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RESUMO

A situagao dos alimentos ora ccnsumiaés no Brasil, com re
lag@co A contaminacio de micotoxinaé, =3 desconhecida. © maici empe-
cilio para que uma avaliaclo seja realizada estd no uso difundido
de métodos de anfilise dispendiosos, demorados e de execu¢do comple~
Za que n&o podem ser executados pela maloria dos laboratdrios brasi
leires. Internaclonalmente, o probleﬁa é também sentido e varias

instituigbes té&m chamado a atenglo sobre a necessidade de métodos

mais simples e mals acessivels economicamente.

Um método rapido, simples e econdmico par%  ﬁeterminag§0
-simulténéa de~Qé£éfo#ina &, éear&lenona, esterigmatocistina e.aflaw
toxinas Bys By, G1 e Gz & propostc. Extracio com metanol - KOl aguo-
80, seguida por uma limpeza por clarificacdo (sulfato de aménio. e
sulfate de cobre}, partigio para cloroférmio e quantificacio por
cromatografia em camadaadelgada, sdo empregados. O procedimento in-
tegral tem a duragée de 2 1/2 horas e cﬁsta 7.5 veéas menes  gue a
determinacdc das mesmas micotoxinas pelos métodos da A.0.A.C.. Um
procedimento para triagem da ocratoxina A gue emprega uma minicolu-—
"na de silica g&lfalumina & também apresentado. Determinacdes em tri
plicata para aflatoxina By, zearalenona e esterigmatacistina em 3
niveis &ifereﬂtes-e determinacdes com 5 repetig¢des em 5 niveis dife
rentes para ocratoxina A, foram realizadas em amostras artificial-
mente contaminadas-ée.fubé, feijdo preto, arroz, farinha de mandio-
ca ¢ amendoim crl descascado. Recuperacdes e coeficientes de varia-
¢ao na faixa de B86~160% e 0~26% para ocratoxina A, 90-101% e 0-24% para
aflatoxina By, 98-128% e 0-17% para esterigmatocistina e 96-107% e 0-17%
para zearalenona, foram obtidos. A repetibilidade foi também verifi

cada empregando arroz para aflatoxinas e milho para zearalenona, ambos
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naturalmente contaminados. Paralelamente foram realizadas Compara«
ches com o método de Romer {1975) para aflatoxinas e uma modifica~

gao do métedo da A.Q.A.C. para zearalenona.

Um levantamento foi conduzido envolvendo 296 amostras de
milho e segus produtos, feiijdo, arroz e favinha de mandioeca eoleta-
das em supermercadoé e mercados na regifo de Camginast' durante o
pericdo de maio/85 - junho/86. A contaminaglo gue abrangeu 4,7% das
amostras foi considerada tolerével. Somente aflatoxinas (9 amos-
tras, 20 a 52 ug/kyg Blj e ocratoxina A {5 amostras, 32 a 160 ug/kg)

" foram encontradas.



SUMMARY

The present situation of foods consumed in Brazil is un-
known as far as mycotoxin contamination is concerned. The roadblock
to such an appraisal has been the current use of expensive, elabo-
rate and time consuming methods of énalysis which are inacessible
fd% most Brazilian laboraﬁories. Internaticnally, the problem is
also felt and a call for simpler and less expensive methods has

been voliced by several entitiées from time to time.

A method for simultaneous determination of ochratoxin A,
zearalenone, sterigmatocystin and aflatoxins Biv By, Gl and G2
which is rapid, simple and inexpensive is proposed. A methanol-
~aguecus KC1 extraction is used, followed by cleanup with ciarify»
ing agents {ammcnium and cupric sulfate), partition into chloroform
and guantitation by thin layer chromatography. The whole procedure
takes 2 1/2 hours and costs about 7,5 times less than the same do-
terminations accomplished by A.0.A.C. methods. A screening praoaﬁﬁe
for ochratoxin A is also presented which uses silica gel/alumina
minicolumn developed for this purpose. Triplicate determinations ﬁxx
aflatoxin Blg zearalenone and sterigmatocystin in 3 different levels
and 5 replicate determinations for ochratoxin A in 5 different lev-
els were conducted in artificially contamined samples of yvellow
corn meal, dried black beans, polished rice, cassava flour and raw
shelled peanuts. Recoveries and coefficlients of wariation ranged
from 86-160% and 0-26% for cochratoxin A, 90~101% and 0-24% for
aflatoxin By 98-128% and 0-~17% for sterigmatocystin and Be-~107%
and 0-17% for zearalenone. Repeatability was alseo verified using
naturally contaminated samples for aflatoxins in rice and zearalenone
in corn together with comparisons with the Romer (1975) methﬂd. for

4

aflatoxinsg and a modified A.0.A.C. method for zearalenone.



A survey was conducted of 206 sampiessaﬁ corn and its
products, dried beans, polished and parbeileé rice  and cassava
flour, purchased from retail markets in Campinas during the period
of May'85/June’86. The contamination which aam@rised 4,.7% of samn~
ples, was considered tolerable. Only aflatoxins (9 samples, 20 to
52 ug/kg B,} and ochratoxin 2 (5 sém@l@s, 32 to 160 ug/ka) were

 found,



1. INPRODUCAD

& situagdo dos alimentos consumidos ﬁo pals, com relacac
a4 incidéncia e ao teor de micotoxinas & desconhecida. 0s trabalhos
raalizados até agor&,_sﬁo em sua malor parte do estado de 83o Paulo
‘e  abordam  principalmente aflatoxinas. 0Os &adGS'thidos até agora
ainda sao insuficientes para ¢ prdprio estado. Sendo o© Brasil um
pais de clima guente e ﬁmido, especialmente propicio para o desen-—
volvimento deste tipo de problema, urge, através de levantamentos,

estabelecer um guadro real da situacdo.

Levantamentos atendem a varias necessidades numa coemani-
dade. Os ﬁadaéméérgdcs_levam a0 reconhecimento da existéncia e ex~
tenséo de problemas, possibilitam reacgles adequadas ¢ ainda permi-
tem verificar ée as medidas tomadas resultaram eficientes, AG
longe dos anos, mudancas nos teores e disseminacio de contaminantes
podem ser analisadas e as causas apontadasg,. Paralselamente, subsi-
dios sa&o fornecidos guanto a propriedade dos limites tolerados  em

produtos agricolas e industrializados.

Levantamentos sobre a incidéncia de micotoxinas vém sendo
realizados em variss partes 4o mundo desde o fim da década ﬁe.?ﬁe
Todo este acimulo de dados vem indicando sistematicamente gue 23
oporréncia de micotoxinas esta ccrrelacianada.aam a localizacao geo
grafica, a zona bioclimética e a sazonabilidade. Torna-se aparente
e oé tipos de micotoxinas importantes para cada pals diferem
grandemente. Alguns destes paises, como fruto de ancos de extensivos
levantamentos estdo podendo agora concentrar seus esforeos na noni-
toria de aiguns poucos alimentos reconhecidos como potencialments

perigoscs, com grande economia de recurses materialis e humanos.
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Uma barreira para a realizacic deste tipo de trabalho no
Brasil estd na metodologia analitica correntemente difundida inter-
nacionalmente gue & dispendiosa e de éxecugﬁm complexa & demorada.
O nimero de laboratdrios habilitados na realizacio de tais anadlises
no pais & insignificante para o seu tamanho. Por outro lade, muitos
dos  metodes deixam a desejar com relacdo a precisfc e a sen-—
sibilidade. A prdpria Association of Official ﬁhalytical Chemiste,
entidade reconhecida mundialmente e dedicada 3 padronizacao de mé~
todos analiticos, vem pedindo éonaistentem&ntef\em zeus  relatorios
anuais, © desenvolvimento de procedimentos mais simples e menos dis

pendicsos para micotoxinas.

O primeiro passo, portanto, na abordagem do ?rcblema vem
a ser necessariamente o desenvolvimento on adaptacdo de métodos ang
1iticos para as condicdes dos labéfatérigs nacionais. 85  entdo
se torna possivel enceﬁai.o exame sistematico de amostras doz ali-

mentos entregues ao consume da populacdo.

Para este trabalho em particular, foram abordadas as mi-
cotoxinas ocratoxina A, zearalenana{ esterigmatocistina e aflatoxi~
nag Bl’ BZ’ Gl & §2, par_tar&m sido ao ladeo dos tricotecsnos, as
mals freqllentemente incluidas nos levantamentos realizados no exte-
ricr,as&ﬁncam;abﬁ3dﬁxmﬁarxﬁhﬁrn de propostag de métodas para ana-

lige,
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2. REVISED DA LITERATURA

Z.1. Natureza Quimica, Efeitos Tdxicos e Fatores gue  Influem na

Producao

Ocratoxina A

- As ocratoxinas saoc um grupo de compestos gue possuem  uma
B~fenilalanina ligada a uma isocumarina {Figura 1)}. Foram desco-
bertas na Africa do Sul, em 1965, por um grupo de cientistas que

freglientemente isolavam cepas de Aspergillus ochraceus,  responsd-

vels por certos efeitos tdxicos em animais de laboratdrio, havendo
subsegllentemente identificado o metabdlito responsivel — (Van Der

Merwe et al., 1965}.

A occratoxina A tem sido considerada a mais potente do
grupo. Recentemente, porém, testes com patinhos mostram que a cera~
toxina € {éster etilico da ocratoxina A} & o éster metilice da oora-
toxina A sdo igualmente téxicos em contraste com o outros membros

do grupo que sio virtnalmente indcuos {Stubblefield, 1979%}.

A ocratoxina A € primeiramente uma nefrotoxina. Seu alvo
secundario & o figado (Busby e Wogan, 1%8la). Os efeitos principais
580 necrose do epitélio tubular renal e das células periportais he-
pAticas. Enterite freglientemente acompanha o quadro (Wilson, 1978).
Tem sidc sugerido gque a nefropatia enddmica dos Balcls, possa estar
associada com a fregliéncia e o nivel elevado de ocratoxina A nos
alimentos daguela regidac {Busby e Wogan, 1%8la}. Trata-se de uma
sndemia caracterizada por uma progressiva redugao da fungio renal

raras vezes acompanhada de retengdo de s8dio ou hipertensio {Wil~

son, 1878},
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Coratoxina A 1 H H
Ocratoxina B | H H ¥
Ester etilico da ocratoxina A {ocratoxina €} Cl H CH,CH,
Ester metilico da ocratoxina A ¢l H CH g
Ester etilico da ocratoxina B H H CH,CH,
Ester metilico da ocratoxina B H « H CH,
4~hidroxi-ocratoxina A Cl OH H

Figura 1 ~ Estruturas dos compostos do grupoe das ocratoxinas.
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Fm animais, & nefropatia suina fol amplamente estudada na
Dinamarca onde representa um problema para os criadores. Nos dis-
tritos onde a incidéncla apresentou-se mais alta, 58% das amnostras
de ractes continham ocratoxina A em niveis que.iaﬁ de 6% a 27.500
pa/lkg {(Krogh e-Hald, 19733; Riveisg de 200 pg/kg em ragdo fornecida
por 3m§ meses sio suficientes para causar lesdes nos rins de suinos.
A chatéxina 4 & fortemente tdxica para pésséras, mamiferos e pei-
xes, con LQSQ na faixa de 5-30 mg/kg, guando administrada por via
.yaraentaral {Bushy e Wogan, 188ia}. Por via oral, o© Lhgq é& de 20 mg
fkg.para ratos e as evidéncias apontam gue o de bovinos esteja na
mesma ordem {(Ribelin, 1978). Para patinhos o Lbg, & de 3 mg/lkg
(Stubblefield, 1979). A citrinina e o &cido penicilico afetam a ati

vidade da ocratoxina de maneira sinérgica (Sansing et al., 1976).

Residuos de ocratoxina A ﬁoxﬁn; encantzadas_.em muasculo,
rins e gordura de porcos, éésim como em misculo e ovos de frangos
{méﬁime encontrado: 67 ugﬁkg} {Krogh, 1977}). 0.6rg§0 com o nivel
mais alto vem a ser o rim. Felizmente nfo hd acumiilacfo, ocorrende
eliminagho dos residucs em poucos dias apds retirada da raglo con-
taminada (Stoloff, 19%82). HA passagém para o leite mas trata~se de

uma excrecac residual {Ribelin, 1978%.

A ocratoxina A apresenta atividade fortemente teratogni-
ca em cricetos, ratos e aamundmngas, Em f8meas préﬁhes submetidas
a uma Unica dose intraperitonial de 5 é 20 mg de ocratoxina A por
kg de §eéo corpbres, do 7¢ ao 9¢ dia de gestacao, 40 a 45% dos seus
fetos aprésantavam malformagao do cranic, gqueixro, cauda e membros.
A repeti¢lo da dose do 62 ao 15¢ dia de gestagdo produziu uma inci-
dincia de anomalias no coragao € no esqueieta, diretamente propor-
cional ao nivel 4a toxina. Dos fetos, 65% apresentavam retardo na
formagio do esqueleto, 75% auséncia de vértebras e 100% reducdc do
tamanho do atrium esquerdo {Hood et al., 1976} ({(Brown et al., 1376}

{Hayes et al., 1974}.
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Juanto a cércincgeniciﬁaﬁe existem poucos relatos sohre
este tipo de efeito em relagdo a ccratoxina A, Num deles, 40 pg/kg
na dieta de camundongos produziram adencsmas vrenais e hepdticos  em 30%
dos espécimens em estudo (International Agency for Research on Can—
cer, 192711. Dutyro mencliona a fgrmacéa de hepatomas em trutas (Har-

wig, 1274). Néc h& indicios de matagenicidade {Busby e Wogan, 198la).

A ocratoxina A em solugdo apresenta uma estabilidade rva-
zoavel em laboratbric. Apds 12 gem&naa, 45% séé ainda d&teétadas*
Dados como este parecem iﬁdiéar uma persisténcia de varios meses na
natureza {(Ribelin, 1878}. Feijdes contaminados com oeratoxina A
apresentaram uma redugao de 13%.n9_ﬁivel ﬁa taxing apos processa~
manto térmico de 1 hora é 1219C e de 34% apds 4 horas na mesma teme
peratura. Cereaisﬁmigtﬁs_ﬁghgyg%a e_arggg_Rarawﬂafé;§gmmanhérngggf o
do auvtoclavados por 3 horas épr@sehtafam uma diminuig¢io de téaz de
ccratoxina A de 60%. O prc¢e$sa de torrefacac de cafd & capaz de
destruir toda a toxina presente em graos de café assgim como o de

fabricagdc de cerveia GIfaz_na cavada {Bullerman, 1979).

Os fungos relatadeos como produtores de oeratoxina A sio:

Aspergilius ochraceus, A. sulphureus, A, melleus, A. sclevotiorum,

A. alliacius, A. ostianus, A. petrekkii, Penicillium viridicatum,

P, palitans, P. commune, P. cyclopium, P, wvariablile, P. purpu-

recens {(Ribelin, 1878}.

Boa parte dos fungos produtores ﬂé coratoxina A sido en-
contrados associados a outros fungos capazes de produzir outras to-
xinas ou sdc eles mesmos dotadosz desta capacidade. A citrinina, o
dcido penicilico, o acido hidr@asp&rgilicg e um composto ainda ndo

identificade produzide pele P. wiridicatum, sac as toxinas mals en-

3

contradas em companhia da ocratoxina A {Ribelin, 1878},

Em trigo e cevada, onde a atividade de Agua %aw3 seia de

0,85, o P. viridicatum cresce em temperaturas de 02 a 310C, exibin-
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do produgac de occratoxina A em temperaturas de 12 a 2490, A ativi-

dade de Agua Otima tanto para crescimento do fungo como producdo da

.toxina & de 0,97. NHo entanto, ¢ P. viridicatum cresce hem em | aw§
0,50 a 0,93, com produgdo de altas concentracdes de ocratoxina A

{Wortholt et al., 1979).

De uma maneira gersl, 05 microrganismos produtores \ g
ocoratoxina A s8o higrdfilos e séa_anc&ntraﬁas em cereals com teores
de umidade acima de 16%. O @icg.de producdc aparece entre 20 e 2%,
podends ocorrer em temperaturas mais baixas com uwm possivel limite
minimo a ~29C. Em condicdes Otimas, 7 a 14 dias 830 necessirios pa-

ra gque um nivel significativo da toxina seja atingido (Ribelin, 1978).

Em experiéncias com sementes viaveis de trigo e cevada
assim como sementes inativadas pelo calor, inoculadas com cepas  de

P, viridicatum, ocorreu uua producic menor de ocratoxina A nas  se-

mentes vidveis. Nos dois casos a contagem revelou a mesma guantida-—

de de inéculaf{ﬁarwiq e Chen, 1974},

Zearalenona

Egtritamente falando, zearalenona & uma substincia estro-
génica, derivada do &cido resorcilico {Figura 2}. Fol descoberta

em culturas de Giberella zesae, 0 e5tdgio sexual ou perfeito do Pu-

sarium roseum "graminearum® gue havia sido isolado de milho embolo~

rado implicado na etiologia de uma sindrome hiperestrogénica em sul

nos {Stob et al., 1262},

Fm suinos, os sintomas de intoxicagac apresentados SA0

£l . .
inflamacdo do Gtero, mamas, vulva {com prolapso vaginal ocasionall
em fémeas pré-pliberes e atrofia testicular e inflamacdc das mamas

em machos jovens, juntamente com a promogdo de infertilidade em ani

mais adultos {(Busby e Wogan, 1981bk A zearalenona afeta suinos, ga-
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Zearalencna _ ﬁz
5,8 ~ Diidroxizearalenona O
&* -~ Hidroxizearalenona o
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Zearalenonl . - Hz

Figura 2 ~ Estrutura da zearalenona & seus

derivados.
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do leiteiro, galinbas, perus, camundongos, porguinhos da india, ma~

cacos e carneiros {Mirocha gt al., 1877}.

A zearalenona apresenta efeito teratogénico, produzindo
pm aumento, diretamente proporcional & dosagem, na incidéncia de
anomalias no esgueleto de fefcs de ratos. Foram Gbéerva&ms costelas
& eéternms mal formados e ossificacgdo retardada ou ausente em- 37%
dog fetos de 22 dias cujas mies haviam sido alimentadas com 18 mg

tacho [Steloff, 1982}.

A toxidez aguda da zearalenona & multo baixa, apresentandc um

LD, de 20 g/kg para camundongos (Mirocha et al., 1971).

50

A_zeaxaienana juﬁtémegte com 08 ;xicatecen?s_jcerca“dﬁ_%@
substancias téxicaé}, a moniliformina e o butenolidenc sfo pfoduzi%.
dos por espécies de Fusarium. S3o relatadas como produtoras varias
sub~espécies de F. roseum (graminearum, culmorum, equisetl, gibbosum

e Avenaceum), assim como F. tricinctum {F. sporcotrichoides), F..

oxvsporum, F. lateritium, e mencs freglientemente F, moniliforme (Bus

by & Wogan, 1%81b}.

Foi observado gue suinos, ratos e faisdes tem seu proces-
so reprodutivo assim como érgéms genitais afetados por niveis de
zearalenona da ordem de 2000 pg/kg, niveis esses Qua podem ser  en-
pontrados naturalmente em eémpas de milho. ¢ mesmo ndc ocCorre  CoOm
galinhas e bovinos gue podem tolerar niveis relativamente mais al-

tos antes gue efeitos sejam notados {Bennett, 1381).

Ao contririo de outroz tipos de fungos, a produgac de to-
zinas por Fusarium ndo ocorre nem na sua temperatura Otima de cres-
cimento nem em temperaturas proximas. Fusarium cresce de 09 a 409C
e sua temperatura Stima de desenvolvimento estd entre 20 e 250C. J&
as temperaturas Otimas para produgio das toxinas sdoc baixas, 129C

para zearalenona e 89C para a toxina T-2. Conclui-se gue Fusarium
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produz toxinas guando sob efeito de um chogue térmico. Em  milho &

trigo, uma umidade de 23% & necessiria antes gue ¢ Fusarium  possa

desenvolver {Orth, 1981}.

Esterigmatocistina

A

; A esterigmatocistina pertence ao grupo das eﬁterigmatQCiﬁ
tinas gue sic caracterizadas pelo sistema de anel deidrofurchenzofu
rano acoplade a uma Xantona (Figura 3). £ a mais estudada e a mais

toxica ﬁa”grupa,

& esterigmatocistina e seus derivados O~metil sdo  inter-
m@éiaxlss na 51ntese de aflatoxﬁnas, cenfarme flﬁOu demonstrado por ..
1
reagies enzimiticas e yela conversao de esterlgmatomst:ma marcada com C 4

para aflatoxina By por A, parasiticus (Hsieh et al., 1973).

Trata-ge de uma toxina hepdtica e regal capaz de produzir
lesdes em ratos e macacos semelhantes &s provocadas pela aflatoxina 
By. Entre seus efeitos est&do a prcliferagﬁa dos dutog biliares, plec
morfisme nuclear, assim como necrose renal hemorrigica e hepatica

{Busbhy & Wogan, 198l1c).

Em macacos machos {Cercopithecus aethiops) a esterigmato-

cistina apresenta um LDSQ de 32 mg/kg por injegdo intraperitonial
{van der Watt & Purchase, 1970). Para larvas de camardes de dgua

salgada (Artemia salinal), o LC., & de 0,54 ug/ml (Harwig e Scott,

1971} e para larvag de peixe zebra, 0,24 pg/kg {Abedl e Scott, 1959,
No entanto, para camundongos machos adultos Swiss-Webster, o Lﬁﬁﬁ
oral & de BUO0 mg/kg e como conseqgfiéncia a esterigmaiocistina'é con-
siderada relativamente ndo téxica para esta espécie {Carlton e
szezech, 18978). Em contraste, para ratos Wistar o LBSG {teste de_l&
dias) € de 166 my/kg para machos e 120 mg/kg para fémeas (Hamasaki

e Hatsuda, 1877}.
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Esterigmatocistina ; . H CH, H HS
Aspertoxima . . . OH . CHy  CHy H..
O-Metilesterigmatocistina | o H - CHy CHy H
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f-Dimetilesterigmatocistina H H H H

R Ry
Biidrosterigmatocistina CH. H
Diidro~O-metilesterigmatocistina €ﬁ3 . CHy
Biidrodimetilesterigmatocistina H H

Figura 3 - Estrutura da esterigmatocistina e seus derivades na natu-

rFeZa.
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Observa~se gue a toxidez aguda ndo é alta guando adminis-
tracac por via coral € utilizada. Por outro lade trata-se de uma su-
bstincia hepatocarcinogénica, Em ratos, ela apresenta uma poténcia
1/10 da aflatoxina By (Scott et al., 1985). Produz sarcomas nos lo-
cais de injecdo (subcutinea) (Dickens et al,, 1966} e neoplasias he
paticas em rates guando administrada por sonda estomacal ou na die-
ta em ﬁﬂncantracﬁeg de 10, 20 ou 100 vg/kg {Purchase & van der Watt,
l??&i” Camundongos alimentados con 5-10 pg/kg de ragio por 2  anos
mostraram 90% de incidéncia de tumores de figado. Em macacos, a ad-
miﬁistragéa oral {20 my/kg} a cada 14 dias por varios meses causou
hepatite ordnica e hiperplasia. Em primatas em geral, a toxina cau-
g3 CLYTOSe hépética. No momento, estd em discussio a hipdtese de que
egteia vinculada & étiolmgia-da doenga crdnica do figado no homem

africano {(Cole é.ébé, l?Sl};f ~i

& esterigmatocistina € um metabdlito secundario de Aspar-

gillus, incluindo A. rugulosus, A. versicolor e A, nidulans e  de

uma espécie ndo identificada de Bipolaris (Holzapfel et al., 19866).
Tem sido relatada também a produclo por wm nlmere de outros fungos

incluindo Chaetomium sp. (€. thielaricedeum, €. udagawael {Udagawa

et al., 1%7%a, b} ({(Sekita et al., 1973}. Produgdc ocasional em bai-

xos teorss tem sido atribuida a certas cepas de A. chevalieri, A,

ruber & A. amstelodami (Schroeder e Kelton, 1875},

Para linhagens de’ A, versicolor, hi uma demora de 4 a 7

dias a 269C para observar-se produgac de esterigmatocistina. Produ-
¢d0 maxima & obtida em 14 a 2l dilas em arroz e milhe. J& em pies a

200C, em 10 dias chega-se & concentracao maxima. A. versiceolor de-

senvolve-se de 4 a 409¢, com uma temperatura Stima entre 20 -~ 309C,

pﬂ@eade produzir 2 toxina de 15 a 32¢C {Orth, 1373}).

Bm caldo Czapek, o pH & & consideradeo Stimo para cresci-

mento de A, versicelor e para produgdc da toxina. Bsta pode ocorrer

sinda na faixa de pH de 3 2 8 {(Orth, 1973}. Em varios tipos de pao,

¢ fungo cresce e produz toxina entre pH 4 e 7. O grescimento do fan
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go & inibido guando o pH & superior a 9 {(Reiss, 1976).

A atividade de Agua necessaria para crescimento vegétatiw

vo do A, versicolor &€ de 0, 75 e para esporulagic & de 0, 80. Em

neics tais como pdes e bolos, a produgdo de ssterigmatocistina  da-

- -se de 0,84 a 0,87 (Orth, 1973). Em amostras de trigo e milho em:

gue &. versicelor fol encontrado, a umidade ultrapassava 14%(Chris-
tensen e Kaufmann, 19%65). Presenca de esterigmatocistina foi cons-
tatada em amostras de cevada estocada e com teores de umidade de 186

a 20% {Abranscon et al., 1983}.

Aflatoxina
A descoberta das aflatoxinas deve-se & morte de milhares
de peruzinhos, patinhos e pintinhos ocorrida em granijas inglesas em
1950 & 1%61. O ponto em comum nas nortes velo & ser ragdo contends

amendoin contaminado com aflatoxina By

Quiﬁicamente; as aflat@xinas sd0c cumarinas substituidas
iigadas a deldrofurane {(Figura 4}. Importantes em alimentos sao as
aflatoxinas Blg Bzf Gl 2] Gz. Em leite e derivados assume lugar de
destague a aflatoxina My produto metabdliceo da aflatoxina By inge-

rida pelo animal.

s aflatoxinas Bi’ 32, Gl @ 62 sao toOmicas para uma gran-
de variedade de aﬁimﬁis, O grau de intoxicacgdo sofrida por indivi-
duos de uma mesma aspécie animal depende dé idade, sexo, fatores
dietéticos e mesme linhagem. O efeito tdHxico das aflatexinas dimi-
nmuai segundo a szérie B> Gy> B,> G, para roedores & patinhos {Wogan
et al., 1971}. Os sintomas observados sdo semelhantes aos da hepa-

tite infedciosa {Wogan, 18%73}.

O figado € o primeiro e mais importante alyvo da toxina.

Necrose e hemorraglias si&o acompanhadas por proliferacao dos dutos
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biliares 2 acumulo de gorduras nas células hepéticés, Hemorra—
gias em outras partes do organismo também podem ser observadas.
Dentre as espécies consideradas mais sensivels ao efeite thaice
agudo das aflatoxinas, © coelho apresenta um LD de 0;3 mg/kg para afla-
toxina Bl” Ja& o camundonge, gue € um exemplo de baixa sensibilidade
aos efeitos téxicos e de alta sensibilidade aos efeitos carcinogé-
nic?s, exibe um LDSG de 40 mg/kg {Wogan et al., 14971}). Para larvas
de peixe zebra temos a série de LCgy de 0,52, G;?Q;llfﬁg 4,2 ggimL

para By, Gl’ B, e &, respectivaments {Abedi e Scott, 1%6%3}).

As aflatoxinas sdo carcinogdnicas para muitas espécies
incluinde roedores, primatas ndo humanos, pissaros e peixes {Busby
& Wogan, l12814). Trata-se do agente carcinog@nico mais podarosoe

conhecido. Um milionésimo de grama causa cdncer em ratos (Csborhe,

1982} . Apesar do flgado ser o &érgdoc mais atingide, colonangiocarci-

nomas, tumores renals, carcinomas estomacals & sdenocarcinomas do

eolon tem side induzidos em camundongos, especialmente guande acom-

panhados de uma deficiéncia em vitamina A. A carcinogenicidade das’

aflatoxinas segue a série 81} Gl?‘ By. O possivel efeito carcinog-

nico da aflatoxina G2 nic foi demonstrado {Busby e Wogan, 1981d).

A correlacdo entre c8ncer hepdtico em seres humanos e
aflatoxinas tem sido demonstrada por estudos epidemioldgicos tais
como .o da Tabela 1. Alto consumo de aflatoxina tem side encontrado
em areas do mundo com alta incidéncia de cidncer do figado. Num mes-
mo ano foram relatadés 9,8 casos por 100.000 habitantes na Nigéria,
1%,2 na populagdo bantu na Africa do 8ul e 31 na populagdo chinesa
de Singapura. O maior Iindice j& atingide de cincer no figade foi o
de Mocambique com 98,2 casualidades por 100.000 habitantes. Jé‘ &M
contraste, na Noruega, Holanda e Canadé&, ocorre um ¢aso por 100.000

habitantes por ano {Reiss, 1981}).

A mutagenicidade das aflatoxinas tem sido demonstrada pe-
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Tabela 1

Correlacao entre ingestlo difria de aflatoxina e incidéneia de cin-

‘cer hepatico {(Reiss, 13881).

_ ng ingestac diaria Incidéncia de cancer
Regiao - - poxr kg peso corpéreo hepatice por 100.000
{aflatoxina Bl} habitantes por ano
Swaziliandia
d?ﬁrras altas | e 5,1 - 2;2 o
_________ ﬁégiégmé;ﬁtréiwufm'"m \ _éré _Lmﬁ.". : 415_wm
Terras béixas ' tés,l | [T - T
Quénia
Paerras altas _ 3.5 : G,7
Regifo central 5,8 | 2:9
Terras baixas “1G.0 _ 4,2
Taildndia
Songkhla 5,0 o Z,0
Ratburi 45,0 o 7.6

Singburi 73,0 i 14,0
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la inducdc de mutacles em genes em um grande numero de sistemas en-
caridticos e procaridticos. O efeito decresce na seguinte  série:

B,> G,> B,>» G 2 aflatoxina By fol classificada como. o segundo

1 1 2 2"

mais potente agente mutagénica; am bases m@leculares, dentre 300

compostos mutagénicos testados na Salmonella typhynurium {Ames testl

Anomalias cromessdmicas foram também detectadas em cricetos fin wi-
ve) e en células de ovérics de cricetos {in vitro}, assim come em

culturas de células de pele humana {Busby e Wogan, 1981d).

fuanto a teratogenicidade, os dados existentes zio  limi-
tados. A& aflatoxina B1 demonstrou ser um forte teratdgeno em cori-
cetos onde encefalia e desorganizagdo da medula podem ser induzidas

pela tozina. Em galinhas, este efeitc fol observado com o nascimen-

mw@g”de_inéiyi@gﬁéfcom.mgpbrgg deformados. J& em ratos e camundongos

ndo foi obtida evidéncia neste sentido {Busby e Wogam, 1981d). Para

algumas correntes cientificas, dgpergillius flavus & Aspergillus

parasiticus, sdc os {nicos microrganismos reconhecidos cono capa-

zes de produzir ds aflatoxinas. 8ao fungos enconfradws universal-
mente e capazes de desenvelver-se guando a umidade do substrato ss-
t& relativamente baixa {aw = (3,85 a 0,20} & com temperaturas rela-
tivamente altas {30 a 400C} {(Btoloff, 1%82}. S3o capazes também de
produzir toxina em gualquer alimento ou meio sintético gue sustente
sen crescimento (Busby e Wogan, 1981d). A. flavus tipicamente pro-
duz aflatoxinas B, e B, e tem sido encontrado predominando em  se-

mentes de algoddo, nozes em geral e milho. A, parasiticus geralmen-

te produr aflatoxinas Bis Byy Gys G, &8 My e parece prevalecer em

amendoin {Davis e Diener, 1983},

A. flavus e A, paragiticus crescem de 4 a 509C. As tempe-

raturas otimas de crescimento estdo entre 25 e 4000, inclusive. 3o
capazes de produzir aflatoxinas de 8 a 450C, com um nivel Stimo en=-
tre 20 e 309C. A concentracao maxima da toxina ocorre de 8 a 14 dias

{Orth, 1981).
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A. flavus e capar de desenvolver-se a 300C com BO~85% de
umidade relativa, o que corresponde a um contetdo de 9% para amen—
doim inteirc e 16% para amendoin moido desengorduradeo {Busby e Wogan,
l981b;, Frm milho, um tecr de umidade de 17,5% e acima permits o
crescimento de A. flavus mas sO héd produgac de aflatoxina acima de

1% ou 20% em milho e 24-26% em arroz {Jarvis, 1971}.

hY

b
1

2.2, Incidéncia sm Alimentos

Doratoxina A

A ocratoxina A tem sido encontrada em milho, soia, trigo
sériéﬁena, éévééé, cantéia;.arraz, éoréaé feijéé,_amenéoim;-éaét§ﬁ£; '
do pard, sp@erficie de presuntos, pimentdes vermelhos, pimenta  do
reiné; café, vegetacido em decomposigao e no solo. Caﬁumenta, 08 nie
veis encontrados tem sido baixos, ¢ malor relatado sendo 27,5 myg/kg

{Rikelin, 1978).

Nos E.U.A., ocratoxina & fol encontrada em 18 de 127 amos-
tras de cevada embolorada {(Nesheim, 1971}, enguanto gue 130 amostras.
de marcas diferentes de cerveija nido mostraram contaminagdo (Majerus
e Woller, 1983). Milhe aparentemente normal compreendendo 293  amos-
+ras foi- examinado e 3 das amostras exibisam contaminacido {Shotwell,
1871}, Um levantamento com 848 amostras de trigoe produaziuv 11 reaul»
tados positivos {Shoﬁwell et al., 1876) enguantc outro com 102 amos-

tras também de trigo deu resultados negativos (Shotwell et al., 1%77).

No Canada, no periode de lﬁ?éwlg?é, 315 amostras de- ali-
mentos {incluindo milho, aveia, centeio, cevada, soja, améndoas, ar-
roz, malte, trigo sarraceno e linhaca) foram analisadas e somente 6
amostras continham ocratoxinag & {3 a € pglkg) (Williams, 1385},  Em

1972, 18 amostras de cerealis diversos dentre 29 sxaminadas, estavanm
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contaminadas (Scott et al., 1972). Estes levantamentos sic parte de
wm programa nacional conduzido com o fito de determinar gue micoto-
xinas constituem problema naguele pais. Até o momento conclulram gue
no caso de alimentos produzidos internamente, a vigilancia dog oOr-

gaos pablicos deve ser concentrada em tricotecenos, zearalenona,

ceratoxina A e ergot {(8chiefer, 1985).

. Wa Dinamarca, inspecbes regulares sao realizadas em porcos

1
abaﬁidas, Quando a concentracao de ocratoxina A excede 285 ug/kg no
figado do animal, a carcaga & condenada. Tal cuidado deve-se a fre-~
giidncia com gue casos de nefropatia suina 18 ocorrem. A  corvelagdo
“entre estes casos £ a incidéncia de ocratoxina A nas rag¢bes ja  esta
bem estabelecida. Na Suécia, rins de porco gue sé.aprasantaram anor=

mais por inspecfo visual sa&o analisados para ocratoxina A {Scott,

1885} .

Na Repiblica Federal Alemad, 41 marcas de cervejas prmduzé;
das nacionalmente e 52 estrangeiras foram examinadas sem que a toxi~
ns fosse encantrééa {Majerus e Woller, 1983),.Na_milha importado por
aquele pais, 57 amostras provenientes da Zambia deram resultados ne-
gativos. J4 no milho origindrio da Iugoslivia, de 131 amostras, 50
resultaram positivas, com teores de 0,045 a 5,1 mg/kg e uma média em’
0,49 mg/kg. Duas amostras de milho francés também estavam contamina-

dasn com ooratoxina & {Woller, 1881).

0s dados apresentados na Tabela 2 mostram gue a incidéncia
de ocratoxina A & bastante varifvel de pais para pais e mesmo dentro

de um mesmo palis.

Zearalenona

Nos E.U.A., am 1873, um levantamento realizado pele F.D.A.

no milho colhido em tode o pais, indicou que nos estados centrais,
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Georréncia de ocratoxina A em varios paises em anos diferentes {8to

180

- loff, 1982},
Material Bno Paig Né de amostras Cini§§§§§225 {igiiz}
Milho 18s7 E.JLA. 283 _.G;% 130
Milho 1968-69 E.U.A. 293 1,0 83166
Trigo 1870-73 E.U.A. 848 : -__1",3 15-115

_sorgo_- 197576 BUA. 197 0o -
Cevada 1972 E.U.A. 159 14 - 10~29

Gevada maltada 1973 E.U.A. 138 0 -

Café ol 1872 E.U.A. 335 iD 20360
Raglhes - 1972-77 Canada 2022 4,1 -
Ragdes 1973-74 Inglaterra 131 | 1.5 LYacos
Milho 1873-74 Franca 924 1,8 15200
Cevada e aveia 1871 Dinamérea 115 36 9277500
Cevada e aveia 1972 Suécia a4 8 16~410
Cevada e aveia 1976 Suécia 189 4 5-11
Cevada Iragao) 1%66-77 Suecia 269 7 220
Milno (racao} 1978 Ioguslavia 181 26 455100
Cermals em geral 1972-76 Ioguslavia 768 i3 14~3140
Corsals para racdo 1974 Poldnia 302 5 80200
Racoes 1976 Poldnia 234 5 18-50

~ Cereals em geral 1877 India & T 30-2000
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ende a cultura de milho & realizada mais intensamente, a zearalenona
- aparecia em 10% das amostras enguanto gue em outras éfeas somente em
L% das amosgtras (Stoloff et al., 1976). Em 1975, 180 amostras de so-
ta foram analisadas com resultados negatives. NO mesmo anc, de 42
amostras de trigo 19 apresentaram~se positivas eoﬁ teores de 0,36 a
11 mg/kg {5hotwell et al,, 1977). Alguns Qasws de milho contaminado
sdc relatados, todos anteriores a 1879 & en&e a-r&iagﬁe com hipsres-
tr@genism& am suinos fol estabelecida. Ao todo foram oito amﬂstrés
com teores de 0,1 a 32 ma/kg. Também_&a mesma época  sdo  conhecidos
CAS0S8 semeihaxtes envolvendo amostras de sorge {1Z,0 & 5,6 my/kgl e
um de semente de éergelim {1.5 mgl/kyg} {Bennett e Bhotwell, 19??); Em
1975-76, © Miniﬁtéric da Agricultura Americano {U.S.D.A.) examinoy

197 amoestras de sorgo provenientes de 10 estados em gue zearalenona,

Wéfiatdéiﬁawémééiatéxiﬁ
foi encontrada em 28% dés amostras que continham de 200 a 6930 ug}'
fkg‘:ﬁflatéxina $6 apareceur em 4 amostras e ocratoxina A em nenhuma
{8hotwell et al., 1980). Em 1980 e 81, amostras de sorge do estado
da Georgia, correspondaﬁtas a 64 canpos diferentes e tomadas antes
da colheita, mostraram 31% de-cmﬁtaminag&e com niveis de 2 a 1468
ugfkg de zearalenona. Em contrasite, em 1981, amostras colhidas de ma
neira similar em 15 &rveas diferentes do delta do rio Mississipi, nao

apresentavam contaminagio (Mc Millian et al., 1983}.

No pericdo de 1978-80, o Health Protection Branch, do Ca-
nadd, inspecionou 144 amostras de milho e seus produtos, tanto de
origem doméstica como importada. Somente uma, dentre as 61 amostras
importadas, continha zearalenona {200 ug/kg). Por cutro lado, 23 das
8l amostras domésticas exibiram a toxina em teores de 13 a 475

ug/kg com & média em 96,7 ug/kyg {Williams, 1%85).

Trabalho muito interessante fol desenvolvido na Austrilia

em 1982. Foram analisadas 293 amostras provenientes de 111 fazendas
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localizadas em oito distritos produtores de milho. Aflatoxinas By
Bz, Gl € azg ogcratoxina A, esterigmatocistina, toxina T-2 e zearale-
nona foram pesguisadas. Somente zearalenona foi encontrada, estando
presente em B3% das amostras, com uma concentracio média de 0,1740,223
wmg/kg. Quatro amostras excederam 1 mg/kg. As concentracSes mais al-
tas apareceram nos distritos onde o indice pluviométrico foi mais
elevado durante o periodo de crescimento do milho (Blaney, et al.,

igg4gy.,

0 mitho tam sidéud cégeal mais freglientemente implicado em
cases de hiperestrogenismo em animais. Relatos envolvendo milho tem
surgide com ireqﬁéncia do Canada, Inglaterra, Pranga, E,U.&,; Kissia
£ anmslévié¢ O mesmo ocorrve em paises africancs como Zambia, Swazi-

landia e Lesotho {Bennett e éﬁ:thell, 1979} .

Um aspegto imgo:tante da contaminacho com zearalenona esti
na indicagac gue a presen¢a de uma toxina de Fusarium, geralmente

implica na exist@ncia de outras (Bennett o Shotwell, 1979).

Bsterigmatocistina

N&o existem relatos de ocorréncia significativa de este-
rigmatocistina. Bm 1968, nos E.U.A., amostras de varios alimentos
produziram resultados negativos. No pericdo-de 1874~75, 574 amostras
| de cereais diversos também ndo indicaram presenca de esterigmatocis-
tina. Na Repiblica Federal Alemd, na mesma época, 142 amostras de mi
lho, frutas e verduras também nao apresentaram a toxina {5toloff,

1982} .

Il

Relatos de contaminac¢ac por esterigmateocistina, no momen=-
to estdo confinados a amostras de trigo, café cri e nozes pecans vi-
sivelmente mofadas. Unm levantamento realizade simultanesmente nos

E.U.A. (216 amostras) e na Itdlia {502 amostras) com café crad, nao
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eﬁibin resultados positives. Na Holanda, onde 9 de 3% amostras de
gueiio apresentaram niveils de esterigmatocistina que chegaram até
600 ug/kg, descobriu-se que a toxina limitava-se & casca dos gueijos
contaminados {Stoloff, 1982). Subseglientemente, na Alemanha, TIUma
amostragem abrangente porém inadeguada devido ao pequenc nimero de
amostras por pals, 49 amostras de gueijo foram examinadas sem gue
fosse encontrada contaminacido {7 dinamarqueses, % alemdes, 2 ingle-
ses, 10 franceses, 2 italianos, 6 holandeses, 2 noruegueses e 11 sul

gos) {Wowotny et al., 1%83a).

Aflatoxina

A aflatoxina tem sido a micotoxina Qdm maié”fésaltaﬁos”?cm
sitivas.relatadcs o monde inteiro. Nos E,ﬁuk. tem sido encontrada
com freqﬁéﬁaia em amostras de amendoim, milho e semente de algodao
de origem nacional. Uma correlagdo estreita entre regido geografica
e teor de toxina fol evidenciada. O grau de cantéminag%a ¢ a Area en
volvida variam de ano para ano, existindoe uma ligagao aparente SO
yerimﬁos extremos de temperatura ée seca. Em pumeros, 42 a 93% do
milho proveniente do sudeste americanc & contaminado, em malocr ou me
nor graun dependendc do ano, enguanto o milho colhido no meico~ouste &
consistentemente isento de aflatoxrina (Stoloff, 1?82}w Ja& no caseo 4o
amendoim, os estados de Georgia, Florida e Alabama sac considerados
de alto risco guande comparados com os estados de Virginia, Carcoli-
na, Texas e COklahoma (Stoloff, 1879}. De uma maneira nac significa-
tiva, esporadice e em niveis baixos, centelio, sorgo, trigo, amen-
doim, nozes pecans, nozes ¢ sementes de girassol, produzidos nos Es-
‘tadas Unidos, tem éxibida contaminacao {(Stoloff, 1%82). Digno de
mengao estd o levantamento realizado de 1368-75 em 3489 amostras de
trigo, aveia, centelo, cevada, so&ga, arrez e paingo. Somente deze-

nove amostras continham aflatoxina e ainda assim o valor médio ficou
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em 5 w/kg {Osborne, 1982).

Em 1977, amostras de milho tomadas antes da colheita en
dois estadios de maturagho provenientes de 45 condados do estado  da
Georgia, revelaranm uma incidéncia de aflatoxina numa faixa de § a
4708 wy/ky. A repeticdo do trabalho em 1978 mostrou 94% de amostras
contaminadas no estiddio menos maduro e 76% no estddio mais maduro. A
fa%xa de aflatoxina foi de. § a 620 w/kg, portanto bem mais haixo
guella?? {Mc Milliam et al., 1980} . Bm 1980 e 1381, amostras prove-
nientes de 64 campos de s0rgo ﬁe diferentes partes do estado da Geor
gia exibiram 56% de ccntaminégéa com niveis de 1 a 90 wy/kg. Em 1981,
amostras de 15 campos do delta de rio Mississipi nfo estavam conta-

minadas (Mc Milliam et al., 1383).

Dentre os artigos importados peles E.U.A., castanha do-pa-
r&, copra e pistache tem mostrado uma ccorrvéncia significativa en~

gquanto avelis, sementes de abSbora o meldo, gengibre e noz noscada,

teores e fregfiencia baixos {(Stoloff, 1982).

No fim da década de 70 e inicio de 80, entidades iigaﬁaﬂﬁ
saiidé  piblica no Canadd, realizaram levantamentos envolvendo .cen-
tenas de amostras de alimentos e rac¢des produzidos no pais e impor-
tados. Chegaram a conclusio gue aflatoxina nac & wm problema para
alinentos de origem local (Trenholm et al., 1983}. De maneira @ seme-
lhante s conclusces chegadas nos E.LULA., os relatos canadenses tam-

bém indicam gue o padrdo de ovorréncia de contaminagdo em cereais @

dependente da localizacdo geogridfica e zona bioclimdticz além “da

gsazonabilidade {Abramson e Mills, 1985).

| No periodo de 1982-83, 333 amostras de diverses tipos de
gracs {milho, trigo, avela, cevada, amendoim, girassocl, semente de
algodio e soial foram analisados na Africa do Sul. Aflatoxina By do-
minou como contaminante, incidindo em 25,5%% dos casos, om tegreﬁ de

5 a 2000 ug/kg {button e Westlake, 1985},
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Na Repiblica Federal Alemd, pals tipicamenﬁe importadar &e.
alimentos que compra no estrangeirc 85% do gue consome (Frank, 1981}
nes Fim da década de 70 examincu milhares de amostras de alimentos
diversos. Mais uma vez, o amendoim aparece como principal veigglﬁ
de aflatoxina. Castanha do pard, pistache e améndoas apresentaram al
guma contaminacio. Uma incidéncia rara e em baixos teores fol epxibi-
da por produtos de cenoura, ketgchup, pies, aveia, Oleo de girassol,
massas alimenticias, figadés de bovinos, suineﬁ.ez aves de: corte

{Woller, 1981%.

Relato interessante nos vem da Poldnia, onde, durante um
periode de 5 anos, 3100 amostras de amendoim sendo importado, prin-
gipalmente da India, foram examinadas. Todas as amostras deram resul

tad@s_positi§as com teores qgue iam de 20 a 8500 pwg/kyg ..

{(Emiecialk,

1978} .

ﬁa Inglaterra, 6rgdcs de fiscalizacio afirmam gque a inci-
déneiz de aflatoxina em alimentos entregues ao consumd humang vem _é
ser préxima de zero. O fnico produto objeto de precoupacio tem sido
o leite, devido a aflatoxina My Esta c&ngluséo foi f:utc de VaArios
anos de levantamentos. Como exemplo, temos em 1873 a andlise de 113
amostras de cereais diversos com nenhum resultado positivo. Agmim
como em 1978-70, 200 amostras de farinha de trigo foram examinadas &
nenhuma contaminacgao fol observada. Heste caso, além da aflatoxins,
também a ocratoxina A, a zearalenona e a'asterigmataﬁistina foram

pesguisadas {Osborne, 1982} .

% 3, Levantamentos Realizados no Brasil

Poucos levantamentos foram realizades no Brasil até agora.

Desta mancira nico temps até o momento um guadro da situacdo .no pais.

A maior parte dos trabalhes feoi realizada no estado de S3c Paulo o



shordando tao somente ag aflatoxinas,

Em 1965, encontramos o trabalho ploneiro de Tango et al.
em amostras de amendoim de safras de pericdos secos e de perisdos
chuvosos. Utilizando cromatografia em papel, examinaram 72 amostras
K: &ncantrarém gue 14,3% das amostras do periode seco contra 24,3%

do periodo das chuvas continham mais que 100 pg/kg de aflatoxina B,

Também em 1965, Mensezes et al., realizéram um levantamen-
to em 43 indlGstrias ds &lec da.estadc de S8o0 Paulo, totalizando 105
amostras, gendos 41 de sementes, 33 de tortas e 31 de farelos de
amendoim, Este grﬁpo concluin gue apenas 3,2% dos farelos e 3,0% das

tortas puderiam ser consumidos por animais.

tras de ragbes foram analisadas. Contaminacdo por aflatoxina Bi fol
constatada .em EGtamostras de alimentos e 104 das amostras de ragdes

{Pregnolato e Sabino, 1969-70}.

Em 19?§; foram examinadas 30 amostras de pasta de amen-
doim, 20 nacioﬁais e 10 de pracedéngia americana. Apenas 3 amostras
todas importadas, nio apresentaram aflatoxina. Os resultados posi-
tiveos wvariaram de 0,05 pg/ky a superiores a 1000 ug/kg em termos de

aflatoxina Bi {Fonseca, 1870%.

Outros tipos de alimentos foram vistos por Purchio {1870}
{1972} {19?&} g Eiroa e Arckoll {1978)}. Purchie analisou farinha de
trigo, farinha de mandioca ¢ "misso® {20 amostras de cada}, consta-
tando a presenca de aflatoxina Bi em farinha de trigo e ®*misso®™ {2
2 3 amostras respectivamente)}. Biroa e Arckoll ndc encontraram afla
toxinas, esterigmatocistina e patulina em 67 amostras de farinha de

trigo, milho, mandioca e scja examinadas.

De 1871 a 1979, 572 amostras de asmendoim e derivados, fa-
rinha de soda, milho, trigo, aveia, mandiaca, arroz, alimentos pre-

parados industrialmente e varios tipos de ragdo animal foram anali-
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sadas também para aflatoxina. Amostres contaminadas foram encontya-
das em todeos osg tipos de alimentos compresndendo 146 do total, numa

faixza de A0 a 7800 ug/kg de aflatoxina Bl {Sabino, 198G).

De 18973 a 1975, a ocorrénecia de aflatoxina em 264  amos-
tras de amendoim empregado como matéria prima por 40  fabricas de
&leo localizadas em guatro regifes do estado de SEo Paulo foi' axa-
minada por Fonseca. Todas as amostras exibiram resultades  positi-
vos, numa faixa de 0,1 a 200 mg/kg. Uma correlacao positiva tornoia-
~ze evidente entre estacio chuvosa na época da colheita e  teores
mais elevados éé aflatoxina nas amostras. Duas regides do estado
apresentaram consistentemente teores mais elevados indicando & im~

portincia do fator geogrdfico na incidéncia da toxina.

Fonseca {(1976) eﬁamiﬁcﬁ £ambém”a&ost£as de amendoim  “in
natura".e 80 amostras de farelo; respectivamente matéria-prima é
subw?reﬁmtg de fabricas de Olep localizadas em guatro cutras regides
do Estado de Sac Paulo. Além de constatar uma contaminagao em BS &
§9% das amostras, evidenciou gue as condicdes de armazenamento naé
fihricas contribuiam muitas veszes para um aumento no nivel da toxi-

idh .

Sabino & Correa {l?ﬁl} examinaram 100 amostras de feijé&
cultivado em vArias partes do estado de Sdo Paulo,. Encontraram afla
toxina em 10% das amostras em teores de 30 a 500 pg/kg. Em outra sg&
rie analises, gue abordou pasta de amendoim & pagoca, Sabino et

al. {1982) mostraram uma contaminagac de 18 a 26% das amostras.

Ocratoxina A, zeavalenona e aflatoxina foram pesguisadas
em 742 amostras de alimentos nacionais também no estado de $ao Pau~
lo. 0s alimentos em guestdo incluiram amendoim cri e torrado, pago-
ga, manteiga de amendoim, soija, milho, guelje curade, salame e Co-
pa. Ucratoxina e zearalenona nao faram gncontradas. Aflatoxina es-

tave presente em amendeoim e seus produtos assim como em milho {FPon-
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seca et al., 1983).

O Gnico trabalho relatado na literatura realizado fora do
estado de Sas Paulo, foli executado em Bele Horizonte, MS, onde 3z
amostras de amendoim crii, 13 de amendoim torrado, $2 de produtos &g
rivados, 14 de farinha de trige, 32 de farinha de milho e derivados
e 24 de farinha de mandioca foram analisadas para aflatoxina By« Sp
menﬁe émendaim e seus produtes apresentaram aflatoxina, com 44% aci

ma de 30 pg/kg (Prado, 1983},

No periode de 13880 a 1982, Scussel e Rodriguez-Amava {1985
examinaram 241 amostras de amendolm e seus produtos {(amendoim cri
ocom cazca e sem casca, frito salgado com e sem pelicula,' amendoim
japonés, ovinho de amendoim, amendoim doce coloride, amendoim reco-
ﬁéréé T chdcciate, pasfa de amendaim; pagoaa e pé»dg;§§iéQQe; 'bém

241 amostras, 92 estavam acima de 30 ug/kg (B, + G,).

Scussel {1984?H§arificou a possibilidade de centami&ag%é
de milho no campo, realizando amostragens em guatyo cultivares di-
ferentes em trés estadiocs de mata%agéa festadios verde, pastése 2
seco} com resultados negativos. Também analisou 63 amcstras de mi-
ino e seus produtos {farinha de milho amarela £ branca, milho ver-
de, fubi, flocos de milho cozido e sémola}, obtendo resultados ne-

gativoes.

2.4. Mitodos Analiticos

2.4.1. Triagem

A necessidade de determinar rapidamente a presenca ou nao
de micotoxinas em partidas de cereals deu lugar ao desenvolvimento

de métodos de itriagem. Este tipo de teste ocasiona ganhos sensiveis
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em tempe de analise e reagentes. As cargas de graos correspondentes

s amostras negativas na triagem pedem ser imediatamente liberadas

i

a0 fim a gue se destinam, eliminando a etapa de andlise guantitati-

va e provedimento de confirmacdo da micotoxina.

4 triagem tem sido realizada ?flnClpdlmeﬂte por minlcolu-
na e cromatografia em camada delgada. Minicoluna enfoca uma fnica
micotoxina e devido a isso & mais rapida, tomando apenas 30 a 40 ml
nutos. Camada delgada esngloba um grande nimero de micotoxinas e &
necessariamente mais elaborada exiginde um periodo maior de anflise
podende chegar a um dia ou mais. Anbos os sistemas incluem necessa~

riamente etapas de extragadc da amostra e limpeza do extrato.

A primeira mlnlcoluna fal proposta em 1968 por ﬁolwddy &
consistiu de silica gal desanvclv1da ?ar oa§11ar1éade* _ Velasco
{1972} idealizou ¢ desenvolvimento por gravidade assim come a intaﬁ
faae'silicé gel/florisil gue provou ideal para aflatoxinas. Romer
{2975} e Hola&ag_e Lansden §1975} propuseram modificagé&s da conluna
de Velagco (Figura 5). Duas minicolunas foram desenvolvidas para 5
ccratexina & (Holaday, 1976}, {Hald e Xrogh, 1975%) e uma para zoa-
ralenona {Haladay, 1976} {FPigura 5}. Porém, nenhuma delas se tornou

de Uso Comum Comoe ocorreun com as de aflatoxina.

A triagem em camada delgada & realizada submstendo as di-
varsas placas contendo amostras e padrdes a desenvolvimentos em sig
temas de solventes diferentes. Em adigdco, reagentes capazes de mo-
dificar a intensidade efou a cor da fluorescéncia das micotoxinas
ou ainda dar origem a uma cor perceptivel scbh luz na faixa vigivel

do egpectroe sdoc empregados {Tabela 3%.

I3

Além desses, dois métodos especificos para aflatoxina em
milho sac conhecidos, © BGYF {Bright Greenish Yellow Flouresconcel
e o FL-IRS (Flouromeitric Icodine Rapid Screen). No método BGYF, a

presenga de pontos fluorescentes caracteristicos & verificada nos
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Tabela 3

Triagem por cromatografia em camada delgada

31

Micotoxinas

Szozesma et al,

{1985}

s%liga gel of
acido oxdlico

Butor Camada Solventes Reagentes pf
Separadas Delgada p/ desenvolvimento nebulizagio
Nowotny et al. 22 silica gel - 3 5
{1933@ 1 e
Gimeno {1979} 16 silica gal Fosa 29 7
Corst-Allvan e - 13 silica gel Foey 13 &
Stevn {1979)
Durackova et al. 37 silica gel & 2
{1976}
Grabarkiewicz— 11 silica gel C 13 &
silica gel ¢f
.50
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graos como indicador da presenca de Aspergillus flavus e parasiticus

{Shotwell et al., 19?53. 0 FL~IRS compreende uma extracio cow meta-
noi~agua, clarificacdo com acetato de zinco e tratamento do extrato
resultante com iodo. A flucrescéncia da solucho medida com um foto-
fluorimetro e comparada com padrdes decide tratar-se ou udo de uma

amostra positiva {Davis e Diener, 1879}.

2.4.2, Cromatografia em Camada Delgada

08 métodos mais conhecidos e mals emprﬁgados.para detar-
minacio de uma Unica micotoxina empregam os sistemas de extragdoc e
limpeza apresentados nas Tabelas 4, 5 & 6. Os Sisfemés scelventes
.“uﬁiiizaéqs_nQ éé§én?olVimﬁﬁt§ das placas ésgim_qamc & Yecuperagio e
o8 limites de detecgdo relatados para os mesm@s.métgﬁas podem -3 o

apreciados nas Tabelas 7 e B respectivamente.

Em alguns dos métodos desenvolvidos a partir da década de
60, foi empregada a extracdo por Soxhlet por 7 ou 12 horas {Mirocha
et al., 1974, Steyn e van dex Mﬁfwe, 1966} . Logo fol percebida &
inawvaniéneia deste procedimento gue caiu cénsaqﬁentementa en desu-
8O, Atgalm&nte, sdc utilizados o agitador mecanico, por 172 ou 1
hora (Nesheim et al., 1973, Stack e Rodricks, 1871} ou a*iiquidifiw
aaﬂar,_pgr 3-5 minutos {Asensic et al., 1982, Beott e Hand, 18867,
Shannon ¢ Shotwell, 18761. BEm alguns ¢asos, oé dois sistemas s3c

considerados intercambidvels {Romer, 19753, Stoloff e Socott, 1984y,

Luz ultrawvioleta de comprimento de onda longo {366 nm) &
uiilizada para visualizacdo da ocratoxina A e das aflatoxinas. B
poratoxina A apresenta uma fiuarescénaia verde-azulada, enguanto as
&flataxings Bl e st azul & as aflatoxinas Gl & Gz, verds. Gimeno
{1979}, Gdiinski e Grabarkiewicz~Szozesma (1984}, Miguel e De Andres
{1982} assim como Takeda et al. (1979) explem a placa a vapores de

amdnia para em seguida nebulizar com solugao aleodlica de cloreto
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Tabela 8

Recuperacio e limite de deteccdo relatados em métodos gue determi-

nam uma unica micotoxina.

- - . . Lim. Det. -
Referencias Micotoxina (o /ka) % Rﬁgaperagaﬁ
Scott e Hand .

{1967) Ocratoxina A 25 80 189_
Nesheim et 3l. P _
[1973) Ccratoxing A 12 37-311%8
Asensio at al. . . _
(1982} Qcratoxina A 2,54 86
. Steyn & Van Dex . ' L
" Merwe (1966) Ocratox}na A 100 -
‘Miroccha et al, . _
{1974y zearalenmga Sﬂ. 83
- Shannon e Shotwell Esterigmatocistina 50 92-134
{1976 _
stack e Rodricks Esterigmatocistina 2040 90~100
{1971}
Romer (1875} Aflatoxina Bl 5-~15 94
" k¥
_ 32 108
[ 3
Gl 130
L] {; k1] l ﬁ 3




de zluminio e aguecer a 1059C por 5 ou 10 minutos. Com este recur—
so afirmam intensificar a fluorescéncia da ocratoxina A. Exposigao
unicamente a vapores de amdnia & recomendada com a mesms finalidade
por Eppley (1968) = Le Tutour et al. (1984). A fluorescéncia da es
terigmatocistina e da zearalenona a 366 nm & bem mais fraca gque a
ﬂcratéxina 5 e as aflatoxinas. Para conseguir um melhor limite de
detecgan, uma intensifiaagé@ da fluprescdnoia € conseguida com  ne-
bulizacio de uma solugdo de clmiéﬁa de aluminic e agquecimento em es
tufa a 1059C por 5-~10 minutes {ﬁiguel e De Andres, 1582, Wilson et
al., 197¢, Josefsson e Moller, 1977, Gimeno, 197%, Stoleflf e Scott,

1984, Roberts et al., 1981).

A neceséidade de cénfixma§§a da identidade aé micotorina
seia por reagdes de derivacio ou por espectromelria de massa, £ bem
salientada por Neshelm (1879} gquando exyressa.gue “témos.tido maié
relatos falsos da occrréncia de aflatoxina em alimentos gue a maio-
ria dos analistas gostariam de admitir. A importéncia, portanto, de
uma confirmacao ?nsitiva da identidade do suspeito dificilmente po-
de per enfatizada © suficiente“; £ ainda *A preparagao de derivados
gquinicos com propriedades cremategiéfiaas modificadas € o wnétodo
mais simples de confirmagdo... Re~cromatografia com solventes e ad-
sorventes diferentes adiciona evidéncia c@rrabgrativa mag nac con-
slusiva da identidade. Esse tipo de evidéncia podé ser conclusivo
somente no sentido negative, isto €, pode mostrar gue uma mancha
desconhecida nao & aflatakina“. Também Pohland et al. (1981) frisa
gue "nenhum método analitico estd completo sem & inclusdo de  uma

etapa de confirmagdo de identidade®.

Para confirwmacio da maratoxina'ﬁ, a esterificacic com me-
taéol em presencga de trifluoreto de horo & preconizada pela AL0A.C
{1984). Trata-se de um procedimento iaborioso, onde o extrato clo-
roférmico da amostra passa primeiro por limpeza em coluna de texra

diatomdcea alcalinizada com NaHCO.. Sofre entdc esterificagao segul
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da de uma sucessao de partigdes gue tem a finalidade de completar

a limpeza do extrato.

J& Hunt et al. (1980} propbem tratar o extrato diretamen-
e com trifluoreto de boro em metanol. Nenhuma etapa de limpeza an-

terior & esterificagdo & empregada.

ngersms sutores utilizam & exposi¢do a vapores de amdnia
e a nebulizagao com solucdo de cloreto de aluminio, em separado oU
pm conjunto, como confirmacdc da presenga de coratoxina A. Estes
tratamentos modificam a fluorescéncia nativa da ocratoxina A de ver
de azulado para azul {Miguel e De Andres, 1882, Takeda et al., 1979,

Gimeno, 1979, Le Tutour et al., 1984, Eppley, 1868).

Roberts et al. (1961) empregam trés reagdes difereutes na
confirmagdo: hidrdlise écida; aceﬁilaéém & ésterificagéo, Scott ]
Hand {1867}, num procedimento gue nic pode ser caﬁciusivcg praefaren
desenvolver os extratos suspeitos & O padrac em benzeno~metancl-aci
do acdtico (24 + 2 + 1} com exposigic subsegliente a vapores de amaf.
nia ou nebulizacio com solucdo de trietilamina. Repetem entio o pro
censo, re-aplicando OB extratos das anostras e do padrio em uma no-
va placa e procedendo ao. desenvolvimento desta vez em rolueno-aceta

+n de etila-acido formico {5 + 4 + 1}.

colinski e Grabarkiewicz-Szozesna {1984§ dopanvolvem pre-
viamente a placa com amostfa e padroes 2m tolueno—acetato de etila-
~Geoide férmico {6 + 3 + 1) para em seguida expd-la a vapores de pi-
ridina e anidrido acético. Howo desenvolvimento € realizado no mes-

mo solvente antes da avaliacio do resultado.

para aflatoxina a formacio de derivados & levada a cabo
aom duas pcrcées Ao extrato gue s3n tratadas indeyandentemente, &
primeira com agua e icido cloridrico e a segunda com anidrido acé-

tice e Acido cloridrico. apds desenvolvimento em camada delgada jun

tamente com OS padrfes similarmente tratados e & amostra £ O padrio
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originais, a confirmagdo sera positiva se o RE da mancha de aflato-
wina presuntiva sempre coincidir com © Rf do padrdo gue sofreu ]
mesmo tipo de tratamento (A.0.A.C. (1984}, Nesheim et al. {1973} =

Roberts et al. £1981)%.

Przybylski (1875} desenvolveu uma reagao para as aflato-
winas diretamente na placa gue fol endossada pela 2.0.A.C. {1984) e
_végias auntores (Wilson et al., 1978, Miguel e De andres, L1882, Le
Tuﬁoﬁr et al., 1984, Stack e Pohland, 1975}. Ra placa aplica-se de
pm lado a amostra e.o padric e de outro lade novamente amostra @
‘padrac sobre os guais coloca~ge uma gota de fcido triflucroacético.
Apds evaporagdo do acido e dessnvolvimento, uma ceincidéncia dos Rfs
da amostra e padrac tratados, por uam lado, & dos Ris da amostra o
padrio ndo tratados, por outro lado, vem & indicar um resultado pofw

gitivo.

éara confirmacaoc da esterigmatocistina, a A.O.ALC. recos
menda a preparacio de dois derivados diferentes. ApGs uma etapa ﬁé.
cromatografia preparativa em camada delgada, seguida de limpeza ydr
particdo, o extrato da amostra tem uma éiiqumta tratada com HCL e
cutra com piridina e anidrido acético. Aliguotas de padrio si&o tra-

tadas de maneira semelhante.

Cimeno {1979) confirma a esterigmatocistina expondo a pla
ca, apbs nebulizagao com alc13, A luz ulira-viocleta ﬁe ondas longas
e curtas. JA& Golinski e Grabarkewicz-Szczesma (1584) propdem desen-
volvimento em dois ﬁipms de camada delgada, uma impregnada com 0.6

H H,80, & outra impregnada com dcido oxd&lico. Apds desenvolvimento,

2
realizam uma nebullizagdo com AlﬂlB 20%. Neste ultimo case, trata-se
de um procedimento cujos resultades sfio corroborativos mas nac com-

probatdrios da presenga da toxina.

No caso da zearalenona, a confirmacio & feita ohservando-

—-5e 8 placa a 254 nm e a 366 nm. Sob luz ultravioleta de ondas cur-~
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tas, a flucrescéncia € intensificada e apresenta-se verde azulada

{A.0.A.C., 1984} .

Ragxes&ntative deste tipe de estudo colaborative estad a
campakégéo entre os métodos C.B. e B.F. da gual participaram 13 ana
listas. Os coeficientes de variacac alcangados foram 30 e 37% para
B,F; a C.B., respectivamente nog resultados inter-laboratoriais.
Nos resultados intexrnos dos laboratdrios, og coeficientes de varia-

! _

cio foram 40 e 38% para B.F. e C.B. respectivamente (Eppley et al.,

1968} .

Este tipq de resultados levou &0 CORNSENsSt LXpresso por
Schuller et al. {1976} gue "na ordem de 10 vg/kyg de aflatoxina, os
matodos de andlise que alcangaram ceoeficientes de variacas de E0-
40%, com recuperacbes de 70% ou maiores, em estudos colaborativos
interQlaboratoﬁiais, podem ser considerados cap&éitaﬁos come  méto-

ang de referencia®.

A necessidade de um cuidado especial com s padréea & bem
demonstrada por uma verificaggo na precisio dos padroes realizada
pela american 011 Chemists Soclety, que enviou uma solugio de afla-
toxina para ter sua concentragido estimada por diversos laboratdrios.
im eoeficiente de variacdo de 80% entre us resultades, indicou gue
vadroes de referdncia podem vir a ser ponto fraco de multas anéli-

ses (Horwits et al., 1980).

Uma melhoria na repetibilidade das determinagdes quanti-
tativas por camada delgada € cbtida com densitometria. Com fluox
densitdmetro, padrdes de aflatoxinas podem ser estimados com um ©og

ficiente de variacio de 5% {(Beckwith e Stoloff, 1968}. : .

Com a inclusio de cromatografia de alta eficiéncia e de
densitometria no arsenal dos analistas de micotoxinas, 08 programas

de verifica¢do da gqualidade analitica e os estudos eolaborativos
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vem indicar que a etapa instrumental ndo tem sido a decisiva para

_Gbﬁengéw.de pons resultados.

Métodos para determinagic simultdnea de micotoxinas tam
sido uma ambicio dos analistas, devido a grande economiz em tempo 2
material. Os sistemas de extragdo e limpeza dos métodos para detey-
min&géa miltipla mais conhecidos podem ser apreciados na Tabela 9.
Solventes para separar diversas micotoxinas na camada delgada estio

‘na Tabala 10.

Alguns outros sistemas mails complexos =30 propostos por
sutros autores. Miguel e De Andres (1984}, por exemplo, sugeremn o
emprege de § solventes para Adiferentes placas aplicadas com padroes

e amostra {Tabela 11}.

Josefsson @ Mellar-{lQ??} reémmenaam cromatografié i~
~dimensional para amostras dificeis. Utilizam como pﬁimeixo solven-
te benzeno-acetato de etila-fcido formico (80 + 28 + 0,3} ocu olow-
rofdSrmio-acetona {9 + 1) sequido de clorofdrmio-d-metil-2-pentancna-.

~foido formico {93 + 7 + 0,2).

Roberts et al. (1981} acenselham a cromatografia bi-dimen
sicnal para separar aflatoxinas e occratoxina A. No primeiro desen-
volvimento utilizam tolueno-acetato de etila-acide formico {60 + 30

+ 16} e ne segundo clorofdrmic-acetona {9 + 1}.

patterson o Roberts (1%79}) advogam um sistema de cromato-
grafia pi-dimensional para cada separagao de micotoxina conforme

pode sery visto na Tabela 12.

A recupera¢ao e © limite de deteccin relatados pelos au-

tores dos métodos estdo na Tabela 13.

Estimativas visuais da intensidade da fluorescencia de

padrdes de aflatoxinas em camada delgada mostram um coeficiente de
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Tabala 10

Sistemas solventes pava desenvolvimento om canada deivada de silica gel

Métodos para detorminagio simuliinea de micotoxinas

n

Micotoxinas

-Solvente - teforéncias

aflatoxina
Ooratoxing A

Esteyilgmatocistina

Polueno-Acetato de etila- " gimenc {1979}
Cloroférnio~Ae. Formico '
{7+ 5+ 5 + 2}

Aflatoxina Clorofdrmic - Acetona : N Howotny et al.
Eztevigmatocistina 2 + 1} ' - : {15838
Zearalenona :
fearalenona Benzano - Ao, AcBtico ' ... 'Eppley {1968}
Coraztoxinag A g+ 1) s 2
Zearalenona Benzeno~Clorofdrmis~Acetona | Geity o Mohy
goratoxina A {458 4+ 40 ¥+ 15} K {1576}
Afiatoxina {a} Benzenc-Hexanc (3 + 1} Le Tatour st al.
foeratoxing {1y TPolusno-hoetato de etila- C fia04})
Ac. FP&rmico {60 + 20 + 15}

© Aflatoxina Tolueno~Acetato de stila- o Bﬁlzar gt al.
Uoratoxina A Ac, Pormico €5 + 4 + 1} ' o {1978}
Fearalenona ) _
Zearalenona Cloxoférmio~Metanw1wﬁzo—§an - - Takeda gt al.
Eaterigmatocistina Farmicoe {90 + 10 + 1L + 1} : $1979}
Aflatoxina ’ ' :
Aflatonina Benzeno-¥etanol~Ac. Bo@tico{18+1+1) toloff =t al.
ooratoxing A Hexano-Acetona-Ac. Acdtico(l8+3a1) {12711 %

Sparalenona

Esterigratocistina

clorefirmiotlc. AcéticotBrer stilico{l7+l+3)

Clovoafdomic + Acetona (9 + 13

Aflatoxinag
Goratoxina A
Patulinz

Esterigmatooistina

{a} Benzeno-Hexano {3 + 1} . " JIosefsson e Moller
(b} Benzeno-icetato de etila-fa. {1577}
Férmico (80 + 20 + 0.5}

Eearalenona

Aflatoxina, Clorofdrmio~Acetona (26 + 4) Thomas =t 21, |
fraralenona {12753
Qeratoxing A Aoetato de etila~Cloroférmio-Ac, Wilson gt al.
Ac. Penicilico Formice {60 + 40 + i} ' {1976}

Solvente {al e (b) devem suceder~se na mesma placa.

* gsulvente para desenvolver placas diferaentes.
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Fabela 13

Recuperagic o limite de dotecgdo relatados en métedos para andlise miltiplz de micotoxinas.

: Deratoxing A iparalencna Esterigmatocisting Aflatowing By
Beferincing Llim. % Rec. Lim. lim. : Tim,
R, . .
va/kg sa/ky ¥ Rec na/kg ¥ Reo wal/kg ¥ Bes

w@ilson 2t al. 30~ 50 260~ 1 e e 2 32
{1876 40 340G

Gimens (1979} 146~ G2~ 310~ 154 | e - 4 5%

143 k% 5ig : _ b

Miguasl = e Andres Fi: 81 150 8% - R P G4
(R ] . 3 93

Rewotny et al. 50 50 1000 Gt 400 5g- s - an-
{1385 65 R5] To 33

thomas gt al. - - ilag #d - - 2 R
{1375} 140 109

Josefsson ¢ Mollex 10 L7 . 35 lé& 18 104 ] hE11:4
{LETTS

Poberts et al. 203 -1 - - - R 1 2%
115813

gtoloff ot al. 45 - 208+ . 5@ s 28 e
{1571} . 28 5090 -

Takeda 2% al. 40 A0 360~ Fite 413 it B 19 8-
FLaTa: (3] 9% 566 2t 20 24 G4

Batzer gt 2b. 40 87 209 85 e e A FL
{1978} '

Bolerts & Patberson B 58 1600 23 339 in 3 EG~-
{1975) 23 249

T Tutour et al. 29 — - e - - 5~ ~
{1584} : 7

Seite @ Mohr — - 300 : e ~' e 3 b
(13ta} ’

Enpley 41968} 55 - : Etate o —— - 32 : e
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variacan de 20% (thland et al., 1§7§§, Com amostras reals contendo
aflatoxinas, coeficientes de variacgio de estudos colaborativoes pu-
hilicados estao na faixa de 15 a 70%, com uma média em 30% (Nesheim,

1373},

A American Oil Chemical Scciety através do programa Smlley
Ghﬁéx Sample, no periocdo de 1976 a 1979, obteve dentre 08 iesu&
tados aceitéveis, provenientes em médiz de 35 léboratérims, um coe-
ficiente de variacio de 55% para amostras de amendoim, algodio e fa
rinha de milho para um nivel de aflatoxina de cerca de 40 ug/ky. Nes
te programa amostras com teor conhecido de aflatoxina sao distri-
buidas para os laboratbrios gue as requisitam. O mé&todo de  andlise
& da escolha do laboratdrio gue vai executar a ané;isag podendo in-

cluir instrumentagdo ou nao fﬁarwitz et al., 1980}.

pados internacionais nos vem do Internaticnal.kgency fcf
Research 05 Cancer {I.A.R.C.} sediada em Lyvon, Franga. Esta insti-
tuicdo da a oportunidade a gualguer laboratdbrio ne mundo, de veri-
ficar sua capacidade analisando uma amostyra de teor conhecido éé.
afliatoxina ou ocratoxina A preparade na prépria I.A.R.C. Para afla-
toxina Bl’ os coeficientes de variagéo e o8 resultados médiocs dosa
139 laboratdrios envolvi&os, localizados em 34 paises, foram 77% &
13,95 ug/kg para uma amogtra de milho branco, $6% e 6,45 ug/kyg para
pma amostra de pasta de amendoim = 85% e 4,51 gqikg para cutra amosg
tra de pasta de amendoim. N&0 houve diferanga significativa entre
os resultados obtidos com ou sem instrumentacdo (Friesenm et al.,
1980}, Também para aflatoxina El’ em amostras de torta de milho,
torta de amendoim desengordurada e torta de amendoim crua, os coe-
Fisientes de variacio intra e inter-laboratoriails foram de 10 - 20%
e 139 a 144% respectivamnente para 121 laboratérios em 31 palses

{¥riesen e Garren, 1982}).



Em uma Outré verificacao, desta vez para aéraﬁmxina A, la
boratbrios de 24 paises, compreendendc ao todo 44, chegaram a coelji
cientes de wvariacdo inter e intra-laboratoriais de 8,9% e 65,5% pa-
ra o método da A.0.A.C. & de 8,0% e 82,1% para outros métodos {Frie

sen o Garrern, 1983).

Nos programas de verificagide da qualidade ‘mencionados

&Cima, nio houve diferenca significativa entre os resultados obti-
i

dos cem ou sem instrumentacfo, tanto com relagde a acuidade como re
petibilidade. Representativo da importancia de tais programas & o
nivel de eficiéncia alcancado pelo Ministério da Agricultura dos
£.U.5. {U.5.D.A.) gue nmantém um programa de gqualidade analitica pa-
ra oz 22 laboratfrios do seu "Food Safety and Quality Service®™. Hu~
ma série de @nélises anugis; durante um yeriodm”de 5 angg}"e;es magm
tiveram um coeficiente de variacdo de 32% entre os laboratdrios | &

23% para os resultados intra-laboratoriais para um nivel de 30 ug/

kg de aflatoxina em torta de amendoim {Horwitz et al., 1980}.

2.4.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e Outros Métodos

0s métodos publicados utilizando cromatografia liguida de
alta eficiéncia {CLAE), incluem normalmente uma limpeza mals estri-
ta & fracicnamento das micotoxinas presentes no extrato para inje-
cio em separado no cromatdgrafo. As condigdes s@o diferentes em tex
mos das fases mbvel e estacionéria para cada micotoxina. Tipicamen-
te a limpera do extrato pode incluir fracionamento em coluna de si=-
lica gel e/ou partigdes utilizando um nimero de solventes, com ou
SOM Tm &ésengorﬂuram&ntﬁ prévie com um hidrocarbonetoe {Moller e Jo-
sefsson, 1%78; Hunt et al., 1978; Ware e Thorpe, 1978: Kmiaciak,
1976; Hurst gt al., 19835 Pong & Franz, 1%$77; Pons & Franz, 1978

Awe e Schranz, 1981; De Vries e Chang, 1982; Schweighardt et al.,
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1980; Josefsson e Moller, 1979; Scott et al., 1978; Francis et al.,
1982; Tarter et al., 1984). Também fracionaménte por ?artigaes su-
‘cessivas para melos com diferentes graus de .acidez e basicidade,
didlise, filtragdo em gel ou SepwPak sio utilizados sozinhos ou co-
mo um conjunto de etapas (Trenholm et al., 1984; Cohen e Lapointe,
| 1980; Holder et al., 1977; Thean gt §i.,‘:1988; Gaborne, 1979;
Schmidt et al., 1881; Stack QE.QQ,, 1976; Howell e Taylor, 1981;
Knutti et al., 1979). Menos freglientemente sistemas de clarificaF
gio por precipitacdo com sais {(De Vries e Chang, 1982; Pons, 1979;
Nowotny et al., 1983c), ou derivagio com acido triflucroacético, pré-
via & injecao no.cromaﬁégrafo (Cchen e Lapointe, 1984; Haghighi et

al., 1981} s8o encontrados em adicio ou ndo aos procedimentos mals

usuais de limpeza.

A fase reversa, geralmente octadecilsilil, tem aparecido
mais como fase estacionaria eﬁquanto a fase normal de silica gel um
pouco menos. Mals raramente encontramos alumina e derivado aminado.
O detetar.de fluorescéneia tem sido o mais empregado, as vezes em

sé&rie com o detetor ultra-vicleta/visivel.

Uma maneira elegante de realizar a confirmacao gue vem se
tornando cada vez mais difundida € obter cromatogramas da amostra
com o detetor primeiro em um comprimento de onda depois _em outro.
Uma razao & entdo calculada entre as Areas ou alturas do pico sus-
peito nos dois cromatogramas. Uma razao entre.éreas ou alturas &
calculada para © padrdo nos mesmos comprimentos de onda. A razao
_calcuiada para o composto na amostra £ a razao calculada para o pa-
dr3c devem coincidir. Alguns autores admitem uma diferenca de até
5% entre as duas, outroé admitem até 10%. Se o processc for repeti-
do envolveﬁdo outro comprimento de onda, teremos 3 razdes entre
ireas Oula}turas para o compostovsenda examinado e 3 para o padrao.

fanto o detetor de ultra-violeta visivel como o de fluorescéncia pg
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dem ser empregados (Trenholm et al., 1984; Cohen e Lapointe, 1980;

Josefsson e Moller, 1979%; Howell & Taylor, 1981}.

& confirmacido pode ser também executada  verificando os
cromatogramas da amostra presuntiva positiva e do padrdc antes e de
pois de uma reagdo de derivagéc. 0 tempo de retengao do derivado de
ve ser diferente mas, da mesma maneira gue em camada delgada, o com
portamento 4o padrao.e_do composto suspeito deve coincidir tanto an
tes como depols da derivacaoc (Péns e Franz, 1979; Awe e Achranz,
1981; Thean et al., 1980; Tartéf et al., 1984; Davis e Diener,

1880) .

A colocacio de um detetor de fluorescéncia em série com
um de U.V./visivei simplific? grandemente a confirmacdc pois € su-
ficiente a simples verificacdo da coingidéncia'do-tempa de retencgao
do padrdo e do pico em estudo nos dois creomatogramas produzidos si-

multaneamehte pelos detetores (Kputti et al., 1979; Osborne, 1878).

Os métodos prﬁpostos para ocratoxina A em CLAE, tem sido
relatadés com limites de detecgdo de 0,5 a 12,5 pu/kg (Schkeighardt
et al., 1980; Phillips EE.EE-' 1983; Hunt et al., 1978; Josefsson e
Moller, 1979; Nowotny et al., 1983c; Osborne, 1279}, recuperagoes
gque vao de 33-90% e repetibilidade de 10-24%.  Para aflatoxinas
apresentam limites de detecééo para aflatoxina Bllde 0,2 a 2,5 ug/

kg e caem nas sequintes faixas para racuperacao de 64-118% e repe-

tibilidade de 4,9-27% (Hunt et al., 1978; Haghighi et al.,  1981;
. De Vries e Chang, 1982; Tarter et al., 1984; Knutti et al., 1979;

Cohen e Lapointe, 1%98l; Pons e Franz, 1879; Pons, 1%74; PonsefFranz,

1977; Thean et al., 1980; Hurst et al., 1982; Awe e Schranz, 1981).

. Esterigmatocistina raramente tem sido alvo de trabalhos
com CLAE. Numa das poucas publica¢des envolvendo esta micotoxina,

Stack et al. {1976) relatam uma recuperacdo de 59~74% e uma repeti-
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. bilidade de 8,4 a 12% e omitem o limite de detecg@on.

Apds alguns métodos terem sido desenvolvidos para zearale
nona por CLAE (Ware e Thorpe, 1978, Helder et al., 1977; Chang e De
vries, 1984; Cohen e Lapointe, 1980; Moller e Josefsson, 1978; Tren
holm et al., 1984), um estudo colaborativo foi realizado na U.S.D.A.
envolvendo 13 analistas e utilizando amostras de milho. A recupera-
giac media f0£ de 77,8 a 123% e os coeficientes de variacdc de 25,6%
para amostras artificiais e 4?%.para amostras naturalmente contami-

1985} .

A separagdo, por CLAE, de véarias micotoxinas_presentes no
mesmoe extrato, foi tentada c@m padroes por Engstrom g&l@i. {1977).
Este grupo conseguiu separéruaflétexina\Blf"afiatoxina’ei, ocratoxi
na A, zearalenona, rubratoxina E, patulina é acido penicilicoeanuma'
coluna de fase reﬁersa, tendo como fase moOvel, acetonitrilo-agua-

~f0ido acético (55 + 45 + 2} ou {45 + 55 + 2}.

Métodos gue utilizam técnicas imunoldgicas tem  atraido
atencac recentemente., As fécnicas de RIA {RadicoImuncAssay) e FELISA
{Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay} foram aplicadas a partir de
1976 para micotoxinas em alimentos {Pohland et al., 1981}. Uma cow¥
paracio entre os deis métodos foi realizada por Chu (1984} e nmostra
gque ELISA apresenta malor sensibilidade (Tabela 13} principalmente

no caso de aflatoxina Ml'

A simplicidade de exécucéo de anadlise e potencial para
antomacio sic os pontos fortes neste tipo de metodologia. Porém,
técnicas imuncldgicas sido extremamente caras de desenvolver e devem
ser- rigorosamente testadas para a possibilidade de reagdo cruzada
com outros compostos (Pohland et al., 1981). A recupera¢ao neste ti

po de método pode atingir 60% e o coeficiente de variacdc entre du-
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plicatas, ¢ a 30% (Chu, 1984). Uma outra desvantagem estd no fato
que & necessirio desenvolver um anticorpo diferente para cada tipo
de aflatoxina, istoc &, o teste para By nac serve para Bz ou Gl ou

sz

Um procedimento utilizando espectrofotdmetro foi criadoe
pnr.Hult e Gatenbeck {1976). Nesse método a ocratoxina & & pértida
por agdo da carboxipeptidase em fenilalanina e ncratoxina o. A
oérataxina A tem um pico de flﬁérescén&ia-a 380 nm e a ocratoxina «

a 340 nm.

A queda de fluorescéncia a 380 nm & utilizada como medida
do teor de ocratoxina A. Os autores afirmam ser possivel a detecgaoc
de 4 ug/kg em cevada. O método foi estendido para sangue de porco

(Fult et al., 1979).

Finalmente, a crbmatografia gasosa tem si&o empraegada com
sucesso no caso de tricotecenos e da zearalenona. As toxinas do 53:.
sarium spp. tem sido identificadas e guantificadas por cromatogra-
fia gasosa sob a forma de derivados de trimetilsilil (Mirocha et
al., 1974; Scott et al., 1978; Kamimura et al., 1981; Richardson et
al., 1985; Collins e Rosen, 1879) numa variedade de substrates. Al-
guns outros autores preferém a formagdo de outro tipo de derivadoé
como & o caso de Holder et al. {1977} gue empregam derivados de
pentafluoropropionil, Romer et al. {1978) que utilizam esteres de
diheptafluoczobutil e Scott et al. (1981} éue favorecem tris-hepta

finorobutiratos. A confirmacioc por todos os autores mencionados €

realizada com espectrometros de massa.

Os limites de deteccdo obtidos variam. Uma sensibilidade
algo melhor em alguns casos & conseguida com captura de elétrons em
comparagac com a alcangada com ionizacdo de chama. Para T-2, deoxi-

nivalenol e diacetoxiscirpenol, os limites de deteccdo relatados na
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literatura para ionizagdo de chama sdo de 30-1000 ug/kg, 78-100 pg/
kg e 10-400 vg/kg respectivamente. Para captura de elétrons entre

limites sAo 80-100 ug/kg, 2-15 ug/kg e 80 ug/kg {(Scott, 1982).

0s levantamentos gque vem sendo realizados tem empregado
consistentemente camada delgada. Mais recentemente com o desenvol-
viménto de métodeos em cromatografia gascosa e CLAYE para micotﬁxinas
especificas, existe a opgdo de quantificagio de amostras positivas
por essas vias instrumentais. Um exemplo & ¢ trabalho com milho pre
veniente de 111 fazendas na Australia, onde Blaney et al. (1984)uti
lizaram camada delgada para triagem de aflatoxinas, chatoxina B,
toxina T-2, esterigmatocistina e zearalenona. As amostras contendo

zearalenona foram quantificadas por CLAE.

A importéncia de camada delqadé,uboxém,'péaé?g&r“bem'éﬁié '
ciada através das palavras de Stoloff (1983) no seu relatbrio anuai
como'caordénador da comissdo da A.0.A.C. encarregada da avaliacio
da confiabilidade de métodos e estudos na area de micotoxinas: "guan |
to mais equipamentos esotéricos e caros forem requeridos para and-
lises, menos laboratdrios possuirdo capacitacle analitica, nenos
analises éerée executadas e menor sera a base de dados para tonmada
de decisdes. A simplicidéde e baixo custo da camada delgada ndo po-
de ser levianamente abandonada por outras ferramentas da ci@ncia de
separacfo, mais glamurosas e caras. As melhorias ﬁrometidas em pre-

cisidc derivadas do usc de mails instrumentacac nadc se materializaram

nas comparac¢des realizadas entre laboratdrios”.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Avaliacio dos Métodos Existentes

Foram avaliados métodos para determinacdo simultinea de
micotoxinas ja publibados (Takeda et al., 1979; Eppley, 1968; Balzer
et al., 1978), em termos de sua aplicabilidade em laboratbrios na-
cionais e sem deixar de lado requisitos essenciais como precisdo e

acuidade. O perfil desses métodos pode ser apreciado na Tabela 9.

31.2. Desenvolvimento de Novos Métodos

3.2.1. Preparo de Amostras Artificialmente Contaminadas

Amostras artificialmente contaminadas foram preparadas
com fubd amarelco, amendoim cri, feiijdo preto cri, arroz polido cra
ou farinha de mandioca. Tanto amendoim como feijao e arroz foram

triturados num moinho tipo Wyllie munido de peneira de 20 mesh.

Partindo de 50 g de um dos alimentos acima, foram acres-
centados tantos microlitros da solugdco padrdo da micotoxina guanto
necessario para atingir o nivel de contaminagio desejado. 0 padrao
foi gctéjado em diferentes pontos no centro da superficie superior
‘da massa da amostra. Nenhuma homogeneizacio fol feita para evitar
gue a soluglo padrdo aderisse 3s paredes do recipiente. Foi permi-
tide ao solvente da solucdo padrac evaporar naturalmente durante a
noite, apds o gue a amostra adicionada de micotoxina estava pronta

para extracao.
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3.2.2. Teste com Solventes para Extragdo

Os seguintes solventes foram testados: (1} acetona/agua
{85+15), (2) metanol, (3) metanol alcalino (pH $-10}, {4} metanol/
dgua {(1+1), (5) metanol/KCL 4%/82504 20% (178+20+2), {(6)metanol/KCl
4% {9+1) e (7} metanol/HZSO4 20% (99+1}.

, Cada amostra de .50g de milho moido foi artificialmente
co;taminada com ocratoxina A, conforme o procedimento.descrito em
3.2.1. Apds transfer8ncia de uma dessas amostras para o Copo do 1i-
cquidificador, foram acrescentados 270 mL do solvente sendc testado.

ApOs 5 minutos de homogeneizagio a mistura fol filtrada em funil de

papel de filtro gqualitativo pregueado.

tma aligquota de 150 mL foli transferida para um béduer . de
600 mL onde foram adicicnados 150 mlL de {NH4)280# a 30% e 50 mL de
gelite. A?és filtragao_gm papel pregueado qualitativo, 150 mL do gé
trato foram passados para um funil de separacgao, onde 150 mLcka&gqa
foram previamente colocados. Duas extractes com 10 ml de clorefér—
mic foram realizadas, De cada extragéo,'B mi, foram retirados & reu-
nidos em um frasco pequena de vidro ambar; 0 extrato foi levado &
secura em banho-maria e redissolvido em 200 uL benzeno/acetonitrilo

{98+2}.

A gquantificagdo fol realizada como descrito em 3.3. O va-
1or encontrado foi entdo dividido pelo valor da adigdo de ocratoxi-

na A (200 ug/kg) para obtencio da recuperagao.

4.2.3. Teste de Clarificantes para Limpeza de Extratos

Seguindo o procedimento descrito em 3.2.2., e utilizando

metancl/4% KC1 (9+1), como solvente de extracao, o desempenho - 4dos
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segquintes clarificantes foi avaliados: {1} cloreto férrico, (2} car-
bonato basico de cobre, (3} cloreto férrico em combinagdn com car-

bonato basico de cobre, {4) sulfato ciprico e (5} sulfato de amdnio.

3.2.4. Teste de Solventes para Desenvolvimento Simultanes de Ocra-
toxina A, Zearalenona, Esterigmatocistina e Aflatoxinas Bi’

B

a 2t G

1 © G2 em Camada Delgada

Foram avaliados os seguintes solventes com relagao a se-

.paracdo e a resolugdo das micotoxinas em gquestdo: (1) clorofdrmio/
metanol/agua/acido f£érmico (90+10+1+1), {2) benzeno/metanol/acido
acético (90+5+5), {(3) acetato de etila/n~hexanc (3+1}, {4) tolueno/

acetato de etila/écido férmico (5+4+1}, (5) benzenofacetatg;ﬂeetilﬁm
Jacido férmico (80+20+0,5), (6) tolueno/acetato de etila/acido férw
mico (60+40+0,5), (7} teclueno/acetate de etila/clorofdrmio / acido
f8rmico (70+50+50+20), {(8) clorofdrmio/metancl (95+5}, {Q}Clarmféf?
mimfacetonafpropénol {85+10+15), (10} cioxoférmio/asetcna/isoprcpa~
nol {95+5+5), (11) clorcférmiéfacetona/égua {(88+12+1,5), {12} étéﬁ
etilico/metanol/agua (96+3+1), (13} clorofdrmio/acetona/isopropancl

(88412+1, 5+1), {14) cloroférmio/isopropanol (99+1}.,

3.2.5. Desenvolvimento da Minicoluna para Ocratoxina A

' Os seguintes adsorventes foram testados como recheio para
minicoluna: {1} florisil, (2) alumina/silica gel/florisil, {3)sili-

ca gel/florisil, (4) silica gel/alumina, (5) alumina/florisil.

Ccada tipo de minicoluna foi avaliada com trés solventes
diferentes. Em cada uma destas avaliagdes, 0,5 ug de ocratoxina A
dissolvidos em 2 ml de clorofdrmic foram aplicados a minicoluna. Em

sequida, a minicoluna foi desenvolvida com 5 mL de cloroformio/ace~
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tona {(9+1), metanol ou toluenc/acetato de etila/acide fOormico {5+

+44+1) .,

Em conseqgiiéncia destes testes, fol esceolhido um tipo de
minicoluna como mails promissor. Nesse tipo foram aplicades 2 mL de
extrato de milho obtidos come descrito em 3.2.6 e adicionados de
0,5 ug de ocratoxina A, para verificagdo de possiveis interferentes
provenientes do aliménto. Foram testados os seguintes solventes de
desenvolvimento para escolha dd ﬁais adequade: {1) metanol, {2} to-
lueno/acetato de etilafécidm aéético {50+49+1), {3) idem {(50+4842),

{4} idem (59+47+3) e (5) tolueno/acetato de etila (1+l).

Com a minicoluna e ¢ solvente para desenvolvimento esta-
helecidos, o sistema completo fol testado com extratos de outros

alimentos de interesse: feijfo, mandioca, amendoim e arrosz.

3.2.6., Método para Triagem e_Qmantificacéo de QOcratoxina A

No copo do liquidificader foram colocados 50 g de amos-
tra, 270 mL de metanol e 30 ml. XC1 4%. En velocidade baixa, foram

misturados por 5 minutos e a segulr filtrados em papel de filtro

gualitativo sanfonado.

Uma aligquota de 150 ml do filtrade foi adicionada a 150mL
do clarificante {sulfatc de amdnia 30% para milho, mandioca e arroz
e sulfato de cobre 10% para feijao, amendoim e arroz) & 50 mbL de
celite ou equivalente medido em um béquer. A mistura foi homogenei-
zada com bastdo de vidro e filtrada em papel de filtro gqualitativo

sanfonado.

Una aligquota de 150 mi dessa segunda filtraclo foi trang-
ferida para um funil de separacdo, onde 150 mL de agua haviam sido

previamente colocados. Duas partigdes para 10 mL de clorofdrmic com
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um tempo de agitagdo de 3 minutos foram levadas a cabo. Do primeiro
extrate clorofdrmico foram retirados 2 ml para triagem em minicolu-

na (Figura 6).

Na minicoluna , medindo cerca de 6 mm de didmetro intefno
e cerca de 20 cm de comprimento, com um colo de 6 cm apbs uma re-
dugao para z-mm de didmetro interno, foi colocade no fundo um pe-
queno chumago de 13 de vidro. Os materiais de rechelo foram deixa-

i . .

d@é cair por gravidade, batendo ocasionalmente no balcao. A seguin-
te ordem e altura foi'seguida para cada sdlido: 5 mm de sulfato de
C¢cilcio {20-40 mesh), 10 mm de alumina neutra, 20 mm de silica gel

{70~230 mesh) e 5 mm de sulfato de caleio (20-40 mesh}) (Figura 7).

Através da minicoluna assim construida foram deixados es-
coar. 2 ml do extrato cloroférmico obtido na primeira particdo. - Em
seguida, foram'aplicados 4 mL tolueno/acetato de.etilaKécido aceti-
Co (5D+49¥1} para desenvolvimento. A minicoluna foi observada 595
1uz ultra-violeta de ondas longas {366 nm) e a presenga de ocrato-
xina A foi indicada por uma banda fluorescente azul na interfaée
silica gel/alumina. Colunas de referdncia foram preparadas dissol-
vendo padrdo de ocratoxina A em 2 mL de cloroférmio e deixando es-
coar pela coluna, seguidos do solvente de desenvolvimento. Az mini-
colunas com resultados positivos, indicaram a necessidade de proce—
der & confirmacio e guantificacao. Para confirmacao foli seguido o©
procedimento descrito em 3.4. Para guantificacao foram tomados 3 mb
de cada extrato cloroformico, reunidos em um peguenc frasco ambar e
submetidos a secagem em banho-maria {(Figura 8}. Foli seqguindo o mé-
todo descrito em 3.3, utilizando como solvente para degsanvolvimento
para camada delgada tolueno/acetato de etila/8cido foOrmicc (60+40+

+ }.G)u



50 g Amostra

+
270 mlL, CH,O0H
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+
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¥ 5% liquidificador
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¥
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+
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+ .
50 mlL celite

Filtracao
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Triagem em minicoluna Quantifica¢do em camada delgada

Figura 6 - Extragdo e limpeza para triagem e quantifica-

cdo de ocratoxina A.



~~~~~ Smm Co 5G4

ocoonool 20mm SILICAGEL

1Gmm ALUMINA NEUTRA

[~ Bmm Qo 504

Figura 7 ~ Minicoluna proposta para ocratoxina A.
Desenvolvimento: cloroformio seguido
de tolueno/acetato de etila/dcido acé~

tico (50+49+1}).
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3 mL l2 particgdoe CHCL,

+
3 mL 28 partigio CHCL,

banho-maria

N,y

¥
200 uL Benzeno

]F
Camada delgada

Silica gel 6¢ G

Tolueno/Acetato de Etila/Acido Formico
{50+40+10)

U*VQ, 366 nm

Figura 8 - Quantificagao da Ocratoxina A,
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3.2,7. Metodo para Anélise Simulténea de Ocratoxina A, Zearalenona,

Esterigmatocistina e Aflatoxinas El, BE' Gl e Gz

Fol seguido o procedimento descrito em 3.2.6 ate "Duas
particdes para 10 mL cloroférmic com um tempo de agitacic de 3 mi-
nutos foram levadas a cabo®. Neste ponto foram recolhidos 5 mL de
cada partigac, reunidos em um pegueno frasco ambar e submetidos a
secagem em banho-maria (Figura 9). Para quantificacao e.verificagao
da presenga das micotoxinas (Figura 10} foi dado prosseguimento como

descrito em 3.3 e para confirmacio dos resultados, como em 3.4.

3.3, Quantificacao

A gquantificacdo fol realizada por cromatografia em camada
ﬁeléada através de comparagéb visual com padrdes. Placas de silica
gel 60 G com 0,25 mm de espessura foram preparadas no laboratdrio e
aéueciﬁas por 1 hora.a goeC. 0 aquecimento torna-se desnecessario

em climas secos.

Os extratos secos foram redissolvidos em 200 L ou outro
volume conveniente de benzeno. Uma agitagado em banho de ultra-som
por 30 segundos foi empregada para garantir solubilizacio. Um outro
sistema igualmente eficiente de agitagao do extrato pode ser empre-

gado no lugar de ultra-som.

Para verificar a presenca de micotoxinas e poder realizar
simultaneamente a quantificagdo guando fosse o case, foram aplica-
dog na placa 5 HL de cada extrato duas vézes. Sobre a segunda man-
ché de extrato foi aplicada uma quantidade adequada de padrdo. Na
mesma placa'foram aplicados 1,2,3,4 e 5 ML de cada padrido de mico-

toxina. A placa foi desenvolvida em tolueno/acetato de etila/ acido
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50 g Amostra

..i..
270 mL CH.,OH

3
+
30 mL 4% KC1

f 5% ligquidificador

Filtragdo

4
150 mL aliquota

+
150 mL clarificante

+
50 mL celite

1 Filtracio

150 mL aliquota

150 mkL Hzo
12 particgao _ 22 partigio
io0 gi CHC13 10 mi CHCl3
5 mL aliquota 5 mL aliguota

I |

Triagem, quantificacdo e confirmagdo

em camada delgada

Figura 9 - Extracao e limpeza para analise simultanea de
ecratoxina A, zearalenona, esterigmatocistina

e aflatoxinas Bl’ BZ’ Gl e Gz,



. 66

5 mi, 12 particaoc CHC1
+ .
5 mlL 28 partigao CHCL,

3

banho-maria

N,

200 uL, Benzeno

¥
Camada delgada

Silica gel 60 G

Toluens/Acetato de EtilafAcido Formico
{60+4040,5)

U.V, 366 nm

Triagem e guantificacgio

Figura l0- Triagem e quantificac¢do simultineas de ocra-
toxina A, zearalenona, esterigmatocistina e

aflatoxinas B B G, e G.,.

17 72 71 2
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formico (60+40+0,5) e deixada secar naturalmente ao ar. Sob luz
unltra-violeta de ondas longas (366 nm) a placa foi inspecionada na
procura de manchas fluorescentes indicativas da presenga de aflato-
xinas e ocratoxina A. A seguir a placa fol nebulizada com solucio
de cloreto de aluminio 20% em etancl a 75% e aguecida a 1109C por 5
minutos. A placa ainda morna foi colocada novamente sob luz ultra-
~vicleta desta vez na procura de zearalenona e esterigmatocistina.
_Jﬁgnchas fluorescentes com ¢ masmo RE e tonalidade do padrao, in-
clusive na co~-cromatografia, foram considéradas resultados positi-
vos presuntivos e a quantificagao foi efetua&a pPoOr COmparagac vi-
sual da intensidade de fluorescéncia da mancha suspeita com as dos

padrdes.

.Sempre que necessériq uma nova placa foi aplicada e de-
senvelvida com uma diluigao éa amostra ou uma concentracio da solu-
¢ao padrao diferente das anteriores para obtencdo .de uma melhof
aproximagdo da intensidade de fluorescéncia entre a mancha suspeita

¢ as manchas dos padrdes.

3.4. Confirmacgao

Os extratos das amostras presuntivas positivas foram re-
-aplicados em duas outras placas e essas desenveolvidas em dois sis-

temas solventes diferentes do inicial {Tabela 15}).

Para aflatoxinas, especificamente, a mesma placa onde foi
realizada a guantificacac, pode ser submetida a um segundo desen-
volvimento em éter etilico. Este procedimento elimina praticamente
a possibilidade de um falso positivo mas ndo elimina a obrigatorie-
dade da confirmagio por derivac@o gquimica ou por espectrometria de

MaBEa.
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| Tabela 1%

-~ Solventes utilizados para desenvolvimento de micotoxinas em camada

delgada de silica gel 60 G.

Toxinas o - Solvente
Aflatoxinas
Ocratoxina A _ Tolueno-Acetato de Etila~Acido Fommico  {60+4040, 5)
{Este trabalho)
tearalenona
Fsterigmatocistina
COcratoxina A7 -'"“{l}'Tbiueno~Acetatc de Etila-Acido Formico  {(5+4+1)
' {A.C.A.C., 1984)
(2} Hexano~-Acetona~&cido Acttico (18+2+1) (A.0.A.C.,
: 1984)
(3} Bter Etilico-Ciclohexano-Acetato de Etila - Acido
: FOrmico (75+20+5+2) {Gimeno, 1980)
Zearalenona (1) Tolueno-Acetato de Etila-Cloroférmio-fcide For-
mico {35+25+25+10} (Gireno, 1980)
{2} Benzeno-Metanol-Acido Acetico (904545} {A.0.A.C.,
1984}
Esterigmatocistina {1} Tolueno-Acetato de Etila—Cloroférmio-fcida Fér-
mico {(35+25+25+10} {Gimeno, 1980)
(2) Benzeno-Metanol-Acido AcBtico (90+5+5) (A.0.A.C.,
19584}
Aflatoxinas (1} Cloroférmic-Acetona {(9+1) (A.O.A.C., 1984)
B, B., G, & G (2) Benzeno-Metancl-Acido Acético (90+5+5} {A.C.A.C.,
1T 727 7L 2 1984)

(3) Clorofirmio-Acetona-Isopropanol-H,O(88+12+1, 5+1)
. {8.0.A.C., 1984)
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Para derivagac quimica de cada micotozina, os  procedi-
mentos descritos no_ATO.A.C. {1984} para aflatoxinas,'zearalanona o
esterigmatocistina foram seéuidos. Para ocratoxina A, a aérivagﬁo
proposta por Hunt et al. (1%80) foi considerada mais épropriaéa de-

vido a sua facilidade de execucio.

3.5. Levantamento: Amosiragem e Preparo das Amostras

-

A aquisicéc_de amostras foi realizada ac acaseo em va-
rios pontos do comércic varejista, tais como mercados e supermerca-
dos, grandes e pequenos. Para graos, tais come fgijég, arrez e mi-
lho'pgpa canjica e pipoca, foram adguiridas amostras de S_kg, péra
.Qarantir maioxr fepréééntatividade, Tal Cuidado foi tDméda devido a
hetercgeneidadé da contaminaggo por micotoxinas {Campbell, 1979;
Whitaker gt al., 1879; Whitake: e Whitten, 1976; .Cucﬁlla et al.,
1866} . No case de alimentos processados, foram tomadas amostras de
1 kg, ja que o proprio processamento da origem a produtos mais ho-

mogenans.,

As amostras de grdos foram individualmente moidas até
atingirem uma granulometria de 20 mesh e cada uma misturada = re-
volvida antes da retirada da amostra analitica {50 g cada duplica-

tal.

As amostras de milho em conserva, constituidas de 5 la-
tas de 200 g cada, foram abertas e escorridas e os grios moidos em
um moedor de carne elétrico. Apds moagem, cada amostra foi também

revolvida para subsegliente retirada da amostra analitica.

- As amostras de outros alimentos processados tais como fu
ba, farinha de mandioca, farinha de milho e sémola de milho, foram
individualmente misturadas antes da retirada da amostra para anali-

5.



3.6. Comparagac com Qutras Metodologias

Com relagaoc a aflatoxinas, as primeiras 117 amostras do
levantamento foram analisadas também pelo nétodo de Romer, por L.
Venturelli, técnica do Departamento de Planejamento Alimentar e Nu-
triciAo (DEPAN, FEA). Uma dentre as amostras identificadas como con-
taminadas, foi quantificada com varias repeti¢Oes pelo método de Ro

meﬂ, no DEPAN, e pelo método proposto no nosso laboratdrio.

Para zearalenona, fol efetuada uma comparacic entre ¢ mé-
‘todo proposto e o método da A.0.A.C. {1984), utilizando trds amos-
tras de milho contaminado cedidas pelo Instituto Adolfo Lutz, 5a0
paulo. As referidas amostras foram analisadas simultaneamente, no
nosso laboratdrio, pelo método proposté e por Mirna Sabino, na re-.
ferida instituigao, pele método da A.0.A.C. modificade, onde a eéa—
pa de limpeza com coluna de silica gel foi substituida por desengor

duramento com n-hexano.

3.7. Testes Preliminares com Cromatografia Liquida de Alta Eficién—

cia

Foi utilizado um cromatdgrafo liguido LDC, composto de
Gradient Master 1601, bomba Constametric I, bomba anstametric 11,
integrador modelo 308, registrador modelo 3402 e detetor ultra-
-violeta/visivel, modelo 1202. Uma coluna de 25 cm, LiChrosorb Si 60
(18 um}, acompanhada de uma coluna de guarda de 5 om, empaéotada
com silica gel 8il-X~1 (35 um} foi empregada. Os testes foram con-
duzidos inicialmente com padrOes e posteriormente com extﬁatoé de

milho artificialmente contaminados obtidos gome descrito em 3.5.8.
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4. RESULTADOS E DISCUSSED

4.1. Aplicabilidade de Métodos Existentes

Numa primeira etapa foram escolhidos alguns métodos na l1i
teratura para uma avaliagio de sua utilidade em nossas condicdes de
trabalho. O primeiro destes métodos a ser testado foi o de Takeda
et al. (1979) devido aos limites de detacgéo.relatadns serem balxos
€, portanto, atraentes. Durante o seu empreqo ficou evidente que os
limites de detecgao mgncionados pelos autores na realidade réferﬁmw
~se aos padrles puros aplicados na camada delgada e nac aos extra-

tes de alimentos contaminados gue mostraram-se bem mais elevados.

A metodologia éescrita pér.Eppley (1968), . por sua vez,
foi incluida por tratar—sé da origem de uma série de outros métodos
gue diferem entre si apenas por pequencs detalhes sem maiores con-
seqliéncias. Por outro lado, todo este corpé de métodos derivados do
trabalho de Eppley, contitui a maior parte dos procedimentos encon-
trados na literatura, o gque desperﬁoﬁ 0 nosso interesss pele tra-
balho originalf Tedos tem em comum uma extragdo da amostra por um
solvente caro e tdxico do tipo acetonitrilo ou clorofdrmio, sequida
por fracionamento em coluna de silica gel onde grandes volumes de

solventes também caros e toxicos sio empregados.,

O procedimento proposto por Balzer et al. {1978} foi in-
cluido por constar, em sua etapa de limpeza do extrato, de uma sé&-
rie de partig¢Ges para solventes de graus de acidez e basicidade di-

ferentes,

1

Os métodos mencionados, além de laboriosos e caros, pro-

duziram extratos que ac serem desénvolvidos em camada delgada, mos-
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travam-se carregados de interferentes e com uma faixa dé impurezas
do ponto de aplicagdo a frente de solvente. Tal situacdo & altamen-—
te indesejavel para identificacdo e quantificacdc seguras. Além
disso, o método de Balzer et al. (1978} ndo pode ser executado de
maneira quantitativa por ocorrer miscibilidade entre os solventes
na segunda particdo da primeira etapa de limpeza. Estes resultados
apenas confirmaram na pratica o gue o exame da literatura disponi-~’
vel i& nos havia alertado; a auséncia de uma metodologia rdpida e
econdmica com sensibilidade adeguada. Tornou-se clara a necessidade
do desenvolvimento de um procedimento que preenchesse estes regui-
gitos. Antes de iniciar tal tfabalho, o método de Romer {1975) para

aflatoxinas fol testado para ocratoxina A e esterigmatocistina. Des

tas, no entanto, nada foi recuperado.

4’2.'Met0ddlagia Analitica Desenvolvida

4.2.1. Sistema de Extragdoc e Limpeza para Grios Contaminados  com

Ocratoxina A

Ocratoxina A fol escolhida para o trabalho de desenvolvi-
mento de metodologia por ser mails polar gue aflatoxinas, zearaleno-
na ou esterigmatocistina e, portanto, requerendo condi¢les mais ex-
tremas para extragao completa e cuidados maiores durante a limpeza
para evitar.perdas.'Foram estabelecidos como principios norteadores

do trabalho:

a) Manter o menor nimero possivel de etapas como uma maneira de re-

duzir as perdas e o tempo de analise.

b) Utilizar um solvente seletivo para extra¢io da amostra, capaz de

extrair completamente a toxina e o minimo de lipides & interfe-
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rentes, fluorescentes ou nao.

ey Realizar a limpeza do extrato com um clarificante adequado, de-
vido ac seu baixo custo, eficiéncia ¢ rapidez, em vez de wutili~
zar cromatografia em silica gel que provou ser ineficiente, ou
cromatografia de exclusio de tamanho por seu alto custo, ou par-

ti¢oes sucessivas, método laborioso e com poucas perspectivas.

Foi dado inicic ao trabalho examinando o comportamento de
varios solventes {(Tabela 16} e-empregando o0 milho, artificialmente
contaminado com ocratoxina A, por ser um dos alimentos de limpeza

mais dificil.

A combinagdo acetona/Agua (85+15}) foil empregada por Romer
{1875) para extrair aflatoﬁinas de milhq_e_ragées, Meianol foi ati—'
lizado por Romer et al. {1979} para ektraif diacetcxiscirpenél e to
xina T-2 de milho, por Scott et al. (1978) para extiair zearalenona
de milho, por Holder et al. (1977) para extrailr zearalenona de ra-
¢bes, e por Seitz e Mohr (1376) para extrair aflatoxinas de milho.
Metanol alcalino'{pﬁ 9-10) foi incluido por tratar-se ocratoxina A
de wum écido._Metanolfégu# {1+1} vem.a ser uma concentracdo préxima
a& empregada no método B.F., para aflatoxinas, A.0.A.C. (1984). Meta~
nol/4% RC1/20% H,50, (1?8+2{_}+2) foi inspirado no trabalho de Takeda
et al. (1979} que utiliza acetonitrilo/4% KC1/20% H,80, (178+20+42).
Acetonitrilo @ toxico e muito caro e foi substituido por metanol
que pcssui um momento dipoelar de 0,30 e indice<ﬂapolarid&de de 6,6,
proximes portanto, do acetonitrile com 0,41 e 6,2, respectivamente.
ﬁetanoljé% KCl (9+1), onde mais uma vez o metanol substitui o ace-
tonitrile, fol empregadc no lugar de acetonitrile/4% KC1 (9+1}) que
€ defendido por varios autores (Hunt gg‘QQ., 1978; Stack et al.,
1956; Roberts e Patherson, 1975; Schmidt et al., 198l; Stoloff et
- al., 1971). Por outro lado, Vesonder e Horn (1985) usaram metanol/

4% KC1l {9+]1) para extrair esterigmatocistina de racgdes e Le Tutour
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et al. (1984} utilizaram metanol/4%$ NaCl (9+1) para extrair ocrato=-

xina A e aflatoxinas de azeitonas pretas. Metanolfﬁ2804 {99+1) ocor

reu~nas como um desdobramento natural das tentativas ji descritas.

Na Tabela 16, torna-se evidente que a melhor recuyeraéﬁa
& conseguida com metanol/4% RC1 {9+1) e com metanol/sto4 20%{59+1).
O primeiro solvente foil escolhido para continuagaoc dos‘testeﬁ com
clarificantes, por tratar-se de um solvente neutro oferecendo me-

;

lhores condigles de conservaglo das micotoxinas no extrato.

O exame do desempenho dos clarificantes comegou com aque-
les utilizados por Romer {(1975) na determinacio de aflatoxinas, de-—
vido ao seu custo relativamente.mais baixo e terem side empregados
em extratos de milho e ragoes {Tabela 17). Como os resultados nao
corresponderam &s nossas expectativas, foi téntado o éﬁifato cﬁpfilw
€C, por ser um sal neutro totalmente dissociivel e pela convicgdo
que © ion.éﬁpricc teria parte ativa no processo de clarificagdo.
Realmente, os extratos obtidos mostraram-se limpidos e com 100% de
recuperagdo. Esta acdo do fon ciiprico pode ser resultante de sués
propriedades complexantes, independente-oa nao de causar precipita-

gao durante a clarificacio.

A tentativa com o sulfato de amdnioc foi inspirada ém
Scott et al. (198l) que o empregou para limpar extratos de trigo,
cevada e milho para analisar deoxinivalenol por cromatografia gaso-
sa/espectrometria de massa. Também Romer et al. {(1978) o utilizaram
na clarificagdc de extratos de milho e ragdes para andlise de T-2 e
diacetoxiscirpenol por cromatografia gasosa. A ocratoxina A exibiu
total recuperacac com sulfato de amdnio gque foi desta forma retido

para testes mais detalhados.

Sulfato de amdnio e sulfato clprico foram entdo compara—

dos avaliando o comportamento do extrato em camada delgada e em mi-
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nicoluna. Para camada delgada, duas caracteristicas ééo- considera-
das desejaveis: a auséncia de manchas adicionais e de “"streaking”
(faixa de impurezas gue mancha a placa do pontoe de aplicacio da
amostra até a frente de solvente). Para minicoluna (vide desenvol-
vimento da minicoluna, 4.2.2.): a auséncia gde co~extrativos Cdinter-
ferindo na interface silica gel/oxido de aluminio. Os  resultados
mostram que sulfato de amdnio produz extratos mais  limpidos
com milho e mandioca e suifato ciprice, com amendoim e feijdo. Am-
bos funcionam bem com arroz gue naoc apresentam dificuldades para

limpeza {Tabela 18).

Uma série de solventes descritos na literatura para de-
senvolvimente de micotoxinas em cromatografia de camada delgada,
assim como um solvente propesto no presente trabalho, foram avalia-
dos com relacgdo a separacdo e resolugdo: (1) cloroférmio/metanol/
dgua/acido formico (90+10+1+1l), {(2) benzeno/metancl/acido acéticd
(90+5+5), {3} acetato démetiiafnwhexano {3+1}, citados por Takaéé
et al. (1979), (4} tolueno/acetato de etila/adcido fbrmico (544+1),
de uso comum e empregado por Qérios autores, (5) benzeno/acetato dé
etila‘facido férmico (BO+20+0.5), utilizado por Josefsson e Moller
{1977}, (6) tolueno/acetato de etila/clorofdrmic /icido f£drmico {70+
+50+50+20) sugerido por Gimeno {1879) e (7) tolueno/acetato de eti-
la/acido f£ormico {60+40+0.5) (Figura 10). Os demais sclventes, re~
comendados para desenvolvimento de certas micotoxinas iscladamente,
mostraram-—se ainaa menos adequados para separagio maltipla de mico~

toxinas {(Figura 11).

Ne solvente 1, a esterigmatocistina correu com a frente
de saivehte e ndac houve separagdo entre as aflatcxinas3 Nos solven-
tes 2 ¢ 3, houve coincidéncia na localizaglo da ocratoxina A, da
esterigmatocistina e da\zearalenona numa posi¢do e das aflatoxinas

em cutra posigac. Nos solventes 4 e 5, zearalenona e esterigmato-
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Tahela 18

Avaliacdo do sulfato de cobre e zulfato de amdnio come clarificantes

. . Aparencia do Aparéncia na
Alimento Clarificante Extrato na Placa Minicoluna
Milho {NH4)2SO4 30% ‘sem "streaking® Boa

_mancha Qnica
Milho Cu504 10% sem "streaking® Boa
manchas adicionais
Mandioca {NH4)2504 30% sem "streaking® Boa
mancha adicional
Mandioca Cust, 10% :_ Cleve "streaking™ _ Boa

: - machas adicionais '

Amendoinm (NH4)2SO4 30% sem "streaking” Interferente

: ) mancha Gnica na alumina

Amendoim Cus0, 10% ser. "streaking” Boa
mancha Gnica

Feijao (NH4)2SO4 30% emulsdo na extracio —

Feiijdo Cuso, 10% sem "streaking® Boa
mancha adicional

Arroz (NH4}ESD4 308 sem Ystreaking® Roa
mancha unica

Arroz CuSO4 10% sem “"streaking® Boa

mancha Unica
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é

ram assim cono Gl 1= GQ. No splvente 6, a separagao entre a esterig-

cistina apresentaram o mesmo Rf e as aflatoxinas B, B, nio separa-

matocistina € a zearalenona ocorreu guase completamente e mals uma
vez as aflatoxinas Bl e B2 coincidiram na mesma posigac assim  como
Gl e Gz. Com o solvente 7 foi obtida uma completa separacio de to-

das as micotoxinas em guestao.

Na busca de um melhor limite de detecgdo para ocratoxina
A em camada delgada, foram experiﬁentados alguns reagentes r@cmmen%
dados para aumentar. a fluorescéncia da ocratoxina A. Na Tabela 19
vemos os limites de detecgdo alcangados com a fluorescéncia nativa
dé ocratoxina A e a alcancgada com estes tratamentos. Na verdade ha
uma redugdo na fluorescéncia da ocratoxina A em vez de um aumento e
. uma melhor seﬁéibi;idade e obtida com a ocratoxina A em sua forma

natural.

4,2,.2, Minicoluna para Triagem da QOcratoxina A

O desenvolvimento de ﬁma miniceluna para ocratoxina A foil
uma consegli€éncia, por um lado, da cbservagdo da grande economia de
tempo e reagentes derivada do emprego de triagem para aflatoxinas,
& por 5atro lado, do fato da ocratoxina A nio possuir uma miniécluw
na com sensibilidade aceitlvel. A ocratoxina A aparenta ser uma can
didata natural a este tipo de tratamento por apresentar uma fluo-
rescéndia 5 vezes menor, em silica gel, que a aflatoxina Bl” Em
contraste, a zearalenona e a esterigmatocistina fluorescem c¢arca de
200 e 40 vezes menos, respectivamente, gque a aflatoxina B, em gili~

ca gel.

" Na nossa experiéngia, as duas minicolunas descritas para
ocratoxina A (Holaday, 1976 e Hald e Krogh, 1975), ndo apresentam a

Sensibilidade de respectivamente 20 -e 12 ug/kg relatada por seus au
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tores. Observa-se que sdo constituidas por um Gnico .adéorvent& na
gual a banda da micotoxina € relativamente larga, o gque obviamente
reduz a intensidade de fluorescéncia da ocratoxina A, Ja a minico~
luna de Romer (1975} para aflatoxinas gue possul comprovadamente um
limite de deteccac de 10 ug/kg, exibe a banda da micotoxina bem es~
treita e localizada na interface de dois adsorventes. Esta  {ltima
@@xﬁgé@ é responsavel pela nitidez e reducdo da largura da banda.
Com este intuito uma novaxminicoluna para ocratoxina A foi desenvol

vida.

Huma primeira eta?a foi utilizada solﬁgéo padrao de ocra-
toxina A em vez de extratos de alimentos para testar diversos adsor
ventes e fases moOveis como podemos ver na Tabela 20. A ocratoxina A
nao migrou na alumina € no filorisil com claroférmioXacetana o3l com”
metanol como solventes. J3 na silica gel, a_combinacéo clorofdérmio/
acetona naoc foi capaz de provocar a.migraqéc da ocratoxina A em cog
traste com o metanol que a eluiu da silica gel, colocando-a na fase
de florisil na minicoluna de'silica gel/florisil e na interface de
silicafalumina na minicoluna éonsistinﬂo destes dois adsafventeé.
Em todas as minicolunas desenvolvidas por tolueno/acetato de etila/
gcido fOrmico (5+4+1) a ocratoxina A nio apareceu. Finalmente, a
coluna escolhida foi silica gel/alumina que apresentou as caracte-
risticas desejadas: uma banda estreita da micotoxina na interface

de dois adsorventes.

Numa segunda etapa, é minicoluna de silica gel/aluming foil
submetida a extratos de milho obtidos como estd descrito em 3.2.6.
e adicionados de ocratoxina A. Com metancl, solvente escolhido como
melhor né primeira etapa, interferentes apareceram na interface si-
lica gel/alumina. Outros solventes foram entdo testadeos {Tabela 21)
e dentre eles surgiu tolueno/acetato de etila/acido acético {504+49+1)

como mais apropriado. Esta combinac@o mostrou-se adeguada ‘diante



Tabela 20

Comportamento da ocratoxina A em varias minicolunas desenvoelvidas com

diferentes solventes.

Coluna Facse Movel Iocalizacdo da banda  Aparéncia da banda

Alvmina

Acido férmico (5+4+1)

de Ocratoxina A de Ocratoxina A
Florisil ClorofémliofAcetona{Qfl) na origem -
Florisil Metanol a 1 cm da origem  banda difusa e larga
Florisil Toluero/Acetato de Btila/ nao aparecen -
Acido formico (5+4+1)
Alumina Clorofonnio/Acetona (9+1) na origem -
Silica gel '
Florisil
Alumina Metanol na origem B -
8ilica gal :
Florisil
Alumina Tolueno/Acetato de Etila/ nao apareceu -
Silica gel  Acido fOrmico (5+4+l1)
Florisil
Silica gel Cloroformio/Acetona (9+1) na origem -
Florisil
Silica gel Metanocl no Florisil banda difusa e larga
Florisil
8ilica gel Tolueno/Acetato de Etila/ Nao apareceu -
Florisil Acido fOrmico (5+4+1)
Alumina- Clorofdrmio/Acetona (9+1) na origem : -
Florisil
Alvmina Metanol na origem -
Florisil
Alumina Tolueno/Acetato de Etila/ nac apareceu -
C Florisil Acido formico (5+4+1)
$ilica gel Cloroformio/Acetona (9+1} na origem -
Alumina
S8ilica gel Metanol na interface banda estreita e
Alunina silica/alumina nitida
Silica gel Tolueno/Acetato de Etila/ nac aparecen -
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Pabela 21

Avaliacgao de solventes para desenvolvmmento da mlnlcoluna silica

gelfalumlna com extratos de milho adicionados de ocratoxina A,

Sclventes : Aparéncia da minicoluna
Metanol s _.Interferentes na interface silica gel/aluming
Tolueno/Acetato de Etila/ Ausencla de lnterferentes, banda de toxina es
Ecido acético (50+49+1) treita e nitida na lnterfane gilica gel/alumi

na
Toluenn/Acetato de Etila/ Buséncia de interferentes, banda da toxina es
Acido acético (50+48+2} treita e nitida na interface silica gel/alumi
_ na
Tolueno/Acetato de Ftila/ Banda da toxina nao apareceu

Aoido acético (50+4743)

Tolueno/Acetato de Etila Banda da toxina na origem
{1+1)
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dos extratos de cutros alimentos como mandioca, feijdo, amendeim e
arroz. Em todos os cascos ficou evidenciado um limite de deteccdo de

80 ug/kg.

4,2.3. Recuperacao e Repetibilidade do Método Desenvolvido para

Ocratoxina A

Foram determinados a recuperacgac ¢ o coeficiente de wva-
riacgao do método desenvolvido utilizando amostras de milho, mandio-
“eca, arroz, feijao e amendoim artificialmente coﬁtaminadas com cinco
niveis de ocratoxina A. As determinacgfes foram realizadas em tripli
cata para cada nivel. A recuperacgac obtida foi de 86-~160% e coefi-~
ciente de variabilidade de (0-26% (Tabela 22}, valores considerados.

excelentes para micotoxinas,

4.2.4. Recuperagdo e Repetibilidade do Método Desenveolvido para

Zearalenocona, Esterigmatocistina.e Aflatoxina Bl

0 método desenvolvide para determinacio de ocratoxina A
em grios foi testado para incluir as aflatoxinas Bis Byr Gy & Gy
zearalenona € esterigmatocistina,. Amostras artificialmente contami-
nadas de milho, mandioca, arroz, feijdo e amendoim foram emprega-
das, mas; desta vez cada micotoxina em questdo foil adicionada em
trés niveis de contaminagdo. Aé determinacdes realizadas em tripli-
cata revelaram recuperacgac e coeficientes de variagdo de respecti-
vamente, %90-101% e 0-24% para aflatoxina By {Tabela 23), 98-128% & 0~17 pa-
ra esterigmatocistina {Tabela 24} € %6~107% e 0~17 para zearalenona
{(Tabela 25). Portanto, o método demonstrou excelente recuperacao e

precisdo também para estas micotoxinas.



Tabela 22

"~ - B6

Recuperagio e repetibilidade com amostras artificialmente contamina-

das com ocratoxina A.

Alimento

Cuantidade adigionads

% Recuperagao

Coaficiente de

tig/ka) Media (*) Variagao (%}

- Milho 400 86 21
200 102 4

80 111 17

40 111 17

10 89 18

ArYoL 400 23 .14
200 107 0

80 133 4]

40 133 0

10 107 0

Erendoim 400 107 0
200 107 ¥

80 133 g

40 133 it

10 160 b

Mandioca 400 S8 16
200 125 24

80 133 D

40 118 26

10 107 0

Feijao 400 98 1s
200 107 g

80 133 O

40 133 0

10 107 G

{*} M3dia de trés determinactes.
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Tabela 23

Recuperagace e reprodutibilidade com amostras artificialmente contami-

nadag com aflatoxina Bl.

- Quantidade adicicnada % Recuperagdo Coeficiente de
Al to fug/kg) Média (*) Variacio (%)

Milho (fuba) 4,7 : 100 O

29,5 _ a9l it

76,7 95 8
Mandicca (farinha) 4,7 100

29,5 96

76,7 99
Arroz 4.7 100 0

29,5 96

76,7 o8
Feijdo 4,7 . -

29,5 | 91 1

76,7 90 16
Amerddoim 4,7 100

29,5 101

76,7 94

{*) Midia de tr8s determinacles.
-  Hao detectada.
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Tabela 24

Recuperagdo e reprodutibilidade com amostras artificalmente contami-

nadas com esterigmatocistina.

: Quantidade adicionada $ Recuperacdo Coeficiente de
Alimento {ug/ka) MEdia (%) Variagao (%)
Milho (fuba) 35 - -

65 - | -
218 107 ' ' 17
" Mandioca (farinha) - 35 100
65 _. 107
218 128
Arroz 35 100 ' 0
" 65 107 16
218 117 D
Feijdo 35 ' 100 16
65 98 17
218 107 0
Amendoin 35 100 ©0
65 107
218 112 14

(*} Mdia de trés determinacies.
- Nao detectada.
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Tabela 25

Recuperagdo e reprodutibilidade com amostras artificialmente contami-

nadas com zearalenona.

Eﬁ’ o Quantidade adicionada % Recuperagdo Coeficiente &e
e {ug/kg) MEdia (%) Variagio (%)

Mitho {fuba) 165 100

1031 10? , '

2680 96 0
Mandioca {(farinha) ' 185 - -
' ' 1031 '- 167

2680 86
Arroz ) 165 100

1031 107

2680 . 9%6 0
Fedijao 165 100

1031 107

2680 107 17
Amendoin 165 | - .

1031 107 g

2680 - 96 0

{*} Madia de tr8s determinacgdes.
- Nio detectada.
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4,2.5. Comparacido com Outros Métodos

As primeiras 117 amcstras do levantamento descrito ne
item 4.3. foram analisadas tanto pelo método proposto come pelo mé-—
tedo de Romer (1975}, em termos de aflatoxinas. As dnicas gquatro
amostras constatadas positivas para aflatoxinas pelo primeiro méto-
do foram as indicadas como positivas pelo segundo método.

.-:} N
Adiclonalmente, uma comparagio com o método de Romer para

aflatoxinas, fol executada por dois analistas independentes, toman-
-do vma amostra de arrcz naturalmente contaminada (Tabela 26). 0s
resultados mostraram-se coerentemente proximos, com coeficientes de

variagao dentro do aceitdvel para micotoxinas.

Trés amostras de milho naturalmente contaminééo com  zea-
ralenona foram analisadas pelo método proposto e pele métedo da
A0.A.C. (1984) modificado com resultados também concordantes {Ta-

bela 271.

Tanto no caso da zeéralenona como das aflatoxinas,'m méw
todo proposte apresenta consistentemente valores maiores. Talvez
isto ocorra devido a um menor nimero de etapas {evitando perdas du-
rante a analise) quando comparado ao método de Romer e um sistema
mais eficiente de limpeza guando comparado ap métodoe da A.0Q.A.C.
para zearalenona. O coeficiente de variacgdo mais elevade (26.5) em
relacéo:ao método de Romer (15.75) ndo & significativo pois astd
dentro do acéita para avaliagles em camada delgada de padrdes e
abaixo do gue se encontra quando amostras reais sd3o tratadas por
analistas independentemente (Nesheim, 1979) (Pohland et al., 1%79)
(Friesen e Caren, 1983). Este tipo de teste serve para m&étraf a
confiabilidade do método. No entanto, somente de estudos colabora-
tives envolvendo pelo menos 6 laboratOrios, € gue surgirdo os ver-

dadeiros coeficientes de variabilidade. Amostras naturalmente con-
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Tabela 26

Determinagae de aflatoxinas (ug/kg), em arroz naturalmente cantamlnado;

pelo metodo de Romer (1975] e pelo método proposto.

Método de Romex {¥) ' Nosso Método
By By Gy By B, Gy
29,1 - 6,2 15,1 37,5 13,2 18,1
29,1 6,2 15,1 62,5 13,2 18,1
29,1 6,2 15,1 37,5 13,2 18,1
21,8 6,2 15,1 37,5 13,2 18,1
21,8 6,2 15,1 37,5 13,2 18,1

21,8 6,2 15,1

védia 25,4 6,2 15,1 42,5 13,2 18,2
Desvio Padrio 4,0 ) 0 11; 2 0 0
~ Coef. Variabilidade (%) 15,7 0 0 . 26,5 0 0

'{*} Realizado independentemente por outro analista.
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taminadas com esterigmatocistina ndo foram conseguidas para gue tra

~ balho semelhante fosse executado.

4.3. Incidéncia de Ocratoxina A, Zearalenona, Esterigmatocistina e
Aflatoxinas em Alimentos Comercializados na Regifo de Campinas

"de Maic/85 a Junho/86

Tratando-se de um dos primeiros trabalhos do génerce no
pais, houve intencdo de caracterizar a nivel de consumider o tipo
de alimento sendo recebideo, sem preocupacdo com a origem das amos-
trag, se doméstica ou importada, e no caso de amostra doméstica,

sua proveniéncia em termos de regiio produtora.

Tal enfoque deriva da convicgéo qﬁe numa gituacido de fal-
ta de informagdes levantamentos devam abordar primeiramente os ali-
mentos mais importantes na dieta local e sob a forma que & oferesci-
do ao consumidor. Os alimentos gque venham eventualmente a ser impli
cados em contaminagdo devem merecer maior atencdo partindo-se para
localizacdo do ponto onde surge a contaminagdo do inicic da produ-
gac até o consumo, assim como dos fatores de contaminagio. Numa
etapa seguinte, solugdes para o problema podem ser estudadas e su-

geridas.

Uma linha de aglo desta natureza estd em cposigdo & de-
lineada pela F.A.0. {(1977) ao estabelecer gue levantamentos devem
ser dirigidos a alimentos nos primeircs estagios de produgdo, isto
&, colheita ¢ estocagem. Quando problemas marcantes na matéria pri~-
ma sdo detectados, levantamentos adicionals nos produtos derivados
devem ser realizados. Justifica tal orientacdo come sendoc menos dig
peﬁﬁiosa-e, portanto, acessivel a paises dotados de poucos  recur-
sog. No mesmo documento, reconhece a F.A.0, gue a possibilidade de

contaminagdo em estigios posteriores de produgdo e distribuigdo nido
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deve ser desprezada.

0 levantamento incluiu 296 amostras de aiimenﬁms comer-—
cializados na regido de Campinas, cobrindo 172 marcas diferentes e
53 amostras a granel {Tabela 28}. Quatro grupos, milho, nandioca,
arroz e feijao, foram abordados por representarem uma parcela im-
portante na alimentacdo da populacao em geral. No grupé do miiho,
B t}pas de produtos foram examinados {130 amostras). No caso da man
ﬁioea, apenas a farinha (45 amostras}, crua, torrada e temperada,
foi inspecionéda, uma vez gue produtos a base de amido de mandioca,
devido a natureza do processamentso S30 menos paséiveis de contami-
nagdc. No grupo do feij&o, 10 cultivares foram analisados {61 amos~

H 3

tras}. No grupc do arroz (60 amostras), a énfase ficou no arroz “in
natura" (52 amostras) e secundariamente no arrcz parboilizado ou ma.

leikizado (8 amostras).

éas 296 amostras, l4 apresentaram-se positi#as, portanto,
a contaminacae fol de 4,7%. As percentagens de amostras positivas
em cada grupe (Tabela 29) permaneceram razoavelmente proximas do vé
lor geral para todas as amostras, com um:méximc para feijac (6,6%)
e um minimo para o arroz (3,3%). Nio devemos, porém, perder de
perspectiva que este & o resultado de apenas um ano de trabalho, E
jmportante saber o que ocorre ano a ano, principalmente durante.pew
riodos cujas condigdes climdticas sdo favoradveis & producadoc de mi-
cotoxinas., Além disso, o levantamento ateve-se a regiao de Campi~
nas. A situacgido em outros pontoé do pais pode ser completamente di-

ferente.

As amostras positivas e o seu teor de toxina estdc na Ta-
bela 30. A legislacao em vigor estabelece que a soma das -aflétmx;
nas B, e Gy nao deve exceder 30 uyg/kg e nada determina sobre outras
micotoxinas. Desta maneira 7 das amostras seriam condenadas dentre

as 14 encontradas contaminadas.
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Tabhela 28

~Incidéncia de micotoxinas{*} em alimentos comercializados na regido

de Campinas (maio/85 ~ junho/86)

) . : NG de -Nﬁtki Amcatras
Alinento Tipo Arpstras Marcas -+ Granel Positivas
Milho verde enlatado 32 18 . -

fuba o 27 18 2 -
farinha branca 6 . & - -
farinha amarela 18 11 1 -
pre~cozido 13 8 - -
pipoca : 15 8 5 5
sémola 7 4 - -
ganjica 12 6 4 1
Total 130 76 12 &
;fwuw.Mmﬁﬁoda fatﬁfﬁjémgl S 33 | 18 -7 2
: ' farinha torrada 9 6 1 -
farinha temperada o3 3 - -
Total 45 27 8 2
Arroz "in natural 52 40 5 2
parkoilizado . 8 5 - -
Total 60 45 5 2
¥eiijao "in natura®
Preto 14 7 7 -
Branco 4 4 - -
Jalo .3 2 1 -
Mulatinho 3 0 3 1
Caricca 9 3 5 -
Carioquinha 10 5 5 2
Rajado 7 5 2 -
Rosinha 3. 1 2 1
Foxinho 5 3 2 -
Fradinho 3 - 3 -
Total &1 2dxk 30 4
TOTAL 296 i72 54 14

* Micotoxinas pesquisadas: Aflatoxinas Bi' B2r Gl’ Gz, Qeratoxina A, Zearvalencna,
Esterigmatocistina,

*% 0 total de marcas ndo corresponde i soma dos valores da coluna uma vez gue ha
repeticdo de marcas nas diferentes variedades.
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Tabela 30

Teores de micotoxinas nas amostras positivas

97

. Micotoxina '
Alimento encontrada Teor {ug/kg)

Milbo para Pipoca Aflatoxina 38 By

Milho para Pipoca Aflatoxina 47 By

Milho para Pipoca Aflatoxina 38 By

Milho para Pipoca Aflatoxina 20 By

Milho para Pipoca - Aflatoxinas 3z Bl’ 18 Gy, B G,

~Milho para Canijica . ~ " Ocratoxina A 32

Farinha de Mandioca Crua Ocratoxina A .65

Parinha de Mandioca Crua Ocratoxina A 32

Arroz Aflatoxinas 38 Byr 15 B,, 20 Gy
Arroz Aflatoxina 26 By
Feijdo Carioquinha Ocratoxina A 94

Feijao Rosinha Ocratoxina A 160

Feijde Carioguinha Aflatoxinas 39 B,, 21 Gyr 4 G,
Feidjao Mulatinho Aflatoxinas 52 By, 31 Gy, 8 G,
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Tomade iscladamente, o milho para pipoca apresentou a
maior incidéncia de amostras positivas (um terco das amostras). Um
dado que vem exigir um exame mais aprofundado da situagdc desse ti-

po de milho.

4,4, Importancia da Confirmac¢ac na Analise ée Micotoxinas
;"i ’

A necessidade de confirmacgao dos resultados pode sex apre
ciada na Tabela 31. De 31 amostras de milho, feiido, arroz e man-
'dioca, com 34 resultados inicialmente presuntivos positives {1% com
aflatoxina, 8 com ocratoxina A, 5 com zearalenona e 3 com esterig-
matoclstina) somente 14 foram confirmadas (9 com aflatoxina ¢ 5 com
ocratoxina A). Sem tal cuidado chegariamos a um resultadc falso- de

10,7% amostras contaminadas quandeo na verdade 4,7% realmente conti-

nham micotoxinas do total de 296 amostras analisadas.

Nas amostras presuntivas positivas para aflatoxinas e pa-
ra ocratoxina A, © uso de co—éromatografia e 0o desenvelvimento eﬁ
dois outros sistemas solventes, foram suficientes para apontar os
falsos positivos. Especialmente Gtil no casco das aflatoxinas vem a
ser um segundo desenvolvimento em éter etilico, da mesma placa  an-
teriormente submetida ao clé@ssico acetona/clorofdrmio (1+9). O em-
prege do éter etilico foi também recomendado por Purchio (1970} em
seu trabalbo com farinha de trigo. As amostras gue se mantiveram po
sitivas foram entlo submetidas d derivagdc guimica onde todas foram

confirmadas.

Para a confirmacac da zearalenona, a A.C.A.C. {1984} re~
comenda, em vezr de uma derivagdo guimica, a exposigao & luz ultra-
-vicleta de ondas 1Gngaé {366 nm}, seguida &8 de ondas curtas {254
nm}. Tanto o padrac como a mancha suspeita, no caso de uma amostra

positiva, devem apresentar uma fluorescéncia azul~esverdeada bem



Tabela 31

CAmostras presuntivas pesitivas e sua confirmacio.
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Alimento - Micotoxina Confirmacio
Felijdo Carioguinha ocratoxina A +
Feijio Rosinha ocratoxina A +
Feijdo Branco ocratoxina A -
Feijao Roxinho ocratoxina A -
Feijao Mulatinho ~aflatoxina +
Feijdo Cariocca zearalenona -
Feijao Carioca aflatoxina -
Feijao Fradinho Zearalenona -
Feijdo Carioquinha aflatoxina -
Feijdo Carioca aflatoxina -
Arroz aflatoxina +
Arroz esterigmatocistina -
Arroz “esterigmatocistina -
Arroz esterigmatocistina -
Arroz ceratoxina A -
Arroz aflatoxina +
AYroz aflatoxina -
' zearalenona -
Milho Pipoca aflatoxina +
Milho Pipoca aflatoxina +
Milho Pipoca aflatoxina -
Milho Pipoca aflatoxina +
Milho Pipoca aflatoxina -
Milho Pipoca aflatoxina -
Milho Pipoca aflatoxina -
Milho Pipoca aflatoxina *
Milho Pipoca aflatoxina +
Milho Verde em Conserva aflatoxina -
Milho Canjica ocratoxina A +
Farinha de Mandioca Crua aflatoxina -
Farinha de Mandioca Crua zearalenona -
' ocratoxina A +

Farinha de Mandioca Crua zearalenona o
ocratoxina A +

Total de resultados presuntivos positivos: {11, 5%)

Total de amostras presuntivas positivas: 31 (10, 7%)

Total de amostras confirmadas:

14 (4,7%)
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maig intensa a 254 nm gue a 366 nm. Em seguida, uma nebﬁlizagéo Com
solugdo de cloreto de aluminio 20%, aguecimento e ingpecdoc a 366 nm
devem revelar ambas as manchas comuma fluorescéncia azulada e bem
mais intensa. Dentre as 5 amostras com resultados presuntivos posi-
tivos para zearalencna,lobtivemos uma confirmacao para duas por es-
te processo. Poreém, ao submeter as amostras & co-cromatografia em
dois outros sistemas solventes, o resultado foi negativo. As outras
trés amostras mostraramusé negativas tanto pelo procedimento de con
firmagao da A.O0.A.C. como quando submetidas a desenvolvimento em ou
tros sistemas solventes. Estes resultados indicam gque uma maiocr con
Ifiabilidade seria alcangada com o emprego de um procedimento de de-—

rivagédo guimica.

Duas das trés amostras presuntivas positivas para esterig
matocistina apresentaram um resultado inconclusivo na derivacdo qui
mica. As placas exibiram “streaking" e manchas interferentes gue &i?
ficultaram a sua avaliaééo. O emprego do desenvolvimento oom CO;
~gromatografia em dois outros sistemas solventes foi o© responséavel

pela indicagdo da solugdo correta.

Uma economia de tempo e reagentes & conseguida quando a
co~cromatografia acompanhada do desenvolvimento em dols sistemas
solventes €& realizada antes da derivacdo guimica. Um resulta&a.ne—
gativo nesta etapa elimina a necessidade desta ultima. Finalmente,
durante o trabalho de confirmacdo das amostras presuntivas positi-
vas, ficou evidenciado gue no éstégio atual da metodelogia para mi-
cotoxinas gque emprega cromatografia em camada delgada, somente o
uso combinado de co-cromatografia, derivacac gquimica e desenvolvi-
mento em.dois sistemas solventes adicionais, permite resultaaas s~
guros. Come corclario, levantamentos realizados gsem o devide cuida-
do com a etapa de confiimacéo tornam-se passiveis de dlvidas quanto

a sua validade.
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4.5. Comparacidc dos Custos e Tempo de Execuq&ozékx Metodologia De-

senvolvida com os Métodos Preconizados pela A.0.A.C.

0 calculo dos custos envolvidos na aﬁélise destas mico~
toxinas pela metodologia da A.0.A.C., em cpmparag&o com .o método
proposto pode ser apreciado nas Tabelas 32 e 33. Os custos de rea-~
_gentes vem a ser 7.5 maiores para anilises executadas com o sistema
da A.C.A.C. O tempo requerido_tambéh_é bem maicr:.?.z vezes mais no
primeiro caso que no segundo. O alto custo e morosidade dos méto-
dos da A.0.A.C. devem—se, principalmente, a determinacio individual
das micotoxinas e uso de coluna cromatografica para a limpeza dos

extratos.

4.6. Resu;taﬁds Preliminares éom Cromatografia Liguida de Alta Efi-
| ciéncia | |

0 emprego de cromatog:afia.liquiaa de alté eficidneia foi
avaliado, utilizéndo um aparelho equipado com detector ultra-viole-
ta/visivel e coluna de silica gel. Aqui, mais uma vez, o uso de ace
tonitrilo, embora © solvente mais utilizade em CLAE no axterior,

foi evitado devido a seu alto custo e toxide:z.

.

A zearalenona e a esterigmatocisina-eluem com uma separa-
gao apropriada quando n~hexano/isopropanol (87+3) com vazdes de 0,8
a 1,5 ﬁL/min & utilizado como fase mdvel. Nestas condicgdes a sepa—
ragao das aflatoxinas Bl’ Bz, Gl a Gg nao foi conéeguida assim como

em varios outros sistemas.

. A ocratoxina A nfo elue nas condigdes mais dristicas per-
missivels para uma coluna de silica, tornando-se necessirio uma co-

luna-de fase reversa. Uma possibilidade, neste caso, estid na deter-

.



© 102

*Lg/o0xel we OPRTNOTIRS

81 00GT TILO%
s'¢ 9% euT3s oo eubTIRYSY
GG Z9¢ BUCUDTRIRDYZ
§'¢g £y ¥ BUTXOIRIDO
g'g ("€°3) PUIXOIRIZY

(243

{serxoy) odusy]

« ($2D) oasnp

BUTXOJODTH

"HE6T ‘O°Y'0TY ep mO@oqu SOU SOPTATOAUS soasno » odusy

Z¢ BIB(RL



103

00z

BUTISTD
~03RWHTISISH PUOUITBIRDY

¥ RUTXOIRIDH ?STUTXROIRTIV

(sezoy) . oduay

(23} o3snd

SRUTXQICOTH

*o3sodoxd OpOlIW OU SOPTATOAUS

tE EISgeL

SO38N0 ° odulj




104

minagic de zearalenona e esterigmatocistina por CLAE elocratoxina A\
e aflatoxinas por CD (cromatografia em camada delgada), empregando
0 mesmoe extrato obtido como descrito no método proposto, 3.5.6. Uma
vantagem nesta combinag@o de técnicas estid na malor  sensibilidade
para zearalenona e esterigmatocistina e uma desvantagem estd no cusg
to mails elevado para a analise (Tabela 34).

| A limpeza com clarificantes realizada no método proposto,
3.5.6.,, mostrou~se insuficiente para o detector de ultra~violeta/
visivel. Uma etapa adicional de limpeza, faz-se necessdria. Pér ou-
. tro lado, seria de interesse verificar se um deﬁector de filucres-—
céncia, por ser especifico, seria capaz de amenizar ou resolver o

problema.

2 rapidez alegada, na literatura, para métodos que emptéQﬁ
gam CLAE & ilusbria e calculada de uma maneira facciosa. Simplasf
mente, os.autores consideram t3o somente o tempoe de inje¢do no gro-
matbgrafo até o términoc do cromatograma. Note-se que a extragio e
limpeza da amostra vem a ser geralmente mais demoradas para CLAE
{mais exigente com a limpeza dos extratbs) gque CD, e em alimentos a
limpeza & especialmente crucial. Além disso, padrdes e amostras sdo
colocadeos na mesma D, enquanto padroes sdo injetados s&paradamenmz
te no cromatdgrafo liguido. Tudo isto torna o procedimento p@r.CLAE
mais demorado gue por CD. O tempo necesslrio para preparc da camada
delgada é compensado pelo tempo necessario para desdaseificagdo do
solvente, filtracaoc do solventé e da amostra e para o instrumento

atingir estabilidade.
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5. CONCLUSOES
Uma metodologia analitica simples, rapida, precisa e de baixo

custo para andlise simultdnea de aflatoxinas Bl’ By Gl e Gy,

oeratoxina A, zearalenona e esterigmatocistina, foi desenvolvi-

da. BEsta vem a ser a maior contribuig¢idao do presente trabalho.

Laboratdrios governamentais de fiscalizagao poderdo realizar ro-
tineiramente este tipo de analise até agora restrita a pouguis-
simos laboratdrios e tornam-se vidveis a execu¢do de levantamen-

tos semelhantes ou programas de monitoramento em todo o pais.

A incidéncia de contaminacdo e os teores encontrados em milho e
seus produtos, farinhas de mandioca, feijfo e arroz, comerciali-
zados na regido de Campinas, no periode de maioc de 18835 a Junho

de 1986, podem ser considerados toleraveis.

O levantamento realizado apontou o milho para pipoca como um ali
mento cuja sitvacdo merece um exame mals cuidadose, uma vez gue
um terge das amostras encontravam-se contaminadas (20 a 47 ug/kg

de aflatoxina Bl) e o fato de ter largo consumo entre criangas.

Os ieSultédcs do levantamento ressaltaram mals uma vez, a obri-
gatoriedade de procedimentos confirmatbrios na analise de mico-
toxinas. Para aﬁingir*S@ um resultado segurc, na falta de acesso
a um espectdmetro de massa, € recomendavel o uso conjunto de de-
rivacho quimica, co-cromatografia e desenvolvimento em dois sol-

ventes adicionais.
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