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RESUMO

No presente trabatho foram desenvolvidos e avaliados dois métodos, sendo um
para determinagfio de alternariol (AOH) e alternariol monometil éter (AME) e outro
para determinagdo de é4cido ciclopiazdnico (CpA) e acido tenuazénico (TeA), em
produtos de tomate por cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando detector
espectrofotométrico de arranjo de diodos para guantificagdo e confirmagio da
identidade das toxinas. No método para AOH e AME os limites de detecgdo foram de
3,0 e 2,0 ng/g e as recuperagdes médias foram de 84,1 e 98,7%, respectivamente. Os
desvios padrdes relativos de diferentes preparagSes da mesma amostra varioa de 0,1a
14,6% para AOH ¢ de 0,2 a 1,8% para AME. No método para CpA e TeA os limites
de detecgdo foram de 8,0 ¢ 11,0 ng/g € as recuperagdes médias foram 75,7 e 83,3%,
respectivamente.  Os desvios padrdes relativos de diferentes preparagOes da mesma
amostra variou de 1,1 a 23,9% para TeA ¢ de 3,9 a 20,0% CpA. Oitenta amostras de
produtos de tomate foram adquiridas no comércio varejista de Campinas , S.P. ¢
analisadas para as quatro toxinas empregando os métodos desenvolvidos. Onze marcas
nacionais foram avaliadas e todas comercializadas a nivel nacional. As amostras de
suco de tomate (onze), extrato de tomate (vinte quatro) e tomates pelados (um) nio
apresentaram contaminagdo por nenhuma das quatro micotoxinas. Das 22 amostras de
polpa de tomate, seis estavam contaminadas com CpA (64 a 178 ng/g) e sete estavam
contaminadas com TeA (45 a 129 ng/g). Nas 22 amostras de puré de tomate a
contaminagdo por TeA (34 a 88 ng/g) e CpA (37 a 117 ng/g) foi detectada em guatro e
duas amostras, respectivamente. AME e AOH nio foram detectados em nephuma das
amostras. A confirmagdo da identidade foi obtida pela comparagfio do espectro dos

compostos puros com o espectro dos picos suspeitos na amostra.
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SUMMARY

In the present work two methods for the analysis of tomato products for
mycotoxins were developed and evaluated. The first one aimed to determine
alternariol (AOH) and alternariol monomethyl ether (AME) and the second one
cyclopiazonic acid {(CpA) and tensazonic acid (TeA) by liguid chromatography
utilizing a diode amray detector for quantitation and confirmation of identity of the
toxins. In the method for AOH and AME the detection limits were 5.0 and 2.0 ng/g,
the average recoveries were 84.1 and 98.7%, respectively. The relative standard
deviations (RSDs) of different preparations of the same sample ranged from 0.1 to
14.6% for AOH and from 0.2 to 1.8% for AME. In the method for CpA and TeA the
detection limits were 8.0 and 11.0 ng/g, the average recoveries were 75.7 and
83.3%,respectively. RSDs of different preparations of the same ranged from 1.1 to
23.9% for TeA and from 3.9 to 20.0% for CpA. Eighty samples of tomato products
were acquired in retail outlets of campinas, S.P. and analyzed for the four toxins
employing the developed methods. Eleven domestic brands were included and all are
sold nation wide. No toxin was detected in eleven samples of tomato juice, twenty-~
four samples of tomato paste and one sample of whole stewed tomatoes . Six out of
twenty-two of tomato pulp contained CpA (64 to 178 ng/g) and seven contained TeA
(45 to 129 ng/g). TeA (34 to 88ng/g) and CpA (37 to 117 ng/g) were detected in four
and two samples of out of twenty-two samples of purée, respectively. No AME or
AQOH were detected in the samples. Confirmation was obtained by comparing the

spectra of pure compounds with spectra of suspected peak in the sample.



1.0. INTRODUCAO

A contaminagdo de géneros alimenticios por fungos pode ocorrer no campo,
durante e ap6s a colheita, no processamento, no transporte € na estocagem, pois os
fungos estdo amplamente distribuidos no solo e no meio ambiente. Além de
representar consideravel perda econdmica, a proliferagiio de fungos nos vegetais pode
significar um risco em potencial para homens ¢ animais, por exposigfio a0s metabélitos

secundérios toxicos produzidos por estes microorganismos, as micotoxinas.

O acido ciclopiazdnico (CpA) € uma micotoxina produzida principalments por
fungos dos géneros Penicillium e Aspergillus (HOLZAPFEL, 1968; LUK et alii,
1977). O é&cido tenuazonico (TeA), o alternariol (AOH) ¢ o alternariol monometil éter
{AME) sdo considerados metabolitos do género Aliernaria (MERONUCK et alii,
1972), apesar de terem sido isolados de outros fungos (IWASAKI et alii, 1972;
STEYN & RABIE, 1976).

Estas micotoxinas sfo toxicas para vegetais (MIKAMI et alii, 1971; UMETSU
et alii, 1974, PERO & MAIN, 1970}, animais (PURCHASE, 1971; DAVIS er alii,
1977, POLLOCK er alii, 1982, DORNER er alii, 1983; LOMAX et alii, 1984;
NUEHRING ez alii, 1985) e existem relatos da sua toxicidade para humanos (STEYN
& RABIE, 1976; RAO & HUSAIN, 1985). Também é importante salientar que a
associagfio de diferenfes micotoxinas pode resultar em sinergia, aumentando o efeito
toxico além daquele esperado da simples somatdria das toxinas presentes.

(GIAMBRONE er alii, 1978).

A presenca de fungos ¢ de seus metabolitos téxicos tem sido extensivamente
relatada em alimentos e ragdes animais. Dentre os vegetais passiveis de contaminagio,
estdo os tomates que sdo altamente susceptivels a invasde fingica, principalmente nas
regides de rompimento da pele ou tecidos injuriados do fruto (AYRES et alii, 1964,

PEARSON & HALL, 1975). Estas lesdes podem ocorrer no campo, durante o



armazenamento, fransporte ¢ manipulagio industrial (MOSS, 1984). Deve-se
considerar também, a possibilidade de utilizagdo de tomates parcialmente mofados no

processamento de diversos produtos (BANDLER ez alii, 1987).

Mesmo conhecendo-se a toxicidade e os mecanismos de contaminagio e
proliferagdo dos fungos produtores de AME, AOH e TeA, poucbs trabalhos foram
feitos para avaliar a presenga destas micotoxinas em produtos de tomate (SCOTT &
KANHERE, 1980; STACK et alii, 1985). No caso de CpA, nenhum trabalho é
conhecido que tenha abordado esta toxina em tomate ou seus produtos. No Brasil
nenhum levantamento da presenca de AME, AOH ¢ TeA em tomates ¢ seus produtos
foi ainda realizado. Na realidade AME, AOH ¢ TeA ainda nio foram estudadas, sob
nenhum aspecto no Brasil, sendo que apenas o CpA foi analisado em amendoim e
milho,

A determinagiio da incidéncia de micotoxinas em alimentos e ragdes permite
que se possa prevenir e controlar a contaminagfio de produtos susceptiveis. Desta
forma e pensando na confiabilidade dos resultados, estudos sio necessarios visando

desenvolver e avaliar métodos para a detecglio ¢ quantificagio das micotoxinas.

Tendo em vista estas consideragGes os objetivos estabelecidos para o presente

trabalho foram:

1. Desenvolvimento de metodologia analitica para a detecgfo e quantificacio de

AOH, AME, CpA e TeA em produtos de tomate.
2. Avaliar a metodologia analitica desenvolvida

3. Verificar a incidéncia de AOH, AME, CpA e TeA em produtos de tomate

oferecidos ao consumidor.



2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Acido ciclopiazénico
2.1.1, Consideracdes gerais

O acido ciclopiazdnico (CpA) (Figura 1) é um metabolito secundirio,
sintetizado apartir de triptofano e do ion acetato (HOLZAPFEL & WILKINS, 1971).
O espectro de absorgdio do CpA no ultravioleta apresenta os seguintes A, em etanol:

223 (e 39400), 277 (& 18400), 281 (£19300) ¢ 290 nm (& 15600) (LUK et alii, 1977).

Figura 1. Estrutura quimica do acido ciclopiazdnico.



2.1.2. Incidéncia e microorganismos produtores

O 4cido ciclopiazbnico ¢ produzido por fungos dos géneros Penicillium
(HOLZAPFEL, 1968; LE BARS, 1979a; PETERSON et alii, 1989) e Aspergillus
(ORTH, 1977, LUK et alii, 1977, DORNER et alii, 1983). Estudos realizados com
diferentes cepas de Aspergilius flavus demonstraram que o CpA pode ocorrer com uma
frequéncia similar ou maior do que a aflatoxina e que as duas substdncias podem ser
produzidas por um mesmo fungo (GALLAGHER er alii, 1978; LANSDEN &
DAVIDSON, 1983). Os resultados obtidos sugeriram a possibilidade dos seres

humanos e animais estarem expostos simultaneamente 2 aflatoxina e ao CpA.

Fungos produtores de CpA foram isolados a partir de diversos produtos. LUK
et alif (1977) relataram pela primeira vez a produgdo de 4cido ciclopiazénico por cepas
de Aspergillus flavus Link. O fungo da espécie Aspergillus oryzae, por sua vez,
desempenha importante papel na industria de alimentos, devido a sua capacidade de
produzir considerdveis quantidades de enzimas amiloliticas, proteoliticas e lipoliticas.
Em um estudo com 16 cepas de Aspergillus oryzae usadas na indistria de alimentos,
foi demonstrado que 8 cepas produziam o acido ciclopiazdnico. CVETNIC (1994)
isolou fungos do género Aspergillus de 150 amostras de grios de feijio e de 90
amostras de milho, sendo que dois dos 27 isolados de Aspergillus flavus foram capazes

de produzir acido ciclopiazdnico na faixa de 25 a 36 ug/g.

A produgdo de diferentes tipos de queijo requer diferentes cepas de Penicillium
o que leva a uma grande variedade de metabélitos sccundérios. LE BARS (1979a)
observou o efeito da temperatura sobre cepas de P. camembertii Thom e concluiu que
a toxicidade pode ser alterada dependendo da temperatura de estocagem. Por outro
lado, fungos usados na produgdo de gueijo branco, classificados como P. camemberti,
mostraram capacidade de produzir CpA (PITT et alii, 1986). Duas cepas de
Penicillium camembertii foram submetidas a mutagdes o que provocou a perda total ou

parcial da capacidade de produzir 4cido ciclopiazonico {GEISEN et alii, 1990).



LUND et alii (1995) fizeram anilise microbiolégica de queijos provenientes de
diversos paises da Europa, dentre eles Dinamarca, Franga, Grécia e Reino Unido,
Estes pesquisadores isolaram 371 cepas, sendo que 90% eram da espécie Penicillium,

mas apenas uma cepa de P. commune produziu o CpA.

A micotoxina CpA tem sido encontrada em virios alimentos tais como milho,
quejo, amendoim e paingo (GALLAGHER er alif, 1978; LE BARS, 1979b:
LANSDEN, 1984; RAO & HUSAIN, 1985). GALLAGHER et alii (1978) relataram
pela primeira vez a ocoméncia de CpA em amostras de milho contaminadas com
aflatoxina. Na Franca, LE BARS (1979b) determinou o CpA em casca de queijo tipo
“camembert”, na faixa de 50 a 1500 pg/kg.

Em amostras de amendoim com e sem casca foi detectado o CpA na faixa de 32
a 6525 pg/kg (LANSDEN & DAVIDSON, 1983). Também foi relatado por URANDO
et alii (1992) a presenga de CpA em amostras de amendoim e milho. Aflatoxinas

também estavam presentes nas amostras contaminadas.

WIDIASTUTI er alii (1988) encontraram CpA em amostras de milho da
Indonésia, com teores variando entre 30 e 9220 pg/kg. Todas as amostras
contaminadas continham aflatoxinas, sendo que algumas apresentavam também
zearalenona e ocratoxina.  Em Trindade, CHANG-YEN & DIBASE (1990)
determinaram o CpA em amostras de milbo e ragdes mofadas na faixa de 1000 a 4000
pg/kg. Foi relatado por BRADBURN et alii (1994) a presenga de CpA (concentragio
de 31 pg/kg) na torta de amendoim envolvida na doenga “X” dos perus na Inglaterra

em 1960.

2.1.3. Efeitos toxicos

A toxicidade do CpA foi demonstrada experimentalmente em vérias espécies
animais, incluindo roedores (PURCHASE, 1971, VAN RESBURG, 1984), aves
(DORNER et alii, 1983; CULLEN et alii, 1988; SMITH et alii, 1992), cachorros



(NUEHRING er alii, 1985) ¢ porcos (LOMAX et alii, 1984), Foram observados
sintomas tais como perda de peso, diarréia, depressdo, convulsdo e morte, além de
lesdes hustologicas, principalmente degenerago e necrose nos musculos e visceras. Os
principais orgdos afetados foram o figado, os rins e o sistema digestivo. Presentemente
existe controversia sobre a mutagenicidade do CpA. WEHNER et alii (1978)
observaram que a toxina ndo era mutagénica para Salmonella typhimurium TA98 e
TA100, mas SORENSON er alii (1984) verificaram que o CpA era mutagénico para
Salmonella typhimurium TA9S, pelo teste de AMES.

O CpA ¢ uma toxina com efeito téxico agudo. A dose letal suficiente para
matar 50% de uma populagdo (DL-50) de ratos, via intraperitoneal, € de 2,3 mg/kg de
peso corpdreo (kg p.c). A DL-50 por via oral, foi de 36 mg/kg p.c. para machos e 63
mg/kg p.c. para fémeas. A diferenca nas respostas pode ser explicada pela formago
de composte insolivel na administragio via oral devido a acidez do estdmago, o que
ndo ocorre por via intraperitoneal (PURCHASE, 1971). Para a aflatoxina B a DL-50,
para camundongos, for de 40 mg/kg p.c. (BUSBY Jr & WOGAN, 1981).

Em estudos sobre ingestdo, distnbuigdo e excregdo de UpA em ratos, foi
verificado o elevado grau de distribui¢do da micotoxina no musculo esquelético, apés
administrago oral ou parenteral (NORRED et alii, 19%85). Na determinag@o dos niveis
de CpA em carnes de aves que receberam a substincia, ficou demonstrado que a
quantidade dependia da dose recebida e do tempo decorrido entre a administrag@o € o
sacrificio do animal (NORRED et alii, 1988). Assummdo que a distribuiglio do CpA
em animais para consumo humano que ingeriram ragfes contanunadas com a toxina
ocorra de forma similar, entdo os seres humanos estariam mais expostos a toxina

atraves do consumo de carnes.

DORNER et alii (1994) detectaram a presenga de CpA no leite proveniente de
ovelthas e nos ovos de galinhas que receberam a ragfo via oral em capsulas de gelatina.
No leite foi atingida a maior conceniragio 48 horas apds a ingestdo, sendo que no nono

dia ndo foi detectada a presenga de CpA. Nos ovos foi observado que a conceniragio



de CpA for muito maior na clara do que na gema, aproximadamente de 100 ¢ 10 ng/g,
respectivamente. A ocorréncia de CpA em leite e ovos ¢ um motivo de preocupacio
para os consumidores, principalmente em regides onde os animais podem estar
expostos a ragdes contaminadas com quantidades significativas da toxina, O potencial
de contaminacio natural em produtos agricolas parece ser elevado considerando o
nimero de espécies de Aspergillus ¢ Penicillium capazes de produzirem CpA. Esta
claro, a partir dos resultados deste estudo, que leite ¢ ovos constituem uma fonte de

ingestdo desta toxina pelo homem.,

RAQ & HUSAIN (1985) associaram a sindrome "Kodua poisoning" em animais
¢ seres humanos, com a presenga de CpA em sementes de “kodo millet” (Paspalum
scobriculatum) contaminadas por Aspergillus flavus e Aspergillus tamarii de

determinadas regides da India,

Os relatos sobre a etiologia da cléssica sindrome da doenga “X” dos peruzinhos
(a morte de 100.000 peruzinhos foi atribuida a contaminagdo por aflatoxina de torta de
amendoim proveniente do Brasil, na Inglaterra em 1960) foram revistos por COLE
(1986). A analise dos sintomas clinicos descritos na época, indicou que alguns deles
ndo eram caracteristicos de aflatoxicose, podendo ser atribuidos a presenga de CpA

que pode ser produzido pelo dspergillus flavus.

2.1.4. Metodologia analitica
2.1.4.1. Extracfio e limpeza

Os métodos propostos para determinagdo de CpA, como os de muitas outras
toxinas presentes em alimentos, envolvem etapas de extragfio e de limpeza. A mistura
cloroférmio/metanol foi utilizada para extrair o CpA da casca de queijos, sendo que a
remogido dos interferentes foi feita com solugdic de acetato de chumbo e o
desengorduramento com hexano (LE BARS, 1979b). Para amostras de amendoim

tambeém foi feita extragdo empregando a mistura cloroférmio/metanol, apos a amostra



ter sido previamente desengordurada. Os interferentes foram removidos por parti¢io
com solucdo aquosa de bicarbonato de sédio seguida por acidificagdo e nova parti¢do
com cloroférmio (LANSDEN & DAVIDSON, 1983).

Amostras de came de frango, alimentados com racdo contaminada com CpA,
foram exiraidas com cloroférmio/metanol. Para a remogio dos interferentes foi
empregada coluna de silica gel (NORRED et alii, 1987). Cartuchos Sep-Pak foram
utilizados na remogdo de interferentes presentes em extratos de miiho, arroz e farmnha
desengordurada de amendoim (GOTO ef alii 1987). URANO et alii (1992) também
removeram os interferentes com cartucho Sep-Pak apds extragio das amostras de

amendoim e milho com uma mistura de metanol/bicarbonato de s6dio 2% (7:3, v/v).

2.1.4.2. Cromatografia em camada delgada

Cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada para 2 determinagdo de
CpA em amostras de milho (GALLAGHER et alii, 1978), queijos (LE BARS, 1979b)
e amendoim (LANSDEN & DAVIDSON, 1983). A quantificagdo foi feita em placas
de silica gel, por comparagfo visual com padriio. A confirmagio foi realizada através
de reagfio com p-dimetilaminobenzaldeido (reagente Ehrlich), originando uma mancha
de cor violeta. Além do reagente de Ehrlich, o cloreto férrico também fo1 utilizado
como revelador originando uma mancha de cor laranja avermelhada (GALLAGHER et
alii, 1978; FILTERBORG et alii, 1983).

O adsorvente mais utilizado para a determinagdo de CpA por CCD tem sido a
silica gel com indicador de fluorescéncia (LE BARS, 1979b; DORNER, 1983} ¢ sem
indicador de fluorescéncia (GALLAGHER et alii, 1978; FILTERBORG et alii, 1983).
As placas podem ser impregnadas com #cido oxalico ou tartartico (GALLAGHER et
alii, 1978, LE BARS, 1979b; TRUCKSESS et alif, 1987 ), o que aumenta a
mobilidade da toxina. As fases méveis utilizadas sdio combinagdes de tolueno/acetato
de  etila/acido  formicoe  concentrado  (5:4:1,v/v/v) (DORNER, 1983}
cloroformio/isobutilmetilcetona  (4:1,v/v) (FILTENBORG et alii, 1983),



cloroférmio/acetona (95:5,v/v); acetato de efila/2-propanol/NH,OH (20:15:10,v/v/v)
(LE BARS, 1979b) e benzeno/acido acético glacial/metanol (90:5:7,v/v/v)
(TRUCKSESS et alii, 1987).

A técnica da cromatografia bidimensional usando placas de silica gel foi
empregada por POPKEN & DOSE (1983) ¢ WIDIASTUTI er alii (1988) na

determinagio de CpA em produtos vegetais e amostras de milho, respectivamente.

A quantificagdo do CpA em CCD foi feita por comparagio visual
(WIDIASTUTI et alii 1988) ou por densitometros (LANSDEN, 1986). LE BARS
(1979b) relatou um limite de detecgfio para o CpA de 20 pg/kg para amostras de
queijo, sendo que foi descrito por LANSDEN & DAVIDSON (1983) um limite de 32
ug/kg para amostras de amendoim, utilizando a comparagfio visual. Um limite de
detecgiio de 25 ng foi registrado por LANSDEN (1986) para amostras de milho e

amendoim que utilizou a quantificagdo por densitdmetro.

Considerando a possibilidade das amostras estarem  contarninadas,
simultaneamente com diferentes micotoxinas, STEYN (1969) e GORST-ALLMAN &
STEYN (1979) sugeriram procedimentos de detecgdo por CCD para micotoxinas
importantes, incluindo CpA. WIDIASTUTI et alii (1988), por sua vez, chegaram a

detectar CpA, aflatoxina, zearalenona e ocratoxina em amostras de mitho por CCD.

2.1.4.3. Cromatografia Gasosa

A cromatografia gasosa (CG) tem sido pouco empregada na determinago de
CpA. GOTO et alii (1990) determinaram CpA e outras micotoxinas produzidas por
Aspergillus flavus por CG sem derivagio quimica, utilizando coluna capilar de silica
fundida com fase estacionéria DB-5 (0,25 mm X 10 m), injetor “on-column” ¢ detector
por ionizagdo em chama. O limite de detecgdo para CpA foi de 0,5 ng. A confirmagdo

foi realizada por espectrometria de massas.



16

2.1.4.4. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A quantificagio de CpA pode ser feita por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (Tabela 1 ). LANSDEN (1984) quantificou CpA em amostras de milho e
amendoim, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com coluna de
fase reversa (Cy3) e detecgdo no ultravioleta a 284 nm. A fase movel era composta por
uma mustura de acetomitrilo (40%), isopropanol (30%), agua (20%) e solugio de
acetato de zinco 0,01M (10%) contendo 10% de acetato de amdnia e 0,25% de 4-
dodecildietilenotriamina, Estas mesmas condigdes cromatograficas foram utilizadas

por NORRED (1987) para amostras de came de frango e o limite de detecgéo foi de
16 ug/kg.

Cartucho Sep-Pak de silica foi utihizado para a remocio dos interferentes de
extrato de mitho. A coluna analitica empregada fot de silica (fase normal) e como fase
mével utilizou-se a mistura de solventes acetato de etila/2-propanol/solugio de amOnia
a 25% (55:20:5, viv/v). Com detector no ultravioleta a 284 nm, conseguiram um linate
de detecgdo de 0,2 ng (GOTO er alii, 1987).

Para amostras de amendoin e milho, URANO ef alii (1992) também
quantificaram CpA por CLAE, mas usando coluna de fase reversa (Cig) e gradiente
linear 0-4 mM de sulfato de zinco em metanol a 85%. A detecgdo foi realizada pela
absorvancia do CpA no ultravioleta a 279 am, sendo obtidos limites de detec¢éio de 50

e 100 pg/kg para amendoim e mitho, respectivamente.
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Tabela 1 . Determinagfo de Acido ciclopiazbnico por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Produta Coluna Fase mavel Petector

Referéncia

amendoim FRGCe Cig 4% acetonitrilo/ UV.(284 nm)
30% isopropanol/

20%%agual 10%
acetato de zingo
0,01M contendo 10%
acetato de amOnia e
0,25% 4-dode-
cildietilenotriamina

carne de ave FR 4% acetonitrilo/ U V{284 nm)
30% isopropanol/

20%agua’ 10%
acetato de zinco
0.01M contendo 10%

acetato de amdbnia ¢
0,25% 4-dode-
cildietitenotriamina
milko/arroz/ FN Silica Acetato de etila/ UV, (284 nm)
farinha
desengordurada de 2-propanol/
amendoim ambnia 25%
(55.20:3, viviv
milko/amendoim FR Ciq A-Metanol/agua UY. {379 nm)

(8513, v/}

B- Metanol/dgua
4mM ZnS0. THO
{gradiente)

LANSDEN {1984)

NORRED (1987)

GOTO et alii (1987)

URANO ef alii (1992)

FN= fase normal, FR= fase reversa, U. V.= uitravioleta
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2.1.4.5, Métodos Colorimétricos

Métodos colorimétricos tém sido desenvolvidos e baselam-se na reagéo do CpA
com reagente de Erlich (p-dimetilaminobenzaldeido) ¢ detecgio a 560 nm.
RATHINAVELU & SHANMUGASUDARAM (1984} desenvolveram metodo
colorimétrico para analise de CPA em produtos agricolas infectados por Penicillium
cyclopium. A micotoxina foi extraida com cloroformio seguida por separagio em
CCD. Apbs a separagio foi utilizado um reagente cromogénico € a mancha raspada e
diluida em metanol. A reagdo obedece a lei de Beer entre 5 e 50 ug/ml ¢ a cor €
estavel por 30 minutos. As condigBes foram otimizadas em relaglio a rapidez (RAO &
HUSAIN, 1987), concentragio de reagentes utilizados ¢ tempo de reagio (CHANG-
YEN & BIDASE, 1990).

O CpA foi determinado espectrofotometricamente em ragdes e milho pelo
mesmo método colorimétrico acima (CHANG-YEN & BIDASE, 1990). Os
procedimentos utilizados na extraglc e limpeza foram os mesmos aplicados por
NORRED et alii (1987). A faixa linear da curva ficou entre 5 e 100 pg/mL ¢ o limite
de detecgdo foi de 80 pg/ke.

2.1.4.6. Imunoensaios ¢ Métodos Microbiol6gicos

Imunocensaios sio métodos baseados na interagiio entre a micotoxina € um
anticorpo, geralmente produzidos em coelhos pela injegdo da toxina homéloga. Para
que desenvolvam atividade imunizante as micotoxinas necessitam ser conjugadas a um
polipeptidio ou proteina.

Um dos tipos de imunoensaio empregados para o CpA é o ELISA (enzyme
linked immunosorbent assay), que baseia-se na ligagdo entre a toxina livie ¢ um sitio

especifico da molécula do anticorpo. HAHNAU & WEILER (1991) desenvolveram

um imunoensaio (ELISA) com boa seletividade e com limite de detecgio de 30 pga 2
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ng. A técnica permite monitoramento de isolados de fungos possiveis produtores de
CpA.

O método de ELISA indireto, utilizando anticorpos mono e policlonais para o
CpA, foi relatado por HUANG & CHU (1993). Um ensaio com anticorpos
monoclonais permite a analise da CpA em amostras de quetjo fermentado por fungos
brancos (HAHNAU & WEILER, 1993).

Técnicas microbioldgicas tém sido usadas para confirmar e identificar a
presenga de micotoxinas. FEstas s¥o mais baratas em comparagdo com métodos
biologicos e requerem um tempo menor para obtengdo do resultado. Os métodos
microbioldgicos foram desenvolvidos considerando 2 toxicidade do CpA para fungos,

leveduras e bactérias.

A bactéria Bacillus brevis foi utilizada em ensaio de difusio de disco e a menor
quantidade detectada foi de 0,5 pg por disco (MADHYASTHA et alii, 1994). Para a
levedura Kluyveromyces marxianus, uma quantidade de 200 pg/disco de CpA nido foi
capaz de inibir a bactéria, mas concentragdes de 0,005 a SO pg/disco de tricotecenos

foram inibitdrias.

2.2. Acido Tenuazénico
2.2.1. Consideragies gerais

As micotoxinas produzidas por fungos do género Alternaria pertencem 4 trés
classes estruturais diferentes, a saber: dibenzopirenos, altertoxinas e derivados do
deido tetrdmico. O 4cido tenuazdnico (TeA), um derivado do 4cido tetrémico, teve a
sua estrutura definida como é4cido 3-acetil-5-secbutil tetrimico (STICKINGS, 1959),
(Figara 2).. O espectro do TeA no ultravioleta apresenta dois A, um a 240 (e 13100)
¢ outro a 279 nm (g 17900) (UMETSU et alii, 1972; 1973; 1974).
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Figura 2. Estrutura quimica do 4cido tenuazdnico.

2.2.2, Incidéncia e microorganismos produtores

O TeA ¢ sintetizado por fungos a partir de L-isoleucina e dicetona (HARRIS et
alil, 1965). Foi isolado de culturas de Pyricularia orizae (IWASAKI er alii, 1972),
Alternaria  kikuchiana, Alternaria mali, Alternaria citri, Alternaria japonica,
Alternaria oryzea (KINOSHITA et alii, 1972), Alternaria alternata (MERONUCK et
alii, 1972), Phoma sorghina (STEYN & RABIE, 1976), Alternaria tenuissima
(DAVIS er alii, 1977), Alternaria raphani, Alternaria cheiranthi, Alternaria brassicae
e Penicillium infectoria (BRUCE et alii, 1984).

O potencial de contaminagdo por TeA em fratos, tais como macd, tomate,
laranja, limdo e mirtilo ("blueberry™), foi estabelecido pelo crescimento de Alternaria
e produgiio da toxina nestes alimentos em escala laboratorial (STINSON et alii, 1980,
1981). Niveis de TeA em material cultivado, sdo geralmente considerados maiores do
que aqueles encontrados nas amostras contaminadas naturalmente (SCOTT &
KANHERE, 1980). STINSON et alii (1981) demonstraram pela primeira vez a

produgdo de TeA em tomates, magls e laranjas infectados por Alternaria nativa. A
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espécie Alternaria tenuis foi relatada como sendo a principal reponsavel pela

decomposi¢io pos-colheita de magés, sendo que das 110 cepas isoladas apenas uma
produziu TeA (VINAS et alii, 1992),

Além das frutas, outros produtos agricolas podem estar contaminados por
Alternaria. DAVIS et alii (1977) isolaram culturas de 4. alternata e A. lenuissima de
sementes de algoddo e suas cascas. Um levantamento feito com 230 amostras de grios
de cereais (148 de trigo, 57 de cevada e 25 de centeio) nos EUA, propiciou o
isolamento de nove cepas de diferentes espécies de Alternaria dentre as quais oito
produziram TeA. Dentre as espécies isoladas, A. raphani, A. cheiranthi, P, infectoria
¢ 4. brassicae foram citadas pela primeira vez como produtoras de TeA. E importante
salientar que as espécies foram detectadas apds a desinfecgdo superficial dos grios,
indicando penetragio, crescimento e possivel produgio de toxina (BRUCE et ali,
1984),

SANCHIS et alii (1993) determinaram que as espécies predominantes de fungos
em 60 amostras de cevadas coletadas na Espanha eram Alternaria alternata,
Penicillium sp. ¢ Aspergillus flavus. Dos 176 isolados de Alternaria examinados,

88,6% foram capazes de produzir TeA.

O género Alternaria € o principal invasor de tomates, sendo capaz de produzir o
metabolito toxice, 0 TeA, no tecido de tomates frescos (HARWIG ez alii, 1979). A
presenga de TeA em produtos de tomate (SCOTT & KANHERE, 1980) ¢ tomates
naturalmente infectados (STINSON ez alii, 1981) foi reportada com niveis inferiores a
1 mg/kg de produto. MISLIVEC et alii (1987) determinaram os tipos de fungos
presentes em 146 amostras de tomates visivelmente mofados, coletados nas linhas de
processamento de industrias de ketchup. Foram encontrados 22 géneros, sendo os
principais Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium e Penicillium.  Apesar de
50% das amostras analisadas apresentarem TeA (0,4 a 69,7 ug/g), apenas 26% foram
positivas para Alternaria sp. Isso sugeriu que outros fungos produziram TeA ou que a

Alternaria produtora da toxina ndo estava vidvel na época da amostragem. A presenga
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de TeA em produtos de tomate processados pode ser um indicativo do uso matéria

prima contaminada com fungo.

2.2.3. Efeitos toxicos

Imcialmente, o TeA foi estudado ndio por contaminar alimentos, mas devido a
sua possivel utilizagdo no tratamento de cincer. KACZKA et alii (1964) 1solaram ¢
identificaram o TeA a partir de isolado de Alternaria teruis e observaram que exibia
significativo efeito anti-tumor em ovos embrionados. GITTERMAN et alii {1965)
reportaram que o tenuazonato de sodio inibiu o crescimento de adenocarcinoma
humano em ovos embrionados, ficando demonstrado o seu potencial anti-tumor.

Todos os isomeros do TeA demonstraram atividade antibacteriana,

SMITH et alii (1968) demonstraram que o tenuazonato de sédio produziu
hemorragia em orgdos vitais, principalmente no trato gastrointestinal de animais
tratados com a substincia. Os valores de DL-50, via oral, foram 81 e 186 mg/kg p.c.
para camundongos fémea ¢ macho, respectivamente. Os sais de calcio e magnésio do
TeA, isolados do fungo Phoma sorghina, foram apontados como possiveis causadores
ou fatores confribuidores de uma disfungdo hematolégica em humanos, denominada
“onyalai”, registrada na Africa (STEYN & RABIE, 19763,

DAVIS et alii (1977) reportaram ser o TeA t4xico para embrifio de frango e
causador de grave hemorragia ¢ morte em camundongos jovens. Também foi
observado que o Acido livie do TeA causou hemorragia gastro-intestinal em ratos
alimentados por varios dias com ragdo contendo 145 e 370 mg de TeA/kg. Os casos de
60bito ocorreram a partir do nono até o vigésimo dia de dieta (SAUER et alii, 1978).
Mas, GIAMBRONE et alii (1978) observaram apenas lesdes no intestino, bago,
coragdo ¢ musculo de frangos jovens que receberam dieta contendo 10 pg de TeA/g de
ragdo, sem nenhuma mortalidade. Comparando as dosagens utilizadas nos
experimentos, foi sugerido que os pintinhos eram menos tolerantes que os ratos ¢

camundongos ac TeA.. Entretanto, nenhum efeito patolégico foi observado em ratos
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tratados com 29 mg de TeA/kg de rago, por um periodo de trés semanas (SAUER et
alii, 1978), Apesar do TeA ser considerado téxico para mamiferos, nio foram
observados efeitos mutagénicos (SCOTT & STOLZ, 1980) e teratogénicos (GRIFFIN
& CHU, 1983).

O efeito fitotoxico do TeA foi demonstrado ao se isolar fungos produtores desta
micotoxina (Alternaria longipes) e a prépria substincia em plantas de tabaco
(MIKAMI et alii, 1971) e de arroz doentes (UMETSU et alii, 1972, 1973, 1974). O
TeA também ndo foi encontrado em amostras de sorgo e grios de soja infectados por
Alternaria (MERONUCK er alii, 1972; SAUER et alii, 1978). LE BRUN et alii
(1988) demonstraram que o TeA produzido por fungo patogénico do arroz (Pyricularia

oryzea) inibiu o crescimento de plantas, interferindo na sintese de profeina.

2.2.4. Metodologia analitica
2.2.4.1. Extracio e limpeza

Os métodos de extragio do TeA, encontrados na literatura, variam grandemente
quanto aos solventes empregados. Em alguns métodos foi feita simplesmente a
extragdo com um solvente orginico, tal como metanol (BRUCE et alii, 1984),
cloroformio (MISLIVEC et alii, 1987) e acetato de etila (GRIFFIN & CHU, 1983).

DAVIS et alii (1977) usaram uma mistura de cloroférmio/metanol/4cido
férmico concentrado (94:3:3) na extragdo de TeA de meios de cultura, A limpeza do
extrato foi realizada pela partigdo da fase orgénica com uma solugio de bicarbonato de
s6dio a 5%, seguida pela acidificagiio da fase aquosa com 4cide cloridrico e partigo
com hexano. Na extrago de produtos vegetais, HEISLER et alii (1980) usaram a
mistura cloroférmio/etanol (4:1), etapas de particdo com bicarbonato de sédio e
partigdo com cloroférmio. No método proposto por STINSON et alii (1981), primeiro
a amostra foi acidificada com 4cido cloridrico seguida por extracSo com uma mistura

_cloroférmio/metanol (4:1). |
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Solventes menos polares, como o benzeno, também foram usados na extragio,
sendo que foram mantidas as etapas de partigio com bicarbonato de sédio a 5% e

partighio com éter de petréleo, apos acidificacdo (KINOSHITA e olii, 1972).

Produtos de tomate foram extraidos com uma mistura metanol/hexano. Apos
centrifugacio, a camada de metanol foi acidificada com 4cido sulfitrico. A partigio foi
feita com diclorometano seguida de uma segunda partigio com bicarbonato de sodio a
5%. Uma nova acidificagdo e parti¢do com diclorometano foram executadas (SCOTT
& KANHERE,1980). Para o mesmo tipo de amostra, STACK et alii (1985) usaram
uma mistura de agua/cloroférmio (450:100, v/v) para extragio e limpeza do extrato em
coluna de silica, tendo como eluentes a seguinte sequéncia de solventes: cloroformio,
cloroférmio/metanol (9:1, v/v) ¢ metanol com 300 mg ZnSO.7H,O/L.. A coluna de
silica gel também foi usada por MULLER & LEPOM (1992) para purificar o extrato.

A mistura metanol/dgua/n-hexano/acido cloridrico 37% m/v(45:40:40:1,
viviviv) foi empregada na extragéio de amostras de sorgo. O extrato foi centrifugado e

a camada de hexano descartada. A camada polar foi submetida a uma parti¢io com
cloroférmio (ANSARI & SHRIVASTAVA, 1990).

2.2.4.2, Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada para a determinagio
quantitativa de TeA tendo a silica gel como fase estacionaria (REIB,1983). Em alguns
casos as placas foram impregnadas com acido oxalico (MULER & LEPOM, 1992).
Para desenvolvimento, a fase movel tolueno/acetato de etila/acido férmico 90% (5:4:1
ou 6:3:1,v/v/v} fot usada com mais frequéncia (SCHROEDER & COLE, 1977; REIB,
1983 ).

ANSARI & SHRIVASTVA (1990) determinaram o TeA em amostras de sorgo
indiano usando CCD bidimensional em placas de silica gel com as seguintes fases

moveis, cloroformio/acetona (88:12, v/v) e tolueno/acetato de etila/ acido formico 90%
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(60:30:10). A confirmagdo foi feita por comparagfo dos espectros ultravioleta do

padrio e da toxina extraida.

A revelagdo do TeA foi realizada com 2,4-dimtrofenithidrazina, sulfato cérico
(STEYN & RABIE, 1976), cloreto férrico (DAVIS er alii,1977; REIB, 1983), 4acido
anisaldeido e radiag#o ultravioleta (SCOTT & KANHERE, 1980).

2.2.4.3. Cromatografia Gasosa

A derivagio foi necessdria na determinagio de TeA por cromatografia gasosa
(CQG), efetuada previamente a0 processo cromatografico. A derivagio utilizada foi do
tipo silanizagdo, que consiste na substituigio do hidrogénic de certos ZTUpos
funcionais, tais como hidroxilas em alcoois ¢ 4cidos e/ou fendis, por radicais do tipo
trimetilsilil [Si{CH;)s].

HARVAN & PERO (1974) utilizaram cromatografia gasosa com detector de
lomizagio de chama para analisar o derivado trimetilsilano do TeA. A coluna usada foi
empacotada com 3% OV-17 sobre Gas Chrom Q (100-200#), a temperatura do forno
foi programada de 100 a 250°C numa razdo de 8%min e a temperatura do mjetor e do
detector era 3009C. SAUER et alii {1978) empregando condigBes cromatograficas
semelhantes, compararam as separagBes obtidas por 2 tipos diferentes de coluna com
OV-17 ou OV-101 e observaram que a coluna de OV-101 minimizou as interferéncias

presentes na analise de amostras de grio de sorgo.

Na determinaglo de TeA a partir de fungos isolados de tomates em
decomposi¢io, HARWIG et alii (1979) usaram coluna empacotada com 5% QV-101
sobre Chromosorb WHP nas mesmas condigdes cromatograficas descritas por

HARVAN & PERO (1974), com detector de massas,

A cromatografia gasosa permitiu a separagio dos derivados trimetilsilano dos
acidos tenuazdnico e isotenuazdnico. SCOTT & KANHERE {1980) determinaram o

TeA e os dois 1sdmeros do 4cido isotenuazdnico, presentes em extrato de tomate, por
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cromatografia gasosa. As condigfes cromatograficas foram as usadas por HARVAN
& PERO (1974), variando a programagio de temperatura do forno, que foi de 140 a

250°C e o detector de massas.

2.2.4.4. Cromatografia liquida de alta eficiéneia

O TeA foi isolado e analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) com detecgdo por absorvincia no ultravioleta (Tabela 2). SCOTT &
KANHERE (1980) apés terem testado diferentcs combingdes de coluna/fase movel,
encontraram 3 sistemas teis para analise de TeA. A coluna de fase reversa (Cys) foi
usada com 2 fases moveis diferentes: a) metanol/agua (60:40, viv) ou b)
acetonitrilo/dgua (50:50, v/v), cada uma contendo 1% de acetato de amoénio, $,025%
de 4-dodecildietilenotriamina ¢ 0,001 M de sulfato de zinco nas solugdes finais, A
terceira combinagfo foi com coluna de troca de Anions e a fase mével preparada pela
adicdo de 2,5% de acetonitrilo a solugdo aquosa, contendo 0,05 M de KH2POy4 ¢ 0,1
M KCl. Os 2 sistemas com coluna de fase reversa permitiram a separacio do TeA das
substincias interferentes nos extratos de produtos de tomate. A quantificagdo do TeA
total, no ultravioleta a 280 nm, fot melhor com a fase movel metanol/agua, pois ndo
houve separagiio parcial do acido isotenuazdnico. O sistema de troca de anions foi til
na confirmagdo do TeA. Entretanto ndo foi recomendado para a quantificagio porque
a curva padrio ndo apresentava resposta linear entre a quantidade de padrio injetada e
a altura do pico no cromatograma para alguns dos pontos. O limite de deteccio do

método for de 0,1 pg/e.

O sistema de CLAE desenvolvido por HEISLER ef alii (1980) usava coluna de
fase reversa (Cy3), fase mével metanol/agua (90:10, v/v) e detector de absorvancia no
ultravioleta a 278 nm para a determinagio de TeA em frutas e vegetais. CondigBes
cromatograficas similares foram empregadas na determinago de TeA em amostras de

magd, mirtilo, tomate, laranja ¢ lim#o (STINSON er ali/, 1980; 1981).
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Para analise de TeA em produtos de tomate, STACK ez alii (1985) utilizaram
coluna de fase reversa (Cy3), fase mével metanol/agua (85:15, v/v ) contendo 300 mg
de ZnS04 .7H70/L. e detectores ultravioleta (280 nm) ¢ fluorescéncia ligados em série,
Os limites de detecgfio encontrados foram de 25 ng/g em produtos de tomate
fortificados e de 0,4 pg/g para amostras de tomates naturalmente contaminadas. Os
valores de recuperacdo foram de 74 ¢ 92% para amostras de ketchup fortificadas com
50 ¢ 1000 ng/g, respectivamente. Resultados similares foram obtidos com amostras de

extrato de tomate fortificadas.

VISCONTI et alii (1986) determinaram TeA em azeitonas e seus produtos (dleo
e casca) utilizando as seguintes condigSes cromatograficas: detector de comprimento
de onda varidvel a 280 nm, coluna de fase reversa e coluna de guarda. A fase mével
usada fol uma mistura de metanol/agua (80:20, v/v) contendo 300 mg ZnSO,. 7H,O/L.
Além do tempo de retengio, a identificagio também foi realizada pela téenica de parar
o fluxo e determinar o espectro no ultravioleta na faixa de 200 a 400 nm. As mesmas
condigBes - cromatograficas foram utilizadas por LOGRIECO er dofii (1988) para
determinar TeA em amostras de azeitona, semente de girassol, tomate, tangerina,
pimentfio e meldo. A etapa de extragfio foi adaptada para cada amostra, considerando

as diferentes caracteristicas de cada uma,

Diferentes técnicas cromatograficas tém sido aplicadas na analise de TeA em
alimentos e rages contaminados. LEBRUN et alii (1989) comparam trés técnicas
cromatograficas para a determinagio de TeA: a) cromatografia de par idnico; b)
cromatografia de troca amidnica; ¢} cromatografia por troca de ligante. A
cromatografia de par ibnico apresentou methores resultados com o reagente citrimida e
tampdo fosfato, tendo como fase moével uma mistura de metanol/agua. A
cromatografia de troca anidnica foi a que apresentou maior fator de seletividade mas,
com o tempo a eficiéncia da coluna tende a diminunir devido a presenga de sais
metalicos na amostra. A adicdo de reagente complexante de metal 4 fase movel

previne a deterioragdo da coluna. A cromatografia por troca de ligante ndo se mostrou
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seletiva para separar TeA e scus isdmeros, A cromatografia de troca anidnica foi
escolhida para determinar TeA em filtrado de Pyricularea oryzea devido a rapidez,

simplicidade e seletividade.

Tabela 2, Determinacio de dcido tenuazénico por cromatogarfia lquida de alta eficiéncia,

Produto Coluna Fase movel Detector Referéncia
arroz/fnnas/ FR Cie Metanol/igua (9:1) U V.(278 nm) HEISLER et alii
vegetais {tomate) {1980)
exirato de tomate FR Ci3 Metanol/dgua LLV.(280 nm) SCOTT &

{60:40) com KANHERE (19803
1% acetato de
aménio, 0,025%
4-dodecildietileno
triaming
£ 0,001M ZnS04
magi/tomate/ FR Cig Metanol/dgua (9:1) U V(278 nm) ETIMNSON ¢f alii
mirtilo/laranja/ (1980, 1981)
limdo
tomate & seus FR Cig Metanoi/agua U.% (280 nm) STACK er alii
produtos (83:13) 300mg {1985)
Zn80,. 7TH,O/L
azeifona FR Cy5 Metanol/dgua UV.(280am)  VISCONTI et alii
(80:20) 300mg (1986)
ZnS04, 7H20/L
azgitona/semente FR Cie Metanol/dgua UV{280nm) LOGRIECO et aiif
de girassol/ (80:20) 300mg {1988)
tomate/{angerina/ ZnS04.7TH20A.
pimentdo/melio

FR= fase reversa
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2.3. Alternariol e alternariol monometil éter
2.3.1. Consideracbes gerais

Alternariol (AOH) e alternariol monometil éter (AME) sfio classificados
como dibenzopirenos (Figuras 3 e 4). Os espectros no ultravioleta apresentam A,
para AOH em etanol sdo 213( & 21900), 258(41700), 290(10500), 303 (11200) e 336
nm (11000); para o AME séo 217 (& 21900), 259 (47900), 297 (10500), 303 (10500),

336 nm (11000) (COOMBE et alii, 1968). Espectros no ultravioleta do AQH e AME
sdo mutto semelthantes, principalmente na regifio de 340 nm (SEITZ & MOHR, 1976).

™ OCH,

HO CH,

Figura 3. Estrutura quimica do alternariol monometil éter.
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Figura 4. Estrutura quimica do alternariol.

2.3.2, Incidéncia e microorganismos produtores

Alternariol e alternariol monometil éter sdo metabélitos secundarios produzidos
em grandes quantidades pela maioria das espécies de Alternaria. ROSETT et alii
(1957) encontraram estes dois compostos correspondendo a 13% do peso seco do
micélio de uma cepa de Alternaria tenuis. Mas outros estudos determinaram que a
concentragio de AME+AOH chegava a atingir 20% do extrato cru de isolados de
Alternaria (COMBE e7 alii, 1970; PERO et alii, 1973a; 1973b).

A ocorréncia natural de AOH e AME foi relatada em diferentes tipos de
vegetais. STARRAT & WHITE (1968) identificaram AME e AOH em micélios de 4
cucumerina retirados de folhas de cantalupo e meldncia. Um estudo feito com grios
de sorgo de 7 diferentes regides do Kansas (EUA) apontou a ocorréncia de AME e
AOH, sendo que a quantidade encontrada dependia principalmente da regifo ¢ em
menor extensdo do cultivar. Foi observada uma correlagio entre os niveis de AME e
AOH com o grau de descoloragiio dos grios e o nimero de dias de chuva nos meses de
setembro e outubro. A razdo entre as quantidades de AME e AOH nas amostras de
sorgo foi varidvel, mas geralmente AOH foi o mais abundante (SEITZ et alii, 1975a).
Além dos vegetais citados, AME e AQH foram extraidos de noz-pecd (SCHROEDER
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& COLE, 1977). Cepas de Alternaria isoladas de tomate, macl, laranja, limfo
(STINSON et alii, 1981; ROBIGLIO & LOPEZ, 1995) e semente de colza (VINAS et
alii, 1993) produziram AME e AOH em meios de cultura,

BURROUGHS et alii (1976), utilizando isolados de A, alternata, testaram
varios substratos para a produgdo de micotoxinas. Foi observado que ndo havia
especificidade entre o tipo de substrato e o metabélito produzido, isto €, os substratos
que permitiram uma maior produgio de AME ¢ AOH, também permitiram maior
produ¢do de outros metabolitos de Alternaria. Entretanto, em um estudo realizado
com varias espécies de Alternaria (4. alternata, A. lenui, A. hemicota e Alternaria sp.}
foi constatado que todos os isolados produziram AME e AOH, mas a quantidade
variou consideravelmente com os isolados e os meios de cultura testados (MAAS et
alii, 1981).

MAGAN et alii (1984) relataram que a atividade de 4dgua e a temperatura
afetaram a produgiio de AME ¢ AOH por 4. alternata, sendo que a maior produgio
ocorreu a 0,98,, ¢ 25°C. A produgio de AME foi inibida a 30°C e em atividade de
dgua inferior a 0,95 Para o mesmo tipo de fingo, diferentes meios de cultura,
sintético, semi-sintético e natural (arroz), foram testados quanto a produgio de AME ¢
AOH. Houve maior produgio de toxinas no meio semi-sintético e foi observada
alteragdio do pH dos meios. No meio sintético o pH diminuiu de 4.0 para 2,1 e no
meio semi-sintético aumentou de 3,1 para 6,8 (WEI & SWARTZ, 1985).

Além do tipo de substrato, outros parimetros foram avaliados. Foi observado
que a luz azul inibiu a produgio de AME e AQH de 77% e 69%, respectivamente,
sendo que a luz vermelha ndo causou nenhuma redugio nos niveis das toxinas
(HAGGBLOM & UNESTAM, 1979). A produgio de AME e ACH ocorreu na fase
estacionaria da curva de crescimento ¢ a presenga de compostos nitrogenados, tal como
NaNO; regulou a biosintese de AME e AOH (MAGAN er alii, 1984).

OZEELICK & OZEELICK (1990) estudaram o efeito de tempo, temperatura,

pH e tipo de aglicar sobre o crescimento de 4. hemicota, 4. tenuis e A.solani. A maior
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quantidade de biomassa foi produzida a 25°C, entretanto a produgdo de metabdlito
toxico foi favorecida a temperatura de 15°C. As espécies testadas cresceram melhor
em pH 8,0, mas produgio de micotoxina fot observada a pH 5,0 e apenas para 4.
tenyis. Pelos resultados obtidos concluiram que 2 maior produgio de biomassa ndo
implicou em maior produgdo de toxina e foi sugerido que muitas frutas ‘in natura” ou
processadas ¢ produtos de frutas poderiam representar substratos adequados para a
produgdio de AME ¢ AOH.

2.3.3. Efeitos toxicos

AOH e AME sdo considerados toxinas com efeitos agudos fracos {o valor de
DL50 para camundongos, via intraperitoneal, ¢ maior que 400 mg/kg p.c.) (PERO er
alii, 1973b). Entretanto, AME causou necrose visceral ¢ os dois COmpostos
apresentaram efeitos toxicos para os fetos. Foi constatada redugdo de peso fetal ¢
aumento significativo dos casos de reabsorgio fetal em cricetos tratados, via
intraperitoneal com 200 mg AME/kg p.c., sendo que com doses de 50 e 100 mg
AME/kg p.c., nenhum efeito foi observado (POLLOCK er alii, 1982). Graves necroses
viscerais foram encontradas nestes animais. Entretanto, nfio ficou esclarecido se estes
compostos produziriam tais lesdes por administragdo oral na mesma dosagem. A
administracio oral de doses menores ndo teve efeito patoldgico observavel em ratos
(SAUER et alii, 1978; POLLOCK et alii, 1982).

PERQ et alii (1973b) demonstraram que 0 AME era citotoxico e que a mistura
de AOH/AME (1:1) apresentou efeito sinergista. Na dose de 100 mg/kg de peso
corpdreo, o AOH teve efeito toxico fetal em camundongos. Mas, para 0 AME na
mesma dosagem ndo foram observados efeitos toxico fetal ou teratogénico. Dose de
400 mg AME/kg.p.c. causou apenas 10% de mortalidade, sendo que a mesma dose de
AOH resultou em 30% de mortalidade.

O AME ¢ particulamente importante, porque estudos demonstraram ser

carcinogénico (McCANN et alii, 1975) e mutagénico fraco pelo teste de AMES para
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Salmonella typhimurium cepa TA 98. Porém o AOH ndo foi considerado mutagénico
pelos critérios adotados ( SCOTT & STOLTZ, 1980: DAVIS & STACK, 1994)). AN
et alii (1989) reportaram que o AME foi um mutag€nico forte para Escherichia coli
ND 160. A diferenga observada entre os resultados dos testes de mutagenicidade,
sugere que a acdo mutagénica do AME exibe alguma seletividade em relagiio a regides
especificas ou sequéncia do DNA. Foi relatada uma possivel correlagfio entre a
contaminagdo de grios por Alternaria alternata, com a elevada incidéncia de cincer

esofagico em algumas 4reas da China.

A fitopatogenicidade do AME foi observada por PERO & MAIN {1970}, ao
induzirem a clorose em folhas da planta de tabaco intactas, pela injecio de AME
extraido de culturas de Alternaria tenuis. Porém, ndo foi detectado em fothas de
tabaco naturalmente contaminadas. Nio ficon demonstrado se houve inibigio da
produgdo de clorofila ou destruigio da clorofila existente. SOBERS & DOUPNIK
(1972), testando 137 isolados de Alternaria longipes, sugeriram a existéncia de uma
relagdo entre patogenicidade para folhas de tabaco e frangos de um dia de vida. Dos
38 isolados patogénicos para tabaco, 43 (74,3%) tiveram efeito significativo no teste
com aves e dos 79 isolados ndo patogénicos, 59 (74.7%) nio foram toxicos, 7 foram

tdxicos ¢ 13 foram letais.

A podridio preta do tomate causada por Alternaria alternata frequentemente
provoca perdas substinciais na indistria de produtos de tomates na Califérnia. A
formagdo de orvalho na superficie do fruto é o fator mais importante para o
desenvolvimento da podriddo preta na auséncia de chuvas. A baixa temperatura (5 a
10°C) também pode predispor o fruto a infecgdo por A alternata {PEARSON &
HALL, 1975).
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2.3.4. Metodologia analitica
2.3.4 1. Extracho e limpeza

Na determinagio de AME ¢ AOH por métodos cromatogréficos, as amostras de
tabaco, grio de sorgo, noz-pecd, magi, tomate € meios de cultura foram submetidos a
etapa de extragio com solventes orginicos, tais como acetona (LUCAS er alii, 1971
SCHROEDER & COLE, 1977), metanol (SEITZ & MOHR, 1976), hexano (HARWIG
et alii, 1979), acetato de etila (SODERHALL et alii, 1978; SCOTT & STOLZ, 1980} ¢
cloroformio (STINSON et alii, 1980).

MAAS ef alii (1981), ap6és a exfracio de AME e AOH com metanol,
promoveram a parti¢iio com diclorometano. Uma variagfio deste método consistiu em
alcalimizar o extrato metanolico com sulfato de amdnia seguido por particio com
hexano. A camada de hexano foi descartada e a camada inferior submetida & partigio
com diclorometano (MAGAN er alii, 1984).

2,3.4.2. Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada foi utilizada na determinagido de AME e
AGH em vérios tipos de amostras. A fase movel tetraludrofurano/benzeno (80:20, v/v)
e a fase estacionaria de silica gel foram usadas por LUCAS et afii (1971) para analisar
AME ¢ AOH em amostras de tabaco. SEITZ ef alii (1975b) testaram 6 tipos de fases
moveis na separaglio de AME e de zearalenona (ZEA) em amostras de grio de sorgo
contaminadas com Alternaric sp. Mas apenas uwm sistema de fase movel

(benzeno/etanol, 96:4, v/v ) mostrou-se efetivo na separaciio das 2 micotoxinas.

Os dibenzopirenos, AME e AOH foram detectados em placas de silica gel, pelo
uso de loz ultra-violeta (PERO ef alii, 1971; 1973a; SEITZ et alii, 1975b), pela
exposigio a vapores de 1ddo seguida por borrifagfio com acido sulfanilico (PERQO et
alii, 1971) e pelo uso de spray de é&cido sulfirico-etanol 50%, seguido por
aquecimento a 100° C por 5 minutos (SCHROEDER & COLE, 1977).
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DURACKOVA et alii (1976) desenvolveram um método de analise sistemética,
por CCD para 37 micotoxinas, incluindo AME e AOH. Foram determinados os
valores de Rf para as micotoxinas em oito sistemas de solventes com diferentes
polaridades a saber, benzeno/metanol/dcido acético glacial (24:2:1, vIviv),
tolueno/acetato de etila/acido formice 90% (6:3:1, v/v/v), benzeno/etanol (95:5, v/v),
cloroformio/metanol  (4:1, wv/v), cloroférmio/metilisobutilcetona  (4:1,  wv),
cloroformio/acetona (9:1, v/v), cloroformio/acido acético glacial/dietil éter (17:1:3,
v/v/v) ¢ n-butanol/acido acético glacial/dgua (4:1:4, viviv). A detecgdo foi feita por luz

ultravioleta e pelas reagbes caracteristicas de cor com p-anisaldeido e cloreto férrico.

O AME e AOH foram determinados quantitativamente por CCD, utilizando-se
densitbmetro (SODERHALL et alii, 1978) ou espectrofotdmetro adaptado para leitura
da fluorescéncia dos compostos em placa de silica, equipado com limpada de
merctirio (HAGGBLOM & UNESTAM, 1979),

2.3.4.3. Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa (CG) foi usada com algum sucesso para separar
quantitativamente AOH ¢ AME apos derivatizago utilizando detector por ionizacio
em chama e denvagdo. LUCAS ef alii (1971) analisaram por CG amostras de tabaco
usando coluna com 3% OV-17 sobre Gas Chrom Q, temperatura programada de 200 a
250°C numa razio de 2 °C/min. O limite de detecgdio foi de 0,1 pg para cada

micotoxina, sendo que na amostra foi de 0,635-0,25 ng/g de amostra.

PEROQ et alii (1971b) testaram colunas de vidro empacotadas com as seguintes
fases liquidas, OV-1, OV-17 e OV-25 nas seguintes concentragdes, 1, 3 e 10% sobre
Gas Chrom Q. As temperaturas do injetor ¢ detector foram de 350°C., Os derivados
trimetilsilano dos dibenzopirenos foram separados satisfatoriamente € o limite de
detecglo foi de 0,1 ug para AME e AOH. Além das fases citadas outras foram
testadas, OV-11, OV-101 e Dexsil 300 sobre Gas Chrom Q. Resultados satisfatorios
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ndo foram fornecidos pelas fases OV-25 e Dexsil-300 mas OV-11, OV-17 e OV-101
demonstraram melhor resolugio dos picos. As temperaturas do injetor e detector

foram de 300°C e atemperatura progamada de 100 a 250°C numa razio de 8%/min
(PERO & HARVAN, 1973).

2.3.4.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os dibenzopirenos AME ¢ AOH podem ser separados por métodos de CLAE
(Tabela 3 ). As vantagens destes métodos sobre CG sdo que os derivados silano ndio
sdo necessarios, o tempo de analise é menor e ¢ possivel o uso simultAneo de
detectores de fluorescéncia ¢ ultravioleta. SEITZ & MOHR (1976) utilizaram, para a
determinagio de AOH ¢ AME em amostras de sorgo, coluna de fase normal (silica) e
fase moével com sistema de gradiente com um aumento da quantidade de
tetrahidrofurano em éter de petrdleo ou isooctano. As micotoxinas foram detectadas
pela fluorescéncia e pela absorvincia no ultravioleta. A guantificagio de AME ¢ AOH

fo1 baseada na fluorescéncia, sendo o limite de detecgfio inferior 2 100 ug/kg.

O sistema isocratico de CLAE utilizade por HEISLER er alii {1980), com
coluna de fase reversa (C,s) e fase moével acetona/agua (65:35, v/v), forneceu boa
separacdo entre os compostos em menos de 20 minutos usando detector de absorgio no
ultravioleta a 324 nm. MAAS e alii (1981) empregando a fase movel
dgua/metanol/tetrahidrofurano (30:65:5, v/v/iv ) ¢ coluna de fase reversa, obtiveram
separagio adequada de AOH e AME em tempo inferior ao citado anteriormente. Os
Limites de detecgdio, com o detector de comprimento de onda variavel a 350 nm foram

de 20 e 40 ng para AME ¢ AOH, respectivamente.

CHU & BENNETT (1981) também utilizaram coluna de fase reversa para
analisar estas toxinas quantitativamente, mas foi psado sistema de elnigdo com
gradiente (aumento linear de metanol em 4cido acético 1,5%). Em produtos
comerciais derivados de vegetais e frutas, WITTKOWSKI ef alii {1983) determinaram

AME e AOH utilizando coluna de fase reversa Cyg, fase movel gua/acetonitrilo (1:1,
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v/v) e detector espectrofotométrico a 340 e 276 nm. A reprodutibilidade obtida para
AME e AOH foi de 82 ¢ 73%, respectivamenie.

Na separacgio e quantificagio de AOH e AME em amostras de azeitona e seus
derivados (produtos) foi empregada coluna analitica e coluna de guarda com fase
estacionaria de octadecilsilano e fase moével metanol/agua (80:20, v/v) contendo 300
mg de ZnSO,7H,O/L. Os limites de detecglio foram de 30 pg AME/kg e 50 ug
AOH/kg com detector de comprimento de onda variavel a 257 nm (VISCONTI e1 alii,
1986). Amostras de trigo, cevada ¢ aveia foram analisadas com o mesmo tipo de
coluna mas utilizando detector de fluorescénela ¢ fase mével acetonitrilo/acido
fosforico 7 mMitetrahidrofurano/acido acético glacial (32:57:11:2, v/AvAH)
(GRUBER-SCHLEY & THALMANN, 1988).

Além da utilizagio dos detectores de ultravioleta e/ou fluorescéncia, foi
demonstrado por PALMISANO et alii (1989a) o potencial do detector
espectrofotométrico ultravioleta/visivel com arranjo de diodos. AOH e AME foram,
simultaneamente, separados ¢ determinados em uma variedade de matrizes, utilizando
CLAE com coluna analitica e coluna de guarda de octadecilsilano. A recuperacfio
obtida variou de 50 a 72% para ACH e de 70 a 73% para AME.

O uso de sistemnas eletroguimicos de detecgio foi proposto para a determinacfo
de metabélitos de Alternarig (inclusive AME ¢ AOH) em matrizes complexas tais
como, meios de cultura de fungos ou géneros alimenticios contaminados. MAGAN er
alii (1984) utilizaram detectores de fluorescéncia e eletroquimico para analisar grios
de trigo ¢ meios de cultura, com coluna de fase reversa e fase mével metanol/acetato
de aménio 0,2 M (70:30). Detector eletroquimico também foi utilizado pra andlise de
AME e AOH em meios de cultura e ragBes. Neste caso empregou-se coluna de fase
reversa ¢ fase movel com sistemna de gradiente com anmento da guantidade de metanol

em solugio de tampio fosfato 0,05 M (pH 6,0) (PALMISANO et alii, 1989b).
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Tabela 3 . Determinagio de alternariol e alternariol monometil éer por cromatografia lquida de alta eficiéncia.

Produto Coluna Fase mével Detector Referéncia
30180 FN silica Eter de petsoleo/ Flsorescéncia e SEITZ & MOHR
THF gradiente UV, {350nm) 1976
arroz/frutas/vegetais FR U3 Acetonalagua UV, (324am) HEISLER et alii
{tomate) {63.:35) {1980)
meio de cultura FRCy Agua/metanol/ U.V. (350nm) MAAS &1 alii
THF(30.65:5) (1981)
meio de cultura FR Ciq Metanol/acido U V(234 nm) CHU &BENNET
acetico 15% {1981)
{gradiente)
produtos de frutas ¢ FR Ci5 Agua/acetonitrilo UV, WITTKOWSKI et
vegetais {1 {3480 ¢ 276 nm} alii (1983)
grio de trigo/ FR Cis Metanol/acetato de  Fluorescéncia (L MAGAN &f alii
. amdnio (0.2mM)  excitagio 315nme {1984)
meio de cultura (70:30) ). emissdo 430 nm)
¢ Eletroguimico
azeitona FR Cis Metanol/agua V257 nm) VISCONTI ef alii
derivad {80:20) 300mg (1986)
errvacos ZnS0,. TH,O/L
trigo/cevada/aveia FR Cig Acetonitrilo/ dcido Fluorescéneia GRUBER-SCHLEY
fosforico 7mM/  {lexcitagio 340 nm  &THALMANN
THF/4cido acético & Aernissfo 430 nm) {1988)
glacial (32:57:11:2)
arroz/milho/tomate FRCis Metanol/dgua Arranjo de diodos PALMISANO et
acidificada com alii (19894}
ragoes H:PO, (gradiente)
meio de cultura/ FR Ci Metanol/tampio Elctroquimico PALMISANG et
ragbes fosfato (gradiente) alii (1989b)

FN= fase normal, FR= fasc reversa, U, V.= Ultravioleta

THF= tetrahidrofurano
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3.0 MATERIAL E METODOS
3.1. Reagentes, Solventes ¢ Materiais diversos

-Padrles; alternariol, alternariol monometil éter, dcido ciclopiazbnico e acido

tenuazdnico sob a forma de sal cliprico, marca Sigma

-Celite comercial

-Filtros para fase mével orginica, marca Millipore

-Filtros para amostra orginica FHLP 01300, 0,5pum, marca Millipore
-Solug#o de sulfato de ambnia 10%{(m/v)

-Reagentes de uso comum em laboratorio, grau para analise

-Reagentes grau Lichrosolv (para cromatografia)

3.2, Equipamento

-Espectrofotémetro ultravioleta/visivel, modelo Lambda 6, marca Perkin Elmer
-Banho-marnia, modelo 100, marca Fanem

-Centrifuga, modelo Excelsa I, marca Fanem

-Colunas cromatograficas com fase estacionaria de octadecilsilano: Spherisorb ODS-1,
5 pm, 150 x 4,6 mm, marca Alltech e Sphenisorb ODS-2, § pm, 250 x 4,6mm, marca
Sigma Aldrich

-Coluna de guarda com fase estaciondria de octadecilsilano, Resolve ™ C,q, marca

Waters
-Pré-coluna com recheio de silica, 3 em, SI-10, MPLC Holder, marca Varian

-Cromatégrafo a liquido, modeto 1050, com detector espectrofotométrico com arranjo
de diodos modelo 1050, acoplado a computador com software PHOENIX, macro
SPECTRA, marca Hewlett Packard
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~-Liquidificador comercial, copo de ago inox 1L, marca Waring
-Evaporador Rotatorio com termostato, modelo TE 120, marca Tecnal
-Seringa para filtragio de amostras, marca Multfit

~-Lampada UV de alta intensidade, modelo UVGL 58, multibanda 254/366 nm, Light

-Micropipetadores digital com volumes reguléveis 100-1000 pl. e 10-100 pL, modelo
Justor 1100 DG, marca Nichiryo

~Microseringa de 100 pl., marca Hamilton
-Banho ultra-som, 8X-20 ;marca Microssonic

-Ulira purificador de agua para uso em CLAE, marca Milli Q

3.3. Amostras

Para o desenvolvimento do método analitico ¢ avaliacfio da incidéncia das
micotoxinas foram utilizadas amostras de produtos de tomate adquiridas em

estabelecimentos comerciais.

A aquisicio de amostras foi realizada ao acaso em alguns pontos do coméreio
varejista da regifio de Campinas (S.P.) no periodo de dezembro de 1994 a dezembro de
1995, Por tratar-se de alimentos liquidos ou pastosos, foram tomadas amostras de no
minimo 500g ou 500mL, 3@ que o tipo de processamento formece produtos mais
homogéneos. Foram usados os seguintes produtos: suco de tomate, polpa de tomate,

puré de tomate, extrato simples concentrado de tomate ¢ tomates pelados

Todas as amostras (Tabela 4 } foram armazenadas & temperatara ambiente até o

momento de analise, sendo observado o prazo de validade dos produtos.
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Tabela 4 - Amostras de produtos de tomate adquiridas na cidade de Campinas, utilizadas para avaliar a
ingcidéncia de alternariol, alternariol monometil ter, 4cido ciclopiazénice e 4cido tenuazénico.

Produto

Marca

MNimero de amostras

Especificacfo de ingredientes
na embalagem

Suce de tomate

Polpa de tomate

Puré de tomate

Exirato de tomate

Tomates pelados

o

oo DN R~ OO0 0w - 08 0'e 0

O R = o T

[ B R PL N o T " T - N - ST T o B P I T e Lad

o

a3 b3 R

suco de fomate ¢ sal

tomate, xarope de glicose e gal
refinado

suce de tomate ¢ sal
fomates
tomate, agucar ¢ sal
tomate ¢ sal
polpa de tomate e sal
tomate ¢ sal
tomate ¢ sal
polpa de tomate e sal
tomate, agucar e sal
polpa de tomate e sal
tomate
polpa de tomate, sal e agucar
tomate
fomates ¢ sal
tomate, agucar ¢ sal
tomate ¢ sal
tomate ¢ sal
tomaie ¢ sal

polpa concentrada de tomate ¢
sal

tomale, sal ¢ agucar

tomaie, sal e agucar
tomate ¢ sal
tomate e sal

tomates pelados inteiros € puré
de tomates-ET XLIV

TOTAL

It
—

80

ET XLIV=gstabilizante
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3.4. Padrbes
3.4.1. Preparo das solugbes estoque

As solucdes estoques foram preparadas pesando-se o0s padrfes em balanga
analitica com 6 casas decimais e dissolvendo-os em metanol, grau para cromatografia
liquida. As concentragdes das solugdes foram determinadas pela razdo entre o peso de
padréo ¢ o volume de solvente usado. As concentragdes das solugdes estoques foram

AME 0,133 pg/ul, AOH 0,500 pg/uL, CpA 0,537 pg/ul e TeA 0,370 pg/uL

3.4.2. Preparo das solucdes de trabatho

As solugbes de trabalho foram preparadas a partir das solugdes estoque,
retirando-se aliquotas e fazendo as diluigBes adequadas usando metanol, grau para
cromatografia liquida. As concentragBes das soluges de trabatho foram AME 6,3
ng/ul, AOH 15,0 ng/uL, CPA 10,7 ng/ul. ¢ TEA 7.4 ng/ul. Todas as sohicSes

padrBes foram armazenadas em frascos dmbar vedados, sob temperatura de -10°C.

Durante o trabalho, a estabilidade dos padrées foi monitorada periodicamente,
porque os padrdes de CpA e TeA podem originar isdmeros quando em solugio. A
formagfio de isémero foi detectada por CLAE, nas condigbes de trabalho. Quando

necessario novas solugdes estoque de padries eram preparadas.

3.5. Contaminagio artificial das amestras de produtos de tomate

As amostras foram arfificialmente contaminadas pela adigiio de quantidades
definidas de cada padrio, citado em 3.42, com wn pipetador automatico e
homogeneizagio em liquidificador, para garantir uma perfeita distribuigio da toxina na

amostra.
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3.6. Testes de derivaciio quimica

As micotoxinas (AOH, AME, CpA ¢ TeA) foram testadas com reagentes de
derivagio objetivando a obtenclo de derivado que permitisse a confirmagio destas

micotoxinas em CLAE.

3.6.1. Derivacido com cloreto de dansila

O método de dansilagio testado foi o relatado por LAWRENCE & FREI
{1976). Neste método, ocorre a dansilagdio direta de hidroxibifenéis, bifenis ou
clorofendis. Foram adicionados 0,2 mlL de cloreto de dansila 0,1% em acetona e 30
uL. de carbonato de sédio 0,1 M sobre guantidade adequada de cada padrio a ser
tratado. A mistura foi mantida a 45°C por 20 minutos. Em seguida adicionam-se duas
gotas de hidrdxido de s6dio IM. Os produtos da reagdo extraidos em hexano foram
analisados em CLAE utilizando como fase estaciondria coluna de silica (5 um, 150 x
4,6 mm, marca Altech). A mistura hexano/isopropanol foi utilizada nas seguintes
propor¢des 95:5, 90:10 e 85:15 (v/v) como fase movel, com vazfio de 1 mL/min. O
comprimento de onda de leitura foi de 226 nm. Os produtos de reagdo foram também
monitorados e observados em espectrofotbmetro ultravioleta/visivel numa faixa de

comprimento de onda de 190 a 550 nm.

3.6.2. Derivaciio com o 2,4 dinitrofenithidrazina

O procedimento de derivagdo utilizado fot o proposto por HENRY et alii
{1971), que consiste na reacdo de 0,1 mL de 2.4 dinitrofenithidrazina 0,2% em metanol
com cada composto a ser reagido dissolvido em metanol acidificado por acido
cloridrico. Apds a adigio de reagentes seguin-se aquecimento & temperatura de 50°C
por 5 minutos. Os produtos foram monitorados em espectrofotdmetro

ultravioleta/visivel numa faixa de comprimento de onda de 190 a 550 nm ¢ por CLAE
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com coluna de fase reversa Spherisorb ODS-2, fase movel metanol/agua (90:10, v/v)

com 130 mg de ZnS0,. 7H,O/T. a uma vazdo de 0,8 mL/min e absor¢do a 254 nm.

3.6.3. Metilacio usando o trifluoreto de bore como catalizador

Esta reaglo de derivagio consiste na metilagio do composto utilizando o
trifluoreto de boro (BFs) como catalisador. Foram adicionados 400 pl da solugdo
metanolica de BF; a 20% aos padrdes de AME, AOH, CpA e TeA, separadamente, ¢
mantidos & temperatura de 45°C por uma hora. Os produtos de reagdo foram
monitorados em espectrofotdmetro ultravioleta/visivel numa faixa de 190 a 350 nm e
anahisados por CLAE em coluna de fase reversa Cyg, utilizando-se como fase movel
metanol/agua (90:10, v/v) com 150 mg de ZnSO,. 7H,O/L a uma vazio de 0,8 mL/min

¢ absorgfo a 280 nm.

3.7. Estudo da estabilidade dos padraes de alternariol, alternariol monometil éter,

icido ciclopiazdnico ¢ dcido tenuazénico frente a temperatura

SolugBes metanodlicas dos padrdes com concentragdes definidas foram mantidas
sob aquecimento a 90°C por 30 minutos. Estas soluges foram analisadas antes e
depois do tratamento térmico por CLAE com coluna de fase reversa Spherisorb ODS8-2
e fase mével metanol/dgua (80:20, v/v) para AME e AOH, e metano/agua (90:10, viv)
para CpA e TeA, com 300 mg de ZnSO,.7TH,O/L. em ambas as fases mdveis. Para
AQH e AME a detecgfio foi a 250 nm, sendo que para UpA e TeA foi a 280 nm.
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3.8. Determinaciio das condigdes de trabalho no cromatografo a liquido para os
padrdes de alternariol, alternariol monometil éter, acido ciclopiazénico e 4cido

tenuazonico.

A seleglo de fases moveis e tipos de colunas cromatograficas foi realizada
considerando-se dados da literatura e as caracteristicas de cada composto.  QOs
comprimentos de onda para se fazer as determinachs das absorvincias foram
escolhidos considerando-se 0s Ay, de cada composto. Para a deteminagio de AOH e
AME fo1 escolhido o Ay 250 nm, devido ao maior valor da absortividade molar. O
comprimento de onda de 280 nm foi escolhido para determinar TeA e CpA, apesar de
ndo apresentar a maior absortividade molar para CpA. SCOTT & KANHERE (1986)
relataram que no A, 280 nm a sensibilidade era maior e mais adequado para analise

de TeA em produto de tomate.

Inicialmente, foram testados apenas os padrdes de micotoxinas previamente
dissolvidos em metanol. Foram realizadas inje¢des de cada micotoxina, tanto isolada
como associada as outras, procurando o melhor sistema de fase mével (Tabela 5 ) no
cromatografo 4 liquido, sob as mesmas condigBes cromatograficas, a seguir

especificadas:

Fase Estacionaria: Coluna fase reversa Spherisorb ODS-1 Sum, 15cm;

Coluna fase reversa Spherisorb ODS-2 5um, 25cm
Comprimento de onda de leitura do detector: 250 nm e 280 nm

Tempo de corrida cromatografica: 15 minutos ¢ 25 minutos
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Tabela 3 ~Sistemas de fases mdveis testados para a determinagfio de alternariol, alternariol monometil éter,
acido ciclopiazdnico e 4cido tenuazdnico em produtos de tomate,

Solventes Proporgio Concentragio de Vazio
) Z0S0,. THOimg/L) (m/min)
metanol 100 0 1,0
metanol 100 300 10
metanol 100 150G 1,0
metanol/igua 9010 & 1,0
metanol/dgua 90:10 150 Lo
metanolfdgua 90:10 300 1,0
metanol/agna 90:10 300 4,9
metanol/dgus 90:10 340 08
metanol/dgna R0:20 1] 1,0
metanol/igua 30:20 130 1,G
metanol/agna 80:20 300 1,0
metanol/aguy 80:20 300 09
metanol/agua 80:20 300 0,8
metanol/agua 80:20 100 0,7
metanol/agua 70:30 300 0,8

metanol/agua 50050 300 0,7
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3.9. Desenvolvimento da metodelogia analitica

3.9.1. Procedimentos propostos para extraciio e limpeza dos produtos de tomate na
determinacio de alternariol, alternariol monometil éter, Acido ciclopiazénico

¢ acido tenuazonico.

O objetivo inicial visava obter um procedimento fnico de extragdo e limpeza
para produtos de tomate que permitisse a determinagio das quatro toxinas (AME,
AQH, CpA e TeA) simultaneamente. Foram propostos ¢ executados treze
procedimentos visando encontrar um método que atendesse ao desejado, A seguir, s3o

apresentados de forma esquematizada e simplificada os treze procedimentos testados:
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Procedimento 1

Pesar 5& g de produto de tomate

Extrair com 75 mL de metanol por 2 minutos

87
Filtrar
N7

Reco}hir 40 mL do filtrado

Clarificar pela adigdo de 80 mL de sulfato de amdma 5%

Filtrar
v

Partigdo com 10 mL de diclorometano
1 2
Separar adequadamente a fase orgénica da fase aquosa
"4 N
Fase organica Fase aquosa

Evaporar até secura Acidificar até pH 2 com HCl 6M

v
Dissolver o residuc em Particio com 50 mi de diclorometano
1 ml, de metanol (Zvezes)

Combinar os extratos

Extrair com 20 mL de bicarbonato de sddio
5%
W

Coletar o extrato aquoso. Recuperar para a

forma é:i:‘ida ajustando o pH para 2 (HCI 6M)

Extrair com 30 ml de diclorometano
(2vezes)

Lavar o extrato com 30 mi, de agua

v

Evaporar até secura e dissolver em 2 mli de
metanol



Procedimento 2

Pesar 5&)‘ g de produto de tomate

Extrair iom 200 mbL de metanol

&enﬁiﬁlgar (2 minutos)

Filtrar
¥

Dissolver o residuo em 100 mL de metanol
Centrifugar (2 minutos)

Filtrar
v

Recoﬁxir 120 mL do filtrado ¢ adicionar 80 mL de sulfato de amdnia 5%

Centrifugar
L 4

Filtrar
1/
Cﬁletar\JSO mL do filtrado e extrair 2 vezes com 10 mL de diclorometano

Separar as fases (idem procedimento 1)

Procedimento 3
Pesar 50 g de produto de tomate

Extrair ~il:;am 450 mL de dgua e 100 mL de cloroférmio

Centrifigar (10 minutos)

Coletar liquido sobrenadante

L

Separar as fases e coletar 50 mL da camada inferior

v

Aplicar o extrato em coluna de silica e eluir com cloroférmio/metanol (9:1, v/v) e
metanol contendo sulfato de zinco

Evaporar as fragies e dissolver em 2 mL de metanol

43
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Procedimento 4

Pesar 53’ g de produto de tomate

Extrair iom 150 mL de metanol por 2 inutos

Filtrar
v

Recolhfif 120 mL do filtrado e clarificar com 30 mL de sulfato de amonia 15%

Filtrar
¥

Pattigﬁi com cloroformio (60 mlL)

Evaporar o cloroformio, dissolver o residuo em 2 mi de metanol

v

Aplicar em coluna de silica ¢ eluir com cloroférmio e clorofémmio/metanol (9:1, v/v)

Coletar as fragdes, evaporar ¢ dissolver em 2 ml. de metanol

Procedimento 5

Pesar 50 g de produto de tomate

Extraimr ‘i:‘om 150 mi de metanol/agua (70:30, v/v) por Zminutos
Filtrar
¥
Recolhg 120 mL do filtrado e clarificar com 30 mL de sulfato de amédnia 15%
Filtrar
¥

Parti¢do com cloroformio (60 mL)
Evaporir ¢ dissolver o residuo em 2 ml. de metanol

Aplicar em coluna de silica e eluir com cloroférmio e cloroférmio/metanol (9:1, v/v)

Coletar as fragGes, evaporar € dissolver em 2 ml. de metanol
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Procedimento 6

Pesar 53)’ g de produto de tomate

Extrair iom 150 mL de metanol/agua (70:30, v/v) por 2 minutos

Filtrar
¥
Recolhir 120 mL do filirado

Ciariﬁcit'r com 30 ml de sulfato de aménia 15%
Filtrar
WV

Fartiga‘ii com 20 mL de hexano. Descartar a camada de hexano

Partig:éi(i com cloroférmio (60 mL)
Evaporar e dissolver o residuo em 2 ml de metanol

Aplicar fm coluna de silica e eluir com cloroformio e cloroférmio/metanol (9:1, v/v)

Coletar as frages, evaporar e dissolver em 2 mL de metanol
Procedimento 7
Pesar 53 g de produto de tomate

Extrair iom 150 mlL de metanol +15 mL de cloreto de potassio 4% por 2minutos
Filtrar
Ny
Recolher 130 mL do filtrado e clarificar com sulfato de aménia 15%
¥
Filtrar
Y

Parti¢@o com cloroférmio (60 mL)
Evaporar, dissolver o residuo em 2 mL de metanol

Aplicar em coluna de silica e eluir com cloroformio e cloroférmio/metanol (9:1, v/v)

Coletar as fragdes, evaporar ¢ dissolver em 2 mL de metanol



Procedimento 8

Pesar 5&)’ g de produto de tomate
Extrair com 150 mL de metanol por 3 minutos

Filtrar -
\7

Rec‘{}ihf:l}‘~ 120 ml do filtrado e clarificar com 30 mL de sulfato de aménia 15%
Filtrar
17

Acidiﬁ_iar o filtrado com HC1 6 M até pH 2

Partig:a"i(i com cloroformio {60 mL)
Evaporar ¢ dissolver o residuo em 2 mL de metanol

Aplicar em coluna de silica e eluir com cloroférmio e cloroférmic/metanol (9:1, v/v)

Coletar as fragdes, evaporar e dissolver em 2 mL de metanol
Procedimento 9

Pesar 53 g de produto de tomate

Extrair iom 150 mi. de metanol por 3 minutos
Filtrar
v

Recolher 120 mL do filtrado e clarificar com 30 mi de sulfato de aménia 15%
Partit;é& com 30 mL de hexano (descartar a camada de hexano)

Parti¢do com cloroférmio (60 mlL)

Evaporar e dissolver o residuo em 5 mL de metanol

Aplicar em coluna de Florisil eluir com clorefémmio ¢ cloroformio/metanol (9:1, v/v)

Coletar as fragdes, evaporar e dissolver em 2 mlL de metanol

46
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Procedimento 10

Pesar 50 g de produto de tomate

Extrair com 150 ml, de metanol mais 10 cc de Celite por 2 minutos

v
Filtrar
7
Recalhi; 126 mL do filirado e clarificar com 30 ml de sulfato de aménia 15% e celite

Filtrar
W

Partigdo com 30 mL de hexano {(descartar a camada de hexano)
Partigdo com cloroformio (60 mL)

7
Evaporar e dissolver o residuo em 2 ml de metanol

Aplicar em coluna de silica e eluir com cloroférmio e cloroférmio/metanol (9:1, v/v)

¥

Coletar as fragdes e evaporar ¢ dissolver em 2 mL de metanol
Procedimento 11

Pesar 50 g de produto de tomate
Extrair com 150 mL de metanol por 2 minutos

Filtrar
L 7
Recoihg 120 mL do filtrado
Clanficar com 30 mL de sulfato de amdnia 10% ¢ Celite
W
Filtrar
W
Parti¢do com 30 mL de hexano (descartar a camada de hexano)

¥
Partic8o com cloroférmio (60 mL.)

Evaporar e dissolver o residuo em 2 mi, de metanol



Procedimento 12

Pesar 53 g de produto de tomate

Extrair com 150 ml. de metanol por 2 minutos

¥

Filtrar
P

Recomil': 120 mb do filtrado e clarificar com 60 mL de sulfato de amdnia 10%

Filtrar

¥
Partigdo com 30 mL de hexano (descartar a camada de hexano)
Partigdo com clorofdérmio (60 mL)

7

Evaporar, dissolver o residuo em 2 mL de metanol

48
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Procedimento 13

Pesar 53, g de produto de tomate

Extrair com 150 mL de metanol por 2 minutos

v
Filtrar
N
Recolher 120 ml. do fitrado ¢ clarificar pela adi¢do de
(fé) mL de sulfato de amdnia 10%

Filtrar

¥
Parti¢80 com 30 mL de hexano (descartar a camada de hexano)

v
Partigdo com 30 mL de cloroférmio

4 At
Fase orgdnica Fase aquosa
'Evaporir até secura Acidificar at¢ pH 2 com HCl 6 M
v

Dissolver o residuo Partigio com 30 ml de cloroformio

em 1 mi. de metanol
Extrato organico particiio com 30 mL de
iicarb@ﬁata de sodio 5%
Recuperar para a forma acida (pH 2) com
HCi 6 M e extrair com 30 mL de cloroférmio

Evaporar até secura. Dissolver com 2 mi de
metanol

Os treze procedimentos descritos foram executados e a partir da analise dos
resultados obtidos concluiu-se que ndo era viavél um dnico procedimento para a
determinagiio de AME, AOH, CpA e TeA. Os procedimentos 14 e 15 foram
desenvolvidos a partir dos  resultados dos procedimentos anteriores para a
determinagdo de AME/AOH e CpA/TeA, respectivamente.



Procedimento 14 (para AME ¢ AQH)

Pesar 5& g de produto de tomate

Exfrair iom 200 mL de metanol por 3 minutos
Filtrar
7

Reccihir 200 mL do filtrado e clarificar com 60 mL de sulfato de aménia 10%

Filtrar
¥

Partigdo com 80 mi de cloroformio

Evaporar a 35 °C dissolver o residuo em 2 mL de metanol

Procedimento 15 (para CpA e TeA)

Pesar 50 g de produto de tomate

Extrair iom 200 ml de metanol por 3 minutos
Filtrar
7

'Rﬁcolhg 200 mi do filtrado
Partigdo com 40 mL de hexano (descartar a camada de hexano)
Acidiﬁffr com acido cloridrico 6 M até pH 2

Parti¢o com 80 mL de cloroformio
¥

Lavar a camada de cloroférmio com 30 mi. de agua
v

Evaporar a 35 °C e dissolver o residuo em 2 mL de metanol

50
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3.9.2. Otimizacao dos procedimentos 14 e 15

3.9.2.1. Relaciio entre a quantidade de amostra e o volume de solvente extrator

Foram testadas as relages 3:1 (150 mL:30 g) e 4:1 (200 mL:50 g) para o
volume de solvente extrator e a quantidade de amostra usados nos procedimentos 14 ¢
153, Uma variagio destas proporgdes foi testada mantendo a relagfo 3:1 ou 4:1, mas
separando parte do volume (50 mL) usado na extragdo para lavar as paredes do copo

do hqudificador, methorando a eficiéncia na transferéncia de material.

3.9.2.2. Limpeza do extrato metandlico

No procedimento 14 foi testada a adigio de Celite na etapa de clarificagio
juntamente com o sulfato de amdmia. Para o procedimento 15 foram testados os

tempos de partigio com hexano de 1, 2 ¢ 3 minutos.

3.9.2.3. Volume de cloroféormio usado na particio

O volume de cloroférmio utilizado na partigfo nos procedimentos 14 ¢ 15 foi de
80 mL com as seguintes vaniavéis: a) utihzar o volume total em uma Gnica partigdo, b)

dividir em partes iguais e fazer a particio em duas etapas.

3.9.2.4. Tempo de particio

Além do volume de cloroférmio foram testados os seguintes tempos de partigio
{agitagio em funil de separag@o do extrato metandlico com o cloroférmio): 1, 2 €3

minutos.
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3.9.2.5. Limpeza do extrato cloroférmico

A etapa de lavagem do extrato cloroférmico presente no procedimento 14 e 15
foi avaliada quanto aos efeitos da temperatura e da pwreza da 4gua usada. Para
verificar o efeito da temperatura da 4gua foram utilizadas: a) temperatura ambiente
(25°C}) e b) refrigerada (15-18°C). Quanto a pureza testou-se: a) Agua destilada e b)
agua purificada no Milli Q.

3.9.3. Adequacio das condicdes de trabalhe no cromatigrafe 3 liquido para os

extratos de produto de tomate

Os extratos obtidos nos procedimentos 14 e 15 foram cromatografados
utilizando os sistemas de fases méveis listados na Tabela 4 (item 3.8 ). Para cada fase
movel citada na tabela foram realizadas injegOes de padrdes, extratos ndo
contaminados e extratos contaminados, visando verificar 2 fase mével mais adequada.

As condi¢Ges de operagdo do instrumento estlio citadas no item 3.8.

3.9.4. Métodos propostos

3.9.4.1. Procedimento para determinacio de alternariol e alternariol monometil
éter
Extraciio e limpeza

Pesar S0 g de produto de tomate. Extrair com 150 ml. de metanol por 3
minutos, em liquidificador de copo de ago a baixa velocidade. Filtrar em papel

qualitativo sanfonado, lavando as paredes do copo com 50 mi de metanol adicionais.

Passar uma aliquota de 200 mL do filtrado para um béquer de 500 mL ¢ juntar
60 mL de sulfato de amdnia 10%. Filtrar em papel de filtro qualitativo sanfonado.
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Transferir wma aliquota de 200 mL do extrate clarificado para funil de
separacio de S00 mL com torneira de teflon. Realizar duas partigbes com 40 mlL de
cloroformio com um tempo de agitagio de 2 minutos. Combinar os dois extratos e
transferir para fumil de separagiio de 500 mlL. Lavar com 30 mL de agua ultrapura
refrigerada. Descartar a camada aquosa. Evaporar o extrato cloroformico em

evaporador rotatorio & temperatura de 35°C. Dissolver o residuo em 2 mL de metanol,

grau para cromatografia. Filtrar através de filtros com poros de didmetro de 0,5 pm.

Cromatoegrafia Liquida de Alta Eficiéncia
Condigdes:
Fase Estacionaria: Coluna de fase reversa Spherisorb ODS-2, 5 um (250 x 4,6 mm)
Fase mével: Metanol/dgua (80:20, v/v) com 300 mg de ZnSO,. 7THO/L
Vazio da fase mével: 0,7 mi/min
Comprimento de onda do detector espectrofotométrico com arranjo de diodos: 250 nm

Quantidade de amostra injetada: 20 L

3.9.4.2. Procedimento para determinagio de CpA ¢ TeA
Extracio e limpeza

Pesar 50 g de produto de tomate. Extrair com 150 mL de metanol por 3
minutos, em liquidificador de copo de ago a baixa velocidade. Filirar em papel

qualitativo sanfonado, lavando as paredes do copo com 50 mL de metanol adicionais.

Passar uma aliquota de 200 mL do filtrado para um funil de separagio 500 ml.
Adicionar 40 mL de hexano e agitar por 1 minuto. Descartar a camada de hexano.
Acidificar o extrato metanélico até pH 2 com HCl 6 M. Realizar duas particdes com

40 mL de cloroformio com um tempo de agitagdo de 2 minutos.
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Combinar os extratos cloroférmicos e transferir para fumil de separagio de 500
mL. Lavar com 30 ml de 4gua ultrapura refrigerada. Descartar a camada aquosa.
Evaporar o extrato cloroférmico em evaporador rotatdrio a temperatura de 35°C.
Dissolver o residuo em 2 mL de metanol, grau para cromatografia. Filtrar através de

filtros com poros de 0,5 pm de diémetro.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Condigdes:
Fase Estacionaria: Coluna de fase reversa Spherisorb ODS-2, 5 yum (250 x 4,6 mm)
Fase mével:Metanol/agua (90:10, v/v) com 300 mg de ZnSO,. THO/L
Vazdo da fase movel: 0,8 mi/min
Comprimento de onda do detector espectrofotométrico com arranjo de diodos: 280 nm

Quantidade de amostra injetada: 20 pL

3.10. Avaliacio da Metodologia

Os métodos desenvolvidos foram avaliados segundo os testes recomendados
pela AOAC International, para avaliagdes intralaboratoriais de métodos, ou seja,
robustez, tepetibilidade e recuperagio (WERNIMONT, 1985). Foram também

estabelecidos os limites de detecgdo para cada micotoxina.

3.10.1. Robustez

Para avaliar a sensibilidade dos métodos propostos a pequenas alteragdes nas
condigdes de andlise € nos reagents empregados utilizou-se um plano fatorial

fracionario, denominado teste de robustez (WERNIMONT, 1985). Foram
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selecionados sete fatores, considerando-se para cada um, uma condigfio basica e uma

condigdo alternativa, listadas nas tabelas 6 ¢ 7.

Tabela 6. Condigdes basicas e alternativas no teste de robustez para o método proposto
para a determinagdo de aiternariol e alternariol monometil éter.

Condigdes avaliadas Condigio basica Condigfio alternativa
A-Marca do solvente de Merck Grupo Quimica
extracio

B-Volume do solvente de 150+50 200
extracdo {ml.)

C-Concentragfo do sulfato 10 8

de amonia (%, m/v)

D-Marca do cloroférmio Merck Grupo Quimica
E-Volume de cloroformio 40+40 50430

na partigdo (ml)

F-Volume de dguana 30 50

ltmpeza do extrato
cloroférmico (mL)

G-Temperatura de 35 40
secagem do extrato (°C) '
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Tabela 7. CondigOes basicas e alternativas no teste de robustez para 0 método proposto
para a determinagio de acido ciclopiazbnico e icido tenuazbnico.

CondigGes avaliadas Condicéo basica Condigdo alternativa
A-Marca do solvente de Merck Grupo Quimica
exiragio

B-Marca do hexano Merck Synth
C-Volume de hexano (mL) 40 50
D-Marca do cloroférmio Merck Grupo Quimica
E-Volume de cloroformio 40+40 50+30

na parti¢do (ml.)

F-Volume de agua na 30 50

limpeza do extrato
cloroférmico (mL)

G-Temperatura de 35 40
secagem do extrato (°C)
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As varigveis foram combinadas de oito maneiras diferentes. Em um dos testes,
todas as condigBes basicas (letra matoscula) foram mantidas, e nos sete demais
utilizon-se quatro condi¢Bes alternativas (letra minfiscula) e trés condigles bésicas

para cada teste, de acordo com o esquema:

1-ABCDEFG
2-ABcDefg
3-AbCdEfg
4-AbcdeFG
S5-aBCdeFg
6-aBcdEfG
7-abCDefG

8-abcDEFg

Os testes foram realizados separadamente para cada micotoxina. Como amostra
empregou-se produto de tomate (suco de tomate) previamente analisado no qual as
micotoxinas ndo foram detectadas. Quantidades definidas de alternariol, alternariol
monometil éter, dcido tenuazdnico e 4cido ciclopiazdnico foram acrescentadas a0 suco

de tomate.

3.10.2. Recuperacio

A avaliagdo da recuperagio foi baseada mo procedimento descrito por
WERNIMONT (1985). As amostras de produto de tomate nio contaminadas foram
fortificadas com aliquotas de padrdes de AME, AOH, CpA e TeA em sete niveis
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diferentes e em duplicata, separadamente. Procedem-se a extragdo, hmpeza e

quantificagdo de cada toxina pelos métodos propostos.

3.10.3. Repetibilidade
3.10.3.1. Repetibilidade das amostras contaminadas artificialmente

A repetibilidade foi testada em amostras contaminadas artificialmente com
varios niveis de AME, AOH, CpA e TeA e analisadas em duplicata de acordo com os

métodos propostos para cada micotoxina.

3.10.3.2. Repetibilidade das amostras naturalmente contaminadas

As amostras, cuja contaminagfo foi constatada durante levantamento realizado,
foram analisadas em duplicata e os coeficientes de variagfo das determinagdes foram

utilizados para avaliar a repetibilidade dos métodos.

3.10.4. Curvas Padrio

As curvas de calibragdo, para AME, AOH, CpA e TeA, foram elaboradas
separadamente utilizando-se sete solugBes metandlicas de concentraghes variadas
(WERNIMONT, 1985). Foram realizadas trés injecdes de cada um dos sete niveis e

calculados os coeficientes de variagio das drea obtidas.
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4.0. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Testes de derivagio quimica

O objetivo dos testes de derivagiio foi o de obter derivados das toxinas,
passiveis de serem utilizados para a confirmagio de sua identidade, A derivagio
quimica ¢ talvez o enfoque mais simples e acessivel ao analista dentre os varios aceitos
para confirmagdo de identidade de compostos. Tal confirmag8o pode ser obtida por
espectrometria de massas, espectrometria ultravioleta/visivel, espectrometria no
infravermelho, derivagio quimica e imuno afinidade. A ressonancia nuclear magnética
¢ uma técnica de confirmag¢do muito importante em quimica de produtos naturais e em
sintese orgénica, porém sem aplicagio significativa em analise de tragos em alimentos.
Em cromatografia a liquido, o uso de detectores de comprimento de onda fixo ou
variavel obriga o analista recorrer aos métodos confirmatérios. Como estes
mstrumentos ainda sdo os mais comumente utilizados, uma reagdo de derivagio

simplificaria o trabalho envolvido.

4.1.1. Perivaciio com o cloreto de dansila

Qs produtos de reagfio, obtidos pelo procedimento de LAWRENCE & FREI
(1976) para dansilagio direta utilizando os padides de AME, AOH, CpA e TeA,
isoladamente, foram analisados por CLAE empregando coluna de silica e como fase

movel misturas de hexano/isopropanol (35:5, 9:10 e 85:15, viv).

A comparagio de cromatogramas obtidos para os quai:ro padrdes de micotoxina
demonstrou que ndo houve a formaglio de derivados damsilados caracteristicos. O
monitoramento dos produtos da reagfio de dansilagdo em espectrofotdmetro na faixa de
190 a 550 nm ndo indicou a formagdo de derivados. A comparagdo dos espectros dos
produtos de reacdo ndo demonstron a presenga de produtos com espectro

diferencidveis um dos outros.
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4.1.2. Derivaciio com o 2,4 dinitrofenithidrazina

A derivagio citada por HENRI ef alii (1971) foi testada com AME, AQH, CpA
e TeA isoladamente. TeA e CpA apresentam dois grupos carbonila nas suas estruturas
¢ AOH e AME, por sua vez, apresentam um grupo carbonila. No entanto, todos os
quatro compostos ndo formaram d derivados caracteristicos com 2,4-DNP nas

condigdes empregadas,

Os produtos de reagio foram analisados por CLAE com coluna de fase reversa
Cis ¢ fase movel metanol/agua (90:10, v/v) e monitorados em espectrofotémetro na
farxa de 190 a 550 nm. Nio houve indicagfio da formagio de derivados caracteristicos
ao comparar os espectros obtidos para os padrGes antes e depois da reaglio ¢ do

reagente de dertvagio.

ROSETT et alii (1957) observaram que o reagente de Brady originou um
precipitado amorfo com o 4cido tenuazdnico, que foi caracterizado como uma mistura
contendo algumas 2,4 dinitrofenilhidrazonas do acido. O TeA pode ter reagido com
2,4-DNP, mas a possibilidade de formacéio de vérios derivados inviabiliza a utilizagfio

da reagfio como prova de identidade.

4.1.3. Metilacdo usando trifluoreto de boro como catalizador

A metilagio usando como catalisador trifluoreto de boro nfio forneceu
resultados safisfatorios para AME, AOH, CpA e TeA. A analise dos produtos de
metilagdo por CLAE em coluna de fase reversa e fase movel metanol/agua (90:10, viv)
com 150 mg de ZnS0,.7H;0/L a 280 nm nfo demonstrou a formagdo de derivados
caracteristicos. O monitoramento em espectrofotdmetro dos produtos das reagSes com
os padrBes ¢ a comparagdo dos espectros obtidos ndo demonstraram a formagio de

derivados que permitam a confirmagfio da identidade destas micotoxinas.
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4.2. Estabilidade dos padrdes de alternariol, alternariol monometil éter, acido

ciclopiazonico e dcido tenuazénico frente a temperatura

Os produtos de tomate durante o processamento sdo submetidos a temperaturas
acima de 90°C, seja na etapa de concentragdo (extrato, polpa e puré) ou na
pasteurizagdo (tomates pelados e suco). Por esta razfo, um teste de estabilidade dos
padrdes foi realizado aquecendo-se solugfes metandlicas destes em banho-maria a

%0°C por 30 minutos.

A estabilidade dos padrdes foi avaliada comparando-se os cromatogramas
obtidos por CLAE antes e depois do tratamento térmico. A andlise das solugdes
metandlicas dos padrBes de alternariol (Figura 5) ¢ de alternariol monometil éter
(Figura 6) mantidos sob aqizecimento demonstrou que nio houve a formacio de

nenhum outro composto.

A comparacio dos cromatogramas obtidos para o 4cido ciclopiazdnico antes e
depois do tratamento térmico (Figura 7) revelou a2 formagio de mais de um composto.
Este resultado pode ser devido a separagio de alfa e beta 4cido ciclopiazdnico. A
existéncia destes dois 1s6meros foi relatada por BEVERIDGE et alii (1988) a0 separar

alfa e beta 4cido ciclopiazbnico em coluna de silica gel.

O acido tenuazbnico também apresentou modificacio na separagfo
cromatografica antes ¢ depois do aquecimento (Figura 8). Foi observado o
aparecimento de um ombro no cromatograma da soluco metandlica de TeA aquecida,
o que pode indicar a presenca de isdmero. ROSETT et alii (1957) caracterizaram
quimicamente o0s 4acidos tenuazbnico ¢ isofennazdnico. Posteriormente, for
demonstrado que o acido isotenuazinico era uma mistura de acido tenuazbnico ¢ um
isdmero (STICKINGS, 1959). Porém, STEYN & RABIE (1976) relataram que o acido
isotenuazénico ¢ uma mistura de trés 1sdmeros do dcido tenuazdnico. A presenga do
TeA e 4acido isotenuazénico foi determinada, por C(G, em extrato de tomate, mas
utilizando CLAE com coluna de troca anidnica ndo foi possivel separar os isémeros do

TeA (SCOTT & KANHERE, 1980).
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Figura 5 . Perfil cromatografico do padrio de alternariol antes (A) e apos aquecimento

(B) a 96°C por 30 min

Condigbes: Coluna: Spherisorb ODS-2, 5 um, 250 x 4,6 mm
Fase mével: Metanol/agua (80:20, v/v) com 300 mg de
ZﬂSO47HzO/L
Vazdo: 0,7 mL/min
Detector: Espectrofotométrico com arranjo de diodos a 250 nm
Quantidade de amostra injetada: 20 ul
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Figura 6 . Perfil cromatogrifico do padriio de alternariol monometil éter antes (A) e

apés (B) aquecimento a $0°C por 30 min

Condigdes: Coluna: Spherisorb ODS-2, 5 um, 250 x 4,6 mm
Fase movel: Metanol/dgua (80:20, v/v) com 300 mg de
ZnS0O,.7TH,0/L
Vazdo: 0,7 mL/min
Detector: Espectrofotométrico com arranjo de diodos a 250 nm
Quantidade de amostra injetada; 20 pL
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Figura 7. Perfil cromatogrifico do padrio de 4cido ciclopiazdnico antes (A) e depois
(B) do tratamento térmico
Condigdes: Coluna: Spherisorb ODS-2, 5 um 250 x 4,6 mm
Fase mével: Metanol/agua (90:10, v/v) com 300 mg de
ZnSQ,. 7TH,O/L
Vazdo: 0,8 mL/min
Detector: Espectrofotométrico com arranjo de diodos a 280 nm
Quantidade de amostra injetada: 20 pL
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Figura 8. Perfil cromatografico do padrfio de acido tenuazdnico antes (A) e depois (B)
do tratamento térmico
Condigdes: Coluna: Spherisorb QDS-2, § um, 250x4,6 mm
Fase movel: Metanol/agua (90:10, v/v) com 300 mg de
ZnS04. 7THO/L
Vazio: 0,8 mL/min
Detector: Espectrofotométrico com arvanjo de diodos a 280 nm
Quantidade de amostra injetada: 20 yl.
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4.3. Desenvolvimento de metodologia para determinacio de alternariol, alternariol
monometil éter, dcido ciclopiazdnice e 4cido tenuazénico por cromatografia i

liquide

4.3.1. Extraciio e limpeza de produtos de tomate

Para a extragdo ¢ limpeza optou-se pela utilizagio de etapas simples e rapidas,
fatores estes importantes, por um lado, para que o métods tenha emprego nas diversas
condi¢bes laboratoriais dentro do territério nacional. Por outro lado, sistemas de
limpeza com virias etapas ou mais complexos, imphicam forgosamente numa

recuperagdo mais baixa e no aumento do tempo gasto na analise.

A etapa de limpeza do extratc metandlico foi determinante para ©
desenvolvimento de dois procedimentos diferentes parz a determingiio de AME/AOH e
CpA/TeA. A clarificagio do extrato metandlico com sulfato de aménia afetou a
recuperacio de CpA e TeA, mas nio interferiu na analise de AME e AOH. Entretanto,
a limpeza do extrato pela partigdo com hexano provocou uma perda de AME numa
faixa de 29 a 40%, sendo que nfo afeton a recuperagio de CpA e TeA. SEITZ er alii
(1975a) relataram que a extragdo com hexano removen 29% de AME do extrato
metanolico, sendo que o AOH ndo foi removido pelo hexano. Para determinar a
concentragdo final do AME no extrato foi utilizado um fator de corregdo de 1,4. No
presente trabalho ndo foi possivel fazer o ajuste da concentragio de AME porque ndo

se obteve um valor constante para a remogfio da toxina.

4.3.2. Otimizac¢io dos procedimentos 14 ¢ 15

Nos procedimentos para determinagio de AOH ¢ AME (procedimento 14) e
deternunagdo de TeA e CpA (procedimento 15) foram realizados testes preliminares

para se obter uma melhor extra¢io e quantificagdo.
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4.3.2.1. Adequagiio da relaciio entre a quantidade de amostra e do volume de

solvente extrator

As relagBes testadas foram 3:1 e 4:1 para o volume de solvente ¢ a quantidade
de amostra. A razfio 4:1 (200 mL de solvente para 50 g de amostra) foi a que produziu
methor resultado na extragfio. Um vohune menor de solvente (3:1), além de fornecer
um exirato muito concentrado contendo maior carga de interferentes, apresentava

mMEnor recuperagdo das micotoxinas presentes na amostra.

Optou-se por separar parte do volume (50 mL) usado na extragio ¢ usa-lo para
lavar as paredes do copo do liquidificador para garantir uma maior eficiéncia na

transferéncia de material na etapa de extragio.

4.3.2.2. Limpeza do extrato metanélico

No procedimento para determinacio de AME ¢ AOH, testou-se a adigio de
Celite (terra diatomécea) juntamente com o sulfato de amdnia na etapa de clarificagéio
do extrato metandlico da amostra. A Celite facilitou a precipitagio dos pigmentos
onginando um filtrado mais limpido. Porém as impurezas presentes na Celite
mterferiram na andlise cromatografica. Portanto, optou-se pela clarificagdo apenas

com ¢ sulfato de amodnia.

A partigdo com hexano foi empregada no procedimento para determinagiio de
CpA ¢ TeA na limpeza do extrato metandlico. Foram testados diferentes tempos de
partigio. O tempo de um minuto de agitagdo na partigio demonstrou ser adequado
para a limpeza do extrato, sem comprometer a analise cromatografica pela presenca de

interferentes.
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4.3.2.3. Volume de cloroférmio usado na partigio

Testes preliminares indicaram que um volume de 80 mi de cloroformio era
adequado para a partigio nos procedimentos para determingio de AME/AOH e
CpA/TeA. A divisio do volume em duas fragdes de 40 ml garantiv maior eficiéncia

da parti¢io das micotoxinas para a camada de cloroférmio.

4.3.2.4. Tempo de particio

O tempo de agitagio em funil de separagfio do extrato metandlico com
cloroférmio demonstrou ser importante na eficiéncia da partigio. Foi feita a analise
cromatografica dos extratos de cloroformio obtidos com 1, 2 € 3 minutos de agitagio.
O melhor resultado foi obtido com o tempo de 2 minutos, sendo que 3 minutos néo

aumentou a eficiéncia da partigdo.

4.3.2.5. Limpeza do extrato clorofomico

Foi necessirio fazer uma partigio do extrato cloroférmico com 4gua para
limpeza deste. A temperatura da dgua e a sua pureza foram de grande importancia
nesta etapa. A agua na temperatura ambiente (25°C) levou a formagio de emulsdo com
o extrato cloroférmico. Passou-se a utilizar agua refrigerada (15 a 18°C). Por tratar-se
de andlise de composto em baixas concentragles, as impurezas presentes na Agua
destilada poderiam ser arrastadas para a camada de cloroférmio interferindo na anéalise

cromatogréfica. Portanto trabalhou-se com dgua purificada no Milli Q.
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4.3.3. Otimizacdo das condi¢Ges para eluicio ¢ detecclio das toxinas em

cromatografia a liquido.

O comportamento dos padrdes de AME, AOH, CpA e TeA foi avaliado
testando-se diferentes condiges cromatogrificas. As colunas de fase reversa ODS-1
(15 cm) e ODS-2 (25 cm) foram testadas com diferentes fases méveis em sistema
isocratico (Tabela 5). Independente da coluna analitica usada, nas analises por CLAE
foram utilizadas coluna de guarda ¢ uma pré-coluna {coluna de saturagdo) recheada
com silica antes da valvula de injegdio. Esta coluna satura a fase mével com silica, o

que retarda a dissolugdo da silica da coluna analitica (ENGELHARDT, 1986).

Fases méveis contendo combinag@es de metanol ¢ agua isentos de sulfato de
zinco mostraram, em alguns casos, capacidade de separagfio para os padrSes de AME e
AOH. Mas somente as fases méveis metanol/agua contendo sulfato de zinco

apresentaram boa separacgdo para Cpa e TeA.

Na cromatografia liquida de complexaglio, a formagio rapida e reversivel de
complexos entre tons metdlicos ¢ compostos orgénicos que funcionam como doadores
de elétrons, pode ser usada para ajustar o tempo de retenciio e a seletividade da
separagio cromatografica (POOLE & SCHUETTE, 1984). A adicdo do ion metalico
zinco & fase mével metanol/agua foi testada em diferentes concentragdes para o0s
padrdes de AME | TeA e CpA (Tabela 8).

A presenga do fon metélico zinco na fase movel, praticamente ndo alterou os
valores de tempo de retengdo ajustado (t'z) e do fator de retengdio (k) para o padrio de
AME, mas apresentou efeito significativo nos t'y e k para TeA ¢ CpA (Figura 9). Para
TeA e CpA, o aumento da concentragio do ion zinco levou 4 redugo do tempo de
retengéio ajustado e do fator de retengiio. A complexagdo do fon zinco com TeA e CpA
promoveu um aumento no carater hidrofilico do complexo comparado com os solutos
originais. Portanto, na auséncia do ion zinco, o TeA e CpA sdio praticamente
insolitveis na fase movel. A medida que aumenta a concentracdo do ion na fase méovel,

reduz-se o tempo de retengdo. Isto é devido A maior complexagdo das toxinas com o
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ion metélico, o que traria maior afinidade pela fase mével. Concentragdes maiores do
que 300 mg de ZnSO,.7H,O/L ndo provocam redugdo significativa do tempo de
retengdo dos compostos. STACK et alii (1985) relataram que o TeA formou um forte
complexo com Zn®" que eluiu como um pico agudo na CLAE usando metanol/agua
(85:15, v/v) com 300mg de ZnSQO,. 7H,O/L como fase movel.

O emprego de metais de transicdo nas fases méveis para a complexagio com
compostos idnicos ou ionizdveis representa um fator importante no aumento da
seletividade para a CLAE com fase reversa. Na literatura cita-se o emprego de sulfato
de zinco na determinagio de AOH, AME, TeA (STACK et alii, 1985) ¢ CpA
(URANO et glii, 1992)

Tabela 8. Efeito da concentragio de ZnSO, TH,0O sobre o tempo de retengio ajustado
(t'r) € fator de retengdo (k), mantendo-se constante o tipo de coluna (ODS-2,
25 em), a polaridade ¢ vazdo da fase movel [Metanol/dgua (90:10, v/v), 0.8
mL/min},

Concentragédo Alternariol Acido tenuazénico | Acido ciclopiazonico
ZnS80, 7TH,O(mg/L)| monometil ter

t'e k t'r K t'g k
0 | 2,6 0,90 - I .
30 2,6 0,90 | 14,5 500 | 21.7 7,48
100 2,7 0,93 | 107 3.69 | 16,5 5,69
150 2,6 0,90 9,6 331 | 14,6 5,03

300 2,7 0,941 8,83 304 1133 4,59
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Figura 9. Efeito da concentragio de sal metalico (ZnS04.7H,0) sobre os fatores de
retencio dos padrdes de alternariol monometil éter, dcido tenuazdnico ¢
acido ciclopiazdnico.

Pelos dados da Tabela 9, verifica-se que na coluna ODS-1 (15 cm) o aumento
da polaridade da fase mdvel aumentou o tempo de retengdo ajustado dos compostos ¢ o
valor do fator de retengdio. Isto implica que wma fase movel mais polar aumenta a
interagfio dos compostos com a fase estaciondria. Resultado semelhante fo1 relatado
por HEISLER et alii (1980) que observaram aumento do valor de k para o AME numa
faixa de 0,92 a 5,34 quando aumentaram a polaridade da fase movel metanol ¢ agua
(90:10, 80:20 e 65:35, v/v) usando coluna de fase reversa ( uBondapak, 10 um 30 cm

%39 mmm)

Na coluna ODS-2 (25 cm) nota-se que o tempe de retenclo ajustado € o valor
do fator de retengio dimimyiram com o aumento da polaridade da fase movel.
Devemos considerar que esta coluna apresenta uma maior concentragio de fase

estacionaria ligada que a coluna ODS-1 e nestas condigbes os compostos apresentam
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maior afinidade pela fase movel mais polar. Para o TeA foi relatado na lteratura
(HEISLER e alii, 1980) que o aumento de polaridade da fase mével metanol:dgua
acarretou uma redugdo do valor de k numa faixa de 3,7 a 1,4 usando coluna de fase

FCVersa.

Independente da concenfragio de fase ligada, o aumento do comprimento da
coluna, de 15 para 25 cm, provocou aumento do tempo de retengdo ajustado e do fator
de retengio dos compostos, sendo que para a fase mével menos polar o efeito foi mais
pronunciado. As duas colunas ¢ as duas fases moveis permitem uma boa separacfio
dos compostos. A escolha depende dos interferentes presentes nos extratos das

amostras.

Tabela 9. Efeito da polaridade da fase mével e o tamanho da coluna sobre o tempo de
retengdo ajustado (t'x) e o fator de retengio (k) (metanol/agua, 300 mg
Zn80,.7TH,0/L, vazdo 1,0 mL/min)

Fase mbvel coluna ODS-1 {15 ¢cm) coluna ODS8-2(23 ¢m)

AME TeA CpA | AME | TeA CpA
t's k t's k t'r k t'n k| th k t'r k

95+5 09 047152 272167 3,50[35 140191 3,64/118 4,72

90+10 1,0 054154 29|71 38|21 08354 213(79 3,12

O efeito da vazdo sobre a velocidade de eluigdo dos compostos foi avaliada
utilizando coluna ODS-1 (15 cm) e fase mével metanol/agua (90:10, v/v) com 300 mg
de ZnSO,. TH,O/L. Analisando-se 0s valores da Tabela 10, concluiu-se que o aumento
da vazio da fase movel de 0,8 para 1,0 mL/min, diminuiu o tempo de retengdo dos trés

compostos, devido a maior velocidade de elni¢do destes na coluna.
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Tabela 10. Efeito da vazlio sobre o tempo de retenglio ajustado ('g) ¢ o fator de
retengdo (k) mantendo-se fase mével [metanol/agua (90:10, v/v) com 300mg
de ZnSO,4. 7TH,0/L] e coluna (ODS-1, 15 cm) constantes

Vazlo (mL/min) Alternariol Acido tenuazénico | Acido ciclopiazdnico
monometil éter
t'a k 1 k 186°Y k
0,8 1,3 0,57 4,7 2,04 6,3 2,74
1,0 1,0 0,53 4,0 2,11 5,2 2,74

Nio foi possivel obter um tinico sistema isocratico de fase movel para a ehluigio
simultinea das quatro micotoxinas em produtos de tomate. As condi¢Bes definidas
para AOH ¢ AME foram: fase mével com metanol/dgua (80:20, v/v) com 300 mg de
ZnS0,.7TH,0/L, vazio 0,7 mL/min, comprimento de onda a 250 nm. Para TeA e CpA
foram: fase movel metanol/agua (90:10, v/v) com 300 mg de ZnSO,. 7H,0/L, vazio 0,8
ml/min, comprimento de onda de 280 nm. Em ambos 0s casos, a coluna de fase
reversa Spherisob ODS-2, (5 pm, 25 cm) mostrou melhor desempenho do que a coluna
de fase reversa Spherisorb ODS-1 (5 pm, 15 cm), sendo essencial para a separagio do

AQOH e AME dos interferentes encontrados em produtos de tomate.
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4.4. Avaliaciio do método proposto para determinagdo de alternariol e alternariol

monometit éter

4.4.1. Robustez

A sensibilidade do método proposto a pequenas variagdes nas condigBes e nos
reagentes foi verificada utilizando combinagbes de condigdes basicas e alternativas
apresentadas no item 3.10.1. (Tabela 6). A robustez do método foi determinada em
separado para o AOH e para o AME estando expressa nas recuperacdes obtidas nas
condigBes testadas (Tabelas 11 e 12) e na individualizagiio dos fatores isolados (Tabela
13 ¢ 14).

Tabela 11. Recuperagdo de alternariol nas condigBes do teste de robustez,

Condigdo teste Recuperagiio (%)

1-ABCDEFG 77.8
2-ABcDefg 77,0
3-AbCdEfg 107,5
4-AbcdeFG 1089
5-aBCdeFg 80,1
6-aBcdEfG 92,8
7-abCDefG 77,9

8-abcDEFg 72,4




Tabela 12. Recuperagdo de alternariol monometil éter no teste de robustez.

Condigio teste Recuperagio (%)

1-ABCDEFG 87.3
2-ABcDefg 89,5
3-AbCdEfg 87,7
4-AbcdeFG 82,8
5-aBCdeFyg 87,5
6-aBedEfG 88.4
7-abCDefG 88,8

8-abcDEFg 86,1
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Tabela 13. Individualizagio da influéncia das condigBes avaliadas para o alternariol no

teste de robustez.

Condigdes avaliadas Média X* Média Y° Diferenga’
A-Marca metanol 92,8 80,8 -12,0
B-Volume de metanol 81,9 917 98
C-Congcentragio de 85,8 g87.8 2,0
(NH4),S0,4

D-Marca CHCl, 76,3 973 21,0
E-Volume de CHCl4 87,6 86,0 -1.6
F-Volume de H,0 84,8 88,8 4,0
G-Temperatura 89.3 84,3 5,0

“-Média das recuperagdes relativas a ensaios que possuem condigfo alternativa em

COmum.

b.Média dos resultados nfo incluidos na média X.

“.Diferenga entre as médias X ¢ Y.
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Tabela 14. Individualizagio da influéncia das condigles avaliadas para o alternariol

monometil éter no teste de robustez.

CondigBes avaliadas Média X* Média Y° Diferenga®
A-Marca metanol 86,8 87,7 0,9
B-Volume de metanol 88,2 86 4 -1.8

C- Concentragio de 878 86,7 -1,1
(NH4),80, |

D-Marca CHCly 87.9 86,6 -1,3
E-Volume de CHCl, 87,4 87,1 -0,3
P-Volume de dgua 85,9 88,6 -2,7
G-Temperatura 86,8 87,7 0,9

“-Média das recuperagdes relativas a ensaios que possuem condi¢do alternativa em

COTL,
b_Média dos resultados nio inchiidos na média X

‘-Diferenga entre as médias X e Y.
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Analisando os resultados separadamente para cada micotoxina, observou-se que
na determinagdo de AOH a varidvel que apresentou maior influéneia foi a qualidade do
cloroformio usado na partigdo. A marca de metanol usado na extragio, foi o segundo

mator fator em importancia, seguido pelo volume de metanol.

Para 0 AME , o volume de agua usado na partigfio foi a condigio que teve maior
efeito estando em segundo o volume de metanol usado na exiragdo. Nos dois testes a
proporgdo de CHCl; (40:40 ou 50:30, v/v) usado na particio foi o fator menos

relevante,

Os resultados apresentados mosiram que, mesmo utilizando um {nico método
para determinar simultdneamente duas micotoxinas (AOH e AME), as condigdes que
afetam a determinagiio devem ser avaliadas para cada uma das micotoxinas
separadamente. A determinagio do AME foi 2 menos susceptivel a variagdes de

-procedimento, comparado a do AOH.

4.4.2. Recuperacio

As amostras de produto de tomate nio contaminadas naturalmente, em
duphicata, foram fortificadas com aliquotas de padrdes de AOH ¢ AME, em sete niveis
diferentes, separadamente. Procedeu-se a extragfo, limpeza e quantificagiio de cada

toxina pelo método descrito no item 3.9.4.1.

Foram determinadas a regressdo linear ¢ a dispersfio para os resultados obtidos
para recuperagio de AOH e AME utilizando-se o modelo de YOUDEN
(WERNIMONT, 1985). A regressdo linear para o AOH (Figura 10) apresentou a
equagdo Y = 0,6445 + 0,6845X, o coeficiente de correlagiio 0,7588 e o desvio padriio
0,3083. A dispersdio ¢ os desvios individuais estdio representados na Figura 11. Para o
AME, a equag8o da regressfio linear (Figura 12) for Y = 0,0025 + 0,9838X o
coeficiente de correlagdo 0,9987 e o desvio padrdo 0,0451. Na Figura 13 temos a

dispersdo e o desvios individuais para a recuperagio do AME. Comparando-se os
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resultados, observa-se que para o AOH, o coeficiente de correlagdo foi bem menor do
que o coeficiente de correlagdo para 0 AME. Também houve maior dispersdo dos

resultados na recuperagiio do AOH.

A anilise de variancia das recuperages definiu que para a recuperagio de AOH
existe diferenga significativa ao nivel de 5% entre as médias dos valores adicionados e
dos valores encontrados. Existem varias razdes que podem explicar a diferenga, uma
delas seria a presenga de uma causa definida no métods ou na amostra gue estaria
afetando diferentemente os varios niveis do analito usado na recuperacdo. A outra
causa pode ser que a regressdo verdadeira nio seja linear, isto ¢, existem relagbes
diferentes entre as concentragdes maiores e menores ou as concentracdes médias. Para
a recuperagdo de AME nfo houve diferenca significativa entre as médias dos valores
adicionados e encontrados ao nivel de 5% de significincia. Ou seja o valor F calculado
for menor que o valor F tabelado, portanto aceita-se a hipotese que a verdadeira

regressdo entre valores adicionados e valores encontrados ¢ linear.

Os valores de recuperagio obtidos para AOH e AME empregando ¢ método
proposto sdo apresentados nas Tabela 15. As recuperagtes médias obtidas para AME
(niveis de 16,2-65,0 ng/mL ) e AOH (niveis de 62,5-92.5 ng/mL) foram de 98,7% e
84,1%, respectivamente. A menor recuperagiio média obtida foi de 76,6% para ¢ AOH
na concentracdo de 87,5 ng/mL e para 0 AME foi de 94,5% na concentragio de 24,4
ng/mL. Amostras de sorgo fortificadas com niveis de 1 2 6 ppm apresentaram
recuperagdes de 82 + 10% e 70 % 12% para AME ¢ AOH, respectivamente, com
detector de fluorescéneia (SEITZ & MOHR, 1976). STACK er alii (1985) relataram
uma recuperagdo meédia de 68% para AME em produtos de tomate empregando CLAE
e 0 mesmo tipo de detector. Com detector de arranjo de diodos PALMISANO et alii
(1989a) obtiveram recuperagdes de 50 a 72% para AOH e de 73,5 a 76,0% para AME,

numa faixa de concentragio de 0,2 a 10,0 ng/g em amostras de géneros alimenticios.
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Tabela 15. Recuperagdo de alternariol ¢ alternariol monometil éter pelo método

proposto.

Alternariol

Alternariol monometil

éter

Niveis Concentragio Recuperagio C.V.

Concentragdc Recuperagio C.V.

(ng/mLy’ (%) (%) (ng/mL)* (%) (%)
1 62,5 898 1,0 16.2 10,7 02
2 70,5 89,5 29 24,4 982 04
3 75,0 823 09 32,5 94,5 1,7
4 80,0 90,0 0,1 40,6 101,118
5 85,0 78,1 11,4 48,7 99,1 0,2
6 87,5 76,6 7,0 56,8 96,7 0,8
7 92,5 823 14,6 65,0 994 02

®- Média de duplicatas

C.V.= coeficiente de variagdo
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4.4.3. Repetibilidade

A repetibilidade foi testada em amostras contaminadas artificialmente com
varios niveis de AOH e AME, em duplicata, de acordo com o método descrito em

3.94.1.

O coeficiente de variagio com relagdo as dreas medidas pelo detector entre
injegOes da mesma solugfio de padrdio, no cromatdgrafo & liquido, apresentou uma
faixa de 3,5% a 23,3% para alternariol e 0,4% a 21,3% para o alternariol monometil

- éter.

Os valores obtidos para verificar a repetibilidade nas amostras artificialmente
contaminadas estdo na Tabela 15 como coeficientes de variagdo. Para o AOH o
coeficiente de variagdo esta na faixa de 0,1 a 14,6% (CV médio = 5,4%) ¢ para 0 AME
a faixa foi de 0,2 a 1,8% (CV médio = 0,8%). Pelos resultados apresentados percebe-
se que o coeficiente de variagio de AOH foi em torno de 7 vezes maior que o
encontrado para AME. Nio foi possivel comparar a repetibilidade com amostras
naturalmente contaminadas pois no levantamento de incidéncia, estas micotoxinas nio

foram detectadas em nenhuma amostra,

A precisio do método desenvolvido por HEISLER et alii (1980) foi
determinada utilizando-se uma série de 10 determinagles de AME e AOH, Os valores
obtidos para o coeficiente de variagio foram 1,9 e 4,7% para AOH e AME,
respectivamente. Pelos dados apresentados verifica-se que o método desenvolvido
neste estudo apresentou melhor preciso para a determinagio de AME (CV = 0,8%),
mas para a determinagido de AOH os dois métodos apresentaram valores proximos, isto
¢ um CV = 5,4% para o nosso método e um CV = 4,7% para o método de HEISLER ef
alii (1980). WITTKOWSKI et alii (1983) relataram uma repetibilidade de 73 ¢ 82%
para AOH e AME, respectivamente, em produtos comerciais derivados de frutas e

vegetais {inclusive tomate).
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4.4.4. Limite de deteccio

Para o limite de detecgfio o conceito que recomenda tomar 3 vezes o desvio
padrio da linha de base (ACS, 1980), foi abandonado, assim como o conceits de
detectabilidade minima (D) que ¢ especifico para cromatografia e pode ser expresso
em concentragdo ou massa do analito, sendo D=2N/S (N é o valor do ruido e S é a
sensibilidade do detector para o composto em analise) (TUPAC, 1993). Fazendo uso
destes conceitos amplificagBes na sensibilidade do detector de 10 ™ para o alternariol
¢ para o alternariol monometil éter podem ser empregadas para registrar os picos,
porém, ndc € possivel obter um espectro reconhecivel das substincias. No nosso
entender nfo serve a nenhum propésito Gtil, detectar uma substancia cuja identidade
ndo pode ser confirmada. Assim, optamos por considerar limite de detecgdio a menor
quantidade em que a toxina pode ser, além de quantificada, também confirmada pelo
detector de arranjo de diodos. Para o AOH e para 0 AME, os limites de detecgfio dos
padrSes puros nas condigBes de trabatho descritas em 3.9.4.1. sdio 1,0 ng e 0,6 ng,

respectivamente,

Os limites de detecgdo do método para AOH e AME, em produtos de tomate,
580 5,0 ng/g e 2,0 ng/g, repectivamente. STACK er o/ii. {1985) obtiveram um limite
de detecgiio de 3,0 ng/g para AME em produto de tomate empregando CLAE e
detector de fluorescéncia, Para amostras de sorgo os limites de detecgiio para AME e
AOH foram de 1-2 ng e 10 ng com os detectores de fluorescéneia e ultravioleta,
respectivamente (SEITZ & MOHR, 1976). O limite de detecglio para AME no método
aqui desenvolvido fo1 menor do que o citado por STACK ez alii (1985)

4.4.5. Curva Padrio

As curvas de calibragdo, para AOH e AME, foram elaboradas utilizando-se sete
solugdes metandlicas de concentragdes variadas (Tabela 16). As faixas de linearidade
foram de 7 a 300ng para AOH ¢ de 11 a 241 ng para AME. SEITZ & MOHR (1976)

relataram uma faixa de linearidade de 5 a 850 ng para AOH e AME usando detectores
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de fluorescéncia e espectrofotométrico no ultravioleta maior do que a obtida no
presente trabalho. As Figuras 14 e 15 mostram as curvas de calibragio para AME ¢

AOH, respectivamente

A partir dos valores obtidos, foi calculada a regressdo linear e determinou-se
que y = 9,0044x - 92,4177 (r = 0,9931) para AME e y = 13,4946x + 67,1058 (r =
0,9995) para AOH. De posse dos dados calculou-se o limite de confianga para cada
curva (WERNIMONT, 1985) ¢ concluiu-se que as retas passavam pela origem (x=0 ¢
y=0). As equagles utilizadas para determinar as concentragdes de AME e AOH, apartir

das 4rea relativas obtidas, foram y = 9,0044x e y = 13,4946x, respectivamente

Tabela 16. Faixa de linearidade e coeficiente de variag@io para alternariol ¢ alternariol

monometi] éter,

Micotoxina Faixa de linearidade Coeficiente de variagio
(!l g) médio
(%)
Alternariol 7-300 3,04

Alternariol monometil éter 11241 1,83
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4.5. Avaliacio do método propoesto para determinaciio de dcido tenuazénico e dcido

ciclopiazénico

4.5.1. Robustez

Na adequagiio do procedimento para determinagiio dos acidos tenuazdnico e
ciclopiazénico em produtos de tomate, verificou-se que as etapas criticas para a

quantificaglo eram a qualidade dos solventes usados na extragio ¢ partigio.

A robustez dos método para as duas micotoxinas foi avaliada nas concentragdes
obtidas (Tabelas 17 ¢ 18) ¢ diferengas nas combinagBes de condigdes testadas para
CpA (Tabela 19) e TeA (Tabela 20).

Pelos resultados da diferenga entre as médias X e Y concluiu-se que a marca do
metanol usado na extragdo para a determinagio de CpA demonstrou ser a varidvel de
maior importéncia, seguido pela temperatura de secagem do extrato. Na avaliagdo para
TeA os fatores de maior importancia foram as marcas do cloroformio e do metanol,

nesta ordem. Ja a temperatura de secagem foi o fator que apresentou menor influéncia.



Tabela 17. Recuperagiio do 4cido ciclopiazdnico no teste de robustez.

Condigéo teste Recuperacio (%)
1-ABCDEFG 93,3
2-ABcDefg 99.8
3-AbCdEfg 99,4
4-AbcdeFG 96,8
5-aBCdeFg 96,3
6-aBcdELG 81,7
7-abChefG 85,4
8-abcDEFg 84,3

Tabela 18. Recuperagdo do acido tenuazdnico no teste de robustez.

Condigdo teste Recuperagio (%)
1-ABCDEFG 89,5
2-ABcDefg 87,6
3-AbCdEfg 82,1
4-AbcdeFG 84,9
5-aBCdeFg 77,7
6-aBedELG 81,5
7-abCDefG 84,9

8-abcDEFg 89,9
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Tabela 19. Individualizagio da influéneia das condigbes avaliadas para o acido

ciclopiazdnico no teste de robustez.

CondigBes avaliadas Média X* Média Y® Diferenga®
A-Marca metanol 97.3 86,9 -10,4
B-Marca hexano 92,8 90,9 -1,9
C-Volume hexano 93,6 0.6 3.0
D-Marca CHCl, 90,7 93,5 2,8
E-Volume de CHCL; 89,7 94.6 4,9
F-Volume de H,O 92,7 g1,6 1,1
G-Temperatura 89,3 94.9 5,6

“.Média das recuperagdes relativas a ensaios que possuem condigio alternativa em

comum,
- “.Média dos resultados nio incluidos na média X

“-Diferenga entre as médias X e Y.
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Tabela 20. Individualizagio da influéncia das condigiies avaliadas para o 4cido

tenuazonico no feste de robustez.

Condigdes avaliadas Média X* Média Y Diferenga®
A-Marca metanol 86,0 83,1 -2,9
B-Marca hexano 84,1 85,5 1,4
C-Volume hexano 83,6 85,9 2,3
D-Marca CHCl, 87,9 81.6 -6,3
E-Volume de CHCl4 85,8 83,8 -2,0
F-Volume de H,O 85,5 84.0 -1,5
G-Temperatura 85,2 843 -0,9

“-Média das recuperagdes relativas a ensaios que possuem condigdo alternativa em

comum,
®_Média dos resultados nio incluidos na média X

‘-Diferenga entre as médias X e Y.
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4.5.2. Recuperacio

As amostras de produto de tomate ndo contaminadas naturalmente, em
duplicata, foram fortificadas com aliguotas de padrdes de TeA e CpA em sete niveis
diferentes, separadamente. Procedeu-se a extragdo, limpeza e quantificagdo de cada

toxina pelo método descrito em 3.9.4.2.

A partir dos resultados obtidos para as recuperagdes de CpA e TeA foram
calculadas as regressdes lineares e as dispersdes. A regressdo linear para CpA (Figura
16) forneceu os seguintes dados: equagfio Y = 0,7631X - 0,2260, r =0,9827 e desvio
padrdo 1,0720. A dispersdo e os desvios individuais estdo representados na Figura 17,
Para o TeA, a equacdo da regressdio linear (Figura 18) foi Y = 0,7226X + 0,7099, o
coeficiente de correlagdo 0,9163 e o desvio padrdo 1,6396. Na figura 19 temos a
dispersdo e o desvios individuais para recupera¢io do TeA. Pelos resultados
apresentados, verifica-se que os coeficientes de correlagio para as duas recuperacies
foram maiores que 0,90, sendo que a dispersdo dos valores foi maior para a

recuperacdo do TeA.

As analises de varidncia das recuperagBes de CpA e TeA demonstraram que nio
existiram diferengas significativas entre as médias do valores adicionados e dos valores
encontrados ao nivel de 5% de significincia. Portanto podemos concluir que as
regressbes paras as recuperagdes de CpA e TeA, nas concentragdes usadas, sdo

realmente lineares,
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Os valores de recuperagio obtidos para TeA e CpA, empregando o método
proposto, sio apresentados na Tabela 21. O TeA apresentou recuperagio média de
83,3% (54 a 97,9%) na faixa de concentracio de 39,4-314 ng/mL. A faixa de
recuperagdo obtida apresenta uma maior amplitude, do que a relatada por SCOTT &
KANHERE (1980) que obtiveram recuperages que variaram de 67 a 94% para o TeA.
A recuperagfio média de 83,3% (CV=1,8%) pode ser comparada 4 recuperacfio média
de 83% (C.V=19%) registrada por STACK et alii (1985) para ¢ TeA em amostras de
ketchup, sendo que a recuperagiio do método aqui desenvolvido apresentou um
coeficiente de variagio dez vezes menor do que o relatado. Os dois trabathos foram

realizados com CLAE e detector ultravioleta/visivel

Uma recuperaglo média de 75,7% (62,8 a 84,7%) (CV=7,3%) foi obtida para o
CpA na faixa de 43,8-481.4 ng/ml. Dentro do nosso conhecimento nfic existem
métodos publicados para determinagio de Acido ciclopiazénico em tomate ou seus
produtos por CLAE. Para amostras de milho GOTQ ef alii (1987) obtiveram uma
recuperagdo maior (82%) para CpA na concentragdo de 18 pg/p. Sendo que URANO
et alii (1992) relataram recuperagBes na faixa de 72 a 84% para amostras de mitho

fortificado (50-500 ng/g) com desvio padrio relativo de 3,5%.
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Tabela 21. Recuperagiio de acido ciclopiazbnico e acido tenuazdnico pelo método

proposto,

Acido tenuazénico Acido ciclopiazénico

Niveis Concentragio Recuperagio C.V. Concentragio Recuperagio C.V.

(ng/mL)" %y (%)  (egmL) (%) (%)

1 394 85,8 0,74 438 84,7 6,43

2 78,7 88,8 0,72 87.5 79,4 7,84

3 118,1 86,0 3,20 1313 82,1 3,70

4 157.5 97,9 1,37 175,0 74,4 3,23

5 2363 824 446 218.8 62,8 15,98
6 275,77 54,0 0,78 3063 66,5 7,12

7 314,0 88,5 1,52 4814 80,0 6,80

*-Média de duplicatas

C.V.= coeficiente de variagédo
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4.5.3. Repetibilidade

A repetibilidade foi testada em amostras contaminadas artificialmente com
varios niveis do TeA e do CpA, de acordo com o procedimento descrito em 3.942. O
coeficiente de variagfio com relagfio &s areas registradas pelo detector referentes a
inje¢Oes da mesma amosira ou padriio, apresentou uma faixa de 1,3% a 24,4% para o

acido tennazdnico e 3,5% a 48,9% para o acido ciclopiazénico.

O célculo da repetibilidade das amostras contaminadas artificialmente foi feito
baseando-se nos resultados obtidos para a recuperagio. As determinagles de 4cido
tenuazdnico apresentaram um coeficiente de variagio médio de 1,8%, sendo que para o
acido ciclopiazdnico o coeficiente foi de 7,3%. Podemos concluir que a repetibilidade

depende do método e da substincia em analise.

A precisdo do método desenvolvido por HEISLER et alif {1980) para TeA foi
avaliada utihzando-se uma série de 10 determinagBes. O valor obtido para o
cocficiente de vanaglo for 5,4%. Pelos dados apresentados verifica-se que o nosso

método apresentou melhor precisio para a determinagio de TeA (CV =1,8%).

Nas amostras naturalmente contaminadas (Tabela 22), o coeficiente de variagéo
médio for 13,4% e 19,2% para os acidos fenuazdmico ¢ cicloplazdnico,
respectivamente. O coeficiente de variagio do acido tenunazbnico nas amostras
contaminadas naturalmente foi em tomo de 7,4 vezes maior que o encontrado no caso
de contaminagfo artificial. Para o acido ciclopiazbnico, o coeficiente de variagio foi
da ordem de 2,6 vezes maior para as amostras contaminadas naturalmente que para as

artificialmente contaminadas.



Tabela 22. Repetibilidade de amostras contaminadas naturalmente.

Amostra Acido tenuazénico Acido ciclopiazdnico

Concentragiio  Coeficiente Concentragiio Coeficiente
{(ng/g)’ de variagio (ng/g)’ de variagfo

(%) (%)

polpa de tomate
B1 n.d. - 65,5 21,2
B3 nd. - 177,9 7.9
B4 102,7 31.9 n.d. -
C1 43,0 6,6 n.d. -
C2 558 55 nd. .
G4 n.d. . 104,7 15,0
G5 n.d. - 64,0 179
o 87,3 26,8 134,0 23,9
G7 n.d. - 107.5 14,2
I 91.8 6,1 n.d. -
2 1293 10,2 n.d. -
L2 86,7 0.8 n.d. -

puré de tomate
D1 34,0 249 n.d. -
G4 877 1,5 nd. -
2 88,3 31,1 1170 38,7
K4 36,0 1,6 36,5 15,1

®.Média de duplicatas

n.d.= ndo detectado
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4.5.4. Limite de deteccio

Para 0 TeA ¢ o CpA, os limites de detecgéio dos padrdes puros, nas condigbes
de trabalho descritas em 3.9.4.2. sfo 2,6 ng e 1,4 ng, respectivamente. Os limites de
detecgdo para TeA e CpA foram determinados pela redugio sucessiva da quantidade
de toxina adicionada a amostra. Considerando o citade no item 4.4.4,, os limites de
detecgdio para TeA e CpA em produtos de tomate, sfo de 11,0 ng/g e 8,0 ng/g,
respectivamente. Comparando o limite de detecgéo obtido para TeA com o valor
encontrado na literatura verifica-se que o método desenvolvido € mais sensivel. O
limite de 11,0 ng/g é aproximadamente duas vezes mais sensivel que o método
desenvolvido por STACK er alii (1985) que apresenton valor de 25 ng/g para o TeA,

em CLAE com detector ultravioleta/visivel.

O limite de detecgio de 8,0 ng/g obtido para CpA em produtos de tomate €
aproximadamente dez vezes mais sensivel que o método desenvolvido por GOTO et
alii (1987) que apresentou valor de 100 ng/g para amostra de milho ¢ seis vezes menor
que o valor obtido de 50 ng/g por URANQ et alii (1992) também para amostras de

mutho,

4.5.5, Curva Padrio

As curvas de calibragfio, para CpA e TeA, foram elaboradas utilizando-se sete
solugBes metandlicas de concentragBes variadas (Tabela 23). As carvas de calibraciio

para CpA e TeA estfio nas Figuras 20 e 21, respectivamente.

A regressio linear foi calculada a partir dos valores obtidos. Determinou-se
que y = 2,6021x - 0,0439 (r=0,9894) para CpA ¢y = 2,3331x + 1,9156 (1=0,9987)
para TeA. O limite de confianga foi calculado para cada curva (WERNIMONT, 1985)
e concluiu-se que as retas passavam pela origem (x=0 ¢ y=0). As equagdes utilizadas
para determinar as concentragbes de CpA e TeA a partir das area relativas obtidas

foram y = 2,6021x e y=2,3331x, respectivamente.
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As curvas de calibragdo usadas foram lineares nas concentracdes de 0,36 a
10,74 ng/ul. e 0,48 a 7,4 ng/ul para CpA e TeA, respectivamnente. NORRED et alii
(1987) utilizaram uma curva de calibragiio que a linearidade era de 0,016 a 15,6 ppm
("=0,997) para CpA. Na andlise de CpA em amostras de milho foi usada uma curva
de calibraglio linear de 0,5 ng a 3 pg (GOTO et alii, 1987)

Tabela 23. Faixa de linearidade e coeficiente de variagdo para os acido ciclopiazdnico

e acido tennazdnico.

Micotoxina Faixa de linecaridade ~ Coeficiente de variagdo médio
(ng) (%)
Acido ciclopiazénico 7-215 3,17

Acido tenuazénico 10-148 3,95
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Figura 20. Curva padrio do acido cicloptazbuico, CV = 3,2% (1,57-5,83%),
Y=2,6021X.
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Figura 21. Curva padrdo do acido tenuazdnico, CV =3 9% (1,35-5,77%), Y=2,3331X.
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4.6. Levantamento da incidéncia de alternariol, alternariol monometil éter, dcido

ciclopiazbnico ¢ dcido tenuazénico em produtos de tomate comercializados na

regido de Campinas, S.P.

As amostras de produtos de tomate foram submetidas inicialmente a uma
triagem de acordo com os procedimentos descritos em 3.9.4.1 ¢ 3.9.4.2. As amostras
positivas foram analisadas em duplicatas e registrados os espectros dos picos
correspondentes as micotoxinas, numa faixa de 200 a 500 nm. A confirmagdo de
identidade das substincias foi realizada pela comparagio dos espectros dos picos das
amostras com os espectros dos picos correspondentes aos padrdes. As caracteristicas

do padrbes no ultravioleta estfio descritas no item 3.8.

Na Figura 22 estdo representados os cromatogramas de uma amostra de produto
de tomate nfo contaminada (A) e de uma amostra fortificada (B) com AME e AOH,
respectivamente. Os espectros correspondentes a AME (Figura 23) ¢ AOH (Figura 24)
foram registrados a partir da amostra fortificada com as duas micotoxinas. Para a
comparagiio foram utilizados os cromatogramas e espectros dos padrdes de AME e
AOH apresentados nas figuras 25(A e B) ¢ 26(A e B), respectivamente. Observa-se no
cromatograma correspondente a amostra fortificada (Figura 22-B), que o pico do AME

esta melhor separado dos picos interferentes do que o pico do AOH.

O perfil cromatografico de umna amostra de produto de tomate nfio contaminada
com CpA ¢ TeA esta na Figura 27(A). O cromatograma de uma amostra contaminada
com CpA est na Figura 27(B). Na Figura 28 estéio representados o cromatograma € 0
espectro do padriio de CpA. A confirmagfio de identidade do CpA foi realizada pela
comparagdo dos espectros de absorvincia obtidos pelo detector de espetrofotométrico
com arranjo de diodos em amostras contaminadas (Figura 29-A), amostras fortificadas

cor o padro (Figura 29-B) e o padrio puro (Figura 28-B).
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Na andlise do cromatograma de uma amostra contaminada com TeA (Figura30),
vé-se que o pico correspondente a0 TeA ndo estd bem separado dos picos dos
interferentes. Na Figura 31 temos o cromatograma ¢ o espectro do padrio de TeA. A
comparago dos espectros do TeA na amostra contaminada (Figura 32-A} com o
padrio puro (Figura 31-B) e na amostra fortificada (Figura 32-B) ¢ indispensdvel para

determinar-se a contaninagfo.

No levantamento da incidéncia das quatro micotoxinas houve amostras que
estavam contaminadas simultaneamente com CpA e TeA. Na Figura 33 temos um
cromatograma de uma amostra contaminada com estas duas foxinas. Neste caso,

tambem foi feita a comparagio dos espectros das amostras com os padrdes.
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Figura 22. Perfil cromatogrifico de uma amostra de produto de tomate ndo

contaminada (A) e fortificada (B) com AME ¢ AOH.
Condigtes: Coluna; Spherisorb ODS-2, 5 ym, 250 x 4,6 mm
Fase moével: Metanol/agua (80:20, v/v) com 300 mg de
ZnS0,. TH,O/L
Vazio: 0,7 mL/min
Detector: Espectrofotométrico com arranjo de diodos a 250 nm
Quantidade de amostra injetada: 20 ul
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Figura 23. Espectro no ultravioleta de alternariol monometil éter obtido do
cromatograma de produto de tomate fortificade com o padrio (Figura 22-B).
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Figura 24. Espectro no ultravioleta de alternariol obtido do cromatograma de produto
de tomate fortificado com o padrio (Figura 22-B).
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Figura 25. Perfil cromatografico do padréio de alternariol monometil éter (A). Espectro
no ultravioleta do padréo de alternariol monometil éter (B).
Condigdes:Coluna: Spherisorb ODS-2, 5 pm, 250 x 4,6 mm
Fase movel: Metanol/agua (80:20, v/v} com 300 mg de
ZnS 04 . 71'}20/1_,
Vazio: 0,7 mL/min
Detector: Espectrofotométrico com arranjo de diodos a 250 nm
Quantidade de amostra injetada: 20 pL
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Figura 26. Perfil cromatografico do padrdo de alternariol (A). ESpectro no uitravioleta

do padrio de alternariol (B).

Condigdes:Coluna: Spherisorb ODS-2, 5 yum, 250 x 4,6 mm
Fase mével: Metanol/agua (80:20, v/v) com 300 mg de
ZIISO;;.?HQO/L
Vazdo; 0,7 mL/min
Detector: Espectrofotométrico com arranjo de diodos a 250 nm
Quantidade de amostra injetada: 20 pL
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Figura 27. Perfil cromatografico de uma amostra de produto de tomate ndo
contaminada com é&cido ciclopiazdnico ¢ acido tenuazOnico (A) e
contaminada (B) com 4cido ciclopiazbnico.

Condigdes:Coluna: Spherisorb ODS-2, 5 um, 250 x 4,6 mm
Fase movel: Metanol/dgua (90:10, v/v) com 300 mg de
ZIISO;;?HgOfL
Vazio: 0,8 mL/min
Detector: Espectrofotométrico com arranjo de diodos a 280 nm
Quantidade de amostra injetada: 20 pL
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Figura 28. Perfil cromatografico do padriio do 4acido ciclopiazbnico (A). Espectro no

ultravioleta do padrdo do acido ciclopiazdnico (B)

Condigdes: Coluna: Spherisorb ODS-2, 5 ym, 250 x 4,6 mm
Fase mével: Metanol/agua (90:10, v/v) com 300 mg de
.ZIIS047H20/L
Vazdo: 0,8 mL/min
Detector: Espectrofotoméfrico com arranjo de diodos a 280 nm
Quantidade de amostra mjetada; 20 pd.
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Figura 29. Espectro no ultravioleta do acido ciclopiazénico obtido apartir do
chromatograma (Figura 27-B) de produto de tomate contaminado (A).
Espectro no ultravioleta do padriio do acido ciclopiazénico de amostra
fortificada (B).
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Figura 30. Perfil cromatografico de wma amostra de produto de tomate contaminada
com acido tenuazinico.

Condigdes: Coluna: Spherisorb ODS-2, 5 yum, 250 x 4,6 mm
Fase movel: Metanol/agua (90:10, v/v} com 300 mg de
ZnS0,. THO/L
Vazio: 0,8 mL/min
Detector: Espectrofotométrico com arranjo de diodos a 280 nm
Quantidade de amostra injetada: 20 uL
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Figura 31. Perfil cromatografico do padriio do Acido tenuazdnico (A). Espectro no
ultravioleta do padrdo do acido tenuazbnico (B).
Condicdes: Coluna: Spherisorb ODS-2, 5 um, 250 x 4,6 mm
Fase movel: Metanol/agna (90:10, v/v) com 300 mg de
ZnS0,. 7TH,O/L
Vazdo: 0,8 mL/min
Detector: Espectrofotométrico com arranjo de diodos a 280 nm
Quantidade de amostra injetada: 20 pl
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Figure 32. Espectro no ultravioleta do 4cido tenuazdnico obtido a partir do
chromatograma (Figura 30} de produto de tomate contaminado (A). Espectro
no ultravioleta do &cido temuazdnico de amostra fortificada (B).
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Figura 33. Perfil cromatografico de uma amostra de produto de tomate contaminada

com acido ciclopiazénico ¢ acido tenuazdnico

Condigdes: Coluna Spherisorb ODS-2, 5 um, 250 x 4,6 mm
Fase movel: Metanol/agua (90:10, v/v) com 300 mg de
ZIISO.Q?H;O/L
Vazdo: 0,8 mL/min
Detector: Espectrofotométrico com arranjo de diodos a 280 nm
Quantidade de amostra injetada: 20 pL
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Ao todo, produtos pertencentes a 11 marcas foram examinados. As amostras de
SUco de tomate (11 amostras) mostraram-se livies de contaminagfio por AME, AOH,
TeA e CpA. Das 22 amostras de polpa de tomate (Tabela 24}, 6 amostras estavam
contaminadas com CPA numa faixa de 64,0 a 177,9 ng/g e 7 amostras contaminadas
com TEA numa faixa de 45,0 a 129,3 ng/g. Entre as amostras contaminadas, apenas

uma amostra estava contaminada simultaneamente por CpA e TeA.

Nas amostras de puré de tomate (22 amostras) (Tabela 25), a contaminagio por
TeA e CpA foi detectada em 4 e 2 amostras, respectivamente. Entre elas duas
amostras estavam contammadas simultaneamente por TeA e CpA. As concentragBes

de TeA variaram de 34,0 2 88,3 ng/g e a de CpA de 36,55 117,0 ng/e.

As amostras de extrato de tomate (24 amostras) ¢ tomates pelados (1 amostra)
nio apresentaram contaminagdo por nenhuma das quatro micotoxinas nos niveis
detectados. Das 80 amostras de produtos de tomate analisadas, 10% (8) estavam
contaminadas com CpA e 13,7% (11) com TeA, sendo que 3,8% (3) estavam

contarninadas com TeA e CpA.

SCOTT & KANHERE (1980), analisando 8 amostras de tomate de 6 fabricantes
diferentes, observaram a presenga de acido tenuazdnico em todas e em concentrages
variando de 0,1 3 0,01 pg/g. STACK et alii. (1985) pesquisaram alternariol monometil
éter ¢ acido tenuwaznico em 142 amostras de tomates visivelmente emboloradas
retiradas de linhas de produgfio de ketchup. Nfo encontraram alternariol monometil
éter, mas encontraram #cido tenuazdnico em 73 das amostras, em concentragdes
variando de 0,4 a 70 pg/g. WITTKOWSKI ef alii (1983) também ndo detectaram a
presenga de AME e AOH em produtos comerciais de tomate, MISLIVEC et alii
(1987) analisaram 146 amostras de tomates frescos visivelmente mofados, sendo que
73 amostras foram positivas para TEA numa faixa de 0,4 a 69,7 ug/e. Nio existem
relatos de contaminagdo de tomates e seus produtos com &cido ciclopiazénico que

sejam do nosso conhecimento.
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Tabela 24. Incidéncia de alternariol, alternariol monometil éter, acido ciclopiazénico e
acido tenuazénico em amostras de polpa de tomate.

Marca Amostra Alternariol Altemnariol Acido Acido
(ng/g) monometil éter  tenuazbnico ciclopiazdnico
(ng/g) (ng/g) (ng/g)

B 1 n.d. n.d. nd. 65,5+ 13,9
2 n.d. n.d. n.d. n.d.
3 n.d. n.d. nd. 177.9 + 14,1
4 n.d. nd 02,7+ 327 n.d.

C 1 n.d. n.d. 45,0 £ 3,0 n.d.
2 nd. n.d. 558+ 3,0 n.d,
3 n.d. n.d n.d. n.d.

D 1 n.d. nd n.d. n.d.
2 n.d n.d. n.d. nd.
3 n.d n.d. nd. n.d.

G 1 n.d. n.d. n.d. n.d.
2 n.d. n.d. nd. n.d.
3 n.d. n.d. nd. n.d.
4 nd. nd. n.d. 104,7 £ 15,7
5 n.d. n.d. nd. 64,0 £ 11,5
6 n.d. n.d. 87,5+235 1340+321
7 n.d. n.d. n.d. 1075+ 153

J i n.d. n.d. 91,8t 56 nd.
2 n.d n.d. 1293 + 13,1 n.d.
3 n.d. nd. nd. n.d.

L 1 nd. nd. n.d. n.d.
2 n.d. n.d. 86,7 £ 0,7 n.d.

n.d.= nio detectado

Os resultados represenfam a média de duas determinagfes. O desvio padrdo das
duplicatas esta indicado ao lado de cada valor médio.
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Tabela 25. Incidéncia de alternariol, alternariol monometil éter, acido ciclopiazénico e
ctdo tenuazdnico em amostras de puré de tomate.

Marca Amostra Alternariol Alternariol Acido Acido
(ng/g) monometii éter  tenuazdnico ciclopiazbnico
(ng/g) (ng/g) (ng/g)
B 1 n.d. nd. n.d. nd
2 n.d. n.d. n.d. n.d.
C 1 nd. n.d n.d. n.d.
2 n.d. nd n.d. nd,
3 n.d. n.d n.d. n.d
4 n.d. nd n.d. n.d.
D 1 n.d n.d 34,0185 nd.
G 1 nd nd nd. nd.
2 n.d nd n.d. nd
3 nd n.d n.d. n.d.
4 n.d nd 87,7+ 1,3 n.d.
5 n.d. n.d n.d. n.d.
6 n.d. n.d n.d. n.d.
[ 1 nd n.d. n.d. n.d.
2 n.d nd. 883 +274 117,0+433
3 n.d. n.d. n.d. nd.
K i n.d. n.d n.d. n.d.
2 n.d. nd n.d. n.d.
3 n.d. nd n.d. n.d.
4 n.d n.d. 36,0 £ 0,6 36,51 5,5
5 n.d n.d. n.d. n.d.
6 n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d= ndo detectado

Os resultados representam a média de duas defermmagdes. O desvio padrdo das

duplicatas estd indicado ao lado de cada valor médio.
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5.0. CONCLUSOES

1. Uma metodologia simples e rapida fo1 desenvolvida para determinagfio simultinea
de alternariol e de alternariol monometil éter em produtos de tomate, por CLAE. A
simplicidade e rapidez podem ser afribuidas a substituigAo de etapas trabalhosas e
demoradas de limpeza do extrato como o uso de coluna de silica, centrifugagio e
varias partiches para diferentes solventes, por apenas uma clarificagio com sulfato de
aménia e particfio para cloroférmio. As recuperagdes médias obtidas foram de 98,7%
para AME e de 84,1% para AOH, para sete niveis de contaminag@io. A repetibihdade
em amostras fortificadas exibiu coeficientes de varniagio de 0,8% ¢ 5,4% para AME ¢
AOH, respectivamente. Os limites de detecgdo do método para AME e AOH, nas
amostras de produtos de tomate, sdo de 2,0 ng/g e 5,0 ng/g, respectivamente. Todos

estes fatores fornecem indicadores da aplicabilidade do método.

2. Foi desenvolvida e avaliada uma metodologia para determinaciio de acido
ciclopiazdnico e 4cido tenuazénico em produtos de tomate, por CLAE. E uma
metodologia de facil exeqiiibilidade, pois na limpeza do extrato temos apenas parti¢les
com hexano e com cloroformio. A avaliagio reahizada mostrou recuperagdes médias
de 75,7% e de 83,3% para os CpA e TeA, respectivamente, para sete niveis de
contaminagdo. A repetibilidade em amostras fortificadas demonstrou coeficientes de
variagio que sdo de 7,3% para o CpA ¢ de 1,8% para o TeA. Com amosiras
contaminadas naturalmente encontrou-se coeficientes de variagfio de 19,2% para o
CpA e de 13,4% para o TeA. Os limites de detecgo do método proposto foram de
8,0ng/g para o CpA e de 11,0 ng/g para o TeA. A simplicidade do método e os

resultados obtidos na avaliagio indicam que este método tem uma boa aplicabilidade.
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3. As reagdes de derivagio testadas para a confirmagéo de identidade de AME, AOH,
CpA e TeA mostraram-se inadequadas nas condigBes testadas. Apesar da ndo
obten¢do de resuitados promissores, maiores estudos deveriam ser realizados
procurando-se rteagdes de derivaglio quimica que fornegam a confirmagio de
identidade dos compostos. Isto facilitaria a utilizagio dos métodos por laboratérios que

ndo possuem detector espectrofotométrico de arranjos de diodos.

4. Constatou-se por um simples teste de aquecimento dos padries de AME, AOH,
CpA e TeA a 90°C por 30 minutos, que Cpa e TeA formam compostos derivados,
possivelmente isdmeros 34 conhecidos pela lhiteratura, quando submetidos ao
tratamento térmico. A presenga destes compostos deve ser considerada quando se
trabalha com amostras de produtos de tomate que sfio submetidos a tratamentos

térmicos, seja nas etapas de concentragdo ou pasteurizagdo.

5. O levantamento reahizado para determimar a incidéncia de AME, AOH, CpA ¢ TeA
em oitenta amostras de produtos de tomate comercializados na regifo de Campinas
(extrato, polpa, puré, suco e tomates pelados) demonstroun que 10% estavam
contaminadas com CpA, 13,7% com TeA, sendo que 3,8% estavam contaminadas com
TeA e CpA simultaneamente. Na literarura existem relatos da presenca do TeA em
tomates, mas 0 AME e o AOH ainda nfio foram encontrados em produtos de tomate,
A Tuz dos nossos conhecimentos esta foi a primeira vez que o CpA foi detectado em

produtos de tomate.
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