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RESUMO

A presenca de aflatoxinas, ocratoxina A e Zzearalenona
em racOes tem sido relatada nas Principais regides produtoras de
suinos e aves do Brasil. A Ppossibilidade de que, atraves da
cadeia alimentar, as toxinas venham a contaminar tecidos de
animais destinados ao consumo humano, justifica a preocupac3o
existente na drea de saudde publica. Os metodos até agora
desenvolvidos para a analise de tecidos animais tém encontrado
aplicac3o limitada em laboratdrios nacionails devido ao alto custo
do equipamento envolvido e a utiliza¢c3o de reagentes dispendiosos

com especifica¢Bes estritas quanto a sua pureza.

Numa tentativa de minimizar a lacuna causada pelos
métodos atualmente disponiveis, foi desenvolvido um procedimento
tolerante a pequenas wvaria¢des nas condi¢8es de trabalho e
reagentes, de baixo custo relativo e capaz de quantificar
simultaneamente as aflatoxinas By e M4y e zearalenona. A
recuperacdao média e de 91%, 66% e 8BiY% e o0s coeficientes de
variacao 7%, 7% e 9% respectivamente para as micotoxinas acima
mencionadas. S3o0 valores que podem ser considerados satisfatdrios
para um metodo multitoxina, que opera na faixa de décimos de
ng/g. 0Os limites de detec¢3o conseguidos de ¢,08 ng/g, ©,13 ng/g
e e,3 ng/g para aflatoxinas By e My e zearalenona,
respectivamente, permitem a detecc3o em tecidos contaminados nos
niveis de ocorréncia natural que s3o de major risco potencial
para exposigdes ‘a longo prazo. Uma variante do metodo pode também

ser utilizada para a triagem de ocratoxina A em tecidos animais.



SUMMARY

The Presence of aflatoxins, ochratoxin A, and
zearalenone in feeds has been reported in the main Brazilian
swine and poltry producing regions. The possibility of residue
transmission from feed to animal tissues is a matter of concern
for the human population involved. Analytical methods developed
so far have found limited use in local laboratories due to the
high cost of equipment and high degree of purity of the reagents

they specify.

In an attempt to minimize the difficulties posed by
present day methods a procedure has been developed which 1is
tolerant to small changes on work and reagents conditions,
exhibits a relative 1low cost, and is suitable to quantify
simultaneously aflatoxins B4 and M4 and zearalenone. The mean

recoveries are 1%, 66% and E1% and the coeficients of variation

7%, 7%, and 9%, for aflatoxins By and My and zearalenone,
respectively. Such wvalues were considered suitable for a
multitoxin method for the working range of tens of ng/g. The

detection 1limits obtained were 0,08 ng/g, 0,13 ng/g and 2,3 nag/g
for aflatoxins By and My and zearalenone respectively and allow
the detection of mycotoxins in contaminated tissues at natural
occurrence levels which happen to be the greatest potential risk
levels for long term exposure. A variation of the method may also

be used for screening of ochratoxin A in animal tissues.
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1. INTRODUCAO

As micotoxinas tém sido associadas ao surgimento de
patologias de origem alimentar em animais. Dentre os principais
efeitos relatados est3o a carcinogenicidade e citotoxicidade das
aflatoxinas, o efeito nefrotdxico da ocratoxina A e o potencial
estrogénico da zearalenona. Muitas vezes & dificil relacionar os
sintomas com a presenga das toxinas, pois estes podem ser
mascarados ou modificados por diversos fatores, tais como a
presenca de outras micotoxinas e infec¢cbGes adventicias. A
transmiss3o de micotoxinas de racbes para os tecidos e fluidos
animais tém sido objeto de muitos estudos. Embora indmeros
trabalhos tenham tentado estabelecer niveis de risco minimo para
consumo de alimentos contaminados com micotoxinas, muitas ddvidas
ainda permanecem quanto & validade de estudos “in vitro”, a
extrapolacOes de resultados obtidos com animais experimentais, a
diferencas devido a wvariabilidade genética e ao estado
nutricional dos individuos. Contudo, emerge claramente deste
quadro <que a possibilidade de consumo de micotoxinas atraveés de
tecidos contaminados deve ser considerada como um risco para a

saude publica.

A presenca de aflatoxinas, zearalenona, ocratoxina A e
outras micotoxinas tém sido constatada em produtos agricolas
brasileiros. Dentre o0s principais produtos contaminados est3o
milho, amendoim, farinha de caroco de algod3do, farelo de trigo,
cevada e sorgo, muitas vezeé'destinados a alimentac3o animal. Um
agravante deste quadro e o fato que as micotoxinas tém sido
detectadas principalmente nos estados da regifo sul e sudeste,

responsaveis por grande parte da producao de suinos e aves.

Alguns metodos especificos para a analise de tecidos
animais tém sido relatados na literatura. Uma caracteristica
comum a todos eles € o emprego de equipamentos caros e reagentes
com elevado grau de pureza. Os reagentes disponiveis no mercado
nacional apresentam grande variac3o na qualidade, o que dificulta

a wutilizag3o destes métodos. Além disso, a caréncia de recursos



da maioria dos laboratdrios nacionais exige métodos que utilizem
equipamento simples e que determinem varias toxinas
simultaneamente. Os objetivos estabelecidos para o presente
trabalho foram o desenvolvimento de uma metodologia multitoxina
simples, de baixo custo, e que suporte uma faixa razoavel de
variacbes nas condigcOes de trabalho e na qualidade de reagentes,
compativeis com a realidade nacional. A comparagao com um método
de referéncia foi wutilizada para a avaliac3o do meét odo

desenvolvido e verificac3o de sua flexibilidade de aplicac3o.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aflatoxinas By e M4

2.1.1 Natureza quiuica

As aflatoxinas s3ao cumarinas altamente substituidas
fundidas com cadeias diidrofurofurandicas e constituem um grupo
de metabolitos secundarios de fungos. A separacao dos grupos B e
G foi baseada na intensa fluorescéncia azul ou verde (no inglés
blue e green vespectivamente), quando o0s compostos eram
observados sob luz ultra-violeta (BUSBY Jr. & WOGAN, 1981a). Os

fungos Aspergillus flavus e A. parasiticus tém sido indicados

como os udnicos produtores das aflatoxinas By, Bz, Gy e Gp
(STOLOFF, 1977).

A Aflatoxina B3y (AFLABL)(figura 1), quimicamente
conhecida como 2, 3, ba, %a, tetraidro - 4 - metoxi, (éa R-cis) -
ciclopenta C[c]d furo [3°, 2° :4,5] furo [2,3-H] [1] benzopiran -
i, 11 - diona, (CIRILLI, 19B6) foi uma das primeiras micotoxinas
estudadas. Um produto derivado da AFLABi, resultante do
metabolismo de mamiferos, mas que também pode ser produzido por
fungos, apresenta estrutura bastante semelhante a da toxina
original. A molécula do metabdlito difere apenas pela presenca de
uma h;droxila na posigcao 4 [10 segundo a nomenclatura da I.U.P.
A.C (BUSBY Jr. & WOGAN, 1981a)1], apresenta fluorescéncia azul sob
luz ultra-violeta e recebeu o0 nome de aflatoxina My

(AFLAM1)Y(figura 2) por ter sido inicialmente detectada em leite.

0 comportamento em solu¢30 mostra que os metabolitos

monohidroxilados da AFLABi, entre os quais est3o incluidos as

aflatoxinas M4, Py, Q4, e Bpz, apresentam solubilidade em
cloroformio. O produto de degradacdo, 2,3 dihidrodiol, de maior
polaridade, pode ainda ser dissolvido em agua (COLLEY & NEAL,

1979 .

4



Figura 1. Estrutura quimica da aflatoxina By

Figura 2. Estrutura quimica da aflatoxina M4



0 ciclohexano, heptano e tolueno foram testados em

substituicZo ao benzeno como solvente para as aflatoxinas. Os
resultados confirmaram a superioridade do benzeno, pois este
permitiu apenas 154X de fotodegradacio, enquanto os demais

permitiram total destruigc3o da toxina (VELASCO 1981)

As AFLABL e AFLAM1 s30 instaveis quando dissolvidas em
cloroformio, mas a mistura benzeno-acetonitrila (9+1)
propaorcionou solucbes estdaveis por 13 meses a -200C. A adsor¢3o
irreversivel da AFLAML foi observada quando solugBes padraoc eram
secadas em vidro comum, o que n3o aconteceu com extratos que

continham impurezas juntamente com a toxina (STUBBLEFIELD, 1980).

Com relac3o a estabilidade diante de processamento, a
amoniac3o tem demonstrado ser um dos mais eficazes metodos para a
detoxificac3o de aflatoxinas. Contudo, os produtos assim tratados
ndo sdo aceitos para o consumo humano em virtude de alteracdes de
sabor, odor e cor. A destruic3o das aflatoxinas By e Bp durante o
cozimento (176 ©C com uma temperatura interna correspondente de
71 ©C) e/ou processamento (cura e defumac3o ou cura, defumaclo e
cozimento) de carnes naturalmente contaminadas foi da ordem de
15-30@%, sugerindo a grande estabilidade das aflatoxinas. Dentre
os tratamentos citados, o cozimento €& o  mais eficiente,
diminuindo em 26% a concentra¢3o inicial da toxina (FURTADD et
alii, 1981).

2.1.2 Efeitos toxicas

Dentre os principais efeitos atribuidos as aflatoxinas
estao a carcinogenicidade, mutagenicidade, teratogenicidade
embriotoxicidade (WOGAN, 1977) e citotoxicidade (BUSBY Jr. &
WOGAN, 1981ia).

B As aflatoxinas, assim como outros xenobidticos, s3o
primariamente metabolizadas oxidativamente pelo sistema
microsomal existente nas células hepdticas (citocromo P4se), mas

que também ocorre nos rins, pele e demais 6rg3os. O metabolismo

il



da toxina leva a formac3o de derivados hidroxilados soldveis em
dagua, que podem ser eliminados na forma de ésteres conjugadas
com dacido glucurdnico ou sul fatos. Estes conjugados sdo
imediatamente eliminados via urina ou bile, geralmente levando &
detoxificac3o. Entretanto, durante o metabolismo, podem ser
gerados metabdlitos altamente reativos com capacidade de
interagir com centros nucleofilicos de macromoléculas celulares
como dcido desoxirribonucléico (ADN), dcido ribonucléico (ARN) e

proteinas (BUSBY Jr. & WOGAN, 1981a).

PATTERSON (1977) apontou o0s principais metabdlitos que
podem ser formados pelas enzimas hepaticas, a partir da AFLAB1: A
AFLAM1L, que pode se acumular em produtos animais destinados 2
alimentac3oc humana e a aflatoxina Bp,, virtualmente n3o téxica,
mas que 1interage com aminoacidos e proteinas, afetando o
metabolismo hepatico, promovendo necrose celular e que tem sido

considerada como uma toxina de efeito agudo.

As aflatoxinas podem atuar ao nivel de ADN, transcrig¢lo
e traduc3o de ARN, sintese protéica, em diversas reacSes do
metabolismo de carboidratos e lipideos, na fosforilag3o oxidativa
e no metabolismo mitocondrial. A AFLAB1, que & um carcinodgeno
secundario, tem a capacidade de ligar-se irreversivelmente aos
acidos nucléicos, através de seu metabdlito 2,3 epoxido, embora
tambem possam ocorrer interacdes n3o covalentes fracas e
reversiveis. Em mamiferos, este metabolismo prévio da toxina até
o, derivado 2,3 epoxido € imprescindivel para formac3o das

b

interacBes covalentes (KIESSLING, 1986).

A ligac30 da AFLABYL com as gamaglobulinas e da
aflatoxina Gy com as soroalbuminas (WEI & LEE, 1971), assim como
a interac3o entre AFLABY1 e guanina (AUTRUP et alii, 1985) Ja
foram detectadas. AUTRUP et alii (1985) afirmam que embora
estudos epidemioldgicos tenham sugerido a AFLABYL como o agente
etiologico do céncer de figado humano, existem dificuldades para
a determinagc3o dos niveis exatos de exposic3o individual

necessarios para este efeito.



A AFLABL seria metabolicamente ativada, no homem, a uma
forma intermedidria que se ligaria a soroalbumina, provavelmente
o 8,9 dihidro-8,9 epoxi (I.U.P.A.C.), o que ainda n3o foi
devidamente comprovado (GROOPMAN & DONAHUE, 1988).

LimitacOes metodologicas foram responsabilizadas por
GARNER et alii (1985) pelo insucesso na incriminag3o conclusiva
das aflatoxinas como carcindgeno humano, 0 que seria de grande

importancia para a satde publica e prevenciao do cincer.

A reversibilidade da reac¢3o0 catalizada pela enzima
redutase, encontrada na frag3o 5-10 de preparacdes de figado,
sustenta uma teoria que indica o aflatoxicol como um reservatorio

biologico da AFLAB1 (HSIEH et alii, 1977).

A AFLABY € uma toxina gue atua de forma aguda em um
grande numero de organismos, mas o grau de sensibilidade pode ser
muito diferente. A dose letal suficiente para matar 50% de uma
populac3o (DLgp) de coelhos, uma das espécies mais sensiveis, foi
estabelecida em ©,3 mg/Kg. Ja os camundongos, muito mais
resistentes, apresentam Digp de 40 mg/Kg. A AFLABY apresenta
maior toxidez que a aflatoxina G4 em ratos machos. Observa-se que
a toxidez depende de idade, sexo, linhagem e fatores relacionados
a dieta. O potencial carcinogénico em ratos e trutas ¢ da mesma

ordem de toxicidade (BUSBY Jr. & WOGAN, 1981a).

A hidroxilag3o da molécula de AFLABL, que ocorre
durante sua transforma¢c3oc nos metabdlitos Hy, Py e Q4, quase que
elimina a toxicidade e mutagenicidade da toxina. P&r outro lado,
os efeitos toxico, carcinogénico e mutagénico, alem da
capacidadede ligar-se ao ADN tem sido atribuidos & AFLAM1, que
tambem possui uma hidroxila (BUSBY Jr. & WOGAN, 1981a).

PATERSON (1977) afirma' existir uma equivaléncia de
toxicidade entre AFLABL e AFLAMi, porém experimentos com ratos
Fischer machos indicaram que o potencial carcinogénico da AFLAM{
na dieta destes animais é menor do que a AFLAB1 (CULLEN et alii,
1988) .

~



As teorias para explicar a interac3oc do metabdlito
aflatoxina Bog com aminodacidos indicam haver a possibilidade de
um mecanismo via base de Schiff com os grupamentos alfa e epsilon
amina de proteinas e aminoacidos (ASHOOR & CHU, 1975).

KEYL & BOOTH (1971) conduziram experimentos, com
diferentes animais, para a avaliac3o dos niveis maximos de
ingest3o de AFLAB!Y sem que nenhum efeito adverso correspondente
pudesse ser observado (tabela 1). Os autores ainda relataram as
diferencas de sensibilidade existente entre 17 racas de galinhas
alimentadas com 860 M9/Kg no intervalo de 2 a 6 semanas de vida
das aves . Fémas de suinos em gestac3o apresentam uma

predisposi¢ao especial aos efeitos da aflatoxinas (FIORENTIN,

1986) .

Valores da raz3o entre a concentrac3o de AFLABL na
alimentacd3o (ug/Kg) e os residuos nos principais tecidos e

fluidos dos animais (Fg/Kg ou L) est3o resumidos na tabela 2.

Bados de outros experimentos indicaram valores
diferentes de transmiss3o da AFLABi do alimento para os tecidos e
fluidos animais (Tabela 3). Estas diferencas, segundo FURTADO et
alii (19B2), podem ser atribuidas n3o somente a variacBes entre
os animais, mas também a maior sensibilidade das metodologias

utilizadas.

Tabela 1. Niveis maximos de ingest3oc de aflatoxina Bi sem efeitos

s adversos observaveis

Animal Nivel sem efeitos adversos/Duracao
bovino (corte) 300 ug/Kg/78 dias
suino (engorda) 233 ug/Kg / 120 dias
suino (reproduc3o) 45@¢ ng/Kg/ cresc./prenhez/lactacio
frangos (corte) 400 Pg/Kg/i dia a B semanas



Tabela 2. Transmiss3o de aflatoxina Bi do alimento para os
tecidos e fluidos de diferentes animais I (RODRICKS &
STOLOFF, 1977).

Animal Tecido ou Residuo Raz3ao de
fluido encontrado transmissio
bovino leite My 300
bovino rins My 1736
bovino rins By 5434
bovino figado By 14000
bovino figado My 7800
suino figado B 800
frangos figado My 1200
poedeiras ovos By 2200
Tabela 3. Transmiss3ao de aflatoxina Bl do alimento para o0os teci-

dos e fluidos de diferentes animais II.

T T T T T T T T o o e o e e e e e e e = o e = = —————— —— —————— o —~ o — —— —

Tecido Animal Residuo Razao Referéncia

leite bovino My 661 SCOTT (1989)

leite bovino My 75:1 "

rins suino By ?18:1 FURTADO et alii (1982)
rins suino My 605:1 "

figado suino By 648:1

figado suino My 19267 : 4 "

Em um trabalho visandd verificar a transmiss3o de
aflatoxinas de ra¢O8es contaminadas para os tecidos de bovinos,
constatou-se que a maior parte da toxina era ewxcretada apds 24
horas da ingest3o e que pequenas quantidades ficavam retidas. Os
niveis de AFLABL transmitidos para figado e rinec foram similaresg,
porem a concentracdo de AFLAMi foi 3,6 vezes mzior em rins do que
em figado (STUBBLEFIELD 3 SHOTWELL, 1981). Grande parte (%20%) da
excrecdo de AFMi-em leite e urina de carneiros ocorreu dentro das
48 horas iniciais, enqgquanto a excrecic fecal foi maior entre 1,5
a 3,5 dias apos a administracio da toxina. Em vacas leiteiras foi

observada wuma excre¢io maxima de AFLAM1 nas fezes, leite e urina



dentro de 24 horas (BUSBY Jr. & WOGAN, 1981a). Ja em galinhas, um
estudo realizado com aflatoxina marcada com Cy4, indicou que a
excrec3o das aflatoxinas parece ter como rota principal a bile,
via intestinos. A maior parte da excre¢3o ocorreu primeiras 24
horas e o tempo de meia vida no animal foi de 47 horas (SAHWNEY
et alii, 1973).

Embora o figado seja o org3o alvo das aflatoxicoses, as
AFLABL1, AFLAB2 e AFLAML tem sido detectadas em outros tecidos.
Através de métodos autoradiograficos, detectou-se por exemplo, a
ligag3o da AFLABY n8o metabolizada a melaninz dos olhos e
foliculos pilosos de ratos. Algum tipo de interacio hidrofdbica

parece influenciar esta ligac3o (LARSSON et alii, 1988).

2.1.3 Ocorréncia em produtas de origem animal

Os niveis de residuos de aflatoxinas que ocorrem
naturalmente em carnes s3o inferiores a 1,@ ng/g, ainda assim,
recomenda-se que tecidos contaminados em qualquer nivel
detectdvel n3o0 sejam comercializados (STUBBLEFIELD & SHOTWELL,
1981) .

Embora o problema de aflatoxinas em carnes n3o possa
ser considerado como de grande risco para o ser humano, KULMBACH
(1978) Justifica a necessidade da pesquisa de residuos de
aflatoxinas em produtos alimenticios de origem animal, nas
seguintes situacﬁes?

- Produtos carneos, nos quais seja desejavel o desenvolvimento de
fungos, porem onde n3o s3o controlados os microorganismos
presentes;

- Em carnes onde o desenvolvimento microbiano n3o é desejado, mas
pode ter sido eliminado ilicitamente a fim de permitir a
comercializac¢io;

- Nos <casos onde exista suspeita de micotoxicose de animais que,

n3o necessariamente, apresentem lesBes macroscdpicas e que

poderiam passar pelo exame de inspecio;



- Aparecimento de doenga aguda ou subaguda de caradter endémico e
alta mortalidade de porcos, bovinos e aves, que n3o seja de
origem viral ou bacteriana;

- Ocorréncia de doenga subaguda a crdnica, com mortalidade baixa
a moderada em suinos e aves, que possam estar ligadas a

bactérias ou virus (devido a uma imunossupressio).

Realmente, muitas vezes as lesbOes podem n30 ser
aparentes, mesmo estando a toxina presente. Um destes casos foi
ocbservado em porcos alimentados por 21 diz= com dieta

artificialmente contaminada (462, 273, 30¢ ¢ 285 ug/g de By, Bp,
Gy, e Gp respectivamente) e que n3o apresentaram lesbBes
grosseiras no exame apos o abate. 0Os animaie foram sacrificados
14 horas depois do afastamento do alimento contaminado e em seus
tecidos foram detectadas as aflatoxinas By & Bp, mas nido G4 ou
Gp . Os metabdlitos, aflatoxinas My e Bp,, também foram
determinados em todos os tecides. Em outro experimento, carcacas
de animais que consumiram ragcOes naturalmente contaminadas n3o
apresentaram evidéncias para condena¢cio, podendo ser aprowvadas

para o consumo humano (FURTADO et alii, 1979).

0 tempo de afastamento necessdrio para a eliminac3o das
aflatoxinas dos tecidos de suinos alimentados com racao
contaminada (551 ﬁg/Kg de By e 355 Fg/Kg de Bp por até 32 dias)
foi estabelecido como sendo 4 dias, embora quantidades
significativas da micotoxina tenham sido eliminadas apds o
primeiro dia gFURTADO et alii, 1982).

FURTADO et alii (1979) , em concordancia com
observagbBes feitas por outros autores, indicaram o figado como o

melhor tecido para monitorac3o de aflatoxinas em suinos.

TRUCKSESS et alii (1983) pesquisaram aflatoxicol,
AFLABL e AFLAMi em ovos e tecidos de galinhas poedeiras que
consumivram ra¢3o contaminada com 8 ﬂg/g de aflatoxinas durante 7
dias. 0s animalis do experimento n3o exibiram grandes diferencas
em relacdo ao controle, exceto quanto ao peso relativo do figado
e ovarios. 0Os niveis dos residuos detectados foram: 0,04-0,1 ng/g
de AFLAM{ apenas nos rins; @,11 a 0,83 ng/g de AFLABYL e
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aflatoxicol em figado; ND (N3o Detectado) a ©,56 ng/g de AFLABY e
ND a ©,1 ng/g de AFLAMi em rins e menores nives em misculo e
ovas. O tempo de meia vida Para AFLAB1 e aflatoxicol foi estimado

em 20 horas.

Os maiores niveis de aflatoxinas, em outro experimento
com galinhas poedeiras, foram determinados no figado e rins. 0O
consumo de ragdes contendo 3310 FQ/KQ de AFLAB1 e 1480 H9/Kg de
aflatoxina Bp resultaram em quantidades inferiores a 3 Pg/Kg nos
tecidos. A existéncia de diferengcas individuais quanto a
velocidade de elimina¢3c dos residuos também foi observada

(WOLZAC et alii, 1986).

Uma pesquisa revelou que, devido a diferengas
metabdlicas ou no tipo de tratamento dos animais, o0s niveis de
residuos de AFLABY1 e AFLAMi em frangos e galinhas poedeiras s3o
diferentes. Foram detectados 0,01}pg/Kg de AFLABL e 0,364 Ha/Kg de
AFLAML no figado dos frangos, apds o tratamento com racao
contaminada com 50 H8/Kg de AFLAB1 por 44 dias. Os figados das
poedeiras, alimentadas com a mesma ragi3o por 169 dias, continham
%,1 H9/Kg de AFLABL e niveis inferiores ao limite de detec¢3o
(0,01 ng/Kg) de AFLAML. 0Os niveis de contaminac3o utilizados
neste experimento seriam uma representacio real das contaminag¢Ges
naturais. € interesante salientar que os animais tratados a estes
niveis apresentaram-se mais pesados que os controles e poderiam
ter as carcagas aprovadas para o consumo pelo servig¢o de inspe¢iao

(MICCO et alii, 1988b).

A AFLAM{ também <foi detectada em amostras de urina
humana, proveniente de individuos que n3o apresentavam lesBes

hepdticas (LOVELACE et alii (1983) e ZHU et alii (1987)).

De interesse para o Brasil, estd o fato que nos ultimos
S5 anos, 16,5% das aves e 7,6% dos suinos necropsiados no estado
do Rio Grande do Sul apresentaram lesSes caracteristicas de
aflatoxicose (SANTURIO, 19%0).



Amostras de leite, provenientes de fazendas localizadas
no vale do Paraiba, foram analisadas para AFLAM1 e AFLAM2. A
alimentac3o destes animais era feita a base de racSes armazenadas
e os residuos de AFLAM1 encontrados variaram entre 0,1 e 1,68
FQ/L (SABINO, 1989).

Em um levantamento realizado em rins e figados de
suinos, provenientes dos estados de Santa Catarina e Rio Grande
do Sul, foi detectada AFLAM! a nivel de tracos em uma amostra de
tecido renal de ave e AFLAB1 em uma amostra de tecido hepatico de
suino ao nivel de 27 ng/g. Neste mesmo trabalho, estudos
preliminares ndo identificaram AFLAB1, AFLAMi1 ou aflatoxicol em
figados humanos provenientes de autdpsias cujos oObitos foram

atribuidos a cincer hepatico (SABINO, 1990).

2.1.4 Ocorréncia em tecidos vegetais

A ocorréncia natural de aflatoxinas, em niveis
varidveis, tém sido relatada em milho (armazenado e no campo),
farinha de amendoim e de semente de algod3o, girassol, arroz,
sorgo, trigo, soja, cevada, alfafa, mandioca e outros produtos

produtos agricolas procedentes de diversos paises (SCOTT, 1978).
A importancia da ampla distribuic3o das toxinas em tecidos
vegetais reside na possibilidade destes produtos atuarem como um

veiculo para a contaminac3o dos produtos de origem animal.

No Brasil as aflatoxinas tém s.ido}T detectadas em
diversos produtos vegetais, como milho, aveia, farelo de arroz,
soja e rac0es destinadas ao consumo animal, produzidos nos
estados do sul (SANTURIO, 1988). Em um levantamento realizado em
milho cultivado no estado de Santa Catarina, um dos maiores

produtores de suinos do pals, eram comuns concentragcoes de 200

Pg/Kg de AFLAB1. As contaminacOes variavam durante o ano, com
picos chegando ate a 26% ddas amostras analisadas, os quais
coincidiam com as épocas mais chuvosas da regi3o sul. A

incidéncia de aflatoxinas em amostras de milho provenientes de

granjas, onde as téecnicas de produc3o e armazenamento de milho

i
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eram precdarias, foi maior em relac3o ao material coletado em
fabricas de rac3o e cooperativas.(AFLATOXINAS, 1987). Segundo
dados da distribuic3o mundial de aflatoxinas, publicados por
JELINEK (1989), entre os anos de 1979-1983, O0S niveis em
amendoim e derivados no Brasil variaram entre 8 e 890 Fg/Kg e no
ano de 1981, a contaminac3o média em milho foi menor do que 8
Fg/Kg. Porem, com poucas excessBes, os niveis no Brasil eram
geralmente superiores aos encontrados nos demais paises

envolvidos na pesquisa.

0 Brasil e um dos principais produtores mundiais de
milho, estando a maior parte da produc3o concentrada nos estados
S3o Paulo, Paranda, Rio Grande do Sul, Minas Gerais e Santa
Catarina. Amostras de milho foram coletadas nestes estados entre
os meses de abril de 1985 e marco de 1986, e 12,3 % delas
continham AFLAB! em quantidades que wvariavam entre 10 e 900 Fg/Kg
(SABINO, et alii, 1989).

2.1.5 Metodologia analitica

KULMBACH (1978) numa revis3o pioneira constatou que,
ate ent3o, cerca de 30 trabalhos abordando residuos de
aflatoxinas em tecidos haviam sido publicados na literatura
mundial. Os meétodos utilizados para determinac3o de aflatoxinas
(By, Bp, Gy e Gp), na maioria das wvezes, haviam sido
desenvolvidos para outros produtos e também eram aplicados para

tecidos.

As aflatoxinas By, G4 e seus metabdlitos My, Bpy, Gpg e
aflatoxicol I e II tem sido analisados em leite, sangue, urina
(LOVELACE et alii, 1982), figado, rins, corac3o e outros tecidos

e fluidos de origem animal.
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0 clorofdormio tem sido adotado como solvente extrator
em um grande numero de métodos para tecidos e fluidos bioldgicos
(EL-NAWAWY, 1974 (citado por KULMBACH, 1978); TRUCKSESS &
STOLOFF, 1984 e TRUCKSESS et alii, 1982). Todavia, segundo
TYCZKOWSKA et alii (1987), a extra¢3o de figado com clorofdrmio

levava quase sempre a problemas de formac3o de emuls3o.

Outro solvente utilizado para a extrac3o das
aflatoxinas de tecidos animais € o diclorometano, escolhido por
evitar emulsGes e pela menor toxicidade para o analista em
relacao ao cloroformio (STUBBLEFIELD & SHOTWELL, 1981;
STUBBLEFIELD et alii, 1982 e 4.0.A.C., 1990l .

A acetona foi o solvente empregado para a extracio de
aflatoxinas em ovos (TRUCKSESS, 1977) e posteriormente em
adaptacdes wutilizadas na andlise de outros fluidos e tecidos
animais (TRUCKSESS & STOLOFF, 1979; GREGORY & MANLEY, 1981/1982;
MESSRIPOUR & NESHEIM, 1977 (citado por LOVELACE et alii, 1982)).

Todavia, a grande polaridade da AFLAM1 torna
necessaria para a extrag3o0 a escolha de agentes mais poderosos,
do que a soluc3o de cloreto de sddio saturada empregada para
AFLABL em ovos. A utiliza¢3o0 de dcido citrico foi ent3o proposta,
tendo em wvista a seu poder quelante e acidulante sobre os
componentes da matriz (TRUCKSESS & STOLOFF, 1979). Talvez em
razdo de sua maior polaridade, o metanol tem sido utilizado para
a extracao de aflatoxinas em tecidos animais (MALIK et alii,
1979), algumas vezes com cloreto de sdgio (QUIAN & YANG, 1984).
Uma mistura de metanol, acetona e uma ;olucﬁo de bicarbonato de
sodio Jja foi utilizada para a extrac3o de AFLAML em leite com

baixos niveis de contaminag3oc (DOMINGUEZ et alii, 1987).

BROWN et alii (1973) avaliaram varios solventes para
extragao de AFLAML: acetona-cloroformio-agua; cloroformio;

acetona e metanol. 0Os resultados demonstraram a superioridade do

metanol . -

{- A citacdo A.0.A.C. (1998) foi adotada neste trabalho para melhor identificacio do metodo que,
segundo as normas da NB-66 da A.B.N.T. de 1978, foi catalogado como SCOTT, P.M. (1998) que ¢ o
editor do capitulo onde o metodo foi publicado.
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A limpeza em coluna de silica parece ser uma das
técnicas mais difundidas nas metodologias para aflatoxinas em
tecidos (BROWN et alii, 1973; STUBBLEFIELD & SHOTWELL, 1981 e
1982; TRUCKSESS & STOLOFF, 1979; TRUCKSESS & STOLOFF, 1981;
TRUCKSESS et al, 1982; GREGORY & MANLEY, 1981 e 1982; MICCO et
alii, 1987). Outra alternativa aplicada para limpeza € a coluna
de octadecisilil (C4g) (QUIAN & YANG, 1984).

Alguns metodos incluem como uma etapa prévia a passagem
pela coluna, a trasferéncia do extrato em clorofdrmio para
metanol, seguida de desengorduramento por partici3o com hexano
(TRUCKSESS e OSTOLOFF, 1981; TRUCKSESS et alii, 1982). A
precipitacido de proteinas e outros interferentes, quando
utilizada, também precede a passagem em coluna. O acetato de
chumbo e gel férrico foram empregados com este fim por LOVELACE
et alii (1982). TRUCKSESS & STOLOFF (1979) avaliaram a eficiéncia
de 1limpeza do acetato de chumbo acidico 20%, sulfato de ambnio,
sulfato de zinco 20Y%-cloreto de aluminio ©,5%, e sulfato de cobre

saturado, optando pelos dois primeiros.

A quantificac3o das aflatoxinas em tecidos e fluidos
animais tém sido executada por cromatografia em camada delgada
(CCD) (BROWN et alii, 1973; TRUCKSESS & STOLOFF, 1979). Porém, nos
dltimos anos, a cromatografia liquida de alta eficiéncia tem
conquistado mais adeptos (GREGORY & MANLEY, (1981 e 1982)
STUBBLEFIELD & SHOTWELL (1981); COLEY & NEAL, 1979; TYCZKOWSKA et
alii (1987). As tecnicas e os respectivos limites de deteccio dos
metodos para analise de tecidos (figado, coragao, rins ,
misculo), assim como para fluidos (leite, ovos, sangue e urina)

de origem animal s3o apresentados na tabela 4.

Varios meétodos que wutilizam derivac3o com o acido
trifluoroacético para confirmac3o de AFLABY e AFLAML tém sido
propostos (PRZYBYLSKI, 1975; VAN EGMOND et alii, 1978;
STUBBLEFIELD, 1987; STUBBLEFIELD et alii, 1982; VAN EGMOND &
STUBBLEFIELD, 1981). §Esta derivacao permite a hidratac3o da
toxina, resultando em compostos com polaridades diferentes e

fluorescéncia mais intensas que as estruturas originais.

16



Tabela 4. Tecnicas e limites de detec¢c3o de méetodos para

determinacio de aflatoxinas em tecidos e fluidos
animais.
Técnica Toxina L. p.i Referencia
(Fg/Kg)

CLAEZ-d 3 By/My 0,01 MICCO et alii (1988a)4
CLAE-df¥ Bl/Mi 0,05/0,1 GREGORY & MANLEY (1981)
CCDS—visual B{/Mi1 ©,03/0,05 TRUCKSESS et alii (1982)
CCD-visual By 0,2 EL-NAWAWY (1974)6
CCD-dn’ Bq4/My 0,1 STUBBLEFIELD & SHOTWELL (1981
CLAE-dT Bi/Mq¢ 0,1 QIAN & YANG (1984)
CCD-dn B4 0,05 BROWN et alii (1973)
CCD-dn Bq/Mq 0,05 FURTADDO et alii (1979)
CCD/visual By/Mq ©,3/1,0 LOVELACE et alii (1982)
CLAE-dT My 2,3 BEEBE & TAKAHASHI (19809)
CCD/visual My 0,004 TUINSTRA & BRONSGEEST (1975)

{ - Limite de detecglo

2 - Cromatografia liquida de alta eficiencia

3 - Detector de fluorescencia

4 - Utilizado o metodo de GREGORY & MANLEY (1982)
5 - Cromatografia em camada delgada

6 - Citado por KULMBACH (1978)

7 - Fluorodensitometria

2.2 Zearalenona

2.2.1 Natureza quimica

A (S)Y-Zearalenona ou toxina F2, 6-(10-hidroxi—-é6-oxo-

trans-1-undecenil)-beta-acido resorsilico lactona (figura 3), foi

isolada inicialmente de culturas de Gibberella zeae, que
corresponde ao estagio sexual do fungo Fusarium roseum
(Graminearum) . Tambem, pode ser produzida por Fusarium

tricinctum, F. oxysporum, F_ Jateritium e F_ moniliforme (MIROCHA

et alii, 1977; SCOTT, 1978, BUSBY Jr. & WOGAN, 1981b).




Figura 3. Estrutura quimica da zearalenona

Apresenta solubilidade progressivamente maior em
solventes organicos como benzeno, acetonitrila, cloreto de
metileno, metanol, etanol e acetona, mas é pouco soluvel em 3gua
(6,002g9/100mL) (HIDY, et alii, 1977). Uma caracteristica
importante, wutilizada em alguns métodos analiticos, € a grande
solubilidade em alcali aquoso (KUIPER-GOODMAN et alii, 1987).

Dados experimentais demonstraram haver estabilidade da

ZEA frente ao tratamento térmico mas, ao contrario das
aflatoxinas, a destrui¢3o da toxina pela amoniac3o foi apenas
parcial. A inativac3o de 94% da toxina foi possivel apds um

tratamento com formaldeido a 5@°C (BENNETT et alii (1980 e 1981),
citado por KUIPER-GOODMAN, 1987).

2.2.2 Efeitos toxicos

A ZEA e seus metabolitos possuem atividade estrogénica
como principal forma de ac3o. 0 consumo de racao contaminada com
fungos produtores de ZEA provocam o aumento de vulva e glandulas
mamarias, e em alguns casos prolapso de vagina e reto nos animais
afetados. A interac3do com receptores citoplasmaticos especificos

ocorre atraves de interacdes n3o covalentes, de manelra



competitiva com o hormonio especifico, levando a um aumento de
permeabilidade uterina aos acucares, nucleosideos e aminoacidos.
0 metabolismo da ZEA leva a formac3o de alfa e beta =zearalenol,
sendo que ©0 pPrimeiro possul atividade estrogénica 3 a 4 vezes
superior a molécula originaria. Este metabdlito é conjugado ao
dcido glucurdnico, imediatamente apds sua formac3o. Parece também
haver alguma competigi3o por sitios ativos de enzimas que
metabolizam esterocides (KIESSLING, 1986; UENO et alii, 1977).

A citotoxidade de ZEA foi observada em culturas de
celulas de testiculos de bovinos, suinos e perus, mas nenhum
efeito foi1 observado em fibroblastos de embri3o de galinhas e
células de tiredide de <suinos. Também tem sido relatadas a
atividade wuterotropica em ratos e a induc3o de modificacSes nos
niveis hormonais de macacos (BUSBY Jr. & WOGAN, 1981ib).

A ZEA foi incluida entre os produtos com 1limitadas
evidéncias positivas de <carcinogenicidade (HASEMAN et alii
(1984), citado por KUIPER-GOODMAN et alii (1987)).

KUIPER-GOODMAN et alii (1987) reuniram dados na
literatura que possibilitaram estabelecer os niveis teoricamente
seguros para ingestd3o de ZEA por humanos, chegando ao valor de
¢, 1 Pg/Kg de peso corporeo/dia. Este valor foi estabelecido com
base na extrapolacdo de experimentos com animais e levou em
considera¢3o variac¢Bes intra e interespécies e outros fatores
ligados ao modelo de extrapolag3o. N3o existem, no entanto, dados
para humanos de sub-popula¢des mais sensiveis, como por exemplo
criancas, Jja que o0s estudos s30 realizados com adultos. Alem
disso, pode haver diferengas de susceptibilidade devido a
variabilidade genetica. O nivel seguro estabelecido para galinhas
foi de 15 g/Kg de peso corporeo (dose unica), o que sugere a
pequena sensibilidade destes animais. Ja os suinos s3o sensiveis
a quantidades menores que 3,5 mg/Kg de peso corporeo. A dose
onde nao ha efeito hormonal para macacos e inferior a 50 Fg/Kg de
peso corporeo. 0s autores recomendaram ainda ai monitorac3o de
produtos que estejam sujeitos a baixos niveis de contaminacio,

como o trigo e o leite.
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Apos uma dose unica (1@ mg/Kg) de Cy4-ZEA em galinhas
poedeiras, 94% foram excretados apds 72h, dos «quais 1/3 foi
identificado como ZEA n3o modificada e outro 1/3 como um
metabdlito de maior polaridade. Também n3o houve um sitio de
retencd3o principal, apesar de niveis persistentes de metabdlitos
lipofilicos terem sido detectados na gema do ovo (* 2ppm) (DAILEY
et alii, 1980>. A ingest3o de 1-2 ppm de ZEA causou
enfraquecimento da casca de ovos de galinhas (PATTERSON et alii,

1977) .

2.2.3 Ocorréncia em produtos de origem animal

Evidéncias experimentais tém revelado haver alguma
transmiss3o de ZEA e alfa e beta zearalenol para o leite de
carneiras, vacas e porcas, quando consumido alimento com
contaminacSes superiores a 25 Fg/g. Entretanto, a transmissio
para produtos animais atraves de dietas com baixos niveis de ZEA
(menores que S pa/g)d ndo tem sido comprovada (KUIPER-GOODMAN et
alii, 1987) . Nesta mesma revisao foram coletados dados que
relacionam niveis de ingest3o de ZEA com os residuos detectados

nos diferentes tecidos e fluidos animais (tabela S ).

Tabela 5. Correlag3o entre dose 1ingerida € o nivel de toxina

detectado nos tecidos e fluidos animais

Animal Dose/Periodo Quantidade Tecido/Fluido
detectada (ng/g) analisado

Suino 4% ppm/4 semanas 78-128 figado
Suino 49 ppm/9-14 dias 130 leite
Galinha 100 ppm/8 dias) 59-103 musculo/figado
Bovino 25 ppm/7 dias 481! leite
Bovino 250 ppm/2 dias 1041 leite
Bovino co0 ppm/1 dia 45 leite
Carneiro 1,8 g/dose udnica 1-2 leite

1 - incluindo conjugados



Uma pequena transmiss3o de ZEA e seus metabdlitos para
leite e plasma de vacas, alimentadas com racSes artificialmente
contaminadas foi comprovada por PRELUSKY et alii (1990). Nenhum
residuo foi detectado em leite ou plasma quando a dose ingerida
era de 50 ou 165 mg/dia durante periodos de 21 dias (limites de
detec¢3o de ©,5 ng/mL para leite e 2 a 3 vezes superior para
plasma). A transmiss3o foi observada apenas com doses de 544,5
mg/dia (2,5 ng/mL no leite e 3,0 ng/mL no plasma) ou com doses
dnicas de 1,8 ou 6,0 g (com o maximo de transmiss3o de 6,1 ng/mL
para leite e 13 ng/mL para plasma na maior dosagem testada). Em
todas as determinacBes positivas foram detectados apenas residuos
nas formas conjugadas, hidrolisaveis com beta-glucuronidase e
aril sulfatase. Os baixos niveis detectados foram atribuidos a
barreira constituida pelo rudmen, & rdpida excrec3o observada com
moleculas semelhantes a ZEA e a caracteristicas da toxina, ainda
a serem determinadas <(volume de distribuic3o, ligac3ao a

proteinas, etc.).

2.2.4 Ocorréncia em tecidos vegetais

A ocorréncia de ZEA em milho, cevada, aveia, trigo e
sorgo tem sido relatada. O milho € o gr3o0 mais implicado com
surtos de hiperestrogenismo em suinos (BENNETT & SHOTWELL, 1979).

Embora ZEA seja tipicamente um problema de paises de
clima temperado, paises como a Zambia ja apresentaram problema

de contamina¢3o em milho (SCOTT 1978).

A maioria dos casos de ocorréncia de ZEA em milho e
outros gr3os e racbes mistas, nos anos 1977-1978, estava
associada com hiperestrogenismo em suinos e gado nos Estados
Unidos, Canada, Inglaterra, Escocia, Finlandia, Franca,
Iugoslavia, Hungria e Russia. 0 maior nivel detectado foi de 2900
Pg/g, mas a maloria das amostras continha em média 20 M8/9
(KUIPER-GOODMAN et alii, 1987).
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Um 1levantamento revelou a presenca de ZEA no milho
produzido nos estados de S3o Paulo, Parana, Rio Grande do Sul,
Minas Gerais e Santa Catarina, entre os meses de abril de 1985 e
marco de 1986. De 328 amostras analisadas, 4,5% apresentaram
niveis de 653 a 9830 Pg/Kg (SABINO, et alii, 1989).

2.2.5 Metodologia analitica

A literatura apresenta para determinac3o de ZEA e seus
metabolitos em tecidos e fluidos animais métodos onde o clorofér-
mio e utilizado para a extrac3o. Alguns destes meétodos utilizam
tratamento enzimdtico prévio e/ou dcidos para auxiliar a retirada
da toxina da matriz (OLSEN et alii, 1985). A hidrélise enzims-
tica, seguida de extrac3o com metanol foi adotada por ROYBAL et
alii (1988). A extrac3o de tecidos de galinhas tém sido feita com
acetonitrila (TURNER et alii, 1983) e também com acetona-dgua
(95+3) (MEDINA & SHERMAN, 1986). Ja SCOTT & LAWRENCE (1988)
lancaram m3o da acetonitrila bdsica, para a extrac3o de leite e
Plasma de bovinos. Uma mistura de éter etilico-isopropanol (1@+1)
foi empregada para a extracio de ZEA e metabdlitos de plasma
sanguineo (TRENHOLM, et alii, 1981). 0 diclorometano, apds uma
desnaturac3o térmica de proteinas foi indicado para a extracio de
ZEA e estrogenos anabdlicos (MEDINA & SCHWARTZ, 1987).

A solubilidade de ZEA em solucdes alcalinas permitiu o
emprego de uma partic3o solvente org3nico/alcali, sgguida de aci-
dificacao e nova partic3o da fase aquosa para o soivente organi-
co, como técnica de limpeza dos extratos de tecidos animais (TRE-
NHOLM et alii, 1980; OLSEN et alii, 1985; ROYBAL et alii, 1988).

Outras alternativas para a limpeza tém sido adotadas,
como a partic3o para hexano, que permite a retirada de
interferentes apolares, seguida de partic3o contra acetato de
etila (TURNER, et alii, 1983); coluna de alumina basica (MEDINA &
SHERMAN, 19Bé); coluna de Sephadex (MEDINA & SCHWARTZ, 1987) e
extracio em coluna defase solida de aminopropil (SCOTT &
LAWRENCE, 1988).
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A detecc3o por cromatografia em camada delgada de alta
eficiéncia ou convencional foi empregada por MEDINA & SCHWARTZ
(1987, 0s quais desenvolveram um método para triagem de
estrogenos anabdlicos, estradiol, DES ou zearanol em extrato de
tecido muscular de galinhas, utilizando vapores de iodo para
permitir a detecc3o. Frequentemente utilizada para a determinacio
de ZEA em produtos agricolas, a cromatografia gasosa também tem
sido aplicada para a anadlise de tecidos e fluidos animais

(TRENHOLM et alii, 1980).

Cromatografia 1iquida de alta eficiéncia (TURNER et
alii, 1983) com detecc3o por ultra-violeta (JAMES et alii, 1982,
MEDINA e SHERMAN, 1986), eletroquimica (ROYBAL et alii, 1988) ou
fluorescéncia (TRENHOLM et alii, 1981; OLSEN et alii, 1985; SCOTT
& LAWRENCE, 1988) tem sido wusada para determinac3o de ZEA e/ou
zearalenol em figado e wurina de ratos, plasma sanguineo e

extratos de tecido muscular de aves, gordura, coragao, rins, etc.

JOSEFSSON & MOLLER (1977) empregaram AI1C13 5% para
aumentar a intensidade de fluorescéncia da ZEA em cromatografia
em camada delgada com detec¢lo por ultra-violeta comprimento de

onda curto (254 nm) .

Com a aplicag¢io da cromatografia gasosa para
determinacao de ZEA em tecidos e fluidos animais, a
espectrometria de massa tem sido utilizada como técnica

alternativa para confirmac3oc de identidade (ROYBAL et alii,
1988). Para a confirmacgo{em cromatografia em camada delgada, foi
proposta a derivacido com'anidrido aceético ou anidrido acético e
piridina. 0 aumento de intensidade de fluorescéncia da ZEA e
produtos de derivac3o pode ser obtido apds a nebulizac3o com
AlC1 g5 20% (GOLINSKI & GRABARKIEWICZ-SZCZESNA, 1984). Para
confirmacdo de ZEA e metabdlitos na cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de sequéncia de diodos UV, SCOTT &
LAWRENCE (1988) utilizaram a compara¢3o entre as razdes dos picos
no comprimento de onda de excitac3o de fluorescéncia (274 nm) e

pela absor¢3o a 2346 nm dos padrdes e amostras.



A tabela 6 apresenta as técnicas e limites de detecg3o
dos metodos desenvolvidos para ZEA em diferentes tecidos ou

fluidos animais.

Tabela 6. Técnicas e limites de detecc3o (L.D.) dos métodos para
determinacao 'de Zearalenona em tecidos e fluidos de

origem animal

Tecnica Matriz/Animal L. D Referencia
Spg/Kg)

CLAE!-g 2 leite/bovino 0,2 SCOTT & LAWRENCE (1988)
CLAE-dT plasma/suino ¢,5 OLSEN et alii (1989)
CLAE-dT plasma/suino 0,6 TRENHOLM et alii (1981)
CLAE~-d T plasma/suino 5,0 OLSEN et alii (198@)
CLAE-UVY3 figado/rato 28,0 JAMES et alii (1982)
CLAE-UV urina/rato 2,0 JAMES et alii (1982)
CLAE-UV gordura/galinha 6,8 TURNER et alii (1983)
CLAE-UV misculo/galinha 10,04 MEDINA & SHERMAN (198¢%)
CLAE-EqQ? bovinos e aves 5,0 ROYBAL et alii (1988)
CGé-1C7 plasma/suino 100,0 TRENHOLM et alii (1980)

{ - Cromatografia liquida de alta eficiéncia 5 - Detector eletroquimico

2 - Detector de fluorescencia 6 - Cromatografia Gasosa

3 - Detector de Ultravioleta 7 - Detector de ionizagc3o de chama

4 - Quantidade de padr3o injetada em meic a matriz

2.3 Ocratoxina A

2.3.1 Natureza quimica

A ocratoxina A (OCRA) foi descrita por VAN DER MERWE et
alii (19265) como sendo o composto 7-carboxi-S-cloro-8-hidroxi-
3,4-dihidro-3-metilisocumarina, ligado a L-beta-fenilalanina por

uma liga¢3o amida no grupamento 7-carboxi (figura 4).

Inicialmente o fungo Aspergillus ochraceus Nilhélm foi

indicado como pProdutor, mas posteriormente foram identificadas

outras especies e géneros como A. sulphureus, A. melleus, A
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sclerotiorum, A, alljaceus, A. ostianus, A. petrakii (SCOTT,

1978), Penicillium yiridicatum (HUNT et alii, 1979; WILKEN et
alii, 1985), P. palitans, P. ¢ ium (KROGH, 1977y, P
varjable, P. commune e P, purpurescens (SCOTT, 1978).

A presenca do atomo de cloro confere toxicidade a
molecula, interferindo na dissociac3o da hidroxila fendlica,

podendo tambem exercer um papel secundario no potencial téxico da
OCRA (BUSBY Jr. & WOGAN, 1981ic).

HO
~\?¢D o OH
]
. c
SO - 0
CH, NH
CHy
(of

Figura 4. Estrutura quimica da ocratoxina A

Quanto ao comportamento quimico, verifica-se que a
toxina apresenta uma fluorescéncia azul, quando cromatografada em
papel com solventes basicos e verde quando em silica e solvente
acido. A hidrolise da molécula em meio 3acido libera a
fenilalanina e a lactona acida (VAN DER MERWE et alii, 1965).

2.3.2 Efeitos toxicos

A OCRA atua no processo de sintese protéica, no
metabolismo de lipideos, e também nos niveis de glicogénio
celular, 0 que se deve, segundo alguns autores, a alteragoes nos

mecanismos do balanco hormonal (KIESSLING, 1986).
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A OCRA parece ser a unica forma molecular ativa
absorvida pelo trato gastrointestinal. Dentre as principais
propriedades da toxina est3o o efeito teratogénico, quando em
doses elevadas, e a capacidade de liga¢30 a proteinas. Quando
hidrolisada resulta na ocratoxina alfa, que n3o apresenta
toxicidade (PATTERSON, 1977 e KITTANE et alii, 1984).

KROGH (1977) apresentou dados quanto a permanéncia da
OCRA em rins (4,5 dias), figado (4,3 dias) e mdsculos (3,3 dias)
de suinos. Com base nestes valores foi feita a estimativa de que
0s animals deveriam ficar afastados de racOes contaminadas por
pelo menos 4 semanas antes do abate, para garantir a auséncia de
residuos em seus tecidos. Os efeitos bioldgicos em aves e suinos,
restringem-se a alteracdes do org3o alvo, os rins, ao menos nos
niveis de ocorréncia natural. Em humanos, ainda n3o foi possivel
estabelecer wuma relac8o entre a OCRA e a etiologia de desordens
renais, apesar da similaridade da nefropatia de suinos com a
nefropatia endémica dos balc3is. Apenas niveis superiores a coo
ﬂg/Kg de ocratoxina parecem ser capazes de provocar a nefropatia
em suinos (KROGH et alii, 1973). A concentrac3o e permanéncia da

OCRA no sangue de diferentes espécies animais & bastante variada

e tem sido atribuida a uma interag3c da toxina com a
soroalbuminauma. A afinidade da OCRA pela soroalbumina e
relativamente baixa, sendo muito maior com uma cutra

macromolécula presente no soro de humanos e suinos (HULT & FUCHS,

1986) .

A t&&idez aguda da OCRA j3& foi comprovada para aves,
mamiferos e peixes, quando administrada parenteralmente, com DLgep
variando entre 5 e 30 mg/Kg. Adenomas hepdticos e renais foram
induzidos em 30% dos camundongos que ingeriram 490 Fg/g de OCRA na
dieta. Dados n3o publicados indicam a mutagenicidade da OCRA,
embora o teste de Ames tenha mostrado o contrario. A atividade
teratogénica de OCRA tém sido demonstrada em ratos, cricetos e
camundongos (BUSBY Jr. & WOGAN, 198ic). Paralelamente, a
nefropatia toxica em aves tem sido associada com a presengca de

OCRA (ELLING, 1975).
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2.3.3 Ocorréncia em produtos de origem animal

Diversas publica¢8es relatam a passagem de OCRA do
alimento para tecidos de suinos. A razio existente entre a
concentracdo da toxina no alimento e tecidos ou entre os

diferentes tecidos e fluidos € bastante variada (tabela 7)

Trabalhos relatam a ocorréncia de OCRA em rins (tracos
a 23 ng/g; 1 a 27 ng/g), soro (1 a 520 ng/mL) e sangue (3 a 270
ng/mL; 2 a é ng/mL) de suincs (GOLINSKI, et alii, 1984 e 1985,
HULT, et 2lii, 1980).

STAHR et alii (1985) encontraram OCRA em figado (20 a
100 ‘pg/Kg) e rins de suinos (10Q a 200 H9/Kg), assim como em
racies para animais. Jia KROGH (1977) relata que em produtos de
origem vegetal foram encontrados niveis de até 27,5 mg/Kg. Porém,
em produtos animais (suinos), o maximo encontrado foi de &7
lﬁg/Kg. Das 600 amostras de sangue humano coletadas em regibes da
antiga Iugoslavia, onde a nefropatia é endémica, 7% apresentaram
contaminagcdo por OCRA, sendo que o maior nivel atingiu 40 ng/mL
de soro (HULT et alii, 1982).

Tabela 7 - Transmissio de ocratoxina A para tecidos de suinos.
T Relacio  Fator "Referdneia T7°
plasma (ng/mL) 1,5 HULT et alii (1979°!
alimento (na/g)
plasma (ng/mL) 2,3 RUTQVIST et alii (1978)
sangue {(ng/mL)
soro (ng/mL) 13,0 SZEBIOTKO et alii (1981)°

rins (ng/g)

sangue (ng/g) 5,0 RUTQVIST et alii (1978)

rins (ng/g)
{ - Citado por HULT et alii (1980) T TTTTTTTTTTTTTTTTTTTS
2 - Citado por GOLINSKI et alii (198S)
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2.3.4 Ocorréncia em tecidos vegetais

Estudos tém revelado que para a producio de OCRA por

fungos do geénero Aspergillus s30 necessarias temperaturas
superiores a 379 . Por outro lado, a produc3o pelo genero

Penicillium requer temperaturas por volta de 5OC, o que poderia

Justificar a ocorréncia mundial da toxina (HULT & FUCHS , 1986) .

CHELKOWSKI et alii (1987) avaliaram a produc3o de OCRA
em trigo (A. ochrezceus), em diferentes teores de umidade (iS5 a
30%/15°C). Os resultados indicaram a auséncia da toxina apos 4
meses a 13% de umidade. A produc8o foi verificada a partir de 18%
de umidade e o tempo para a forma¢3o0 diminuia de maneira

inversamente proporcional ao aumento do teor de agua.

Na Dinamarca, KROGH et alii (1973) relataram a
ocorréncia de OCRA em cereais que eram utilizados como rac3o
animal e conseguiram associa-la a nefropatia micotdxica suina.
Das amostras contaminadas (58%), cerca de metade continha mais do

que EOQIFQ/KQ e o maior nivel detectado foi 27,5 mg/Kg .

A OCRA e distribuida mundialmente, embora pareca estar
mais concentrada nos palises europeus (JELINEK et alii, 1989) e
tem sido encontrada em cevada, café verde, amendoim, aveia,
feijSo, milho, trigo, arroz e ragBes (SCOTT, 1978; KROGH, 1977 e
MUNRO et alii, 1973).

Um levantamento realizado em alguns produtos agricolas
brasileiros revelou a presenca de OCRA em 4,7% das amostras
analisadas, em niveis situados na faixa de 32 a 1690 Fg/Kg. 0
feijd3o é o produto que apresenta maior frequéncia de contaminac3o
(SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA, 1989).

U
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2.3.5 Hetodologia analitica

A extrac3do da OCRA utilizando solventes que conteém um
componente dcido na mistura € uma constante na literatura (BAUER
e GAREIS, 1987, WILKEN et alii, 1985). 0 acido visa inibir a
dissociacao do grupo carboxilico, mantendo assim a ocratoxina sob

uma unica forma.

Para extrac3o e limpeza simult3nea de pequenas amostras
de rins de galinhas ou soro humano, PHILLIPS et alii (1983}
utilizaram uma homogeniza¢c3ao preévia com acido fosforico,
desengorduramento com hexano e por fim partic3o com cloroférmio.
Figado e rins de suinos foram extraidos com wuma mistura de
cloreto de soddio 2M-Ac. fosforico @,5M-clorofdrmio seguidos de

centrifugacdo (SCOTT et alii, 1991).

Uma extrac3o composta por digest3o enzimdtica, dialise,
seguida de ajuste do pH foi utilizada por HUNT et alii (1979,
que conseguiu a eliminacdo dos interferentes sem a necessidade de

limpeza em coluna cromatografica.

Ja STAHR et alii (1985) desenvolveram uma metodologia

onde a extracao era realizada com metanol.

Alguns metodos para determinac3o de OCRA em tecidos
animals utilizam uma etapa que consiste na parti¢c3o do extrato de
cloroformio para uma soluc3o de bicarbonato de sddio, seguida de
acidificac3o e nova extrac3o com clorofdrmio ( BAUER & GAREIS,
1987)

Na metodologia de WILKEN et alii (1985) foi indicada a
limpeza em coluna de silica e STAHR et alii (1985) recomendaram
ainda wuma limpeza adicional com cartuchos (tipo Sep Pak) de
octadecilsilil. A extracdo em fase sdlida de silica, seguida de
eluicdo com diclorometano-ac. fdrmico (98+2) parece ter sido
eficiente para eliminac3o de interferentes. A avaliac3o de cada
lote de «colunas para extrac3o em fase sdlida foi recomendada

(SCOTT et alii, 1991).



ELLING et alii (4975) wutilizaram a técnica de
cromatografia em camada delgada para analisar OCRA em tecido
muscular de aves, com limite de detecc3o entre 2 e 3 yg/Kg‘ Ja a
cromatografia em camada delgada com desenvolvimento bidimensional
permitiu um limite de detecc3o de ©,5 ng/g (PAULSCH (1982),
citado por HULT & FUCHS (1986)). Cromatografia em camada delgada
em fase reversa ou, alternativamente, fase normal, foram

empregadas na metodologia de STAHR, et alii (1985) .

Um meétodo impar para a determinac3o de OCRA em cevada
envolve wuma clivagem com carboxipeptidase, a qual leva & libera-
¢3o da ocratoxina alfa e de fenilalanina. A detec¢3o e quantifi-
cacao foram baseadas na diminuicSo de intensidade de fluorescén-
cia a 380 nm (HULT e GATENBECK, 19764). Posteriormente este método
foi aplicado a tecidos de origem animal, oferecendo um limite de

deteccio de 2ng/g (HULT et alii, 1977 e HULT et alii, 1989).

Determinacoes por cromatografia 1liquida de alta
eficiéncia com detector de fluoresc@ncia tem se tornado mais
acessiveis, aparecendo nos métodos mais recentes e permitindo a
determinac3o de quantidades da ordem de 3 ng de OCRA (PHILLIPS et
alii, 1983, BAUER & GAREIS, 1987). No método desenvolvido por
SCOTT et alii (1991), utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia/detector de fluoresc@ncia, foram obtidos limites de
detecc30 de 0,5 ng/g (razdo sinal/ruido = 2:1). Um limite de 2,3
ng/g foi anteriormente conseguido por uma metodologia semelhante
(WILKEN et alii, 1985).

A confirmac3o da identidad; da OCRA em cromatografia em
camada delgada tem sido feita por derivac30, que consiste na
formac3o de ésteres metilicos da toxina (NESHEIM (1969), citado
por KROGH et alii (1973) e PAULSCH (1982), citado por HULT &
FUCHS (1984)). A esterificac3o da OCRA com anidrido acético,
segundo GOLINSKI & GRABARKIEWICZ-SZCZESNA (1984), ocorre com o
grupo fendlico da toxina. Outras teécnicas para confirmacao em
placa utilizando Qépores de piridina ou piridina-anidrido acético
€ 0 aumento de intensidade de fluorescéncia pela aplicag3dc de

AlCl3 sobre a mancha da toxina também foram descritas.
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HULT et alii (1982) e SCOTT et alii (1991) wutilizaram
cromatografia liquida de alta eficiéncia acompanhada de derivacio
(esterificacao) com trifluoreto de boro para confirmac3o de OCRA

em soro sanguineo humano e figado ou rines de suinos.

A reac3o com diazometano, que permite a formac3o de um
derivado duplamente metilado (O-metil, metil éster), foi usada na
confirmac3o da OCRA por cromatografia liguida de alta eficiéncia
ou cromatografia em camada delgada (PHILLIPS et alii, 1983).

Um aumento da intensidade de fluorescéncia em
cromatografia em camada delgada foi obtido pela exposicio a
vapores de ambnia, gquando utilizado um densitometro para
registrar o fenOGmeno (TRENK & CHU, 1971). A& amdnia foi também
empregada para derivac3o pds-coluna em cromatografia ligquida de
alta eficiéncia com detec¢3o no ultra-violeta, proporcionando um

limite de detecc3o inferior a i1 ng/g (HUNT et alii, 1979).

2.4 Imunoensaios

As aflatoxinas, OCRA e ZEA, assim como seus metabdlitos
e produtos de adic3o com macromoléculas, tém sido analisadas em
tecidos e fluidos corporais utilizando tecnicas de imunoensaio
(GARNER et alii, 1985, CHU, 1984, GROOPMAN & DONAHUE, 1988; MAC
DOUGALD, 1990) .

-0s resultados da analise de aflatoxinas obtidos por
ensaio imunoenzimatico (ELISA)Y tém sido concordantes com as
analises realizadas em cromatografia em camada delgada (ZHU et

alii, 1987).

KOELTZOW (1990) avaliou S5 diferentes testes para
aflatoxinas disponiveis no mercado (ELISA, coluna de afinidade e
outras técnicas imunologicas) e n3o observou diferenca
significataiva entre estes e as convencionais técnicas de

minicoluna e cromatografia em camada delgadsa.

(il
-+



A tecnologia de anticorpos monoclonais permitiu o
desenvolvimento de testes de ELISA para a ZEA, com faixa de
linearidade de 0,3 a 10Q@ ng/mL (TESHIMA, 19%90).

CHU (1984) discutiu os problemas na obtenc3o de
anticorpos contra as micotoxinas. Em decorréncia destes compostos
nao serem 1imunogénicos, € necessaria a preparacio prévia de
conjugados toxina-proteina, na maioria das vezes dificultada

pelos grupos funcionals presentes nas moléculas.

.

2.5 Interac3o com microorganismos

KIESSLING et alii (1984) estudaram o metabolismo de
aflatoxina, ocratoxina, zearalenona e trés tricotecenos pelos
protozoadrios do rudmen, fluido ruminal intacto e bactérias
ruminais de carneiros e bovinos. A AFLABI n3o foi afetada pelo
fluido ruminal, porém, houve metabolismo das outras micotoxinas.
A OCRA foi clivada em ocratoxina alfa (n3o toxica) e
fenilalanina. J3a a ZEA foi reduzida a alfa zearalenol e em menor
extens3o a beta zearalenol. Ao alfa zearalenol tem sido atribuida
atividade estrogénica 3 a 4 vezes superior a toxina original. A
maior polaridade deste metabdlito foi responsabilizada pelo
aumento de velocidade de sua excre¢ao, embora esta caracteristica

possa facilitar sua transferéncia para a corrente sanguinea.

3

2.6 Distfibuicio naos tecidos e fluidos animais

A distribuic3o heterogénea das micotoxinas em gr3os e
outros produtos agricolas tem sido observada por varios
pesquisadores (CAMPBELL et alii, 1986), mas em tecidos e fluidos
de origem animal parece existir uma certa homogeneidade, ao menos

nos orgaos considerados como alvo das toxinas.

STOLOFF & TRUCKSESS (197%) avaliaram a distribuic¢3o das
AFLABYL e AFLAM1 em figados de bezerros e suinos que 1ingeriram

alimento contaminado. Apos o abate dos animais, os Orgios foram
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divididos em secbes que partiam das extremidades dos l1dbulos 2
base do figado. 0s resultados obtidos indicaram que a ocorréncia

das toxinas em figado era uniforme.

STUBBLEFIELD et alii (1981) confirmaram haver
homogeneidade de distribuic3o das aflatoxinas em secoes
transversais de figado bovino, porém nas extremidades foram

determinadas concentracOes relativamente mais baixas.

A homogeneidade da distribui¢3o da OCRA no sangue ,
aliada a possibilidade de <consumo de alimentos de lotes de
diferentes origens, indicam os sulinos como eficientes

amostradores da toxina em cereais (HULT & FUCHS, 198647 .

A deposic3o de ZEA nos diferentes tecidos de ratos
(rins, bago, utero, ovarios, coracio, cerebro, musculo,
intestinos, sangue e tecido adiposo) foi semelhante, exceto por

um certo acumulo no tecido adiposo (UENO et alii, 1977)

2.7 Ocorréncia simultanea

A ocorréncia simultidnea de duas ou mais micotoxinas em
graos tem sido constatada. Este fato vem agravar ainda mais os
prablemas da contaminac3o dos alimentos, tendo em wvista a

possibilidade de interag¢des no organismo animal ou humano.

ZEA e OCRA foram detectadas juntas em 1,14 ¥% das 172

:> amostras colhidas em propriedades rurais de 34 municipios do Rio

Grande do Sul (SANTURID et alii, 1990).

HAGLER, et alii (1984) verificaram a ocorréncia
simultanea de deoxinivalenol, ZEA e aflatoxinas em trigo

produzido o meio oeste dos Estados Unidos.

Na Italia, um estudo revelou a presenca de aflatoxinas
(45% das amostras e niveis de 0,02 a 1,2 Fg/Kg), OCRA (35% das
amostras e niveis de ©,1 a 1,02 Pg/Kg) e ZEA (28% das amostras e
niveis de 51 a 670 ﬂg/Kg), em milho das colheitas de 1982 a 1984.
Varias amostras apresentaram duas ou mais micotoxinas (MICCO et
alii, 1986).



Em pesquisa realizada em sorgo das colheitas de 1975 e
1976 'nos EUA, a ZEA foi detectada em 28% das amostras analisadas
provenientes de 1@ estados, em niveis de 200-69060 ng/g ,
aflatoxinas foram detectadas em niveis de 6-54 ng/g. Uma das 194
amostras apresentava ao mesmo tempo 7 ng/g de AFLAB1 e 1190 ppb
de ZEA (SHOTWELL, et alii, 1980).

2.8 Sinergismo

SHEREEVE et alii (1979) observaram maiores niveis de
AFLAMI nos rins de vacas leiteiras que consumiram racdes contendo
simultaneamente AFLAB1 e OCRA, ressaltando a necessidade de maior
atenc3o para as interacBes entre as toxinas, particularmente em

baixas concentracoes.

0 diagnostico de muitas micotoxicoses pode ser de
dificil «conclus3o, em vista de diversos fatores que atuam
simuitaneamente em um mesmo organismo. Neste sentido, o efeito
sinergistico entre ZEA, deoxinivalenol e moniliformina,
acompanhados de um quarto metabolito mutagénico, parece estar
ligado @a alta incidéncia de c8ncer esofagico em certas regides
geograficas, embora n3o exista relag3o aparente entre as toxinas

(SCHIEFER, 1986).

A admi?istracio combinada de AFLAB1 (S0 Fg/Kg) e 0OCRA
(50 Fg/Kg) para frangos (37 dias) e poedeiras (88 dias) nio
resultou em lesBes aparentes nos org3os. 0 tratamento combinado
dos frangos levou a maiores niveis de residuos de OCRA (40 M9/Ka)
e AFLABL (0,15 Fg/Kg) nos tecidos, em relacao ao tratamento
individual com cada toxina. Menores diferencas foram observadas
em poedeiras tratadas da mesma forma. Estec resultados mostram
haver um efeito sinergistico entre as toxinas, resultando na
maior retencao de residuos nos tecidos, principalmente em frangos

(MICCO et alii, 1988).



2.9 Limites de tolerancia

Os 1limites de tolera@ncia para as micotoxinas tém sido
estabelecidos quase que exclusivamente para aflatoxinas em
produtos agricolas, onde os riscos de consumo apresentam-se, na

maioria das vezes, maiores do que em produtos de origem animal.

Os niveis considerados seguros para aflatoxinas n3o tem
se mantido fixos, em consequéncia do aprimoramento dos métodos
analiticos, de novos estudos toxicologicos ou por motivos de
ordem legal (HAMILTON, 1984).

ModificacoOes nas regulamentacOes americanas foram
feitas gquando a safra de milho de 1988 apresentou niveis de
aflatoxinas mais altos do que o comum. Nesta ocasiio, o nivel
maximo aceitdvel de contaminac3o por aflatoxinas em alimentos
destinados aos animais foi elevado de 20 ppb para 100, 200 ou 300
pPb dependendo do caso, permitindo a comercializa¢30 interna do
produto. (PARK & NJAPAU, 1989).

Poucos produtos de origem animal, excetuando o leite e
derivados, possuem legisla¢c3o especifica para limitar os residuos
de micotoxinas. Mesmo assim, o0s limites estabelecidos para
laticinios variam muito dependendo da metodologia adotada em cada
pais. Por exemplo, na Suica foram estabelecidos para AFLAM{ os
limites de @,00S FQ/L em leite e 0,01 Fg/Kg para queijos (SCOTT,
1989). 0 nivel toleravel de AFLAMi em leite estabelecido nos
Estados Unidos foi de ©,5 ﬁ%/Kg (PARK & NJAPAU, 1989)

VAN EGMOND (1989) coletou dados a respeito da
legislac3o corrente em varios paises para micotoxinas em tecidos
animais; apenas a Dinamarca estabeleceu limites para OCRA (em
suinos). Niveis superiores a 25 ﬁg/Kg levariam a condenac3o de
toda a carcaga; entre 10 e ESIPQ/KQ seriam condenadas e todas as
visceras e quando inferiores a 10 ng/Kg apenas os rins. Na mesma
revisao >constam ainda limites bastante diferentes estabelecidos
para OCRA e ZEA para diferentes produtos. Na URSS a tolerincia e

de 1000‘F9/K9 de ZEA em gr3os, oleos e gorduras. Na Roménia foram
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fixados 30 fg/Kg de ZEA e Slpg/Kg de OCRA para todos os
alimentos. A antiga Checo-eslovdaquia determinou o maximo de 20
Pg/Kg de OCRA para todos os alimentos. No Brasil os 1limites
propostos s3o de 30 Fg/Kg para aflatoxinas totais ou 15 fg/Kg de
AFLAB1 para produtos alimenticios em geral. Ja a tolerincia de
AFLAM1 proposta para leite e derivados é de 0,5 Pg/Kg. Os limites
para outras micotoxinas referem-se apenas a produtos especificos:
sdo propostos 50 fg/Kg de OCRA em arroz, cevada, feijSo e milho e

Boolfg/Kg de ZEA tambem para milho.

A Resolucdo 34/746 da Comiss3o Nacional de Normas e

PadrSes para Alimentos é a legislac3o brasileira vigente e
estipula um limite de 3¢ ppb para a somatdria da concentrac3o das
aflatoxinas By e G4 nos alimentos (A.B.I.A., 1989). Os limites

para outras micotoxinas ainda n3o foram regulamentados.
2.10 Determinac3o simultinea de micotoxinas

Varios metodos para determinacio simultanea de
micotoxinas tém sido propostos para a analise de gr3os (GIMENO,
1979; HOWELL & TAYLOR, 1981; TAKEDA et alii, 1979, JOSEFSSON e
MOLLER (1977). Para a determinac3o em produtos de origem animal,

no entanto, a literatura € escassa.

NGILORITI & KROLL (199@) desenvolveram um método para
determinac3do simultdnea de OCRA , AFLAB1 e AFLAM! em tecidos. O
método utiliza extrac3o com acetona + cloreto de sdédio + dcido
citrico, precipitac8o com cloreto de aluminio + sulfato de zinco,
desengorduramento com eter de petrdleo e partic3o para
cloroformio. Finalmente, o extrato é passado em coluna de silica
com 3% de umidade. A deteccl3o e quantificac®o0 em cromatografia em
camada delgada € realizada por comparac3o visual com padrdes ou
por densitometria (365 nm). O limite de detecc3o determinado e de

1 ng/g e 10 ng/g para aflatoxinas e OCRA, respectivamente.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes e Equipamento

- Alumina Neutra, 70-230 mesh, marca Merck.

- Camara ultra-violeta 3664/254 nm, marca UVUP.
- Carvdo ativo 14-60 mesh, marca Sigma.

- Celite comercial, marca Hyflo Super Cel.

- Centrifuga, marca Fanem - modelo Excelsa II

- Colunas de vidro de 3¢ cm de altura e diametro interno 1,0 cm.

- Espectrofotémetro ultra-violeta/visivel, marca Perkim Elmer,

modelo Lambda 6.

- Florisil 100-2¢0 mesh, marca Merck.

- Frascos de vidro cor ambar, didmetro interno 3,0 cm, 8,0 cm de

altura, boca larga e tampa plastica.

- Ligquidificador com copo de aco inoxidavel, marca Waring

- Micropipetador digital, com volume reguldvel 100-1000
marca Nichiryo, modelo Justor 1100 DG.

- Multiprocessador de uso doméstico, marca Walita.

ul,

- Placas de silica gel 60 G, 92,25 mm de espessura, em folhas de

aluminio 20x2@ cm, marca Merck.

- Reagentes grau para analise e equipamento de uso comum
laboratorio.

- Rotoevaporador, marca Tecnal.

- Silica gel 60, 7¢0-230 mesh, marca Merck.

- Ultra-som, marca Brasonic.

3.2 Amostras

Os tecidos animais utilizados para estudo foram rins
suino e bovino e figado de aves, bovinos e suinos. Todas
amostras foram adquiridas em diferentes estabelecimentos
mercado varejista. A preparac3o da amostra compreendeu
trituracdo e homogeniza¢3o, em multiprocessador, separacio
aliquotas de 106g e armazenamento a -20°C até o momento

analise.
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3.3 Padrdes de micotoxinas

3.3.1 Preparo das solucdes estoque.

As micotoxinas utilizadas foram AFLAB1, AFLAMi, OCRA e
ZEA, procedentes da Makor Chemicals Ltd, Jerusalem, Israel. As
solucOes padrBes foram preparadas em benzeno, exceto para AFLAM1,
que foi dissolvida em benzeno-acetonitrila (9+1). A concentracio
foi determinada espectrofotometricamente conforme recomendactes
da A.0. A.C (1990), utilizando a absorbincia no comprimento de
onda de absor¢do mdxima e a respectiva absortividade molar de

cada toxina.

3.3.2 SolucBes de trabalhko

A partair das solugbes estoque, foram retiradas
aliquotas e feitas as dilui¢Oes adequadas, utilizando benzeno
para diluir AFLAB1 (0,32 pg/mL), OCRA (3,30 ug/mL) e ZEA (12,25
Ma/mL) e benzeno-acetonitrila (9+1) para diluir AFLAML (0,36
ps/mbL) .

3.3.3 Avaliacio de pureza dos padries

Uma andlise wvisual dos padrBes foi feita apds o
desenvolvimento em placa de silica gel 460G, utilizando as fases
moveis éter etilico-metanol-dgua (95+4+1) clorofdérmio-acetona-
1sopropanol (B7+10+3), para AFLABL e AFLAM1, e tolueno-acetato de
etila-dc. formico (40+40+0,5 e 40+30+10), para ZEA, AFLAB1 e OCRA
respectivamente. A auséncia de manchas além do padr3o, apds o
desenvolvimento e observac3o com lampada ultra-violeta 346 e 254
nm, foli considerada prova de sua pureza e de auséncia de.

degradacao.



3.4 Contaminac3o artificial dos tecidos animais

As amostras de tecido foram colocadas no copo do
liquidificador juntamente com a quantidade desejada da solucao
padrdo, descrita em 3.3.2, com auxilio de um pipetador de
impulso. 0 solvente de extrag3o era adicionado em seguida e, apos
uma leve agitac3o, deixada em repouso por 5 minutos antes do

prosseguimento da analise.
3.5 Métodos avaliados para andlise de tecidos animais-

- TRUCKSESS & STOLOFF (1979), adaptado por GREGORY & MANLEY (1981)

20g amostra + 8,4 mL cloreto de
sodio saturado + 2,0 g ac. citrico

l

homogenizar 1 min. / velocidade moderada

2

60 mL de Acetona, homogenizar 2 min. / velocidade moderada

J

2,6 g Celite, misturar 30 seg. e
filtrar a vacuo em papel Whatman 40

\’

transferir o filtro com o

enxaguar o liquidificador residuo para o liquidificador
(2X) com 10 mL do solvente &—— ¢ homogeneizar por 30 seg.
de extra¢dao e filtrar com 40 mL da solucg3o geral de

extrac3o?

d d

Diluir o filtrado para 120 mL com a
soluc3o geral de extraclo

J

60 mL do diluido + 8 mL acetato de chumbo 20% +
30 mL 3gua, misturar e adicionar
2,8 g sulfato de amdOnio, misturar 2 min.

\’

misturar 2,0 g Celite, decantar S5 min. e
filtrar a vdacuo em papel Whatman 40
t

L
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anotar o volume de filtrado e
transferir para funil de separac3o

i

adicionar 49 mL de eter de petrdleo e
agitar vigorosamente / 1 min.

J

Coletar a fase agquosa em outro funil
e descartar o eter de petrdleo

Partic3o com 2¢ mL de clorofdrmio (1 min)

J

Coletar o cloroformio e fazer nova
partic3o com 20 mL de clorofdrmio-acetona (50+50)

l

Coletar a fase inferior e combinar com a 12
Secar em rotoevaporador 4@°6C

J

Dissolver o extrato em 2 mL de cloroformio,
lavar (2X) com o mesmo volume e adicionar
cada um a coluna de silica gel

Eluir a coluna c/ 15 mL de clorofdrmio-metanol (97+3)

d

Evaporar o eluato a vacuo 40°C

* - A soluc3o geral de extragio corresponde a uma mistura prévia dos solventes (acetona, ac.
citrico e cloreto de sddio saturado), na mesma propor¢io utilizada na primeira extracdo da
amostra.

o
%,

- 0 extrato final corresponde a 8 g de figado

- Técnica utilizada:
CLAE: com fase estacionaria de octadecilsilil (particulas de S
um), fase mdvel (com fluxo isocratico) dgua-acetonitrila-
metanol (66+25,2+8,8) e detector de fluorescéncia.

- Toxinas determinadas pelo meétodo:
aflatoxinas By, Bp, Bpa, Gy, Gp, My (GREGORY & MANLEY, 1981),
Q4 e aflatoxicol (GREGORY & MANLEY, 1982).




- STUBBLEFIELD & SHOTWELL (1981) - A.0.A.C. (1990).

1009 amostra homogenizada + 10 mL ac. citrico 20%,
agitar vigorosamente com bast3o de vidro, deixar
em repouso / 35 min. e agitar novamente

!

Adicionar 200 mL diclorometano + 20 g de terra de diatomacea
homogenizar com bast3o, agitar o erlenmevyer por 30 min. .

l

filtrar com papel de filtro fluxo rapido em erlemeyer
contendo 10 g de sulfato de sodio anidro,
agitar 2 min. gentilmente e refiltrar

l

Coletar filtrado, marcar o volume e evaporar em
rotavapor ate quase a secura

J

Dissolver o residuo em 25 wL de diclorometano,
enxaguar o frasco com diclorometano e
transferir para a coluna de silica gel.

!

Lavar coluna com:

25 mL de tolueno-ac. aceético (?+1) --) descartar
25 mL de hexano --) descartar
25 mL de hexano-eter-acetonitrila (6+3+1) -~) descartar

!

Eluir as toxinas com:
40 mL de diclorometano-acetona (8+2)

l

Evaporar o eluato em rotoevaporador, ateé proximo a secura,
transferir o residuo para frasco pequeno e secar
em banho-maria sob fluxo de Np

s

3.

- Técnica utilizada:
CCD: cromatoplacas com fase estacioaria de silica gel 6@ com
0,25 mm de espessura, fase movel cloroformio-acetona-
isopropanol (B87+10+3) e éter etilico-metanol-dagua (95+4+1),
desenvolvimento bidimencional e quantificac3o wvisual ou
densitometrica.

- Toxinas determinadas pelo método:
aflatoxinas By, My (A.0.A.C., 1990), Bp, G4 e Gp (STUBBLEFIELD
& SHOTWELL, 1981)
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—.TRUCKSESS & STOLOFF (1981) e TRUCKSESS et alii (1982)

100g amostra + 400 mL cloroformio, homogenizar S min.
em velocidade moderada e deixar separar fases
em funil de separag3o (+*2 min.)

¥

filtrar com papel de filtro fluxo rapido

!

Evaporar 250 mL de filtrado e completar a secagem com Np

J

Dissolver o residuo em 5@ mL de metanol + 150 mL de hexano,
misturar {1 min. e deixar separar fases

!

Adicionar 3@ mL de metanol + cloreto de sdodio 5%
(4+6) ao hexano, agitar gentilmente, descartar o
hexano e prosseguir com a fase metandlica

v !

coletar o metanol, adicionar 6@ mL de cloreto de sddio S%,
agitar gentilmente, coletar a frac3o0 metandlica, descartar
0 hexano e agitar vigorosamente / %1 min.

l

Enxaguar o bal3o do evaporador com 50 mL de hexano e
usa-lo para desengordurar a frag3o0 metandlica precedente

¥

Coletar a fase aquosa em outro funil e descartar o hexano

Partic3o com (2X) 25 mL de clorofdrmio, descartar a
frac3o metandlica e secar em rotoevaporador a 27°C

Dissolver o extrato em 5 mL de clorofdrmio, lavar (2X)
com o mesmo volume e transferir para coluna de silica gel

J

Lavar a coluna com:
40 mL de éter-hexano (2+3) --) descartar
50 mL de diclorometano-acetona (98+2) --) descartar

d

Eluir com:
- 50 mL de clorofdormio-acetona (98+2) - AFLAB1
50 mb de cloroformio-acetona (80+2P@) - AFLAMi

¥

Evaporar o eluato ate a secura, transferir o residuo para
frasco pequeno e secar em banho-maria sob fluxo de No

4z



- 0 extrato final corresponde a 62,5 g de figado

~ Tecnica utilizada:
CLAE: fase estaciondria de octadecilsilil e fase mdvel de
dgua-metanol-acetonitrila-tetrahidrofurano 70+15+20+3) para a
determinac3ao de aflatoxicol.
CCD: fase estacionaria de silica gel 60, fase mdvel hexano-
tetrahidrofurano-etanol (70+20+10) ou clorofdrmio-acetona (8+2)
para aflatoxinas By, Bp, Gy e Gp e éter etilico-metanol-dgua
(95+4+1) para aflatoxina My

A avaliac3o dos meétodos acima descritos compreendeu as
etapas de extra¢do, precipitacio de interferentes e limpeza em
coluna. A identificac3o e quantifica¢3o foram realizadas em

camada delgada, por comparac3o visual com padrées.

3.6 Selecao de solventes para extrac3o

Os solventes de extrag3o de varios métodos publicados
na literatura foram avaliados, assim como outros de
caracteristicas semelhantes e de baixo custo:

1- Etanol comercial 96°GL

2- Etanol 70%

3- Etanol absoluto 99% P.A.

4- Acetona comercial

5- Acetona P.A. (TRUCKSESS & STOLOFF, 1979)

6~ Metanol P.A.

7- Cloroformio P.A. (STUBBLEFIELD & SHOTWELL, 1981; TRUCKSESS &
STOLOFF, 1981)

8- Diclorometano”P.A. (A.0.A.C., 1990)

3.7 Avaliac3o de precipitantes

Tendo em wvista a complexidade dos componentes de
tecidos como o figado e rins, fez-se necessdria a avaliac3o de
precipitantes para a retirada de substancias indesejaveis da
matriz, nos casos onde a seletividade do solvente de extrac3o nio
era suficiente. Os testes foram realizados com amostras de figado
bovino e os volumes utilizados foram sempre iguais em cada etapa,

a fim de permitir a comparac3o dos mesmos.

s
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~ Limpeza em eta

i- Sulfato de
2- Sulfato de
3- Sulfato de
4~ Acido tanic
S5~ Gel férrico
6- Acetato de

- Limpeza em eta

1- Ac. tanico
- Acetato de
3- Acetato de
4- Acetato de
S5- Acetato de

- Limpeza em 2 e

- Ac. tanico
- Acetato de
- Acetato de
- Acetato de
acetato de
- Gel ferric
- Gel férric
- Acetato de
- Acetato d

BT R B« S ) B SN S N £ I =N
i

cloreto de
10- Acetato d

férrico
i1~ Acetato d

de ambnio

12- Acetato de

Pa uUnica utilizando 1 precipitante

cobre 10%
Zinco 20%
ambnio 30%
0 0,5% (soluc3o alcodlica e aquosa)
(ROMER, 1975)
chumbo (acidico) 20% (TRUCKSESS & STOLOFF, 1979)

Pa unica utilizando 2 precipitantes

©,5% 7/ acetato de chumbo acidico 20Y%

chumbo acidico 20% / sulfato de ambénio 30%

zinco 20% / ferrocianeto de potassio &%

chumbo acidico 20% / ferrocianeto de potassio 6%

chumbo acidico 20% / acetato de zinco 20%

tapas empregando 2 precipitantes

©,5% / acetato de chumbo acidico 20%

chumbo acidico 20% / sulfato de ambénio 30%

zinco 20% / ferrocianeto de potdssio &%

chumbo acidico 20% / ferrocianeto de potdassio 6%
chumbo acidico 2% / Sulfato de cobre 10¥%
o / sulfato de ambnio 30%

o / sulfato de cobre 10%

chumbo acidico 20% / sulfato de zinco 20%

e chumbo acidico 20% / sulfato de =zinco 20%-
aluminio 0,5%

e zinco 12% - cloreto de aluminio ©,5% / gel
e zinco 12% - cloreto de aluminio ©,5% / sulfato

30%

chumbo acidico 20% / gel férrico
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3.8 Selecio de adsorventes para limpeza em coluna cromatografica

A necessidade de uma limpeza dos extratos posterior a
precipitacd3o de interferentes, levou & avaliac3o de uma série de
adsorventes, listados na tabela 8. Apenas AFLABL e AFLAM1 foram
utilizadas para wuma primeira triagem e, quando conseguidos

resultados satisfatorios, foram incluidas OCRA e ZEA.
3.9 Avaliacao de fases mdveis para eluic3o das colunas de limpeza
3.9.1 Eluic3o0 direta de todas as toxinas em uma unica fraczo

Diferentes combinacbes de fases mdveis e adsorventes

foram avaliadas para a limpeza dos extratos (tabela 9).
3.9.2 Eluic3o das toxinas em fracOes separadas

Uma série de solventes foram avaliados para eluir
separadamente cada micotoxina, com e sem remoc3oc previa de

interferentes da matriz, conforme mostra a tabela 10.

3.9.3 Avaliac3o de marcas de eter etilico utilizado para eluicio

de interferentes

Eter etilico P.A. de 3 marcas disponiveis no mercado
(Ecibra, Grupo Quimica e Nuclear ) foram avaliados como
componentes de fase movel para limpeza em coluna. Os solventes
testados eram deixados 48h em contato com sulfato de sdédio

anidro, para remocao da agua.



Tabela 8. Adsorventes avaliados para limpeza em coluna

cromatografica

Adsorvente Proporc¢ao % de quantidade na
umidade coluna (g)
Celite oo ______ 2,0
Celite + Carvao ativado 341 ——eee 2,0
Alumina Neutra = = —=—cec—weo 2 2,9
Alumina Neutra = = ————ae-- 3 2,0
Celite + MgO 4+1 meee—— 2,0
Celite + MgO e+i  —e——— 2,0
Alumina N + celite B+1 ——eee 2,0
Alumina N + Silica 1+2 o 2,0
Florisil —cee_- 3 2,9
Florisil  —eeeeo ) 2,0
Silica e ] 2,0
Silica e i 2,0
Silica T8 oo 0 2,0
Silica 7T  —em——— 3 2,0
Siltica e 1 4,0

{- Alumina Neutra.

2- Silica gel 6@ tratada conforme descricio da A.0.A.C. 1990

&4



Tabela 9. Fases moveis e adsorventes avaliados para a eluig3o

simultanea

e direta das toxinas

Florisil
Alumina N2

Silica+Alumina
2+1

Silica+Alumina
c+1

Silica+Alumina
c+1
Silica+Alumina

e+1

Silica+Alumina
c+1

Celite+Alumina

2+1

Silica

Silica

Silica

Umidade Fase movell
(%)
@ a+M
Q C+a+M
/)] C+4A
7/ C+A+HM
3 C+a
3 C+A+M
5 C+A
ND3 C+A+M
] C+A
i C+A
3 (C+Aa)+AT

76+20+4

8¢+20
a
&0+40

60+20+20
a
62+36+2

60+40

60+32+8
a
60+39+1

60+40
a
S6+44

60+36+4
a
60+32+8

70+30
a
g8o+20

70+30
a
80+20

(80+20)5%

{- Abreviacoes adotadas

- Acetona
- Ac. formico
- Cloroformio
- Metanol

2- Alumina Neutra

3- Ndo determinada
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Tabela 10. Selec3o de fases mdéveis para eluicdo das toxinas em

fracbes separadas.

UmidadeE _________________________________________________________
Adsory3 (%) S1 Y 53 54 SS Sé
Celite ND4 C C+A
80+20
Carviot+Celite ND (o C+A
1+3 80+20
Carv+Cel+S5i19 ND C C+a C+A C+A
1+43+2 98+2 90+10 75+25
Celite+MgD ND C C+A C+A+Af C+A
2+1 80+20 79+420+1  S50+50
a
77+20+3
Celite+MgD ND C C+A C+A C+A+M
2+1 90+10 80+20 79+20+1
a
77+420+3
Florisil 0 A+M
£0+40
Alumina o C C+A C+A+AT C+A
80+20 79+20+1  50+50
Alumina () C C+A C+A C+A+M C+A+M
90+10 80+20 79+20+14 77+420+3
Sil+Alumé 0 c C+A C+A C+A+M C+A+M
2+1 90+10 80+20 79420+1 7742043
Sil+Alum 3 T T+E C+M C+Af )
2+4 40460 95+5 95+5
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Sil+Alum 3 T C+A C+Af

e+l 80+20 95+5
Sil+Alum 3 C C+A C+A
2+4 ?0+10 75+25
Sil+Alum 3 C+4a C+A C+A T+E C+A C+A+Af
c+i 98+2 95+5 ?0+10 50+50 75+25 ?0+5+5
Silica i Ct+h T+E C+A
24+4 80+20 80+20
a a a
92+8 60+49 75425 -
Silica i C+Aa C+A C+A
99+1 25+35 Bo+20
Silica i C+A C+4a T+E C+A (C+a)+AT
99+1 9545 2+1 80+20  (95+5)sat’
Silics i C+A C+A T+E C+A (C+A)+AT
29+1 93+5 2+1 80+20 (95+5)sat
a a a a
98+2 20+10 3+2 75+25
Silica i C+A T+E C+A (C+A)+AT
@7+3 50+50 75425 (95+9)sat
a
90+10
Silica i C+A C+A T+E (C+A)+AT
98+2 75+25 c+1 (95+35)sat
Silica i C+E+H C+A (C+A)+Af
1+4+4 754235 (75+25)4%
a
j+2+1
Silica i C+A T+E H C+A (C+A)Y+AT
@7+3 60+40 80+20 (90+10)sat
Silica i C+A C+A H+E C+A
?9+14 25+5 60+40 80+20
a a a a
98+2 24+6 50+50 75+25
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Silica i T+E C+A (C+A)+AT
3+2 80+20 (95+5)4%
a a a
2+1 75+25 (75+25)4Y%
Silica 1 D+H C+A (C+A)+AT
3+1 75+25 (75+25)4Y%
Silica 1 T+E C+A (C+A)+AT
3+2 80+20 (?5+5)sat
a a
1414 75+25
Silica 1 T T+E C+a C+i{
4+6 80+20 Q6+4
Silica 1 T T+E C+M C+af
4+4 97+3 96+4
a
7+3
Silica 1 T+Aa H H+E+A C+aA
4+6 6+3+1 80+20
Silica i fia C+af
96+4
i - Abreviacbes adotadas: 2 - Percentagem de umidade
A - acetona 3 - Adsorventes utilizados na coluna
Af - ac. formico
Aa - ac. acetico 4 - N3o determinada
€ - cloroformio
D - diclorometano- S - Carvdo + Celite + Silica
E - éter etilico
H - hexano 6 - Silica + Alumina
M - metanol
T - tolueno 7 - Saturado
3.10 Remoc3o de lipideos

Foi avaliada a necessidade da remo¢30 dos lipideos e
materia graxa em etapa preévia a partic3o com clorofdrmio.
de 50 mL

em funil de separac3o agitado por 3 minutos.

toda

desengorduramento constou duas partigOes com de

n-hexano,
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3.11 Avaliac3o de sistemas de limpeza alternativos

3.11.1 Sistema especifico para zearalenona

Um sistema de 1limpeza do extrato clorofdrmico, Jja
clarificado, foi testado. - Compreendeu particdes com NaOH ©@,SN,
seguido de descarte da fase organica. O pH da fase aquosa fo1
corrigido para * 3 e feitas duas particOes para clorofdrmio,
descartando-se agora a fra¢3o aquosa. O clorofdrmio foi evaporado
em banho-maria sob fluxo de Npo, até a secura, e o extrato

resultante destinado a cromatografia em camada delgada.

3.11 .2 Sictema especifico para ocratoxinz A

Testes de limpeza em coluna exclusiva para a
purificacd8o da OCRA foram realizados. Primeiramente foi feita a
avaliacao da limpeza em coluna de alumina neutra com 7 e 15% de
umidade, eluidas com metanol e clorofdrmio-3ac. férmico (95+5). A
segunda tentativa consistiu de uma coluna de silica gel 60,
previamente lavada com metanol e cloroformio, ativada por i hora
105°C. O extrato foi dissolvido em clorofdrmio, transferido para
a coluna e o0s 1interferentes retirados por lavagens com
cloroformio-piridina (99+1) e hexano-éter etilico anidro (1+1).
Posteriormente a OCRA foi1 eluida com clorofdrmioc-acetona-ac.

formico (95+3+2)

0 procedimento adotado no item 3.11.14 também foi
utilizado para OCRA, além de wuma modificac3oc do mesmo,
substituindo o NaOH @,35N e o HC1 ©,5N por NaHCO3 ©,iIN e 3ac.

formico 9%9%, respectivamente.
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3.12 Selec3o de fases moveis para desenvolvimento em cromato-

grafia em camada delgada

- tolueno-acetato de etila-clorofdrmio (10+5+5)(GIMEND, 1979)
- tolueno-acetato de etila-clorofdrmio (10+4+4)

- éter etilico

- cloroformio-acetona-isopropanol (87+10+3) (A.0.A.C., 1990)
eter etilico-metanol-dgua (95+4+1) (TRUCKSESS et alii, 1982)
- tolueno-acetato de etila-ac. formico B&Y% (40+40+0,5)

- tolueno-acetato de etila-dc. fdrmico Bé% (40+30+10)

- tolueno-acetato de etila-ac. formico B6% (60+40+5,5)

- tolueno-acetato de Etila-3ac. fdrmico 84% (50+50+0,5)

0 ® N B W N e
t

eter etilico-hexano-acetato de etila (25+50+25)

[
[\~
f

eter etilico-hexano-acetato de etila (25+40+15)
benzeno-3ac. acético (90+10) (A.0.A.C., 1990)

benzeno-ac. acético (95+5)

[ oaal — L -
£ W N e
L ) 1 |

cloroformio-metanol-hexano (128+2+7)
tolueno-clorofdormio-acetona (15+75+19) (GIMENO, 1979)

tolueno-acetato de etila (50+59)

s
o~ w
i 1

3.13 Teste de rusticidade

Verificou-se a sensibilidade do método a pequenas
modificacOes das condicdes e reagentes, utilizando-se o modelo
sugerido por Youden (WERNIMONT, 1985). 0 primeiro passo foi
estabelecer os fatores que poderiam influenciar os resultados,
fixando para cada um deles uma condi¢c3o0 basica e outra

alternativa (tabela 11).

gk}
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Tabela 11. Condicfes basicas e alternativas avaliadas no teste de

rusticidade

Condicao

Variaveis Basica Alternativa
A - Volumes de CHCl3 na partic3o (mL) 30/20/15 30/30/30
B - Umidade da silica da coluna 1% 3%
C - Quantidade de silica na coluna 2,0g 3,09
D - Qualidade (marca) da acetona Merck Ecibra
E - Umidade do eter etilico oY 1%
F - Tipo de empacotamento da coluna com CHCl3 Seco
6 - Volume de acetato de chumbo 20% 80 mL S5¢ mbL

As variaveis foram combinadas de oito maneiras
diferentes, de acordo com o esquema que se segue, onde as letras
maidsculas representam as condic¢cdes alternativas, as demais

condi¢d0es permanecendo basicas.

1- Todas as condicdes basicas

2- A+ B +C+F

3- A+ C +D+6

=
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3.14 Metodologia proposta

- Extrac3o e limpeza

100g de amostra + 1@ mL de cloreto de
sodio saturado - dc. citrico 20%
+ 292 mL de metanol

Homogenizar em liquidificador
4 min./ velocidade baixa

Centrifugar o homogenizado
a 3000 r.p.m./4S min.

WV
Coletar o sobrenadante e
desprezar a fase sdlida

\ 4
Separar uma aliquota* de 275 mL +
80 mL de acetato de chumbo 20% +

45 mbL de 3gua + 5@ mL de Celite

i

Agitar e deixar em repouso / 10 min.

l Filtrar

Coletar 302 mL de filtrado e
adicionar 100 mL de 3gua destilada

y

Fazer 3 parti¢des para clorofdrmio
(30/20/15 mL) e combinar os extratos

J

secar a vacuo /40°9C e completar
a secagem sob fluxo de Np

% Nas extracoes de rins, recomenda-se coletar todo o sobrenadante, adicionar 80 mL de acetato de
chumbo 20% e uma quantidade de agua suficiente para completar 400 mL de volume final.

s
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- Limpeza em coluna de silica
i{- Empacotamento

Na parte inferior da coluna introduzir um chumago de 13
de vidro e a seguir ench®-la-até a metade com clorofdrmio.
Rapidamente adicionar a coluna 2,0 g de silica gel 60 dispersa em
* 10 mL de clorofdrmio e repetir a opera¢cao com o clorofdrmio
coletado da propria coluna, até que toda a silica tenha sido
transferida.Deixar os sdlidos se depositarem e a seguilry adicionhar
2,0 g de sulfato de sddio anidro granulado, evitando que a coluna

seque .

2- Eluig¢3o

Dissolver o residuo em 15 mL de cloroformio
e transferir para a coluna

|

Lavar o frasco com duas porcoes de 1@ mL de cloroformio e
transferir para a coluna, assim que a frag3o anterior
tenha atingido o topo do sulfato de sddio.

Lavar a coluna com 3¢ mL de clorofdrmio-acetona
(99+1) e desprezar

y

Eluir ZEA e AFLABL com 5@ mL de clorofdrmio-acetona (94+6)
e coletar em bal3o de fundo redondo (Frac3o B)

!

Lavar a coluna com 5@ mL de hexano-éter etilico
anidro (1+1) e desprezar

|

Eluir AFLAMi com 5@ mL de clorofdrmio-acetona (8+2) e
coletar em bal3ao de fundo redondo (Frac3o D)

J

Reduzir o volume das fracbes B e D,
transferir para frasco Ambar e secar
em banho-maria B@°C sob fluxo de Np

8]
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- Cromatografia em camada delgada

0 residuo das fracdOes B e D devem ser redissolvidos em
benzeno e benzeno-acetonitrila (9+1), respectivamente, e agitados

em ultrassom por 25 segundos.
i- AFLABY e ZEA

Em wuma placa de silica gel, aplicar de 1 a 10 PL dos
padrBes das micotoxinas, a intervalos de ©,7 cm. Os pontos de
aplicacac devem distar 1,5 cm da margem inferior e 1,¢ cm das
laterais. No centro da placa, intercalando os padres, aplicar 15
f“‘ da frac3o B redissolvida, conforme descrito anteriormente.
Desenvolver a placa em hexano-éter etilico anidro-acetato de
etila (60+25+15), para separar a ZEA, deixe secar e observe na
camara ultra-violeta a 254 nm. Desenvolva a mesma placa em
tolueno-acetato de etila-3dcido formico (40+40+0,5) e quantifique
a AFLABy a 366 nm. Se necessario, desenvolver a mesma placa em

éter etilico, para separar os interferentes.
2- AFLAM1

Proceder conforme item i, aplicando agora a frac3o D,
desenvolver a placa em éter etilico-metanol-dagua (95+4+1) e
avaliar a 3646 nm. A placa pode ser novamente desenvolvida em
cloroformio-acetona-isopropanol (87+10+3), se persistirem os

interferentes.
3.15 Limites de deteccio

Para a determinac3o do limite de detecc3o de cada
toxina realizou-se a extrag3o de uma amostra n3o contaminada e o
extrato seco {01 redissolvido em 200 FL de benzeno ou benzeno-

acetonitrila (2+1). Uma sequéncia de manchas de cada padr3c foi



aplicada em uma placa de silica gel, a partir do limite de
deteccdo do padr3o puro a intervalos de volume de 1 FL' Sobre
cada mancha do padrao, aplicou-se 15 yL de amostra. As placas
foram desenvolvidas nas fases mdveis adequadas a cada micotoxina,
deixadas secar e observadas em camara ultra-violeta com ondas

longas ou curtas.

Para ZEA tambem foi avaliado o limite de detec¢3o apds

revelacdo com A1Cl3 20% em etanol 75%.
3.16 Teste de recuperacio
3.16 .1 Procedimento

A recuperac3o do método proposto foi avaliada pela
analise de amostras de figado bovino, em duplicata, fortificadas
artificialmente a 7 diferentes niveis de cada toxina (tabela 12).
A fortificac8o foi feita a partir das solu¢cbes de trabalho,
adicionadas no copo do liquidificador juntamente com a amostra e
seguida de homogeneizacdo por 3@ segundos. Apds um repouso de 5
minutos Prossegulia-se a extrac3o. Todos os tecidos foram
submetidos a andlise prévia para a constatac3o da auséncia de

quantidades detectaveis das toxinas analisadas.
3.16.2 Tratamento estatistico

A partir das quantidades de toxina adicionadas e
detectadas pelo método proposto, foram obtidas as respectivas
equacbes da reta para AFLAB1, AFLAMi e ZEA. A oscilac3o das
determinacBes individuais foi avaliada de acordo com o esquema
proposto por WERNIMONT (1985). As recuperacoes esperadas, para
determinacOes em cada nivel avaliado, foram calculadas com base
nas equacdes anteriormente obtidas. A subtrac3o dos resultados
esperados dos obtidos na pratica permitiriam o conhecimento das

disperstes das medidas.

<3
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Tabela 12. Niveis de contaminac¢3o utilizados para os testes de

recuperacao do metodo proposto

Niveis (ng/g)

ZEA AFLAB1 AFLAM1
42,9 1,24 i,20
28,6 i,12 i,08
18,4 0,83 0,72
14,3 ©@,56 0,60
ie,2 0,41 0,54
10,7 0,31 2,36
7.2 0,21 @,27

A recuperac¢cid3o média, desvio padr3c e o
coeficiente de wvariag3o foram calculados para cada toxina. A
andlise de wvaridncia "one-way' foi utilizada para determinar a
existéncia ou n3o de diferencas nas recuperacdes, decorrentes dos
diferentes niveis de contamina¢30 avaliados. Nos casos onde
existiu diferenca significativa, utilizou-se o valor do desvio
padrio corrigido para o calculo dos novos coeficientes  de

variacio.

3.17 Comparacao com o metodo da A.0.A.C. (1999)

Foi feita wuma comparac3o na recuperac3o do método

proposto com o método oficial da A.0.A.C. (199¢), utilizando
amostras em duplicata, de figado (bovino, suino e de aves) e
rins (bovino e suinon) . Simultaneamente verificou-se a

aplicabilidade do método proposto para a andlise de ZEA nos

tecidos anteriormente descritos.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliac3io dos métodos disponiveis

A avaliac3o dos métodos selecionados foi realizada com
material e reagentes disponiveis no mercado, sem purificacles
adicionais e nas condi¢des da rotina diaria de um laboratodrio
simples. Este fato poderia explicar as diferencas observadas
entre o0s resultados obtidos e aqueles fornecidos pelos autores,
que possivelmente trabalharam em condicBes diferentes. A
metodologia proposta por STUBBLEFIELD & SHOTWELL (1981 e 1982) e
A0 A.C. (1990) foi a que proporcionou os melhores resultados
quanto a limpeza do extrato em camada delgada. Um aspecto
negativo observado neste método foi a volatilidade do
diclorometano, que dificultou as extractes em dias de temperatura
elevada. 0O método apresentou variacOes na recuperacio, que era
baixa quando utilizado éter etilico de determinadas marcas, como
componente da fase mdvel para limpeza em coluna. Este resultado
sugere que a pureza,deste solvente € de grande importancia. Os
demais metodos mostraram-se bastante trabalhosos e resultaram em
extratos com grande quantidade de interferentes, que dificultavam
a visualizac3o das manchas e consequentemente a quantificac3o das
micotoxinas. Nesse sentido, a limpeza foi o fator <crucial' na
metodologia de GREGORY & MANLEY (1981, 1982), onde a presenca de
interferentes, apesar da precipitacao de proteinas com sulfato de
amdnio e acetato de chumbo anteriormente a passagem pela coluna
de silica, impossibilitou a comparac3o das manchas fluorescentes.
0 clorofdrmio utilizado na extrac3o de TRUCKSESS & STOLOFF (1981)
e TRUCKSESS et alii (1982) foi um fator limitante, pois levava 3
formac3o de uma emuls3o que retardava a analise e diminuia o

volume do extrato final coletado.
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4.2 Escolha do solvente para extracio

Dos solventes avaliados (tabela 13), o metanol foi o
que apresentou o melhor conjunto de caracteristicas. Apesar de
exigir a centrifugac3o para a separacao dos sdlidos ele permite
a eliminac3o posterior de interferentes em uma etapa de
precipitac3o. Por ser um solvente hidrofilico, tem um maior poder
de penetrac3o nos tecidos e permite uma extracio mais eficiente
do que com solventes n3o aquosos (VAN EGMOND & PAULSCH, 1986). A
solucdo de cloreto de sddio saturado-3acido citrico 20%,
anteriormente utilizada por NGILORITI & KROLL (19%@), foi
introduzida com a finalidede de romper interacdes entre as
toxinas e componentes dos tecidos, mas também para prevenir a
emulsificacd3o. Algumas observacdes praticas contribuiram para a

exclus3o dos demais solventes avaliados. O cloroformio, conforme

comentado no 1item 4.1, levava a forma¢3o0 de emuls3o. J3 o
diclorometano, devido a grande wvolatilidade, dificultava o
trabalho em dias de temperaturas elevadas e proporcionava
extratos que necessitavam de limpeza em coluna, ate entido
indesejada. Quando esta coluna era empregada, notou-se que a ZEA
eluia Juntamente com grandes quantidades de interferentes,
inviabilizando a anadalise simulti3nea com as outras toxinas. A

utilizac3o do etanol foi descartada em vista da grande quant idade
de interferentes que persistiam apos a precipitacio das
proteinas, além da formac¢3o de emulsSes que reduziam o volume do

extrato final obtido.

4.3 Purificacio do extrato

4.3.1 Preciritac3o das proteinas

A extracao dos tecidos «com metanol permitiu a
introduc3o de uma etapa de precipitac3o das proteinas da matriz,
eliminando grande parte dos interferentes que prejudicavam a

quantificac3o das toxinas em camada delgada. O acetato de chumbo
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20% foi o que proporcionou os melhores resultados (tabelas 14, 15
e 16) para a limpeza dos extratos de tecidos animais. Discordando
dos resultados obtidos por TRUCKSESS & STOLOFF (1979), a
precipitacao das proteinas com acetato de chumbo 2%,

individualmente », foi mais eficiente do que quando em combinac3o

com o sulfato de amOnio em uma mesma etapa. A capacidade de
liberacao de conjugados hidrossoluveis de aflatoxinas com
componentes da matriz (no caso ovos) (MICCO et alii, 1987,

tambem contribuiu para a escolha do acetato de chumbo dentre os

outros precipitantes.

Tabela 13. Sele¢ci3ao de solventes para extrac3o

Solvente! Procedimento Separagzo dos Precipitacao Limpeza do
para extragdo solidos da matriz  das proteinasC extratod

Acetona HL4/4 min. Fyd 56 + 44

Acetona comercial HL /4 min. FV ) + 0+

Clorofdraio A’ /30 min. F8 N - -

Diclorometano A /30 min. F N -

Etanol 99X . HL /4 min. cio S +44

Etanol 70% HL /4 min. c S + 4

Etanol comercial HL /4 min. c S + 4

Metanol HL /4 min. C S + 44+

1 - Todas as amos;;;s foram homogenizadas co;-;;—;L de cloreto de 56;;;-;;;;;;;;:;;T citrico

20% anteriormente a extrac3o, computados no volume final quando necessario.

Utilizado o acetato de chumbo 2% acidico (TRUCKSESS & STOLOFF, 1979)

- A escala utiliza o sinal (-) para indicar extratos sujos e o sinal (+) para expressar os de
boa qualidade.

- Homogenizacao em ligquidificador 2 baixa rotacio

- Filtrag3o a vacuo

- Utilizada a precipitag3o de proteinas

Agitacdo em erlenmeyer hermeticamente fechado

- Filtrac3o simples em papel

- 0 solvente nao requer a etapa de precipitacio de proteinas

@ - Centrifugacdo a 3000 rem/15 min.

wrn
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Tabela 14. Avaliac80 da precipitacio em etapa uUnica utilizando um

precipitantel

Limpeza

do filtrado

Limpeza do

extrato na CCD

- —— o — " {1 (o Vo o = o - -t — . T~ _ —— o —————

CuS04 10%
(NHg) 2504 20%

Ac. tanico ©,5%2
PbOAc acidico 20%

Gel Ferrico
ZnS0,4 20Y%

1 - A avaliac3o foi realizada com 156 mL de extrato etandlico
de figado (509 de amostra + 270mL de etanol 94% + 3¢ mL de
tloreto de sodio-Ac. Citrico 20%) + 150 mL de precipitante

2 - solucdo em etanol 96%

3 - etapa ndo realizada

Tabela 15. Avalia¢30 da precipitagc3o em etapa unica utilizando 2

precipitantes!

Precipitantes

1

2

limpeza do extrato
na CCD

limpeza
Ci/Ce do filtrado

dc. tanicoiC
Etanol 96X

Ac. tanico??

Ac. tanico?

PbOAc acidico 2@X
PbOAc acidico 20%
dc. tanicol

Pb0Ac acidico 20%
PbDAc acidico 20X
ac. tanico?

dc. tanicof

InDAc 20X

PbOAc acidico 20%
Pb0Ac acidico 20%

Pb0Ac acidico 20%
PbOAC acidico 20X
PbOAc acidico 20%
PbOAc acidico 20%
He0
Ho0
Pb0OAc acidico 20%
(NHg 2S04 30%
(NHg) 2504 30X
PbOAc acidico 20%
Pb0Ac acidico 20%
KaFe(CN)g &%
KpFe(CN) 4 6%
Zn0Ac 20¥%

75/ 263 +44 + 44

75/203 + 4
130/203 + 4
50/100 + ¢+
75/75 +
75175 .- + +
75/75 -
50/100

100/50 ++
75/75 + 4
75175 -
75/75

75/75

1+ o+

=
o

U C IR B T S Y S

=
<]

! - A avaliacio foi realizada com 150 mL de extrato etandlico de figado (509 de amostra + 270amL
de etanol 96X + 30 mL de cloreto de sodio-ac. citrico 20%) + 75 mL do precipitante { + 75 mL
do precipitante 2 ---) coletados 156 ml para particao com cloroformio

oW
1

- solugdo a 0.5% em etanol 96%
- volume total completado para 75 aL com 55 smbL de agua destilada
soluc3o aquosa a 0.5%
- etapa nao realizada

-
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Tabela 16. Avaliac3o de precipitaciao em duas etapas utilizando

dois precipitantes!

Precipitantes Volume limpeza limpeza do extrato

{ e Ci/€2 do filtrado na CCD
Ac. tanicol PbOAC acidico 20% 150/203 + T
Zn0AC 20X KoFe(CN)g 6% 100/100 + NR2
PbBAc acidico 20% KaFe(CN) ¢ 6% 100/100 ++ 4 + 44
PbOAc acidico 20% (NH4) 2S04 30% 100/100 + + 4
PbOAc acidico 20% CuSO4 30% 100/100 + 4+ + 4+ 4
Gel Ferrico (NH4) 2504 30% 100/100 + -
Gel Ferrico CuS04 30% 100/100 t 4+ + 4
PbOAc acidico 20¥% InS04 30% 100/100 + +
PbOAc acidico 20% InS04 30%-AlCi3 ©.5%  100/100 + +
PbOAC acidico 20% InS04 30%-A1C15 €.5%  100/100 + + o+
InBAc 12%-A1C15 ©.5% Gel Ferrico 100/1090 + 0+ +
Zn0Ac 124-A1C13 0.5% (NHg) pSO4 30X 100/100 + -
PbOAc acidico 20% Gel Ferrico 100/100 + -
PbOAc acidico 20% (NHg)2504 30% 100/100 + 4+ 4

1 - A avaliagdo foi realizada com 156 mL de extrato etandlico de figado (509 de amostra + 270mL
de-etanol 6% + 30 mL de cloreto de sodio-ac. citrico 20%) + 100 mL do precipitante { ---)
filtrado ---) 150 mL de filtrado + 10@ mL do precipitante 2 ---) coletados 206 mL para
partic3o com cloroformio

2 - solucdo aquosa
3 - volume total completado para 156 mL com 130 mL de agua destilada

4.3.2 Desengorduramento

Durante os testes de solventes para extrac3o, utilizou-
se a particdo com hexano para o desengorduramento do extrato.
Porém, mais tarde, esta etapa foi considerada desnecessaria,
devido a introducd3o da fase de limpeza em coluna de silica. A
retirada dos interferentes de menor polaridade passou a ser feita
na pPropria coluna, diminuindo o tempo e o consumo de solvente

por analise.

(RN



4. 4 Avaliac3o de limpeza em coluna

4. 4.1 Selecao de adsorventes e fases moveis

ApOs uma exaustiva serie de testes de limpeza com
precipitantes, foi decidida a wutilizac3o0 de uma coluna
cromatografica, jJa que o0s resultados ateé ent3o obtidos eram

insatisfatdrios para a aplicacZo direta dos extratos na placa.

Na selecZo do adsorvente e fases moveis, s silica gel
6@ {foi1i escolhida por proporcionar extratos bastante limpos e
permitir a separacao de AFLAB1, AFLAM1 e ZEA em uma mesma coluna.
As principals caracteristicas <que 1impedivam a utilizac3oc dos
demais adsorventes avaliados est3o listados na tabela 17. As
combinacOes de adsorventes, variacOes de umidade e quantidade
presente na coluna foram ineficientes para a limpeza dos extratos

nas condicdoes utilizadas.

Tabela 17 . Caracteristicas dos adsorventes avaliados

Adsorvente caracteristica

Florisil forte adsor¢3o das aflatoxinas

Silica+Alumina baixa recuperacio de AFLAM1
(2+1)

Celite+Alumina baixa recuperacao de AFLAM1
(2+1)

Celite baixa seletividade

Carvio+Celite adsorg3o irreversivel
(1+3)

Carvao+Celite+Silica forte adsorc¢3ao das aflatoxinas
(1+3+2)

Celite+Magl baixa seletividade e fluxo lento

(e+1)



Na escolha da fase movel foi observado que a eluigio de
todas 'as toxinas em uma unica etapa prejudicaria a sensibilidade
do método. A complexidade da matriz, assim como a diversidade das
estruturas quimicas das toxinas tornavam necessiario o emprego de
solventes diferentes. Nos testes de fases moveis foram feitas
diversas combinacOes de solventes, assim como ajustes de
polaridade e volume. Para a eluic3o de ZEA e AFLABY foi escolhido
cloroformio-acetona (24+46)(50 mL). Uma eluicd3o prévia dos
interferentes de menor polaridade deve ser feita com clorofdrmio-
acetona (98+2)(30 mL), a fim de melhorar a visualizac3oc de ZEA.
As substdncias que interferem na andlise de AFLAMi podem ser

retiradas da coluna com a mistura eter etilico-hexano (1+1)(50

mbL), seguida da elui¢g3o da toxina com clorofdrmio-acetona
(8+2)(5@0 mL). A andlise simultanea de OCRA n3o foi possivel, ja
que interferentes com fluoresceéencia e caracteristicas

cromatograficas semelhantes eluiam junto a toxina em solventes
com carater dcido. A eluic3o precoce e parcial de OCRA também foi
notada com misturas contendo 2% ou mais de acetona em
clorofdormio. Somente com solventes acidos era possivel retirar

toda a toxina da coluna.

4.4.2 Avaliac3do das marcas de eter etilico

Nos testes das fases modveis, foi observada variac3o no
comportamento das toxinas quando mudada a marca do éter etilico,
mesmo sendo idénticas as caracteristicas especf?icadas pelos
fabricantes. Das marcas avaliadas, o eter da Grupoquimica foi o
que proporcionou melhores resultados, a julgar pela quantidade de
interferentes eluidos da coluna. 0 éter das outras marcas
apresentaram~-se mais polares, talvez pela presenca de impurezas,
C que em alguns casos resultou a eluic3o precoce da AFLAM1.
Dentre os fatores <que poderiam aumentar a polaridade do éter
estdo o0s residuos de etanol (SCOTT, P.M. comunicac3o pessoal),

resultantes de uma destilag3o deficiente.

o
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4.5 Sistemas de limpeza alternativos

4.5.1 Zearalenona

As recuperacoes obtidas a partir de tecidos
fortificados de 8,3 a 16,6 ng/g, variaram entre 50 e 80%. Porém,
0os interferentes que persistiam ao final do processo ainda eram
muitos, maiores do que quando a limpeza era vealizada em coluna
de silica. Estes resultados contribuiram para que a etapa de

limpeza em coluna fosse mantida no método proposto.

4.35.2 Ocratoxina A

A determina¢3o0 simultanea incluindo OCRA, apesar dos
indmeros testes, n3o foi conseguida. A presenca de interferentes
e a baixa recuperagdo, aliada as limitagOes impostas pelas demais
micotoxinas, foram 0s pPrincipais problemas. Esgotadas as
possibilidades foi tentado o aproveitamento parcial do

procedimento analitico, utilizando-se apenas uma etapa de limpeza

especifica, para permitir a quantificac3oc de OCRA. Porém, os
recsultados obtidos com os sistemas alternativos foram
insatisfatorios. Inicialmente a 1limpeza em coluna de alumina

neutra ndo permitiu recuperagcdes maiores do que S0% ao nivel de
3,4 ng/g, aléem da ocorréncia de muitos interferentes na placa,
situados muito proximos a OCRA. Nos testes de limpeza que
utilivam particbes para NaOH ©,5SN, observou-se a total degradacio
da OCRA. A teécnica para limpeza empregando parti¢cdes com
bicarbonato de sodio resultou em extratos limpos, porém podia ser
observada a presengca de produtos de degrada¢gio. A baixa
recuperacao da OCRA (abaixo de S0% ao nivel de 6,6 ng/g) e a
formagao de emulsio, quando utilizada a limpeza com bicarbonato,
est30 em concorddncia com as observacBes feitas por SCOTT et alii
(1991) . A recupera¢ao apos limpeza em coluna de silica, onde os
interferentes eram vretirados com clorofdrmio-piridina (99+1),
também foi considerada baixa (abaixo de 50% 2o nivel de 150 a 200

ng/a). Todavia, a excelente limpeza dos extratos e auséncia de

b6



manchas de degrada¢30 sugerem a aplicag3o deste sistema de
limpeza para uma triagem de tecidos suspeitos de contaminac3o,

considerando sempre a baixa recuperagao oferecida.

4.6 Selecdo das fases moveis para cromatografia em camada delgada

A camada delgada foi sem duvida a op¢30 de menor custo,
todavia outras vantagens apoiam a sua utiliza¢io. Entre elas esta
a possibilidade de analisar varias amostras simultaneamente, que
com o desenvolvimento muiltiplo permite também a andalise de AFLAB1
e ZEA em uma mesma placa. Uma confirmag3o na propria placa também
e uma op¢ca3o oferecida pela técnica. As fases mdveis foram
avaliadas principalmente pela capacidade de separac¢lo dos
interferentes da matriz, sendo na maioria das vezes muito dificil
de observar a toxina em meio ao material estranho. A tabela 18
apresenta uma triagem feita para a escolha de solventes para

separacao de ZEA.

Tabela 18. Triagem de fases moveis para a separagao e

quantificac3o de ZEA

Fase movel Limpeza do extratol
Tolueno- EtOACE (1+1)  ~~ 777 TTTTTTTT v+ + T
Hexano—-eter etilico-EtOAc (50+25+25) + +

Benzeno-ac. acetico (95+5) -

Benzeno-ac. acetico (90+10) -

Cloroformio-metanol~hexano (7+0,1+0,4) - -
Tolueno-clorofdrmio-~acetona (1,5+7,5+10) +

Tolueno-Et0Ac-clorofdrmio (10+5+5) + +
Tolueno-EtOAc-cloroformio (1@+4+4) + o+

{ classificacdo do solvente quanto a sua capacidade de separar a toxina de interferentes
provenientes da matriz; os sinais + e - indicam uma maior ou menor eficiencia, respectivamente.
2 Acetato de etila

-
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Na tabela 19 s30 descritos os fatores de retenclo

obtidos com as fases moveis avaliadas para cada toxina

Tabela 19. Avalia¢3o de fases moveis para separag3o e quanti-

ficac3ao de micotoxinas em extratos de figado bovino

Fase Fator de retencio (Rp)!

MOVEIE e

AFLAB1 AFLAM1L OCRA ZEA

1 0,01 -——— -—- %,51

2 — ——- -—— 0,43

3 —=- --- -—- 0,44

4 0,23 N 0,51 -

S %,25 0,13 0,47 0,61

6 - --- 2,35 -

7 0,10 S 0,28 —_—

8 0,90 0,36 - _——

? -—- ©,63 -— ———

9/8 0,95 ©,74 -— —

8/9 0,96 ¢,70 - -

7/10 9,39 —-——— _— -

177 0,13 -—- ' -——= 9,88

177710 0,38 -—- —_— -

{- Desenvolvimentos realizados em cubas nao saturadas e a temperatura ambiente

2- Composicao:
(1) Hexano-éter etilico-acetato de etila (40+25415)
(2) Hexano-éter etilico-acetato de etila (5+1045)
(3) Tolueno-cloroformio-acetona (15+75+10)
(4) Tolueno-acetato de etila-ac. formico (460+40+45,5)
{5) Tolueno-acetato de etila-ac. formico (60+30+19) -
(6) Tolueno-acetato de etila-ac. formico (50+50+8,5)
(7) Tolueno-acetato de etila-ac. formico (60+40+90,5)
(8) Cloroformio-acetona-isopropanol (87+10+43)
{9) éter etilico-metanol-agua (95+4+1)
(16) gter etilico
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4.7 Teste de Rusticidade

No teste de rusticidade foi possivel identificar quais
os pontos mais sensivels as variacOes de condicbes e reagentes.
Com base nos resultados obtidos foram adequados volumes e
condi¢cBes para a melhor performance do método desenvolvido. A
tabela 20 apresentada as recuprperacoes absolutas obtidas,
utilizando diferentes combinagBes das condi¢cOes alternativas

avaliadas.

Pela subtrac3o da média dos resultados que possuiam uma
condic3o alternativa em comum, da meédia dos demais resultados,
foi possivel isolar o efeito individual exercido por cada
condic3o avaliada (tabela 21). Este procedimento possibilitou o
conhecimento da intensidade de cada fator em relag3o aos demais.
Quando tais fatores foram colocados na ordem decrescente de
influéncia (Tabela 22), verificou-se diferentes pontos criticos

para cada toxina.

Os fatores de maior importancia para AFLAB1 e ZEA <30
aqueles que permitem o aumento da quantidade de interferentes da
matriz, como € o0 caso do aumento do volume do clorofdormio na
partic3o0 e a diminuic3o do volume de precipitante acetato de
chumbo 20%. Tambeém influenciam na recuperagao destas toxinas o
aumento da quantidade de silica na coluna e a diminui¢io da
atividade do adsorvente, que refletem diretamente na quantidade

de interagOes entre toxina e adsorvente, pricipalmente para AFB1.
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Tabela 20. Recupera¢coes absolutas utilizando diferentes combina-

cO0es de fatores (teste de rusticidade).

Condicdol AFLAB1 AFLAM1 ZEA
Basica 90 73 87
(ABCF) 78 68 78
(ACDG) 73 29 87
(ADFG) 82,5 58 78
(AECG) 68 68 73
(BDEG) 87 58 87
(BCEF) 87 68 87
(BDEF) 82,5 39 78

Variaveis Condigdo

Basica Alternativa

A - Volumes de CHC13 na particdo (mL) 36/20/{5 306/30/30

B - Umidade da silica da coluna 1% 3%
C - Quantidade de silica na coluna 2,09 3,09
D - Gualidade (marca) da acetona Merck Ecibra
E - Umidade do éter etilico '} 1%

F - Tipo de empacotamento da coluna com CHC13 Seco
G - Volume de acetato de chumbo 20% 80 ml 50 al




Tabela 21. Individualiza¢3o0 da influéncia das condi¢Bes avaliadas

no teste de rusticidade)

Condigcao
alternativa B M1 ZEA
Volumes de CHCl3 na particdo -11,25 -3,75 -5,75
Umidade da silica da coluna 5,25 8,75 1,25
Quantidade de silica na coluna -9,00 1,25 -1,25
Qualidade (marca) da acetona 2,50 -23,25 1,25
Umidade do éter etilico 0,25 1,25 -1,25
Tipo de empacotamento da coluna 3,00 1,25 -3,25
Volume de acetato de chumbo 20% -6,75 -8,75 -1,25

Tabela 22. Ordem de influéncia das varidveis avaliadas no teste

de rusticidade

Toxina Ordem de influéncia das variaveisl
ZEA A > F = B = € = D = E = 6
AFB1 A ? C ) G Y B > F > D > E
AFM1L D > B = G ) A > C = E = F

{- Variaveis:
A - Volumes de CHC13 na particao
B - Umidade da silica da coluna
C - Quantidade de silica na coluna
D - Gualidade (marca) da acetona
E - Unidade do éter etilico
F - Tipo de empacotamento da coluna
6 - Volume de acetato de chumbo 20X
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A recuperacao da AFLAML é grandemente afetada pela
qualidade da acetona que, devido a presen¢ca de impurezas, pode se
tornar demasiadamente polar. 0 aumento da polaridade pode
permitir a eluig3o precoce da toxina, em etapas onde apenas 0sS
interferentes deveriam ser eluidos. A atividade do adsorvente e a
tapa de precipitag3o dos interferentes com acetato de chumbo 20%
sao de grande importadncia para todas as toxinas, principalmente
para AFLAM1. No primeiro caso a menor atividade pode permitir a
elui¢cao precoce da AFLAML, ja a diminui¢3o do volume do acetato
de chumbo 20% resulta em extratos sujos, onde a visualizag3o de
manchas prejudica a sua quantificac¢io. Todos os fatores
avaliados, excluindo a qualidade da acetona, foram padronizados
na condi¢c3o mais adequada, para obter uma melhor performance do
metodo. Mesmo uma metodologia rustica requer condicbes minimas de
trabalho, ainda mais quando se trata de determincdes de baixos
niveis e que utilize cromatografia em coluna. Em vista da grande
varia¢c3ao na qualidade da acetona, € recomendavel um teste de cada
lote wutilizado e, se necessario, a padronizac3ao e adaptacao dos

volumes para uma marca determinada.

A polaridade do clorofdrmio, utilizado nas etapas da
cromatografia em coluna, reflete diretamente na recupera¢3o das
toxinas. Quando utilizado clorofdormio estabilizado com 1% de
etanol, wverificou-se a elui¢3o precoce da AFLAMi, inviabilizando
até a utilizac¢3o desta variavel no teste de rusticidade. Em vista
disso € recomendado o0 uso de clorofdrmio estabilizado com
amileno, disponivel no mercado e de custo acessivel. Os
resultados anteriormente discutidos vém de encontro com a
observacao feita por STUBBLEFIELD & SHOTWELL (1981), que também
utilizaram o clorofdormio na fase movel da cromatografia em

coluna.
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4.8 Recuperacio em diferentes niveis

4.8.1 Resultados

As recuperacOes obtidas através da extrac3o pela
metodologia proposta est3o listadas nas tabelas 23, 24 e 25. A
malior polaridade da AFLAM1 torna-a mais suceptivel a perdas por
adsor¢io, provavelmente com o vidro ou mesmo com a silica, fator
que pode ser responsavel pelas menores recuperacoes desta toxina
em relag3ao as demais. A possibilidade de elui¢c3o da toxina em
etapas anteriores foi considerada remota. Neste <sentido, para
descartar esta possibilidade, eram adicionadas grandes
quantidades de toxina a coluna, tanto como padr3o puro quanto na
presenca de matriz. Nenhum residuo foi detectado na cromatografia

das fracOes que antecediam a elui¢io da AFLAM1.

Tabela 23. Recuperacao da aflatoxina Bi em figado bovino

Nivel (ng/g) Recuperacio
“duplicata 1 duplicata 2
% %
i,24 84 84
1,12 25 96
0,83 ?c 87
0,56 90 20
2,41 76 94
0,31 7.9 27,95
0,21 26 Q6
2,0 ND! ND

Media = 91,1% s = 6,36%

1 - N3o detectado



Tabela 24. Recuperacdo da aflatoxina y4 em figado bovino

Nivel (ng/g) Recuperacao
‘duplicata 1  duplicata 2
% %
1,20 60 60
i,08 71 68
0,72 73 68
9,60 69 60
%,54 69 69
2,36 66 66
0,27 65 65
2,0 ND! ND

{ - N3o detectado

Tabela 25. Recuperacao da zearalenona em figado bovino

Nivel (ng/g) Recuperacao
‘duplicata 1 duplicata 2
% %
42,9 84 84
28,6 87 78
18,4 23 ?3
14,3 85 85
ie,e 78 78
10,7 71 71
7,2 77 77
0,0 ND! ND

777 Meédia = 81,54 s = 6,96% 7T

1 - Nao detectado



4.8.2 Tratamento estatistico

Com as recuperacbes das toxinas, nos sete diferentes
niveis de contamina¢3o, foram calculadas as seguintes equa¢Oes da
reta: y = 0,8756.x + 00,0146 / r = 09,9920 para AFLABL, y = 0,6213.
X + ©,0352 / r = 0,9842 para AFLAML1 e y = 0,8672.x - 0,6477 / r =
©,9953 para ZEA. A dispers3o e o0s desvios individuais dos
resultados foram relativamente pequenos, conforme o que se

observa nas figuras S, 6 e 7.

As recuperacoes medias e os desvios padri3o (s) foram de
91.,1%4, s = 6,36% para AFLABL,;, 65,74, s = 4,34 para AFLAM1 e
81,5%, s = 6,96% para ZEA. Na analise de variidncia determinou-
se a existéncia de diferen¢a significativa entre os sete niveis
avaliados para AFLAML e ZEA (p > ©,01), mas nao para AFLAB1 (p (
©,05). 0 desvio padr3o foi ent3o corrigido (s* e os respectivos
coeficientes de variacao corrigidos (CVU*) foram s* = 4,50% ;, CcVU* =
6,85 % para AFLAML e s* = 7,21% ; CV* = B,85% para ZEA. 0O desvio
padr3o da AFLAB1 (6,36) n3o necessitou corre¢3o, ja que n3o houve
diferenca significativa, resultando em um coeficiente de variac¢3o
de 6,99%.

4.9 Limites de detec¢3o em camada delgada

Os limites de detec¢3o das toxinas em meio aos
componentes extraidos da matriz forneceram condi¢cdes para
estimar as quantidades minimas que poderiam ser detectadas pelo
método (tabela 26). Uma maior sensibilidade poderia ser obtida
pelo aumento da quantidade de amostra aplicada na placa, poréem o
desenvolvimento bidimensional seria necessario, fugindo ao
Proposito de uma metodologia rapida e de baixo custo. O uso de um
revelador para ZEA (Al1Cly 20% em etanol 70%) forneceu um limite
de detec¢do maior ou igual ao obtido pela observac3o com lampada
de 254 nm, devido a intensificac3do do "streaking” que acompanha a

toxina no cromatograma.
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Os limites de detecc3o de AFLABL, AFLAML e ZEA 530
compativeis com o0s niveis das toxinas que seriam de maior risco
potencial para exposi¢Oes a longo prazo e que geralmente ocorrem
em tecidos animais. Uma maior sensibilidade poderia ser obtida
pelo aumento da quantidade de amostra aplicada na placa, porém o
desenvolvimento bidimensional seria necessario, comprometendo o

objetivo inicial de um método rapido e de baixo custo.

Tabela 26. Limites de detec¢ao do método proposto

Toxina M.D-1 L.D-2
(ng) (ng/g)
T zEa T TTi2,e T 2l3 T
AFLAB1 0,4 0,08
AFLAMI 0.7 0,14

{- Quantidade wminima de toxina detectada visualmente na placa, em meio aos
interferentes da matriz ( {5 ul aplicados equivalendo a 5,3 g de figado bovino).

2- Limite de detecg3o estimado.

4. 10 Comparac3o entre o wétodo proposto e o wetodo oficial da
A.0.A.C. (1990).

A aplicabilidade do método proposto para a determinac3o
simultdnea de AFLAB1, AFLAM1 e ZEA em diferentes tecidos, assia
como a comparacio com o metodo STUBBLEFIELD & SHOTWELL (1981) -

A.0.A.C. (19909) podem ser verificados na tabela 27.

A wutilizac3o do diclorometano (ponto de ebulig3o 40°C)
para a extrac3o e eluigc3o da coluna, no método da A.0.A.C.
(19%e), representou um problema para analises em dias de
temperatura elevada. Nesses dias foi possivel <constatar uma
grande perda de solvente, por evaporacio, ddrante as etapas de
filtrac3o. Tambem foi observado o aparecimento de bolhas na

coluna de silica, que prejudicavam a uniformidade do



empacotamento. Este JUltimo fator tem maior significado quando
n3o ha possibilidade de trabalho sob temperatura controlada, fato

que ocorre em muitos laboratdrios em nosso pais.

Os autores do metodo relataram recupera¢cdes entre 90 e
?5% para AFLAB1 e 8¢ a 85% para AFLAM1, obtidas a niveis entre
0,1 e 1,0 ng/g de tecido (figado bovino, de ave, suino e humano;
rins, baco, sangue e musculo de bovino). A metodologia
desenvolvida deveria reunir caracteristicas que permitissem sua
aplicacao em laboratorios simples, com reagentes disponiveis no
mevrcado e custo reduzido. Nesse sentido, para a comparagao dos
métodos, foram utilizados o0s solventes de bosa qualidade
disponiveis no mercado, sem qualquer purificac3o adicional. Dessa
maneira, as diferencas observadas entre os resultados obtidos e
os publicados em literatura, podem ser atribuidas a sensibilidade
do metodo e a diferencas na qualidade dos solventes e outros
materiais wutilizados. As variacdes na composi¢gao dos tecidos,
devido a diferen¢as na alimentac3o oferecida aos animais, também
podem ter sido a raz3o da discrepancia dos resultados. A presenca
de interferentes, no figado suino, impediu a quantificac3o das
toxinas pelo método da A.0.A.C. (1990). A existéncia de uma etapa
de precipita¢3o com acetato de chumbo, na metodologia proposta,
permitiu a eliminacao de grande parte destes interferentes,

possibilitando a quantifica¢c3o0 das toxinas.

A dissoluc3o dos extratos em benzeno (para AFLAB1 e
ZEA) permite a aplica¢3o de manchas com didmetro menor em relacglo
as manchas obtidas utilizando o solvente indicado pelo método da
A.0.A.C. (1990) (Benzeno-Acetonitrila 9+1). As manchas com menor
difus3o ficam mais nitidas, facilitando a quantificac3o das

micotoxinas.

Como e possivel notar nos resultados apresentados, o)
metodo proposto foi superior ao da A.0.A.C. (19%90) na
determinac3o de AFLAB1 em todos os tecidos e apresentou melhores

resultados para AFLAMY em rins e figado de suinos.

i
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Tabela 27. Comparacd3oc entre o metodo proposto e o método oficial
da A.0.A.C. (199!

Metodo Proposto A.0.A.C. (1990)
" Tecidos®  AFLAMI  AFLABL ZEA AFLAMI  AFLABL
% % % % %
CUFE 73 TTee T TTR7r T TTys TTTTTTTge T
FE 48 90 78 75 80
5 73 87 73 NDI3 NDI
FS 63 83 73 NDI NDI
FA 65 98 89 75 75
FA 65 98 89 75 75
RB 73 97 92 57 81
RB 73 97 92 57 81
RS 47 84 82 62 71
RS 67 84 , 82 &2 71

o = - ———_— T ———— = ———————— —— —_— T ——— . T ————_—— - ——— -

1- Tecidos contaminados artificialmente com 0,69 ng/g de AFLAMY, @,64 ng/g de AFLABY e 24,48 ng/g
de ZEA.

2- Abreviagbes:
FA - Figado de Ave FB - Figado Bovino RS - Rins de Suino

FS - Figado Suino RB - Rins de Bovino

3- N3o detectado devido presenga de interferentes



S. CONCLUSGES

0 objetivo 1inicial proposto foi atingido através do
desenvolvimento de um metodo de execu¢ao simples, para
determina¢cao simultanea de AFLAB1, AFLAMLI e ZEA em tecidos
animais. 0 método é adequado as condicOes vigentes na maioria dos
laboratorios nacionais e a qualidade dos reagentes disponiveis no
mercado. Alem disso, € possivel considerar que um custo
relativamente baixo por analise foi obtido, tendo em wvista o
numero de toxinas pesquisadas, e ao mesmo tempo a disponibilidade

e baixo custo relativo dos reagentes utilizados.

0 emprego de camada delgada contribui, sem dudvida, para
o menor custo, todavia outras vantagens apoiaram a sua escolha.

Entre elas esta a possibilidade de analisar varias amostras

simultaneamente e, devido a introduc¢3o de um segundo
desenvolvimento, permite tambem a analise de AFLABYL e ZEA n=a
mesma placa. A facilidade para confirmac3o da 1i1dentidade das

toxinas também serviu como suporte para esta decis3o.

A exatid3o do metodo pode ser traduzida pela
recuperacao meédia de 91%, é6% e 81i% para AFLAB1, AFLAMiI e ZEA
respectivamente. Todas as recuperacOes obtidas superam 60%, valor
assumido como satisfatorio para métodos que operam na faixa de
ng/g (HORWITZ, 1982). As recuperacoes foram testadas nas faixas
de ©,21 a 1,24 ; 0,27 a 1,20 e 7,2 a 42,9 ng/g para AFLABi,
AFLAM1 e ZEA respectivamente e s3o consideradas satisfatodrias

para um metodo multitoxina.

Os coeficientes medios de variacao (AFLAB1 - 7%, AFLAMI1
- 7% e ZEA - 9%) mostram também que a precis3ao € condizente com

determinacOes nos niveis de contaminag3dao avaliados (ng/g).

Os 1limites de deteccd3o (AFLAB1 - 0,08 ng/g; AFLAM1 -
0,13 ng/g; ZEA - 2,3 ng/g) indicam que o metodo & adequado para a
analise destas micotoxinas em niveis que seriam de maior
pPreocupacao e mais provaveis de ocorrer em tecidos animais. Estes
limites poderiam ainda ser diminuidos pelo incremento das

quantidades de amostra aplicada. O unico impedimento seria a
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necessidade de utilizar a cromatografia bidimensional, em vista

do paralelo aumento dos interferentes, o que comprometeria o

objetivo inicial de baixo custo.

0 teste de rusticidade mostrou os pontos criticos da
metodologia e, excetuando o fator qualidade da acetona, n3o houve
grandes diferengas entre as condigOes padronizadas e
alternativas. A pureza da acetona seria um fator de grande
importancia para a determinaci3o de AFLAML. O volume de cloro-
formio wutilizado na partigio foi a principal fonte de wvariagio
para AFLAB1 e ZEA, o gque passou a ter pequeno significado quando

foram fixados os volumes no procedimento definitivo.

A aplicabilidade do método para figado (bovino, suino
e de aves) e rins (suino e bovino) foi constatada. Na compara¢io
com o metodo da A.0.A.C. (199@) foi observada a superioridade do
método proposto para a determinac3o de AFLAB1 em todos os tecidos

e AFLAMY{ em figado e rins de suino.

Em virtude dos testes terem sido realizados com tecidos
artificialmente contaminados, n3o foi possivel verificar a
eficiéncia de extrac3o das toxinas ocorridas naturalmente tanto
na forma livre quanto na conjugada. Pelas caracteristicas
conhecidas do solvente de extrac3o (metanol-cloreto de sddio-
acido citrico) e os dados disponiveis nas literatura, & bastante
provavel que n3o existam dificuldades na retirada das toxinas
presentes na forma livre ou fracamente associadas aos componentes
da matriz. Quanto aos conjugados com acido glucurdnico, sulfatos
e outros, n3o € possivel fazer afirmagOes, porém uma hidrdlise
enzimatica preévia poderia liberar estes conjugados. Enzimas como
a betaglucuronidase tem sido utilizadas e, com algumas pequenas
adaptacbes de volumes, poderia ser conseguida a determinacio dos

niveis totais das toxinac em tecidos animais.

A analise simultanea de OCRA, apesar dos inumeros
testes, ndo foi conseguida. A presenca de interferentes e a baixa
recuperacao, aliada as limitacOes impostas pela presenca das

demais micotoxinas, foram os principais problemas. Esgotadas as

2
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possibilidades de determinagd3o simultanea, foi tentado o
aproveitamento da parte inicial da metodologia, utilizando apenas
uma etapa de limpeza especifica para OCRA. Os melhores
resultados foram obtidos com a <coluna de silica, onde os
interferentes podem ser eluidos com clorofdrmio-piridina (99+1).
A limpeza dos extratos foi satisfatoria, porém a recuperacido por

volta de 50% limita sua aplicac3o para triagens.

0 método proposto pode ser aplicado com a finalidade de
estabelecer os niveis das micotoxinas em tecidos animais e também

como uma teécnica auxiliar para o diagndstico de micotoxicoses.
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