polaridade Intermedidria para transferé&ncia das mi-
cotoxinas atd ent3e contidas om’'um malor volume de szolvente para um
volume menor. Neste caso, temoz uma forma de concentragio além de lim-
peza (36,69,70,122).

A limpeza por particﬁés zucesgivas, para solventes com dife-
rentes graus de acldez e bagicidade, tem sldo tambeém sugerida (37,
108,112).

A adsorg%o para remogdo de interferentes de oxtratos tem sido
utilizéda-em minicoluna ou cartuchos, com adsorventes come florisil
para zearalenona (136} é para aflatox;na {60} e terra diatomdcea:car-
bonato de cobre Il (2:1) para esterigmatocistina (35}, além de varios
tipog utllizados também para tricotecenos: éflica gél (8,9,51,83,100,
111,132,188), sflica gel e Flarlsil.(6,134), sflica gel de fase rever-
sa {(107) e de fase normal em conjunto com fase reverga (103, =flica
gel e coluna tipo clano (212, celuna de carvdo:alumina:terra diatomé-
cea {18,28,95,146,147} e terrs diatomdcea com NaHCO (41)

Romer (QBj_cita gue A co!ﬁna de carvioe:alumina:terra diatomd-
coa adsorve compostos coloridos e fluorescentes. Testandeo-a para vE-

rias micotoxinas incluindo triceotecencs e zearalencna, com O eluente

acetonitrila:dgua (84:16), observou que a ZEA assim como outras mico-
toxinas, como aflatoxina e ocratoxina, s%o retidas no carvdo, suposta-

mente pelo cardter aromitico apresentado por estes compostes. Uz com-
postos aromdticos s%o mais adsorvidos pefo carvio ativado do que com-
pdstos alifsticos de tamanho molecular similar. Os tricotecenos nde
sofrem este efelto. Trucksess et al. (147) a wutilizaram com sucésso

para DON.
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2.3.2. QUANTIFICACXD

Dentre or métodos para quantifica¢lo de micotoxinas temos
cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia gasosa (CG) e
cromatografia lfquida de alta eficiéncia (CLAE), além de ocutros méto-
dog como RIA (Radiolmmune Assay}, ELISA (Enzyme linked Immunosorbent
assay), métodos espectrofotométricos e métodos bioldgices.

Oz tricotecenos n¥o s30 visfvels & ndo apresentam fluorescén-
cia que possa ser perceblda sob luz UV, surgindo a necessidade de ut -
lizar comﬁoatos chamados reveladores, que, apéé reagirem com estas mil-
cotoxinas, as tornem fluorescentes ou visfveis.

Dentre os reveladores utilizados em CCD e atualmente dispon(-
veig no pafs encontramosg o dcido sulfuirico (6,22,59,97,98), o cloreto
de alumfnio (59), o p-anisaldefdo (41,532,83,121,124>, o 2,4 dinltrofe-
nili-hidrazina (41), © sulfato.de césio (41}, o dcido cromotropice (103
e um sal de dlazénio, o "fast violet B” (36)

Tem—-se postulado que a ligagdo enire os dtomos de carbonos 6
e 15 & quebrada oxi&éti§amente pelo dcido sulfirico de tal meodo gque o

grupo hidroximetila & oxidado 3 formaldefdo . 0O 4cido cromotrdpico
reage com o formaldefdo libetado dos tricotecencs apds agquecimento
com &cido e forma um corante monocatidnico (10).

0 cloreto de aluminio forma quelatoé ffuorescentes com trico~
tecenos do grupo B. DAS e T2, que nZ3o formam gquelatos, ndo sdo reve-
lados por esta via.

Borrifando as placas com Acidé sulfdrico ou soluglo de p-ani-
saldefda, os tricotecenos do grupo 3 exibem cores caracter{sticas. As

toxinas do grupo B, devido ao seu sistemac Lenona, produzem um ponto

33



marrom n¥o fluorescente (117).

Takitani et al. (133) reportam que o dcido sulfidrico, o clo~-
reto de aluminio © o p-animaldefdo t&m uma fraca seletividade estrutu-
ral para o nicleo tricoteceno e sugerem um novo revelador, o 4{(p-ni-
trobenzillpiridina (NBP). O nitrogénic piridinico do composto NBP ata-
ca o epoxlido e conjuga com a por¢¥o do carbono 12 do epdxlido tricote-
ceno. Compostos, como 08 tricotecenos, ao perderem © grupo epdxido
12,13 n3o mais d¥o rea¢¥o colorida com RBP, © que levou a conclusdo
que esta reasc¥o & especf{fica para o gfupo 12,13 epdxido no ndcleo dos
tricotecenos. Diepoxlitricotecenos s%o.negativos para a reagdo de cor
com NBP. |

J& em 1982, oz mesmos autores (1042 sugereﬁ ¢ usc de um novo
revelador, a nicotinamida e 2~aceti}pir1dina, vigsto que o NBP apresen-—
ta certos defeitos cdmo baixa estabilidade da cor e baixa sensibilida-

de.

Raohmg al. {(93) sugerem um novo revelasdor para tricotecenos,
solucHo saturada de floroglucinol ém dcideo clorfdrico concentrado, ca-
paz de produzir manchas rosadas com estes compostos & gue se Intensi-
ficam com ¢ tempo até 12 horas. -

Yagen gt al. (162) sugerem que os dlcoois secunddrios do=
tricotecencs reagem com sulfonil difenil indenona {(Disz) produzinde Dis

tricotecenos ésteres. Os pontos fluorescentes na placa s3o obtidos
apds borrifacio do Dis derivado com um afcéxido sé&dico., Este derivade
pode também ser utilizado em CLAE.

Apés aplicac¥o do extrato e ¢ desenvolvimento da placa emn

solvente apropriado, a placa & borrifada com o revelador escolhido e &

ent3o aquecida por tempo e temperatura apropriados.
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A placa é ent¥o submetida 3 luz UV de 245 e/cu 366 nm onde &
foita a leitura de fluorescéncla emitida pela micotoxina pele método
do ponto de exting¥o, por comparaglo visual com © padr¥c ou densito-
‘metricamente. Os resultados obtlidos densitometricamente sﬁo mais pre-
cisos que os obtidos visualmente (13, 83>,

Beckswith e Stoloff (11), trabalhando com padrles, demonstira-—
ram gue a estimativa visual em CCD apresentou.coef!cientes de variag¥o
em torno de 20%. Para medidas densltoméiricas, o coeflciente de varia-
¢%o obtido fol de 12%.

A detec¢Zo e gquantificaclo de micoloxinas em cereals torna-se
laboriosa guando o nivel de contaminag¥o é baixo. Esta dificuldade @
prépria da interferéncia de funde de materiais extréfdos com a micoto-
xina e que mascaram a fluorescéncia da toxina, em placas de CCD (13).

Horwitz et al. {50},_examinando mais de 50 estudos c¢olabora-
L ivos, chservaram gue para substancias encontradas a niveis de 10J/Lg/
kg e de 1 mg)kg, os coeficlentes de variéczo interlaboratoriais sio da
ordem de 32 e 16%, respectivamente. J4 Nesheim (82} relata que os coe-
ficientes de variaééo encontrados em estudos colaborativos tém variado
eﬁtre 1% e 70%, com gma-média em 30%. Campbell, por sua vez, estima
que para resultados intralaboratoriais o coeficlente de vartagdo em

métodos que utilizam CCDh deve variar de 10 a 35% mesmo em condigBes

ideals (17).

Alguns autores utilizam a cromatografia bidimensional (88},
embora Migue! e De Andres (6%} achem-na dispendiosa e cara (1 amostra/

" placa) além de difundir as manchas. Citam que um segundeo desenvolvi-

mentc da placa no mesmo solvente & na mesma direg3p melhora multo a

separacfo e, embora requeira mais tempo, © trabalho n%o aumenta.
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Ainda com reiagﬁolao desenvolvimento em CCD, alguns autores
sugerem o prévie desenvolvimento da placa com z amostra em =solventes
tipo n-hexanc (41}, benzehno:n~hexane (3:13Y{43) e clorofdrmio (41}, pa-
ra que haja um pré deslocamento dos interferentes. Logo em seguida €
feito o segundo desenvolvimento, agora no solvente de escolha, obten-
do-ze asgim uma placa mals limpa, com menos interferentes.

A CCD tem sido o método de andlise mais utilizado devido a
sua grande especlificidade, resultante da combinagfo de miltiplos =is-
temas solventes de desenvolvimen£o ¢ reagentes de vaporizagdo (revela-
dores). Alsua desvantagem estd no limkte de detecgdo relativamente al-
to, guando comparade éom CG (313,

Ds limites de detecgdo com LG s¥%o cerca de-lo vezes mais bal-

xos que os obtidos com CCD (tabelas 9 e 10).

TABELA 9: Limites de detecg¥o enceontrados em CCD {ug/kg)

....-.-..._—_.-'.'..—.——_......-.——...........--—__.._.._—_H...__._u...._.._-...._—u—-..—_-—........-.—..-—_._.._..-.__—_........‘..._.____.......

BAS T2 ZEA Referéncia
4000 4000 1000 97

- 600 200 83

- 200 200 53
100-500 100-500 10-50 59

8OO 500 B00-500 132
2400-2600 750-950 410-500 37

800 500 '_ —— 9g

....-—-...-.._--.....-.-—uun_—-‘_ﬂm—n“mm—-‘—---—.—ﬂm.-.-.-.«-—-....—.———...--.---..-.-__._._.-.-—_._-...-.-_.........._—u._.--....._—
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TARELA 10: Limites de detecgdo consegﬁldos em CG gﬂg/kgd

e et ke Y T T i ik A A o e o Al R TR T o et ol A T e e e P M T e e i e e A ST T e T A L Bt A TLA T R T e Al e T S A T e e e e

DAS T2 ZEA Referéncla
5 20 1 103
100 100 B 21
25 100 — 100
200 200 ——— 130
- ‘ S0 50 53
80-200 | 80-200 100 59
50-100 50~100. 50-100 131
——— N 5 - . 19, 22

-—#u—.—,—_m-—w.—_ﬁ.—-—.————-.-....-—-.....n..-.......-.......m.....__...._..........-—_....-.....-..-—-....—-....._.....-.....——..-..—..—.......w..-..--—-_._—_.__

Os tricotecenos s¥%o insuficientemente voldteis para passar
attavéé de éma coluna de cromatografia éasosa . A deriva¢¥o nas fun-
cHeos hidro#ilas destes resulta em derivados voldtels, tais como trime-
tilgilil dter ou trifluorcvacetil ésteres (19}, permitindo sua separa-
cBo.

N2 determinacic com detector de ionlzag¥o de chama (DIC), al-
guns reagentes utilizados na reagdo de derivagio incluem: N,D bis tri-
metilsilil acetamida (BSA) (39, 53) e N trimetilsililimidazol {THSIM).

Birocha et al. (79) comentam que © uso de derivadogs THS em CG
freqientemente resulta em deposiclo de mflica no DIC, causando um ruf-
" do excessivo e balxa sensibilidade e reprodutibilidade.

Ji com detector de captura eletrénica (DCE), a derivagdo S

felta com heptaflucrobutiril (62}, heptafluorobutil imidazol (HFBID)
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(21,111,130}, +trimetilclorosilano (THMCS) e pentaf luoropropionil
(PFPAY (1012,

Scott (109) o Romer gt al. (100} citam gque 2 sensgibilidade do
DCE ¢ muito superior & do DIC. Xamimura et al. (58) reportam limite de
detecgdo, tanto para DAS como para T2, de 200 ug/kg no DIC e 80 stg/kg
no DCE.

Blguns autores (21,24,101,130,131) citam © uso de coluna ca-
pilar para a detecgHo de tricotecenos, salientando a superioridade da
separac¥o dos componentes da amostra em comparac3o com a2 obtida conm
colunas empacotadas, |

A CC permite detecc¥o e quantificac¥o da maloria dos tricote-
cenos exceto as verrucarinas e roridinas; porém, Krishnamurthy © Sar-
ver (62) citam um método de anélisé por CG/EM (espectrometria de mas-
8al) para determinag¥o de verrucarinas e roridinas, envolvendo a con-
verso destes compostos aos seus dlcools correspondentes por hidrdlise
alcalina, seéuida de derivag¥o com heptafluorobutiril] imlidazol. Deve-
se observar que este método detecté somente a guantidade de verruca-
rols no hidrolisado sem ldentificar o tficcteceno macrocficlico gue po-
de mer roridina, verrucarina ou satratoxina.

A andlise de zearalenona por CG também requer uma derivaglo.
Os agentes mals comuns ugados para ZEA s%o 65 derivades trimitilsilil
(THS) (53), derivados dimetox! e derivados metioxima (79). Estes com-
postos s¥o prontamentie detectados com DIC. Holder et al. (48} reportam
a deteoccBo do derivado pentafluoropropionil de ZEA com DCE.

Csbe ressaltar que a derivac¢Zo n¥o elimina a possibilidade de

uma identificag¥o incorreta, devide a componentes que podem apresentar

idénticos tempos de retengio. A separagio por CCD antes da ansal ige por
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€CG parcialmente supefa este problema (160). Mirocha et gl,l {74} res-
galtam e¢=sta posslbilidéde gquando reportam que junto com o TMS derivado
para T2 pode aparecer um interferente com o mesmc tempo de reten¢lo
que T2. Este Interferente seria um glicerllmono oleato oﬁ um gliceril-
mono linoleato. Para evitar este resultado falso positivo, recomendam.
um prévio desenvolvimento em CCD (cromatografia preparativa) com clio-
roférmio:metanol (98:2) ou derivac3o com N trifluorocacetil acetamida
_ e pentafliuoropropiontl imidazol, onde og derivades nmonoglicerfdicos
apresentam um tempo de reteng3o diferente do derivade de T2. Ainda
.atentos a este problema encontramos Shotwell et al. (1i6) gque relatam
que o extrato de irigo contém um alquil resorcinol que interfere com a
quantifica¢¥o de ZEA por CG. |

A crcﬁatagrafﬁa 1fquida de alta eficiéncia (CLAEY tem sido
utilizada para ZEA (13). As verrucarinas e reridinas, por possufirenm
absorbincia no UV, também podem ser determinadas por este método
(30,687, _

Os métodos que utilizam CLAE para determinagdo de ZEA apre-
sentam sansibiiidadg variéval,'dependendo do processo de purificacto e
do material analisado. Os limites de detecg¥o relatados vio de § a 100
hg/kg (137

- Dentre os detectores utilizados para ZEA e para tricotecenocs

est¥o o detector de fluorescéncia utilizado paré ZEA (136) e =zearale-
nol (14); o detector de ultravioleta utilizado para ZEA (28,80,134) e
DON (28) e o refratémetro diferencial utilizado na determinac¢3o de T2
e HT2 (1073, |
Yagen ef al. (162} citam um método em UCD e CLAE {detector

UV) para tricotecenos apds reacdo com sulfonil difenil! indenona (Dis}.

39



Os limites dos Dis tricotecenos éster formades estio, em CCD, entre 20
e 25 ng/ponto para DAS, T2 e HT2 e em CLAE 30 ng/injeqg¥o para T2 e DAS

e 200 ng/inje¢30 para HTZ.

2.3.2 CONFIRNACKD

Andlises de micotcxinas s30, Frédﬁentementet complicadas pela
presen¢ga de compostos de comportamento cromatogrédfico a elas semelhan-
tes. Egstes compostos intefferentes est¥o presentes em extratos de
origem vegetal e culturas fingicas. Péra prevenir resultados positivos
falsos, a ubtilizaclo ﬁe derivag®es quimicas ou wspectrometria de massa
s¥o recomendadas (38).

Grabarkiewicz et zl. (41}.argumentam gque os iestes de confir-
macHo para zearalenona, e gue podem ser estendidos a outras micoloxi-
nas, 8o dividldoz em dols passos: 1%2) Confirmag3o preliminar: wvalor
de Rf, cor dé fluorescéncia e sua mudanga apés tratamento com revela-
doreg, cromatografia com padrles internos e cromatografia bidimenzio~
nal; 22) Testes deﬂﬁonfirmaqﬁo qufmica:'formacﬁo de derivados daz mi-

cotoxinag.

Varios trabalhos citam diversos sistemas solventes para de-
senvolvimento em CCD e virios reveladores (26,40) e os dados assim ob-
tidos podem servir como dados corroborativos na jdentificagic dos
tricotecencos e ZEA. Alguns autores, entrétanto, citam a avaliaglo dez~-
tes resultados como suficientemente concluszivos em termos de confirma-
cﬁo {36,37,59). |

Nas tabelas 11 e 12 temos os métodos presentemente relatados

para a confirmag¢3o de ZEA e tricotecenos.
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TARELA 13: Enfoques utilizados para confirmag¥o de zearalenona

Confirmag¢Bo Método Referéncia
Desenvolvimento em mais de um solvente CCDh 48,70
Reag®o quimica CCD 9,41,51,52,105
Diversos reveladores | CCb 79
_Teste em pele de coeilho + CG CCD 97
Diferentes reveladores e solventes cCDh 36,37,69
pPiferentes A, compara¢¥c com padrio . CLAE 51,80,154
‘Co~cromatografia ) CcG 14,32
Espectrometria de massa _ CG 77;78,101,112,116,136
CCD de fase reversa cCD 35

—..-_‘—.-w—-.m-.._..—_—...-—-.-...---—..--»_m.—........._..—_.-....———-._———w..—..——..-.—_—..-..—_.......-.-.._—.—........-....__—__«....m

_u—m—m.»._—.--___-.-—..n._.—._-._—......-.._—_.-.....-.—._......_—._“‘._—_-.m.——__m.._-nm_...-...-_....--....—................_.__...._.._.--

Conflrmagﬁd Método Referéncia

CCD fase revergsa e reveladores cCcD 39

Tempo de retenc¥o, comparagdo vom padrio CG 99,139

Varios sistemag solventes e reveladores cch 31,37,59
Espectrometrita de massa CG 19,21,22,76,77,

78,94,103,121

ReacBes quimicas | ¢G,0ccD 7,3,52,122
' Bfo!égicos Teste em pele de coelho '+ LG ceD 97
Teste em embriZo de galinha CCD 121,123,124

4-_-.,._.—-..-—...--._--..-....--___.....__m-..—..--—...-...-u—-—--—-.—.—-.—-.——_.._.--..__......-...___.....-.-—_..-u—._—_..-..-—-..._«...........-__.....



Algumas reagBes quimicas dos tricolecenos s¥%o descritas na
l{teratura (tabeln iQ)} Stahr et al. (122) sugerem que acetlilacio em
vidro poderia vir a ser ugada para confirma¢¥o de tricotecenoz en CCD
e CG. A técnica preferida para confirmagido destes compostos tem =sido

egpectrometria de massa {77, 94,103,121>.

TABELA 13: ReacgBes quimicas para ZEA e tricotecenos

._.-...-.m_-.--.._-—-—_.“....—-...-....—..—.-.—-—-——....-.....-.—.___...»-—-—_...-...—..-——.........—-_———-....-..-—.....——_.........................._...........___.."

Reacio ¥icotoxina Reagentes Referéncia
Acetilaglo ' ZEA Ac,0 + piridina - 38

Acetilacio tricotecenos Ac,0 + piridina | 42,122,126,157
Esterificaclo ZEA ACEDI 38
Hidrogenagdo ZEA MeOH + NaBHy4 - 105

Hidrolise tricotecenos Sol.zat.Ba(OH); em MeoOH 122

Hiarélise  tricot.(T2) KOH 0,01 N em MeOH 157
Hidréllse tricot.(DAS)  NH,OH 1 N em MeOH 42,126,157
Hidrdlise _ tricot . (T2) NaOH 0,2 K em ELOH 52,126

..-__...............-..-..——-.....-.—.-._....-...-.—-...u-.....—--.u-—.-._..—.....——n_-—._—_..-.-......———..-.._—...........__..._....._;_‘_...._-—.—_.....-.-—_.—_-__.-u..—_

AcaD= anidrido acétlico, MeCH= metanol, HaBH4= boroidreteo de sddio

As toxinas T2, HT2 ¢ NED d¥o, apds hidrdélise, T2 tetraol;: DAS
e MAS d3o scirpentriol; e DON e Fus X d¥%o nivalenol (9). Bata st 3al.
cltam uma hidrélise realizada com metilato de sodlo & neutralizada com
KC1:metanol. As amostras s3c analisadas por CCD ¢ CG antes e apéé a

reac3o. Observando-se os diferentes Rfs e Trs (tempo de reteng¥o) tem-—

se um resultade confirmatdrio (73,
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No caso da ZEA, dentre as reagles de derivag3o (tabela 13}, a
de acetllacdo fol empregada por Gollnskl e Grabarkliewicz-Szozesna para

confirmacdo (38).

5.3.4. OUTROS M£TODOS

Os itricotecenos n¥o contém grupos funcionais que abgorvam no
UV e no visivel. Até o momenio, reagentes adequados e sensfvels para

medidas colorimétricas n¥%oc foram desenvolvides. Yma tentativa nesta

" direcfo fol feita por Kato et al. (61) que determinaram FUS X e T2 ba-

seados na reacdo do dcide cromotrdpico ou scido fenil J com o formal-
defdo liberado dos tricotecenos quando estes 540 aqﬁecidos com Acido
sulfirico. D método espectrofotométrico, resultante da rea¢¥o com aci-
dc cromotrdplco, demonstrou uma sensibilidade enire 330 ¢ 1200 my/L.
Com dcido J originou um método Fluoriméﬁrico com sensibllidade enire
1,25 & °25 mg)L. 0 inconveniente destes métodos 4 o grande numerc de
substancias que pedem interferir, fazendo-se necessaria uma limpeza
exaustiva quando d;.sua aplica¢ﬁo em produtos agricolas.

Dentre o= métodos biloldglces, © teste de toxidez dermica en
ratos e coelhos, © teste de }nibiq%o de sintese proidica em reticuld-
citos do coelho o o teste de citotoxicidade s%o os maig wutilizados
(30). Est¥o baseados no fato de que o= tricotecénos possuem grande to-
«idez dérmica e esifo lnclufdos entre os malores agentes citostaticos.
Embora estes métodos sejam multo sensfveis (10-30 nyg), perdem em ezpe—
- cificidade (32). Outros compostos que apreséntem as mesmas reagfes em
animais podem interferir, resultando em falsos positivos.

Romer (98} sugere gque 3 andlise qufmica seja felta apés o re-
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suitado positivo do método em pele de coelho, utilizando assim o méto-
do bioldgice como iriagen.

Métodos que utilizam técnicas tmuncoldgicas como ELISA (Enzyme
Linked ImmunoSorbent Assay) e RIA (Radiolmuno Assay) Lém sido utiliza-
dos tambdm para tricotecenos., Pestka gt al. (BSi cltam um método de
ELISA para toxina T2, o Lee @ Chu (63) um método de RIA para T2, res-
saltando o problema de ligagBes cruzadas entre anticorpos @ compostos
estruturalmente relacionados. Autores relatam que, embora ambos sejam
simples, de ficll execu¢¥o na bancada,e demonstrem boa ezpecificidade,
o ELISA apresenta vantagens sobre © REA tals como: menor tempo de andé-
lise, =zuséncia de equipamentos para radiagdo e estabilidade malor dos
reagentes (89). 0 ELISA, embora sensfvel e especffiéo, leva a desvan-
tagem no desenvolvimento dos anticérpos especi{ficos para uma toxina en

particular, o que usualmenie consome alguns anos (117).
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3.MATERIAIS E H£TODOS

3.1, PADRBES DE MICOTOXINAS

As micotoxinas utilizadas foram zearalenona, diaceloxiscirpe-
" nol, toxina T2, roridina A e verrucarina A, todas fornecidas pela Ma-
"kor. A diluig¥o foi feita com benzeno. A guantificacdoc dos tricotece-
nos fol realizada por diferenga de peso enguanto que a da zearalenona

foi determinada espectrofotometricamente (317 nm).

3.2. AVALIACXO DE REVELADORES

Primeiramente, foram avaliados diversos reveladores a fim de
definir o mais apropr{ado para sua posterior utilizagio nos meétodos a
serem testados,

Reveladores e tempo de estufa e temperatura necessirios:

a. Clorete de aluminio 20% em etanc! (10 minutom a 11028
b. Xcido sulfirico 20% em metanol (10 minutos a 120=C)

c. Sulfato de céslo, 1% em scido sulfirico 6N (10 a 20 minu-
tosg a 110=20)
d. 2,4 dinitrofenil-hldrazina {10 a 20 minuteos a 110=20)
0,5qg de 2,4 dtnitrofen11~hidrazina dissolvidos em uma mig-
~tura de 3,75 mlL de jcido sulfiirico concentrado, 37,5 alL de

etanol e 85 mL de &gua.
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el

dcido cromotrdplco (5 a 10 minutos a 11030>'

1 parte de soluqd¥o aquosa de dcido cromotrépico a 10% e 5
partez de 5cid0 sulfurico:dgua (5:3).Validade: 3 a 4 sema~
nas

p~anigaldefdo {20 minutes a 110=C)

0,5 mL. de p-anisaldefdo

o ml de dcido sulfidrico

10 nl. de #clido acético glacial

400 ml de metanol

Fast violet B

0,7g de fast violet B em_iOO ml de dgua. Conservar no re-
frigerador no méximo 5 dtas.

Borrifar as placas com solug¥o de fast violet B. Borri{ -~

far a seguir com solug¥o tamp¥o pH 9 (50 mL de boratoc de

sGdio 0,025M ¢ 4,6 mL de HCI 0,1M) até a camada de =flica
gel ficar umida, Secar em corrente de ar cerca de 5 a 10
minutos e obgervar a luz visfvel, Borrifer ent3%c am pla-
cas com dcido sulfirico 50% e aquecer 5 minutos a 12020 e

observar 3 luz visfvel.

0 limite de detecgBo de cada micotoxina foi determinado tanto

no visfvel como no UV. A avallag¥o fol executada com padfﬁea que foram
dilufdos conforme a necessidade até a menor quantidade visfvel na pla-

ca, @ esta quantidade fol tomada como © limite de detecco.

Cada revelador, apds evaporag3o do sistema solvente empregado

no desenvolvimento, fol borrifado sobre a placa. Cada placa foi entZo
aquecida por tempo e temperatura indicados em literatura, e acima des-

critos. As cores resuliantes da ag¢¥o dos reveladoreg sobre as micoto—
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xinas foram observadas 2 luz visfvel e 3 luz UV de 366nm e registradas

para pessfvel uso posterior na confirmacﬁo;

3.3. TESTE DE SISTEMAS SOLVENTES PARA DESENVOLVIMENTO SIMULTANEGC DE

DIACETOXISCIRPENGCL, TOXINA T2, RORIDINA A, VERRUCARINA A E ZEARALENONA

EM CAMADA DELGADA.

Foram avaliados os seguintes sistemas solventes com relaglo a
sua habilidade em separar as micotoxinas em estudo:
01. Clorofdrmio:metanol (83:7)

02. Clorofdérmio:metancl (97:3)

03. Clorofdrmio:metanol (99:1)

04. Clorofdérmio:etanol (5:93)

05. Clorofdérmio:dter de petrdleo (3:1)

06. Clorofdérmio:acetona:n-hexano (7:2:1)

07. Clorofdérmio:acetona:2 propanol (85:16:5)
08. Clorofdérmic:metancl:dcido acético <91=é=1)
Q9. Benzeno:acetoné.{i:i)

10. Benzeno:acetona (2:1)

11, Acetona:n—hexano (2:3)

12. Acetona:n-hexano (1:2}

13. Acetona:n-hexano (2:5)

14. Acetona:n-hexano (1:12

15. Acetato de etila:n-hexano (2:1}
- 16. Acetato de etila:n-hexano (5:1)-
17. Tolueno:acetato de etila (1:3

18. Totlueno:acetato de otila:acetona (3:2:1)
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19,
20.
21,
22,
23,
24.

25.

6.
27 .
28.
29.

30.

al.

Tolueno:

Tolueno:

Tolueno:

Tolueno:

Acetona

n-Hexano:tetracloreto de carbono:acetato de etila (2:10:17

acetato
acetato
acetato

acetona

;acebtato

de etila:acetona (2:3:1)

de stila:acetona (4:2:1)

de etila:acetona (2:2:1)

smetanoi

de etila:etanol

(5:3:2)

(4:4:13

Tolueno:acetato de etila:clorofdrmio:dcido

56:0,58)
Tolueno
Tolueno
Tolueno
Tolueno
Toluenc

Toluenc

;acetato
;acetato
;acetato
;acetato
;acetato

;:acetato

de

de

de

de

de

de

etila:acido
etila:dcido
et{la:dcido
etila:dcido
etila:dcido

etila:dcldo

A aéaiiaq%o foi{ realizada

pontos lsolados e desenveolvidos no

faormico
férmico
fdérmico
férmico
férmico

formico

com padr®es aplicados em placa,

sistema em estudo ¢, apds revelagdo

Bb%
B6%
86%
86%
86%

a6%

férmico

(6:3:12
(60:40:0,5)
(10:2:1)
(50:50:2,5)

(50:50:0,5)

(75:25:0,5)

com &cido sulfurico, os Rf foram medidos e registrados.

3.4. PREPARQ DE.AHUSTRAS ARTIFICIALMENTE CONTAMINADAZS,

foram utllizadas amostras artificialmente contaminadas preparadas

Para avaliac®o da aplicabilidade dos métodos a zerem testados

fub4d amarelo. A'quantidade de padr¥o desejada foil gotejada

de fuba, evitando que a solug¥o atingisse as paredes do reciplente, o

deixada evaporar de um dia para outro.
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3.5. VERIFICACXC DA APLICABILIDADE DO METODD SOARES-AMAYA PARA TRICO-~

TECENRDS.

0 método Soares-Amaya & utilizado para determinécﬁo de afla-
toxinas, ocratoxina, esterigmatocistina e zearalenona em milho e ou-
tros grios (118)..Foram fettas tentativas no sentido de utilizé-lo
também para determinag¥o das micotoxinas aqui em estudo. O método &
~descrito a seguir.

Transferir para um copo de liquidificador 30y da amostra, 270
ml, de meténol e 30 mlL de KCl 4% e homogenelzar por 5 minutos. Filtirar
“em funil de vidro com papel de filiro qualitativo pregueado. Transfe-
rir 150 mL do filtrado para beguer de 600 mlL e adictonar 150 mlL de so-

lugfo de sulfato de ambdnia a 30% e 50 cm>

de celite no caso do milho
(s 150 nL de solug¥o de sulfato de cobre 10% e 50 cm® de celite, no
caso de amendoim). Agitar, deixar sedimentar ¢ filtrar novamenie em
papel de filtro qualitativo pregueado.

Tbansferir 150 ml deste filtrado para funil de separagio de
800 mL, adicionar 150 mi de égﬁa destilada e proceder a duas exiracgles
com 10 mL de clorofdérmio cada. Recolher 5 nL de cada extracio, Juntar

estes extrates e evapord-los 3 secura em banho-maria, guardando-os pa-

ré posterior guantificag¥o em camada delgada (vide item 3.6.1.42.

3.6. DESENVOLVINMENTO DE KOVOS M£TODOE

3.6.1. MILHO
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4.6.1.1. PROCEDIMENTO PARA EXTRACXO E LIMPEZA

" Para um copo de liquidificador foram tranaferides 350g da
amosira, 270 mL de metanol e 30 mL de KCl 4%. Apds 5 minutos de homo-
geneizacie, a mistura fol filtrada em funil de vidro com papel de fil-
tro qualitativo pregueado,.

Uma alfquota de 150 mL foi itransferida para_um béquer de 600
nlL onde foram adiclonados os clarificantes em estudo - (geralmente 150
mL} & 50 ou 130 cm” de celite (conforme a necessidade).

Apds filirag3o em papel pregﬁeado gualitativo, 150 wlL do ex-
trato foranm transferidos para um funil de s=eparag3c onde 130 nlL de
dgua foram adiclonados.

8] desengofduramento foi levado a cabo duag vezes com.SO mL de
n-hexano, acompanhado de leve agitag%o por um minuto. A sgeguir foram
realizadas duas extracBes com 10 mL de cloreofdrmio, com agitag¥o por
dois minutos. De cada extrag¢¥o, foram retirados 5 mL e rounidos em um
frasco pequenc de vidro 8mbar. 0 extrato foi levado 3 secura em banho-
maria e redisse!vi&ﬁ.em 200;@L de benzeno para posterior quantificagio

em placa.

3.6.1.1.1. CLARIFICANTES

Dois procedimentos diferentes foram testados para clarifica~
c¥o do extrato de milho. No primeiro procedimento, eram adicionadas
quantidades suficlentes de uma das solucBes clarificantes a 150 mL do

filtrado proveniente da extrag¥o do milho com metanol :KCI 4% {(2:1).
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Ambos (tipeo de.ciarificante e volumes enmpregados) estio listados abat-
RO

a. Sulfato de amdnia 30% (130 mld

b. Ferrocianeto de potdssic 0,25M e acetato de zinco (1,0M contendo
20 mL de dcido acético glacial/litro) (15 mL + 13 mbl)

c¢. Acetato de chumbo 20% (150 mL)

d. Acetato de zinco (150g de acetato de zinco, 150g de NaCl, 1 mbL
de scido acétlico glacial e dgua necessaria para 1 litro) (150 mL)

e. Sulfato de zinco (150g de sulfato de zinco, 50g de dcido fosfo-
tﬁngstico‘e 1000 mL de dgual) (150 ml?

£. Gel férrico (2g de cloreto férrico em 30 mlL de dgua, adicionados

3 170 mL de NaOH 0,2N) + 1,0g de carbonato de cobre biasico (200 nml>

Uma segunda maneira de procedsr 2 avaliacﬁo foi adicionar

0,5g de um dos clarificantes listados abaixo, sob a forma de pﬁ, 3o
extrato clorofdérmico. Este extrato cloréférmico era proveniente da
partigdo que tem lugar apds uma clarificagio com sulfato de amdnia e
desengorduramento ng n-hexano. 0 extrato cloroférmice fol, a seguir,
filtrado com auxflio de celite. Uma alfquota de 20 mlL foi levada a
‘@vaporar para aplicac¥o posterior na camada delgada.

a. Carbonato de cobre

b. Sulfato de cobre

¢. Cloreto férrico

d, Sulfato de célcio
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3.6.1.1.2. MINICOLUNAS PARA LIHPEZA

: Foram testados virios adsorventes (tabela 14) empacotades em
coluna de vidro com 1 ¢m de difSmetro interno, 1,5 cm de digmetro ex-~
terno; 28 ¢m de comprimento, com colo de 6 cm. A quantidade de adsor-
vente empregada foi de 0,5g e acondicionada entre duas camadas de sul-
fato de sddio anidro, colocadas sobre 13 de vidro.

A coluna de vidro, foi adicionada 1¥ de vidro de tal manelra
gue n¥o permitisse passagem de material sdiido 2, em seguida, uma ca-
mada de 1 cm de sulfato de sddio antde.

Para empacotér a coluna, uma pequena quantidade de n-hexano
fo! misturada ao adsorvente e esta suspensfo fol enﬁﬁo introduzida na
coluna. A& coluna fo! lavada com sucessivas porgBes de n-hexano de tal
maneira que o adsorvente ficasse na parte inferior. Uma camada de sul-
fato de sdédio anidro (cerca de 2,5 cm) foi depositada na parte .Bupe—
rior. Quanda‘o n-hexano chegava ao topo da camada de sulfato, o extra-
to era ent¥o aplicado. Cuidados foram tomados de maneira a n3o permi-
tir gque a coluna sécasse.

Os extratos clorofdrmicos evaporados foram redissolvidos em
pequena quantidade de benzeno (cérca de 1 mL) e introduzidos na mnmini-
celuna, apds © Que &ram elufdos com um golvente também sendo testado.h
fracio elufda era ent¥o evaporada & secura em banho~marta & redissol-

vida para aplicag¥o posterior em placa.
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TABELA 14: Adsorventes e solventes de eluig3o utilizados na limpeza do

axtrato de milhok

e a2 e e e e A S S O . A A T T i A RME S Ty o e o o S e e Ml a1 T T T S e S M Mk e T e o e e

Adsorvente Solvente
Hyflosupercel :HgD (4:1) Benzeno:écetona (1:1)
Hyf losupercel Mgl (4:1} Clbrofdrmio:metanoz (37:3)
Hyf losupercel : gD (2:1) Benzeno:acetona (1:1)
Hyf losupercel Mgl (2:1) Clorofdrmio:metanol (97:3)
Sflica éa! {1% umidade) ' Benzeno:acetona (1:1)
Sflica gel (1% umidade) Clorofdérmio:metancl (97:3)
Alunina Ciorpfdrmim:metanol (87:33
Florist! Benzeno:acetona (1:1)
Florisil . Cloroférmio:metanol (97:3)
Celite com NaBCO3z 1,25%%X | Clorofdrmio
Celite com CuS0y 10%%X | Clorofdérmio
Hyf losupercel :HgD (4:1)%k% Ciordfdrmio
Hyflosupercel : Mg (4:1)%%X fter etflico
Hyf losupercel :Hg0 (4:13%%kxX £ter etfiico:clorcférmié (1:1)

%= 0 extrato de milho foi obtido por extrag¥o com metanol :KC1 4%
(9:1), clarificacBo com sulfato de amdnia 30%,.desengorduramento com
n-hexano € partigdo para cloroférmio.

kk= Celite 545, acid washed

- kkkz At iwvado 10020, 2 horas.
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3.6.1.2. AVALIACKO DA EFICIENCIA DA LINPEZA DO EXTRATO

A eficiénecia da limpeza fol avaliada segunde os geguintes
critérios: (a) ausbneia de "sireaking” (falxa de impurezas que mancha
a placa do ponto de aplicag¥o da amostira até a frente do solvente) o
(b) auséncla de manchasg adicionéis na placa guando esta era revelada

com dcido sulfdrico,.

3.6.1.3. M£TODO DESENVOLVIDO PARA MILHO

0 procedimento desenvelvido para determinac¥o de tricotecenns
e rearalenona, em milho, e&std descrito a seguir,

Para um copo de liguidificader transferir 50g da amostra, 270
oL de metanol e 30 mL de KC! 4%, homogeneizar 5 minutes em baixa ve-
locidade e filirar em funil de vidro com papel de filtro qualitativo
pregueado.

Transferif.150 mlL. do filtrado da extrag¢Ho para um Dbdquer de
600 ml. j& conteﬁda 200 ml. de gel férrico {(preparado como descrito em

2.6.1.1.1.) & adicionar 150 cm®

de celite e 1,0g de carbonato de co-
bre bésico. Agitar e deixar sedimentar. Flltrar em papel pregueado
qualitativeo e transferir 1350 ml. deste filirado para um funil de sepa-
rac3c de 500 amlL. Adicionar 1350 mlL de dgua destilada @ proceder ac de-
gsengorduranento com duas vezes 50 mlL de n-hexano e um tempo de agita-
¢¥o de 1 minuto (utllizando~se de dois funis pois © n-hexano a ser

desprezado fica na parte superior da soluce) e depois do segundo de-

sengorduramento lavar o funil com 10 mL de metanol para evitar que ha-
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Ja perdag nesta etapa.

A seguir, fazer duas ektracﬁes com 10 nlL de clorofdrmio e um
tempo de agitacBo de 2 minutos. De cada extrac¥o, reotirar 5 gL & reu-
ni-los ém frasco pequenc de vidro 8Smbar. Evaporar o extrato em banho-
maria até a secura e redissolver emIZOOJuL de benzeno para posterior

quantificac¥c em placa.

3.6.1.4. QUANTIFICACXD

A quantificagfo foi realizada bor CCD através de comparag3o
visual com padr@es, utilizando placas de sflica gel 606 com G,23 mm de
espessura, preparadas no laboratdrio e n¥o ativadas.

Gg axtratos secos foram redisgsolvidos em 200 4L . de benzeno,
ou outro volume conveniente, e agitados em ultra-som por 30 segundos ,
para uma melhor solubllizacio.

Na mesma pfaca, foram aplicados: 3 e 5 ul do extrato e 1, 2,
3, 4, 5, b & ?/mL dos padrBeg, nas segulntes concentracBes: T2=
Gejug/mL, DAS= 116,67}&g/mL, VER A= 78/ug/mL e ZEA= 8 Jﬂég/mL. Quando
. necessirioc pera auxiliar a 1denti?lca¢§o, foi feita co-cromatografia.

A placa foi desenvolvida em tolueno:acetato de etila: #cido
formico 86% (6:3:1) e apds secar naturalmente fol vaporizada com scido
sulfirico 20% em metanol e aquecida a 1302C por 5 minutos para visua-
liza¢%o da zearalenona, e por 15 minutos para'visualizagﬁo de DAS, T2
© VER A.

A placa ainda quente fol examinada sob luz ultravioleta de

366 nm. A intensidade das manchas suspeltas de mesma tonalidade e Rf
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do padr#o correspondente foram comparadas visualmente com 2§ manchas
dos pedries,

| A ROR A n3%c fol aplicada na mesma placa qgue os oulros pa-
dr8es, visto que seu Rf colncide com o da toxina T2 no sfstama solven-
te acima citado. Se a mancha gsuspeita apresentava o Rf de T2, era rea-
lizada a avallac3o visual para a quantificag¥o. Uma nova placa era
aplicada e desenvolvida em acetato de etila:n-hexanc {(2:1). Be o Rf
~coincidia com o da ROR A, e n%é com © de T2, era feita nova quantifi-
cag%o agora com 1 a 7juL de ROR A (Bg/kgme} da mesma maneira como ci-~

tado acima. Neste caso, 2 primeira quantificac¢¥o era desprezada.

2.6.2. FEIJKO, ARROZ E SOJA
3.6.7.1. PROCEDIMENTD PARA EXTRACXO E LIMPEZA

As amostras foram mofdas atéd uma granulometria de 20 mesh o
preparadas como descrito para o milho, no ttem 3.6.1.1.

0 clarificante gel férrico com carbonzto de cobre bisico,

utilizado no procedimento desenvolvido paré o mitho, foi também ava-
1iado para estes produtos. Paralelamente, foram testadas minicolunas
de Hyflosupercel:Mgl (4:1) ativado a 1002C por é horas, com og s$eguin-
tes solventes para eluic¥o: dter etflico, éter etf{lico:clorefdérmio
{1:1) e cloroférmlie, utilizande como clarificante o sulfato de amdnta
0%, com a Finalidade de verificar 2 Bficiéﬁcia deste adsorvente na

limpeza do extrato (tabela 13).
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TABELA 15: Sistemas de limpeza testados para feljSo, arréz 8 sojaX

oy T = —— ik e s BAR A e T T e ek ek o Al i BAE R AT AT PR e e e e e ok el i e AR M W TR WU TNT T U NV Uk A T e iy e s e ey M e iy e kel dat e

Haterial Clarificante Minicoluna
Hyflo:Mgh solvente
(4:1)%X de eluiglo

Fel j%o Sulfato de ambnia | + - EtzD:CHCl; (1:1)
Fet j¥o Sulfato de amBnia | + Et,0
Fei jdo Sulfato de ambnia + CHC13
Fel jdo Gel férrico/carbonato de

| | cobre basico - meee
Soja Sulfato de amdnia | + ~ Et,D:CHCI; (1:1)
Soja Sulfato de ambnia ' + Et,0 o
Soja . Suylfato de anmdnia + CHClg
Soja Gel férrico/carbonato de

cobre bizico - e

Arroz Sulfato de ambnia ' + Et,0:CHC15(1:1)
Arroz Sulfato de aménia ' + Et,0

Arroz Sulfato de am&ﬁia + CHClj3

Arroz Gel férrico/carbonato de

cobre bazico - em——

%= Apés extraglo com metanol:KCl 4% (9:1), o filtrado fol submetido &

ac¥o do clarificante, seguldo de desengorduramento com n-hexano e par-
ti¢¥o para cloroefdérmio, para depeis ser submet.ide ou n%o 2 minicoluna.
%*%= Ativado 1002C por 2 horas, +: indica a utilizag¥e da minicoluna,

~: indica a n3¥o ubtlilizago da mesnma.
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3.6.2.2. AVALIACKC DA EFICIENCIA DA LIMPEZA DC EXTRATO

Foram mantidos os c¢critérios estipulados para o miltho, citados

no iftem 3.6.1.2.

3.6.2.3, KHETODO DESENVOLVIDO PARA FEI1JXOD, ARRDZ E S0JA

0 procedimento desenvelvido para determinac%o, e quantifica-

c%o, de tricotecenos e zearalenona em milhe foi mantido também para

estes produtos.

3.6.3. TRIGD

2.6.3.1. PROCEDIMENTO PARA EXTRACXO E LIMPEZA

Para o trigo, foram avaliados todos os clarificantes j& tes-
tados para o milho, alédm do sulfato de cobre 10% & sulfato de célcio
16%.

Foram verificados também virios adsor?entes em minicoluna,
empacotados como descrito em 3.6.1.1.2 (tabela 163

A minicoluna de cafvﬁo:ce]ite:a}umina foi preparada com alu-

" mina neutra, carv¥o ativo e cellite "acid waéhed 545" (2.
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TABELA 16: Minicolunas testadas para o trigeox

T T TS S AL AL AL o e M e T T B A ] ol . ok A8 B B ekt ok okl e e e P . PR RS Bl ik e A Ak ek e YA i e A B R Y T P R e A it it A

T TR TR WS ML AP AL ol M ok sl T A skl U Ml P T e A AL LA Ak e e T M L e e e T A s ol S e T — ' L A bt i e

Gel férrico/carbonato Sflica gel CHC1 3
de cobre bisico

Gel férrico/carbonato Alumina (15% umidade) ..CH013
de cobre basiceo

Gel férrico/carbenato Florisil CHC1 4
de cobre bisico |

Gel férrlco/carbonato Alumina:carvio:celite

de cobre bisice (0,5:0,7:0,3) | CHC i3
Acetato de zinco Sflica gel CHC13
Sulfato de .amdnlia Hyf losupercel : Mgl (4:1)%x% Et ;0
Sulfato de ambnia Hyfleosupercel : Mgl (4:13%% Et,0:CHCl; (1: 1)
Sulfato de aménla Hyf losupercel : Mgl (4:1)%% CHC%
Sulfato de cobre Hyf!osupércel:ﬁgo (4:1)%% Etzo
Sulfato de cobre J Hyfiosupercel:ﬂgﬂ {4:1r%k Et,D:CHCL; (1:13
Sulféto de cobre Hyf losuperce!l :HgD (4:1)%% CHClj

%= Extratc obtido apds extracio com metanol:KCI 4% (9:1), precipitagio
com os clarificantes Iindicados, desengorduramento com n-hexano e par-

tig%0 para clorofdrmio.

k= Ativade 10020, 2 horas
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3.6.3.2. AVALIACXO DA EFICIENCIA DA LIMPEZA DO EXTRATO

Foram mantidos 08 critérios estipulados para o milho, citados

no {tem 3,6.1.2.

3.6.3.3. M£TODO DESENVOLVIDO PARA TRIGO

?ara deterninag¢iico dos tricotecenos em trigo, seguir o© mesmo
método que para o milho até a obteng¥o do extrato clorofdrmico. A par-
tir daf, adtciqnar uma @tapa de !impeza utilizando minicoluna de car~
vHp:scelite:alumina.

Introduzir o extrato clorofdrﬁico obtido (10 mL} em uma mi-~
nicoluna com 38 MESMas espec!?icagaes descritas em 3.6.1.1.2., conten-
dd 1,5g da misgtura carvio:celite:alumina (0,7:0,3:0,5), empacoltada a
seco, sobre 1% de vidro e entre duas camadés de sulfato de sédio ani-
dro. Submeter a colunz 3 sucg¥e de uma trompa de Jdgua, capaz de produ-
=i uma vazXo de 42 gotas/minuto. Lavar a coluna com 10 mL de clore-
férmio. Evaporar o elufdo em banho-maria e redissolver em 200 4L de
benzeno para posterior quantificag¥e em CCD, seguindc o mesmo procedl~
mento executade para a quantificac¥o do extrato de milho (iten
3.6.1.4.2

Para quantifica¢fo de ZEA, utilizar o extrato obtido como em
. 3.6.1.3. Revelar com cloreto de aluminio e agquecer a placa por 10 mi—

nutos a 110=2C.
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3.7. VERIFICAQXO DA RECUPERACXO DO SISTEMA ANAL(TICO DESEHVOLVIDO

Apés definigdo da metodologia, foram contaminadas amostras de
cada um dos produtos (milho, feij%o, scja, arroz e trigo) com cada uma
das micotoxinas, em dois niveis diferentes, sende um de 5 e o outro de
10 vezes o limite de detecgBo da micotoxina. Procedeu—-se a execugdo do

métode proposto e determinou-se a porcentagem de recuperago.

3.8. DETERMINACXO DO LIMITE DE DETECCKO DO M£TODG

Amostras de milho, soja, trigo,_feij%o e arroz foram contami-
nadas com 2 vezes o limite de detec¢§o de cada micotoxina. Foi reali-
zada a extracle = a limpeza descritos em 3.6.3,3. para trige 2 3.6.1.3
para os cutros produtos. O extrato final fol redissolvido em 1OQ/LL de
benzeno. Foram aplicadas na placa quantidades diferentes do extrato e

determinada a menor quantidade em que ainda era possivel visualizar a

toxina em meiec a matriz do zlimenio.

3.9. VERIFICACKD DA REPETIBILIDADE DO SISTEMA ANAL{TICO DESENVOLVIDO,
cOM AMOSTRAS CONTAMINADAS POR !NOCULACXO DE CEPAS TOXIGENICAS DE FUSA-

RIUM

Ac smostras foram preparadas com milho de plpoca e cepas. de

F.poae NRRL 3511 e E

A .

sporotrichicoides NRRL 3510,

Foram convenientemente autoclavadas a 1212C por £t3 minutos,
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1200g de milho de pipoca . divididos fgualmente em & erlenmeyers de 500

ml. Para cada espédcle de Fusarlum, foram separados 600g de milho.

Paralelamente, copas de F,poas e de F.sporotrichigides foram
inoculadas em PDA (Potatoe Dextrose Agar? e deixadas 3 temperatura am-
biente por 10 dias para obteng¥o de indcule suficlente para a contami-
nac¥o das amostras de milho. Foi felta suspens¥o dos indculos em d&gua
e estes foram distribufdos lgualmente entre 3 er!anmeyérs contendo ca—-
da um 200g de milho e 50 mlL de 3gua destilada estertil.

Assim contaminados, os frascos foram acondicionados a 52C du-
rante 30 dias, seguidos de 3 dias & témperatura amblente e mals 8 dias
a S5=2C, Apds esse tampé, am amostras foram autoclavadas (12120, 13 mi-
nutos) secas em estufa a 1002C e trituradas em moinﬁo até obler-ze ums
granulometria de 20 mesh, apds O qde uma das amosiraz fol subﬁetida ao

teste de repetibilidade ou seja 5 determinacdes da mesma amosira, pelo

método proposto.

2.10. TESTE DE ADEQUACXO DD TEMPD DE EXTRACXOD

Triplicatas da amostra de milho centaminado por incculacdo de

F.sporeirichipides HRRL 3510 {item 3.9), foram submetidaz so mdtodo
proposto. O tempo de extragio com metanol:KC1 4% (9:1) foil de 5 minu-
tos para a primeira triplicata, 10 minutos para a segunda e 20 minutos
para a terceira. A guantidade de micotoxina foi quantificada em cada

<aso,
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3.11. DESENVOLVIKENTO DO SISTEMA DE CDNFXRHACKOI

Foyam avalladas diferentes condigSes para ag reagBes quimicas
de acetilagHo, hidrogena¢®o, hidrdlise, metilag¥o e esterificagio.

Acetilacfo: foram executadas em placa (1 gota de anidrido
acético:piridina (1:1)) e em vidro (50 uL do padr3o, 200 uL de anidri-
do acético, 200/aL de pirtdina) a 652C em BM por 2,5 horas.e'é tempe-
ratura ambiente por 20 horas.

HidrogenagHo: foram executadas em vidro (50 ul. do padrZo, 200
‘yL de etanol é cristals de NaBHy) a 65:2C em BM por 2,5 horas e & tem-
peratura ambiente por 20 horas.

Hidrélise: foram executadas em vidro (SOJuL do padri3o, EOQ/uL
de metanol e 200 ul. NaOH 0,3 N) 2 652C em BM por 2,5 horas e por 5
minutos, e & temperatura ambiente por 20 horas e por 15 minutos.

Metilagdoc;: foram ex%cutadas em vidro (SQ/LL do padr¥o, 200 u«l
de metanol e 200 L de HCl 2M) a 652C em B por 2,5 horas.

Esterificac3o: foram executadas em placa {l.gota de anidrido
acético? N

As concentragoes dos padrBes utilizados s¥o as mesmas citadas

no ftem 3.6.1.4.

32.12. SISTEMA DE CONFIRMACXC PROPOSTO PARA TRICOTECENOS

Aplicar de 5 a 10 uL do extrato positivo presuntive (extrato
que apresentou mancha com mesma CoOr € Rff ao do padrZo guando da quan-

tificac¥o em 3.5.1.4) em 4 placas. Paralelanente, aplicar também O pa-—

63



dr¥o da ou das micotoxinas éuspeltas. Desenvolver duas placas em ace-
tato de etila:n-hexano (2:1) e duas em clorofdrmio:metancl (97:3}).

Revelar cada placa com um dos seguintes reveladores: p-ani-
saldefdo, &cide cromotrdpico, sulfato de césic e 2,4 dinitrofenil-hi-
drazina. Obgervar se as cores & RFf continuam persistindo com az dos
padr@es. Se persistirem, fazer a reacho de acetilagdo.

AcetilagBo em placa, no casc de T2 e DAS: apllcar dois pontos
de 10 4L do extréto en estudo na placa e dols pontos de 10 _ul do pa-
dr¥o. Em um dos pontos do extrato e em um dos pontes do padrdo, adi-
cionar uma gota da mistura piridina:énidrido acético (1:1). Deixar
evaporar e desenvolvef a placa em tolueno:acetato de etila:dcido fdér-
mico 86% (£:3:1). Revelar com dcido sulfirico. Dbsefvar se as manchas
de extrato e padr¥o apresentam © mesmo comportamento. |

Acetilac¥o em vidro, no caso de ROR A e VER A: transferir pa-
ra um frasco pegueno, lOO/aL do extirato e 4GQALL da mistura piridina;:
antdrido acético (1:1). Em outro frasce, adicionar 50 u L do padrdo. e
400}LL da mesma mistura. Deixar 2 temperatura ambiente por 20 horas ou
em banho-maria Bﬁeﬁ”por 2,5 horas. Evapbrar os reagentes. Redissolver
os extratos em 100 ul de benzeno. Aplicar na placa e desenvolver no
mesme sistema citado acima, para.Tz e DAS, e revelar com dcide sulfi-

rica. Observar o comportamento das manchas de extrato e do padrio.

2.13. DESCRICX0 DA VERIFICAQXO DO SISTEMA DE CONFIRMACKC.

Para verificacg3o do sistema de confirmag¢do foram utilizadas 4

cepas toxigénicas de Fusarium (E.poae NRRL 3511 (1982), E.spongtri-

chiotdeg NRRL 3510 (1982), F.iricipctum NRRL 3310 (13883 » F.iricing-
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tum NRRL 3299 (1988)). Cada cepa foi lnoculada em duas amostras de mi-
lhe de acorde com o tratamento descrito em 3.9. Uma dag amostrazs foi
mantida a 52C e a outra a 252C, numa tentativa de obler diferentes
tricotecenos em cada amostra ou nas diferentes smosiras. As amostras
foram analisadas pelo método descrito em 3.6.1.3 e confirmadas simul-
taneamente por espectrometria de massa e pelo sistema de confirmagdo
aqui desenvolvido para tricotecenos, descrito em 3.12.

Para a andlise em espectromeiria de massa, as micotoxinas fo-
ram isoladas por cromatografia preparativa e anallisadas no Instlituto
de Quimica da UNICAMP, em espectrofotbmetro de massa Variant MAT 311
A, nas seguintes condig®es: temperatura do sistema de entrada: faixa
de 100 a2 1102C; temperatura da sonda: faiga de 100 a 275=C; corranie

i8nica total (TIC): fatxa de 0,1 a2 2,0 e energia dos elétrons: 70 V.
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4 .RESULTADRQS_E _DI1SCUSSEQ

4.1. ESCOLHA DE REVELADORES

Dentre oz reveladores testados, o dcido sulfdrico fol o que
apresentou o melhor limite de deteccdo (tabela 17). Foil entdo © reve-
lador escolhido para guantificacgdo. Apresenta, além disso, outras van-

tagens tals como disponibilidade, estabilidade e baixo custo.

TABFLA 17 : Limites de detec¢lo das micotoxinas sob luz ultravioleta

de ondas longas (ng)

—.—...—......-...--—_“-...-._.-_-—...._.-—._--...-."_—__..“....._-—_._-.._._.—__..“.“—..-—............n_——_mu-w.————.—mnwmn.—-&m_—

Tt et e i e ik Al AR T e e ok Sk A T P e e Ak A T T T S S Ath T bk dk l A An T s el Mk i M S e

Revelador ZEA DAG T ROR A VER &
1 24 —— - —— e
2 24 50 40 40 50
3 36 350 340 160 304
4 72 700 206 780 -—
5 24 700 340 1056 e
6 60 — - —— -
7 240 2150 2040 528 912

-.'.._--.--.g-_u-«—-—n»-——-a—.—.-.-—u_-_——.-.._-—..........——--...-........-.—...-..—._-—._......,.—_-_.........-—_..........___-_w-.....»..__....

Reveladores: i- Cloreto de alumfnio, 2- Lcido sulfurice, 3- Sulfaté de

césio, 4- 2,4 dinitrofenil~hidrazina, 5- p-Anisaldefdo, &6- Fast violet

.B, 7- Kcido cromotrdpico.
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Has tabelas 17 e 18 pode~se observar os limltes de detecglbo
encontrados, & nas tabelas 19 e 20, am diferentes cores resultantes
dog diversos reveladores, cores estas que podem ser uti{lizadas como
dados corroborativos na identif!caqﬁo dos tricotecenos e da zearaleno-

na.

TABELA 18: Limites de deteccglo das miéotoxinas gob luz visfvel (ng)

......---.....—-.——.......-.._—--.....—-—._..-.-.-_-.-.....—--_-_-....-.-—-....——.....—-.--.-....-.---—-—.—q—-—u«m-w-—-——_—-u-n-—--u-..............-..__._._.

Micotoxinas
Rovel ador ZEA DAS T2 ROR A VER A
1 JR— — ———— [ —_———
2 ’ 24 350 272 198 304
3 40 583 ——— 330 380
4 72 1050 2040 1056 _—
5 36 380 £80 79 : 508
& 36 —— N ——— —_—
7 96 350 340 240 912

Revel adores: 1- Cloreto de alumfnio, 2- Kcido sulfirico, 3- Sulfato de

césio, 4- 2,4 dinitrofentl-hidrazina, 5- p-Anisaldefdo, &- Fast vielet

B, 7~ Kcido cromotrdépico.
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TABELA 19: Cores visualizadas sob luz uitraviocleta de 6ndas

--u--—««-——--—-—wn_——_.—-—_..-..-..-.-_-....—--..._—._.....-...-......—....—....-...._.-.-.-.....--—.......--.....-—.....-..........-..»....__ [ —.

...._-..-—............__...........,___....--;_-—....-.--——-..—._-—.-.—.“...-.-—-———-_—n_.--—.—-n-.--.-—-_—-n——m_.._.___........_.....__.._..__.............

N e s

azul esg-

verdeado

amarelo

marron
claro
amarelo
marrom
vicleta

amarelo

azul

amaraelo

amarelo
vicleta

marrom

azul e8-
verdeado

amarelo

amarelo
azul

marrom

azul

amarelo

amareio
tijolo

amarelo

azul

amare-—

1o

Réveladores: 1 clcréto de alumfnio, 2- Acido sulfiirico,

3- Sulfate de

césio, 4- 2.4 dinitrofenii-hildrazina, 5- p-Anisaldefido, &£— Fast violet

B, 7—- Kcide cromoirdpico.
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TABELA 20: Cores visualizadas sob luz visfvel

o A e ik A U T . ke Sk A B T o o o b k. e el e A T A R . e e s AL 4T U e kAL PR SRS P T A W P e r e A e e s —— -

Hicotoxinasm
Reve!lador ZEA DAS T2 ROR A VER A
1 R — _— — ———
2 marromn cinza cinza marren marrom
3 marrom marrom ——— marrom mAarrom
4 amarelo amarelo | _amarelo amarelo
cléro claro - clarc claro -~
5 mArrom rosa rosa ézul ep— rosa
choqué claro curo claro
& . vicleta — e - -*f B
7 core viclelsn vipleta oore ocre

Reveladores: 1~ Cloreto de aiumfnib. 2- Ecido sulfi¥rico, 3~ Bulfato de
césio, 4~ 2,4 dinitrefenil-hidrazina, 5- p~Anisaldefdo, &- Fast vigoliet

B, 7- AKcido cromotrdpico.

4.2. SISTEMAS SOLVENTES

Na procura do sistema solvente mais apropriado, deparamos con
a dificuldade en separar simultaneamente as cinco micotoxinas em estu~
do, como pode ser observado pelos valores de Rf constantes da tabela

21,assim como nos grdficos apresentados nas figuras 4, 5, 6 e 7. Esta
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TRBELA 21: Sistemas solventes e RF encontrados para as micotoxinas

SISTEMAS SOLVEMTES ZER 0Rs T-2 ROR-A VER-H
01. Clorofarmio:metanol (93:7) .64 0.85 0.8? .74 Q.98
02. Clorofdrmioimetanel (97:3) 0. 46 0. 54 0. 49 0.38 0.70
03. Clorofdrmicimetanol (99:13 0.33 Q.31 0.29 0.24 0.35
04. Clorofdrmicietancl (5:95) .94 0.95 .94 .95 0,94
O5. CloroFormta eter de petrolec (3:1) 0.12 0. 10 0.09 g.11 .08
06, Cloraformlu acetonain hewano (7:2:1) Q.92 0,96 0.93 0.66 .88
07. Cloroformiolacetonat2 propanol (85:10; 5 0.933 0.72 0.v2 0.61 .85
8. Clorofdérmic:metannl:dcido acetico (91:8:1} 0.99 0.92 Q.99 0.99 .99
09, Benzeno:acebtona (1112 0.97 0.83 0,87 0.8t 0,94
10. Benzeno:acetona (2117 0.88 .67 .69 g.e2 Q.77
11l. Acetona:n hexsno (2:33 0.71 0.52 0.62 0.5949 €. 64
12. Acetona:n haxano (1:2) 0.65 . 50 0.580 Q.37 0. 50
13, Acetonain hexano (2:5) .52 037 .39 g.27 .39
14. ficetonasn haxano (1:1) Q.88 G.73 Q.79 .70 . 0.89
19. Acetato de ebilain hexano (2113 Q.96 .40 0.39 0.30 Q.62
16. Acetato de =tilain hexana (G112 .93 0.65 Q.70 0.&0 0.82
17. Tolueno:acetato de etila (1:3} .86 Q.84 Q.85 0.85 0. 848
18. Tolueno:acetato de etila:acetona (3:2:12 0.85 0.97 0.60 .54 (.75
19. Toluerno:acetato de etilazacetona (2:3:10 1.00 Q.84 4. 66 o.g2 Q.94
20. Tolueno:acetato de etila:acetona (4:2:13 0.80 0,80 1. 48 3.46 .59
21. Talueno:acetatn de etilazacetona (2:2:13 .30 .68 .71 0.565 0.82
22. Tolueno:acetonarmetanol (5:3:22 €.91 0.82 0.88 0.82 .89
2% ficotona:acetats de etilazetarnol (4:4:1) .99 ©.98 0.399 .99 .99
24. n Hesano:tetraclorsto de carbono:
acetats de etila (2:10:13 .10 Q.40 2.00 0.00 .00
25. Tolueno:acebato de etilaiclorofdrmio
scide Formico BEX (100:50:50:0,57 .65 0.19 0.19 0.14 0.35
26. Tolueno:acetato de ebilaacids
formico 863 (6:3:1) 0.83 0.38 0.42 0.42 0.55
27. Tolusnoracetato de etilatacido
formica BEX (BO:40: 0,352 .81 0.32 .35 .28 0.55
28. Tolusno:zcetato de ebila: aazdu . :
farmico BEZ (10:9:1) 0_ga8 0.51 0.59 0.63 0,76
29, Tolueno:acetato de etila:scido .
Formico 867 (00 50.2,5} 0.93 .59 0.&5 D.54a .81
30. Tolueno:acetato de etila:dcide
farrico 867 (50:850:0,5 0.92 {1.51 0. 56 g.47 0.71
31, Toluenaracetato de etila acxdo )
formico BE! £75: ’”'0 5 0.67 Q.14 0. 16 Q.12 0.34
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FIGURA 3: Comportamento de alguns tricotecenos diante da wva-
riacXo na proporcio de tolueno em acetato de etila,
na mistura tolueno:acetato de etila (v/v) contendo

0,5% de &dcido fdérmico
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FIGURA 5: Comportamento de alguns tricotecenos diante da va-

riag¥%o na proporcio de n~hexano em acetona (v/v)
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74



dificuldade era esperada, visto a grande semelhanga estrutural apre-
sentada pelos compostos desta famf{lla.

Nos griéficos, observa-se o© comportamento dag micotoxinas
diante de alguns sistemas que.se apresentaram mais promissores, Torﬁa—
ram—-se, portanto,'objeto de malor investigagHo, Qariando~se as propor-
¢Bos entre oz scolventes constltuintes dos sisilemas em estudo.

UIn dog sistemas que se@ apréseﬁtou mais apropriado fol o to-
lueno:acetato de etila:dcido férmico 86% (6:3:1}), Apresentou uma me-
lhor separag¢¥o entre DAS, T2, VER A e ZEA, embora T2 ® ROR A pratica-
mente se Quperponham. Para a separa¢®o de ROR B e T2, o sistema aceta-
to de etila:n-hexano (2:1) mostrou-se © indicado,.

Os dados de Rf referentes aos d{versos sistemas testados po-
dem também servir como dados corroborativos na tdentificagfo, além de

sua utilidade em eliminar falsos positivos presuntivos.

4.3, AVALIACXO DO M£TODO SOARES-ANAYA

0 método Soares-Amaya foi desenvolvido originalmente para de-
terminagde de aflatoxinas, opratoxina, esterigmatocistina e zearaleno-
né ¢{118). Diante dos atrativos apresentados por este método ,ou seja,
repetibilidade e exatiddo adequados, baixo custé, simplicidade e rapl-
dez de execucBo, declidiu~se verificar a possibilidade de estendé&-lo de
maneira a englobar também tricotecenos. Tal abordagem permitiria o em-
- prego de uma extrag¥o e uma unica etapa de iimpeza para a determinagdoc
de um nuimero malor de micotoxinas.

Além dos aspectos discutidos acima, outras facetas s¥o de in-
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teresse para laboratdérios naclonais. Uma delas ¢ © uso do metanol na
extraéﬁo dag amosiras., 0 metano! & pouco eficliente na extira¢¥o de li-
pfdios implicando em extratos mais limpos que n¥o viHo necessitar de
uma etapa adicional de desengorduramento. Trata-se também de wum sol-
vente de volatilidade o toxidez baixas. O ouiro %spectc digno de nota
vem @& ser a utlilizagBo de clarificantes na limpeza do extirato, em vex
de procedimentos elaborados de cromatografia. Finalmente, os clarifi-
cantes utilizados, sulfato de cobre e sulfato de ambnia, s%0 de baixo
custo e facilmente disponivels.

0 método SOARES-BMAYA n3o sé_mostrou adequado para determi-
nagBo de tricotecenos.pols apresentou um extrate com muitos Interfe-
rentes quaﬁdo a placa fot revelada com acido sulfdrico.

As caracteristicas desejadas no extrato, para que este 39j2
considerado lfmpide, s¥o: a auséncia, apés revelag¥o com dcido sulfd-
riceo, de "sireaking” (faixa de impurezas que mancha a placa do ponto
de apltcacﬁohda amostra até a frente do solvente) e de manchas adicio-
nalg, com Rf igual ou diferente das micotoxinas, pols estes fatores

poden prejudicar ou mesmo inviabilizar 2 identificag¥o destas.
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4.4. RETODOLOGIA ANAL{TICA DESENVOLVIDA
4.4.1. MILHO

D presente trabalho abordou, numa primeira etapa, o desenvol-
vimento de um método que fossé adequado & andlise de milho. Este ce-
real, além de ter grande consumo 2 nfvel nacional, coniém um teor ele-
vado de pigmentag}que g%o co-extrafdos com as micotoxinas. A elimina-
¢3o eficiénte de Iinterferentes vem a ser uma etapa c¢rucial em qualquer
método de determinagBo de substincias presenteé a nivel de JLég/kg ou
mg/kg. Considerou-se que um procedimento que viesse.a se mosirar apro-
priado para milho teria boas chances de obter sucesso com outros all-
mentos.

Paralel amente, colocou-zo como okjetive a ﬁggﬁizacﬁo de eta-
pas sinples e rapidas. Fator este importénte, por um igdé; para que .0
método tenha emprego nas mais diversas condigBes laboratoriais dentro
do territdrio nacléﬁal. Por cutro lado, sistemas de limpeza que com-
preendam vérfas etapas ou que apresentem uma major coﬁplexidade, im~
plicam forgogamente numa racpperacﬁo maig baixa e no aumento do tempo
gésto com a andlise.

Para a extraclo, manteve-ge o solvente-metanDI:KCI 4% {9:12,
pelas raz¥es discutidas em 4.3. Inicialmente, uma etapa de limpeza por
adsorg3o fol testada como uma complementac®o & clarificacio com sulfa-
- to de amfénia, ao desengorduramento com n*he%ano e & partigdo para clo~

rofdérmio. Os adsérventes ut.tiizados estTo descritos na  tabela 14.
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0 tratamento com n-~hexano, uma partigfo, tém sfdo tradicio-
nalmente chamado de desengorduramento. Tal termo fol mantido, princi-
palmente pars diferenciar da particdo para.o clorefdrmio,. Bua fungdo,
neste caso, é bem maié a retirada de plgmentos ¢ outros co-extrativos
com afinidade por solventes n¥o polares, do que a retirada de lipf-~
dlos. Como fol discutido em 4.3.,0 metanol é pouco eficiente na extra-
cd¥o de lipfdios da amostra.

Nenhum dos adsorventes resultou satisfatdrio. Apenas pdde ser
observado que 2 minicoluna preparada com Hyf losupercel: Mgl (4:1) ati~
vado a 1002C por 2 horas e tendo como‘QZuente o clorofdrmio, apresen-
‘tou "streaking” mais.fraco gue as demais minicolunas.

Diante da inadeguag3o do sistema de limpeza utilizado no me-
todo Soares-Amaya, Lornou-se necesééria a avallacHo de outros clarifi-
cantes, em substituigBo =o sulfato de ambnila. Idealmente, este clari-
ficante permitiria prescindir de uma etapa adlcional de limpexa por
adsorg¢do empfegando colunas ou minigolunas.

Dentre os c¢larificantes avaliados (tabela 22}, o ge! férrico
com carbonato de cébre bisico mogirou-se o maiz apropriado visto qus a-
presentou um extrato lfmpide e dentro dos requizitos para identifica~
c¥o e quantificaglo em camada deigada.

Ficaram ent¥o definidos os sistemas de extragio e limpeza .

gquemat izados na figura 7.
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TABELA 22: Avalla¢lo de clarificantesk

....-.-..-.-—-.......___-....._-..__........_—__.—......-—--.u-.—-.—__-.—_—._-.--_.-—-—a..----—..—-——»-—---—--—-......._...—.—-«——-—-—-m-..——.__

Clarificante . : Clarificante Interfe-
adicional %% rentes X¥X
Sulfato de ambnia | A+

Ferroclaneto de potdssio/

acetato de zince = mm=em At
Acetato‘de chumbo i — | e
Acetato de zince  mE=mTT b
Sulfato de zinco S e -+

Gel férrico/carbonato de

cobre basico 0w "
Sulfato de ambnia _ Carbonato de cobre bisico oot
Sulfato de amfnia Sulfato de cobre A
Sulfato de‘amﬁnia Cloretolférrico N
Sulfato de amBnia Sulfato de célcio +4++

._—-_..-..-_....-....-...—....-.—-.—...—-...»_—....—.——-..__.._..__-—__—.....-.....-—._..-...-—-—._n-..__........_.-_“n_._-_-uum-_.—._.——._._

% Fgta avaliacBo foi feita apos extracio do miitho com metanol :XCl1 4%

(9:1), e o filtrado da clarificagdo foi.entﬁo submetido a um desengor-
dﬁramento com n-hexano e partic¢fo para clorofdormio © gqual, em algumas
tentatlvas, fol submetido a um clarificante adiclional.

%%: O clarificante adicional foi utilizado para limpeza do extrato
clorofdrmlco

" %k%:; 0 nimero de cruzes indica 2 intensidade do "sireaking”
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50g da amostra + 270 mL CH30H + 30 mL KCl 4%

lHguidificador 5 minutos
Filtracdo

150 ml. de filtrado

s
150 ml, de ge! férrico
-+
1,0g de carbonato de cobre bisico
+

150 cn’de celite

l fﬁ!trac%o

150 ml de filtrado + 150 mlL de &dgua

|

desengorduramento com 2 x 30 mlL de n-hexano

|

partic¢io com 2 ® 10 mlL de clorofdrmio

l

5 ml camada cloroférmica da 12 partigio
. - +
5 mlL camada clorofdrmica da 22 parti¢do
l evaporagio

redigsclver em 200 &l do benzeno

quantificagHo em CCD

FIGURA 7: Metodologia desenvolvida para milho
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4.4.2. FEIJXQ, ARROZ E S0OJA

A metodologia desenvolvida para o milho fol avaliada lambém
para estes grdos. Uma comparag3o foi realizada com minicélunas de Hy-
rosuéercel:HgO (4:1) ativado 1002C, 2 horas (tabela 15), partindo-se
de um extrato clarificado com sulfato de amdnia e que apresentou
emuls¥e quande foi submetido & partic¢o com clorofdrmico (emulso esta
_que fol quebrada com auxf{lio de um bast¥o de vidro}. A revelacd3c fof
realizada com 3dcido zulfirico. Estes exiratos ndo se mostraram t30
lfmpidos quanto os provenlentes do tratamento com gel Férrico, perma-

necende o método desenvolvido para o miltho como o mais indicado também

para estes produtos.

4.4.3. TRIGO

0 método desenvolvido para milho, guando aplicade ao trigo,
revelou . grande quaﬁgidade de interferentes no extrato visualizado com
dcido sulfurico. Foram entio realizados novos testes, utilizando-se os
‘clarificantes descritos na tabela 23,

Ds clarificantes ferrocianeto de potdssio em combinag¥o com
acetato de zinco,a mistura de sulfato de zinco . e dcido fosfotingstico,
e o sulfato de cdlcio 10%, formaram emulis3o na camada clorofdrmica,

na etapa de partic¢¥o, impossibilitando a continuidade da andlise.
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TABELA 23: Clarificantes testados para o trigox

W A Al AN AN RS AT S T rTE P T P i i A AN U MR A T MR T T T T Moy i i ik e e A i A AL M B R U R L S N e R — — s e e aa

Clarificante Interferentes A%
Gel férrico/carbonato de cobre bisico +
HBulfato de ambnia 44
Sulfato de cobre I

Ferrocianeto de potdssio/acetato de zinco -

Acetato de chumbo ' et
Acotato de zinco . PR
Sulfato de zinco - ———

Sulfato de cdlcio . | e e

%= 0 trigo foi extrafdo com metanol:KCl 4% (9:1), submetido ao clari-
ficante e posterior desengorduramento em.nﬂhaxano @ partigdo para clo-
rofdrmio.
%*%k= 0 nimerc de cruzeg indica a iniensidade do "sztreaking”®
~—-—= @mulsio N

Os clarificantes acetato de chumbo e gel férrico, em :.;ombina—
¢%o com carbonate de cobre bédsico, preoduziram os methores resultados,
porém ainda n¥o aceltidveis. A clarificacdo com gel férrico/carbonato
de cobre bédsico foi ent¥o examinada em donjunta com s adservenltes
acondlcionados em minicolunas, descritos na tabela 16. Na auséncta de
reonpultados adegquados, uma nova miﬁicoluna, preconizada por Truckﬁess
et al. (147) para DON, foi testada com bons resultados. Assim sendo,

obteve~se um extrateo 1fmpido para trigo com as seguintes etapas: (a)
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clarificaclo com gel férrico/carbonato de cobre bisico, (b) desgengor-
duramento com n-hexane, (¢} partig¢B8o para clorofdrmio, (d) adsor¢3o em
coiuna de carvio:celitesalumina (0,7:0,3:0,5). O procedimento final
_esté eaguematizado na figura 8. |

A determ}nacﬁo de zearalenona € realizada no extrato cloro-
férmico sem a utilizac®o da coluna de limpeza. Este procedimento fol
adotado como alternativa, vigto que a cﬁluna de carvio:cellite:alumina
~utilizada, adsorve a zearalenona, logo esta ndo poderia ser determina-
da junto com os tricotecenos no caso do trigo. A revelaclo @ realizada

com cloreto de aluminio.

4.4.4. RECUPERACXC DOS M#£TODOS DESERVOLVIDOS

Foi determinada a recuperacio e o coeficiente de variag¥o dos
métodos desenvolvidos, utilizando-se amcétras de millho, feijde, arro=z,
soja e trigo artificialmente contaminadas.am dois nfvels para cada
micotoxina (5 e 10H§azes o limite de detecg¥o). Az determinacles foram
realizadas em triplicata para cada nfvel. A recuperagio média e o coe-

ficlente de variac¥o encontrados foram de 101% e 16% , respectivamente

(£abela 24,
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50g da amostra + 270 ml CH30H + 30 mlL KC1 4%

liguidificador % minutos
filtragio

150 ml. de filirado

-l..
150 ml. de gel férrico
N
1,0g de carbonato de cobre baslico

+
150 cm3de calite

! filtrac¢do

150 mL de filtrado + 150 ml de agua

|

desengorduramento com 2 x 50 mL de n-hexano

|

partic¥o com 2 x 10 mL de clorofdrmio

5 ml camada cloroférmica da 12 partic¢3o
+

5 mL camada clorofdérmica da 22 partigdo

l A

Y

minicoluna carv3o:alumina:celite (0,7:0,5:0,37

l

tavagem com 10 mlL de clorofdrmio

&

evaporar o elufdo (20 mlL)
redissolver em-ZOQ/bL deo benzeno

quantificagHo em CCO

FIGURA B: Metodologila desenvolvida para trigo
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TABELA 24: Valores da recuperacio dos métodos desenvolvidos (%)

e e o ot o~ e e A A Aot P T Al A e UL e T i o AR AL S M AP W S Sk i S R B St st B S S A e i M A S L s ey 8 S S

Produto Micotoxina 5 X L.detecgHo 10 X L. detec¢o
Quant.ad.X média C.V. Quent.ad.x média C.V.
Sﬁg/kg) kX gﬂg/kg) KK
Milho ZEA 320 93 0O 640 a2 5
DAS 1867 124 0 3734 124 v
T2 1360 124 0 2720 114 9
ROR A 1584 107 6 2987 102 15
VER A - 1824 93 0 3040 35 15
Fei jZo ZEA 320 81 10 &40 83 17
DAS 1867 832 0 3734 124 0
T2 1360 B1 10 2720 83 0
ROR A 1584 104 -0 2987 113 0
VER A 1824 94 2 3040 94 17
Arroz ZER 320 93 ¢ 640 97 19
DAS 1867 83 0 3734 122 4
T2 1360 81 T 10 2720 107 &
ROR A 1584 104 O 2987 113 Q
VER A 1824 93 0 3040 67 9
Soja ZEA 320 99 11 640 72 14
DAS 1867 104 20 37324 116 14
T2 1360 11 7 2720 103 &
ROR A 1584 72 i8 2987 104 16
VER A 1824 103 18 3040 73 3
Trigo ZEA . 320 87 10 640 38 9
DAS 1867 125 13 a734 116 O
T2 1360 124 0 2720 114 18
ROR A 15684 109 18 2987 120 7
VER A 1824 119 9 3040 124 0

.-...-—-.—........-.-_.........—....-...-_..........--—....“._—_-.__—...-.___-.._.—-...-_-......-.-_....-.—-—--_---—....-...-.——_..-.._.___......-._—_.._....—_._

*'Quant.ad.u Quant idade adiclonada
*%: média de trés determinacles
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4,4,.5. LIMITE DE DETECCXQ DOS M£TODOS

Este limite difere do limite de detecgdo da

micotoxina pura

{tabela 17}, devido 2 inevitdvel presenga de co-exiraltlivos que impeden

a visualizag®o na placa, daz toxinas presentes

trag no mnesno

TABELA 25: Limite de detecgio dos métodos Lhg/kgd

nfvel

am

solugles puras

am extratos

de

de amos-

padrdes.

e ————— TR L PLR LR e e s el i A

I Tppgeepep———— PP P PR E e bt e e et

ZEA

DAZ

T2

ROR A

VER A

154

1500

1100

730

00

Fet j%o Arroz
154 154
300 300
650 650
790 790
300 1500

154

900

650

730

1500

300

550

790

900

o e v e i sk T i ] o ik Akt P TR T e b AAS AP PO T e ek M W T e i A A T S S e T T T e A e e S S R —_———
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4.4.6, REPETIBILIDADE

Ds valores encontrados no teste de repetibilidade (tabela
263, =aqui executade em amostira de milho contaminado por inoculag¥o com

F.sporotrichivides, demonstram que repetices do wmetodo proposto, uti-

{izando uma mesmz amostra ¢ no mesmo laboratdrio, d¥o origem 2 um ceoe-
ficiente de variaco na falxa acelta internaclonalmente para resulta-

_dos intralaboratorials quando a cromatografia em camada delgada & uti-

lizada (€ 20%).

TABELA 26: Valores encontrados em 35 detepminaqaes dé uma mesma amostra

contaminada por inoculag®o com F.sperotrichioldes.

Determinagdo mg/kg de T2
1 4,2
2 4,2
3 3,4
4 3,4
5 3,4
média 3,7
C.V.(%> 11,8

——..-.-..—.—-—-_-m-.‘-....———-.-.-..—-—.—.——-.—-.--n-wv—-n—--.—.——_-—.—‘-—u-'.--.--u-—_...m--——-.—-—-—ﬂu—n.—————“““—-—«-——nuumﬁ
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4.4.7. ADEQUACXO DO TEMPO DE EXTRACXO

Os valores encontrados na adequago do Lempo de extraglo es-
t%o na tahela 27 e demonstram que o tempo de contato entre o matertal
e o golvente, de 5 minutos, é suficiente para extrac3o méxima das mi-

cotoxinas contidas em amostras naturalmente c¢ontaminadaszs.

TABELA 27: Valores encontrados no tempo de adequac3o de extragfo

....-.-.-.._-n-.—.-_———..—.—-uu.—.—.mn—-—_m———-.——»-—-“qu“"""._—-.._..--—..—-—...-......——-—,.-.......-......—..._.._._,_._...._—-.....

Tenpo mg/kg de T2
5 minutos 3.4

10 minutos ' 9,4

20 minutos 3,4

..-...—.....-...._-....—-.-..-.....—...-—-...-...-__.......-—....-...-...-_..-.....-_.....—....,.__....-......_—.....-....._—n.,.mn_——_.xm...____....u...____........-.-

4.5. CONFIRMACQKU

0 fato dos'tricotecenos.constituirem uma famflia com mals de
60 compostos de composigdo quimica muito semelhante torna sua identi-
ficaqﬁo especialmente elaborada. No caso de outras micotoxinas, uma
reagdo quimica de derivagfo e conslderada suficiente para uma identi-
ficacBo conclusiva. Jé com os tricotecenos, considerou—-se prudente no
presente trabalho a adog¥o de uma postura mals conservadora. Além 'dos
resultados de uma reacdo de derivac¥o, foram utilizados dados corrobo-

rativos tals como Rf em trés sigtemas solventes diferentes e cores da-
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senvolvidas com § reveladores. Tal op¢¥o justifica-se pela semelhanga
gquimica, Jjé referida, entre oz tricotecenos, © gue abre a possibilida-
de da existéncla, dentre estes compostom, de alguns que possam apre-
sentar o mesmo Rf antes da derivagdo (Rfa) e o mesme Rf apds a deriva-
¢Hdo (Rfb, sendo qﬁe-RFa#RFb)..Um nimero mafor de etapas confirmatdérias
oferecerd, portanto, um maior grau de seguran¢a, Este culdade pode |,
no futuro, provar desgnecesgsdrico, caso dados provenlentes de levanta-
~mentos demonstrem a ocorréncia natural de apenas ung poucor tricotece-—
nog. Com o grau de conhecimento atual, devemos assumir gue um resulta-
do positi§m na reacdo dé derivacﬁo‘comprova unicanments gue estamog 1i-
dando com um itricoteceno. Evidentemente, o leque de possiblliidades se-
rd forgosamente peguenc & definido pelo ,comportaménto observado., A
identificac8o final dependerd entdo dos.Rf enconiradeos nos diversos
sistemas solventes e das cores exibidas apds tratamento com o8 revela-
dores.

Com a finalidade de encontrar réa;&es de derivagBo apropria-
das para os tricotecenos e a zearalenona, os reagenies e reacgles clta-
dos em !iteratura féram examinados (acetilag¥o, hidrogenagde, hidrdli-
se, metilacHo e estertificag¢do). No presente trabalho, foram estabele-
cidas condigfies que permitissem sua utilizag¥o na confirmagio destas
micotoxinas (Tabela 28).

A rea¢lo de acetilagZo executada na placa, e agul proposta, &
extremamente ripida e simples e pode ser empregada para toxina T2 e
DAS. No caso de ZEA, este procedimento ji fol relatado por Golinskl e
‘Grabarkiewicz-Szczesna (38) para esta micoto#ina e aqul apenas compro-

vamos a sua eficdcia. A referidas reac3o executada em vidro (banho-ma-

ria 652C por 2,5 horas ou a temperatura amblente por 20 horas), mos-
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trou-se eficicente par

para ROR A « VER A,

TABELA 28: Resultados

A it e P T A T e e it Sk A M T P il ok

a todas as micotoxinas em estude e € a Indicada

obgervados das reag¢les quimicas avaliadag

Mkt B A P BT T lhk i el A Al i LT A RS A WAT TR R S e W Mt T A W e i A e e b A T e ek e . g

Acetilagsio em placa T T T - -
Acet.ilaclo em vidro, bBLH2C BM, 2,5h T T T * +
Acetllacio em vidro, T, 20h -_ T + T + T
Hidrogenacﬁo em vidré, 65=C BM, 2,5h ND ND ND KD ND
Hidrogenac¥o em vidro, TA, 20h ND KD AD ND ND
Hidrolise em vidro, 652C BM, 2,5h XD ND ND ND ND
Hidrélise.em vidro, 652C BM, Omin. ND HD ND '] 4
Hidrélise em vidro, TA, 20 h ND ND ND ND KD
Hidrdlise em vidro, TA, 15min. KD ND - KD ¥ ¥
Metilac¥o em vidro, 652C BM, 2,5h KD ND ND ND ND

Esterifica¢3o em placa : - - - - -

T: Rf apds a derivagdo
}: Rf =2pds a derivagilo
~: Rf apds a derivagdo
ND: Apds a reac¥o, nlo

referente ao padrio in

As micotoxina

lagHo n3o apresentaram

e i T T R e i Al LS T o o el i PR T L T e e A A e TR e e e e AL LM R Ml w T sl A A

era maior que o Rf do padr¥oc antes de reagir
era menor que o Rf do padr3o antes de reaglir

era igual ao Rf antes da reagdo

ora detectada nenhuma mancha na placa, nem a

icial.

s submetidas 3s reagBes de hidrogenagdo e nmeti-

derivados apds a reagdo.
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A reacgfo de ésteriflcacﬁo em placa, utilizada também para'
confirmacio de ZEA (38), produziu resultados negativos para todas as
micotoxinas testadas.

Foram avaliadas diferentes condi¢fes para a reaé%o de  Thidrdé-
lise, sendo que a reag¥oc em vidro, & temperatura amblente por 135 minu-~
tos ou em banho-maria a 652C por 5 minutos, também mostrou-se indicada
para ROR A e VER A.

Anazl isando az tabelas 19 e 20 {(cores obtidaz com os revelado-
res) e a tabela 21 (Rf com diferentes solventes?,fol poss{vel definir
o seguinté esquema para identificac¥o e confirmacg¥o de tricotecenos:

-~ Degenvolvimento em:

1. Tolueno:acetato de etlla:acido férmico BE% (6:3:1)
2. Acetato de etila:n-hexano (2:12 |
3. Clorofdérmio:metancl (97:32
- Revelacioc com: |
. " 1. p-Anisaldefdo
2. Acido cromotropico
2. édlfato de césio
4, 2,4 Dinitrofenil-hidrazina
5. Kcide sulfidrico
- Perivago com ahidrfdo acético e piridina na pfépria placa
para toxina T2 e DAS e em vidro com ﬁosterior aplica¢do na
placa para ROR A e VER A.

Paras zearalenona, a confirmag@o pode ser axecutada por deri-

- vag¥o com antdrido acético e piridina na pr&pria placa, como descrito

por Geolinski e Crabarkiewicz-Szczesna (38), e como dado corroborativo

utilizar a revelac3o com cloreto de alumfinio.
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4.6. VERIFICACXO DD SISTEMA DE CONFIRMACKO

Para verificar o sistema de confirmagic, duas tLemperaturas
foram empregadas na incubacdo das cepas de Lusarium, na tentativa de

se obter mals de um tipo de tricoteceno. No entanto, 26 T2 foi produ-

zida pelas cepas investigadas, com excecdo do F.iricingtum RRRL 3510,

que produziu a 52C, também DAS, porém em quantidade multo inferior &
de T2, o que impossibilitou a separacdo deste tricoteceno para poste-
rior andlise em espectrometria de maséa.

Ha tabela 29; s¥o apresentadas as micotoxinas produzidas pe-
las diferentes cepas de Fugapium, assim como SU2R Iconcentragﬁes nag
respectivas tamperaturés de IncubacHe.

Na figura 9 s¥o apresentados os espectros obtidos com o pa-
dr%o de T2 e com uma das amostras inoculadas, no casc T2 produzido por
E.poae 2 5eC.

A identiflicagdo por especirometria de massa fol realizadas
comparando as razﬁeé entre alturas de plcos de massa alta no espectro

do composto suspeito e as mesmas razBes no espectro do padrio.
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Cepa de Fusariunm Temperatura de  Toxinax Concent. Toxinak®
enpregada incubagfo (20D (mg/kg)
F.poae NRRL 3511 {1382} 5 | T2 118,0 T2
25 T2 3,0 T2
|  F.gperotrichioldes hE 3 T2 3,7 !
RRRL 3510 (1382 25 ——- == ——
E&LELglggggm HRRI. 3510 5 T2 101,5 T2
(13883 _ | DAS 2,9 1
25 — e ———
F,iricinctum NRRL 3299 5 - e -—=

{1988) 25 — mmee e
% Toxina confirmada pelo mstodo proposto
%% Toxina confirmada por espectrometria de masza
I: Quantidade isolads insuficiente para aplicac¥o no espectrémetro de

magssa.

Os resultados sugerem um bom grau de confiabilidade no siste-
ma de confirmac®o proposto. £ recomenddvel que a comprovagido por es-
pectrometria de massa seja seguida em paralelo ?or pelo menos um labo-
ratério no pafs por algum tempo. Dessa maneira, total seguranga no
sistema de confirma¢fo por CCD serd atingida e talvez até simplifica-
- ¢¥es sejam Iindicadas pelos resultados. Para laboratdrios sem acesso .a

espectrometria de massa, © sistema pode ser empregado com boa margem

de seguranga.
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CONCLUSBES

1. Uma metodologla fol desenvolvida para determinag¢¥o de to-
xina T2, dlacetoxliscirpenol, roridina A, verrucarina A e 2zZearalenona
em milho, felj%o, soja e arroz que apresenta caracterf{sticaz que =
tornam desejdvel para emprege em laboratdrios nacionals e em oulros
pertencentes a pafses em desenvolvimento. Tais caracterf{sticas s3o:
8imp11cidade de execuc¢lo, baixo custo, rapidez e utllizagdo de equipa-
mento de uso comum e facilmente dizaponfvel. A referida metodologia
provou pogsuir exatiddo e repetibllidade adequadas (recupera¢io media
de 101% e coeficientes.de variacglo de 16% e 12% com amostras artifi-
cialmente contamihadas o amostras contaminadas por inoculacgo com cepa
toxigénica de Fugarium, respectivamentel. Seus limites de detecgio
mostram-se apropriados para trabalhos com amostiras com teores médios
¢ altos de contaminag%d {(zearalenona - lséjagfkg: di acetoxiscirpeno!
- 900 a 1500 g/kg: toxina T2 - 650 a 1100 ig/kg; roridina A - 790
‘}g/kg, verrucarina A& -~ 800 a 1300 ug/kgl.

2. Com adicﬁo de uma eotapa envolvendo uma minicoluna, o mesmo
procedimento pode ser empregado na determinag¢io de toxina T2, diacsto-
xiscirpenol, verrucarina A e roridina A em trigo.

3. Unma reag¢do de darivacﬁo {acetllacHo) para toxina T2 =]
diacetoxiscirpenol, realizada diretamente na placa, fol desenvolvida.
Para roridina A e verrucarina A&, condigfBes para uma reacico de acetila-
¢¥o em vidro, foram determinadas,

4, Uma sistemstica incliuindo o desenvelvimento em trés siste-
nas solventes, cinco reveladores e uma reacgdo de.acetilacﬁo, para con-

firmacio de toxina TZ, diacetoxiscirpenc!, verrucarina A e roridina A

S5



om camada delgada é proposta. Tal sistema possiblilitard um maior grau

de seguranca na ldentificac3o destes compostos enm laboratérios sem

acesgso a espectromeiria de masga.
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