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RESUMO

Tricotecenos tem sido encontrados em arios diversos em
todo o mundo. IntoxicacBes em animaie aue comsumiram racBes conta-
minados com Fusarium sic freguentemente relatadas no sul do  Bra-
sil. MNo entanto, nio existem dados sobre n incidéncia de tricote~
cenns  em alimentos ou racdes no pais. Umz das razSocs dests lacuna
pode ser & falta de métodes analiticos adaptiveis &s congicles dos

laboratdrins nacionaic .

No presente trabalho foi desenvolvido e avaliado, um meé-
tado para determinacio e confirmacio de sets tricotecengs (deowi-
nivalennsl, nivalennl, diacetoxiscirpenal, toxinas T2 e HT2, T2
triol e T2 tetracl) em trigo. A etapa de extracio empregs meta-
nols  KUI 4% (9+1). A limpeza £ otida através de ums clarificacio
com  sulfato de ambnia (38%3, seguida de particle paya clorofdrmio
2 uma passagem atraves de uma coluna de carvio ativasrelitesalumi~-
na  (7:3:3). Derivaclo com heptafluorobutivilimidazol & realizadas
previamente B separacio das toxinas por cromatosvatis casosa ubi-
lizando uma coluna capilar de silica fundida de 15w x ©,32mm DREEES
e detecc8o por ilonizacio em chama. A confirmaclo envolue acetila-
cdo, hidrolise ou reduclo. Os limites de detecc3n variam de $,4 =
8,5 maskg. A recuperacio média & de ABY para tricaterenss do arupg
# & 92% para tricotecenss do grupo B, A repetibilidade PRAYE amog—
tras naturalmente contaminadas variaram de 2,8% a i2.%%, para cada
tricoteceno individualmente determinado. Amostras fortificadas
mostvaram um comportamento semelhante com cosficientes de variacin

de 4,46 8 11,94,

0 wmétodo proposto foi usado para andlise de P@ amostras
de duss variedades de trigo (BH144 e IADE4)Y colhidas em der loca-
lidades do Estado de &30 Paulo. Deoxirivalenol (8,47 - &, 58
maskg!, nivaienol (@,146-0,42 malkg}, diacetowiscirpenol {&, 40
mg/kgr e towina T2 (&.88 malkyg) foram detectados em seis amostras.

A possibilidade de contaminacl8o com aflatoxinas By, Bp, By e Bp,

=£



oorratexinag 4, zearalenona & esterigmatocisting foi investigads .
Trés das amostras confendn tricotecenos tambem apresegntaram zeava-

ienona (46-2868 ua/kg).

Correlacdo entre contaminacio e varidveis coma, fungos
presentes nas amostras, variedade de trigo, condicBes climaticas
durante desenvolvimento e colheita dos grins e lpcalizacio geogra-
fica, foram estudadas por andlise de rearessio miltipla. A presen~
ta de fungos towigdnicos & altos indices pluviometricos, durante
0s estagios susceptivelis s contaminacio no desenvolvimento da se-

mente, surgivam como o5 fatores mais importantes .

Bezaito amostras de trige coletadas em elevadores £ ou-
tros tipos de armazenamento no sul do Estado do Rio Brande dg Sul,
foram também analisados para as mesmas micobowinas mencionadas .
Diacetoxiscirpencl (6,30 mgskg), deowxinivalens! (@.49 mg/kar, to-
wina T2 (@,34 malkg), TE tetrapl (1,68 mo/ke) o ocratowina A (48
ug/kg) foram encontrados em duas ampstras de trigo argentino e uma

amostra de btrigo nacional .



SUMMARY

Trichothecenes have heen shown to5 oceour in grain  crops
211 ower the world. Animal intoxications caused by ingestion of
Fusayium infected feed are fregquently reported in the sputh of
Brasil. Howewer, data is  lamcking on the incidence of
trichothecenes sither in fonds or feeds. One of the reasans for
this shortage of information may be the need for analutical
methods  more ammenable to the lahoratory conditions prevailing in

the country.

-

In the present work a method for determination and
confirmation aof seven trichothecenes {deorynivalenol, nivalenal,
diacetoxyscireenol, toxins T2 and HT2, T2 triol and T2 tetranl) in
wheat . has been developed and svaluated. Extraction gmploys
methanol 74X KO1 (P+4},  The clesnup is mccomplished through a
clarifuing step with ammonium sulfate (36%) Tollowed by partition
to chloroform and 2 passzage through 2 carbon/relites/alumina
{(7:3:3} g¢olumn, Derivatization with heptafluorchutyrylimidazol is
conducted before sepsration by gas chromatographs on a2 15Sm ¥
@.32mm  DREES fused s=ilica capillary column and detection ba &
Flame ionization detecter. Confirmation procedures involved
acetylation, hydrolysis or reduction. The detection limits varied
from 2.1 te .5 mg/kg. Average recovery obtained was BB8Y for group

A trichotherenes and 92X for group B. Repeatability for naturally
contaminated samples 1in  terms of relative standard deviation
(RGN, ranged from 2. 8% to 12.9% for the individual determinations
of trichothecenes. Spiked samples showed a similar trend with RED

spanning from 4 &Y to 14 9%

The proposed method wae used bo analvse samples of two
varieties of wheat (BHi44 and IALS4) harvested in ten different

iocations of the state of SEo Paplne.
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Deoxunivalenol (8 47-0. 58 ma/ka), nivalenol (@ 414-0 40
mgska), diacetoxyscivpenol (6.4 mg/kg) and T2 toxin (0.8 malkg)
were found in six samples. The poseibility of contamination with
aflatoxing By, Bp, ©G{ and Gp. ochratoxin &, zearalenone =and
sterigmatocystin was also investigated. Zearalencng (48 -~ POR
ugikagl wag found in three of¥ the samples containing

trichothecenes

Correlations between contamination and variables such as
fungl vpresent in the samples, wheat variets, weather conditions
during sged development and harvest and gecgraphical location werse
studied by multiple vegression analusis. The presence of toxigenic
funai plus high levels of rain during the susceptible stage QF the

sepd development proved tp be the moct impartant factors.

Eighteen samples of wheat, collected in grain elevators
and  other storage facilities in the sputh of the state of Rio
Grande do Sul, were also analused for the samg mucoloxing as
abowe . Biacetoxryscirpencl (.36 mgskay, deongnivalencl (6. 49
maZked, toxin T8 (.36 molkag), TP tetranl {1. 6B mglfkog)y and
ochratoxin & (46 ug/kg) were found in twe samples of Argentinian

wheat and one sample of Bracilian wheat |

xiv



1i— INTRODUCXD

A culturs de trigeo tem assumide uma grande importdncia
pars o pais em funcloc da crescente demanda, como pode se verificar
peglo aumento de S50% no consumo per capita ocorrido entre 1979 o
1988, A produtividade brasileira 8, em média, 58% da mundial . Por
viariass vrazfies, entre elas, doencas, = producio nacional n80  wvem
atendendo as necescidades internas, tornande necessaria 2 importa-

cHo.

Az condicBes climaticas nos palses tradicionalimente ex—
poriadores de trigo favorecem o rrescimentso de fungos e z producio
de toxinas, tornandeo importante =z capacitacie a nivel nacional pa-

ra analise de micotoxinas em grics importados.

As regilies sul e sudeste do Brasil sfeo as maiores produ-
toras de cereais, principalmente de scja e trigo. Na regigo sul,
ceorrem  invernos frios g Umidos, com temperaburas médias entre 10
e 13°C e umidade relativa entre 70 & 90%. Estas condicBes s3p sc~
recialmente propicias a produclSc de tricotecenos pror fungos do gé-~
nere Fusarium. Ha regilo sudeste, o Estado de 530 Paulo, o ter-
ceiro em produg8o de trigo no pais, possue em algumas zonzs triti-
colas crlima muito semelhante aos verificados no sul do pais. Tal
situagd3e climatica coincide com a Spoca de florag8o e formagBo do
grio de frigo, Jjustamente quando a semente ests mais susceptivel a

contaminacio por fungos de campo.

As diferentes espécies de Fusarium podem produzir diver—
sas micotoxinas, mas s3o0 mais conhecidos os tricotecenos e a ZEga—
ralernona. Os tricotecenos constituem um grupo de mais de cem com—
postos sesquiterpendides, com diferentes niveis de toxicidade  US—
mitos, diarréia, erupcBes na pele, leucopenia, alteracSes no sisg-
tema hematopoiético e linfocitdrio tem sido os principais sintomas

relatados em animsic ¢ humanos.

[N



& zearalenona £ uma toxina de carater estroednico e seus
efeitos s3c frequentemente observados em animais de CYiBCiEn  que

consomen gracs contaminadns por fungos.

Dentre as micotoxinas ainds ndo estudadas no Brasil e
especialmente no  itrigo, estldo os triceotecenos, cuja presencs vem
sendo  constatada em diversas partes do mundo, inclusive na Argen-
tina, cujas condicles climdticas s8o muito semelhantes as do  sul

do Brasil e de onde provem grande parte do trigo importado.

Por outro lade, a2 necessidade de ums metodologia anali-
ticra capaz de determina¢ido simultdnes de tricotecenos nos alimen-—
tos wvem sendo ressalitads por sntidades comp & Asspciation  of
gfficial Analutical Chemists (General Referes Reports). LCo-conta-
minag80 e interconversio de tricotecenos reforgs a existéncia de

uma lacuna nos metodos disponiveis,

Tendo em vista estas consideragcdes os obietivos deste

trabalho fovam:

1} desenvolvimento de uma metodologia para determinacio sinmultinea
de sete tricotecenns (diacetoxiscirpencl, deoxinivalenol, towi-
na HTE, nivalenol, toxina T2, T2 tetracl, TP triol} em grios de

trigo., empregando cromatografis casoss.

P determinagio de trirotecenns e outras micotoxinas (aflatoxinas
Bi.,B2.061i,68.,esterigmatocistineg, aecratoxing 2 zearalenons) em
grEos de btrigno cultivados em der estacdes experimentais dp Es-

tadp de 830 Paulg

3y verificag¢Bo da correlaclo da incid8neias de tricotecenos com faw

tores hidticos e abidticos.

4y determinacio de tricotecenos e putras micotoxinas em trigo ar-

marenado e comercializado na regido sul do Rio Grande do Sul .

il



22— REVISAD DA LITERaATURA

2.1 ~ Tricotecenos

0s tricotecenos sdo metabdlitos produzidos por  fungos
dos  gengros Fusarium, Murothecium, Tricothegium, Cephalosporium,
Verticimosporium e Stachubolhrys (Eppleu, 1979; Uena, 1983, i984;
Snyder, 1986; Scott 1988:.

0 nome tricoteceng para a estruturs destes metabdlitos,
caracterizadas por um esqueleto triciclico, formado por ciclohewxwa~-
na, ciclopentano ¢ um anel furandico e grupps metila substituindo
alguns carbonos dog andis, foi sugerido por Godtfredsen nos  anos

spagenta (leno, 1783%.

Fregman g Morrison isolaram o primeive cowposto deste
grupt, o btricotecim, guando procuravam identificar a estruturs de

um composto antifdngico produzido por culturas de Irichkobecium

ros (Ueno 1983, 1984, Snuder 1984). Na década de sessenta no-
vwog compostos deste grupo foram isclados e caracterizados, entre
gles: discetowiscirpenel, niwvalenol, fusarenonzs X e towing T2,
Decde entBo, mais de cem tricotecencs foram isolados em laborato-
rig, & parbtir ge meios de cultura (Scott, 1988; Betina, 1989:.

fls tricotecenos tem sido as micoboxinas mais estudadass,
depois das aflatoxinas. Nos dltimos trinta anos um volume consi-
de?évei de informacOes com relagdo a sua estrutura, toxicoloois,
patologia, micologiz e biocquimica vem sendo coletadas (Snyder,

19286} .



£2.1.%3 ~ Naturera Quimica dos Tricmteceﬁos
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Figura %3 Estrutura e Sictems de numerac8o dos tricotecenos.

Os tricotecenos s8o anéis tricotecanos que apresentam
uma dupla ligac3o entre os carbonos 9 e 10 e um grupamento eporido
nas posicdes doze e treze da estrutura {Figura 1. Substituintes,
tais como, hidrogénios, hidroxilas, acilas, epduidos pu  esteres
podem estar presentes nos carbonps 3, 4, 7, 8, 14 e 15 {Bnuder,
i9846; Ueno, 198&8; Eppley, 1979},

Considerando estes substituintes, existe uma classificg~
¢80 dos tricotecenos em quatro grupos: 4, B, C e D Nno grupo A
estio os tricotecenos fuja posicio 8 tem como eubstituintes grupos
acilados ou hidroxilas, como a towxina T2 e o diacetoxiscivrpennl. O
grupn B € constituido por compostos onde na posicio B estd um aru-
pamento cetdnico, assim como o nivalenol e o deowinivalenol. 0Os
tricotecencs do tipo € possuem dois grupamentps eptridos, como a

crotocing. Tricotecenos macrociclicos constituem o arupo I, onde
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est30 a roridina, a verrucarina e a sabtratoxins {Ueng, 1984,
Snuyder, 1984). Mais recentemente vem sendo acrescentado um quinto
grupn & esta classificaclo, constituido por compostos tricotecanss

que nin possuem epdOxido na estrutura (Uesno, (98&).

Uma oubtra classificarfo considera 3 presengas ou nis de
aneis macrociclicos ligados 20 carbono 4 e carbono 5, nomeando-os
tricotecenos macrociclicos e nlo macrociclicos (Ueno, 1983,

Bngder, 1984).

Os tricotecenos nio macrociclicous, que ocorrem na natu-
reza, possuenr peso molecular entre 250 e 356, aparecem Ccomo Cris-
tais incolores, sBo oticamwente ativos & soldveis em solventes or-
ganicos de polaridade media e alta coms o clorofdrmio, sacetona,
alcoois e acetato de etila (Ueno, 1984, 1983; Snuder, 1984; Lole &
Cox, 1981).

0 anel epoxido da posigdo 18, 13 ¢ bastante estivel, mas
condicdes para sua abertura vem sendo estudsdas, uma ver que sua
integridade & a principal responsavel pelos efeitos tdwxicos destas
toxinas (Gnyder, 1%286; Ueno, (977, 1i¥86). A abertura do anel epd-
xido tem luger em meio fortemente 3cido, dando origem a um rear-
ranjo intramolecular na estruturas. Condigles drdsticas como pre-
senga de hidretos de aluminio e litio (LiAlHE) ou perdxidos, ou
aindas hidratac3o em autoclave, podem ocasionar abertura do angl e
rearranio na estrutura. Uma enzima, a epdxido hidrase, tambeém &
capaz de produzir glicdis a partir do epdxido, apds a abertura do

anel (Ueno, 1983, GBrove et alii, 41984).

0s aAtomos de carbono ligados a grupos hidroxila, acetil
o cetons podem sofrer resgbes quimicas caracteristicas. Tais
reagbes s3o reslizadas em tricoptecenos com obietivo de estudar a
sua  estrutura quimica, confirmar sus presencs em amostras de ali-
mentos & ra¢Des e verificar as alteracBes gue rossam ocorrer em
sistemas bioldgicros (Ueno, 198B3; Stahr, 1983; Growve, 1984, Snuyder,
i986; Mavochi, 198B).
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Para os arupamentas hidroxilas as reacbes mais comuns de
serem ubilizsdas para deriva-los s8o. acetilacio, alguilacio,
fluoroacet ilac8o, fluoroalquila¢Bo e sililaclo. Az oxidacBes oio

menos empregadas devido as condicdes dristicas recessirias

As  posiyDes esterificadas com scetil ou radicais ciclii-
cos podem ser hidrolisadas em meio alcaline resultando nes respec-
tivos dlcoois (Bate et alii, 1984, Rood et aidii, i988z.b).

Os tricotecenos do grupo B, que possuem funcio cetdnica
no carbono 8, podem ser reduridos aps alcoois correspondentes, spob
condigbdes moderadas, tanto de temperatura como de potencial de

gxido-reducio do remgente.

Sabe-se que durante o metabolisme secunddrio dos fungos
progutores de tvicoteceno podem ororrer reacdes de hidrolise efou
acetilacgdo catalisadas enzimaticamente com interconversio dos me-
taboltitos produzidos {(Uenc, 1983; Savard, 19%4).

2.14.2 -~ Efeitos Toxicos

Sintomas cararteristicos dos efeitos toxicos agudos dos
tricotecenos  em humanos sdo vomitos, diarvéia, asnorexiz, altera-
cBes hematoldgicas, angina necrdtica, disturbios neurcldgicos,
destrui¢do da medula dssem e hemorragia genevalizada, seguidos ou
ndno por morte. Os wesmos sintomas podem ser ohservados em animsis
intoxicados {(Scott, 1984, Snuder, 1984; leno, 419848).

Embora surtos wem animais, ocasionados por toxinas de
Fusarium e Stachubobrus, sejam conhecidos desde o sédculo XVIII, o
papel dos tricvotecenos como agentes etioldgiros destas doengas 6
foir zaracterizado por Bramburg e Hsu e seus colaboradores no final
da década de sessenta {(Ueno, 1983). HNa ocasifo, foi demonstrado
gue a presenga ds toxina TE em ragdbes era 3 responsdvel pela morte
de vacas leiteiras que consumiam este alimento contaminado (Hsu et
alii, 19727,

0 surto cldssico de fusarictoxicose em humanos, aue re-
gistrou caseos fatais, ocorreu apds 3 segunda gquervra mundial . A po-

pulacio atingida consumiu alimentos produzides a partir de grEos



gue nac  puderam ser colhidos durante o inverno., Os sintomas  da
doenga, denominads ARleuxiz Tawxica Alimentay, foram febre, angina
necritica, leucopenis, destruicBo da meduls dcssea seguidos de mor-
tes. Posteriormente atriboiu~sg estes sintomas a presenca de tri-
cotecenns, pols gram semelhantes aos encontragos em  estudos bowi-
coldgicos com estas micoftowinas  (Osborne. 1988, Uens, 1983,
Snuder, 17B&).

Os trabalhos de Uenp {1984&) e Marochi (1988} apresentanm
tabelas onde 530 apresentados cutros cesos clissicos de toxicoses.
Pode-se wverificar gue 0% sintomas degorrentes da intoxicacio por
tricotecenos que foram verificados em animaie e humanos, tanto
antes do desenvolvimento does metodos analiticos adeguados, como

apds, J& eram associsdos s contaminacio fungica de alimentos.

MHais recentemente, Bhat e colaboradores (198%) verifica~
ram um surto de fusarictoxicose no vale de Kashimir na India. Os
disturbios foram observados na porulac3o apds z ingestlo de pio de
trigo contaminado cop fungos dos génerpos fAspergillus & Fusarium.
sz micotoxinas detectadas meste frigo foram deoxinivalennl (@1 -
$.43 mosKgy, nivalenpl (@,83 - &,1 mg/kg:, toxina T2 (&,3%3 - 6,8
magkgl & acetildeoxinivalenpl (8.4 — 2.4 mglkgy.

Casos de micotowxicoses sssociadas 8 btoxinas de Fusarium
vem iouzlimeste sendo relatados em suinos na Argentina (Marpegan,
1988, e esm bumanes na Chins & Africa do Sul. Ds dltimos associa~
dos . a uma alta incidéncia de carcinomas no estGfago (Xia et alii,

$98%; Luo et alii, 1996; Sydenham et alii, 1998).

Dz efeitos mais estudados dos fricotecenns s8o0 os dérmi~-
rons, emgticos ¢ no sistems sangiinec. OGrandoni e colaboradores
{19903, dempnstraram gue np sistemsz sangildinen, as plemguetas tambénm

tem  sua funcio inibids na presenca de tricotecenos, como toxinz

T2, diacetoxiscirpenct e HTZ, Esta atividade parece apresentar
uma corvelacio positiva com o carster lipefilico ds toxinza. Em
culturas, as células renals de fetos bovinos também s mostraram

susreptiveis aos efeitos toxicos da toxinag T2 (Yoneygama & Sharma,
1989 .



3 fato destms micotoxinags astingivem diversos Org3os tem
chamado 2 atencBo dos pesguisadores. Numerosos experimentas  com
aniwmais de laboratoric tem sido realizados, visando reproduzir os
sintomas ocasionados pela ingestdo natural, assim como compreender
o modo de a¢glo dos tricotecenos. A diversidade de sintomas obser-
vados indica que os tricotecenos atuam nas etapas de transcrigio e
translacio do RNA. Conseguentemente ocorre inibicBo da sintese de
vrofteinas e portanto descontrele na atividade metabolics 8 sua re-
gulagse {(Kieseling, 1984; Shepherd & Gilbert., 19B%; Snuder, 1984,
eno, 1784).

A inibiglo dap sintese proteica ocorre pela ligsgdo do
grupg eptxido do tricoteceno com grupamento SH dos amincdcidos que
conphe = pepbtidil transferase, mas ocubtras enzimas do processo po-
dem ser alteradas por este mesmo mecaniswmo. As ceélulag de fungio
imunoldgicas parvecem s5€r mals sensiveis z este efeito sue as de-
mais relulas dos arganismos (Ueno, 1977, Bhepherd & Gilberit, 1984,
Gnuder, 178B4; Ueno, 198&).

& toxicidade dos tricotecenos depende da presenca  deo
anel epdxido nes carbonos 12,13 e da dupla ligaglo nos cavbonos
$~§@. Eada tricotecgno, ew particular, também tem sys atividade
determinada pelo ndmero e posicio de hidroxilas e ésteres nas de-
mais posicoes. Exemplificando, um triceteceno com um peauens subs-
tituinte no carbono 4 pode atuar como inibidor na fase terminal ds
sintese proteica. Um ester na posicdo 4 pode tornar o composio Ca-
paz de inibir a elongzcio da cadeiz de proteina (Kiessling, 1986;
Yano, 1986},

Ds tricotecenos matvrociclicos s8o os mais potentes e sBo
os aue comumente ocasionam intoxicacdes agudas. A toxicidade dos
tricptecenns ndo macrociclicos varia entre o deoxinivalenonl e a
toxing T2 gue & a mais tdxica para a maioria dos animais - experi-
mentados. Niveis na faixe de @,95 a 1@ ug por kilo de pesc Corpa-
rea dos diferentes tricotecenns s850 necessérios pars serem obser-
vados efeitos dérmicos. Efeitos eméticos sBo observados aquando do-
ses de 0.1 a 13,5 mg/Kg de pesc corpores  sio administradas. As
doses lebtais wvariam em torng de 1 e 700 mg/Kg de peso de pese cor-
poren {(Shepherd & Gilbert, 1784; Snuder,. 19P86; Ueno, 19847
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0z trigotecenos durante sew metzholisme podem  sofrer
reacBes de hidrdlise, hidroxilagBo, aberturs do anel epdxide e
conjugachn, resultando em compostos de toxicidades pouce conhegi~
das. & importdncia de cada reagioc varis para cada espécie animal,
justificandp as diferentes manifestagbes observadas gquando da in-
geatBo das texinas (Ueno, 1983, 1988).

0 Gnico tricoteceno que dewmonstrou atividade teratogeéni-
ra $o0i a toxina T2, em camundongos. Um aspecto da carcinocgenici-
dade foi phservado em estudos epidemicoldgicos relacionandoe z pre-
senca de tricotecenps em dietas ¢ o aparecimento de cidncer de esd~
fagp em populacBes de China e da Africa do Sul (Xis et alii, 178%;
Sydenham et miii, 1996).

s efeitos fitotodxicos de tricotecencs vem sendo ocberva-
dos em c¢eresis gue fiveram sua atividade mitotica alterada pels
acio de diacetoxiscirpencl, deoxinivalenol ¢ fusarenona X (Qasale
& Hart, 19B&;: Packa, 1971).

&5 rcaracteristicas de maltagewm da cevada, bem como o
rrescimento e atividade de leveduras durante o processo fermenta-
tivp de hebidas tambeém 3o influenciadss pelr presenca de diaceto-
wiscirpencl e deoxinivalenol nos grios utilizados., Constatou-se
que o efeito do deoxinivaiensl € menos acentuade que do diaceto-

xiscirpenal (Schapira et alii, $1989; Whitehesd & Flannigan, 1%8%).

7 £ 72 - Fatores que influenciam o desenvolvimento fungico & a pro-

ducln de tricotecenos,

As situacdes em gue ocorre crescimente dos fungos e produ-~
¢35c de micotoxinas estio resumidas na Figura 2. Pode-se observar
que os estigins de matuyragso, assim comoe o armazenamento de semen~
tes s3o os mais propicios para s invasl8o e producdc de micotoxinas
por fungos. As mirctoxinas podem bter seus niveis diminuidos ape-
nas durante o desenvolvimento da planta, por abortamento das par-
tee com maior grau de contaminagBo, £ gurante ©o processamento, pe-
la separatcSo das diferentes partes das semenbtes ou por outros pyo-—

cessng Yisicos e guimicos.
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fs  sementes destinadas an consump animel nic 530 subme-
tidas a0s mesmos criterios de selecdo gque &#s destinadas ap consumo
humanoe. bEste fate aliado ac menor ndmervo de etapas de processamen-
to, justificam, em parte, o maior nuimereo de relatos de micotoxico-

ces em animais.

Ne proceszo de contaminaclo de sementes por fungos, no
campe ou durvante o armazenamento, s8c fatores criticos s disponi-
bilidade de zgua e B temperatura. O nivel idesl pars cads pspocie
g linhagem de fungo, ¢ ums cavacteristica individual (Mills & Hal-
lage, 197%; Abvamson et alii, 1990),

Por exemplo., as espécies de Fusarium s3o comuments en-
contradas no solo, na superficie das plantzss e, consequentemente
apds 3 cotheita podem permanecer nos grios, duvrante o armazenamen-—
to, so contrarip de Asperoillus sp € Penicillium sp aue sho consi-

devados exclusivos deo armszsenamento.

Christensen e Kaufmann {1945}, classificeram os fungos
contaminantes de grios segundo suas necessidades de dgus em fun-
gos de campe” e “fupngos e armazenzmento’, necessitando para seu
gatabeleciments de umidades acima de 20% o gntre 13-18¥% respecti-
vamente. Entretanto, aindz que o género Fuesariuym seis considerado
“"Fungo de campo”, especies do género sio constantemente isoladas

de milho armazenado {(Mclbean e Beriak, 1987,

Fatores  como: pH do solo, composicBo de gases na atb-
mosfera, interagio com bactérias, outros fungos e artrdpodes,
agrotounices, irradiacBe, danos fisicos e pridticas agricolas tam-
kém podem influenciar o desenvolvimento de fungos em sementes
(Kissman, 1977; Teich & Hamilton, 1983;: Blaney et alii, 198,
Beis, 1984; Lacey, 17BB; Weood & Carter, 1%8%; Abramson et alii,
1999) . As caracteristicas da variedade influenciam na sensibilida-
de a infecgdo por fungos, como por exemplo 3 altura do vegetal gque
apresenta corvelagBo negativa com a susceptibilidade & infecglo
{Gchroeder & Christensen, 1%943; Kissman, {977; Couture, 1985;
Linhares et alii, 1986; aAbramson et alii, 1987, Annone & Frubons,
1988; Teich, 198B%:.
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Ho caso especifico de produclo de tricotecenos g Peara-—

lenona, os fungos dos géneros Fusarium, Stachibotrys, Murpthecium
2 Iricothecium s30 o0s principais contaminantes de sementes . Entve-

tanto, as espécies do género Fusarium sip predominantes, princi-
palmente guando se frata de tricotecenpe dos grupos & ¢ B {Huratsa,
1977; leng, 198483,

Vem gsendo verificada ums correlaclo positiva entre R

Presenia de Fusarvium equiseti, Fusarium culmorum, Fusarium
sambicinum, Fusariuwm oxusporum, Fusarium pose e outras espécisc de

Fusarium e de tricotecenos come deoxinivalenol, nivalenol, ace-
tildeoxinivalenol e fusarenons X {(Szathmary et alii, 1974; Abbas
et alii, 1989; Besch et alii, 1989, Botallico et alii, 1989,
Perkowisky et alii, 19901,

flgumas espécies de Fusarium produzem varios tricotece-

nos simulbaneamente, como € o casa de Fumarium tricinctum e

Fusarium graminearum aue podem produrir discetoxiscirpensl, toxi-
nas HTZ e Te, nivalenol e deoxinivalenol. DOutras produzem apenas
um tipo de toxina, comD € © caso de linhagens de espdcie de

Fusarium nivale que so produzem o nivalencl. Os demsis gfneros ci-

tados acims 30 geralimente produtores de tricotecenss macvoci-

clicos. Cepas de Myrotherium spp e Irichofhecium roseum & viride

podem produziv tricotecin, diacetilverrucarol, tricotecenpo e btri-
cotecens 4,8 diol, provavelmente numz etapa préevia & produclc de
estruturas macvociclicas (Ueno, 1983, 1984; Scott, 1i9B4; Snuder,
1984; Perkowiski et alii, 1991}, '

O0s fungos do género [ugarium estSo amplamente distribui-
dus na natureza podendo contaminar varias partes dos cereais, des-
de as raizes alé as sementes (Metha, 1978; Valarini et alii, 1984
Barros, 1985, 1988; Chelkowiski et alii, 1987). As temperaturas
otimas para infec¢ioc pelas diferentes espécies do gfnero wvariam
entre £ e 35YC, e az umidades relativas dtimas estlo entre 48 o
% tUeno, 1983; Lacey, 1988; Mills, 198%9). Geralmente Fysarium
infecta os cerealis durante a inflorescéncia ¢ formacio de sementes
{Schroeder & Christensen, 1943; MHMetha, 1978; Couture, 1988,



Condictes para cultive e producde "in vitro” de micoto-
xinas poyr varias espéries de Fusarium isoladas de grfos contamina-
gos e do soleo vem sendo estudadas por difsrentes autores (Naik st
alis  1978; Miller & Greenhalgh, 1%¥83). Estes estudos demonstram
gue existe diferenca entre & capacidade produtiva das diferentes
esperies B cepas e que gstas estic relacionadas com as condigdes
gsepgrificas &/ou climaticas de onde fol isolado o microorganismo
{Neigh & Cohen, 1%8Y{, Binha et alii., 19B4&; Evidente et alii, i%89,
Mills, 198%; Faifer et alii, 1998

As condigbes naturais para = producio de micotoxinas sdo
dificeis de serem gstudadas por egstarem influenciadas por fatores
correlacionados entre si de mangiva complexa (Sinha, 1%77; Sinha
gt altii, 198&; Abramscon et alii, 1998,

68 correlacio entre o teor de micotoxinas e a populsgdo
fungica presente € o grau de contaminacZc nem sempre & pogitiva.
Aas sementes frescas jd contaminadas podem ter seus valores de mi-
ceptprinas sumentados ou diminuidos, dependendo da disponibilidade
de dgua, temperatura, interacBo com oubtros microorganismos ou ou~
trog fatores <(Farnuworith & Neish, 1{98¢;, Miller & Young, 1983;
Shotwell =t alii, 1985%; Lacey, 198B8; Perkowiski et alii, 1994
Savard, 1991,

51 & - firosrréncia no 3mbito internacional

Em 978, Ciegler, num artigo de revisio, afirmava que
existiam poucos dados sobre a ocorréncia de tricotecenos no mun-
do. éGpesar disto, J3 era possivel correlacionar a incidéncia
destas micotoxinas com fatorves climdticos, pois estas ocorviam
preferencialmente em regifies onde periodos frios e umidos eram

registrados.

Nzguela ocssiBo os paises gue haviam constatado a pre-
senca de tricotecenos em seus produtos agricolas eram Japdo,
Cordia, Rissia e Estados Unidos {Ciegler, 1978). HNos anos seguip-
tes, o numero de paises gue relataram a incidéncia de 12, 13 epo-
witvirotecenos dobrou, como pode ser verificado pelas revisbes pu-
hliradas por Heno (1983, 19864); Scott (1988); Tanaks & colaborado-
res (19887 e Jelinek & colaboradores (198%).
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0s paises mais preocupados com a contaminac®o de  seus
alimentos, por micotoxinas desta classe, sdo os Estados Unidos,
Canada, JapSo e antiga Unifo Soviédtica. No entanto, = constatac3o
que 0% tricotecenos estZo amplawente distribuidos pelo mundo  vem
prevtupande  palises como a Itdlia, Inglaterra, Finl8ndia, Suécia,
frgentina, Australia, Nova Zeléndia, Espanha, India, A&frica do
Sul, Pplonia e Grécia aue nic estavam tradicionalmente envolvidos
com este tipo de contaminacdo (Bottalico et alii, 198i, 198%;
Biltbert et alii, 198B3; {Osborne & Willis, 1984; Tanaka et alii,
1985;. Teseng et alii, 1983, Lee et alii, 19846; Dlsen st alii, 19B&;
Sydenham et alii, 1984, Visconti et alii, (9846, 199¢; Banchero et
alii, 19B7; Marpegan 19BB: Scott, 1988; MuRoz st alii. 19986, Rp-
makrishma et alii, 199@; Tutelsan et alii, 19%9@’.

f1s griocs de cereais, como trigo, miltho, aveis, centeio,
arroz g produtos derivados s30 os mais atingidos pela contamins-
c3a. porem Mirochs (1974} & Bhavanishankar & Shanta {1987 consta-

taram a presenca de tricoptecenos em pasts de amendoim, sorgo, gsr-
gelim & sojiz (Richardson et alii. 1983, Uenp, 19854, Scott, 1988).

Em ordem decrescente os tricobtecenos mails encontradogs em
rereais $E0 0 deowxinivalenol, nivalenol, fusarenona X, toxinas TE
g HWI? e diacetoxiscirpensl. Outras micotoxinas, como o T2 te~
traol, T2 triol, acetoxinivalencl vem sendo detectadas na Ssia g

furopa, parem com menor fregu@ncia {(Scott, 1988,

A co-contaminacio mais comumente relatada em presenca de
deoxinivalenol e nivalenol € a de zearalenona (Mirocka et alii.
1274, Marasas et alii, 1977; Tanaka, 1984, 1%85; aAbbazs et alii,
$1PHY; Hussein et alii, 198% e Perkowiski et alii, 1%¥9¢}. Dutras
combinacBes encontradas em grios incluem a ocratoxina A, butencli-
de, moniltiforminag, fusarinz, tusarenonza X £ outras {Thiel et alii,
1282; Shepherd & Bilbert, 1984; Golinski et alii, i¥88; Scott,
i988; Abbas et alii, 198%; Tanaka et alii, 1999}.

O0s levantamentos demonstram gque as linhagens towxigéni-
ceae variam no seu comportamento de regifo pars regilo. Um exemplo

interessante vem do JapBn, onde foi obserwvads gque linhagsens de
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Fusavium graminesrum auando isolsdas no norte do pais produZziam
predominantemente deoxinivalenol. Mo entanto, nss isoladss no sul,
nivalenol era o dnico tricoteceno encontrado (Scott, ig88>)
Yoshizawa € Hosokawas (1983) e Supilurs e colaboradores (1998, de-
tectaram no Jap8oc uma linhzgem de Gibberels zeae que produz deoxi-

nivalenol ¢ nivalennl simultaneaments,

fs especies de Fysarium isoladas de gr3cs também foram
encontradas, no solo, na Nova Zeldndia e na Horuegs. Quando culti-
vadas ew arvoz parboilizade produziram zearalenona, deoxinivalenold
g acetil deoxinivalenol. Produziram também um fator citotdwico,
menos  conhecido, © HM-8 e a moniliformina (Abbas et al1ii, 1989;
Bozch et wlii, 198%).

Tanaka g colaboradores (1988) efetusram um levantamento
com 560 amostras de grios de trigo, cevada, aveis, milho 2 outros,
provenientes de 19 paises. s resultados mostraram que cerca de
48, 438 ¢ 44% das amostras apresentavam niveis significantes niva-
lenpl, deoxinivalenpl e zearalenona, com tegres médinsg de 8,27;

.29 e ©,84 maskg, respectivamente.

Gpesar da presenca de tricotecenos em produtos alimenti-
cions wir sendo constatada em muitas regifes do mundo, apenas al-
guns paises, come Danadd, Estados Unidos ¢ antige UniBo Sovietica,
possuen regulamentacio aque Timita os niveis de tricotecenos deowi-
nivalencl 2 nivalenol em alimentos. Estes variam de €.5 a 2 mp/Kg
para produtos de consump humano e vEo até de 4 mg/Kg para ragies

animais (Van Egmond, 128%9}).

A Roménia estabelece os niveis mais rigidos, ©,9¢95% ma/Ks
de deoxinivalenol em racles; © mg/Kg pars estaguibotriotoxinas
tambem em ragdes e ©,030 mo/Kg para zearalenona em zlimentops (Van
Egmond, 198%). v

Uma interessante observacio pode ser encontrada num tra-
halho de Scott (1984}, onde foi verificade um declinio nos conted-
do de deoxinivalenpl nos ar8os de trigo de inverno durante o arma-
zenamento ® A49C por um periodo de trés a seis meses. Em contras-

te, sutros trabalhos relatam que diferentes providéncias no sen-



tide de descontaminar os produtos asgricolas das toxinas de Fuss-
vium tem tido pouco ou nenhum sucessp. Diversps tipps de proces-
samento, tals como beneficiamento de cereasis, também nic s8o efe-
tives para eliminar o problema {(Osborne, $988; Scott, 1984;
Bheperd & Gilbert, 19864; Ueno, 1984). Deoxinivalenol foi detectado
por  Scott e colaboradores (4988) em alimentos infantis do  tipo
cornfiakes, farinha de mwilho, farelo e cereais mistos. Nz Tabels
1 aparece o declinio dos niveis de tricotecenos decorrente de pro-

cessgpes diversos.

Tabela 1 Bestrui¢Bo gou perda de tricotecenos durante diversos

procvessamentas de trigo.

Micotowing Produtas DestruigBo ou perdas (%)
Frocessno

Deaxinivalennl espaguet i 43-33 {(HNopwick et alii, 1988}

Deoxinivalenol tatharim japones 32-5% (Scott, 1984 e MNowick,

et alii, 1988}

Beaxinivalenn] talharim chines A8-180 (Scontt, 1984 e MNowick,
et mlii, 198

Neoxinivalenaol p3o @,@ {Scott et alii, 1984

Deaoxinivalenol clarificacho 5,85 (Brott et alii, 1984
e moagem

outros tricote- pREO 33~4€ (Srott et alii, 19284}
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2.4.5 -~ Dcorvéneia no Brasil

Mo Brasil; fusorium moniliforme e Fusavium graminerum,
foram espécies predominantes em amostras de milho, trigo & arroz,

procedentes de varias regides.

ié&



Segundo Bentz e colaboradores (19833, 20¥ das amosirac
de ragtoes 2 milho utilizadas na alimentacio de suinos do Eetado de
Santa Latarina, estavam contaminadas por Fyusavium sp, sendo que e

alouns casos foi possivel detectar zearalenons.

focpvede (19ERY, znslisandn 96 amostras de grios de milho
provenientes de silos de vérias regides do Brasil, encontrou &82,2¥%
dat amostras contaminadas por Fusarium sp. Entretanto, os géneros

predomingntes foram Asperegilius e _Penicillium.

Em 1988, Lillehod ¢ Zuber analisaram sementes de mitho,
provenientes de vdrias partes do mundo, ¢ observaram gue $2% das
amostras oriundas do Brasil, auando cultivadas em agar malte ¢ in-
cubadss =z 2959C, estavam contaminadas por Fuszrium sp. 45 menores
frequénciass foram do género Aspergillus e as mais elevadas do gé-

nero Fusarium forsm registradas em amostras brasileiras.

Porzi 2 outvros, analisando 7@ amostras de grios de milho
pos-calheita e armazenadas ohservaram uma microbiota fdngica cons-
tituida, predominantemente, por Fusarium sp (1€94), seguida de
Penicillium (45.7%) e Aspergilius (42.9%).

i Tabhela £ descreve os casos publicados no pals, envol-
venda a presengs de Fusarium em sementes. Dois tipds de relato
podem ser notados. Por um lado, o iseolamento de fungos presentes
em grips ingeridos por animais domésticos acometidos com tomicoses
e oS sintomas patologsicos desenvolvidos. Por cutro lado, o exame
de sanidade de sementes que @ executado tanto para velacionsry o
estads destas com perdas observadas em safras agricolas como para

caracterizar seu aspecio com os tipos de fungos contaminantes.

No entanto, os tinicos btrabalhos em que andlises gquimicas
foram relatadas ofc pe de Ssbino et alii {(1989) e HMeirelles

{199@) .
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flutras micotoxinas foram determinadas em graos suspeitos
de terem ocasionado toxicoses em animais domeésticos. Porem, por
falta de metodologia acessivel, 3 Unica toxina de Fusarium normal-
mente determinadas € 2 zearalenona. Um exemplo € o trabalho de
Hirnoka g colaboradores {1988), onde foram determinadas as seguin-
bes  toxinas: aflatoxinas, oorstoxina A& e zearalenona em amostras
de milhe aue haviam ogasionado leucuencefalomalécia em eqilinos no
estade do Parand. O fungo predominante encontrado foi o Fusarium

mopniliforme & em duas mmostras foi detectads searalencons.

Na tentativa de sclucionar o problemas de falta de uma
metpdplongia simples para determinaclo de tricotecencs no  Brasil,
Marochi (1988) desenvolveu um método para snidlise simult8nea de
toxina T8, diacetoxiscirpencl, roridina A & verrucarina A, usando

cromatografiaz om camada delgadsa.

Sabimp et atii (1989 determinaram deoxinivaleno!l em
amostras de tvigp 2 mitho, empregande cromatografis em camadas del-
sada. Das (2@ amostras analissdas duas estavam contaminadas cowo

183 ug/Kg. NEo foi realizads andlise microbioldgica.

Jarvis {spgundp Ueno), pesguisando a capacidade de tri~
rotecenos macrociclicos na inibi¢Bo de tumpres, isolou um, denomi-
nedo  “bacharin”, de um arbusto brasileiro, Baccharis megapplamics
{Ueno, 19846, Este arbusto no sul do Brasil g conhecido como miu-
miu e se inoerido pelo gado ocasiona 8 morte. Peguisadores es-
trangeiros vem estudando este tricotecenc que € o dnito encontrado
numa plants superior, decorrente da transformac3o de tricotecenos
como a wvervucarina £ roridina originada de fungos  como 0
Murnthecium yerrucaria e M. roridium {(Jarvis et @&lii, 1987;
Mirocha, 198%:. Chamsa atengio dos pesauisadores o fato do arbusto
ac se desenvolver em outros solos que nSo o brasileiro nSo produ-

»ivr os baccharinecides (Jarvis et alii, 1981).
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Tabela 2 - Dcorvéncia de Fusariye so Brasil.
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2 p - Hetodologia Analitica pars Determinacao de Tricotecenos

Para determinacio analitica dg tricotecenos alguns  as-
pectps devem ser considerados: 1) a grande faixa de polaridade dos
componentes do grupo dificulta a extracdo da matriz. 0s solventes
utilizados arrastam tambeém uma serie de compostos interferentes,
tornaatdo necessdrioc uma elaborada stapa de limpezs (Trenholm et
alii, 198%; Shepherd & Gilbert, i9B&4; Snuder, i198&); B) a ocorrén-
ria simulbtinea de diferentes tricotecenos ¢ 0% seus varios niveis
de toxicidade tornando desejavel guantificd-los sepavadamente, ©
gue vem 3 apontar os métodos cromatogrificos cvomo os mais indica~
dpos; 3y a falta de absorb3ncia no ultra—vicleta ou visivel g de
Fiuogresc8ncia, dos tricotgcenos do grupo A e B, cria a necessidade
de uma derivacio gue possibilite determini-los por cromatografis
em camada delgada ou liguida de alta eficiéneia. Por cromatogrsfia
gaspsa a derivaclo vem a ser aconselhavel para aue haja uma melho-
rara nas propriedades cromatograficas (Eppley, 1975; Liegler,
1978, Srott, 198f°; Romer, 1984; Snuder, 1984, Betina, 1989).

Nos anos setenta, numerosos procedimentas foram propos-
toe para detecedo ¢ analise de tricotecenos. Na década seguinte,
cam o aumento da sofistirac8c dos instrumentos analiticos este nd-
mero continuoy progredinde. Devido a possibilidade de produciac
simultinea de mais de um tipo de tricobeceno, tem sido recomendado
s desenvolvimento de métodos capazes de detectar varios compostos
desta familia simultaneamente. Estudos colaborativos pars  sele-
cionar métodos de trisgem e de confirmac3o também s8p recomenda-
dps {(8cott 1988, 1999, 1991, 1972).

fis métodos para detecglo e guantificacio de tricotecenos
podem ser divididos em bioldgicos e fisico gquimicos. Os bioldgi~
ros slc altamente sensiveis mas pouco especificos e os Fisico-gui-
micos muite especificos mas nem sempre muito sensiveis <(Eppley,
19753 fsta situac8o vem sendo superada pela evolugdo da instru-
mentac3c =analitica e pelo surgimento de métodos de imunoensaio,
estes de maneira caracteristics durante o ano de 1998 (Chu, 1984;
Snuder, 1984; Scott, 19%21).



2.2.1 ~ Mgtodos Cromatogriaficos

g2.2.t.% - Cromatograsfia em papel

As técnicas envolvendo cromatepgrafia em papel para de-
termingdo de micotoxinas foram muito utilizadas nas décadas de
cinguenta ¢ sessenta. guande foram isolados metabolitos de funoos
devido ao interesse despertado pelas suas possivelis propriedades

comn antibidticos.

& primeirva distincdo entre os metabolites fungicos em-
pregoy como critério a3 separacio baseada em "salting out”. Qutras
clnssificacdes envolvendo cromatografia em papel e diferentes cri-
terios de separacio existiram, mas apresentam apenas valor histo-
rico pols foram superadzs pela cromatograftia em camada delgads de-
vido a suz versatilidade em termos de fases estaciondrias e sensi-
bilidade {(Betina, 1%8%9:).

2. 2.4.72 ~ Cromatogratia em Camada Delgada

fi cromatogratiaz em camada delgada, por suz simplicidade
e baixg custo, foi muite wtilizada para andlise qualitastiva e
quantitativa, tanto para um dnico tricoteceno como para varios si-
multaneanente (Takeda et alii, 197%; Takitani & Asabe, 1%¥83,
1984; Eppley, 1984, Romer, 1Y84; Tapia, 1985; Thrane, 1984,
Betina, 198%9).

fis muitas variacBes possiveis, relatadas na literaturs
estio resumidas no trabalho de Marochi (198B:. 0Os solventes mais
gtilizados para extracio s8o misturas de metanol:agua ou zcetoni-
trila:dgua. Estes s8oc utilizados por arrastarem menor numero de
interferentes como lipidios, pigmentos, estc (Romer 1978; Marochi,

19883 .

Nz etapan de clarificagBco sBo usados agentes precipitan-
tes paraz proteinas £ outras macromolérulas., Os clarificantes mails
utilizados para determinacio de tricotecenos sBo: sulfato de amb-
nic, acetato de chumbo, sulfato de cobre, gel fdrrico & oubtros.

Marochi (i9w8), eotudando o efeito de varios precipitantes na
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iimpegra de extratos, para cromatpgrafi-los em camadz delgada,
ocbteve bons resultados empregando gel férrico e carhonato basico

de cobre.

Alguns tipos de amostras necessitam de etapas adirionais
de limpeza alem da clarificacio e da particlc, sendo as minicolu~
nas cowm adsorvente 0 recurso malis utilizado., Como adsorventes s3o
utilizados:silice gel, fleorisil, Celite e outros. 65 mini-colunas
que misturam de carvio-ative, Celite & alumina tem sido empregadas
para limpeza de smostras complexas com resulbtados satisfatdrios
{Romer, 1978, Trucksess, 1984; Marochi, 1988).

Com relag8c z etapa de desenvolvimento em camads delgada
a fase estaciondria mais empregads € 3 silica gel com espessura

de ©,20 mm para triagem e guantificacio (Marochi, 17883

A deteccde de tricotecencs nioc fluorescentes requer o
uso de derivagdo. SEo de uso corrente o dcido sulfdrice, o para-
anisaldeido, cloreto de aluminio, p-nitrobenzilpiridina, nicoti-
namida, Z-acetilpiridina e outros. O dcido sulfdrico € um reagen-
te gue se presta bem para a3 revelaclo de tricotecenos do grupo A e
B. Os tricotecenos do grupo B em sua presenga desenvolvem uma co-
lorscdo marrom e o6 do grupo A, uma Fluorescénciz arul (Eppley,
1979 Ueno, 1983; Snuder, 1984; Marochi, 1968). Apds a formac3o do
cromoforo, 2 aquantificacfo pode tevr lugar por comparaclo visual
com 0% padries ou densitométrica, sendo 3 idltima aceita como a

mais sensivel.

0s 1limites de detecglo para tricotecenos do sgrupo 4,
auando revelados com 3cido sulfdrico e aquecimento estlo entre 50
2 i8¢ ng. Para os tricotecenos do grupo B os limites estB8o entre
2¢ & 08¢ ng (Mesheim & Trucksessg, 1986; Marocchi, 19887 .

A cromatografia gasosa, por seus baixos limites de de-
tece8o, wvem substituindo a cromatografia de camada deligada pars
tricotecenos. Pois o0s metodos gque empregam cromatpgrafiz gasosa
para determinaelo de tricotecenos sBo ne minimo dez vezes mais
sensivels que 0s  gque empregam camada delgada  (Romer, 1984,
Marochi, 1988).

m
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2.82.1.3 - Cromatografia Gasosa

Entre as micobtowxinas, o tricotecenps, principalmente os
dos grupos & € B, s8o os mais freguentemente determinados por cro-
matografia gaspsa. NED apresentam fluorescéncia e nem absorglo no
gltraviolets ou wvisivel, no entante, possuem grupamentos que sg
prestam a2 derivacas (Romer, 1984; Snuder, (%Bé; Scott, 198BB;
Betina, 1¥8%).

Como qualgquer outra teécnica cromatografica, antes da de-
terminacio proprismente dita, sio necesssrias etapas de extracio g
limpeza. 0s solventes empregados na fase de extracao sio de cara-
ter polar, romo o metanol e ascetonitrila em misturas com dgua. A
riarifiracio & fteita por adi¢Be de agentes precipitantes, sendo o
sulfato de amdnio dos mais empregades. Amostras gordurosas regue-
rem etapas de desengorduramenteo, 0O emprego de minicolunas £ comum
e ot adsorventes geralmente utilizados =30 silica gel, Florisil,
carvio abtivo, Celite e alumina, individualmente ou em misturas
{Raomer, 1984; Trenholm et alii, 1983; Marochi, 1988}).

Trés tipos de detectores tem sido utilizados: de ioniza-—
50 em chama, de capturs de elétrons e de massas. Scott (1987,
resume o5 resultados de determinacSes de tricotecenos empregando
detector por ionizac3o em chama. 0Os niveis de recuperagdo e limi-
tes de detectSo variam cem o tipo de amostra e tipo de tricotece-
no, quando s3o0 analisados os devivados de trimetilsilil. O deoxi-
nivalensl e o nivalenpl tem seu limites de deteccdoc em torno de
188 ngl/y. O diacetoxiscirpencl varia de €,1 3 ©,23 mg/kg @ toxina
TP de 2,036 a 1 ma/kg {(Porcher et alii, 1987).

fis detectores por capfura de elétrons sBo bastante sen-
siyeis e sepletivos, como se pode verificar pelos limites de de~
teccSc mais baixos, faixas de recuperacBoc mais homogéneas e pela
maior repetibilidade (Scott, 1982; Romer, 19B4).

(s detectores de massas 30 05 mails sensivels e univer-
sais, mas sSAoc menos utilizados devido ao alto custo do equipamen-—
to. S%o mais comumente empregados Ipenas  Pars confirmacio de re-~
sultados (Rosen & Rosen, 1982; Romer, 1984; Betina, 198%; beott,

19945
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Um ponto critico na determinsc3o de tricoberencs vem 2
ser a derivacio, efetuada previamente ao praocesso cromatogréfico.
Seu  emprego  advem da necessidade em: i) reduzir s polaridade de
arupamentos que livres podem apresentar adsoreio inespecifirz na
fase estaciondria. Esta se caracteriza no cromatograma por picos
asgimétricos efou "fantasmas”; 2) melhorar as propriedades croma-
togrdficas dos compostos, aumentando sus pressd3o de vapor; 37
poseibilitar 2 separscio de substi8ncias multo semelbhantes entre si
no  seuw estado natural; 4) introduzir grupos gue tornam o composto
adeguadn para o sistema de deteccio empregado (Romer, 1784,
Sawder, 1984).

Para tricotecenos sdo utilizadas derivacfes do tipo: si-
lanizacio, fluorpacetilagdo ¢ fluoroalguilac3o (Scott, 1982
Romer, 1984, Gilbert et wlii, 1985; Kientz & Verweiij, 1984&; Rizzo
et alii, 1986, Snyder, (98B&; Ueno, 1984, Wereford & Shaw, 1$87).

A silanizacdec substitui o hidrogénio de certos grupos

funcionais, por vadicais do tipo dimetilseilil LSIiH(CH32D; trime-
tilgilil C[SI(CH3Y31 2 bubtirileilil [(CH3ypgiCH2CICHIIZY. O meca-

nismo esquematico das resglSo @ seguinte-

] R
i ]
R - 81 - X + HY —————-——>= > R - 81 - Y + HX
H {
R R

s grupos Ffuncionais stingidos por esta reagic podem
gy hidroxilas em slcoois wono ef/ou polihidroxilados, hidraxilass
em noidos efpu fendis e HHE em aminas, amidas e/o0u aminodridos .

& desvantagem, quando se usa derivados sililados e de-
tector por ionizacl3o em chama para quantifics-~leos ¢ =z deposiclo de
silica. No detector por captura de slétrons & sensibilidade &€ re-
guzida rela falta de halogénios na estrutura do derivado e depdsi-
tos de silica também ocorrem {(Romer, 1984; Scott, 1982

& Ffluoroacetilacio introduz na molecula grusns do tipo
triflucrometilacil, pentaflooroprorpilacii ¢ heptafluorobhutiriia—
cil. O grupos funcionais que parfticicam da veacio de flueraceti-

lag3n sBo aminms, alcoocis e fendis, como RO Processo anterior .
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Ma Fluorozlauilagio podem ser usados reaugentes go tfipo
trifluorometil, pentatflupropropil e heptafliugrobutil. Também zgui

0% grupos receptores si3c aminicos, alcodlicos g fendlicos.

Oubtrp sictems de devrivaglo € 2 acetilac3o com anidrido
sreticeo em meio 3 piriding, cudos Jimites de detecclo nio =Eo men-

cionados na literatura (Mertin R Stabkr, 1984} .

Dz criterios para a escoltha de um derivado sio facilids-
de deg emprego, aue a derivacdo seja completa, volatilidade do de-
rivado, sencibilidade do detector ao derivado & grau de melhoriz
das aualidades cromatograficas. HMuitos autores, levando em consi-
deracio estes fatores, estabeleceram condigbes de derivaclo espe-
cificas eara cada tiro de situaclo (Mirochs, 1979; Scott, 1982,
Gilbhert, 498%; Kientz & Verweij, 1%8B4; Krishanamurthy & Sarver,
1784, Rizzo et mlii, 1984; Wereford & Shaw, 1987,

Bentre o¢ reagentes alquilantes, o heptaftluorohbutirili-
migazel {(HFBIY @ o mais utilizado porem apresents as seguintes
gegvantazens: 3) precisz ser removido apds 3 reacdo de derivacio
para que nao ocovram interferéncias no cromatograma gue possam di-
ficultar a interpretac8o; by quands € usads espectromeiris de mac-
sas ¢ peso molecular dos derivados heptefluorcbutilados pode exce-
der a faixa de capacidade de massa do detector.

Para uso de espectrometriz de massas, oubtrps agentes
fluorados s3o preferidos para a derivacgio, como o triflupropropio-
nil, trifluocroacetil £ pentafluocropropionil (Hientz & \erwsild,
$19R4; Krishnamurthy & Bavrver, 1%84; Wereford & Shaw, 15877

I tipp de coluna gque efetus 3 separagio no cromabtdgrafo
¢ nutro fator determinante na qualidade dos resulbtados pbtidos pa-
ra s micobtoxinas em estudo. O aparecimento das colunas capilares
tornpu possivel & detecelo e separaclo de compostes muito seme-
ihantes e gque aparecem como tragos nos alimentos. ts fases
gstacionarias utilizadas em colunas capilares pera a separacio de
tricotecenns s3o as comumente empregadas paras determinacio de ou-
tros  compostos: metil silicone; 5% fenilmetil silicone; 7% cia-
nopropilfenil metil silicone; S98% Yenilmetil ¢ilicone: S5@% tri-

Filuoroeroeil metil silicone p 239% cizanopropilfenil metil zsilivone.
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|



580 poucos os trabelhos onde s3oc romparsdas as  separa-
r8es obtidas por diferentes tipos de coluna (Szathmary et alii,
178€; Bata et alii, i983). Considerando a= importBncia deste fa-
tor. Gcott & Kanhere (4984} compmraram 05 diversos tipos de fases
estaciondrias para cinco tricotecenos do grupc B: deoxinivalenol,
nivalenol, 3 acetildeowinivalenol (3-ADDON), 15 acetildeoxinivale-
nol (15 ADONY, Fusarenona X (FX}; cince do tipo &: toxina TE, HTZ,
diacetoxiscirpencl, necsolaniol e 4 monoscetoxisciresenol (Masy .
Todos como derivados trimetilsililados & heptafluorpbutilados ewm

cincg ¥ases estacignariss, com diferentes polaridades

Para o0& derivados heptafluorobutilados s ordem de elui-
£d0 nlo variouw com a polaridade das colunas, J3 para os derivados
trimetilsiltilados a2 variagse na ordem de eluigSo foi mais influen~
ciada pela polaridade. A separacfo dos tricotecenos do tipo & o B
silanizados & tambeém grandemente iInflusnciads pels polaridade da
coluna {8cott & Kanhereg, 1984:.

é detecglo de tricotecenos por cromatografis sasopsa venm
sgndo empresada para amostras de grios cereals, como milho, trigo,
aveiw, arroz, cenbteio.cevads e seus derivadns, misturas destes ep-
reais em vragdes g oubtros tipos de grios comp sojs g amendoim
{Scott, 19B8; Tanaka 19BPY, Também 580 relstisdas determinzcBece de
tricotecenss & seus metabolitos, por este método, em plaswma, uring

¢ fezes de suings, bovinos e cachorros (Rood, 1986; Betina 1987

Swanson (19863 determinou deoxinivalenol e seu metaboli-
to BOM-1 em amostras de leite. Para extracio ol empregado zce-
tate de etila, partic3o em acetonitrila ¢ limpeza com cartuchos de
E1B. Forvam analisados derivados de trimetilsilil & de heptafluoro-
butiril separados nums coluna de DV-17 ¢ detectados por capturs de

eietrons.

Rajakuyls ¢ colaboradores (I19B7) ¢ D Agosting (1i984) des-
creveram determinactes de tricotecenos em sangue humane usando
rraomestrografiz ocasosa com detector por capturs de elétrons e de

mussas respectivamente.



A biptransformacso de tricotecenos vem sendo estudada
com cromsatogra¥fia gasoss e detector por captura de glebtrons, tendn
coms  amostras figadps de rato (Yoshizaws, 198€; Hnupp %t alii,
19867 .

& Tabela 3 ilustra os diferentes tipos de extragio.
limpeza & condicdes cromatogrificas para determinactes de tricote-
cenos par cromaiografiz gasoss utilizgadas no final dos anos seten-
ta e durante a década de gpitenta, conforme dados disponivels na

lsteratura,

2. 1.4 - Cromatopgrafia Liguida de alts Eficiéncia

& cromatografis liquidas de albs eficiéngia nio & muito
utilizgada pars determinacio de tricotecenss poraue a sensibilidade
g interior & obtids por cromatografia gasosz com detector por cap-
tura #igtrons ou de massas, Isto poraue ps tricotecencs nEo apre-
sentam fluorfscencia e a maioria nfo apresenta abapvrbhincis especi-
fica no uwltraviclets ouw visivel, tornando necessidrio emprego  de

derivaghes ou oubtros recursos (Scotb, 1982; Snuder, 1984; Betina,
$20%; Childress ef alii, {998},

Para minimizar este problema Kato et alii (1979, propu-
seram um sistema de derivagio basesdo na propriedade dos tricote-
cenos fde resgirem em meio dcido liberando formaldeido. Este witime
desenvolve cor em presenca de acido cromogénico ou  fluoragénico
{Betina, I1989). A splicaclo deste sistema de detecpBo € de difi-
cil emprego devido a vicscosidade do dcido sulfdrico concentrado

necessario para liberacBo do formaldeido.

Sang e seus colabovasdores {Beting, (989} separaram tri-
rntecenns do  tipon B (deoxiniwvalenol, pivalenol e fusarenona X7,
por cromatografia liquida de alta eficifncia com um sistema de de-
teccio baseado na liberacdo de formaldeido em meio alcalino. Este
ap reagir com metilacetorcetato e acetato de amdnia di origem 3 um

campesto fTluorescente.

& detecrio das toxinas HIZ ¢ T2 e do diacetoxiscirpe-

nol aptie a3 separaclo por CLAE e guantificaclo por refratometria e
relatada por alguns autores (Schmidt et alii, 1981, 1984). Porém
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oz limites de sensibilidade dog metodos que empregam este btipo de
detector s8¢ muito altos, tornando-os inadecguados para determina-

cac destas towinas em grios (Secoth, 1982

A quantificagio por detector de massas foi usada por
Vogskner et  alii (1¥BS) pars determinag8co de tosxinas T2 e HTZ,
diacetoxiscirpenal, deoxinivalenol, T2 tetracl, s=earalencnas em
urina e plasma de suinos com limites de deteccgSo wvariando de 1 a
i¢ ng. 0 mesmo sistema foi utilizado por Rajakyla g colaboradores
{1987) para determinac8o de deoxinivalenol, toxinas T8 & HT2, zea-
ralenona e ocratoxinag em amostra de trige. O limite de deteccio

variou de 128 pa a 1 ng.

Em 1986, Scheighardt ¢ toleboradores usaram uma Fase
estaciondria polar para separar deoxinivalenol e =zearalenona,
quantificados por fluorimetria, em amostras de alimentos & racbes

mistag,

Chang et alii (1984) empregaram coluna de carvio ativo e
detectar de ulbtravioleta para determinac8o de deoxinivalenol em
ftrigo e seus derivados em 14 amostras de grios. s resultados ob-
tidons comparados com o5 obiidos pelo metodo de Scott, que empregs
cramatografia gasoss com detector por captura de eletrons, apre-
sentaram um ceeficiente de correlaclc de @,992. Contrariandn o
aue seg esperava considerando-se que o2 tricolecetecencs do grupc B

nio absorvem no ultraviclieta.

0 uso de sistemas eletroquimicos de deteccBo vem sendo
sroposto como solucBo pars determinacdo destas micotoxinas sepa-
radas por cromatografis liauida (Sylvia et alii. 198s8; Betina,
1289 ¢ Childress et alii, 198%). 0 composto de interesse para ser
detectado por este sistemn deve ser eleiroguimicamente ativo mesmo
em baixas concentracles (capaz de sofrer owidac8o ou reducio na
superficie de um eletrodo}. £ seletividade do gsistema de deterccio
¢ maior neste caso,pois poucos compostos sBo  eletroguimicamente

bt ivos .
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i



Childress ¢ seus colaboradores (4998) propuseram uma fo-
tolise dos compostos separados por cromastosrafia ligquida e detec~
t80 eletroquimica para sumentar a sensibilidade da determinacido
analitica. 0 limite de detecclo obtido pars deowxinivalenol em tri-
9o estave na faixa de &,019 a ,020 mg/kg.

Também no caso de determinac3oc de tricotecenos a tendén-
tiz mais recents que vem se firmando em relaclo a fase estarcions-
ria, € o emprego de cromatograf¥ia liquids de fase reversa (08  ou
£i8) associada aos diferentes sistemas de deteccSo possiveis
{5rhuh B Glawischnig, 198¢; Hennebtt et amlii, 19Bi, Schmidt et
alii, 1981, Visconti & Bottalico, i1983; Schmidt & Rose, {984,
Laurem & Greenhalag, 1987, Thrane et alii, 1988},

2.8 1.8 - Confirmacio de identidade

A confirmacSo faz-se necessaria porque os wetodos croma-
tograficos niEo s8o0 por si 59 conclusivos, com excessio de cromato-
srafiz gasosa usando detector de massas. Etapag previas de limpe-
2z e derivacio peodem nido eliminar compostos gque venham apresen-
tar o mesmo comportamento cromatografico. Para confirmacio ds
tricotecenos pode-se usar regacdbes quimicas, testes bioldgicos e
espectrometria de massas {(Scott, 1982; Stakr, 1983, Bata =t alii,
1784; King et alii, 1984; Romer, 1984, Suydenham & Thiel, %87,
Marocehki, 19B8).

0 uso de tempo de retenc230 e co-cromatografia  {(desen-
volvimento simultaneo de amostra e padrio) nBo resolvem o problema
de interferenies que possam apresentar comportamento Ccromatogradi-.
o semelhante. Dados gbtidos em nubtrps sistemas sclvente, no caso
de cromatografia em camada delgada, e noutras fases estacionarias,
no caso de cromatografia gasosa, $30 considermsdos corroborativos

no processo de confirmagio.

Empregande as propriedades guimicas do composto pode-se
conseguir padronizacdo de condifes gque permitam confirma-Ips sa-
tisfatorismente .

N testes biologicos, pars determinzcio quantitativa de
tricaotecenos <80 de pouco interesse por serem demorados, dispen-
dipsos @ pouco gspecificos ums  vez que muiteos composios orasio-

nam 0o mesmos sintomas patoldgicos.

1
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g.2.8 - Metodos Espectrometricos ¢ Eletroquimicos

Kato et alii (1979}, propuseram um método espectrofoto-
metrico para determinar fusarenona X e toxina 12, beseado na capa-
cidade dos tricotecenos reagirem em meio dcide liberando formsl-
deido, 0 formaldeido em presenca de dcido cromoatropico oy  acido
fenil J forma um complexd com abserb3ncia mixime em 583 nm, para o
dcide cromotyopico g &85 nm para o 3cido ¥fenil J. Com este comple-
%o a fluorescéncia tem absorc3o mixima em 448 nm g emissio em 513
nm. Segundo os auteores, os tricotecenos nepsolaniel, nivalenol,
tetracetil nivalenol, discetoxiscirpenol e ftoxina HYE também apre—
sentaram resulitados satisfatdrics. 0Os niveis de micotoxinas de-
tectados auando o reagente ¢ o acido cromotropico s3o: 5@ ~ 1680
ma/l de fusarenonz X; D8 -~ 156¢ wa/l pars 3 towxina T2, B¢ o rea-
gente & o acido femil 4, oz niveis sBo de 39 ~ 1208 mg/l de fusa-
renona X £ 10¢ —~ 2000 mgsl para taoaxina T2.

Recentemegnte © uso de um espectrometro de massas acopla-
drr a putro vem desperiando o interesse dos analistas de sicotowi-
nas, POY nap necessitar de previa separacio por métodos cromato-
grificos e serem menns exigentes com o aspecto de limpezrs preévia
da amostra (Pawloskys 8t =1ii, 1789, £ procedimento geral pars ge—
te tipo de ansalise consiste nas seguintes ghtapas: a) preparacio da
ampstra, mais especifiramente extracic; b)) selecl3o dp composto de
interesse na mabtriz, por especlirometria de massas, usandD na MEio-
ria das cpsos ¢ ion molecular, como cstion ou ceome anion; ©J)  um
segundn egetdoin de sspectromeirie de massas onde ¢ efetuads & ana-

lise dos compostes propriamente dita.

Flattner & Bennett (41983}, descrevem as condicdes dests
rernica para a determinacBo de zearalenonz ¢ deoxinivalenol emn
grios de milho, trigo, aveia » arrop. Conseguiranm deteciar con-
centracBes destas toxinas abaixc de 1 meskg, sem necessidade de
uma  limpezs do extrato. O tempo necessario pars determinacio em

cada amostra foi de dez minutos.

Kalinoski e colaboradores {(1%9B84) descreveram a extracio
de tricotecenos com Fluide supercritico ¢ injeglo diretas dos gx-

tratogs de trigo em espectrimetros de massas.

fal
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Appsar das vantagens em termos de rapidez, sensibilidade
g wepecificidade, estes metodos niEo 530 muito utilizsdos por causa

da sofisticacie & rusto do eouipamento.

DBentre os metodos eletroguimices, os meétodos polarogri-
ficos apresentsm possibilidade de serem usados para determinagio
de tricotecenos com ou Sem acoplamento ao cromatdgrafo liaouido de
alta eficiéncia {(Scott, 1982, Eepley., 1979). Tricotecin foi de-
terminado, por esta técnica, em culturas liguidas e o limite de
deteceio estavs em torno de 2,2 mo/kg (Eppley, 1979}, Para gripos
ests tecnics ndc € muito difundida, sendo mais comum para culbturas

liguidas & padroes.

No entanto, Paimisano et alii {1984} usaram o pulse po-
larpgrafico diferencial para determinacio de deoxinivalenol em mi-
tho. Obtiveram £9% de recurerafdc para amostras contendo 1 moskg
da toxina e P@X para amostras contendo @.2 mglkg (Srott, 1988).

Impedimetria pares detectar toxina T2 foi ewpregads por

fAdak e colaboradores (1987).

Uigranti & Bobttalice (1983 usaram pulso pelarpgrafico
caracteristice para determinar nivalenol, deowxinivalenol £ fusare-
nona X em mitho contaminade., O limite de detec¢Bo deo método Foi
de 8,09 maske e a recuperaclo variou de 29 a3 7%, Nums comparvacfo
vrom cromatografia  gasousa, & correlacdo entre os valores obtidos

para nivalenc] & fusarenona X foi maior que &,%.

£.2.3 - Metodos Enzimsticos

Procedimentos enzimdticos também sBo utilizados para de~
teprminacio de tricotecenos. Um deles utilizs a3 propriedade da en-
zima glutationa - 5 epdxido transferase em catalisar a reacd3o de
coniugacEo entre um tricoteceno e excesso de hormbnio gonadotropi-
co (BSHY. A determinaclo do epixido ¢ indireta, ou seja pela quan-
tidade de G8H aue nio reagiu. Por este procedimento submicrogra-
mas de towxinz podem ser detectadas (Eppley, 1979, SBnuder, 19843, @
grupamnento epaxide tambem & guantificado por sua reacso com a en-
zima &lceool desidrogenase, aque possul  grupaments SH (Bnyder,
1984y . s métodos enzimiaticos n3po apresentam especificidade.
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2.2 4 - Inunoensaios

fis metodns de imunoensaio sfo baseados na interacidc en-
tre = micotowxina @ um anticorpo, geralmente produzide por coelhos
pels injecio da toxina homdloga. As micotoxinas ndo s8c antigéni-
cas, pois s3o metabolitos de baixoe peso molecular, assim precisan
sey conijugadss a um polipeptidio ou proteina pars que desenvolvanm

atividads imunizante.

Ne taso especifice dos tricotecenos, que ndo  possuenm
arupo uuimico gue possa ser diretamente conjugado com proteina, €
necessaric & introduclo de grupes reativos. como por exemplo car-
poxilas. Portanto, mesmo para determinacbes imunoliodgicas ns trico-
tecenos Pprecisam de uma egtapa de derivacio. # proteine usual para

eate tipo de conjugacio ¢ a albumina de soro boving, mas gamazlo-

bulinas ¢ polilising tambem s2o empregadas.

Parz micobtoxinas s8c dois os tipos de imunoenssaios
disponiveis: os de radigimunpensaio (R.I.A) e de ELIBA (enzyme-
linked immunosorbent assay!. Ambos s80 basesdos na ligacle entre
s toxine livre ne ampsira e um sitic especifico da mopleculs do

anticoreo.

Comercialmente estdo disponiveis “kits” para R.I.A. de
toxing TE, zearalenons € denxinivalenol. Para toxinag T2 os limites
de deteccBo wvariam de ©,0904 a @,000 mg/kg em ampstras de frigo,

milhe, leite & urina {(Chy, 1984 Xu b alii, 1984).

Ne métodos de ELISA s8p os mais utilizsdos pava triceote-
cenos, @ neste caso também as micotoxinas determinadas 8o toxina
Te, diacetoxiscirpencl e deoxinivalenol. Os limites de detecgdo
reportados sio de U,9 pg pars diascetoxiscirpennl e @,1 ppb  para
towxina TP. Autores come Chiba e colaboradores (4984); Xu ® colabor
radores (1988); Casale £ colaboradores {(19875; Mills 2 colaborado-
res  (19BE); descrevem procedimentos de preparacap de anticorpos
s/ou  emprego de metodos de ELISA.  As amostras analisadas s3o  de

grios, soro, sangue, leite g urina. Umz limitagdo apresenisds por
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estes métodos € a possibilidade de ocorrerem ligaghes cruzadas com

alguns tricotecenos em funclo da semelhanga de estrutura {Chyu,
1984y .

No anc de 199¢ e 19291 o avanco nas teécnicas de imunpen-—
saio ficou multoc bem caracterizado pelo surgimento de noves proce-
dimentos em numero besm maior que das teécnicas cromatograficas. Por
exemplco, técnicas de imunoenszio para toxina T2 continuaram sendo
descritas, mas tambeéwm tricotecenps nunca antes estudados por eostes
metodos foram contemplados, como o tetracetato de nivaslenol e dia—
cetoxispernn) (Hbouzied, 19%Y4 e Scotit, 1991}, Estudps colaborati~
vos & meios de torna-los disponiveis zinde: sdo necessirics (Scotbt,
i992).

2.2.5% ~ Métodos Biolodgicos

Dz meétodos bioldgicos Foram desenvolvidos considerando a
citotocinidade dos ftricotecenos. Com vrelacl3o ao tipon de efeito
citotonico s8n comuns os testes descritos na Tabels 4 {(Ueno, (983,

Snuydeyr, 198L) .

Tabela 4 - Testes bioidgicos

ket vt i e o ke i s Ak o Ak e o oy e e T e PR TR L W A A s T e B 15T e WP ke e s s ke s o B VR R, IR e i s o . it s T T YR T A A el b e . o iy e

Teste Procedimento Animais Efeito
toxicidade injecio intrudérmica caelhos danos na pele
2 pRle avaliacko em D4, 48 ratos g porgui-
g 72 horas rnhos da India
BRERE ingestio de racbes com pates, cachorros vomitps
nivelis conhecidos da e camundongos
toxing
citotoxici- efeitns em celuias danps nas
dade sucarinticas celulas



S8c descritos pels literatura procedimenips onde 3o
usadas cflulss de Hela, Artemis salina, ovos de fszdes apgupti,
Ilglirahupena puriforwis.etc. onde s8o verifivados os danos decor-

rente de ac3o de uma toxing (Hokes ot aiii, 1987y

A diminuigdo da capacidade germinativa de sementes € up
oubtro pardmetro wlilizado psrs verifica¢lo da presengs de iricote-

cenns e amnostras.,

Estes métodos s&o muito dteis paraz estudar as caracte-
risticuas toxicoldgicas dos tricotecenes, mas por  sus  poucs
especificidade nBo s8o0 muito adequados para sus quantificaclc em
amostras. Uma outra desvantagesrs vem 3 ser 3 necessidade de
gtilizar muitos enimeis num dnico teste, o que € trabalhosc e

dispendiosa.

2.3 -~ Outras micotoxinas

Hps anos sessents, com 3 descoberta das aflastoxinas,
iniciou-se 3 histdria das micotoxinas, sch o ponto de wvista anali-
tico., &até aquela époce apesar de indmeros relatos de toxicoses
grorvides em aniwais ¢ humanos gue haviam ingerido alimentos in-
festados por fungos, pouco se sabis da naturezs dos compostos cau-~
sadores dps danos. & partir de ent3o, os meétodos analiticos, as
pstruturas guimicas, oz efeitos toxicoldgicos ¢ s organismos pro-
dutoares pstio sendo amplamente estudados (Bullerman, 1979,

Goldbliatt & Winner; 1977, Spares, 1987:.

Ao ladeo dos tricotecencs, as micotoxinas aflastoxinas B,
Be, Bi, G2, esterigmeioncistina, ocratoxine ¢ zearalenons sio  as
mais estudadas, tanto sob o aspecto de metodologis anslitica, como
de relatos de incidéncis em diferentes zonas geogridficas. Na Ta-

bela 9 estio resumidos zlguns aspectos destas micotoxinas .

Lud
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Tabels & ~ Afiztoximas, ssterigmatocisting, orratoxing ¢ zearalenons, suss caracteristicas cuimicas

¢ toxigBnicas ¢ ipcidencia em alimentos.

Hicotoxinas estrutura arganismos
guimira srodutores
Aflatovinas cugarines sshsti- A, flavys
By, Bo, B¢ tuldas ligadas a & parasiticus
e Gz deitrdur ann
Esterigmale- deidrafurchenzens &. rugulosus
gisting acaplada 2 xantons #, wversicolor
{interm. na sinte- A, pidulans
sz de aflas) Fipglaris
Chaztomium
Ehaptosiug
Sreatowi- betz fenilalaning &, pchracess
nE A tigadz 3 isheuma- A sulphyrus
rifg & melleus
f. stlergtiue
A. nalianus
£. petrskk:
B ueridicatus
B owarighile
Iearzlenn derivadz do dcido espécios do gene
na resorcilico ere Fusariug,
principalsente
F. roseum e sub
esperies
A
res de aflatoxinas, ssterigmatocistina, ooratoxina e

eat3n em faimxas de temperatura muito prowimas,
g produzida pelos fungos do genevros Fusarium om
taorno de 19

zidas em temperaturas em torno de B3°9C

efeitos
towices

~carcinogénicos p/
nuitas pepéries
int Jusive humanos

~teratogdnivas p/f
cricetos

~put agéniros

~tesBes hepiticas
e renzis e ratos
g BECRLOS
~poténcia carcing-
genics ge 1718 da
afiatoxina By

~nefrotoxing {ne-
{zrose do epibé-
Tio tebular

~teratogenics g/
rates, cricetos
g casendongos

~gstrogenio afe-
tando orgdns €
Proressns repro-
dutivos em virias
giperies, princi-
painente suings

~efeito tevatnodnico
propercional 3 dove

amendoing, milho,
segentes de algo-
dazp, sores, trigo,
aveiz, csvads, no-
2%, semente de
shohora, castanha
#5 para.pistache

pouces relakos.

-trigo, café ory,
nozes pecans mofa-
gas ¢ casca de
quelio.

~mitha, sojs, tri-
40 sarracens, ce-
vadza, renteio,
arroz, sorgo,
teiid3a, amendoin,
castanhy do pars

~superficie de prg
suntes, piments,
do reing, oafé

mitha, sargs,
Erigo ¢ outros
grios cereais

B e . e S e i

- 18‘3{:,

ad passld que,
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{Bpares,

temperaturas

comndighes otimas para crescimento de fungos produtpo-

Zearalenona

Porém a zearzlenons

£m

as oubtras micotoxinas sBo produy—
1987 .



Espeécies diferentes de fungos produtores destas toxinas
poden contaminar simultaneamente os grios e @ sua toxicidzsde o in-

fluenciada por muitos Tatores, inclusive geograficos e climaticos.

Indmeros métodos tem side propostos, tanto para z defer-
minachke individual aguanto simultdnea das aflatoxinas, esteriamato-
cistinza, ocratoxinaz e zearalenonz. s metodos multitoxinas apre-

sentam economia de tempo e de reagentes.,

Muitos soclventes orgénicos sio usados para extraclo de
multimicotoxinas, mas a% misturas de solventes polares fastanol,
scetonitrilal & dgus 580 as mais utilizadas por extrairem menor
nimern de lipides (Soares, 1987; Kuiper-Goodman et alii 1¥B7). HNas
gtapas de limpezas s3p empregados solventes para desengorduramento
{hewano, Eter de peirdlieo?, clarificac8o com agentes precipitan-
tes, limpeza com minicolunas, particio e dialise individualments
pu em viarias combinagBies de sistemas. Oz métodos de triagem empre-
gam minicclung pars deferminaches individumis de toxinas ou csamada

delgads pares determinagorss individusis ou simultineas.

& contirmacBo € necesedria. & co~cromstografia, eluicio
em diferentes solventes e revelacdo em sistemas diferentes forme-
cewm dados covroborativos. As reacdes Quimicas Sao mals simples @
conclusivas, auande sBoc empregadas sob condigbes padronizadas. A

popectrometria de massas tambeém ¢ utilizads.

Na etapa de quantificag8o guando a2 separacac & feita por
cromatografia em camads delgada, o uso de densitometros melhora oz
recsultados por diminuiv os rcoeficientes de variagioe. & quantifi-
cagio visual, comparando com a tluorescéncia de padrdes, sob  luzs

gltravioleta/visivel, no entanto, € mais comumente empregada.

& aquantificacBo na cromstouratia ligquida de alts efi-
ciéncia, com detecior por fluorescéncia diminue 0s limites de de~
teccio em atd mais de dez verpes pars as aflatoxinas. Pordm, 2
mainria das micvotoxinas btem seus limites de deteceB0 melhorados em

Ci.at se comparados com os obtidos em Camada delgada.



4 =earalenona € 3 unicse destas micotoxinas aue pode ser
guantificads por cromatogratiz gasosa apds & silanizacio ou fluo-
ritaclo & o0s limites de detecclo sBo também menores gque os de ca-
mada delgada ¢ szemelhantes aos de cromatografia liguida de alta
gfiviéncia.

0 método proposto por Soares (1987) pars determinagic de
sflatoxinas Bg. Bp, G4, Gp., esterigmatocistinag, ocratoxinag A @
zesralenona, wvem sendo muito utilizado por seus baixos nivelis de
detecc8e e boa recuperacio g repetibilidade. Por outro lado sus
simplicidade & baixo ctusto atende bem 2as necessidades nacionais
{Tabela &}.

Tabels 6 ~ Resultadps da avaliagsc intra-laboratorial do metodo

multitowing preconizado por Spares (41787

b e e e S i mem A A HAA MY T Ve R TR e T ey e e e sk i b i b bk b B AR VR W R P e T P T TR Y i mm dre v i e T W e ke M e e W W e e

Micotoxina limite de coeficiente recuperagio
deteccio de wvariscio media (¥}
{ugs¥al medio (%32

aflstonina Bi e 26,5 24, %

esterigmatocisting 35 i5,7 1%4.8

prratoxina & 16 17,7 : 414,08

rearalenons 14650 8.9 15,8
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3. MATERIaL E HMETODROS

3.1, Rpagentes, Solventes # Soluclo

Alumina neubtra, atividade 1 (9@), marca Hervck.

Carvio stivo, 14-60 mesh, marca Sigma.

Celite comercial

Heptafluorobutirilimidazol (HFBI}, marca Pierce

Placas de silica gel (369 ¢,2 mm de espessura, marcs Merck .

FadrBes de tricotecenos:
- diaretoxiscirpencl, toxinas HTZ2, T2, T2 tetraol e T8 triol,
Makor Chemical Lida, Israel.
~ geowinivalenol, Sigmz Lhemical Lo, E. U A

- mivalenol, Wako Chemigal Pure Industries Ltda, E.U &
Soluclo de trifluoreto de boro a 20X em metanol, marca Merck

Sopilventes £ reagentes de uso comum,
3.2, Equipamentos

Fspectrofotfmetro ultraviecletasvisivel, modelo bLambda &, marca

Periin Elmer.

Cromatdarafo = gas, marca Varian, modelo 332¢, com injetor
splitsepliitless e detector por ionizagl3o em chama, equipado com
eoluns de silica fundida com fase DB-223 (25X de cianopropilfe-
nil e 79Y% de dimetilsilicone e 15 m/¢,3 mm de didmetrol. aco-

plade a integrador Intralab 429¢.

LEmpadas UV de altaz intensidade, modeleo UVGL UG8, multibands
254/%468 nm, Mineral Lighti.

Banho-maria, marca Fanem, modelo 1e2.



2.3, &mostras

7.3.4. Selegio g coleta de amostiras

Para andlize de micotoxinas, neste trabalheo, foram ubi-
tirmdas amostras de gries de tyigo (Iriticum asstiwvum, L), separa-
dos  em dois grupops. Um grupo censtituido por 2¢ amostras cuja va-
riedade, Iocal de cultivo e condicBes climdticas eram conhecidos,
sutre constituido por 48 amostras comercializadas na regilo de ar-
mazenamento.

No primeiro grupo as amostras de grics de trigo perten~
ciam @as wvariedades BH11446 e IACZ4, colhidas durante a safra de
1998, & primeirs variedade ¢ tradicional, rdstica de porte alto
(4,2 a 1,18 m» utilizads desde 1955, A segunda € uma variedade
empregatds a partir de 1983, de alio potencial produtivo, de porte
naixg {(€.7¢ a ¢,8¢ m) e resistente ap acamamento. As duas foranm
rultivadas nos campns experimentais do Instituto AgronBmico de
Campinas, SF.., nas regifies de Campinas, Cindido Motas, Cruzidlia,
Fiorinea. Itararé, Mococz, Monte Alegre do Sul, Pindorama, 880 Jo-

=d dac Laranjeiras g Tietd (Figura 3.

Mo  segunido grupo estio as ampstras provenientes do Rio
Grande do Sul, roletadas em moinhos e silos aue abastecem o comer—
cis na zona sul do Estade, mais especificamente locslizados nas
ridades de Rio OGrande e Pelotas. As amostras, cercas de § kg, foram
coletadas pelos funciondrios dos armazens durante a wmovimentagcdo
dos griocs. Neste caso os lotes de amostra {foram separados por ano
de rolheita (safras de 1988, 1989 e 1998), local de colets (silas
do Terminal de Trigo & Soja ¢ moinhos), local de cultivo da amos-
tya (Rip Brande do Sul, Argentina g Urugual) e época de tomada da
amostra (outubro de 19%9¢, mar¢o de 1991 ¢ agosto de 19917

3.%.2. Preparo e armazenamento de amostra para analise

& tobtslidade das amostras de grios de trige foram ava-
tiados guanto ao seu aspecto: cor, presenca de pontos pretos, con-

taminacio fdngica, grice murchos, seces 8 quebrados.

oL
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Os grios foram moidos em linuidificador doméstico para
obten¢Bo de umza farinha semelhante a integral encontradas no comsr-
cio. De cada ampstra obteve-ce em torno de BGO® g de farinks homo-
génea aue foram embaladas em sacos plasticos contendeo 5¢ g de
amoastya.

Todas as embalagens foram armarenadas em freezer z —-1600

ate o momento da sndliise.

3.4~ DeterminacBo de Aflatoxinas By, B, G4, p, Esterigmatocisti-

na, Bocratoxina & e Zearalenons

fics determinacOes destas micoboxinas foram efetuadas em
camada delgada, segundo o procedimento descrito por Soares (1987

Inicialmente Jfoi feita a triagem das micotoxinas em to-
dats as amostvas. Em seguida, z2s amostrss com resultados presunti-
vos positivos foram submetidps a confirmacko por reacdes suimicas,

& confirmag8o da aflatoxina By foi atraves da reaclo cow
acido trifluocroaceético de acordeo com procedimento descrito por
Preubuyloks (1975 . 0 extrato suspeito de contaminagio com esterig-
matocisting foi confirmade por asceiilacio com enidrido arético:pi-
ridinas {(Stack & Rodricks. 1971, & opcratoxina foi tconfirmzada por
derivacdo com trifluoreto de boro, de acordo com o procedimento de
Hunt & colaboradores(i¥88). & zparalenona foi confirmads por ace-
tilagio com anidrido moético:piridine (Golinski & Grabarkiewicz-
Srrzena, 19845).

6 asmostras positivas foram guantificadas por comparacio

visual com padroes sob luz ultravieleta.

3.5 ~ bDecsenvolvimente de um  eprocvedimento paras determinaclec  de

tricotecenns em grans de trigo

3.%.1.- Preparo de padrbes

Neste trabalho foram empregados S padrbBees de tricotece-
nos do grupo 6. diacetoxiscirpenol (DAS), toxina HTZ (HT2), tosxins
Te (TEy, T2 Tetranl e T2 Triol. fos tricotenos do grupo B {foram

empresadas o deoxinivaleno]l (DBON) ¢ o niwvalenol {(HIV).
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As  splucoes estngues foram prepavagdas gissolvendo-se os
compostos em benzeno. As concentracdes das solucdes foram calcula-
das =através das massas obtidas por diferenca zpos a lavagem g se-
cagen dos frasoos.

&4 determinacio das concentragcdes das solucdes estogue de
dincetoxiscirpencl, deoxinivalenol, nivalencl, T2 e HT2 foi tambem
realizada pelo procedimento descrito por Bennett e SBhotwell (19%90)
utilizando os coeficientes de extingdo em Tuz ultravioleta.

%R 2 - Avanliac3c da purezaz dos padrioes de tricotecencs

& avaliacln da purera dos padrdes de tricotecencs foi
kageatda em trés parametvos: nimero de manchas verificadas om cama-
da deleada, espectro de absorbdncia na regilfo do ultraviclieta e
nimero de picos obtidos apos cromatografia gasosa.

& cromatngrafia em camada delgada dos padrdes de trico-
tecenns foi desenvelvida ew placas prontas de silica (Merck), ten-
des  como eluente uma mistura de clorpfarmio: metanol (%7 + 3. As
slacns foram observadas apods a secagem sob luz ulitraviclels {(ondas
longas ¢ curtas). Em seguida, efetucu-ge 3z pulverizagso das placas
com solucio de doide sulfdrico a 284 em metanol 2 reslizou-se ou-
tra gbservacko sob luz ultraviolets.

Foram obtidos especiros das solucles estoque dos padrdes
de DAS, DON, HTp, NIV e Tp ew espectrofotBmetro UW/Vis & regido
de espectyo avaliada fpi de 46€ a 192 nm com os padrdes dissoplvi-
dos em metanol (Bennett & Shotwell, 12063

i cromatograma obtido apds a derivacio com heptafluoro-
hutirilimidazol 2 observaclo do numero de picos obtidos para cads
tricotecene foi oubtro pardmetro utilizado para avaliar a purezz de
splucdes de padries.

2.5 .3 -~ Estudo de parametros gue influenciam a derivacdo de trigo-
tecencs com hepatafluorobutirilimidazol (HFBI)

Yomando—-se comd ponto de partida o procedimento de Scott
e colaboradores {(i988) para derivacioc de tricotecenos,com HFBI,
spara determinacio por cromatogratia gasosa, foram esiudados os se-
guintes pardmestros: =2) razdo entre os solventes utilizados como
meic de reafso, empregando-se a mistuva tolueno-acetoniirila nas



spguintes proporches g5+1% , 98+1¢; $345; by tewmpo de derivacdo:
15, 30, 45, 4@, 99 e 120 minutos aquando a3 reacio ocorria em hanho
mariz & 6000, ¢) temperatura de derivacio: temperatura ambiente
por 18 horas, B@YC por 2O minutos g &20C por diferentes tempos, g3
relacio solvente tepluenp  acetonitrilal reagente acilante (HFBIJ
nas seguintes proporees 1€:0,3; 1.4, 12:2 e 1€:3; &) lavagem de
fase orginica apos 2 derivacio com tampio fosfatp pH 7.€, ou solu~
c5p de bicarbpnato de scdio 1% ou solucso de amonia 1K

3.5.4.~ Ot imizacioc das condiches para rromatoporafia gasoss de tri-

rotecenos

0 egquipsmento constou de um cromatdarafo marca Varian,
modelo 3380, com 3 ronfiguraclo. detector poOv iponizacae em chamas
injetor splitless. A coluna utilizada foi de aiiica fundida com
t% @ de comprimenio € 2,3 mm de didmetro internoc. & fase estacio-
naris empregada fol 234 de cimnopropilfenil e 73% de dimetilsilano
(nE 2853, com &,23mm de espEssurs, Camo g3z de arvaste fot usado

HE .

ne condicBes estudadas para injecio da amostra foram:
temperatura do injefor (ong, 275 e 308PCH, tempo de shertura da
walvula {(8.5; .75 & 1 minutol, fluwxo de limpeza do injetor g in-

jecio com e sem efeilsn salvente.

Diferentes programagbes de temperatura da coluna foram
eotudadas SsBNRYE ronsiderando & resplugso das mistura de pzadries,

tempo de andlizse ¢ temperatura maxima recomendada para 2 coluna.

T.5.3 - Determinacio dos tempos de retencio dos padrdes de trico-

tpreEnos

A seguintes eondigSes foram ytilizadas PaYa cromato-
grafia gasosz O tricotecenss:
a2y prpgramagBo do  forno: remperatura da coluna 13000 durante 1

minuto. aumentando 3PCC /minuto até 15500, permansgcendo 9 minu-

tos e aumentando S9C/minuto atg PREOC permanecendo A0 minutos;



hy temperatura do injetor: 2735%C;

¢t abertura de walvuls sos ¢.79 minubtos;
d1 fluxo de limpeza do injetor: 23 ml/fming
e} temperatura do detector: 3@0°C;

£y Atenuac3p: 16 x 1071E

Mestas condicbes foram determinados 0% tempos de reten-
50 relativoes dos tricotecencs acilados com heptafluorobutirilimi-
daznl e seus fatores de separacaoc com relacio a um padric intevno,

segundo o procedimento descrito abaixo:

- Aljguntas contends até 5@ ug de tricotecens foram transferidas
com pipetador automitico pars frascps, com capacidade pars I omi,
s o solvente foi evaporado sob Np e ssuecimento. Foram adiciona-
dps 586 ul de uma mistura de tolueno:acetonitrila (923+5) e 50 ul
de HFBI que, apds agitacBo por um minuto, em panho ultra-sdnico
foram deixados em banho-maria a 4000 popr 1 horas. Apds o resfria-
mentn a fmse orgdnica foi lavada com tampSo fosfato pH 7,8 (1 mi
em duas vezes). Apds 3 separacio das fases foi tomada ums ali-
quota para ser transferida para um frasco contendo o padrido 1n-
terng, evaporada B armazenada a —189C. No momento de reslizar
a cromatpgrafias foram redissolvidos em um volume adequado de

hexand.

0 padrio internc utilizmado foi o metil araguidato dis-

solvido em hexano.

3. %. 4. - Curvas padr3o de tricotecenons

& partir das solugles estogue foram preparadas as solu-
cBes de trabalhko com as seguintes concentragdes: 83 ug/ml DAL,
56 ug/ml DON; 5@ ug/ml WIEZ; ¢ ug/ml NIV, &2 ugsml T2 ; 52 ug/ ml
TP tetrsol; 5% ug/ml T2 triol.

sliguontas contendo entre 2% a 45 ug de padric  foram
transferidags <Con pipetadoyr automatico para frascps, € evEpPOradass
sob Np. Em seguida forawm derivadas rom HFBI conforme o procedimen-

tn descritpo no item 3.5.35.



Az @mlicuotas de fase organica transferidas para frascos
contendo 4 ug/ul de ester metilico de acido argauidico foram gva-
soradas sob N2 Estas foram redissclvidas ewm hexano, de moda a se
obtey concentracies variando entre 5 e 1@9 na/ul, dependendo da

sepnsibilidade do detector na ranfiguracic utilizads.

as areas chtidas foram colocadas em graficos,estando nas
abscigsas as areas relativas £ nas ordenadas 2s concentracBes dos
padrdes injetados. Segundo os procedimentos estatisticps descritos
sor Caulcutt & Boddy (1983 foram calculadas as retas idesis, ©
intervalo de conflanga pars inclinaglo e interseccan das diferen-
tes retas, as melhores retaz passando pelo ponto ZBYD B O limite

de detecclo pars rada tricoteceno epctudado,

5 % 7 - Ewxtragioc e 1impeza de extratos de amostras de grios de

trigo

Parz escolbhs do mdtodo mais adequado Pars gxtragao, cla-
rificacio e limpeza dos extratos de amostras de grios de trigo pa-
ra detgrminacio de tricpntecencos, dois procedimentas foram examina-
dos . Originalmente eates procedimentos haviam sido desenvolvidos
pard cromatografia em camads delgada. Um descrito por S0ares
(49R7Y  para determinacio de atlatoxinas, ocratoxing A, esterigma-
tocistina e =Egaralencna € putro descrito povy Marochi- {1988y para

determinacio de tricotecenas € rearalenond.

Nestes meétodos foram pfetuadas modificagdes cujos efer-
tos foram scompanhados POY cromatografin de camad: delgada & ¢ro-
matngrafia gasLSR. Como ampstras foram usagos refugos de grios de
trige dos experimentos do Instituto Agrondmico de Campinas, homo-

genizados no jiquidificador.

Estas amcgtras foram submetidas a triagem celo procedi-
mento de Marochi (4988, A PYresSenca de tricotecenos nigo foi
ronstatads € para sSerem ussdas durante © potabelecimenta do proce-
dimento de extracio ¢ limpezs foram contaminadas com disvetoxis-

civpenol.



as modificacbes avaliadas no procedimento  de Marochi

(4988 usando cromatografia de camada delgada foram:

4} uso ou npEo de hexano antes da particg3o para desengoydurar O ex-
trato;

By clarificagBo com gel férvico, carvip ativo e carbonato de cobre
passands € ndo passando posteriormente em mini coluna de Celi-
te. alumina nas propor¢dbes de 6,7:9,3 ¢ 1:6,58, eluindo o tri-
cotecgny COm rloroférmic. Esta coluna fni proposta originalmen-

te por Trucksess (1984 parsa determinacio de deoxinivalenol .

Mo procedimento de Spares{i¥87) as madificacdes avalia-
das por camada delgada foram: ) adiclSo de uma etapa de limpeza
constandg de ums PASSIGEM PaAT minicoluna de carviBo-ativo: Celite:
siumina (2,7:90,3:90,5g) eluindo com clorofarmio: biclarificagso
com sulfato de amdnio ¢30%), carbonato de tobre @€ carvio ativo ni3p
passando € passando a0 final o limpeza por minicoluna de Celite:

siumina ¢9,7:@,3 ou 1.¢,5g> eluingo com cloproformio.

Por cromatograftia gasosa usando colunag SE-54 e nR-ges,
avalicu~-se o eprotedimento de Soares (19873 com introducio ou nio
de minicoluna na etapa de limpeza e o procedimento ge Marochi
{1988y com g Sem dosengorduramento, com £ Sem limpeza em minicolu-

3

3 & - @fvaliaglp da metodologia proposta

2 4.1 ~ Teste de rpusticidade

Durante 2 ptimizac2o do procedimento escolhido para la-
rificacis e limpeza de ampstras de trigo abservou-se gque as etapas
cribicas para O procgsso quant itativo foram B limperas £m minlicolu-
na e a derivacdo do tricotecens pars cromatografia gasosa. Estas
stapas foram ent 5o examinadas em um teste de rusticidade, segundo

g procedimento descrito por Wernimont (178D},

4%



fe varisveis consideradas estdo na Tabels 7

Tabels 7 - Varigveis examinadas no teste de rusticidade

P -wm—-——-mm_.m...»....--..._..m.m”_“m__w_—mw_—_.-m_mm.—w
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s wvaridveis foram combinadas dentro de oito possibili-

dades, de scovdo com O RS GUEMR

i~ todas as condigles hasicas

2 c e T g (condicBes alternativas empregadas}
- b d ¥ g {(rondicbes alternativas empregatdas)
4- b o d e {(rondicbes alternativas gmpregadas?
5- a d e g trondicoes altternativas pmpregadgas?
&~ a e d § f{condicBes alternativas empregadas)
7~ @w b e f (eondicDes alternativas empregadas)
8- a b o g tcaundicBbes alternabtivas empregadas]

Coms amosivrs empregou-se uma mistura de padrbes contendo
um  tricotecenc do Srupo A (DAS) e um tricotecens do grupo B (HIUV?

contendo 83ug de naAS e 10Qug de NIV por il da misturas.



Em cada teste foram passados em minicoluna D@09 wul da
mistura gue apos a derivagdo foram injetados em cromatografo a gas

contendeo teoricamente 2Bug de DasS e 3%ug de NIV em cada injecso.

0 vesultades permitiram entabelecer guais 05 mals im-
poritantes dentre os fatores estudados com relacao a auantificacio

de tricobecenns.

% &.2 .~ Recupersgdo

ampstras nBo contaminadas naturaimente foram fortifica-
das (segundo ¢ procedimento descriteo por Marachi 1¥88) com aliguo-

tas de padrBes de DAS e NIV em sete niveis diferentes.

As amostras assim contaminadas foram gxtraidas e clari-
firadas pelo procedimento de Suares com adiglo de uma passasem pe-
ta minicoluna de carvig:Celite:alumina (¢,7.£,3:¢,5), proposta por
Trucksess (17843,

% & 3~ Repetibilidade em amostras fortificadas

& repetibilidade fo0i tegtads em amosiras artificialmente
contaminadas com T2 tetrapl, T8 trieol, diascetoxiscirpencl, deoxi-
wivalenel e nivalenol, de acordo com o procedimento descrito  poy
Marpehi (1988). A minicoluna de rarvio/Celites/alumina, foil elulds

sl tpluenn~acetonitrila (95457 .

3.6.4 - Repetibilidade em amopstras naturaimente contaninadas.

0s coneficientes de variag3o de dorterminactes gm tripli-
catas de amosivas naturaimente contaminadas e analisadas foram

calculadas para avaliar a repetibilidade do metodo.

7 7 - Procedimento oroposto para determinacio de DAS, DON, NI,
4T, Te, T2 triol e T2 tetraol em trigo.

Dos parameiros estudados resultou o procedimento  para
determinacan de tricotecenos cujas etapas eotio egsqguematizados ns

Figura 4 g degscritas abaixo:
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Extrair 3@ o de amostra durante 5 minutos em liquidificadoer
tom 278 m! de metanol e 3¢ ml de soluclo de 4% de cloreto de
potassio; 2 Filtrar en rapel de filtro sanfonado. Transferir
uma  aliquots de 15€ m) do ¥filtrado para um beguer contendo 150
ml  de soluc3o de sulfato de ambnio 30% e S50 rm3 de telite. Ho-
mogeinizar com bastSo de vidro e deixar em repouso por 3 minu-~
tos ou mwais, antes de filtrar novamente em rapel de Filtro
sanfonado;

transferir 1% ml do filtrado para um funil de SEPAYagio con-
tendo 15¢ ml de dgua destilada, Adicionar 16 ml de clorofdrmio,
Efetunr 3 particio agitando lentamente por 3 minutos deisxands
Separar as camadas {(ny minimoc 1§ minutos). Recolber a fase clo-
roformica ewm bequer. Retirar uma aliquots de & ml para um
frasco;

Repetir a partic3o com mais 1¢ m] de clorofdrmipo Retirar umsz
nova aliguots de 5 ml, Jjunta-ls a0 frasco contendo a8 primeivsa
aliquots;

Evaporar o cloroférmio em banho-maria;

Preparar minicolunas cantendo 8.7 g de carvio ativeo, .5 g de
alumina e 0,3 g de Celite lavada (A.D.A.C., 199@), misturar g
empacotar em seringas de injecdc (5 ml) contendo 18 de vidro e
sulfato de sodic anidro no fundo. Apds adicionar o recheio, ro-
lar nas m8os para acomodac3e da mistura. Apds a adi¢Se da fase
estaciondria acrescentar umz fina camada de sulfato de sddio
anidro no topo,;

Ressuspender o extrata trés vezes com 206 el de clorefdrmic ou
tolueno-acetonitrila  (9%5+5) agitar cada vez em banho uwltra-gd=-
nicu e aplicar na winicoluna & cadg nova ressuspensio;

Efetuar 3 eluicfc com 3% ml de clorofdrmin gquando  for para
triagem ou 48 ml da mistura de to}uena:acetonitri}a {?3+3}) para
amostras a serem quantificradas. Evarorar o solvente em banhop
mariz sob ums corrvente de nitrogenio,

1@y Efetusr 3 derivac8o, adicionando 59¢ ul da mistura tolueno:

acetonitrila (95+3) ¢ 592 pl de HFBI., Agitar a mictura por i
minubto em banho ultra-sdnico. Deixar em banho maris z 4000 du-
rante 1 hora. Esfriar as amostras,acrescentar mais 99¢ ul  da
mistura de solventes e agitar. Lavar 3 fase arganica em duas
vezes com 1 ml de tampSo fosfato 0,1 M pH 7,@., agitande 1 mi-
nuto em  banho ultra-sdnico. Em seguida deisxar em congelador
para efetuar melhor a separaclo das fases;



11 Transferir com piretador asutomidtico S60u] ou 388ul de fase pr-
ganica, respectivamente Para a triagem ou quantificarclo para
frascos contendo 4 ug de metil araquidate. Ewvaporar sob No e
a temperatura ambiente. Redissolver com 16@ul de hewano e agi-
tar em banho ultra-sdnico antes de injetar no tromatdgrafo,

38 v amostra

F3

extrac8o [metano] (270 ml) e KU1 16% (32 mi1)3
filtraglo

clarificacSo [(NH 280, - 304 (150 m1}3

9arttt§o [clorofdrmio (2xid mi)3

minicoluna {carvia:celite:alumina, &,7.:6,3.8,%
eluicin {tlorofdrmio/toluenc: acetonitrilas

¥
gvaporacio

derivacio [HFBI/Ztoluenc-acetonitrila 95+5 {5:.1)

1?
avagem Ltamp3c fosfato pH 7.6 (14 mldyl

ol

¥
tase organica [aliquota evaporada (390 ou 30¢ ul

redisgsolucio {(hemxano!

¥
cromatografias gacsoss

Figura 4 - Método proposto Para determinac8o de tricotecenos em
amostras de trign.



3 8B -~ Confirmac3o da identidade das tricotecennos em amostras ppgi-

fivas .

4 confirmac3p dos tricotecenns nas amostras foi feita
através de rea¢fes quimicas. fpds a execuclSo da reacdo escolhida,
o procedimento proposto para derivacie com HFBI foi efetuado como

descrite em 3.7

0z tricotecenos, apds as reaches quimicas e exposicio ao
HFRI, apresentam tempos de retencBo diferentes das apresentadaos

com 2 derivac3o direts com HFRT
& seguinte rotina Poi empregades :

a} FortificascBo das amostras suspeitas com padrdes derivados

B) Acetilac8o para tricotecenos do grups A e do DBrupo B, usando o
procedimento de Stahr e colaboradores {(1983) wmodificado,

) Hidrolise dos tricotecenos do grupo A usando modificacBes has
condicdes propostas por Sigg e colaboradores (194655

d) RedutgBo doe tricotecencs do grupo através de modificacBes no

procvedimento de Grove (41984

3.8.14 ~ Acestilacio

Evaporar uma aliquota contende ate 40 ug de tricotecena.
Deixar o residup, durante duas horas a &0°C, em meip contendo
280ul de mistura de piridina:anidrido acético na proporclo de 1.1
Apds resfriamento, evaporar a mistura & temperatura ambiente sab
corrente de nitrogénio. Ewm seguida, efetuar a derivacBEo com HFBI

pelo procedimento descrite em 3.7,

3.8.2 ~ Hidrdlise

Este procedimento foi estudade e definido apenas paras
tricotecenos do grupo A e consiste ®M: '
- evaporar aligquotas contendo 4%us de tricotecenc. Adicionsar imi
de solucdo de metancl-ambnis (18:1). Deixar em banho-maria a
&0YC durante 4 horas e evaporar sob nitrogénio, com aquecimento.

Efetuar a deriva¢3o com HFBI como descrito em 3.7.

a4



2.8.3 - Redurlo

& reducBo de tricotecenos foi efefuada em amostras
tontendo até 3¢ ug da micotoxina. O procedimento consiste em sdi-~
cionar 26¢ ul de uma solucdo contende Emgsml de NaBH4 (boridretn
de sodiol deiwxando reagir a temperatura ambiente por 24 horsag,
Neutralizar a wmistura com HC1 2N e evaporar sob nitrogénio, com
aquecimento. Em seguida, derivar o extrato com HFBI cong descrito
em 3.7.

A
i



4 — RESULTADOS E DISCUSSAC

4.4 - Desenvolvimento de metodologia para determinacio de tricote-

tends por cromatografia gasosa.

4.1.14 - Concentraclo dos padries de tricotecenos

A concentracic dnsg tricotecenos nio & Hsuzlmente deter-
minada através do seu coeficiente de extingio, pois a maioriz de-

Ize nBo absorve no nitravicleta/visivel

Rofineiramente as concentracBes dos padrdes de tricote-
cencs  s8o determinadas apenszs pela diferenca de massa do cronteddo
dos  frascos comerciais contendo o composto, mas por se tratar de
tompostos naturais n3o s¥o puros. Considerando esta gificuldade,
Bennett & Shotwell (1990) recomendan 3 determinscio de concentra~
8o de padrfes de tricotecenos através dos coeficientes de extin-

t30 por eles determinados experimentalimente .

AD  empregzar epcke procedimento no laboratdrio fouram en-

contrados problemas, tais como:.

&) os comprimentos de onda correspondentes 4s absorb3ncias maximas
para diacetoxiscirpencl, toxinas HE2 = T2 estavam em tornc de
203 nm, regilc do espectro diticil de se trabalhar por estar

muito proxima ao “cut off" do soclvente revomendado {(metanol)

B} a fraca absorbincia dos tricotecenos no ultravioleta implica no
use de concentracBes altas dos padrides, para execusdo da leity-
ra no espectrofotdmetro, {(aproximadamentaes 1080 ug/ml}  guando
tomparadas com as necessarias pars detec¢io por métodos £roma-

tograticos.

Em face das desvantagens descritas optou~-se por estaba-
lecer = concentraclo de solucdes estoque por diferenca de massa do

recipiente gquando do sey PYERPAYro.



4.1.2 - Aavaliacio da purers dos padries de tricotecenos

A pureza dos tricotecenps & importante n8o sé para 3
quantificacio como para identificacio qualitativa. Vidrios métodos
podem  ser utilizados para isto- ressonancia nuclear magnetica,
cromatografis Iiquids de alta gficigncia, espectroscapia de mas—

sas, cromatografia gasonsa, em camada deloads e gspectrofolometrig .,

Foram escolhidos os métodos tromatograficos e espectro-
fotometrico,por serem os mais acessiveis. (s procedimentos ect o

descritos ng item 3.5.2.

s espectros de shsorbincia apresentaram um aspecto ca-
racteristico, com 25 absorbincias aumentando em torno de 210 nm,
chegando a um maxino em 205-203 nm Para diacetoxiscirpenol e towxi-~
nas HIZ & TE. Nivalenol e deoxinivalenol n3o exibiram picos mar-
tantes nos comprimentos de onda gsperados de E2® e 21%nm respecti-
vamente. Nenhum dos padrdes mostrou uma diminuicfo significativa
da  absorclo apds 249 nm. Assim estes espectrog N30 serviram pars

avaliar conclusivamente a pureza dos padries.

# cromatogratia em camads delgada desenvolvida em placas
comercizis de silica gel e reveladas com dcido sulfurico nBo de-
monstrou 2 presenga de mistura de tricoterenaos ou de outros com~

postos nos padrdes cromatogratados.

fis cromatogramas obtidos apds & derivaclo dos tricotece-

nos com hepigfluorobutirilimidazol demonstraram que:

i -~ o padr8p de nivalenol continhz umsa impureza com fempo de re-
tencdo semelhante ao do HT2, senda a relacio entre as drea do
padr8c g do contaminante em torno de 124

2 - o padr8o de T2 tetracl possuia um rontaminante com tempo de
retencdo semelhante a0 do T2 triol, sendo a relacio de d#reas
em torno de 5:1 sproximadamente.

3 ~ o padr3o de T2 triol possuia um contaminante com tempo de re-
tenc8o semelhante ao TP tetraol, sendg s relagio entre as

dreas em torno de 104



4.1.3 ~ Pardmetros que influenciam B derivacBo dos tricotecenoe

tom heptafluorcbutirilmidazol (HFBI) .

Tomando-se como base o procedimento e Scott e colabora-
dores (1988) usande o HFBI para derivac3o de tricotecenocs e cYrams—
tografiaz gasoss para quantifica¢8o, foram estudados os parametros

descritos no item 3.5 3

A proporcao entre os solventes tolueno-acetonitrilas ori-
ginalmente empregada por Scott, 95 + 5, fni avaliada na tentativa
de evitar o aparecimento de interferentes nos cromagtogramas de pa-
dres mais polares, como por exempio, o T2 tetracl. 0O aumento da
polaridade do meio de reacBo poderia facilitar a derivacio, elimi-

nando os pieos decorrentes de derivagio incomplets.

Verificou-se «que proporgSes maiores de atetonitrilia, ao
contrario do esperade, diminuia as dreas dos picos de TE2 tetraocl e
a2 derivacio de outros padrBes também ficava prejudicada. Atribuig-
se este ¥fato 3 menor miscibilidade entre os reagentes pois ocorria

5 formacB3oc de uma pelicula na superficie da solucio.

0 tempo de derivaclo de 390-49 minutos foi suficiente pa-—
ra  tricotecenos menos hidroxiltados, mas para os de peso molerular
maior ou com maior ndmero de posigdes hidroxiladas foi necessario

no minimo uma hora a temperatura de 6@°C, para reacBo completa.

8 aumento da relaclp HFBI:solvente resultou em cromato-
gramas "mals sujos” e portanto meis dificeis de serem interpreta—
dos  sem que houvesse aumento das dreas dos padries derivados. Uma
relacdo menor gque 1:1¢ mostrou ser insuficiente para misturas con-
tendo mais que 3 ug de tricoteceno (T2 tetracli, T2 triol e nivale-

rol) e acima de 1@ ug para outvos.

A lavagem de ¥fase orgdnica, apds s derivacSo com dife-
reﬁtes solucBes, nd3o apresentou diferengas guanto aop aspecto dos
cromatogramas, Porem optou-se pelas soluclo de tampiEc fosfato pH
7.89. fAs seguintes condicBes foram estabelecidas como Otimas para

derivatio dos sete tricoterenps estudadny



~ golvente: tolueno-acetonitrila (9% = 53

- relaclo HFBI/solvente. 1:4¢

- temperatura de derivacSo- &8¢

- tempo de derivacZo. 40 minutps

- lavagem da fase org8nics apds a derivacio:. tampfo fosfato @, 1M
pH 7,

4.1.4 - CondicBes cromatograficas para determinacio de tricotece-

nes por cromatoarafia gasoss,

& escolha dz fase estaciondria fpi feita baseadas nos
resultados obtidos por Scott & colaboradores (1986 durante a Com-
paracdo do desempenho de cinco colunzas Para separacis de cinco
tricotecencs. Optpy-se pela mais seletiva (P5Y% Cianapropilfenil e
73% dimetilsilano em tase ligada) e com menor tomprimento e assim

diminuir o tempo de andlise.

0 injetor do cromatfgrafe, no modo "splitless”, além de
estar disponivel no lasboratdrio onde foi desenvolvido o trabalhg,
Possuia  a vantagem de ser o mais indicado para o trabalho guanti-
tativo, juntamente com g zistema “an tolumn’™, pava ecte fipo dg
compostos, pertecentes a uma mesma familia, com pontos tde ebulicin

rltos e relativamente PrOXimos .

2 detector por ionizacso em chams @ comument e encontrg-
de¢ nog laboratdrios nacionais que trabalham com andlise de ali~

mentos por tratar-gg de um detector universsd .

. As condigBes experimentalmente determinadas para injecio
de  amostra (mistura de radrdes? foram: temperatura do injetor,
tempo de abertura da vilvula para obtencdo de condicho "splitlegs”
fluxoe de limpeza dao indetor e injecio com e sem efeito do

suivente

iferenteg programacoes de coluna foram estudadas,
semere considerando s respluclo dos compostos e o tempo de angli-
€. & vazio do gds de arraste foi também otimizada. Dentre as de-
terminagles experimentals as que melhor ¢ adequaram aos abhietivos

foram.

ey



- programacio de temperaturs da coluna: 16000 durante um minuto,
aumentos = 22PC/minuto até 15900, permanecendo cinco wminutos,
aumento ate EPEOC, permanecendo 4@ minutos,

~ temperatura do injetor: E73°C

~ temperatura do detector: 308°C

- tempp de abertura da vavula: @.75 minutos

- §luxo de limpezz do injetor: 28 ml/minuto

- vazlp de gds de arraste {(hidrogénioc): 4 ml/minuto,

Fetas condigles foram utilizadas durante a friagem, con-
firmacso e quantificac8o de tricotecenos ewm amostras de trigo, Ty~

ins resultados sstlo descritos adiante.

4 4.5 - Determinacio dos tempos de retencdo relativos (rpii  dos

tricotecenos com relacfo a um padrBo interno.

Empregando-se as condicBes de derivac3c definidas no
item 2.59.% g as condicles cromatosrdficas acima descritas, deter-
minaram-se o©s tempos de retenglo ajustados (¢ g} com relacio =0
soplvente, dos padrBes de diacetoxiscirpenol, deoxinivalenol, to-
wina HTP, nivalenol, toxins T8, TE tetraol e T2 iriol. A ordem de

sluicio pode ser observada na Tabela B.

Ds tempos de retengip relatives (rpy? foram determina-
dos em relag3o a um padrie interno, o mebil araquidato. Pels
Tahels B pode~se verificar que os tempos de retencio ajustados dos
padries apresentaram desvios padrio altos, principalmente para
tricotecenos saue gluizm nas mudancas de temperatura ds programacio
{deoxinivalencl, nivalencl}. Atribuiu~se estas wvariacdes ]
sroblemas verificados com s valvula cvontreladora de pressao  da

coluna.

Para minimizar o efeito das variacOes nos tempos de re-
tengSo  empyegou—se o padrao internp o gque velo contornar o gro-
biema de performance do ecquipamento e da mudanca normal ds viscoo-
cidade do  gds, tornando mAls Fdcil a identificac8o dos picos de

tricotecenns que viessem estar presentes nas amostiras.

&



Tabela & - Tempos de retencio ajustados (t'pY des tricotecenos
heptafluorobutiltados e tempos de retencdo relativos
{rai) com velegdo an metil sraguidato.

ke s A A ARk MR WA R e e . e Sk ke MY L VW SR R ARE B WAL U T T TR e e ke e WA MG TSR VSRS MG MR WA VAR TRE s i bl i ek e e i A HA B e e e ane

Padrio t 'piminutos) Tpi

son 5,44 + 6,39 0.54 * 0,01
NIY 12,80 + &,83 . 1,48 * 6,97
T2 tetraot 14,88 & &,44 i,74 2 @,04
T2 triol 2¢,e5 t 6,31 £,44 * 8,11
048 22,73 + 8,16 2,84 + .03
HTZ2 24,79 L ©,65 3,34 + 2,06
T 36,30 * .85 4,58 % &,01%

. i v bt At A Sh3m e e i e SR A Ty bt Ak AR AP PR St e o b e o, ok b S T e o o ke S e S B e o o e e . A WA W R B R e s e s e e S S s e

s Figura 5 mostra dois cromatogramas, um que representa
o hranco dos reagentes de derivacic £ oubtro arresenta o0s sete pa-
drBes de tricotecenos estudados, derivados e crometografados nas
rondigbes estabelecidas. Pode se verificar que apenas © deoxini-
valenol tem tempo de retencdo menor qué o padras interno & que to-

don s picos e2st8o bem resolvidos.

4 4. 4 - Quantificacio dos tricotecenos

Inirialmente #oi experimentada a3 guantificaclo por pa-
dronizacdo externa. Neste procediments ¢ necessario  gque nio
srorvam variagoes de fluxo e de sinal elgtrice no detector e no
integradeor, além das demais condicbBes de procedimento gue devemn
zer mantidas constantes. & dificuldade de se conseguir na praticsa
estas condicBes, levou-nos a experimentar um padrio interno, o
metil wraguidato, para diminuliy as variaches encontradas atraveés

de c3licrulos de areas 00s PLCOS.

& pratica demonstrou que as curvas apresentavan diferen—
tes inclinacBes =z cads dia (Figura &). Estas diferen¢as demonstra-
vam gue @ relagBo das areas do padrio interno e dos padries de
tricotecenns nio Foi constante. Tal variagSoc indica «que bhouve
alteracBes na tensio da rede que influenciaram as respostas  do

dgetector.

&1



PADRAD INTERND

Ml

! 1 brancoe pare derivagdo

O
2
ey [
1)
fo
=
fe
bt
o
g 4
Q Q..
v 5
< ]
> g
z o
ot
= 2
0 [
1
o
i
£ o
ki\l\_.
jW.{d\JL"

2 : mistura de padroes de iricoiecencs

Fig.5 ; Perfi! cromatografico de separaogdc de tricotecenos

1. brognco porg derivagde
2., mistura de podrbes de iricotecenos

&



AREA RELATIVA

@
O
o
j

. 7

- .
6.00 ] L

- ] P

] -~

i e
4.00 R

it /‘f

e ff’

: /,r,’ ”_’_p—*"
2»{)0"’" ’f ’//"‘

— ' ’-(1’ ”,-4

: };‘ "_/‘""

;] - TR
. e e —
” xX-7T e T

1 SR - eSSt

1 R @R R TR
0.0G :I%Q‘!@liill LI A A I B L T AR A AL D A e T L O A L T F F : P OF i I #

} ] I ] i
Q.00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00

CONCENTRACAO (ng/ul)

Fig. & Curvos podrdo de toxing T2.

53



& relacBo concentragso » 2rea relativa ers linear numa
dada faixa g ¢ crlculo deos limites de confianca das retas apre-

zentave um intervalo comum para cada padripo de tricotecenc.

Optou~se por utilizar padric intevrno para o aspects
guantitativo. DBurante a guantifirag¢ido continouw sendo utilizada @
razi60 entre as areas de cadas tricotecens 2 a ares do padrioc inter-

no. Poreém esta relacldo fol estabelecids diartamente.

4.4 .7 - Extraclo ¢ limpeza.

Para escolhka do wmetodo mais adeguado para extracie e
limpeza de amostras de trigo para determinaclo de tricotecenos,
doig procedimentos, por cromzbtografias em camadas deligada foram exa—

minados devido a suz simplicidade e baixo custyo:

a) & métopdo descrito por Sgares (19287) paras determinacio de afla-
toxinas, esterigmatocisting, ocratoxinzg e zeavalenons;

53 n metodo de Marochi (498B8) pars determinacho de tricotecenns,

s efeitos das modificacOss feitas nestes metodes foram

avaliados por cromaboprafias de camada delgadas e cromatosrafis

GREONSA .

s modificacBes experimentadag no procedimento de
Marpchi usando camada delgada foram: Uso pu hiEo de hexano para
desengordurar o© extrato; clarificscio com gel férrico, carvio

ative o ecarbeonato de cobre passando 2 ndo passando posteriovrmente
oy minicoluna de Celite.alumina nas proporebes de ©2.7:.06.3 e

1-2,%g, #luindo o tricotecenc com clorofdrmico.

No procedimento de Soares as modificactes avaliadas por
camada delgada foram: limpeza do extrato obtido apds particgdc em
minicoluna de carvio ative:Celite . alumina (2,7:6,3:8,5) eluindo
com cloroformioc; clarificac3o com sulfato de zmboniol(3@¥), carbo-
nate de cobre p carvido ative passando e nBo passando 2o fimal da
limpeza por minicoluna de Celite:aluming nas proporgles do  CB50

anteripr.



fis avaliaclBes em camada delgada das modificaches intro-
duridas demonstraram Que o metodo proposto pars determinac8c  das
gutras micotowxwinas, em gualguer caso zinda mostrava muaiteos co-

exbtrativos .

For cromatogradia oasosa usando colunas SE 54 = DB 2235,
avaliou~-se o procedimento de Sceres (19B7) com introducio ou nio
de wminicoluns na etaps de limpeza & o precedimento de Marochi

{i988) com ¢ sem desengorduramento.

s resultados demonstraram a impossibilidade de transpo-
sicin da tecnica de Marochi, para cromatografia gasosa, umas vez
que =2 limpeza foi insuficiente & os extratos produziram cromato-
gramese extremamente sujos, como se pode ver pela Figura 7. Hina
possivel explicacio para este fato pode estar no uso de gel Fér-
rico e carbonato cdeprico durante s clarificacio, pois 8 presenca
de metais mesmo em quantidades minimas pode alterar o comporbtamen-

to de interferentes.

& pxtracBp e limpeza preconizadas no metodo de  Sopares
arrescida de uma etapa de limpeza em winicoluns mostrou~-se adeqgua-
da com cromatogramas limpos em amplificacdes da ordem de 16~12 no

cromatografo gasoso (Figura 7).

4 P - pvalisclc d= metodologia proposta.

4. 7.4 - Teste de rusticidade

Burante 2 otimiza¢Bo do procedimento para determinacio
de tricotecenos em amostras de trigo, observou-se que as etapas
criticas para o proresso quantitativeo eram 3 limpeza em minicoluna

2 a derivacio da taxins pavra cromatografia gasoss.

Tendo em vista o custo das andlises e o tempo necessario
para efetua-las utilizou-se um plano fatorial Fracionario para
testar algumas etapas para o teste de rusticidade {(Hernimont,
{985y . Foram montadas combinacles de sete fatores, que 0§ experi-
mentos  anteriores haviam demonstrado serem pontos critices. Assim
foram executados pito experimentos para cada padrio, sendo um  do

orupo A& ¢ outro do grupoc B como descrito em 3.6.1.

&3



1. método de Marocht

2 i método de Soares com mini-colunag

Fig.7 : Sistemos de extracdo clarificagho e limpezo de omostras
e seus pertis cromatograficos.
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0= efeitos dessas combinscdes nas poreentagens de reeu-
reragic dos padrfes estic na Tabela 9.

Tabela ¥ - Porcentagens de diacetoxiscirpenol(BAS) e nivzlenol (NIV3 recupera~
das e difergngas nas combinacDes de condigOes durante a teste de

rysticidade.
Condigio  CombinagBes % DAS  Diferenca NIV Diferencs
TECUPET RO recuperado

Salvente tloroférmic 59,5 -13,7 66,7 9,8
tol-aceton. 73,3 Fh, 4

To.secagen aguecimento 59,2 ~-14.3 H4,9 - .3
ambiente 73,8 74,3

Unl.eluicis 3@ mi 41,8 - 8.8 78,8 - %4
4¢ mi 78,7 72,4

Yazio da col. gravidade 51,8 - 2,0 &7.9 - 7,3
pressianandn 7i.¢ 75.3

HEBI novo 72,4 i2,5 74,7 &,
c/+3% dias 48,8 68,3

Empacotaments rolando 74.8 $4,0 2.5 i.8

tfa coluna pressionando a7.9 0.7

Tempo de &8 minutos 72,16 131,44 719 8.5

derivacio 92 minutos 48,7 Fi.4

O resultados mostram que todos os efeitos experimenta-
dos influenciam sobre os teorec recuperados dos doig padrdes esby-
dados & gque o diacetoxiscirpencl € o mais susceptivel a variacdes

deg procedimento do gque o nivalenol.,

gz condicbes denominadas basicas para tempo de derivaw-
¢&p, empacotamenteo da coluna e “idade” do reagenie mostraram-se as
mais zdeguadas para = determina:ic"da tricotecenns do grupo & ou B
{(3.6.147%.

A wvazic da coluna com pressEo do embolo melhorou o ren-
dimentoc para as duas toxinas festadas, mas, isto 212m de n3c re-
produtivel apresentava cromatogramas wmuitos sulo dificultando a
identificario ¢ guantificagio mesmo para as misturas de padrbes.
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0 volume de eluicBe ¢ a temperatura de secagem e o sol-
vente empregado ns eluigdo, foram as condicles alternativas que

mais influsnciaram neos teores de micptoxines recuperados.

Lom base neste teste foram escolhidas as condicOes para
extracao, limpeza e derivacio descritas na forma final do met odo,
em 3.7

4. 2.2 - Recuperagao

Estabelecide o procedimento, foi realizado um teste de
recuperagio em sete niveis, para diacetoxiscirpensl e nivalensl
gluidos da minicoluna com clorofdrmio e tolueno-acetonitrila
{Tabglas 16 e 11}

Yabels 18 - Recuperacso de Diacetoxisciveenal

i e i TRLRTA SR TR A AR PR A W LA, 4 A o e . . . . e o P VP AL . AL AR A A A Al Al o i . . i ST T - R W R b i e s o o o TR AN A B it vl . . b . e rebe e

Eluigio com cloroférmic EluicBe com tolueno-acetonitrila
adicio  Detectado  #Recuperacio  Adicdo  Detectads  ARecuperaco
ims/Kg) {ep/Kg} {mgf¥g) {mg Ky
@,781 @, 419 8§7.5 8, 448 @,3%1 g87.3
{1,483 ¢,B%5 £3.8 &,737 4,661 81.5
1,778 1,193 57 .4 1,044 &,B&7 ge.9
£,134 1,288 &8 .3 1,195 1,099 1.9
e, 844 i.786¢ &2.4 1,494 1,393 g3.4
3,557 t,.812 5¢.9 1,793 1.334 B95.¢é
4,087 1,747 41 .3 2,24t 2,174 g7 .1

o ke s ek e e v s el ki et k] ek . e b ok ot . e ey o e . . ol T L R e W e AR Sk ikt skl i sk Sk o foy S e e o e P R Ak m Wt Hirk Sk s S S T T WA A AHE I o
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Tabela 11 -~ Becupersgip de Nivalenol

T YT TR UL A A A S e e o PR R A AL A M e sk i F R St i, o o . R AR e ki e o o e ok e . A . 0 8 Pl i e i e e . s e T TR Y VAR ol A ot k. e o T PR O A S A e T T

ElvigBo com clornfdrmio Eluicdo com toluenp-acetonitrils
Adicio  Detectado  fRecuperacio  Adigio  Detectado  iRecaperacdo
{mg/Kg} {mg/Kg) {mg/Kg) {mg/Kg?
£,455 0,449 7.7 %, 34 ¢, 295 g2 .4
é.982 &, 578 a8.¢ 8,975 ¢.618 187 .3
i,142 &, 4643 Y @.,72% §,606 84.9
$.38% ¢, 418 32.3 &,084 g.782 9% .4
{1,834 ¢, HoR 58.46 i,08¢ 1,032 97 .4
{1,964 %856 41.9 : 1,43 1,873 F2.5
2,099 ¢,.821 35.8 1,894 .00 2.3

Em =wambos os tricotecenos pode-se verificar gue a  faixa
de recuperaclo foi ampliada na eluic8o com tolueno-acetonitrila.
& recuperacio de diacetoxiscirpenol entre 2,4% ¢ 2,3 mg/Kg apre-
sentou, nz eluigdoc rom toluenp-acetonitrila um valor médio de
BR,5% contra &£4,.8% entre 8,7 & 4,3 mg/Kg na eluicio com clorofdr-
mio. 0 coeficiente deg variagBo passou de 21 .9% no primeirc caso,
para 6&,8% np segundo caso. O nivalenol, entre 8,45 e 1.2 mpsko de
adic8o eluido com 8 tolueno-acetonitrila, apresentou um valor me-
dipg de recuperagdo de P2.7% contra 49,4% guando clorofdrmio foi
empregada comp splvente no intervalo de €,65 e 2.3 mgs/Kg de adi-
¢80, 0Os coeficientes de variacho das recuperaches nos seite niveis
fovam £é& e B parz eluiclo com cloroformio e tolueno-acetonitrila,

respect ivamente .

4 7.3 - Repetibiiidade das amostras contaminadas arvtificial o na-~

turaimente

a4 repetibilidade fol testada em amostras artificialmente
contaminadas com T2 Letracl, DAS, T2 triol, DON, NIV e toxina T2
de acorde tom procedimento descerito em 3.6.3. Foi utilizads ums

media de seis determinacies {(Tabela 12).
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A repetibilidade das amostras naturalmente contaminadas
durante os levantamentos, descritos mais adiante, foi calculada a

partir dos valores gbhtidos das repliicatas (Tahepls 127

s wvalores obtidos para verificac¥o da repetibilidade
nas amosiras natural e artificiaimente contaminadas est3o na Tabe-
Ta 11 como coeficientes de varin¢8c. Pode-se verifticar que estio
na faixa de 3 a 13X para as micotoxinas encontradas como contami-
nantes naturais. 0 tricotecenos diacetoxiscirpnol e foxins iz

apresentaram os menores coeficiente de variacso.

8 copeficiente de variacio de diacetoxiscirpengl nas
ampstras artificialmente contaminadas f0i em torno 2,6 veres maior
que o encontrado no caso de contaminacBo natural. O que pode in-
dicar «que 0 ndmero de determinacdes no casc de contaminaclo natu~
ral n8o foi suficiente para revelar a varisbilidade que pode ser
encontrada com este metodo para esta toxina. Nas demais toxinas
as variacles foram pequenss entre os resultades de amostras natu-
rais e artificilais, pois o numero de amostras contaminadas com

glas oras maior.

Guando comparados estes resultados vom os coeficientes
de wvariacdc mencionados na literatura, eles estzo entve os valo-
res  mals baixos das faiwas mencionadas quando 6 empregads croma-
tografia gasosaldectector por ioniza¢3o na determinacio (2.3 =z
3¢ (Ilus et aiii, 19Bi; Collins & Rosen, 1981).

Tabela 12 - Repetibilidade das amostras natural ¢ artificialmente

cpntaminadasg .
Coeficiente de variagio médio (¥}
Micotoxinas S T T T etk i e o i 20
ContaminacHo amostras
natural fortificadas
uas 2,8 7.3
DOl 11,7 11,58
NIy 12,9 8,7
T2 3.9 e s
Te Tetrzol 7.3 4,4
T2 Trigl = e e 11,9



4.2.4. Limites de detecglo de tricotecenos

Os limites de detecc8o dos padrBes de tricotecenos foram
determinados diminuindo as concentracBes ate atingir um pontea onde
o sinal obtido fousse trs vezes maior gue ruido. Foram emeregados
o desvio padrio das menores ireas detectadas.e o procedimento es-
tatistico descrite por Calcutt & Body (1984, para calcular o=

limites de deteccio do metodo com 95% de confianga {(Tabela 13).

Os limites de detecc3oc nas amostras variaram para os
tricotecenns do grupo A de ©,1 a ©,% mo/kg de amostrs e de ¢,1 =
8,2 ma/kg de amostra pars o5 tricotecenos do grupo B, Fatfes valo-
res concordam com os obtidos por outros autores gue usaram defer-
minac30 por cromatografisas gasosa tom detector por ionizac3o em

thama {Bomer, 1984) .

Tabela I3 - Limites de deter¢So do método groposto para delermina

¢30 de tricotecenos

Tricoteceno Padr3o Amostra
in}.{(ngl {mgskg?
DAs 3,8 @, 1
noN 7,0 ¢.2
HT2 iz. e @,3
NIV 2, 2,1
Te 2,9 2,1
T Tetrapl 8,0 2,4
72 Triot 6,9 e,3

Ti



4.3 ~ Procedimento pars confirmacio de identidade

B confirmacio de um resultado cromatografice pode ser
executada ou por reagdes quimicas ou por métodos fisicos do tipo

espectrofotometria no infravermelho ou espectrometriz de MBITSIH .

Diante da dificuldade de acesso a um espectrometro de
massas, dificuldade esta comum & muitos laboratdrios nacionais,
decidiu~se avaliar reacdes guimicas gue sliassem simplicidade de
execucdo £ baiwo custo e que permitissem estabelecer as identida-

ges dos compostos.

4. 3.1 - aAretilagio

f# acetilac3n empregada em tricotecenos dp grupo A e B
teve lugar em meio anidrido-acético:-piridina. Guandeo = mecebtilaclo

e completa HT2 , T2 tricl e toxina TP formam o mesmo composto,

Eom acetilac3o o discetoxiscirpenol mostrou uma pequens
variaclio no seu tempo de retencio relativo comparativamente ao en-
contrade antes da reacido. Toxinaz HTP e T2 tric] podiam apresentar
picos  com maiores tempos de retencdo por derivacBo incomplieta e
igual ao da toxinz T2 apds rencio compleba. Nivalenol & deoxiniva-
lenol acetilados exibiram seus tempos de retencBo relativos aumen-~

tados com relacBo avs compostos originais (Tabels 14) .

4.3.82 - Hidrdlise

A hidrélise em meioc de amdnia:metanol transforma os tri-
cotecenos do grupo A nos alcodis correspondentes. Assim o disceta-
xiscirpenal resultava no sscirpentriol g o5 demais TR friol e to-
®inas T2 g HTZ transformanm—se em 12 tetraolu 

Com a hidrolise, o tempo de retencio relativo {rip) do
distetoxiscirpennl hidrolizado ¢ devivade com HFBYI diminuiu. (=
demais tricotecenos do grupo A mostraram comportamento cromatogrd-
tico sewelibante ao T2 tetraocl deriwvadg com HFBI. A excecEo foi a
towinag T2 «que apresentou comportamento semelhante ao HTP  hepta-
fluorpbutirade {(Tabela 14},

=
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4. 3.3 - Reducio

A redutdo com boridreto de sddip transfprms o grupamento

cetinico dos tricotecenos do grupo B em aleodis.

A reagdo provocpu diminuiclo nos tempos de retencio  do
deoxinivalennl # nivalenol derivados com relaclo ao origina? nioc

reguzido.

O0s resultados das reacoes nos padries de f{ricotecenos
foram verificesdos pelas mudancss nos temppes de retencio relimtivos

chservados nesies vompostos dervivados com HFBI (Tabelas 8 ¢ 143

Tabela 14 ~ Tempos de retencio relativos {rpi) dos tricotecenos'®’

apds reactes de derivacSo(D).

Padries ficetilacio Midralise Reducino
BN £2,38 r &,874 e .71  ¢,@p
MIV 3,41 % @,02% 000 e 0,50 + 2,0
TE tetraont 3,35 + @,ere(E) 1,73 % 0,05 @ cee—ee
T2 trio} 2.9%8),3 9,4,5 1,76 + 9,823  —eeee-
nas 3,82 £ 0,082 3= A —
2,59
1,87
HT2 4,3 % ¢,19 1,76 2 €,835  —eeeee
T2 4,27 & ©,18 2,83 £ 0,04  cemee-

Tk i e e g Y AL S ARG i Y e e . i A 4 Bt Wt ik i o . i . WA b . e o e St S e, e e e L . P, SR i o Ty At A i s e e

{2} com relaclo & metil araquidato

) 3p0s resclo de derivacBoc a mistura era exposta ao HFBI



fs  observaglies do comportamento dos padrbes submetidos
a0 sistemz proposto, confirmarsm o que se gspeyava, com base nayg
modificardes das estruburas originzic dos trirotecenos submetidos

s resrbes descritas:

1} aumento dos tempos de retenclBo relativos para pe tricoteceno
apds a acetilacdo, uma vez gque ficavam menos posicBes com  hi-
drowilas livres para serem substituidas pelo HFRI, portanto com

pontos de ehulicBo mais altos.

2F ps  tricetegenns do grupo & qusndo submetidos a hidrdlise com-
pleta apresentariam tempos de vretencBo relativos iguais ans do

TE tetravl, com excesssn go diacetoxistirpennt.

3) diminuiclo dos tempos de reteng8o relativos dos tricotecencs do
grupo B, pols 2 reducldo do grupo cetdnico dz posic3o 8 resulta-
ria num derivadoe com uma hidroxila 2 mais pars ser substituida
por HFEBEI.

Apos 3 triagem das amostras extraidas, limpas, derivadas
& cromatografadas pelo progedimento proposto, efetucu~se ]
fortificacho das amostras suspeitas com padrdes de tricotecenos

devivados separadamente pars este fim.

0 parametro, neste caso, € o aumento na drea do  pico
suspeite, porém gste fato nlo é conclusiveo, porgue outros compos-
tos  gue ndio tricotecenps podem tem comportamento cromatogrifico
semelhante. 0 aparecimento de pico pronimo apo suspeito pode-se

considerar como conclusivo de n8o contaminagcBio.

fis Figuras 8, 9 g 16 mostram respectivamentie cromato-
gramas de uma amostrz ndc contaminada, uma amostra suspeita  de
contaminagdo com diacetoxiscirpencl & sua confirmacio e de uma
amostra suspeita de contaminacdo simultinea de deoxinivalenol e
nivalenocl € susa confirmacdo, pelo sistems de reapdes quimicas ea-

tabelecido.
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4.4 - Incidencia de tricotecenos ¢ outras micotoxinas nos CERNPOS
gxperimentais do Estado de $8o Paules

f21s  amostras empregadas pertenciam a duas variedades de
trigo BH 1144 e IAL 24, Foram colbhidas nos campos experimentais
do  Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), conforme o wmencionado
no item 3.3.%1.

0 uso de mais de uma variedsade nps virios lacais @
interessante porgue em cadas campo de cultivo variaveis,tais romo:
umidade relativa, iIndice pluviométrico e temperatura, sio as
mesmas. Porém, o comportamento de cads variedade frente 3 contami-
nagdEo por fungos e a produclo das micotoxinas pode se mostrar di-
ferente.

Segundo  Barros et alii (19B2) & Mota (1982Y & triticul-
tura paulista estava distribuida em duass regifies, 2 regiloc =sul,
abaixo do paralelo 24 e 2 regiiio do vale do Paranzpanema. Esta
dltima concentrava ent3o 98% da producio do Estado. & regilo
abaixo do parzlelo 24 era reconbecida como 3 maeis Gmide e sujeits
% epidemias mais severas. atualmente o f{rigo poade ser encontradoe
em putras vregides como Campinas. Outras est3o sendo avaliadas pa-
ra passivel expansglo das @reas de plantin de trigo.

4. 4.1 -~ Aspecto do Trigo

Os grios de trigo que constituiam as amostras foram pri-
meiramente avalisdos quanto ao seu aspecto.

A avaliacio de grios sob luz ultravioleta funciona como
um indicativo de contaminacido por micotoxinas fluorescente, por
exemplio sflatoxinas (Ghotwell, 19Bé). Ko caso de contaminacioc por
tricotecenos os grios podem, entre outras caracteristicas, apre~
sentar sintomas tipicos de contaminacEZo por Fusarium, o6u seja,
grios chochos, de aspecto rosado e/ou esbranquicados, com reducls
do pesa especificn e esfarelamento sob leve pressBo (Barros, 1985,
Banchero et alii, 1987). '

Nenhuma amostra apresentou flunrescdncia gquando observa-
da sob luz ultra-violeta. As amostras BM 1144 de Candido Mota, BH
1146 e 1AL P4 de Itarare apresentaram em meédia £0% de grios mur-
chns, esverdeados e alguns mofados. A amostra TAC 24 de Monte
flegre do Sul apresentou grios com pontas pretas e em torne de 3Y

de grios murchos.

“g
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fAs demais amostras apresentaram aspecto normal, grany
amarelos ¢ inteivrops, sendo gue algumas apresentaram gri3os mais oo-—
Curpds, mas com  zparéncia normal, sem pontos pretos ou  falhas
Atribuiu-se estes pequenos defeitos ao efeitos de secagem dos
graes previamente 2o armazenamento.

4£.4.2 ~ Incidéncia de tricptecenus

¢  amostras foram submetidas a triacem de acordo com o
procedimento descrito no item 3.7 e submetidas a confirmac3c de
acprde com o item 3.8, & quantificacfo foi feita por padroniza-
t&o interna.

0z resultados de triagem e ronfirmacio (Tabela 15} de-
monstraram  que seis amostras estavam contaminadas, sendo auatro
pertencentes & variedade 1AL 24 £ duas a BH 11446,

Tabela 13 ~ Incidéncia de tricotecenos em trigo cultivads em eata~
thes experimentais do Estado de S8o Paulo.

L.ocval de e et T T u——
Plantio iaCt~-24 BH~144
FTricotereny teor (molkg) Tricoteceno teor {(mglkyg)
Lampinas K., NI
Cindido Mota K.D LON &, a7
HIV &,1é
Crusaiis Das @.68 N.E.
T 2,4¢
Florinea N.D. N.D.
Itarare ROK 0,58 T2 ¢,80
LERY 2,20
Mococa NI K. D
Monte Aleggre BON 2,59 N.D
do Sul
Pingonrama N.I}. N.D.
S3n Jose das NOM &,56 N. D
Laranieiras KIY G,40Q
Tieté N.B. WD

T T e T e i ke e i | i T o T T T T T T AT WA AR S e e e it e e e R e e e . e e S T S ek e — "

#Madia de 3 determinagies
H.D. = Mio detectado.

s ryesultados indicaram problemas de contaminzac3o nas

regifes tradicionais de plantic de trigo. Hs novas areas {(Campi-

nas, Mococa, Pindorama, Tieté&) n8o apresentaram amostras contami-

7o



nadas Ne regi3o de Monte Alegre do Sul, a variedade Ial 23 apre-
sentou  deoxinivalenol, porém, em niveis baixaes., Tais observacdes
constituem uma indicagdo favordvel a utilizacfo crescente das

dreas nio tradicipnais.

fs observagles $8c poucas para se concluir a respeito
da susceptibilidade das variedades estudadas, porém @ andlise de
regressin dags varidveis, descrita mais a frente, permite avaliar
melhor os vresultados.

0 deoxinivalennl & 2 micotoxina gque aparece com maior
frequéncia  contaminando gr3os de trigo e seus subprodubtos, em
muitos palises. Nas amosiras examinadas este foi também o caso. A
faiwa dos niveis de contaminacBoc relatadas na litersturz s3p muito
amplas f(entre &,24%f e %2 mo/Kg) dependende do tipo € origem da
amostra e do método analitico empregado na determinacio. Co~
contaminagBes com outros tricotecenos e gutras micotoxinas tais
come: nivalenol, toxina T2 e diacetoxiscirpengl, zeavalenona e
moniliformina, etc tambem sHo bastante frequentes ( Lee gt alii,
1?285; Tanaka =t alii, 19285; Ueno, 1984; Bcott, 1988; Jelinek et
aliii, 1%98%; ESadenham st alizi, 199&é).

fis outras mivotowinas, em ordem crescente de frequéncis,
também aparecem de acordo com a literatura: nivalenol, toxina T8
& diacetoxiscirpenol.

Simitarmente ao observado no Jap3o, tr8s regifies do estado
de B38c Paulo apresentaram co-contaminacio por deoxinivalenol e ni-~
valenol. Na América do Norte tal associacsp tem-se mostrado rara.

Sab o ponto de vista da legislacio em outros paises, as
amostras contaminadas poy deoxinivalenol serianm rejeitadass, na Ro-
ménia e na antiga Uniloc Soviética. Para oz demais tricotecenos
nic existe legislacl3o proposta; apenas na antiga UniBpo Sovidtica
para 8 toxina T2 (&,1 mg/Ke? e a amostrz contaminada estaria acima

do aceitavel.

4. 4.3 - Dados climatoldgicos

) dados climptoldgicos das estagdes experimentais do
Instituto ogrondmico de Campinas estio na tabels 14, As estacbes

de Candido Motas, Eruzdlia, Florinea e S35p Josg das Laranjeiras nio
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pocssuem estacbes metereoldgicas.

de  fssic,

Para estas foram usados os dados

fis pstacBes de fssis ¢ Pindorama nio dispunham dos va-

lores de umidades relativas do ang de 1998

Tebels 16 - Dados clieatoldeicos das estacOes experimentzis do lastitelo Bgronfmice dr  Campines:
precipitacio pluviemdtrice {mm HpO), temperatura meédia (P0) e umidade relativa (SUE) no
periadn 62 abril a oububro 1996,

—

Logalidade
Abril Kaio Junha
maHall £i.4 48,8 2¢.8
Temperaturs 23,8 i7.8 14, &
Tieté Hediz {00}
iR 79,2 88,7 78,2
LT 23, ig,8 £5,3
Temperatura £3.1 18, 17,2
Campinas Mégia (°0)
£UR 74,7 77.7 74,9
a0 88,7 48,8 g4
Honte Alegre Tepperatura 21,3 17,8 15,9
do Sul Hedia (70}
¥R B¢.3 79,4 74,8
wehn 3%.3 &5, 4 g, 8
femperatura 23,1 19,6 15,4
Mocota gediz {90}
i 75,% 75,8 49,2
ratix @ B5.% 78,4 2.4
Temperaiursa £3.5 9,3 ig. 4
Pindorama Hédia (°0)
R e o e
a0 43,2 a2.3 25,8
Yewperatura 23,4 iF.7 17 .4
fssis Kedia (90
%OR e ——— ————
w0 §4.3 84,4 17,8
Temperatura £8.4 13,5 ig.7
Tbararé Meédiz (90}
5] 84,3 82, 28,9

____________

Juthe

Agnste Setembro Butubro
44,6 58,9 89,7
17,3 ig,é 22 .8
79,5 74.% 78,4
24,7 35,8 2.4
$7.,9 8,4 2.4
7%.4 75,6 78 7
46,3 42,3 111,64
14,8 17.3 21.3
73,7 73,8 73,8

124.3 56,8 $64.9
i%,9 26.4 £3.8
b6, % &3, 4 &7, 7
75.8 48,4 45,1
i2,9 iv. ¢ 24,3
he, i 1é8,% B3,2
ig,r 18,3 23,3

187.3 139.% 14,8
17,9 £3,4 i7. 4
79,4 82,3 g2.3

s4 pstacio setereciduica de Assis € » mais proxime das localidades de $3p José das Laranjeiras,

Eruzél iaz

Florinea e Lindido Hotaz.

g1



Numa pbservagBo 2 grosso modo nap parece haver diferenga
gntre os dados climstoldgicos das virias estagbes experimentais
que justifiquem a contaminagl8o encontrada. Exceto no caseo de Ita-
rare onde estes dados s8o evidentemente diferventes das ocutras es-

tacSes ¢ onde as duss variedades apresentaram contaminacBo.

4.4 4 ~ Microbiota fiungics

0 exame fFitossanitdrio de sementes de trigo foram execu-
tadns pelas pesquisadoras Celis de Campos Lasca ¢ Elizabete Y Ko-
hera, do Instituto Bioldgico de SBe Paulo, SP. A identificacio
fpi feits considerando as caracteristicas das frutificacdes (for-
mz., cor, insercho de esporos, etc) e exames de l2minas ao micros-

copio composto.

fis  fungos predominantes nas sementes foram: Alilernaria,

Epicoccum, Cladosporium e Drechslera. As porcentagens de  fungos

produtores de tricotecenps detectados nas amostras est3e nas Ta-
belas 417 e 18,

Tabela 7 - Porcentagens de fungos relatados como produlores de tricalerenos encontrados ng varie-
dade BHI144.

Esperie de Eocatidade
Fusiriue

famines Casdide Cromlin Floriser  Itaverd  $ocora  Woste Mlegre  Pindorama 5o Joss das Tiele
oty e Sul Pargnieiras

- - N — — - —

— 55 36 75 24 e 65 £5 2.5
15 83 05 L5 kb 4t — 15 X i
—_— - L — — e 83
- - —_— e e = — — — 1,5
85 &5 5 T S < 65 — 85 34 B8
w e B s - — 15 — - _
— 45 — = A — — .4 — —




Tabelz {8 - Porcentagens de fumgos relztados como produbpores de iricotecenos encontrados ng varie-

dade 1ALPS.
tspérie de Localidade
fosarivg
fampinas Candide Crexaliz  Floriper  Thararéd  Boooce  Bonte Mlegre  Pindorase  Sio José das  Tiefe
Bobs #n Suf Larapieiras
e — B — 34 —_— — §.5 8.5 "
k2 2.4 #,5 15,5 2,3 g ¢ 23 ) 4.5 e
£.5 1.5 i3 —_ i 4.4 $,9 e i, 1,5
— — — — — 85 e —_ — e
e E,S &pﬁ — gag e ils' iig G!S -
5;3 ?;S ﬁgs GES 2,3 5(’ — - 34&' 115
- e — e e 2,5 35 24,5 - §.5

aré o momento tem sido aceito gue Fusarium moniliforme
n¥n @ rapaz de produrir tricotecenos (Mivocha et alii, 19967 . 2T
somarmos 06 teores de infecgao pov Fusarium excluindo o Lusarium

moniliforme. nSs parece haver diferencs gue justifigue o aparegi-

mento de contaminacso em algumas amostras e outras nZo.

4 8. % ~ Incidénecin de outras micotoxinas

& triagem 2 quantificagio de afliatoxines BL,.BR.61 = G2,
esterigmatocisting, geratoxinag A& e zearalenona foi realizada em-
oregandn cromatografia em camada delgada, conformwme o descrito no

item 3.4,

Burante a trizggem amostras apvesentaram resultados pre-
suntivos positivos, 01 procedimento de confirmacio mostrou apenas

tric ampstrae contaminadas com zearalenona {tabela 197



Tahela 19 - Dubtras micobtoxinags presentes nas ampstras do Estado de

530 Paulo.

famostras contaminadas Micotoxing encontradas e
Variedade Locslidade tepr (mg/kg)’
Ial-24 Itarare TEA @.,21%
Ist--24 S3p Jose des Laranjeiras TER ©,43
BH-144 Itararé ZES .04

NBo existe limite de tolerancia para gstas micotoxinas
nz lezislacio nacional. Existe apenzs ums proposts de limite fei-
ta pelo Brupo de Micotoxinas, cercs de 200 ugsfkg. Neste (aso ape-

neEs n amostras BH 1144 de JItarard estaris ppuco acimz fdo limite.

4 4 & - fdvaliaclo da influfncis de fatores bidticos e abiocticos na

produclo de tricotecencs.

Ussndo o programz &plication Sistem (AS) da IBM,.perten-
cente a bniversidade do Rio Grande, foram feitas regressfes das
variaveis dependentes, tricotecenos contaminuntes das sementes de
trign, pertencentes a duss variedades diferentes cultivadas em desz
regibes do Estado de S88o Paulo, com as porcentagens de fungos
produtores de tricotecenos, de fungos do génern Fusarium ., de fun-

gos de sénero Fusarium moniliforme e varidveis abicdticas como tem-

peratura, umidade relativa e mm de chuva médipns mensais dos meses
reriinentes {(abril a3 outubro de 1990, assim como altitude & iati-
tude .

& Tabela 20 mostrz a matriz inicial wutilizada na deter-
minac3o das relagdes entre toxinas e varidveis independentes. Co-
mo alaumas regifies nio dispunham de dados de umidade relativa  as
regressoers  foram feitas sob duzss formas: 1yas que ndo dispunhanm
de todos os pardmetros {(F8 ampstras); 2lselecionando apenas  as

gue digspunham de todos os parametros (10 amostras),

a4



Tahels 28 - Matriz utilizads pars snalise de regress3o wmultipls

das variavels bidticas e zbipticas.

Spl Upr OHT DMP Ll Dr2  FL FZ 11 12 Fel Yo? WASL RABZ P P2 83 BMZ 01 W

BAE 8 ¢ b g ¢ L.k b g g g g ] 0 g ¢ 8 g i ] ]
i ¢ IS ¥ L v 1 0 g ¢ (.38 & ] LU 4 0 i ¢ B3 g f§
HTZ # & ¢ ¢ 14 g § g 0 ¢ ¢ ] ¢ § g ¢ § g t Y
K1y & & L.l & & € & ¢ ¢ 057 € ] g ¢ § § ¢ 0.5 ¥ ¢
1 i ¢ & & ¢ L% ¢ ¢ .84 ¢ ] ¢ g g 0 B 6 4 & ¢
Titet. g ¢ ¢ ] ¢ ¢ ¢ & g ¢ g 0 ¢ ¢ ¢ ¢ g g B 2
Titrl & 0 8 4 ¢ g § b g i 4 0 t ¢ ¢ ¢ ¢ 4 i &
Fran. 8 3.5 4 § 1.3 1.5 I OmE O LS 2 ] ¢ 2 4. XM 65 45 LG ¢
Fusaries Z Z T 7.8 12%F 0 39 O1nSO8RG 7 &5 1% ¢ 2 &3 ¥ A5 & I ?
Fungos O PRI & T S 3 B S 8 b BT Iz &3 U NS & RY R S 42 L% 3D
Ukabril 747 3.7 - - - - - - B&.F Be.YOBOLI 8O3 YRY OTRY - - - - M2 .1
Ukaein 3.7 T - - - - - - B2 OBLI M6 TR 15 T - - - - Bh.2 OBe2
GRiun, TAY TAE - - - - - -~ 9% 8B VLB T4.B 1.2 4.7 - - - - 8.2 78.2
bR jul .3 363 - - - - - -~ B% B TI.B 7RO &B.2 8.2 - - - - BG.Y BO.B
Hiage. 714 TL.4 - " - - - - 794 WL TR TR bR BAL - - - - 7RI 754
~URzel. O - - - - - - B33 BRI T3 W b4 K34 - - - - .8 Y
Prout. 70,5 0.9 - - - - - - 82,3 LI T T3 &G &7 - - - A 1% S N
Tooebr. 230 231 R4 204 234 254 234 734 1G4 1R4 23 B O 23 2% NG B4 BDs B W
Yoessico 183183 IRT OIL7 2.7 40017 IR OLLE Lo 1.6 9.6 17 17 133 183 1Y 1T 1R 10
To.dur, 1.2 .2 S7.4 17.F MTA §F.6 9704 174 BET 127 1800 IR I5.% 1.9 188 184 1.4 IR 160 184
Toojul, 6.5 16,5 $5.0 &G B BR 160 BRD IR I 1R.Z 182 03 I3 iR OI80 16D QA 5.8 15.8
Tooage,  17.% 0.8 18,2 18,7 (B2 182 1B 187 12.% 109 195 159 1B 16.8 154 1%.% 8.2 8.2 3.0 1IR3
Te.zet, 164 1E.4 161 18,3 1B 463 .3 183 1N 131 B4 264 03 173 199 158 183 1B 18 18
To.out, 22.8 204 233 2R3 233 OZEG ONLY OELY U7 7.4 IS OZLE 203 203 ML MG B0 BT LB IS
chu.zhr. 255 75.5 EL0 B2 4%.7 3.2 43,2 430 %A W3 393 9.3 807 B0 BAY BLLY 432 A3.2 Zn4 LS
chu.sei. 18.5 1B 5.3 52,3 523 SAF 5.3 BAS 8.1 BAJ bh.E b6 BB 4B Th. 7.6 523 G2 4B 4E.E
rhuojon, 453 .3 M 02% 2% 0B W ¥ & # & §o%.4 9.4 24 2.6 25 25 218 2.8
chu.el. 135.1 139,01 97.9 909 979 9.9 80.Y 97.8 170.3 £70.5 139 3.9 10d.i g0l 30 30 9R.9 9R.9 154 1D
phi.aga, 267 26,7 BZ.1 &2.1 ST AL 6Z.U AL 107.3 107.3 104.3 3043 66, 64 T3.E 75.E LY 621 H M
chu.sst, 55 59 $08.9 10B.9 $0B.% 108,V 108.% 108.9 138.% 139.9 §0.5 50.B 623 &2.7 48,5 4B.6 108.% 168.9 50.% 009
choout, I2.4 TR0 B3.7 617 83.2 83.7 BI.7 BA.D IAG.E M9.B 14.Y 1049 106 L6 451 450 832 BR.2 8. @92
latituge 72,54 7258 204 2.4 7306 224 ZR4 2.6 24,15 24.15 20,07 20,77 22.42 20,47 21,13 20.0% 224 AR AW
altitude. 578 78 547 5AY  BAY 53 5T 363 1150 1150 GRS k&S WV FIT  Be2  BAZ 343 DAY &GD 6D

Oz resultados foram avaliados pela probabilidade da re-
iacio ds variavel dependente e ds varizvel independente ser signi-
Ficativa (UF point®}! nume regressic miltiela, ou seds na presenca
de outras variaveis na eguacio. Normalmente considera-se relacdo
significativa auando o F ¢ maior que 93%, mas por se tratesy de va-
riaveis com um sistema de relacgéo muito complexo foram considera-
doe  topdos ps parimetros que puderam ser utilizados na eaguagio de

regreseio entre & variavel dependente g a independente.



Huma primeira etapz foram determinadss BS rEaressoes
simples fda varidve!l dependente com cada varisvel independente. To-
gag as gue possulam UF point” com valores sufirientes foram ussdas

pars compor uma eguacio dz regressio do conjumbo de variaveis.

Para a varisvel dependente diacetoxisciresnel a Tabels
21 mostra os resultados do primeiro caso quando s30 tonsideradas
tpdas =2c observagdes pars 3 anslise, organizadas em ordem  cres-

rente de poder de explicacSpo ns regresssio do conjunto.

f regressiao miltipls das variaveis parzs este caso, teve
seus valores alterados. 6Gssim as gue em conjunto mostraram maior
eoder de explicacio foram fungos produtores de tricotecencs, fun-
gos do sfnerc Fusarium e aos mm mensais médios de chuva nos  meses
de Jjunho e agosto. Estes resultadps estido de acordo com o espera-
do, pois s contaminacio fdngica, com tonsequente producdo de toxi-
nas, ¢ favorecida nos cases em aue periodos chuvosos gue ocorrem
durante a inflorescéncia ¢ formscio dos grios. A altitude também
foi uma das varisveis que influenciou 2 producao da toxina sendo
responsavel  por 3PY% da wariabilidade dos resulisdos contra apenas

24 ,8% pars a variavel Fysarim gpniliforme.

Tahelz Pt ~ Regressic da varidvel DAS com as variaveis abidticas

e hidtiras com ewxcegSo de umidade ralstiva.

Gariaveis TN Y egressag simples regreasan mulitipla
independentes "F opoint () “F opoint 4%
varigdade 44,880 %, 04
temperatura em outubro 4,27 &,27
chuvas em putubro 16,77 ¥,8R
chuvas em setembro 41,14 22,19
Fusarium sgliniforme 22,88 24,87
altitude 4%, 64 32,34
chuvas dg agosto 24,44 37,88

chuvas deg junho 34.78 37,91
Fusarium sp 93,468 468,54
Fungos produtores de 72,47 g4, 27

tricotecenos

Bé&



5 equacﬁﬁ proposta para 3 TEQFESS%B & -

BAS = 8.82 - 0,013 Fusavium + & 20013 variedade - €,00034 altitu-
de + &,8@837 chuvas de ocutubro + @,88887 chuvas de setembro
+ §,09EBé chuvas de agoste + @,@0438 chuvas de Junho -
@, 88584 tewmperstura de outubro + @,899046735 fungos produtores
de tricptecenas + ©,00494 Fysarium moniliforme

& analise de wvariinciz destes parametros wmostrou um
“Fpoint” gliobal baixo ¥%, assim esta equagdc ndo pode ser usada
para predizer o aparecimentoc da toxins diacetoxiscirpenol em amos-
tras de grios de trigo, guando estiverem disponiveis os valores

dos parimetros considerados pela equacio.

& anslise de regressao mulbtipla para & varidvel depen-
dente diacetoxiscirpencl, selecionando spenas as observacBes onde
se dispunha do valoregs de umidades relativas , ndo mostrou rela-
cBo com nenhuma variavel independente considerada. Este resultade
fpi ocasionado pela baixa Freguéncia da texina nas  amostras

analisadas.

& wvarisvel dependente deoxinivalenol znalisada estatis-~
ticamente da mesma formaz gque s varisvel anterior f{em seus resul-

tucdos da primeira formaz de analise na Tabela 22

Tabela 2P ~ Regressip da variavel DON com as variaveis abioticas e

higticas com excecao da umidode relativa.

o e ksl AU P P P R e s e ke Akt A AL, AN L T PR P oy . b ok At A AT B A . oA T e e . s b o i ik e At A AR WER HRA A R R TR THT T T U R T A e e et e e e dma

Yariaveis in- Regressin simples regressan mutiipla
dependentes “Fopoint{%} “F opoint” (%)
chuvas de julho &3, &9 &, 7%

chuvas dge Jjunho 5H,94 1,89

chuvas dg agosto B7 .23 7,32
temperat ura de dulho &3, 69 ¥, P9
temperatura de malo Tg,95 11,47

chuvas de putubro 548,94 397,71
variedade 8¢ .23 S5¢,20
Fusarium moniliforme B2,22 28,51

Fungns prod. de tric, g5, 88 93,18
Fusariygm sp 75,914 @7, 4%



No conjunto as varisveis gque melhor explicaram 3 conta-
minacio por deoxinivalenol foram as rorcentagens de Fusarium se,
de funuos produtores de tricotecenos e de Fusarium moniliforme. A
variedade ¢ ot mm medios de chuva no mes de putubro foram os  ou-
troe dois fatores de maior peso em relagdo ao aparecimento da to-

xins. Da regressioc resulte » seguinte eguagdo-

DON = £,14563 - @,04422 Fusarium - @,10814 variedade - ©,9032 chu~
vas de outubro + £,0048% chuvas de agosto - 2,00103 chuvas
ge julho -~ €,00052 chuvas de junho ~ ©,09B3¢ temperaturas de
Julho + @.54233 temperatura de maio + 9,81132 fungos produ-

tnres de tricotecenos + @,035933 Fusarium moniliforme

6 anslise de varifncia mostrou sue esta eguac3o, com um
“Fppint” de 7B,1B ou seja, em torno de E8% de wrro, nso deve ser

ysada para prever a contaminacdo de trigo por deoxinivalengl .

Analisando apenas as observaches uvnde eram conhecidos
oz wvalores de umidade relativa foram obtidos os resultados da Ta-

bela £3.

Tabela 23 - Regressio de DON com wvaridveis abicdticss e bidticas.

e 1 e s Ao e i SR R S o A R AR T T i e R T T o e d o A L S o o b S T S g S Ak ALY N A A i S L S RS e S e e e

Yaridveis regressio simples regressao muitipla
independentes "F opoint (%2 “Fopoint” (%)
R de Julho 59,84 56,85
chuvas de abril 26,530 &3,06
temperatura de maio 85, 41 &7, 3%
iR de outubro ge .28 79,40
chuvas de agosto 28,28 8y, eé
fungos prod. tric, 99,77 93,37
Fusarium moniliforme %3, 32 ve,e8

o e o e b o 18t i S i L ST Y o e ek ek A b e el e Ml AN Y T i kA AL T B BN A S T M AR T e T T i e i b s

& equaclo paras a regressio miltipla &

PON = -1,54%4P7 -  @,84447 Fusarium + &,80289 chuvas de agoesto -
o,6¢155 rchuvas de abril - ©,63413 temperatura de mailp +
B,822853 UR de outubro + ©,0@6E4 UR de junho ¢ 8,153 fungos
produtores de tricotecenocs + £,83318 Fusavium noniliforme

2e



0 F point” parz ests equarac € 97,61, portanto com  um
grro menor gque 3%, o uque permite utiliza~la para previsdo de con-
teminachkp de grips de trigo por deoxinivalenol dispondo desies
dados bidticos e abidticoes.

Pars a wvaridvel dependente nivalenol a3 analise de re-
gressio mostrou que as varisveis independentes listadas na Tabela
#4 podem justificar a variabilidade suando sEo consideradas todas
as observagdes, inclusive as gue nso dispBem de dados de¢ umidade
relativa.

Tabelz P4 - Regressio daz varizvel NIV cem wvariaveis abidticas =
bidtiras com excecio ds umidade relativa.

Yariaveis regressao simples regressho multipla
independentes "F opoint () "Fopoint UKD
temperaturas de maio ¢.11 ¢,11
variedade &&, 76 13,41

chuves de setembro pe, 71 248,76
Fuysarium moniliforme 29,49 26,16

chuvas de maio 858,73 39,87
aititude 43,23 43,49

rhuvas de agosto 71,58 44,72

chuvas de junho 44,54 &6, 68
Fusarium sp 73,87 2,18

fungos prod. triceotecenos 96,21 e3,97

e e o o o T S o S T s b A U AT P . . e W St Py i ek N MRS S et b SO A S e M A e e e e AR R T S e s e e

Também neste case a presenca de Fusarium sp B & presen—
ra de Fusarium moniliforme foram as varigveis aue melhor explica-
ram o aparecimento da toxina. as varidveis abidticas wue mais in-
fluenciaram nos resultados de contaminac8o foram: as chuvas de Ju-
nheo, de agosto e s altitude. Resultando da regressio & seguinte
pauacio:

NIV = -@,15540 -~ ©,04455 Fusaviuw + 6.0127¢ variedade - &, 00034

aititude ~ @,80874 chuvas de setembro + @,00862 chuvas de
agosto +  @,02275 chuvas de maio ¥ &,e0008% temperaturz de

maio + ¢,00562 fungos produtores de tricotecenps + G,863414
Fusarium moniliforme

f ponto F para esta relaclo & 52,296 portanto ndo se de~
ve uea-la para prever a produclo de nivalenpl em grios de trigo,

pois o errp fivaria em torno de 48X

8e



& analise de regress3o mdltipls usando as ohservagpes

onde z umidade relativs & conhecids tem spus resultados nz Tabels

25.

Tabela 2% - Regressdo miltipla de NIV com as varidveis abidticas e

bioticas.

Variavels regressin simples regressang  Simples
independent gs "F opointU{&) “F opointT{%}
UR de abril 76,38 74,32
FUNGOs P77, 20 4,54
variedade 21,85 75,49
altitude Q8,89 28,23
temperaturs de outubro 9w, 38 78,86
Fooayrium sp 92 .ee 78,87
Fusarium moniliforme 28,74 29,34
rhuvas deg setewmbro ?&,28 ?9,34

& eauaclo proposta para &3 regresslo €

NIY = -B,734B8 ~ €,608617 Fusarium - ©,095235 variedade - ©,00018
altitude + @,8042 chuvas de setembro + @,82362 ltemperaturs
de outubro + 0,80027 UR de abril + £,000746 fungos produlores
de tricotecenps + @,0053%9 fFusarium moniliforme

A& anslise de warifncia da sausclo =apresentouw um  OF

point” de 99,52, ou sejs, um erro menogr sue 2,54 o aque permiie

recpmenda~ta para previsio de contaminaesBo de triso por nivalenal.

Para 5 wvariavel! dependente TZ 05 resulitados das regres-
shes simples ¢ maltipla considevando todas as observacSes estio na

Tabela 26

G



Tabelas 24 - Hegressac da wvariagvel toxina TP com varidveis abidti-

cas © bicticas com gxceclo ds umidade relativa.

R ST R M A AL SN B Ak L ek ke ey A A VA AR R i e e e e v e e W A RN TS AR R MRS RRR Wk A re tmin bk ke - o S ST AR S el e e et . e

Yariaveis regressio simples regressio mdltipla
independentes “F opoint (4} F point(%;
chuvas de abril 47,42 4,24
chuvas de julhg 23,73 9,48
temperatura de setembro 49 .93 16,93
chuvas de maio 29,86 31,94
variedade 35,43 33.46
chuvas de Jjunho &4, %5 35,73
chuvas de setembro i, 93 52,29
fungaos prod. tricotecenos g2 .72 56,29
Fussrigdgl Sp e, b 73,97
Fusarium moniliforme ??,98 25, &2

A presengs de Fusarium moniliforme e dos demaiz fungos
do génere Fusarium foram as varisvels que melhor explicaram o apa-
recimento da toxing T2, Fatores de peso paras z contaminacio Foram
a2 eorcentagem de fungos produtores de tricotecenos ¢ as chuvas de
setembro, ou  seja periocdo em que o grio formadn permanecisz  no

CERMPO.

& egquagdo resultante €

T = &,33¢034 + 6,0183¢% Fussyium + 0.€3843 variedade + €,061i23 chu-
vas de setembro + 9,00024 chuvas de julho - €,00445 chuvas de
Junho =~  @,90234%9 chuvas de maio + &,28@414 chuvas de abril -
2,81495 temperaturs de setembro + @,00253¢ fungoz eprodutores

de bricotecenps ~ ©,92408 Fusarium moniliforme

Esta equacBo com um F = 98,45, pode portanto ser usads
para previsio de contaminacio por toxina TR em grEos de trigo, com
menos de £¥ de ervro. Considerando somente as observagSes onde se
dispunha de umidade relativa, foram pbtidos os resultados abaiwxa,

na Tabela 27.
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Tabela 27 -~ Regressdo da varisavel toxina T2 ¢om variaveis abidti-
ras g bidticas

SR PR T B W W i i e ik mim s T M TRE AFE UL S RS Nk et il e o UM MR W AN i it ek ek i e ke et T rd e P A BAT MR MAL G Al B e bk e o o YRR SR Y b ok o —

Yariaveis regressan simples regressis multipla
independentes " opoint (X2 “F opoint’ (%)}
UR de zgosto &2, %0 P&, 0%
fungos produtores de en,.94 9%.,42
tricotecenas

varigdade 99,235 .25
temperatura de abril &4,28 QE., 42
chuvas de abril 88,93 %58
chuvas de agosto 81,54 @, 71
Fusavium sp &9, B9 ¥9.79
Fusarium moniliforme 99,97 79, 7¢

i e b ke b A Woh WL A L o Y U ik ke do ke e e’ b . m st T bl ik ek ke e e e M e = Wi M M ma M mem s e MR A SRR W e e e T e e A —

A equagdc proposta para a regressipo &

T2 = —§,.94568 + ©,030&68 Fyssvium + £,028560 variedade - 9,28194
chuvas de agosto + 9,€0347 chuvas de abril + @,883%79 tempe-
ratura de outubro - 90,0877 UH v agonlo - @ 88HEY fTunyos pro
dutores de tricotecenos ~ €,824634 Fusavium moniliforme.

1 walor de F resultante ds andlise de varidnciz foi 106,
partanto, pode sey usada COR SEQGUYANER PRYA prevey a contaminacio
por toxina T2 em grios de trign.

4.5 - Incidencia de tricotecencss g outras micotoxinas g micreobiobs
fdnaica em ftrigo nacional e importado armazensde no sul do
Rio Grande do Sul

4. 5 1 - fAspectp do trigo

Usando oz mesmos critérios descritos em 4. 4.1 avaliou-se
o aspecto dos ardos sob luz visivel ¢ ulitra-violeta. Todas as
amostras apresentaram  aspecto normal, amarelos, inteireos e sen
pantos pretos ou falhas.

4.5 P ~ Incidéncia de tricotecenos

fs amostrass  foram submetidas a triasgem, confirmagio e

auantificacio {(itens 3.7 ¢ 3.B) e os resultados aparecem na tabels

2¢ .



Tabela B ~ Incidéncis de micotowinas em 18 amosiras de {(rigo pro-

veniente de siliogs e armazens de Rip Brande, RE.

i o bt Hoek S WRA AAm mn e mma mm A . T e i e e i et W el MM ke ke e e kb BAY SRR R MWE A WS AN WA MR AR R T e r . e e . e e v i W v b — b

amostra Frocedencis Safra Contaminantes Hivel (maolkgi#
i Nacional iegg = ==
2 Macionzal i98% 0000000 e
3 Mavionsl g8 0000 —m———
4 Nacionasl {9B? 0 e
S Mavional 1988 000000 e
& Hacional i#gg 0 e
i Nacignal L S e
g Nacional 1989000 m————-
2 Necional 19H2 0 s
16 Macionzl i29¢ 0 e
it Nacional 192¢ DON &, 48
ig srgentino 1996 Das @, 30
T2 &, 3%
13 argentino 1996 0 o
i3 argenting igge 000 e
15 tiruguaie 199¢ 0 e
14 Brugusio 19980000 e
17 Nacional 199000 e
i8 Adrgenting 1996 T2 8,35
T2 tetraol i.68

smédia de 2 determinacBes.

Chama stencio gue &m amostras procedentes da  Argentina
foram detectadas apenas tricotecenos do grupo A # ndo deoxinivale-
nal como € frequente nas citaches de levantamenios realizados na-
quele pais. jsto pode ser devido a variacBes na microbiota fungi-

cs com B safra £ local de cultivo.

s contrario do esperado, mpenags ums amostra proveniente
do Rip Grande do Sul estava contaminada. Poder—-se-ia Justificar,
com hbase em comunicacdes pessoalis de pesauisadores gauchos, gue
nestes  anos 0% invernos foram atlipicsmente secos. Ao aontréria,
no estadn de 830 Paule, o periodo de campo foi atipicamente umido

{comunicacio pessoal dos pesauisadores do IADY.

Fom relacho aos limites de tolera@ncia em vigor em outros
paises, nota-se que apenas a amostra contaminada com tonina T2
seriz rejeitads para fonsumo pela iegislar8o da antiga Unizdc

Spvietica.
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4. 8% 3 ~ Incidéncia de putras micotowxinas

fs gutras mirotoxinas foram delterminadas de acordo com ©
srocediments descrifo no item 2.4

s amostvra proveniente ds safra de 1988, coletada na ci-
dade de Pelotas (Moinhnos Princess do Sul) zpresentou-~se contamina-
das rom 9,840 mg/Kg de ocrataxina A.

& proposta para limite de toleridncia do Grupo de Micobo-
winas no ambito nacionzl € de 8,052 mg/Kg, portanto esta amostra
estaria aphtz para consumo.

4. 5 4 - Microbiota fingica

fis amostras de trigo nacional provenientes de safras com
mzinyr tempo de armezenamento {1988 e 1988) apresentaram 0t seguin-

tes generos de fungos predominantes: Drecheslera, Alternaria,
Cladosporium, Aspergillus e Penicillium. Sendo ns dols ultimos
caracteristiceos de armazenamento., Oo género Fusarium foi  encon-

tradp teores de $.5 e 1% de Fusarium moniliforme.

0 trigo naciensl ds safra de 1998 spresentou como fungos
predominantes Dreschslers, Alternaria, Cladospovium e Asperaeilius.
Ohservou-s¢ o0 aparecinento de Fuearium em niveis significativos,
variando entre { e 2% de Fusayrium gramipearum, & a 75N de

Fusarium dimerum e @ 3 1Y% de Fusarium moniliforme.

0 trigo imporiadco {(safras de 1F79¢r tambeém apresentou comp
funans predominantes os pertecentes acs guatro géneros encontrados

nas amostras nacionais. Sendo que =2s porventagens de Fusarium
presentes nas amostras foram: Fusarium sreaminearum (i a 13%), Fu-

savium poae(d.S a 2,0%), Fussrium moniliforme (2 3 €,3%3, Fusarium
dimerum (& a 8,3%) e Fusarium semitectum (@ 2 1%).

4 diferenca fundamental com relac8c &s amostras do Esta-
do  de Sio Paulo estz np aparecimento de Fusarium gramingarum nas
amostras do Rio Orande do Sul. Esta espécie de fungo aparece fre-
auentemente envolvida em cases de contaminacico por tricotecenss no
mundo. Mo entanto, apenas uma amostra apareceu contaminada por to-
xina pertencente a este grupo. Poder-se~ils atribuiv ao Tato de
que 0% invernos correspondentes a estas safras ferem sido atipica-
mente secos, segundo comunicaglo pesssal de pesauisadores do  Rio
Grande do Bul.

Ipmparativamente, 3 microbiota fongicas de grioces importa~-
dos apresentpou uma meior variedade de egspecies de Fusarium.

P4



S — CONCLUSDES

Foi proposta ¢ avaliada umaz metodologis para determi-~
nacio de tricotecenos (diascetoxiscirpenol, deoxinivalenol, niva-
lenol, toxinas HT2 e T2, T2 tetraol e 72 triol) em trige utili-~
zando cromatografia gasosa. # avaliagdo realizads mostrou uma
recuperagaoc wmeédia de 8B% parz diacetoxiscirpencl & $2% para ni-
valenol,para sete niveis de contaminagio. fi repetibilidade em
amostras fFortificadas exibiu coeficientes de variagio que viBgo de
4,6% para 0 T2 tetvraocl & 11,9% pra o T2 tripl. Com amostras ns-
turalmente contaminadas encontrou~se um cosficiente de variacdo
miming de 2,8% para diacetoxiscirpennl & um maximo de 1iZ,9% para
nivalennl. 0Os limites de deteccBo do metodo proposto variam de
g,1 a 6.5 mglHg.

Foi proposto um sistems para confirmacio da identidade
dos  tricotecenos baseado em resghes aquimicas de acetilsclo, hki-
drolise e redugiEo que permite prescindir 8o uso de espectromeiria

tde maces.

Constatou~se gue n trioo no Brasil, tanto naciognal como

impourtade, pode apresentar contaminacioc por tricotecenns. Estando

rontaminadas B34 das amostras de um total de 38 analisadas. Ko
levantamentn realizado, o deowinivalenol predominou, aparecendo
gm  S0Y das amostras contaminadas. Contaminagio com mais de um

tricoteceno g presensa simultdnes de outras micotoxinas tambem

Foram observadas.

f analise de regressio dos dados obtidos rom trigo cul-
tivado no Estado de 88p Paulo, dentro das limitagdes derivadas do
ndmero limitado de amostras, permitiu estabelecer equagdes pars
previssa de contaminacio por deoxinivalenol, nivalennl! ¢ toxina
T2, com erros menores que 5%, quando se dispde de dados sobre a
umidade relativa do local de cultivo dos gvrios durante sua JTase
de desenvolvimento. As wvariaveis indepengentes gque mostraram
maior poder de explicacde, em ovrdem decrescente de importéncia: o
aray  de contaminacio par Fusarium sp, pory outros géngros produ-
tares de tricotecenos e indices pluviomdtricos nos meses de junho

g agpsto.
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