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Resumo Geral

Os tricotecenos s@o metabdlitos secundarios produzidos por
espécies de Fusarium, Myrothecium, Cephalosporium, Verticimonosporium,
Stachybotrys e Trichothecium. Estas micotoxinas podem causar vOmitos, angina
necrética, diarréia, anorexia, alteracBes hematoldgica, distirbios neurolégicos,
destruicio da medula 6ssea e hemorragias generalizadas, seguidos ou nédo de
morte. A doeng¢a que esta associada a estes sintomas em humanos denomina-se
Aleucia Téxica Alimentar (ATA). Casos de ATA foram registrados em 1913 e apos
a Segunda Guerra Mundial em regites da antiga Uni&o Soviética. A presenca de
tricotecenos em cereais tem sido relatada em varias partes do mundo. No Brasil,
h& uma grande deficiéncia de dados com relago a incidéncia destas toxinas em
alimentos nacionais. Em parte, a razdo para esta lacuna de informacdes esta nas
dificuldades técnicas que este tipo de analise envolve e na dificuldade de seu
emprego em laboratérios nacionais.

O presente trabalho teve por objetivos: (a) avaliar reagentes de
derivagdo para tricotecenos quando se emprega cromatografia gasosa com
detector por ionizagdo em chama, (b) avaliar sistemas de extragdo e limpeza de
extratos de milho pipoca para determinagdo de tricotecenos e (¢) realizar um
levantamento de incidéncia de alguns tricotecenos, desoxinivalenc! (DON),
diacetoxiscirpenol (DAS) e toxina T2 (T2), em cultivares comerciais de milho
pipoca plantados em trés regibes do Estado de Sdo Paulo e em milho pipoca
oferecido & populagdo em estabelecimentos comerciais na cidade de Campinas,
SP.

Varios sistemas de extrac@o e limpeza foram testados € o0 método de
extrac@o e limpeza descrito por FURLONG & SOARES (1995), combinado com a
coluna de limpeza de ROMER (1986), foi considerado o mais adequado para
proceder a determinacdo de tricotecenos em mitho para pipoca. A extragdo foi
realizada com metanol.cloreto de potassio 4% (9:1) seguida de limpeza por
clarificag@o com sulfato de amdnio 30% e particdo com diclorometano. A seguir, o

extrato foi passado pela coluna de alumina:carvao (2,3 : 1,9) com acetonitrita:agua
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(84:16) como eluente. O reagente de derivagio empregado foi o anidrido
trifluoroacético (TFAA) em piridina antes da cromatografia a gas com detector por
ionizagdo em chama. As recuperagdes médias obtidas foram 72% para DON, 88%
para DAS e 87% para T2. Os limites de detecg&o encontrados foram 30 ng/g para
o DON, 50 ng/g para o DAS e 40 ng/g para a T2. Os coeficientes de variacdo
meédios para amostras artificialmente contaminadas, no nivel de 500 ng/g, foram
9,8,6,3e6,6 % para DON, DAS e T2, respectivamente.

A incidéncia dos tricotecenos DON, DAS e T2 foi avaliada em 90
amostras de mitho pipoca, pertencentes a 30 cultivares experimentais, plantadas
nas estagdes experimentais de Campinas, Mococa e Capéo Bonito, do Instituto
Agronémico de Campinas, no Estado de S8o Paulo, e em 15 amostras de mitho
pipoca (9 pertencentes a marcas comerciais e 6 & granel) adquiridas de
estabelecimentos comerciais da cidade de Campinas. Dentre as cento e cinco
amostras analisadas, cinco estavam contaminadas com desoxinivalenol (DON).
Destas cinco amostras contaminadas, quatro eram amostras comerciais € o nive!
de contaminagéo variou entre 30 e 40 ng/g DON. Uma amostra proveniente dos
campos experimentais estava contaminada com 770 ng/lg de DON. Os
tricotecenos DAS e T2 nac foram detectados em nenhuma das amostras. Os
resultados do levantamento indicam que ndo ha risco para a populagdo no
consumo de mitho pipoca com relagdo a estes tricotecenos devido a baixa
incidéncia e teores encontrados.



General Summary

Trichothecenes are secondary metabolites produced by species of
Fusarium, Myrothecium, Cephalosporium, Verticimonosporium, Stachybotrys and
Trichotecium. These toxins can cause vomit, necrotic angina, diarrhea, anorexia,
hematological alterations, neurological problems, destruction of the bone marrow
and generalized hemorrhages, followed sometimes by death. The disease
associated with these symptoms in humans is called Alimentary Toxic Aleutia
(ATA). ATA cases were registered in 1913 and after the Second World War, in
areas of the old Soviet Union. The presence of trichothecenes in cereals has been
reported in several parts of the world. In Brazil there a great lack of data in relation
to the incidence of these toxins in national foods. in part, a reason for this lack of
information resides in the technical difficulties involved in this type of analysis and
in the difficulties associated with its use in national laboratories.

The present work had the following objectives: (g) evaluate
derivatization reagents for trichothecenes when gas chromatography with flame
ionization detection is employed, (b) evaluate extraction and cleanup systems for
popcorn extracts being analyzed for trichothecenes, and (c) conduct a survey on
the incidence of some trichothecenes, deoxynivalenol (DON), diacetoxyscirpenol
(DAS]), and toxin T-2 (T2), in samples of commercial popcorn cultivars planted at
three areas of the state of Sdo Paulo and in popcorn sold at shops in the city of
Campinas, SP.

Several extraction and cleanup systems for trichothecenes were
tested. The extraction and cleanup method described by FURLONG and SOARES
(1995), combined with the ROMER (1986) cleanup column was found the most
adequate for trichothecenes determination in popcorn. The extraction was
performed with methanol:4% potassium chioride (9:1) and followed by clarification
with 30% ammonium sulfate and partition to dichioromethane. The extract was
then passed through an aluminacarbon (2.3:1.9) column and eluted by
acetonitrile:water (84:16). Trifluoroacetic anhydride in pyridine was employed as

derivatization reagent prior o gas chromatography with flame ionization detector.
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The average recoveries were 72% for DON, 88% for DAS and 87% for T2. The
detection limits were 30 ng/g, 50 ng/g, and 40 ng/g for DON, DAS, and T2,
respectively. The average RSDs, for artificially contaminated samples at the 500
ng/g level, were 9.8, 6.3, and 6.6 % for DON, DAS, and T2, respectively.

The incidence of the trichothecenes DON, DAS, and T2 was
evaluated in 90 samples of popcorn, belonging to 30 experimental cultivars and
planted at the experimental stations of Campinas, Mococa and Capao Bonito, of
the Agronomic Institute of Campinas, in the state of S0 Paulo. Fifteen samples of
popcorn (9 branded and 6 unbranded) were acquired at food shops in the city of
Campinas, state of S&8o Paulo, and were also analyzed for the same
trichothecenes. Among the 105 samples analyzed 5 were found contaminated with
DON. Four of the contaminated samples were commercial popcorn and the levels
found ranged from 30 to 40 ng/g DON. One sample from the experimental stations
was also contaminated with 770 ng/g DON. No DAS or T2 were detected in the
samples. The resuits of the survey indicate that there is no risk for the popcorn
consuming population with respect to the trichothecenes searched due to the low
incidence and levels found.



Introduc¢ado Geral

Os tricotecenos s&o produzidos por fungos dos géneros Fusarium,
Myrothecium, Cephalosporium, Verticimonosporium, Stachybotrys e
Trichothecium, de onde o nome € derivado. Um total de 148 tricotecenos sdo
conhecidos, sendo 83 ndo-macrociclicos e 65 macrociclicos. Apenas alguns
tricotecenos s@o de ocorréncia natural como, por exemplo, ¢ desoxinivalenol
(DON), o nivalenol (NIV), a toxina T2 (T2), a toxina HT2 (HT2) e o
diacetoxiscirpeno! (DAS).

Os sintomas caracteristicos dos efeitos toxicos dos tricotecenos em
humanos e animais s&o vomitos, angina necrética, diarréia, anorexia, alteracbes
hematolégicas, disturbios neuroldgicos, destruicBo da medula Ossea e
hemorragias generalizadas, seguidos ou ndo de morte. A doenga que esta
associada a estes sintomas chama-se Aleucia Téxica Alimentar (ATA). Casos
fatais desta doenga ocorreram em 1913 e apds a Segunda Guerra Mundial em
regides da antiga Russia.

Cereais contaminados por diversas espécies de Fusarium sZo a
possivel fonte de tricotecenos em alimentos destinados ao consumo humano e de
animais. Dentre os varios cereais, o trigo € o milho parecem ser os mais
susceptiveis a contaminagdo. O DON tem sido o tricoteceno mais freglientemente

encontrado nos cereais.

No Brasil ndo hé dados sobre a incidéncia de tricotecenos em milho.
Apenas um levantamento em 50 amostras de milho foi realizado na década de 80
utilizando cromatografia em camada delgada. Dentre os tipos de milho produzidos
no Pais, o milho para pipoca apresenta interesse especial devido a preferéncia
infantil por este sob a forma de “snack’.



Por estarem, os tricotecenos, presentes em tracos nos alimentos
destinados ao consumo humano e ragbes animais, métodos analiticos sensiveis e
especificos tornam-se necessarios. A cromatografia gasosa (CG), devido a sua
versatilidade, tem sido a técnica mais empregada na determinac&o de tricotecenos
em diversos tipos de amostras, com detecgio por captura de elétrons (CE),
espectrémetro de massas (EM) ou por ionizagdo em chama (iC).

A versatilidade da CG facilita o desenvolvimento de métodos para
andlises de rotina para amostras contendo varios tricotecenos. A analise de
tricotecenos por CG inclui etapas de extragZo, limpeza, e na maioria dos casos,
uma reagao de derivagdo compativel com o sistema de detecgéo utilizado.

Em virtude da falta de uma metodologia para a determinacdo de
DON, T2 e DAS em milho pipoca adaptado a realidade dos laboratérios nacionais,
este trabalho teve como objetivos: a) avaliar qual o melhor agente derivador para
estes tricotecenos quando se emprega detector por ionizagdo em chama; b)
avaliar qual o melhor sistema de extracéo e limpeza de extratos de milho pipoca e
c) realizar um levantamento de incidéncia de tricotecenos em cultivares de milho
pipoca plantados em trés regides do Estado de S&o Paulo e miho pipoca
oferecido & populaggo.
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Resumo

Os tricotecenos s&o metabdlitos secundarios produzidos por fungos
dos géneros Fusarium, Myrothecium, Trichothecium, Cephalosporium,
Verticimonosporium e Stachybotrys. Os fungos produtores de tricotecenos sio
conhecidos como patogenos de plantas produtoras de cereais, os quais s&o
utifizados na alimentacdo humana e animal. Esta familia de micotoxinas
caracteriza-se por possuir um esqueleto tetraciclico 12,13 epoxi-tricotec-9-eno
com fungbes éster e alcool residindo na periferia da molécula. Atualmente, sio
conhecidos mais de 140 tricotecenos, mas menos gue 10 compostos sdo de
ocorréncia natural. Alguns dos sintomas dos efeitos toxicos causados pelos
tricotecenos sao vOmito, diarréia, destruicdo da medula Ossea, hemorragia
generalizada, seguidos ou ndo de morte. Estes sintomas s&o observados tanto no
homem como em animais intoxicados. A contaminagdo de cereais, principalmente
milho, trigo e seus produtos processados com tricotecenos ocorre no mundo
inteiro e é reportada em diversos trabalhos. No Brasil, apenas alguns trabathos
trazem dados sobre a incidéncia destas micotoxinas em produtos nacionais. Os
tricotecenos sdo compostos que estlo presentes em tragos (ng/g) nos alimentos
destinados ao consumo humano e animal, por isso métodos analiticos sensiveis e
especificos devem ser utilizados em sua determinagdo. Métodos
espectroscopicos, cromatograficos e imunoensaios vém sendo utilizados na
determinag&o destas micotoxinas. Dentre os métodos analiticos, a cromatografia
gasosa € a técnica mais utilizada na separag@o e quantificacio de tricotecenos. A
presente revis@o tem como objetivo reunir informagGes sobre as carateristicas
quimicas, os efeitos toxicos e a incidéncia de tricotecenos, assim como rever os
métodos analiticos mais importantes empregados na determinagdo destas

micotoxinas em cereais.




REVISAO DA LITERATURA

1. A Cultura de Milho no Brasil

O milho ha alguns séculos vem sendo utilizado diretamente na
alimentagéo humana e de animais domésticos e, sua importancia ndo se restringe
apenas ao fato do grande volume mundial produzido, mas também ao seu
importante papel sécio-econdmico. Constitui ainda inestimavel fonte de matéria
prima basica para expressiva série de produtos industrializados, movimentando
grandes complexos industriais onde milhares de empregos s&o criados. Devido ao
seu alto conteGdo de carboidratos, principalmente amido, e de outros
componentes tais como proteinas, lipidios e vitaminas, toma-se um produto de
relevante importancia comercial (FANULLI & LIMA, 1982).

Cotado como o terceiro maior produtor mundial de milho, ficando
atréds somente dos Estados Unidos e da China, o Brasil j& foi exportador do
produto. Atualmente, a producdo nacional rende 2,6 toneladas por hectare,
enquanto que a produgédo mundial alcanga a marca de 6,5. Mas o desempenho
nacional nesse campo pode atingir patamares mais ousados. Esta esperanga vem
de pesquisas realizadas pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
gue revela um potencial do pais para produzir mais 40 milhbes de toneladas
anuais de milho na mesma area cultivavel (ABIMILHO, 2000).

Devido a facil adaptagéo, o milho é atualmente cultivado na maior
parte do territério nacional, seu plantio melhor distribuido e tecnicamente
preparado nos Estados do Parang, Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo,
Santa Catarina e Goias (ABIMILHO, 2000).

O grao de milho é constituido basicamente de carboidratos (60%),
proteina (10%) e lipidios (4%). O endosperma & praticamente constituido de
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carboidratos, ao passo que o embrido (ou germe) concentra a maior porcentagem
de lipidios, proteinas e sais minerais, presentes no gréo, que, ainda pode conter
significativas guantidades de acido nicotinico, riboflavina, acido pantoténico e
vitamina E (FANULLI & LIMA, 1982). Tal composi¢ao faz com que este cereal seja
utilizado no preparo de mais de 500 derivados (NOGUEIRA JUNIOR et al., 1987).
Ainda, devido seu elevado valor energético, o grdo de milho & largamente
empregado na alimentagdo de animais, principalmente na forma de ragdes, onde
aparece como componente principal (FANULLI & LIMA, 1982).

As cinco classes de milho - o milho duro, a pipoca, ¢ dentado, o doce
e o farinaceo — s80 baseadas nas caracteristicas das sementes (graos). O milho
duro possui uma coroa circular e a dureza do gréo é atribuida ao grande e
continuo volume de endosperma. As variedades do milho duro s&o populares na
Argentina, em algumas partes da ltélia e Africa. O milho pipoca é um tipo especial
de milho duro. O milho farindceo geralmente possui uma coroa circular ou piana
(achatada) e um endosperma farinaceo ou mole. O mitho dentado apresenta uma
“depressdo” na coroa quando ¢ gréo maduro esta seco (WATSON & RAMSTAD,
1987).

2. Tricotecenos
2.1. Estrutura quimica e estabilidade

As micotoxinas tricotecenos sdo um grupo de metabdlitos fungicos
caracterizados por um esqueleto tetraciclico 12,13-epoxi-tricotec-9-eno. Estas
micotoxinas constituem uma familia de sesquiterpendides com fungdes éster e
alcool nas porgbes externas da molécula. Possuem uma dupla ligagao entre os
carbonos 9 e 10 e um grupo epdxido nos carbonos 12 e13 . Os tricotecenos sao
produzidos por fungos dos géneros Fusarium, Myrothecium, Trichothecium,
Cephalosporium, Verticimonosporium e Stachybotrys (Ueno, 1983). Atualmente
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sdo conhecidos 148 fricotecenos, onde 83 sZo os ndo-macrociclicos e 85
macrociclicos. Alguns deles sdo de ocorréncia natural como o desoxinivalienol, o
nivalenol, a toxina T2, o diacetoxiscirpenol e a toxina HT2 (KOTAL ef al.,, 1999). A
estrutura quimica basica dos tricotecenos esta representada na figura 1.

a) Grupcs AeB b} Grupo C

H;C

CH,
00— R —0
d) Grupo D

Figura 1. Estrutura dos tricotecenos: a) grupos A e B; b) grupo C; ¢) grupo D.

Substituintes como hidrogénio, hidroxila, acila, epéxidc ou éster
podem estar presentes nos carbonos 3 (Rq), 4 (Rz), 15 (R3), 7 (Ry), e 8 (Rs).
Considerando seus substituintes e suas caracteristicas quimicas, existe uma
classificag&o dos tricotecenos em quatro grupos: tipos A, B, C e D, como mostra a

tabela 1.

12



Tabela 1: Classificacdo dos principais tricotecenos (CROTEAU, 1994)

Composto R,* R, Ra R4 Rs
Grupo A
Verrucarol (VER) -H -OH -OH -H -H
Scirpentriol (SCT) ~0OH -OH -0OH -H -H
Diacetoxiscirpenol (DAS) -OH -Oac? -Qac -H -H
T-2 tetrol (T24) -OH -OH -OH “H -OH
Toxina HT-2 (HT-2) -OH -OH -Oac -H -O-ival®
Toxina T-2 (T-2) -0OH -Qac -Oac -H -O-val®
Grupo B
Nivalenol (NIV) -OH -OH -OH -OH =0
Fusarenona-X (F-X) -OH -0Ac -OH -OH =0
Desoxinivalenol (DON) -OH -H -OH -OH =0
3-acetii- DON (3AD) -Qac -H -OH -OH =Q
15-acetil- DON {ADON) -OH -H O-ac -OH =0
Grupo C
Crotocol R.= -OH
Crotocina (CRO) R.= -OCOCH=CHCH;
G b o] o] O
rupo
oo I [ I
Verrucarina A (VER A) R= e CCHOHCHMeCH,CHOCCH=CHCH=CHC
° I
Reridina A (ROR A} R% —e CCHOHCHMeCH,CH,OCCH=CHCH=CHC ——
MeCHOH

® O sobrescrito denota a posi¢do de ligagdo no nticleo do tricoteceno. ° Ac, -
COCH; (acetil). © ival, -COCH,CH(CHs)2 (isovaleril).

No grupo A estdo os tricotecenos cujas posigdes R, e Rz tém como
substituintes grupos acilados ou hidroxilas, comoc a toxina T-2 e o
diacetoxiscirpenol. O grupo B é constituido por compostos onde a posigdo Rs esta

ocupada com um grupo cetdnico, assim como o nivalenol e o desoxinivalenol. Os
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tricotecenos pertencentes ao grupo C possuem dois grupamentos epéxidos, como
a crotocina. Tricotecenos macrociclicos pertencem ao grupo D, onde apresentam
um sistema de anel, como a roriding, a verrucarina e a satratoxina (UENO, 1986).

Os tricotecenos s3o compostos incolores, cristalinos, solidos
opticamente ativos, soliveis em alcool, acetona, cloroférmio e acetato de etila,
mas s&o pouco solGveis em agua. Todos os tricotecenos com grupo éster sdo
hidrolizados ao alcool correspondente quando tratados com base. Tricotecenos
com maior numero de hidroxilas como nivalenol, desoxinivalenol e a toxina T-2
tetraol sdc pouco sollveis nos solventes citados acima, mas sio sollveis em
solventes mais polares como metanol e dgua. Portanto, os tricotecenos diferem
muito entre si quanto a solubilidade em solventes orgénicos. Estes compostos sdo
estaveis, por muitos anos, quando estocados a temperatura ambiente e podem ser
aquecidos a 100°C por uma hora sem sofrerem degradacdo. As variagcdes em
suas propriedades fisico-quimicas tornam compiexa a detecgio destes compostos
(UENO, 1986; SNYDER, 1986).

2.2, Microrganismos Produtores

Grande parte dos gréos de cereais sdo expostos a uma ampla
variedade de organismos provenientes da poeira, 4gua, plantas doentes, insetos,
solo, fertilizantes e material organico de animais. Entretanto, o nimero e os tipos
de microrganismos encontrados nos gridos vao depender da resisténcia dos
mesmos, bem como do tipo de solo, insefos, roedores e especialmente das
condigbes climaticas durante e imediatamente apds a colheita (SILLIKER &
ELLIOTT, 1980). A superficie externa dos gréos, na colheita, contém centenas de
espécies microbianas, porém somente algumas sdo capazes de invadir o grdo e
promover a sua deterioragéo (SEMENIUK, 1954)
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A contaminagdo flingica parece ser a causa mais fregliente da
inevitavel perda de qualidade de grios e sementes. Esta contaminacao pode fazer
com que os graos tornem-se improprios para © consumo, resultando em grandes
perdas econdmicas (PASTER & BULLERMAN, 1988). Os fungos podem causar
uma série de danos acs gréos durante o plantio e a colheita, bem como durante o
armazenamento (SILLIKER & ELLIOTT, 1980). Os efeitos da invasao fungica
incluem a diminuicdo do poder de germinagd3o, emboloramento visivel,
descoloragdo, odor desagradével, perda de matéria seca, aquecimento,
cozimento, mudangas quimicas e nutricionais, perda de qualidade e producdo de
micotoxinas (POMERANZ, 1982).

Os tricotecenos s@o produzidos por vérias espécies de fungos,
principalmente as do género Fusarium, como também pelas espécies de
Myrothecium, Trichothecium, Stachybotrys e Verticimonosporium. Os fungos
produtores de tricotecenos sdo conhecidos como patégenos de plantas produtoras
de cereais, 0s quais sdo utilizados na alimentagdo humana e de animais. Estes
bolores causam toxicoses tanto no homem como nos animais (UENO, 1983).

Segundo FLANNIGAN (1991) (citado por PLACINTA ef al. 1999),
espécies de Fusarium sintetizam uma grande variedade de micotoxinas de
estrutura e propriedades quimicas bastante diferentes. Estes fungos causam
doengas nos gréos, no talo e nas espigas de milho. As espécies freqientemente
isoladas de regibes de clima temperado sdo Fusarium graminearum Schwabe
(Gibberella zeae Petch) e Fusarium moniliforme Heldon (Gibberelia fugikuroi
[Sawada] Wollenw), seguidos pelo Fusarium culmorum (W.G. Smith) Saac.,
Fusarium subglutinans (Wollenw & Reinking) Nelson, Toussoun & Marasas,
Fusarium proliferatum (Matsushima) Nierenberg e Fusarium equiseti (Corda) Sacc.
Sensu Gordon (SOHN et al 1999). A injuria causada por algumas espécies de
Fusarium, tais como F. graminearum, é caracterizada por pelo aparecimento de
coloragao rosada nos grios (PLACINTA et al., 1999).
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A capacidade de sintetizar tricotecenos do tipo A ou do tipo B é
caracteristica da espécie Fusarium. Por exemplo, a produgio de tricotecenos do
grupo A predomina em F. sporotrichoide e possivelmente em F. poae, enquanto a
sintese de tricotecenos do grupo B ocorre principalmente em F.culmorum e
F.graminearum. O Fusarium graminearum produz tricotecenos como ¢ DON, 15-
ADON, NIV e 4-ANIV (ou fusarenona X), assim como uma micotoxina estrogénica,
a zearalenona. Em adic80, dentro das espécies as caracteristicas variam em
termos de producdo de tipos especificos de tricotecenos. PERKOWSK! ef al.
(1997) identificaram dois tipos quimicos de Fusarium graminearum, um produzindo
NIV e DON e outro elaborando uma mistura de DON e ambos derivados
acetilados (exemplos: 3-ADON e 4-ANIV) (PLACINTA et al, 1999). Uma
caracteristica comum a muitas espécies de Fusarium é sua habilidade em
sintetizar zearalenona, e sua co-ocorréncia com certos tricotecenos (PLACINTA ef
al., 1999). Fusarium acuminatum, por sua vez, produz somente toxina T2 tetraol e
neosolaniol (JIMENEZ & MATEO, 1997). Espécies de Fusarium tém sido isoladas
a partir de derivados de milho (MARASAS & SMALLEY, 1972) e de outros cereais
assim como arroz, sorgo, cana-de-agucar, fenos (CLEVSTROM, 1886) e
substratos diversos (THIEL et al., 1991). Também ocorrem em frutas como a
banana (JIMENEZ & MATEOQ, 1997). O milho é melhor substrato que o arroz para
a produgéo de micotoxinas do Fusarium graminearum como DON, 15-ADON e
ZEA (PLACINTA et al., 1999).

2.3. Efeitos toxicos

Sintomas caracteristicos dos efeitos tdxicos dos tricotecenos em
humanos s8o0 vomitos, angina necrética, diarréia, anorexia, alteragdes
hematologicas, disturbios neuroldgicos, destruicio da medula dssea e
hemorragias generalizadas, seguidos ou n3o de morte. Os mesmos sintomas
podem ser observados em animais intoxicados (SCOTT et al, 1981; SNYDER,
1986; UENO, 1986).
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Fusariotoxicose em humanos com casos fatais ocorreram em 1913
na antiga Russia nas regides da Sibéria e de Amur. Apés a Segunda Guerra
Mundial, outros casos foram registrados. A populagdo atingida havia consumido
alimentos produzidos a partir de gréos que ndo puderam ser colhidos durante o
inverno. Os sintomas da doenga, denominada Aleucia Téxica Alimentar (ATA),
foram os mesmos citados anteriormente (OSBORNE, 1982; UENQ, 1983
SNYDER, 1986; JACOBSEN ef al., 1993).

Os efeitos mais estudados dos tricotecenos sdo os dérmicos, os
eméticos e os no sistema sangiiineo. GRANDONI e colaboradores (1990),
demonstraram que no sistema sanglineo, as plaquetas também tém sua funcdo
inibida pela presenca de tricotecenos, como a toxina T-2, o diacetoxiscirpenol e a
toxina HT-2. Esta atividade parece apresentar uma correlagdo positiva com o
carater lipofilico da toxina. Sabe-se que DON, NIV e toxina T2 induzem apoptose
em células HL-60 (TANAKA et af., 2000).

A diversidade de sintomas observados indica que tricotecenos sio
inibidores da sintese de proteinas, da sintese de DNA e RNA e tém efeitos imuno-
supressivos e hemorragicos. As intoxicagbes aguda e subaguda sdo
caracterizadas pela recusa alimentar, perda de peso e susceptibilidade & doencas
infecciosas. A toxina T-2 e outros tricotecenos do grupo A sio dez vezes mais
toxicos que o desoxinivalenol. Ha indicagdes que os suinos sdo a espécie animal
mais sensivel, enquanto que os tricotecenos s&o detoxificados nos ruminantes. As
aves mostram-se relativamente tolerantes. Os tricotecenos sdo rapidamente
distribuidos e metabolizados apds o consumo por suinos e ndc ha evidéncias de
acumulo nos tecidos e fluidos sangilineos (KIESSELING, 1986; SHEPHERD &
GILBERT, 1988; SNYDER, 1986; UENQ, 1986; PRELUSCKY & TRENHOLM,
1991, LANGSETH & RUNDBERGET, 1998).

A inibicdo da sintese protéica ‘é conseqiéncia da ligagdo do grupo
epdxido dos tricotecenos com o grupamento -SH dos aminoécidos que compdem
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a peptidil transferase, mas outras enzimas do mesmo processo de sintese podem
ser alteradas por este mecanismo. As células de fungéo imunoldgica parecem ser
mais sensiveis a esta inibigdo que as demais células do organismo (UENO, 1977
SHEPHERD & GILBERT, 1988; SNYDER, 1986; UENO, 1986).

A toxicidade dos tricotecenos depende da presenga do anel epdxido
nos carbonos 12 e 13 e da dupla ligagdo entre os carbonos 9 e 10. Cada
tricoteceno, em particular, também tem sua atividade determinada pelo nimero e
posicéo de hidroxilas e ésteres nas demais posicbes (KIESSELING, 1886; UENO,
1986).

A toxicidade dos tricotecenos ndo-macrociclicos varia entre o
desoxinivalenol, o menos téxico, e a toxina T-2 que € a mais téxica para a maioria
dos animais testados. Niveis na faixa de 0,05 a 10 ng/kg de peso corporeo (p.c.)
s80 necessarios para serem observados efeitos dérmicos provocados pelos
diferentes tricotecenos. Efeitos eméticos s&o observados quando doses de 0,1 a
13,5 ng/kg de p.c. s&0 administradas. As doses letais variam em torno de 1 a 700
mg/kg de p.c. (SHEPHERD & GILBERT, 1988; SNYDER, 1986; UENQ, 1986).

Os ftricotecenos, ao serem metabolizados no organismo animal,
podem sofrer reacbes de hidrolise, hidroxilacdo, abertura de anel epédxido e
conjugagdo, resultando em compostos de toxicidade pouco conhecida. A
importéncia de cada reagdo varia para cada espécie animal, justificando as
diferentes manifestagbes observadas quando da ingestdo das toxinas (UENO,
1983; 1986).

Muitas toxinas de Fusarium podem co-ocorrer em determinados
alimentos. Em geral, combinacbes de micotoxinas de Fusarium resultam em
aditividade de efeitos, mas o sinergismo ou a potenciagdo de interagdes tém sido
observadas e s8o de grande interesse para a salde e produtividade de animais.
Alguns efeitos sinérgicos entre DON e acido fusarico; DON e fumonisina B; e DAS
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e aflatoxinas, vém sendo bastante relatados. Hé poucas evidéncias da
potenciagéo entre FB1 e DON ou toxina T2 (D'MELLO et al., 1999).

De acordo com KOLLARCZIK et al. (1994) (citado por D'Mello et al.,
1999), a transformag&o microbial do DON no intestino dos animais é bastante
conhecida e bem documentada. Uma recente investigaco tentou elucidar qual era
o local de maior atividade, em porcos, assim como a natureza e a toxidade relativa
dos metabdlitos formados. Utilizando um sistema /n vitro foi determinado que,
como de esperado, a transformacdo microbial do DON foi maior no ceco, colon e
reto. O Unico metabdlito detectado foi 0 de-epoxi-DON, um produto formado no
intestino grosso de outros animais inclusive em bovinos. Além disso, foi mostrado
que a transformacdo do DON foi acompanhada por uma significante perda na
citotoxicidade para as células do figado de porcos (O'MELLO ef al., 1999).

O nivalenol (NIV), a toxina T2 (T2) e o diacetoxiscirpenol (DAS)
induzem lesGes orais € na moela de aves. No caso do DAS, as lesdes sdo
relacionadas diretamente & durag&o da exposicdo a micotoxina e a concentracdo
da toxina na dieta (D'MELLO ef al., 1999). Uma alimentacdo com alto teor de
gordura para frangos aumenta o crescimento da depresséo (lesdo) causada pelo
DAS, sugerindo que a dieta facilita a absorgdo micelar da toxina que é entdo
capaz de inibir a sintese protéica a nivel ribossomial. A toxina T2 induz lesdes em
porcos, especialmente na mucosa da regigo do esdfago. Além disso, a toxina T2
pode causar dermatite no focinho, no nariz e na boca dos porcos (D’'MELLO et
al.,1999). Estudos anteriores com porcos indicavam que DON era um potente
inibidor da ingest&o (anorexia) de alimentos e fator emético. Porém, estudos mais
recentes tém confirmado somente o efeito anoréxico. A inibicdo da ingestéo de
alimentos, em termos quantitativos, tem sido observada principaimente na faixa de
6-15 mg DON/kg. Em niveis superiores a 15 mg/kg, a ingestdo de alimento foi
apenas 0,38 do valor controle, Mesmo em niveis maiores de DON, emese nio foi
observada (D'MELLO ef al., 1999).
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LEESON ef al. (1995) (citado por PLACINTA ef al ,1999) listam
valores de LDso, determinadas em aves jovens, de 2,0 a 5,9 mg/kg de peso
corpéreo (p.c) para DAS e 3,60 a 5,25 mg/kg p.c. para a toxina T2, Em contraste,
um valor de LDsg de 140mg/kg p.c para DON.

HARVEY et al. (1995) (citado por PLACINTA et a/.,1999) observaram
que a combinacéo de aflatoxina com DAS causava uma depresséo sinérgica no
crescimento de ovelhas e aumentava no sorc a atividade de vy-

glutametiliransferase.

A utilizacéo dos tricotecenos em armas bioldgicas foi um fato que
despertou interesse em muitos pesquisadores. Acredita-se que estas micotoxinas
faziam parte da "Yellow Rain", uma arma guimica utilizada no Sudeste Asiatico a
partir de 1975 (ROSEN & ROSEN, 1984).

3. Incidéncia dos Tricotecenos

3.1. Mundial

A ocorréncia de tricotecenos em milho, cevada, aveia, trigo, centeio,
sorgo, amendoim, silagem, feno, racbes e em produtos processados tem sido
descrita (SCOTT, 1997). Alguns dos casos mais significativos de contaminagio
em mitho e em outros cereais sdo citados na Tabela 2.

Um monitoramento para desoxinivalenol (DON) em grios e
alimentos no Canada pelo “Health Protection Branch” tem sido realizado todos os
anos desde 1980, guando este foi encontrado pela primeira vez em “soft wheat”
(colheitas de 1979 e 1980). A incidéncia de DON neste tipo de trigo tem variado,
através dos anos, 22 a 100%. O limite aceitavel de desoxinivalenol é 2 ng/g em
“soft wheat” ndo-limpo pela regulamentacdo canadense (SCOTT, 1997). Foi

20



observado naquele pais, mais especificamente em Ontario, uma incidéncia de
tricotecenos em milho de 13 a 100% das amostras, com médias anuais de 0,16 a
1,4 ng/g (SCOTT, 1997). Qutros tricotecenos como o nivalenol e a toxina HT-2,
também vém sendo encontrados, mas com freqiéncia menor, nos grios
canadenses (SCOTT, 1997).

O “Food and Drug Administration”, dos Estados Unidos, propde
1mg/kg de DON como limite méaximo em farelo, farinha e germe para consumo
humano e 4mg/kg para ingredientes de ragdes. A Noruega e a Suécia permitem
no maximo 400 e 500ug/kg de DON, respectivamente, em ragdes para porcos. Os
meétodos de controle de qualidade devem ser capazes de determinar tricotecenos
abaixo de 100-500ug/kg em amostras naturaimente contaminadas. (LANGSETH &
RUNDBERGT, 1998).

O DON tem sido o tricoteceno mais encontrado nos Estados Unidos
seguido pelo NIV, as toxinas T2 e HT2 e o DAS. O trigo, o milho e a cevada
utilizados para o consumo humano e de animais estdio, em alguns paises,
freqlentemente contaminados com tricotecenos. Estudos realizados nos Estados
Unidos, Alemanha, Holanda, Bulgaria, Hungria, Russia, China, Coréia e Argentina
tém mostrado que 60-100% das amostras estéo contaminadas com DON em até
44uglg (CAHIL et al., 1999).

Niveis potencialmente nocivos de DON atingindo até 40 mg/kg foram
observados no trigo produzido na Alemanha, na Poldnia, no Japdo, na Nova
Zelandia, no Canada e na Argentina. Em amostras de grdos de cevada da
Noruega, do Japéo e dos Estados Unidos foi encontrado DON em niveis acima de
71 mg/kg. Um estudo noruegués, com amostras de aveia, encontrou amostras
com DON na faixa de 7 a 72 mg/kg de gréo (PLACINTA ef al., 1999).
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Tabela 2: Ocorréncia mundial dos tricotecenos

Micotoxina Amostra i.ocalidade Referéncia
T-2, DAS Milho e ragbes a base Saint Louis (MQ) Romer ef a/, 1978
de mitho
. Transkei Marasas ef a/., 1981
DON Milho (Africa do Sul)
DON Trigo, milho Ontario e Quebec Sution, 1982
(Canada)
DON Trigo Leste e norte central de  Shotwell ef af.,, 1985
Kansas; leste de
Nebraska
DON, NIV Sorgo, mel, pdlen, Reino Unido Black ef al,, 1987
folhas de arroz, “mung
beans’
DON, Niv Trigo, mitho Canadé e Nova Lauren & Greenhalgh
Zelandia 1987
DON, NIV, T-2, HT-2, Centeio, trigo, aveia, Fintandia Hietaniemi &
3-ac-DON gliten de milho, soja, Kumpuiainen, 1991
racies animais
DON, T-2, NIV Cevada, amroz, milho, Coréia Park et al , 1881

“millet”, “Indian millet”

DON, NiV, 4-ac-NIV, Milho Provincias da Coréia Kimetal, 1993
15-ac-DON,
4,15-diac-NIV,
3-ac-DON
DON Cerveja Canada Scott ef af,, 1993
DON, NIV Trigo Japao Sugiura et a/., 1983
T-2, HT-2, MAS, Mitho Cixian e Lixian (China) Chu & Li, 1994
iso-NEO
Tipo A, DON Mitho Wiscosin Park et af., 1986
DON, Niv Cevada, mitho Provinceas da Coréia Ryu ef al,, 1906
DON Trigo Argentina Pacin et af., 1997
BON Trigo EUA Cahil et al., 1999
Tipos Ae B Cereais Japéo Tanaka et al., 2000
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3.2. Nacional

Pouco se conhece sobre a incidéncia de tricotecenos em alimentos
nacionais. A ocorréncia de desoxinivalenol foi investigada por SABINO et al
(1989) em 50 amostras de mitho e 70 de trigo e seus derivados (farinha, farelo,
etc) adquiridas nos centros comerciais da cidade de Sao Paulo ou enviadas para
o Instituto Adolfo Lutz quando suspeitas de intoxicagdo animal. Utilizaram
cromatografia em camada delgada, Gnica técnica disponivel no Brasil na época e
de baixa sensibilidade para este tipo de analise. Somente 2 amostras de farinha
de trigo e de racdo animal estavam contaminadas com 183 ug/kg. FURLONG et
al. (1995¢) analisaram trigo proveniente de estacdes experimentais do Estado de
Sac Paulo, por meio de cromatografia a gas e encontraram € amostras
contaminadas, dentre as 20 objeto do levantamento. Em ordem decrescente de
freqiéncia foram encontrados desoxinivalenol (4 amostras, 470 - 590 ng/g),
nivalenol (3 amostras, 160 - 400 ng/g), toxina T-2 (2 amostras, 400 - 800 ng/g),
diacetoxiscirpenol (1 amostra, 600 ng/g). Ainda FURLONG ef al (1995b),
encontraram 4 amostras contaminadas dentre 18 amostras de trigo armazenado
no Estado do Rio Grande do Sul .

4. Metodologia Analitica para Determinacgao de Tricotecenos

A determinagdo analitica de tricotecenos € complexa em virtude de
alguns aspectos como: 1) a grande faixa de poiaridade dos componentes do grupo
dificulta a extragc@o da matriz. Os solventes utilizados arrastam também uma série
de compostos interferentes, tornando necessério etapas de limpeza;, 2) a
ocorréncia simultdnea de diferentes tricotecenos com diferentes niveis de
toxicidade, tornando desejavel quantifica-los separadamente, o que vem a apontar
os métodos cromatograficos como os mais indicados; 3) a falta de absorvancia
nas faixas do ultra-violeta e visivel e auséncia de fluorescéncia, de alguns
tricotecenos , cria a necessidade de uma derivacdo que possibilite determina-los
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por cromatografia liquida (EPPLEY, 1975, SCOTT, 19882; ROMER, 1988:
SNYDER, 1986).

4.1. Métodos Cromatograficos

A determinag&o de micotoxinas envolve métodos cromatograficos na
etapa de quantificagéo devido a necessidade de separar as toxinas dos muitos
possiveis interferentes. Os processos cromatograficos, por sua vez, ndo dao
certeza quanto a identidade do composto, criando-se obrigatoriedade de etapas

de confirmacao.

4.1.1. Cromatografia em Camada Delgada - CCD

A separacdo dos fricotecenos uns dos outros ndo vem a ser um
grande problema, mas a separagdo de um tricoteceno individual dos componentes
do extrato da amostra € freglientemente muito dificil. A CCD tem se mostrado
bastante satisfatoria na determinagdo em que tricotecenos estdo presentes em

uma amostra e na separa¢éo dos mesmos (EPPLEY, 1975).

A CCD foi o método inicialmente empregado para a determinagéo
semi-quantitativa, ou como técnica auxiliar na determinacdo quantitativa de
tricotecenos em gréos. Apesar da simplicidade da técnica, alguns problemas esto
associados a ela. Um deles sdo os altos limites de detecgdo e a auséncia de
fluorescéncia de alguns tricotecenos quando revelados com p-anisaldeido e acido
sulfarico (SCOTT, 1982).

MAROCHI ef al. (1996) desenvolveram um método para a
determinacéo e confirmagéo da identidade de 5 tricotecenos a partir de reacdes
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quimicas, como acetilacdo, em camada delgada e a utilizacdo de diferentes

reveladores.

4.1.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE

A determinagao de tricotecenos por CLAE é dificil em virtude da falta
de absor¢&o na faixa do ultra-violeta, exceto para os tricotecenos do grupo B como
o DON, que possui maximo de absorg@o em 225nm. A toxina T-2, a toxina HT-2 e
o diacetoxiscirpenol (DAS) tém sido detectados diretamente apenas por
refractometria diferencial (SCHMIDT, 1981, SCOTT, 1982). A sensibilidade para
padrdes de toxina esta na faixa de microgramas, por isso a técnica & inviavel para
andlise de grdos. Mesmo assim, SCOTT (1982) relatou que WARE & THROPE
(1979) conseguiram um limite de detecgdo de 60 ng/g para a determinacéo de
toxina T-2, toxina HT-2 e DAS p-nitrobenzoatados em amostras de milho com
recupera¢do maior que 80% (SCOTT, 1982).

Alguns pesquisadores descreveram a determinacéc de tricotecenos
por CLAE apés derivacdo. Os fricotecenos tém sido derivados com p-nitrobenzoil
clorade na presenca de 4-dimetilamino-piridina (4-DMAP) em acetonitrila para
efetuar a separagdo por CLAE, resultando em um derivado detectavel a 254nm.
(MAYCOCK & UTLEY, 1985, LAUREN & GREENHALGH, 1987, COHEN &
BOUTIN-MUMA, 1992; LANGSETH & RUNDBERGET, 1998).

GILBERT et al. (1992) publicaram um estudo colaborativo, onde
amostras de trigo e milho, certificadas, foram analisadas para a determinacdo de
DON. Dentre os dez laboratérios que participaram do estudo, cinco escotheram
CLAE para a realizagdo das analises. O método utilizado por eles empregou
extracdo com acetonitrila:agua em varias proporgdes, com uma excecdo onde foi
empregada a mistura de agua:cloroférmio.etanol. Os métodos de limpeza
constaram de colunas de carvao:alumina:celite, resina trocadora de cations,
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Florisit e silica gel, sozinhas ou em combinacbes. Os participantes utilizaram
coluna de fase-reversa Cs e detecgdo por UV e um deles utilizou detector por
fluorescéncia. A fase movel constou de metanol:agua em diversas proporcdes. A
deteccdo no UV foi realizada entre 220 e 224 nm. Para deteccdo por
fluorescéncia, os comprimentos de onda utilizados foram: excitagdo, 397 nm e
emiss&o, 505 nm. Os limites de deteccdo variaram entre 50, 20 e 10 pg/kg. A

recuperagao variou entre 91 e 76%.

LAUREN & GREENHALGH (1987) também desenvolveram um
método de CLAE para a determinagéo de DON e NIV em cereais, utilizando fase
reversa e detecgdo a 222 nm. As amosiras, milho e trigo, foram extraidas com
acetonitrila:agua (85:15) e uma aliquota foi purificada passando por uma coluna
combinada de resina trocadora de cétion e alumina: carvao (20+1). A recuperacdo
das amostras artificialmente contaminadas com DON e NIV variou entre 83 e 94%.

MAYCOCK & UTLEY (1985) analisaram padrdes de toxina T-2, DAS,
DON e NIV derivados com p-nitrobenzoil em meio a 4-DMAP por CLAE. Utilizaram
como fase movel acetonitrila: tampéao fosfato 0,2M. A detecgo foi realizada a 220
nm.

Apesar de diversos autores terem desenvolvido métodos de CLAE
para a determinac&o de tricotecenos, esta técnica néo é muito utilizada porque a
sensibilidade & inferior a obtida por cromatografia gasosa com detector por captura
de elétrons ou de massas (SNYDER, 1986).

JIMENEZ & MATEO (1997) afirmam e mostram em seu trabalho, o
desenvolvimento de um método de CLAE com detecgdo por UV mais sensivel que
o de cromatografia gasosa (CG), com detecgdo por ionizagdo em chama (iC),
para tricotecenos do grupo B. O método proposto emprega como sistema de
extracdo metanol:NaCi 1% (80:40), desengorduramento com n-hexano e partigéo
com diclorometano. A limpeza & realizada em colunas Sep-Pak Cis e os cartuchos
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s&o eluidos com metanol:agua (40:60) seguidos de metanol. As duas fragdes séo
coletadas separadamente. Na primeira fracdo (metanol:dgua), os autores
determinam tricotecenos do grupo B por CLAE com detecgdo por UV a 225nm.
Empregam uma coluna ODS-2 e como fase moével metanolagua (35:65). Na
segunda fragdo, determinam tricotecenos do grupo A por CG. Realizam derivagio
com Tri-Sil TBT por 1 hora a 45°C. Os limites de detecc@o, para o método de
CLAE, foram 5, 5 9 e 9 ng/g para NIV, DON, 3-ADON e 15-ADON,
respectivamente. Ja os limites de detecgdo para CG-IC para tricotecenos B variam
entre 17-20 ng/g e entre 18-23 ng/g para tricotecenos do grupo A.

CAHIL ef al. (1999) desenvolveram um método de CLAE para DON
em trigo. Este método emprega coluna de imunoafinidade (DON test kit HPLC-
VICAN, Watertown, MA, USA) para o isclamento da toxina e CLAE para detecgio
(UV) e quantificacao da toxina. O limite de detecgéo foi de 0,1ug/g e a média de
recuperagao foi de 90% com um desvio de 8,3%. Os autores realizaram teste para
verificar a capacidade da coluna e o valor encontrado foi de 3,3ug e a faixa étima

de trabalho (para o teste) foi de 0,1 a 10,0 ug/g.

JIMENEZ et al. (2000) desenvolveram um método para analisar
tricotecenos do grupo A por CLAE com detecc@o por fluorescéncia usando cloreto
de carbonil-3-coumarina como reagente de deriva¢do. Neste trabalho, os autores
mostram como sintetizar este reagente. A limpeza dos exiratos é realizada apés a
reacio de derivagdo, com o intuito de eliminarem todos os interferentes, inclusive
os formados apds a reacdo. Foram testados trés sistemas de limpeza, dois
baseados na extragcéo em fase sdlida e um constando de particdo (liquido-liquido).
Os autores mostram que o melhor procedimento de isclamento das toxinas foi a
particdo. A recuperacao obtida foi de 70% para todas as toxinas estudas. Os
limites de detecc@o para toxina T2 foram de 10 ng/g e para as demais toxinas do
grupo foi 15 ng/g. Este método foi desenvolvido para arroz e milho.
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4.1.3. Cromatografia Gasosa - CG

A cromatografia gasosa (CG) €& a técnica cromatografica mais
utilizada na separagdo de misturas de tricotecenos. A CG inclui necessariamente
etapas previas de extracdo e limpeza. Os solventes empregados na fase de
extragéo sdo de carater polar, como o metanol e acetonitrila em misturas com
agua. A clarificacéo é feita por adicdo de agentes precipitantes, sendo o sulfato de
aménioc um dos mais empregados. Amostras gordurosas requerem uma etapa de
desengorduramento. O emprego de minicolunas de limpeza é comum e os
adsorventes geralmente utilizados s#o silica gel, Florisil, carvio ativo, celite e
alumina, individuaimente ou em misturas (ROMER, 19886, TRENHOLM et al.,
1985; MAROCHI & SOARES, 1993; FURLONG & SOARES, 1995a).

Um ponto critico na determinacdo de tricotecenos vem a ser a
derivagdo, efetuada previamente aoc processo cromatografico. Seu emprego
advem da necessidade em reduzir a polaridade dos grupamentos livres, aumentar
a pressao de vapor dos compostos, possibilitar a separacéo de substéncias muito
semelhantes entre si no estado natural e introduzir grupos que tornam o composto
adequado ao sistema de detecgdo empregado (ROMER, 1978; SNYDER, 1986).
No caso dos tricotecenos, a derivago do grupo hidroxila é vital para melhorar a
volatilidade dos tricotecenos e melhorar suas propriedades cromatograficas. Para
estas micotoxinas s@o utilizadas derivagdes do tipo silililacdo, flucroacetilagdo e
fluoroalquitagdo. Outro sistema de derivacdo é a acetilagcdo com anidrido acético
em meio a piridina (SNYDER, 1986).

Alguns reagentes de derivaco vém sendo utilizados com sucesso
para determinacéo de tricotecenos por cromatografia gasosa. S&o eles: (a)
heptafluorobutirilimidazol (HFBI), pentafluoropropionilimidazol (PFPl) (SCOTT,
1986, 1989, 1993, 1997; KRISHNAMURTHY & SARVER, 1986); (b) anidrido
heptafluorobutirico (HFBA) (MUNOZ et al., 1990; CROTEAU et al, 1994); (c)
anidrido trifluoroacetico (TFAA) (VISCONTI et al., 1989; LAUREN & AGNEW,
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1991, SCUDAMORE et al, 1998), (d) agentes para trimetilsilililagdo (SCOTT,
1986, 1989, 1997).

Derivados heptafluorobutirados (HFB) de tricotecenos foram os
primeiros a serem aplicados na determinag@o de toxina T-2 e diacetoxiscirpenol,
que reagem rapidamente a temperatura ambiente com HFBI, e posteriormente
para a determinacdo de desoxinivalenol que requer aquecimento por 1 hora a
60°C. Um segundo reagente bastantie utilizado na heptafluorobutiriagéio de
tricotecenos € o anidrido heptafiuorobutirico (HFBA) com 4-dimetilaminopiridina (4-
DMAP) ou trimetilamina como catalisadores dissolvidos em solvente orgénico
(KANHERE & SCOTT, 1990). Os ésteres de heptafluorobutirii ddo otimas
respostas em sistema de deteccéo por captura de elétrons (SCOTT, 1982) e por
jonizacdo quimica em espectrometro de massas (KRISHNAMURTHY & SARVER,
1986). Os menores limites de detecgdo para DON-tri-HFB foram 10 pg (1 ng/g)
(COHEN & LAPOINTE, 1982) por captura de elétrons e 0,1 pg (0,1 ngfg) por
espectrometria de massa com ionizacao quimica (KRISHNAMURTHY & SARVER,
1986). O peso molecular dos ésteres de HFB pode exceder a faixa de massas do
espectrdmetro, como por exemplo, o0 DON-tri-HFB que possuiu peso molecular de
884. Por isso a utilizag@o de ésteres de pentafluoropropionil (PFP) ou trifluoroacetil
s&o, as vezes, preferidos (KRISHNAMURTHY & SARVER, 1988).

A silililagdo e a acetilacdo sdo técnicas amplamente utilizadas na
derivacdo de tricotecenos, embora a diversidade das propriedades destas
micotoxinas n&o permita o sucesso de um Unico derivador para todos os
tricotecenos. A analise torna-se dificil quando uma mistura esta presente em uma
tnica amostra. Problemas relacionados com os reagentes acima incluem,
metodologia complicada, derivacio incompleta, dificil eliminagdo por evaporagéo
dos reagentes derivadores, decomposicdo de certos derivados, falta de
especificidade (WREFORD & SHAW, 1987).
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Quando se utiliza detecgé@o por captura de elétrons ou por ionizagao
em chama, os ésteres de TFA sdo preferidos, em virtude de sua maior
volatilidade. O peso molecular mais baixo dos ésteres de TFA os torna utilizaveis
para a detecg¢io por espectrdmetro de massas (WREFORD & SHAW, 1987).

O tipo de coluna que efetua a separagio no cromatégrafo é um fator
determinante na qualidade dos resultados obtidos para os tricotecenos em estudo.
O aparecimento das colunas capilares tomou possivel a detecgéo e a separagéo
de compostos muito semelhantes e que aparecem em tracos nos alimentos. As
fases estacionarias que podem ser utilizadas para a separacdo de tricotecenos
incluem-se em uma larga faixa em termos de polaridade: metil silicone; 50%
fenilmetil silicone; 7% ou 14% cianopropilfenil metil silicone; 50% fenilmetil
silicone; 50% ftriflucropropil metil silicone e 25% cianopropil fenil metil silicone
(SCOTT & KANHERE, 1988).

A detecgio de tricotecenos por cromatografia gasosa vem sendo
empregada para amostras de cereais, como mitho, trigo, aveia, arroz, centeio,
cevada e seus derivados, misturas destes cereais em ragdes e outros tipos de
grdos como soja e amendoim (TANAKA, 1988). Também sio relatadas
determinacbes de tricotecenos e seus metabdlitos, por esta técnica, em plasma,
urina e fezes de suinos, bovinos e cachorros (ROOD et al., 1986; BETINA, 1989).

ONJI et al. (1998) desenvoiveram um método de CG-EM (impacto de
elétrons) para tricotecenos utilizando um sistema de injecdo “on-column”. Neste
método os tricotecenos néo sofreram reacdo de derivagdio. O limite de detecgéo
do método, para cevada ficou na faixa de 0,1 a 0,5 ug/g. As médias de
recuperacéo foram de 93,1% para DON, 3-ADON, 15-MAS, DAS e toxina T2 e
46% para fusarenona X e scirpentriol, quando amostras de cevada eram

contaminadas com 1ug/g.
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4.2. Imunoensaios

Muitos métodos guimicos e bioldgicos foram propostos e aplicados
na deteccdo e na quantificacdo tricotecenos em alimentos e fluidos biolégicos. A
CG e a CG em combinagdo com espectrometria de massas s@o ampiamente
empregados, mas estes métodos necessitam de numerosas etapas de limpeza
previamente a analise cromatografica. Apds a introdugio dos métodos
imunoenzimaticos para a detecgdo e quantificacdo de contaminantes ambientais,
muitos métodos empregando ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) estdo
sendo propostos para tricotecenos como, tais como a toxina T-2, o
desoxinivalenol, 3,15- diacetil-desoxinivalenol, nivalenol e toxina HT-2, com
anticorpos monocionais ou policlonais (NAGAYAMA ef al., 1988).

No artigo de WOLF-HALL & BULLERMAN (1996), os autores
comparam o método de cromatografia em camada delgada (CCD) da AOAC
(citado por WOLF-HALL & BULLERMAN,1996) com um “kit" ELISA para a
detecgdo e quantificagdo de desoxinivalenol em amostras de trigo e milho. De
acordo com os autores, 0 método de CCD causa leituras erréneas em virtude dos
co-extratos presentes nas amostras, além de desperdicar muito solvente, pois o
método emprega grandes quantidades de acetonitrila. Para WOLF-HALL &
BULLERMAN (1996), o ELISA & um método muito mais rapido, requerendo
apenas um dia para a andlise de 51 amostras; ja a CCD necessitou uma semana
para 0 mesmo numero de amostras. Os autores afirmam que ¢ ELISA detecta
menores quantidades de DON em amostras de graos que a CCD.

CHU & LI (1994) determinaram tricotecenos do grupo A por ELISA
indireto. Para este teste as micotoxinas foram extraidas, de amostras de mitho,
com 50% de acetonitrila. Os extratos foram hidrolisados e acetilados antes de se
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proceder ao ensaio imunolégico. Para os tricotecenos do tipo B, os extratos de
milho foram apenas acetilados previamente ao radicimunoenszio. As
concentragdes encontradas foram muito altas: 139 a 2030 ppb, com média de 627
ppb para tricotecenos do grupo A; e 470 a 5826 ppg, com média de 2359 ppb para
tricotecenos do tipo B. FAN ef al. (1987) desenvolveram um método de ELISA
indireto para as toxinas HT-2 e T-2 com limites de detecgio de 0,5 a 5,0 ppb.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS MOAGEIRAS DE MILHO-
ABIMILHO. Viséo do Setor. http://www.abimilho.com.br/setor.html. Arquivo
capturado em 20 de setembro de 2000.

BETINA, V. Chromatographic methods as tools in the field of mycotoxins. Journal
of Chromatography, v. 447 n. 1, p. 187-234, 1989,

BLACK, R. M,; CLARKE, R. J.; READ, R. W. Detection of trace levels of
trichothecene mycotoxins in environmental residues and foodstuffs using gas
chromatography with mass spectrometric or electron capture detection.
Journal of Chromatography, v. 388, n. 2, p. 365-378, 1987.

32



CAHIL, L. M,; KRUGER, S.C.; McALICE, B. T.; RAMSEY, C.S.; PRIOLI, R;
KOHN, B. Quantification of deoxynivalenol in wheat using an immunoaffinity
column and liquid chromatography. Journal of Chromatography A, v. 859, n.
1, p. 23-28, 1999,

CHU, F. S, LI, GY. Simultaneous occurrence of fumonisin B1 and other
mycotoxins in moldy corn collected from people’s Republic of China in regions
with high incidences of esophageal cancer. Applied and Environmental
Microbiology, v. 60, n. 3, p. 847-852, 1994.

CLEVSTROM, G. Studies of fungi flora of plants and feeds and the influence
of formic acid on growth and aflatoxin production in Aspergillus flavus.
Upsala, Sweden. 1986. (Dissertation ~ Departament of Microbiology, Swedish
University of Agricultural Sciences), 1986.

COHEN, H.; BOUTIN-MUMA, B. Fluorescence detection of trichothecene
mycotoxins as coumarin-3-carbonyl chloride derivatives by high-performance
liquid chromatography. Journal of Chromatography, v. 595, n. 1+2, p. 143-
148, 1992,

COHEN, H.; LAPOINTE, M. Capillary gas-chromatographic determination of
vomitoxin in cereal grains. Journal of the Association of Official Analytical
Chemists, v. 65, n. 6, p. 14291434, 1982.

CROTEAU, S. M., PRELUSKY, D. B.;, TRENHOLM, H. L. Analysis of
trichothecenes mycotoxins by gas chromatography with electron capture
detection. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 42, n. 4, p. 928-

933, 1994.
UNICAMP
41BLIOTECA CENTRAL
QECAO CIRCULANTY

33



D'MELLO, J. P. F; PLACINTA, C .M., MACDONALD, A. M. C. Fusarium
mycotoxins: a review of global implications for animal health, welfare and
productivity. Animal Feed Science and Technology, v. 80, n. 3, p. 183-205,
1999.

EPPLEY, R.M. Methods for the detection of trichothecenes. Journal of the
Association Official of Analytical Chemists, v. 58, n. 5, p. 906-908, 1975.

FAN, T. 8. L.; XU, Y-C.; CHU, F. 8. Simultaneous analysis of T-2 toxin and HT-2
toxin by indirect enzyme-linked immunosorbent assay. Journal of the
Association Official of Analytical Chemists, v. 70, n. 4, p. 657-661, 1987.

FANULLI, AL; LIMA, U. A Milho: produgéo, pré-colheita e transformagio
agroindustrial. S0 Paulo: Fundagdo de Estudos Agrarios Luiz de Queiroz-
FEALQ, p. 1-3, 1982.

FURLONG, E. B, SOARES, L. M. V. Gas chromatographic method for
quantification and confirmation of trichothecenes in wheat. Journal of the
Association Official of Analytical Chemists International, v. 78, n. 2, p.
386-390, 1995a.

FURLONG, E. B.; SOARES, L .M. V,; LASCA, C. C.; KOHARA, E. Y. Mycotoxins
and fungi in wheat stored in elevators in the state of Rio Grande do Sul, Brazil.
Food Additives and Contaminants, v. 12, n. 5, p. 683-688, 1995b.

FURLONG, E.B.; SOARES, L. M. V; LASCA, C. C; KOHARA, E. Y. Mycotoxins

and fungi in wheat harvestes during 1990 in test plots in the state of Sio
Paulo, Brazil. Mycopathology, v. 131, p. 185-190, 1995c.

34



GILBERT, J.; SHARMAN, M.; PATEL, S.; BOENKE, A.; WAGSTAFFE, P. J.
Deoxynivalenol in wheat and maize flour reference materials . 2. Preparation
and certification. Food Additives and Contaminants, v. 9, n. 2, p. 119-135,
1992.

GRANDONI, K. M_; GENTRY, P. A;; HOLUB, J.; YAGEM, B. Comparative effects
of trichothecene mycotoxins on bovine platelet function: acetyl T2, a more
potent inibitor than T2 toxin. Mycotoxin Research, v. 6, n. 2, p. 61-63, 1990.

HIETANIEMI, V.; KUMPULAINEN, J. Contents of Fusarium toxins in Finnish and
imported grains and feeds. Food Additives and Contaminants, v. 8, n. 2, p.
171-182, 1991.

JACOBSEN, B. J.; BOWEN, K. L.; SHELBY, R. A;; DIENER, U. L.: KEMPPAINEN,
B. W, FLOYD, J. Mycotoxins and mycotoxicoses. Alabama Cooperative
Extention System. Circular ANR-767, 02, 1993.

JIMENEZ, M.; MATEQ, R. Determination of mycotoxins produced by Fusarium
isolates from banana fruits by capillary gas chromatography and high-
performance liquid chromatography. Journal of Chromatography A, v. 778,
n. 2, p. 363-372, 1997.

JIMENEZ, M.; MATEQ, J. J.; MATEQ, R. Determination of type A trichothecenes
by high-performance liquid chromatography with coumarin-3-carbonyl chloride
derivatisation and fluorescence detection. Journal of Chromatography A, v.
870, n. 1, p. 473-481, 2000.

KANHERE, S.R.; SCOTT, P.M. Heptaflucrobutyrylation of trichothecenes using a
solid phase catalyst. Journal of Chromatography, v. 511, p. 384-389, 1990.

35



KIESSLING, K.H. Biochemical mechanism of action of mycotoxins. Pure and
Applied Chemistry, v. 58, n. 2, p. 327-338, 1986.

KIM, J. C.; KANG, H. J.; LEE, D. H.; LEE, Y. W.; YOSHIZAWA, T. Natural
occurrence of Fusarium mycotoxins (trichothecenes and zearalenone) in barley
and comn in Korea. Applied and Environmental Microbiology, v. 59, n. 11, p
3798-3802, 1993.

KOLLARCZIK, B.; GAREIS, M.; HANELT, M. In vifro transformation of the
Fusariurn mycotoxins deoxynivalenol and zearalencne by the normal gut
microfiora of pigs. Natural Toxins, v. 2, n. 2, p. 105-110, 1994.

KOTAL, F.; HOLADOVA, K. HAJSLOVA, J.; POUSTKA, J.; RADOVA, z.
Determination of trichothecenes in cereals. Journal of Chromatography A, v.
830, n. 1, p. 219-225, 1999.

KRISHNAMURTHY, T.; SARVER, EW. Mass spectral investigations on
trichothecene mycotoxins: 1ll. Synthesis, characterization and applications of
pentafluoropropiony! and trifluoracetyl esters of simple trichothecenes. Journal
of Chromatography, v. 355, n. 1, p. 253-264, 1986.

LANGSETH, W.; RUNDBERGET, T. Instrumental methods for determination of
nonmacrocyclic trichothecenes in cereals, foodstuffs and cultures. Journal of
Chromatography A, v. 815, n. 1, p. 103-121, 1998.

LAUREN, D. R,; AGNEW, M. P. Multitoxin screening method for Fusarium

mycotoxins in grains. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 39, n.
3, p. 502-507, 1991.

36



LAUREN, D. R,; GREENHALGH, R. Simultaneous analysis of nivalenol and
deoxynivalenol in cereals by liquid chromatography. Journal of the
Association Official of Analytical Chemists, v. 70, n. 3, p. 479-483, 1987.

MARASAS, W. F. O.; SMALLEY, E. B. Mycoflora, toxicity and nutritive value of
mouldy maize. Onderstepoot Journal of Veterinary Medicin, Pretoria, v. 39,
p. 1-10, 1972.

MARASAS, W. F. O.; WEHNER, F. C.; Van RENSBURG, S. J. Van
SCHALKWYK. Mycoficra of corn produced in human esophageal cancer areas
in Transkey, Southern Africa. Phytopathology, v. 71, n. 8, p. 792-796, 1981.

MAROCHI, M. A; SOSRES, L. M. V. Metodologia para a determinacdo de
tricotecenos e zearalenona em gracs. Boletim da Sociedade Brasileira de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 27, n. 1, p. 1-8, 1993.

MAROCH!, M. A;; SOARES, L. M. V.: FURLANI, R. Z. P. Testes confirmatorios
para fricotecenos. Revista do Instituto Adolfo Lutz, v. 56, n. 2, p.17-20,
19986,

MAYCOCK, R.; UTLEY, D. Analysis of some trichothecene mycotoxins by liquid
chromatography. Journal of Chromatography, v. 347, n. 3, p. 429-433, 1985.

MUNOZ, L.; CARDELLE, M.; PEREIRO, M.; RIGUERA, R. Occurrence of corn
mycotoxins in Galicia (Northwest Spain). Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 38, n. 4, p. 1004-1008, 1990.

NAGAYAMA, S, KAWAMURA, O.; OHTANI, K.; RYU, J-C; LATUS, D;
SUDHEIM, L., UENO, Y. Application of enzyme-linked immunosorbent assay
for screening of T-2 toxin-producing Fusarium spp. Applied and
Environmental Microbiology, v. 54, n. 5, p. 1302-1303, 1988.

37



NOGUEIRA JUNIOR, S.: NOGUEIRA, E.A: TSUNECHIRO, A. Consideragao
Sobre a Agroindustria do milho. Sdo Paulo: Instituto Econdémico de
Agricultura, v.27, p. 1-18, 1987. (Relatério de Pesquisa).

ONJL, Y., ACKI, Y.; TANI, N.; UMEBAYASHI, K; KITADA, Y.; DOHI, Y. Direct
analysis of several Fusarium mycotoxins in cereals by capillary gas
chromatography-mass spectrometry. Journal of Chromatography A, v. 815,
n. 1, p. 59-65, 1998.

OSBORNE, B. G. Mycotoxins and the cereals industry - a review. Journal of Food
Technology, v. 17, n. 1, p. 1-9, 1882.

PACIN, A. M.; RESNIK, S. L;; NEIRA, M. S.; MOLTO, G., MARTINEZ, E. Natural
occurrence of deoxynivalenol in wheat, wheat flour and barley products in
Argentina. Food Additives and Contaminants, v. 14, n. 4, p. 327-331, 1997.

PARK, J. C.; ZONG, M. S.; CHANG, |. M. Survey of the presence of the Fusarium
mycotoxins nivaienol, deoxynivalenol and T-2 toxin in Korea cereals of the
1989 harvest. Food Additives and Contaminats, v. 8, n. 4, p. 447-451, 1991,

PARK, J. J.; SMALLEY, E. B.; CHU, F. S. Natural occurrence of Fusarium
mycotoxins in field samples from the 1992 Wisconsin corn crop. Applied and
Environmental Microbiology, v. 62, n. 5, p. 1642-1648, 1996.

PASTER, N.; BULLERMAN, L. B. Mould spoilage and mycotoxins formation in
grains as Controlled by physical means. International Journal of Food
Microbiology, Amsterdam, v. 7, n. 3, p. 257-265, 1988.

PERKOWSKI, J.; JELEN, H.; KIECANA, I.; GOLINSKI, P. Natural contaminatiom
of spring bariey with group A trichothecene mycotoxins in southeastern Poland.
Food Additives and Contamiants, v.14, n. 4, p. 321-325, 1997.

38



PLACINTA, C. M.; D'MELLO, J. P. F.. MACDONALD, A. M .C. A review of
worldwide contamination of cereal grains and animal feed with Fusarium
mycotoxins. Animal Feed Science and Technology, v. 78, n. 1, p. 21-37,
1999.

POMERANZ, Y. Biochemical, functional and nutritive changes during storage. In:
CHRISTENSEN, C. M. ed. Storage of Cereal Grains and their Products. 3 ?
ed. St. Paul: American Association of Cereal Chemists, 1982. p. 145-217.

PRELUSKY, D. B.; TRENHOLM, H. L., 1991. Tissue distribution of deoxynivalenol
in swine dosed intravenously. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
v. 39, n. 4, p.748-751, 1991.

ROMER, T. R. Use of small charcoal/alumina clean-up columns in determination of
trichothecene mycotoxins in foods and feeds. Journal of the Association
Official of Analytical Chemists, v. 68, n. 4, p. 699-703, 1986.

ROMER, T. R.,; BOLING, T. M.; MacDONALD, J. L. Gas-liquid chromatography
determination of T-2 toxin and diacetoxyscirpenol in corn and mixed feeds.
Journal of the Association Official of Analytical Chemists, v. 61, n. 4, p.
801-808, 1978.

ROOD Jr, H. D.; SWANSON, S. P.; BUCK, W.B. Rapid screening procedure for
the detection of trichothecenes in plasma and urine. Journal of
Chromatography, v. 378, n. 2, p. 375-383, 1986.

ROSEN, R. T.; ROSEN, J. D. Quantification and confirmation of four Fusarium

mycotoxing in corn by gas-chromatography-mass spectrometry-selected ion
monitoring. Journal of Chromatography, v. 283, p. 223-230, 1984,

39



RYU, J. C.; YANG, J. S;; SONG, Y. S.; KWON, O. S;; PARK, J.; CHANG, I. M.
Survey of natural occurrence of trichothecene mycotoxins and zearalenone in
Korea cereals harvested in 1992 using gas chromatography/mass
spectrometry. Food Additives and Contaminants, v. 13, n. 3, p. 333-341,
1996.

SABINO, M. ICHIKAWA, A  H.; INOMATA, E. I; LAMARDO, L C. A
Determinacéo de desoxinivalenol em trigo e milho em grao por cromatografia
em camada delgada. Revista Instituto Adoifo Lutz, v. 49, p. 155-159, 1989,

SCHMIDT, R.; ZIEGENHAGEN, E.; DOSE, K. High performance liquid
chromatography of trichothecens. |, Detection of T2 toxin and HT2 toxin.
Journal of Chromatography, v. 212, n. 3, p. 370-373, 1981.

SCOTT, P.M. Assessment of quantitatives methods for determinaton of
trichothecenes in grains and grain products. Journal of the Association
Official of Analytical Chemists, v. 65, n. 4, p. 876-883, 1982.

SCOTT, P. M. Multi-year monitoring of Canadian grains and grain-based foods for
trichothecenes and zearalenone. Food Additives and Contaminats, v. 14, n.
4, p. 333-339, 1997.

SCOTT, P. M.; KANHERE, S. R. Comparison of column phases for separation of
derivatezed trichothecenes by capillary gas chromathography. Journal of
Chromatography, v. 368, n. 2, p. 374-380, 1986.

SCOTT, P. M.;; KANHERE, S. R.; WEBER, D. Analysis of Canadian and imported

beers for Fusarium mycotoxins by gas chromatography-mass spectrometry.
Food Additives and Contaminants, v. 10, n. 4, p. 381-389, 1993,

40



SCOTT, P. M,; LAU, P. Y.; KANHERE, 8. R. Gas chromatography with electron
capture and mass spectrometric detection of deoxynivalenol in wheat and
other grains. Journal of the Association Official of Analytical Chemists, v.
64, n. 6, p. 1364-1371, 1981.

SCOTT, P. M.; LOMBAERT, G. A;; DELLARES, P.; BACLER, S.; KANHERE, S.
R.;, SUN, W. F; LAU, P. Y, WEBER, D. Application of capillary gas
chromatography to a survey of wheat for five trichothecenes. Food Additives
and Contaminants, v. 6, n. 4, p. 489-500, 1989.

SCUDAMORE, K. A; NAWAZ, S.; HETMANSKI, M. T. Mycotoxins in ingredients
of animal feeding stuffs:li. Determination of mycotoxins in maize and maize
products. Food Additives and Contaminats, v. 15, n. 1, p. 30-55, 1998.

SEMENIUK, G. Microflora. In: ANDERSON, J. A., ALCOCK, A E. Eds. Storage of
Cereal Grains and their Products. St. Paul: American Association of Cereal
Chemists. 1954. V. 2, p. 77-151.

SHEPHERD, M. J.; GILBERT, J. Long-term storage stability of deoxynivalenol
standard reference solutions. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
v. 36, n. 2, p. 305-308, 1988.

SHOTWELL, O. L.; BENNETT, G. A.; STUBBLEFIELD, R. D.; SHANNON, G. M.,
KWOLEK, W. F.; PLATTNER, R. D. Deoxynivalenol in hard red winter wheat:
relationship between toxin levels and factors that could be used in grading.
Journal of the Association Official of Analytical Chemists, v. 68, n. 5, p.
954-957, 1985,

SHLLIKER, J. H.; ELLIOTT, R. P. Ecologia Microbiana de los Alimentos.
Zaragoza: Editorial Acribia. 1880. V. 1, p. 74-96.

41



SNYDER, A. P. Qualitative, quantitative and technological aspects of the
trichothecene mycotoxins. Journal of Food Protection, v. 49, n. 7, p. 544-
569, 1986.

SOHN, H. B; SEO, J. A; LEE, Y. W. Co-occurrence of Fusarium mycotoxins in
mouidy and healthy corn from Korea. Food Additives and Contaminants,
v. 16, n. 4, p. 153-158, 1998.

SUGIURA, Y.; FUKASAKU, K.; TANAKA, T.; MATSUI, Y.; UENOQ, Y. Fusarium
poae and Fusarium crookwellense, fungi responsible for the natural occurrence
of nivalenol in Hokkaido. Applied and Environmental Microbiology, v. 59,
n. 10, p. 3334-3338, 1993.

SUTTON, J. C. Epidemiology of wheat head blight and maize ear rot caused by
Fusarium graminearum. Canadian Journal of Plant Pathology, v. 4, p. 195-
209, 1982.

TANAKA, T, YAMAMOTO, S.; HASEGAWA, A; AOKI, N.; BESLING, J.R.
Worldwide contamination of cereals by Fusarium mycotoxins nivalenol,
deoxynivalenol and zearalenone. | survey of 19 countries. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 36, n. 6, p.979-983, 1988.

TANAKA, T.; YONEDA, A.; INOUE, S.; SUGIURA, Y.; UENQ, Y. Simultaneous
determination of trichothecene mycotoxins and zearalenone in cereals by gas
chromatography-mass spectrometry. Journal of Chromatography A, v. 882,
n. 1, p. 23-28, 2000.

THIEL, P. G.; MARASAS, W. F. O.; SYDENHAM, E. W.; SHEPHARD, G. S
GELDERBLOM, W. C. A; NIEUWENHUIS, J. J. Survey of fumonisin
production by Fusarium species. Applied and Environmental Microbiology,
Washington, v.57, n. 4, p. 1089-1093, 1891,

42



TRENHOLM, H. L; WARNER, R. M.; PRELUSKY, D. B. Assessment of extraction
procedures in the analysis of naturally contaminated grain products for
deoxynivalenol (vomitoxin). Journal of the Association Official of Analitycal
Chemists, v. 68, n. 4, p. 645-649, 1985.

UENO, Y. Trichothecenes: Chemical, Biological and Toxicological Aspects.
Tokyo: Elsevier, v. 4, 1983.

UENO, Y. Mode of action of trichothecenes. Pure and Applied Chemistry, v. 49,
n. 11, p. 1737-1745, 1977.

UENQ, Y. Trichothecenes as Environmental Toxicants. Reviews in
Environmental Toxicology 2, Amsterdan, p. 303-341, 1986.

VISCONTI, A.; MIROCHA, C. J.; LOGRIECO, A; BOTTALICO, A.; SOLFRIZZO,
M. Mycotoxins produced by Fusarium acuminatum. Isolation and
characterization of acuminatin: a new trichothecene. Journal of Agricuitural
and Food Chemistry, v. 37 n. 5, p. 1348-1351, 1989.

WATSON, S.A.; RAMSTAD, P.E. Corn: Chemistry and Technology, St Paul:
American Association of Ceral Chemists, p. 55, 420-421, 1987.

WOLF-HALL, C. E.; BULLERMAN, L. B. Comparison of thin layer chromatography
and an enzime-linked immunosorbent assay for detecton and quantification of
deoxynivalenol en corn and wheat. Journal of Food Protection, v.59, n.4, p.
438-440, 1996.

WREFORD, B. J.; SHAW, K. J. Analysis of deoxynivalenol as its trifluoroacetyl

ester by gas chromatography- electron ionization mass spectrometry. Food
Additives and Contaminants, v. 5, n. 2, p. 141-147, 1987.

43



Capitulo 2

Avaliagio de Métodos para Determinagdo de Tricotecenos em
Milho por Cromatografia Gasosa
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Resumo

Sistemas de extracdo e limpeza foram avaliados para a
determinag&o de tricotecenos em mitho pipoca. O método de extragdo descrito por
FURLONG & SOARES (1995), combinado com a coluna de limpeza de ROMER
(1986), foi o método que apresentou melhores resultados. A extracio foi realizada
com metanol.cloreto de potassio 4% (9:1) seguida por clarificagdo com sulfato de
aménio 30% e particdo com diclorometano. A seguir, 0 extrato foi passado pela
coluna de alumina:carvao (2,3 : 1,9) e eluido com acetonitrila:agua (84:16). O
reagente de derivagdo empregado foi o anidrido trifluoroacético (TFAA) em piridina
anteriormente a etapa de cromatografia gasosa com detector por ionizagéo em
chama. As recuperagbes médias obtidas foram 72% para desoxinivalenol (DON),
88% para diacetoxiscirpenol (DAS) e 87% para toxina T2 (T2). Os limites de
detecgdo encontrados foram 30ng/g para DON, 50ng/g para DAS e 40ng/g para
T2. Os coeficientes de variagdc médios para amostras artificiaimente
contaminadas, no nivel de 500 ng/g foi 9,8, 6,3 e 6,6 % para DON, DAS e T2,

respectivamente.

INTRODUGAO

Os tricotecenos s&o uma familia de micotoxinas caracterizadas por
um esqueleto tetraciclico 12,13-epoxi-tricotec-9-eno. Estas micotoxinas séo
compostos com fungOes éster e alcool na porgdo externa da molécula. Possuem
uma dupla ligagdo entre os carbonos 9 e 10 e um grupo epdxido entre os
carbonos 12 e 13. Os tricotecenos si@o produzidos por fungos dos géneros
Fusarium, Myrothecium, Cephalosporium, Verticimonosporium, Stachybotrys e
Trichothecium (UENO, 1983). Um total de 148 tricotecenos sdo conhecidos.
Apenas alguns tricotecenos foram observados ocorrerem naturalmente, como por
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exemplo o desoxinivaienol (DON}, o nivalenol (NIV), a toxina T2 (T2), a toxina HT2
(HT2) e o diacetoxiscirpenol (DAS) (KOTAL et al., 1999).

Cereais contaminados por diversas espécies de Fusarium saoc a
possivel fonte de tricotecenos em alimentos destinados ao consumo humano e de
animais. Dentre os vérios cereais, o trigo e o milho parecem ser os mais
susceptiveis a contaminagéo. O DON tem sido o tricoteceno mais fregiientemente
encontrado nos cereais (LANGSETH & RUNDBERGET, 1998).

Os sintomas caracteristicos dos efeitos tdxicos dos tricotecenos em
humanos e animais s&o vomitos, angina necrética, diarréia, anorexia, alteragbes
hematologicas, distirbios neurolégicos, destruicBo da medula 6ssea e
hemorragias generalizadas, seguidos ou ndo de morte (SNYDER, 1986; UENO,
1986). A doenga em humanos que estd associada a estes sintomas chama-se
Aleucia Téxica Alimentar (ATA). Casos fatais desta doenga ocorreram em 1913 e
apos a Segunda Guerra Mundial em populagbes localizadas em regides da antiga
Rassia (OSBORNE, 1982, UENO, 1983; SNYDER, 1986; JACOBSEN et al,
1993).

Por estarem, os tricotecenos, presentes em tracos nos alimentos
destinados ao consumo humano e ragbes animais, métodos analiticos sensiveis e
especificos tornam-se necessarios. O primeiro método desenvolvido para a
determinacao de tricotecenos em gréos foi a cromatografia em camada delgada
(CCD). Os tricotecenos eram visualizados com diversos reagentes reveladores.
Um deles, o cloreto de aluminio, foi amplamente empregado para tricotecenos do
grupo B (LANGSETH & RUNDBERGET, 1998). A determinacéo de tricotecenos
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é dificil em virtude da falta de
absorg&o na faixa do ultra-violeta (UV), exceto para tricotecenos do grupo B. Para
tricotecenos do grupo A, CLAE, com detecg@o por UV, é aplicada somente para
culturas com altas concentragdes de toxina. Muitos pesquisadores descreveram a
determinacéo de tricotecenos por CLAE ap0s derivagBo. A desvantagem deste
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método esta na presenca de picos dos reagentes de derivagio que interferem com
os picos de alguns tricotecenos (MAYCOCK, 1985; LAUREN & GREENHALGH,
1987; LANGSETH & RUDENBERGET, 1998). Dentre os métodos
cromatograficos, a cromatografia gasosa (CG) é a técnica mais empregada na
determinacio de tricotecenos em diversos tipos de amostras, com deteccido por
captura de elétrons (CE), espectrémetro de massas (EM) ou por ionizagdo em
chama (IC), respectivamente nesta ordem.

A cromatografia gasosa (CG), apesar de necessitar de exiensas e
trabalhosas etapas de limpeza, oferece alta resolugdo na separacdo através do
emprego de colunas capilares. A seletividade e sensibilidade vao depender do
sistema de detecgio empregado. A versatilidade da CG facilita o desenvolvimento
de meétodos para analises de rotina no caso de amostras contendo varios
tricotecenos (CROTEAU et al., 1994). Esta técnica inclui etapas de extragdo,
limpeza, e na maioria dos casos, uma reac2o de derivac@o compativel com o
sistema de detecgdo utilizado. Os solventes empregados na etapa de extragdo
s8o de carater polar, como 0 metanol e a acetonitrila em misturas com agua.
Quando a extracdo é feita com metanol, uma etapa de clarificagdo se faz
necesséria. Um dos agentes precipitantes mais utilizados é o sulfato de aménio.
Dependendo do tipo de amostra, quando muito gordurosa, hé a necessidade de
uma etapa de desengorduramento, normaimente, com n-hexano. Na etapa de
limpeza, ou isclamento das toxinas, € comum o emprego de colunas de exiragdo
em fase sdlida (SPE), e os adsorventes mais utilizados sdo carvao ativo, celite,
alumina, silica gel, Florisii individualmente ou em misturas (ROMER, 1986;
FURLONG & SOARES, 1995; MAROCHI, 1993).

A reagao de derivagao, previamente a separagdo cromatografica a
gas, € necessaria para melhorar a volatiidade e outras propriedades
cromatograficas dos tricotecenos. Os agentes de derivagdo mais empregados
para  ftricotecencs s&80 o  anidrido  trifluoroacético  (TFAA), 0
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heptafluorobutirilimidazol (HFBI), o anidrido heptafluorobutirico (HFBA) e o
pentafluoropropionilimidazol (PFPI).

Em virtude da falta de uma metodologia para a determinacdo de
DON, NIV, T2 e DAS em milho pipoca adaptado & realidade dos laboratérios
nacionais, este trabalho teve como objetivos: a) avaliar qual 0 melhor agente de
derivag8o para estes tricotecenos quando se emprega detector por ionizagdo em
chama; b) avaliar qual o melhor sistema de extrag@o e limpeza para amostras de
mitho pipoca e ¢) estabelecer e validar um método para a determinagic de DON,
NIV, DAS e T2 em milho pipoca.

MATERIAL E METODOS

1. Amostras: as amostras de milho pipoca, tanto de marcas como a granel, foram
adquiridas em estabelecimentos comerciais da cidade de Campinas em pacotes
de 500g. Estas foram trituradas em moinho até passarem por uma peneira de 80
mesh, acondicionadas em recipientes de vidro e armazenadas a ~18°C até o
momento da analise.

2. Padroes

2.1. Tricotecenos - desoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV), toxina T2 (T2) e
diacetoxiscirpenol (DAS): as solugbes estoque individuais de cada tricotecenos
— DON, NiV, T2 e DAS -~ (SIGMA Chemical Company, St. Louis, MO) foram
preparadas pesando-se 1 mg da cada toxina, dissolvendo em 10 mL de benzeno,
segundo FURLONG & SOARES (1995), e obtendo-se a concentracido de
100pg/mL. As solugbes trabalho foram preparadas em concentragdo 40ug/mL
para cada toxina. Estas solugdes foram acondicionadas em frascos ambares

vedados e armazenados a -18°C.
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2.2, Padrao interno: Metil araquidato (Poly Science Corp.), a solugdo estoque foi
preparada pesando-se 2,5 mg de metil araquidato, dissolvendo em 5 mbL de n-
hexano (grau cromatografico) obtendo-se a concentracdo de 500ug/mL. A solugdo
trabalho foi preparada em concentragéo 100ug/mL. Esta solucfo foi acondicionada

em frasco ambar vedado e armazenado a -18°C.

3. Solventes e Reagentes: (grau analitico, exceto quando indicado) metanol,
cloretoc de potéssio (KCl), sulfato de amoénio [(NH4).S04, cloroférmio,
diclorometano, anidrido trifluoroacético (TFAA), heptafluorcbutirilimidazol (HFBI),
piridina, bicarbonato de sodioc (NaHCOs;), fosfato de potassio monobasico
(KH2POy), tolueno (grau cromatogréfico) e acetonitrila (grau cromatografico).

4. Adsorventes: carvio ativo (60 mesh e 100-400 mesh/ Sigma), celite, alumina,
Florisil (100-400 mesh/ Merck), Amberlite IRP-64 (100-400 mesh/ Sigma),
Amberlite CG-50 (100-200 mesh/ Sigma) e Amberlite IR-120 (Merck)

5. Equipamentos
* Cromatografo a Gas: marca VARIAN , MODELO Star 3400cx, com detector de
ionizagdo em chama e injetor modelo 1078. Coluna capilar DB-1701 ( J & W
Scientific ) com 15 metros de comprimento, 0,32mm de diametro interno e 0,25um
de espessura de fase estacionaria (14% cianopropilfeniimetil polisiloxano). As
condicbes cromatograficas utilizadas foram: temperatura injetor (275°C),
temperatura do detector (300°C), programacado da coluna (100°C/1mim, 6°C/mim
até 220°C/20mim), vazio do gas de arraste (3,6mL/mim) e fluxo de limpeza do
injetor (50mL/mim}. O volume de injecdo foi 1ul, 0 modo de injecdo splitless e ©
tempo de spiittess (0,75 mim). Software de integragdo dos dados, Varian Star
versao 4.5
* Ligliidificador: comum, de uso domeéstico ou equivalente.
* Moinho: modelo 3033, marca PERTEN, ou equivalente.
* Banho Maria: MARCONI, modelo BTC 9090, ou equivalente.
* Banho ultra-som: Microssonic SX 20, ou equivalente.
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* Pipetas automaticas: Finnpipett Digital de 40-200ulL e de 200-1000uL
(Labsystems), ou equivalentes.

* Micro-seringa: Microliter 701N de 10ul (Hamilton Co., Reno, NA)

* Seringas de vidro de 10mL: seringas de vidro hipodérmica, BD-YALE, ou

equivalente.

6. Avaliacdo de reagentes de derivacdao e melhores condi¢coes de derivagio:
dois agentes de derivagao foram testados o HFBl e o TFAA.

6.1. Derivacdo com HFBI: esta derivagdo foi realizada conforme o método de
FURLONG & SOARES (1995). Empregou-se a quantidade necesséaria de solucéo
de padrao de ftricotecenos. Esta foi seca e adicionada de 500ul. de
tolueno:acetonitrila (95:5) e 50ulL de HFBI. A solugio foi mantida em banho-maria
a 60°C por 60 minutos. Foi retirada do banho, deixada atingir a temperatura
ambiente e adicionada de mais 500ul de tolueno:acetonitrila (85:5). A fase
organica foi lavada duas vezes com 1000uL de tampéo fosfato 0,1M pH 7.0 e foi
levada ao congelador para a separacio das fases. Uma aliquota da fase orgénica
(derivado) foi transferida para um frasco contendo padrdo intermo e entio
evaporada sob nitrogénic a temperatura ambiente. O derivado seco foi
ressuspendido com 100uL de n-hexano e realizada a analise cromatografica.

6.2. Derivacao com TFAA: para este agente derivador duas bases foram
testadas, o bicarbonato de sédio (NaHCO3) e a piridina.

* Reagdo em presenga de bicarbonato de sédio (TFAA/NaHCO;): Uma aliquota
de solu¢do padrao foi tomada e seca a temperatura ambiente sob fluxo de
nitrogénio. 20 mg de NaHCO; e 200ul. de TFAA foram adicionados ao residuc e a
solucdo resultante foi levada ao banho-maria a 60°C por 60 minutos. Apés esfriar,
n-hexano foi adicionado e a seguir a mistura foi evaporada. Foram adicionados
500ul de tolueno e duas vezes 1000ul de agua deionizada ao derivado seco.

Uma aliquota da fase organica foi transferida para um frasco contendo o padrio
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interno e a solugdo foi entdo seca. O derivado seco foi ressuspendido em 100 pL

de n-hexano e injetado no cromatégrafo a gas.

* Reagao em presenca de piridina (TFAA/piridina): uma aliquota com a
quantidade necessaria do padrdo foi tomada e levada para secar. Foram
adicionados 1000ul de solugdo de 1,5 mg/ml de piridina em tolueno:acetonitrila
(95:5) e 200uL de TFAA ao residuo e levados ao banho-maria a 60°C por 60
minutos. Apods esfriar a temperatura ambiente, foram entdo adicionados 2 vezes
1000ul de KH.PO4 5%. Uma aliquota da fase organica foi transferida para um
frasco contendo padréo interno. A mistura foi seca e ressuspendida com 100ul de

n-hexano e analise cromatografica realizada.

7. Avaliacdo de sistemas de extracdo e limpeza: para a escolha do meihor
sistema de extracdo e limpeza, foram levados em consideracdo a recuperagdo dos
tricotecenos e a capacidade de limpeza dos extratos das amostras por parte de
cada metodo testado, gerando cromatogramas limpos com poucos picos
interferentes. Os métodos testados foram:

7.1. Teste do sistema de extracdo e limpeza descrito por FURLONG &
SOARES (1995): 50g de amostra foram homogeneizadas com 270 mL de metanol
e 30 mL de cloreto de potassio 4% por 5 minutos em liglidificador. A mistura foi
filtrada e uma aliguota de 150 mL foi tomada e clarificada com 150 mL de sulfato
de aménio 30% e 50 cm® de celite. A mistura foi filtrada e, novamente, tomada
uma aliquota de 150 mbL e esta foi transferida para um funil de separagéo
contendo 150mL de agua destilada. Foi realizada partigdo, lenta por 3 minutos,
com 10 ml de cloroférmio (2 vezes). Uma aliquota de 5 mL de cada partigéo foi
tomada, misturada e seca. O extrato seco foi ressuspendido em
tolueno:acetonitrita (95:5), passado por coluna de carvaoc:alumina:celite (0,7: 0,5
0,3) e eluido com 40 mL de tolueno:acetonitrila (95:5). O eluato foi concentrado a
80°C, transferido para frasco de reagdo e seco. A derivacdo foi realizada com o
reagente desejado e a analise cromatografica realizada.
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7.2. Teste do sistema de extrac@o descrito por FURLONG & SOARES (1995)
combinado com a coluna de limpeza de Florisil (2g): além da combinacéo
entre o método de extragéo, descrito no item 7.1, e a coluna de limpeza de Florisil
(2g), trés eluentes para esta coluna foram testados acetonitrila:agua (84:16),
acetonitrila (100) e cloroférmio:metanol (70:30). O volume de eluicdo empregado
foi 40 mL. Os eluatos foram concenirados, nas temperaturas adequadas,
transferidos para frasco de reagdo e secos. A reagdo de derivacgéo foi realizada,
seguida da analise cromatogréfica.

7.3. Teste do sistema de extragdo descrito por FURLONG & SOARES (1995)
combinado com coluna de limpeza de alumina:carvao (ROMER, 1986): a
amostra de foi extraida como descrito no item 7.1, passada por uma coluna de
alumina:carvdo (2,3: 1,9) e eluida com 40 mL de acetonitrila:agua (84:16). O
eluato foi concentrado a 80°C, transferido para frasco de reac&o, seco, realizou-se

a reac&o de derivagdo seguida da analise cromatografica.

7.4. Teste do sistema de extragido descrito por LANGSETH & CLASEN (1992)
combinado com coluna de limpeza alumina:carvdo (ROMER, 1986): 25g de
amostra de milho pipoca foram homogeneizadas por 1 hora em shaker com 100
mL de acetonitrila:agua (84:16). O extrato foi filtrado e uma aliquota de 65mL foi
concentrada a 80°C até a secura. O extrato seco foi entéo redissolvido com 5
vezes 1 mil de acetonitrifazagua (84:16), passado pela coluna de alumina:carvic
(2,3:19), eluido com 40 mL de acetonitrila:agua (84:18), concentrado a 80°C |,
transferido para frasco de reagéo e seco. Procedeu-se a reagdo de derivagdo
desejada e realizou-se a analise cromatografica.

7.5. Teste do sistema de extracdo descrito por TANAKA (1985) combinado
com limpeza em coluna de alumina:carvio (ROMER, 1986): 20g de amostras
foram homogeneizadas com 200 mL de acetonitrila:agua (3:1) por 5 minutos. O
extrato foi fitrado, uma aliquota de 125 mL foi tomada e realizou-se
desengorduramento com 100 mbL de n-hexano. Uma aliquota de 85 mlL do extrato
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desengordurado foi tomada, a esta foram adicionados 100 mL de etanol e a
mistura foi concentrada, em roto-evaporador a 50°C, até aproximadamente 5 mL.
O extrato concentrado foi fransferido para frasco dmbar e secado. O residuo foi
ressuspendido em acetonitrila:dgua (84:16), passado por coluna de
alumina:carvéo (2,3:1,9) e eluido com 40 mL de acetonitrila:agua (84:16). O eluato
foi concentrado a 80°C, transferido para frasco de reagdo, seco e a reagéo de

derivagdo foi executada. Apds a derivagio, a analise cromatografica foi realizada.

7.6. Teste do sistema de extracdo e limpeza descrito por LAUREN &
GREENHALGH (1987): 20g de amostra e 100 mL acetonitrila:agua (85:15) foram
homogeneizados por 2 horas em shaker. O extrato foi filtrado e uma aliquota de
65 mL foi concentrada a 80°C. Este método empregava uma coluna que continha
como adsorventes 19 de alumina:carvéo (20+1) e 2g resina trocadora de cétions,
empacotados em camadas sucessivas . Trés tipos de resina trocadora de cétions
(Amberlite 1R-120, IRP-64 e CG-50) foram empregadas para a montagem das
colunas. Os extratos concentrados foram passados por estas colunas e eluidos
com 40 mlL de acetonitrila:agua (85:15). Os eluatos foram concentrados a 80°C,
transferidos para frasco de reagéo e secados. A reagdo de derivagdo e a andlise
cromatografica foram entdo realizadas

7.7. Teste do sistema de extracdo descrito por LAUREN & GREENHALGH
(1987) combinado com e limpeza em coluna de alumina:carvado:resina
Amberlite IR-120 (2,3 : 1,9 : 2,0): a amostra foi extraida como descrito no item
7.6, mas a limpeza foi realizada em coluna de alumina : carvio : resina Amberlite
IR-120 (2,3:1,9:2,0). Dois sistemas de solventes acetonitrila:agua, nas proporcbes
(84:16) e (75:25), foram empregados para a eluicdo das amostras. O volume de
eluicBo foi 40 mL. A concentracdo dos eluatos foi feita a 80°C. Apds a
concentragdo, os eluatos foram transferidos para frasco de reacdo e secos. A
reacdo de derivagdo e a andlise cromatografica foram entdo realizadas.
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7.8. Teste do sistema de extracéo descrito por LANGSETH & CLASEN (1992)
combinado com limpeza em coluna de alumina:carvao:resina Amberlite IR-
120 (2,3:1,9:2,0) e eluicdo com acetonitrila:dgua (84:16): previamente 3 etapa
de extracdo, a amostra de milho pipoca foi desengordurada em extrator de
Goldfish por 3 horas. Apés o desengorduramento, a amostra foi extraida segundo
o item 7.4, passada por coluna contendo alumina:carvio:resina Amberlite IR-120
(2,3:1,9:2,0), eluida com 40 mL de acetonitrila:agua (84:16) e concentrada a 80°C.
Apbs a concentracio do eluato este foi transferido para frasco de reacéo, seco,
derivado e se procedeu analise cromatografica.

7.9. Teste do sistema de extracdo descrito por TANAKA (1985) combinado
com limpeza em coluna de alumina:carvio:resina Amberlite IR-120 ( 2,3 : 1,9:
2,0) e eluicdo com acetonitrila:agua (3:1): previamente a etapa de extragéo, a
amostra foi desengordurada em exirator de Goldfish por 3 horas. A amostra
desengordurada foi extraida segundo o item 7.5, passada por coluna de
alumina:carvao:resina Amberlite IR-120 (2,2:1,9:2,0) e eluida com 40 mL de
acetonitrila.agua (3:1). O eluato foi concentrado a 80°C, transferido para frasco de
reacdo e seco. A reacdo de derivacdo e a andlise cromatografica foram entdo
realizadas.

7.10. Teste do sistema de extragio e limpeza descrito por ROSEN & ROSEN
(1984): 10g de amostra foram homogeneizadas com 150 mi de metanol por 3
minutos. O extrato foi filtrado e uma aliquota de 100mL foi desengordurada com
75 mL n-hexano. A fragdo metandlica foi seca a 60°C. O residuo foi ressuspenso
com 2 mL de metanol e 8 mL de agua e colocada em coluna Cys (pré condicionada
com soiugdo de 20% de metanol). 10 mL de solugio metanol 20% foram
adicionados, e entdo descartados. Os tricotecenos foram eluidos da coluna de Cys
com metanol.agua (85:15). O eluato resultante foi evaporado sob nitrogénio a
60°C. O residuo foi entio dissolvido com 500 ul de tolueno:acetato de etila (1:1) e
passado por uma coluna de silica gel. Outros 10 mbL de tolueno:acetato de etila
(1:1) foram empregados para a eluicdo das toxinas da coluna de silica gel. O
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eluato foi concentrado sob nitrogénio a temperatura ambiente, transferido para
frasco de reacéo, derivado e cromatografado.

7.11. Teste do sistema de extra¢do de SCOTT et al. (1981) combinado com
limpeza em coluna de alumina:carvdo (ROMER, 1986): 30g de amostra foram
extraidas com 250 mL de metanol.dgua (1:1) por 5 minutos em liqUidificador. O
extrato foi filtrado e uma aliquota de 100 ml. foi clarificada com 100 mL de sulfato
de aménio 30% e 25 cm® de celite. Novamente uma aliquota de 100 mL foi
tomada e foi realizada uma particdo 20 mL de acetato de etila. A particio foi
realizada mais 3 vezes. As fases de acetato de etila foram combinadas,
concentradas a 40°C e secas. O residuo foi redissolvido em tolueno:acetona
(95:5), passado por coluna de alumina:carvao (2,3:1,9) e eluido com 40 mL de
tolueno:acetona (95:5). O eluato foi concentrado a 70°C, transferido para frasco de

reagdo e seco. Apés a secagem, o residuo foi derivado e cromatografado.

7.12. Teste do sistema de extracdo descrito por SCOTT ef al. (1986)
combinado com limpeza em coluna de alumina:carvao (ROMER, 1986): 30g
de amostra foram extraidas com 250 mL de metanol:agua (7:3) por 5 minutos em
liquidificador. O extrato foi filtrado e uma aliquota de 100 mL foi clarificada com
100 mL de sulfato de aménio 10% e 25 cm® de celite. Novamente uma aliquota de
100 mL foi tomada e uma particdo com 20 mL de acetato de etila foi realizada 2
vezes. As fases de acetato de efila foram combinadas, concentradas a 40°C e
secas. O residuo foi dissolvido com acetato de etila, aplicado em coluna de
alumina:carvao (2,3:1,8) e eluido com 40 mlL de acetato de etila. O eluato foi
concentrado a 40°C, ftransferido para frasco de reagdo, derivado e

cromatografado.

7.13. Teste do sistema de extrac@o descrito por FURLONG & SOARES (1995),
particido com diclorometano e limpeza em coluna de alumina:carviao
(ROMER, 1986): a amostra foi extraida como descrito no item 7.1, mas a etapa de
particdo sofreu algumas alteragdes. A particBo foi realizada com 15 mL de
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diclorometano (2 vezes). As fases de diclorometano foram misturadas, uma
aliquota de 15 mL foi tomada e evaporada a 50°C. O residuo foi dissolvido com 5
vezes 1 mlL de acetonitrila:agua (84:16), aplicado em coluna de alumina:carviao
(2,3:1,9) e eluido com 40 mL de acetonitrila:agua (84:16). O eluato foi concentrado
a 80°C, transferido para um frasco de rea¢o, derivado e cromatografado.

8. Recuperacéo, repetibilidade, limites de deteccdo e de quantificacdo: a
recuperacdo e a repetibilidade foram testadas em amostras artificiaimente
contaminadas com 0,51g/g de cada tricoteceno (DON, T2 e DAS). Os limites de
deteccdo e de quantificacdo do método foram calculados de acordo com as
recomendagbes da "AMERICAN CHEMICAL SOCIETY” (1980). Uma amostra,
nao-contaminada naturalmente, foi fortificada com padrio dos tricotecenos,
derivada e injetada 5 vezes no cromatdgrafo a gas. O desvio padrio (c) destas 5
injegbes foi entdo caiculado. O limite de detecgdo de cada tricoteceno foi
determinado como sendo a menor quantidade que gerasse um sinal trés vezes
maior que o ruido (5). O limite de quantificacdo foi determinado como a menor
concentragao que produzisse um sinal cinco vezes maior que o limite de deteccéo.
Curvas de calibragio interna foram construidas para cada um dos tricotecenos
estudados neste trabalho.

9. Descontaminagdo do material: todo material utilizado nas analises foi
descontaminado com solugdo comercial de hipociorito de sédio por 24 horas. Ap6s
0 periodo de descontaminacdo, o material foi lavado normalmente, enxaguado
com agua destilada e seco em temperatura ambiente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Escolha do melhor agente de derivagcdo e melhores condi¢cbes de
derivagao
A derivacdo do DON com HFBI gerou um cromatograma, Figura 2,
com poucos picos, além dos esperados, tri-heptafluorcbutiril desoxinivalenol
(DON-tri-HFB) e do padréo interno (Pi). A éarea relativa (Area pon/ Area p;) obtida
foi 1,24.

A Figura 3 traz o perfil cromatografico da derivagdo do DON com
TFAA / NaHCOs3. O derivado formado foi o tri-trifluorcacetil desoxinivalenot (DON-
tri-TFA). Nota-se que o cromatograma resultante apresenta menos picos gque o
gerado com o HFBI. A reagdo produz um derivado para o qual o detector
apresenta maior sensibilidade, em virtude do aumento da érea relativa (Area pon/
Area p) . Com este sistema de derivacdo, a (Area pon/ Area pi) obtida foi 1,82.

O cromatograma da Figura 4 refere-se ao derivado formado apds a
reacao do DON com o TFAA/piridina. O composto formado, como anteriormente,
foi o DON-tri-TFA. Como mostra a figura, houve um aumento no tamanho do pico
da toxina e consequentemente da area relativa (Area pon/ Area p)), que passou de
1,82 para 2,62. Este aumento proporcionou a utilizacdo de quantidades bem
menores de solug¢do padrdo dos tricotecenos, aumentando assim a sensibilidade
do método. Portanto, em virtude desta vantagem apresentada pelo sistema de
derivagdo TFAA/piridina em comparagc@o com o HFBI, o primeiro foi o sistema
escolhido para as derivagdes dos tricotecenos neste trabalho. A Figura 5 traz o
cromatograma dos tricotecenos, estudados neste trabalho, derivados com
TFAA/piridina. Infelizmente, nem a reagcdo com HFB! e nem a com TFAA,
possibilitaram a obten¢do do derivado do NIV. Possivelmente, o padrio desta
toxina poderia estar velho ou degradado, pois testes realizados com até 3 horas
de derivagdo ndo formaram o derivado do nivalenol. A partir destes resultados, o
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agente de derivagdo empregado em todos os métodos testados, foi o TFAA em
presenca de piridina.
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Figura 2: Perfil cromatogréfico da derivagio de padréo de DON com HFBI,
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Figura 3: Perfil cromatogréafico da derivagaoc de padrio de DON com TFAA/NaHCO;.
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Figura 4: Perfil cromatogréfico da derivacio de padrdao de DON com TFAA/piridina.
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Figura 5: Perfil cromatografico de uma mistura de padrées de DON, DAS e T2 derivados com
TFAA [ piridina.

2. Avaliagéo de sistemas de extracao e limpeza

2.1. Sistema de extracio e limpeza de FURLONG & SOARES (1995)

Antes de se proceder a anélise das amostras de milho pipoca, por
este meétodo, descrito no item 7.1, testes para verificar a recuperagdo
proporcionada pela coluna de carvdo:alumina:celite (0,7 : 0,5: 0,3) foram
realizados com padrdo de toxina T2. Apds estes testes, executou-se o sistema de
extracéo e limpeza do método com amostras nfo-contaminadas artificiaimente,
para verificar a capacidade de limpeza desta coluna para extratos de milho pipoca.
Em seguida, extrag8o e limpeza de amostras artificialmente contaminadas foram
executadas.

Apbs a passagem do padrio de toxina T2 pela coluna de

carvao:alumina:celite (0,7 : 0,5 : 0,3) e eluicdo com 40 mL de tolueno:acetonitrila
(95:5), sua recuperac@o foi de apenas 40%. Mesmo trabalhando-se apenas com
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solugdo padréo desta toxina, o cromatograma obtido era extremamente sujo,
apresentando diversos picos interferentes.

A Figura 6 traz o perfil cromatografico de uma amostra de milho
pipoca n@o-contaminada artificialmente. Este teste foi realizado para verificar a
capacidade de limpeza da coluna de carvao:alumina;celite. Fica claro pelo
cromatograma apresentado, que a coluna ndo é adequada para a limpeza de
extrato de milho. Devido a esta incapacidade de limpar a amostra, por parte desta
coluna, as etapas de extracéo, clarificacdo e particdo do método de FURLONG &
SOARES (1985) foram mantidas, mas a coluna de carvao:alumina:celite (0,7: 0,5:

0,3) foi substituida e testes foram realizados com outras combinacbes de
adsorventes.
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Figura 6: Perfil cromatogréfico utilizando o sistema de extragdo e limpeza descrito por
FURLONG & SOARES (1995) em amostra de mitho pipoca.
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2.2. Sistema de extracdo de FURLONG & SOARES (1995) e limpeza em
coluna de Florisil (2g)

Antes de realizar testes para verificar a capacidade da coluna na
himpeza dos extratos de milho pipoca, alguns experimentos com solucdo padrdo
de toxina T2 e sistemas de solventes para a eluigdo foram feitos para verificar qual
o melhor sistema de eluicdo, levando em consideragdo a recuperacéo e o perfil

cromatografico obtido.

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos com os sistemas de eluicdo
empregados na eluicdo da toxina T2 da coluna de Florisil (2g).

Tabela 3: Sistemas de eluicdo empregados nos testes com coluna de Florisil (2g).

Sistema de eluicao Recuperacio (%) Perfil cromatografico
Cloroformio:metanci {70:30) 85 Limpo com poucos picos interferentes
{Figura7)
Acetonitriia (100) 89 Limpe com poucos picos interferentes
(Figura 8)
Acetonitrila:agua (84.16) 97 Limpo sem picos interferentes
(Figura 9)

Como o sistema de eluente acetonitrila:agua (84:16) possibilitou
maior recuperacdo e cromatograma bastante limpo, este foi 0 sistema escolhido
para proceder a eluigdo do exrato de milho pipoca n&o-contaminado
artificialmente da coluna Florisil (2g). Como mostra a Figura 10, infelizmente a
coluna nado possibilitou a retencdo dos diversos co-extrativos da amostra.
Portanto, apesar da recuperacg@o ser alta com a toxina pura, esta inabilidade na
limpeza do extrato de mitho pipoca torna sua utilizagdo invidvel para este tipo de

amostra.
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Figura 7: Perfil cromatografico do padrdo de T2 eluido com cloroférmio:metanol (70:30) em
coluna de Florisil (2g).
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Figura 8: Perfil cromatogréfico de padrdo de T2 eluido com acetonitrila (100} em coluna de
Florisil {2g).
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Figura 9: Perfil cromatografico do padrao de T2 eluido com acetonitrila:agua (84:16) em
coluna de Florisil (2g).
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Figura 10: Perfil cromatografico utilizando limpeza de extrato de milho pipoca em coluna de
Florisil {2g) eluida com acetonitrila:agua (84:16).
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2.3. Sistema de extracdo descrito por FURLONG & SOARES (1995)
combinado com limpeza em coluna de alumina:carvdo (2,3:1,9) (ROMER,
1986).

A Figura 11 refere-se ao cromatograma de um extrato, segundo o
método de FURLONG & SOARES (1995), descrito no item 7.1, de milho pipoca
ndo-contaminado artificiaimente passado pela coluna de alumina:carvio e eluido
com 40 mL de acetonitrila:adgua (84:16). Como mostra a figura, esta coluna
combinada com este eluente proporciocnaram uma otima limpeza do extrato de
milho pipoca.
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Figura 11: Perfil cromatogréfico utilizando limpeza de extrato de milho pipoca em coluna
de alumina:carvdo (2,3:1,9) com acetonitrila:agua {84:16) como eluente.
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2.4. Sistema de extragdo descrito por LANGSETH & CLASEN (1992)
combinado com coluna de limpeza de alumina:carvio (2,3:1,9) (ROMER,
1986).

O cromatograma do extrato obtido, de acordo com o método de
LANGSETH & CLASEN (1992), estd na Figura 12. O extrato inicial era
extremamente pigmentado (amarelo) e oleoso. Durante sua concentracio, em
banho-maria, houve a formacdo de granulos amarelos no fundo do béquer
utilizado. A ressuspens&o deste extrato concentrado, para proceder limpeza em
coluna de carvdoalumina e eluicdo com acetonitrila:agua (84:16), ndo foi
completa, pois parte do extrato ndo se dissolveu nos 5 x 1 mL empregados. Apés
a passagem pela coluna, o extrato que era inicialmente amarelo tornou-se limpido
(transparente). Mas, como mostra a Figura 12, muitos co-extrativos ndo puderam
ser retidos pela coluna. A porcentagem de recuperagéo foi apenas 20%, para uma
amostra fortificada com desoxinivalenol (DON). Apesar da recuperac¢éo ser baixa,
esta poderia ser melhorada modificando-se as razfes entre acetonitrila e 4gua ou
mesmo trocando-se estes solventes por outros compativeis, mas com capacidade
de eluicdo maior. A forca de eluicdo € uma variavel que pode influenciar a
porcentagem de recuperacdo. Como os tricotecenos possuem carater lipofilico, é
possivel que uma grande parte da toxina tenha sofrido uma interagdo com os
compostos gordurosos do extrato, contribuindo para este baixo valor na

recuperacao.
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Figura 12: Perfil cromatografico utilizando o sistema de extragcdo de LANGSETH & CLASEN
{1992), limpeza em coluna alumina:carvio (2,3:1,9) e eluigdo com acetonitrila:agua
(84:16).

2.5. Sistema de extracao descrito por TANAKA (1985) combinado com coluna
de limpeza de alumina:carvao (2,3:1,9) (ROMER, 1986).

O método de TANAKA (1985) também foi empregado para proceder
extracéo de milho pipoca contaminado artificialmente com DON. O extrato obtido
apresentou-se extremamente amarelo e, apesar da etapa de desengorduramento,
gorduroso. Durante a concentracao do extrato, houve a formaca@o de uma pelicula
muito espessa no fundo do frasco utilizado. Na etapa de ressuspensdo deste
extrato, antes de se passar pela coluna de carvao:alumina, a pelicula nédo se
dissolveu, portanto nem toda a mostra foi possivel de ser colocada na coluna.
Apesar disto, a eluicBo com 40 mL de acetonitrila:dgua (84:16), possibilitou a
obtencéo de um eluato transparente. Mas como mostra a Figura 13, a coluna nédo
conseguiu reter a maioria dos compostos co-extraidos. N2o foi possivel caicular a
porcentagem de recuperagio, pois o picc do DON néo estava resolvido.
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Figura 13: Perfil cromatografico utilizando sistema de extracdo de TANAKA (1985), limpeza
em coluna de alumina:carvao {2,3:1,9) e eluigdo com acetonitrila:4gua (84:16).

Diante dos problemas apresentados por ambos os métodos,
LANGSETH & CLASEN (1992) e TANAKA (1985), optou-se por empregar o
sistema de extragdo descrito por FURLONG & SOARES (1995) e limpeza em
coluna de carvio:alumina (1,9:2,3) eluida com acetonitrila:agua (84:16) para
proceder a anélise de amostras de milho pipoca.

N&o se havia procedido a extragio, pelo método de FURLONG &
SOARES (1995), de tricotecenos de amostras de milho pipoca contaminadas
artificiaimente. A partir do momento que se iniciou a fortificagdo das amostras com
DON e os procedimentos de extracio, problemas com a recuperagio comegaram
a ocorrer. Na realidade, a recuperacdo desta toxina estava sendo muito baixa,
entre 24 e 33%.

Para encontrar a etapa critica do método (FURLONG & SOARES,
1995), ou seja, a etapa que provocava perda de toxina, todas as etapas do
método foram analisadas separadamente. Os testes foram realizados sem a
presenca de matriz (milho), apenas com solucao padrio de desoxinivalenol.
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O problema foi identificado na etapa de particdo com cloroférmio. A
principio desconfiou-se da qualidade do cloroférmio que estava sendo empregado,
mas testes com outras quatro marcas deste solvente deram praticamente os

mesmos resultados.

Portanto, como ainda n&o se havia encontrado um sistema de
extracdo e limpeza que proporcionasse recuperagdo adequada e limpeza
eficiente, outros métodos foram testados. Um deles constou da utilizagBo de
colunas comn resinas trocadoras de cations combinadas com carvao e alumina.
Outros solventes de extragdo também foram testados, entre eles acetonitrila e
agua em algumas proporgoes. Tais métodos estdo descritos nos itens a seguir.

2.6. Sistema de extracdo de limpeza descrito LAUREN & GREENHALGH
(1987)

Para este método a amostra foi extraida com acetonitrila; agua
(85:15) por 2 horas em shaker. O extrato era foi filirado e concentrado a 80°C em
banho de agua. Apds a concentragdo, o exirato foi passado por uma coluna de
limpeza. Este método empregou uma coluna que continha os seguintes
adsorventes: 1g alumina:carvado (misturados na propor¢do de 20 partes de
alumina e 1 parte de carvao) e 2g de resina trocadora de cations empacotados em
camadas sucessivas. Para este método, trés tipos de resina trocadora de cations
(Amberlite IR-120, IRP-64 e CG-50) foram empregados nas montagens das
colunas. Apds 0 empacotamento das colunas, estas foram lavadas com 15 mL do
eluente acetonitrila:agua (85:15). Em seguida, o extrato foi colocado e eluido com
40mL de acetonitrila; agua (85:15).

Experimentos, para verificar ¢ quanto cada coluna retinha de toxina,
foram realizados empregando-se padrao purc de toxina T-2 em cada uma das
colunas. Para a verificar a recuperagdo, foi feita a extragdo de amostras

contaminadas artificialmente.
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Os extratos iniciais mostraram-se extremamente amarelados. Apds a
concentracdo dos mesmos, estes se tornaram muito viscosos. A presenca de
gordura era visivel.

Todas as colunas precisaram ser eluidas sob vacuo, em virtude da
granutometria tanto do carvao (100-400 mesh) como das resinas Amberlite IRP-64
(100-400 mesh) e CG-50 (100-200 mesh).

Apds a passagem dos exiratos pelas colunas estes se tornaram
limpidos (transparentes), mas notou-se a presenga de algumas particulas de
carvac nos eluatos. Este foi outro problema ocasionado pela granulometria do
carvao. Os extratos limpos foram ent&o concentrados em banho de agua a 80°C.
Apbs a secagem, percebeu-se a presenca de material viscoso amarelado no fundo
e nas paredes dos frascos. A quantidade deste material viscoso era bem maior
nos extratos passados pelas colunas compostas pelas resinas IRP-64 e CG-50,
quando comparada com a quantidade apresentada no extrato eiuido pela resina
Amberlite IR-120.

Como mostram as Figuras 14, 15 e 16, nenhuma coluna conseguiu
limpar os extratos das amostras. Em virtude da inadequacao da limpeza, por parte
das colunas, ndo foi possivel o calculo de recuperacdo do método para as
amostras contaminadas artificiaimente, pois o pico da toxina T-2, utilizada para
testar a limpeza, néo foi detectado.
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Figura 14: Amostra de milho pipoca contaminada artificiaimente, limpa em coluna de 1g de
alumina:carvao {20+1) e 2g de resina IRP-84,
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Figura 15: Amostra de milho pipoca contaminada artificialmente, limpa em coluna de 1g de
alumina:carvao {20+1) e 2g de resina CG-50.
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Figura 16: Amostra de milho pipoca confaminada artificialmente limpa, em coluna de
alumina:carvao {(20+1) e 2g de resina IR-120.

Os testes realizados com padrao de toxina T2 puro nas colunas, para
a verificar o quanto cadé coluna retinha de toxina, resultaram em baixas
porcentagens de recuperagdo. A coluna que continha a resina Amberlite 1IR-120
reteve 37% da toxina, ja as resinas Amberlite IRP-64 e CG-50 retiveram 83% e
77% respectivamente.

A incapacidade das resinas IRP-64 e CG-50 de limparem os extratos
de milho juntamente com a alta retengao da toxina T-2, mostrou que © emprego
destas resinas em colunas de limpeza era inviavel para este tipo de amostra.

Apesar da coluna composta pela resina Amberlite IR-120 também
nao ter possibilitado a limpeza dos extratos, decidiu-se realizar mais alguns testes

com esta coluna, pois esta apresentou melhor recuperacao da toxina T-2.
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Como dito anteriormente, 0 extrato final seco apresentou um material
viscoso, tanto no fundo como nas paredes dos frascos. Com o intuito de se
eliminar este material, algumas alteragbes foram realizadas: a) troca da
granulometria de carvdo, de 100-400mesh para 60 mesh, a fim de se eliminar a
presenca de particulas de carvéo nos extratos e a utilizagéo de vécuo; b) mudanga
nas proporgdes entre adsorventes, a coluna empregada passou a conter 2,3g de
alumina, 1,9g de carvio e 2g de resina Amberlite IR-120; ¢) adi¢do de uma etapa
de desengorduramento com n-hexano; d) aumento no volume de eluente de 40
para 100 mL, com o objetivo de melhorar a porcentagem de recuperacgéo.

2.7. Sistema de extragdo LAUREN & GREENHALGH (1987) e limpeza em
coluna de alumina:carvao:resina Amberlite IR-120 (2,3:1,9:2,0)

As amostras contaminadas artificiaimente foram extraidas com
acetonitrila: agua (85:15), segundo o0 meétodo de LAUREN & GREENHALGH
(1887). Uma aliguota do exirato foi desengordurada com n-hexano. Este extrato
desengordurado foi, entdo, seco em banho de &gua a 80°C.

Nesta etapa, o sistema de solventes para a eluicdo das colunas,
acetonitrila:agua, foi testado nas proporgdes (84:16) e (75: 25). Os extratos secos,
foram re-dissolvidos em cada um destes eluentes, passados pela coluna
composta por alumina:carvao:resina (2,3: 1,9: 2,0) e eluidos com 100 mL dos
eluentes ja citados . Apos a eluicdo, os extratos foram secos em banho de agua a
80°C. Os residuos secos foram submetidos & derivacdo com TFAA-piridina e
injetados em cromatégrafo a gas.

Os extratos iniciais, obtidos a partir da extragio com acetonitrila:agua
(85:15) mostraram-se extremamente amarelados. Depois de serem secos a 80°C,
apresentaram-se muito viscosos e pareciam bastante gordurosos, apesar da etapa
de desengorduramento. A ressuspenséo destes, antes da passagem pela coluna
de limpeza, foi bastante complicada. Apds a passagem dos extratos pela coluna
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de limpeza e eluicdo com acetoniirila:dgua (84:16) e (75:25), estes se tornaram
limpidos. Mas, quando foram secos, novamente, em banho de agua a 80°C, um
material viscoso e levemente amarelado tornou-se visivel em ambos os eluatos. A
quantidade deste material foi bem maior no extrato obtido da eluigcdo com
acetonitrila:agua (75:25). Mesmo assim ambos os extratos foram derivados com
TFAA-piridina e injetados em cromatégrafo a gas.

A Figura 17 fraz o cromatograma da eluicdo feita com
acetonitrila:agua (84:16). Este cromatograma esta relativamente limpo, mostrando
que a coluna conseguiu reter a maior para dos interferentes. Mas, a recuperacio
desta coluna foi de apenas 23% para a toxina T2.

O cromatograma obtido a partir da eluigdo acetonitrila:agua (75:25)
esta na Figura 18. Este cromatograma esta ligeiramente mais sujo que o da Figura
17 e percebe-se uma grande diminui¢do no pico do padrdo interno. Além disso,
néo foi possivel o calculo da recuperagéo, pois o pico da toxina T-2 (Figura 18)
nem foi detectado. Uma das provaveis causas desta diminuicdo no pico do padréo
interno, € a presenca de gordura no derivade final. O padrdc interno (metil
araquidato) por se tratar de um éster de acido graxo, pode ter apresentado grande
afinidade por este material viscoso, que provavelmente era gordura e, ndo se
dissolveu em n-hexano antes de ser injetado no cromatégrafo. A toxina também
deve ter sofrido 0 mesmo tipo de afinidade ou oclusdo por este material viscoso.

O aumento no volume de eluente de 40 para 100mL ndo aumentou a
recuperagdo da toxina pura aplicada diretamente nas colunas. As recuperagbes
foram 89% para eluicgo com acetonitrila:dgua (84:16) e 58% para acetonitrila:agua
(75:25).
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Figura 17: Amostra de milho contaminada artificialmente com toxina T2 (1pg/g), limpa em
coluna de alumina:carvdo:resina Amberlite IR-120 (2,3:1,9:2,0), eluida com
acetonitrila:agua (84:16).
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Figura 18: Amostra de milho pipoca contaminada artificiaimente com toxina T2 (1ug/g),
limpa em coluna de alumina:carvdo:resina Amberlite IR-120 {2,3:1,9:2,0), efuida
com acetonitrila:agua (75:25).

2.8. Sistema de extragdo descrito por LANGSETH & CLASEN (1992)
combinado com limpeza em coluna de alumina:carvao:resina Amberlite IR-
120 (2,3:1,9:2,0) e eluicio com acetonitrila:agua (84:16)

Com o objetivo de desengordurar a amostra, previamente a extragio,
foi introduzida uma etapa de desengorduramento por extrator de Goldfish por 3
horas. A seguir as amostras foram extraidas segundo o método de LANGSETH &
CLASEN (1992), item 7.4, eluidas com acetonifriia:agua (84:16) da coluna
alumina:carvao:resina Amberlite IR-120 (2,3: 1,9: 2,0). Para verificar se a resina
trocadora de cations realmente melhorava a limpeza dos extratos, a coluna
alumina:carvao (2,3: 1,9) foi empregada paralelamente na limpeza das amostras

extraidas por este método.
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Apés a concentragdo do extrato houve a formagido de uma
quantidade pequena de granulos amarelos no fundo do béquer, mas estes
granulos foram facilmente dissolvidos. N&o foram necessarios mais que 4mL de
acetonitrila:agua (84:16) para a remog3o total da amostra e transferéncia para as
colunas em teste. Depois da concentragdo dos eluatos a 80°C, houve a formacéo
de material viscoso esbranquigado, mas em pequena quantidade.

Até este ponto do trabatho, ndo se tinha analisado amostras
contaminadas artificialmente, pois se optou por verificar, primeiramente, a
capacidade de limpeza das colunas. Um novo teste foi realizado, empregando o
desengorduramento de amostras de milho por 3 horas em Goldfish. A seguir a
amostra foi enriquecida com padrdoc de toxina T2. A extragdo foi realizada
segundo o método de LANGSETH & CLASEN (1992). Os extratos foram
concentrados e passados, separadamente, pelas colunas de
alumina:carva@o:resina (2,3:1,9:2,0) e alumina:carvio (2,3:1,9), e eluidos com
acetonitrila.agua (84.16) de cada uma das colunas. O cromatograma resultante da
limpeza em coluna de alumina:carvaéo:resina Amberlite IR-120 (2,3:1,9:2,0) e
eluicBo com acetonitrila:agua (84:16) estava relativamente limpo como mostra a
Figura 19. Mas a recuperagdo da toxina T2 foi menor que 20% nesta coluna. A
recuperacao proporcionada pela limpeza em coluna de alumina:carvdo (2,3:1,9) e
eluicdo com acetonitrila:dgua (84:16) também foi baixa, menor 30%.
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Figura 19: Amostra artificialmente contaminada, desengordurada por Goldfish, extraida
segundo o método de LANGSETH & CLASEN (1992}, limpa em coluna de
alumina:carvido:resina Amberlite IR-120 (2,3:1,9:2,0) e  eluida com
acetonitrila:dgua (84:16).

2.9. Sistema de extracdo descrito por TANAKA (1985) combinado com
limpeza em coluna de alumina:carvdo:resina Amberlite IR-120 ( 2,3 : 1,9: 2,0)
e eluicdo com acetonitrila:agua (3:1)

Com o objetivo de desengordurar a amostira, previamente a extracao,
foi introduzida uma etapa de desengorduramento por extrator de Goldfish por 3
horas. A seguir as amostras foram extraidas segundo o método de TANAKA
(1985), item 7.5, eluidass com acetonitrifazagua (3:1) da coluna
alumina:carvao:resina Amberlite IR-120 (2,3: 1,9: 2,0). Para verificar se a resina
trocadora de cations realmente melhorava a limpeza dos extratos, a coluna
alumina:carvéo (2,3: 1,9) foi empregada paralelamente na limpeza das amostras

extraidas por este método.
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Apbs a concentragéo do extrato até cerca de 2mL, houve a formagéo
de granulos amarelos (provavelmente mistura de gordura, pigmentos e proteinas)
no funde e nas paredes do béquer. Foram necessérias diversas lavagens com
acetonitrilazagua (3:1) para a retirada total da amostra no béquer, cerca de 10 mL
foram utilizados. Apds a aplicagdo dos exiratos, separadamente, nas colunas de
alumina:carvao (2,3 : 1,9) e alumina:carvao:resina Amberlite IR-120 (2,3: 1,9: 2,0)
e eluicdo com acetonitrila:dgua (3:1), estes se tornaram limpidos (fransparentes),
Mas, apos a concentragdo do eluato a 80°C, houve 0 aparecimento de material
viscoso levemente amarelado em ambos 0s eluatos.

Como mostra a Figura 20, o cromatograma & limpo, mas o pico do
padrao interno (Pi} sofreu uma grande diminuicio em sua area, o que mostra que
este teve mais afinidade pelo material viscoso e pode ndo ter dissolvido no n-
hexano. Este comportamento foi 0 mesmo, tantc para o extrato passado pela
coluna de alumina:carvée (2,3: 1,9), como o pelo passado pela coluna de
alumina:carvdoresina (2,3: 1,90 2,0). Os cromatogramas obtidos foram
praticamente iguais. Em virtude dos problemas encontrados desde a demora na
concentracdo dos extratos (25% de agua) até o aumento na gquantidade de
material viscoso, este sistema de solventes, acetonitrila:agua (3:1), foi eliminado.
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Figura 20: Amostra nd3o enriquecida, desengordurada por Goldfish, extraida segundo o
método de TANAKA {1985}, limpa em coluna de alumina:carvao:resina Amberlite
IR-120 {2,3:1,9:2,6) e eluida com acetonitrila:agua (3:1).

Outro sistema de eluicéo testado foi o com tolueno:acetonitrila (95:5),
pois este é o sistema empregado por FURLONG & SOARES (1995). Este n&o
gerou extrato com material viscoso. A recuperagao de toxina T-2, para amostras
contaminadas artificialmente, foi menor que 25% para ambas as colunas,
alumina:carvao (2,3:1,9) e alumina:carvao:resina Amberlite IR-120 (2,3: 1,9: 2,0).

Considerando os resultados obtidos, notou-se que a resina trocadora
de céations ndo methorava a limpeza das amostras, além de proporcionar
recuperagao menor, portanto a resina trocadora de cétions foi eliminada da
composicdo das colunas. Como os sistemas de extracdo e limpeza com
acetonitrila:agua (84:16) e (3:1) também nao geraram resultados satisfatérios, foi
descartada a utilizacdo destes sistemas. Outros métodos foram entéo testados.
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2.10. Sistema de extragao e limpeza descrito por ROSEN & ROSEN (1984)

__ Este método consistiu primeiramente de extragdo com metanol. O
extrato fdi desengordurado com n-hexano e seco a 60°C em banho-maria. Foi re-
dissolvido em solugdo de 20% de metanol em agua e passado por uma coluna de
extragéo em fase solida (SPE) de C1s (Varian, Bond Elut). O extrato foi eluido com
metanol:agua (85:15) e 0 eluato seco novamente a 60°C . O residuo foi re-
dissolvido e eluido com tolueno: acetato de etila (1:1) e aplicado em coluna (SPE)
de silica gel fase normal. Este alfimo eluato foi seco a temperatura ambiente sob
fluxo de nitrogénio. Os extratos finais foram derivados com TFAA-piridina e
injetados em cromatégrafo gasoso.

Para este método sé foram empregadas amostras ndo
contaminadas, pois antes de se proceder a experimentos de recuperacio,
preferiu-se verificar se as colunas, Cis e silica gel, tinham capacidade de limpar os
extratos de mitho. Infelizmente, como mostra a Figura 21, este método & inviavel,
pois a colunas nao conseguiram limpar os extratos de milho.
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Figura 21: Amostra nédo enriquecida extraida e limpa segundo o método descrito por
ROSEN & ROSEN (1984).

2.11. Sistema de extracdo, clarificacdo e particido de SCOTT ef al. (1981)
combinado com limpeza em coluna de alumina:carvéao (2,3 : 1,9)

Este sistema constou da extragdoc com metanolagua (1:1),
clarificacdo sulfato de ambnio 30% e particBo com acetato de etila (100). A
limpeza dos extratos foi feita em coluna de alumina:carvao (2,3 : 1,9) (ROMER,
1986) e a eluicdo com 40 mL de tolueno:acetona (95:5), pois este foi o sistema de
solventes empregado pelo método de SCOTT et al (1981).

Foi realizada a extracado de amostra contaminada artificiaimente com
toxina T2. O padrdo puro também foi passado pela coluna com eluicdo com
tolueno:acetona (95:5), para verificar a capacidade de elui¢do deste sistema de

solventes.
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O extrato obtido mostrou-se limpo, mas como mostra a Figura 22,
existem alguns interferentes, principalmente na regido do pico do desoxinivaienol,
ainda no derivado final. A recuperacao da toxina colocada diretamente na coluna
foi nula, o que demonstra que o sistema de solventes n&o tem capacidade de eluir
a toxina da coluna empregada. O mesmo resultado foi observado para amostra

contaminada artificialmente.
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Figura 22: Amosira contaminada artificialmente extraida segundo ¢ método descrito por
SCOTT et al. (1981), passada por coluna de limpeza de alumina:carvio {2,3:1,9) e
eluida com tolueno:acetona (95:5).
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2.12. Sistema de extracdo e clarificagdo do método de SCOTT et al. (1986)
combinado com limpeza em coluna de alumina:carvao (2,3: 1,9).

Somente o sistema de extracio deste método foi empregado. A
extracdo foi realizada com metanol:agua (7:3) seguida de clarificagdo com suifato
de amoénio 10% e celite. Uma aliquota do exirato foi seca e aplicada em coluna
alumina:carvao (2,3 : 1,9) e eluido com 40 mL de acetato de etila (100).

Como no item anterior, procedeu-se a aplicagdo de padrdo puro de
toxina T2 na coluna, para verificar a capacidade de eluicdo do acetato de etila.
Amostras contaminadas artificialmente também foram analisadas.

O extrato obtido por este método mostrou-se limpo, mas a no
derivado final ainda exibiu alguns interferentes, como mostra o cromatograma da
Figura 23. A recuperac@o para amostra artificialmente contaminada e da toxina
aplicada diretamente na coluna foi menor que 15%.
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Figura 23: Amostra contaminada artificiaimente extraida segundo o método descrito por
SCOTT et al. (1986), passada por coluna de alumina:carviio {(2,3:1,9) e eluida com
acetato de etila.
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2.13. Sistema de extracdo de método FURLONG & SOARES (1995), com
particdo com diclorometano e limpeza em coluna de alumina:carvio (2,3:1,9)

Apds a execuco de todos os métodos j& descritos € nenhum ter
gerado resultados satisfatorios, decidiu-se insistir no método de FURLONG &
SOARES (1995) por se tratar de um método desenvolvido em laboratério nacional.

Uma modificagdo foi feita na etapa de particdo. Trocou-se o
cloroférmio, empregado no método original, por diclorometano (cloreto de
metileno). Este Gitimo solvente vem sendo empregado por BARAJ et al. (1999) na

determinacg8o tricotecenos em cevada e produtos derivados.

A  modificagdo foi testada com padrbes dos tricotecenos
desoxinivalenol (DON), toxina T2 (T-2) e diacetoxiscirpenol (DAS) sem matriz,
Apos a partic8o, limpeza em coluna de alumina:carvdo (2,3; 1,9) e eluicdo com
acetonitrila:agua (84:16), os padrbes foram derivados com TFAA/piridina e
injetados em cromatdgrafo gasoso.

Nos testes realizados, em triplicata, com padrdes de tricotecenos,
sem matriz, as recuperagdes variaram de 87 a 93% para desoxinivalenol, de 92 a
98% para diacetoxiscirpenol e de 94 a 98% para a toxina T2.

Como as recuperagdes obtidas nos testes, apenas com padrio,
geraram resultados promissores, efetuou-se a extragdo de amostras de milho
contaminadas artificialmente. Nos experimentos realizados em 5 replicatas, com
amostras contaminadas artificialmente, no nivel de 0,5ug/g de cada tricoteceno, as
recuperacdes variaram de 61 a 80 % para o desoxinivalenol, de 79 a 95% para o
diacetoxiscirpenol & de 75 a 93% para a toxina T2.
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3. Validacao da metodologia escolhida

A recuperacdo e a repetibilidade foram testadas em amostras
artificiaimente contaminadas com 0,5ug/g de cada tricoteceno (DON, DAS, T2). As
amostras, assim contaminadas, foram extraidas e clarificadas de acordo com o
item 7.10, passadas pela coluna de alumina:carvdo (2,3: 1,9), eluidas com
acetonitrila:agua (84:16) e derivadas com TFAA-piridina. A Tabela 4 mostra os
resultados obtidos apds 18 repeticdes.

Tabela 4: Valores de recuperacdo (%) para DON, DAS e T2 das amostras controle

DON DAS T2

61,0 79,0 75.0
74,3 95,0 93,0
78,4 90,5 87,7
80,0 83,7 81,6
657 88,1 78,8
78,3 92,3 89,7
66,3 84,1 92,5
719 87,9 82,3
65,2 94,7 81,9
738 82,3 84,8
67,0 81,9 94,4
77.1 95,4 90,3
61,2 93,8 85,7
739 81,7 83,9
63,7 86,2 82,5
74,8 87,1 93,1
82,1 95,0 92,5
82,0 95,1 91,8

Média 72,0 88,0 87,0
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A repetibilidade do método mostrou-se adequada com desvios
padréo relativos (RSD) de 9,8% para DON, 6,3% para DAS e 6,6% para a T2.

As curvas de calibragio do DON, da T2 e do DAS estdo nas Figuras
24, 25 e 26 respectivamente. As curvas padrdo para DON, DAS e T2 foram
lineares de 10 a 65 ng/ul, de 10 a 65 ng/ul e de 10 a 85 ng/ul. respectivamente.

0,3 -
0,25 -

o
Y

0,15 -

Area relativa
©
—

0,05 4
0

o 20 40 60 80
Concentragio (ng/uL)

Figura 24: Curva de calibragdo do Desoxinivalenol.
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Figura 25: Curva de calibragdo da Toxina T2.
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Figura 26: Curva de calibragido do Diacetoxiscirpenol.

Os limites de detecgdo e de quantificagdo do método foram
calculados de acordo com as recomendacdes da “AMERICAN CHEMICAL
SOCIETY” (1980). Uma amostra, nao contaminada artificialmente, foi fortificada
com padrao dos tricotecenos (DON, DAS e T2), derivada com TFAA-piridina e
injetada 5 vezes no cromatégrafo gasoso. O desvio padrdo (SD) destas injegbes
foi ent&o calculado.

O limite de detec¢ado de cada tricoteceno foi determinado com sendo
a menor quantidade que gerasse um sinal trés vezes maior que o ruido. O limite
de quantificacdo foi determinado como a menor concentracdo que produzisse um
sinal cinco vezes maior que o limite de detecgdo. Os resultados obtidos est&o na
Tabela 5.

Tabela 5: Limite de detecgdo e quantificagZo do método

Micotoxina Limite de detecgéo Limite de quantificagdo
(ng/g) (ng/q)
DON 30 150
DAS 50 250
T2 40 200
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CONCLUSOES

O método escolhido para a determinagio de DON, DAS e T2 em
milho pipoca foil FURLONG & SOARES (1995) com as modificagbes necessarias
citadas a seguir.

Homogeneizar cinqlienta gramas de amostra com 270 mL de
metanol e 30 mL de cloreto de potassio 4% por 5 minutos em liglidificador. Filtrar,
tomar uma aliguota de 150 mL e proceder a clarificacdo com 150 mL de sulfato de
amoénio 30%. Novamente tomar uma aliquota de 150 mL e colocar em um funii de
separag&o ja contendo 150 mlL de 4gua destilada. Realizar a particio, lentamente
por 3 minutos, com 15 mL de diclorometano. Deixar em repouso por 10 minutos e
recolher toda a fase organica em um béquer de 50 mL. Proceder novamente a
particdo e recolher a fase organica no mesmo béquer anterior. Agitar por 20
segundo em ultra-som para homogeneizar os extratos. Tomar uma aliquota de
15mL secar em banho de agua a 50°C e proceder a etapa de limpeza. O volume
restante (extrato B) secar e guardar (a -18°C) para realizar reacbes de

confirmacéo de identidade quando a amostra estiver contaminada.

Para limpar o exirato A seco, dissolvé-lo com 5 X 1 mL de
acetonitrila:agua ( 84:16) e aplicd-lo na coluna de aluminaicarvdo (2,3:1,9)
(ROMER, 1986), previamente condicionada com 15 mL de acetonitrila:agua
(84:16). Eluir a amostra com 40 mL de acetonitrila:agua (84:16) a uma vazdo de 1
mL/min. Concentrar o eluato, em banho de agua a 80°C, até cerca de 2 mL e
transferi-lo quantitativamente para frasco de reacéo de 4 ml e seca-lo

Ao extrato seco adicionar 1 mL de solugéo de 1,5 mg/mL de piridina
em tolueno:acetonitrila (95:5) e 200ulL de TFAA. Levar a banho de agua a 60°C
por 60 minutos. Deixar esfriar a temperatura ambiente, adicionar 1 mL de KH.PQ,
5% e agitar por 30 segundos em ultra-som. Tomar uma aliquota de 850ulL e
coloca-la em um segundo frasco contendo 1 mL de KH,PO, 5% e agitar
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novamente. Tomar uma aliquota de 650ul e junté-la ao padrdo interno (3ug) em
um terceiro frasco. Secar a 50°C sob leve fiuxo de Np. Ressupender com 100uL

de n-hexano (grau cromatografico) e analisados por cromatografia gasosa.

Os tricotecenos foram separados e quantificados em cromatografo
gasoso sob as seguintes condi¢des: temperatura injetor (275°C), temperatura do
detector (300°C), programacéc da coluna (100°C/1min, 6°C/min até 220°C/20min),
vazao do gés de arraste (3,6 mL/min) e fluxo de limpeza do injetor (50 mL/min). O
volume de injegéo foi 1ul, o modo de injecdo splitless e o tempo de inicio para a

purga (0,75 min).

As curvas padrao para DON, DAS e T2 foram lineares de 10 a 85
ng/ul, de 10 a 65 ng/uL e de 10 a 85 ng/ul. respectivamente. Os limites de
deteccio foram 30 ng/g para DON, 50 ng/g para DAS e 40 ng/g para T2. As
médias de recuperacio foram 72 % para o DON, 88 % para 0 DAS e 87 % para a
T2.
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Capitulo 3

Incidéncia de Desoxinivalenol, Diacetoxiscirpenol e Toxina T2 em
Cultivares de Milho Pipoca Plantados no Estado de Sao Paulo e
em Milho Pipoca Comercializado na Cidade de Campinas.
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Resumo

A incidéncia de fricotecenos em milho pipoca foi avaliada em 90
amostras, pertencentes a 30 cultivares, plantados em Esta¢bes Experimentais de
instituto Agronémico (Campinas, Mococa e Capéo Bonito) e em 15 amostras de
mitho pipoca, sendo 9 de marcas comerciais € 6 & granel, adquiridas em
estabelecimentos comerciais da cidade de Campinas. O método empregado nas
andlises foi o descrito por FURLONG & SOARES (1995c), combinado com a
coluna de limpeza de ROMER (1986). O agente de derivagdo utilizado foi o
anidrido trifluoroacético (TFAA) em piridina e a técnica empregada foi a
cromatografia gasosa com detecgéo por ionizacdo em chama. As recuperacdes
médias obtidas foram 72% para desoxinivalenol (DON), 88% para
diacetoxiscirpenol (DAS) e 87% para toxina T2 (T2). Os limites de deteccdo
encontrados foram 30 ng/g para o DON, 50 ng/g para o DAS e 40 ng/g para a T2.
Cinco amostras estavam contaminadas com DON, sendo quatro de procedéncia
comercial @ uma procedente de estagdo experimental. O nivel de contaminacéo
nas amostras comerciais variou entre 30 e 40 ng/g. A amostra proveniente da
estacdo experimental estava contaminada com 770 ngfg de DON. Nac foram
detectados DAS e T2 nas amostras de mitho pipoca analisadas neste trabalho. Os
dados indicam que os tricotecenos ndo parecem ser um problema para milho
pipoca, mas estes resultados devem ser revistos comparando-os com outras
safras de outros anos, uma vez que a contaminagdo de grdos por micotoxinas
obedece uma sazonalidade e portanto podem variar de ano para ano.
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INTRODUGAO

Os tricotecenos sdo metabdlitos secundarios produzidos por varias
espécies de Fusarium. Mais de 100 tricotecenos ja foram identificados, mas
menos de 10 destes compostos tém sido encontrados sob condi¢cdes naturais
(UENO, 1983). Os tricotecenos séo classificados de acordo com suas estruturas
quimicas, baseadas num sistema de anel 12,13-epoxitricotec-9-eno e tendo como
substituintes varios grupos funcionais. Dentre os tricotecenos mais estudados
estao o desoxinivalenol (DON) e o nivalenol (NIV) e entre os mais tdxicos estdo a
toxina T2 (T12) e o diacetoxiscirpenol (DAS).

Os sintomas caracteristicos dos efeitos tdxicos dos tricotecenos em
humanos e animais séo vomitos, angina necrética, diarréia, anorexia, alteracdes
hematoldgicas, distirbios neurolégicos, destruicBo da medula éssea e
hemorragias generalizadas, seguidos ou ndo de morte (SCOTT, 1986; SNYDER,
1986; UENOQO, 1986).

O DON é o tricoteceno mais freqlientemente encontrado, em niveis
acima de 40 mg/kg, em trigo produzido na Alemanha, Nova Zelandia, Estados
unidos, Canada e Argentina (PLACINTA et al., 1999). Aproximadamente 20% do
milho importado da Argentina pela ltdlia estava contaminado, em niveis ndo
reportados, com toxina T2 e diacetoxiscirpenol. Na opinido de alguns autores,
cerca de 100% dos grdos, submetidos a condicdes climaticas nao-favoraveis,
estariam contaminados com tricotecenos em niveis entre 30 e 10 000 ug/kg
(LANGSETH & RUNDBERGET, 1998).

A incidéncia mundial de tricotecenos em cereais e seus produtos
derivados € alta e bem documentada. Ainda se conhece pouco sobre a incidéncia
de tricotecenos em alimentos nacionais. Um trabalho realizado por SABINO et al,
(1989) investigou a ocorréncia de DON em 120 amostras (70 de trigo e 50 de
milho). Apenas 2 amostras de trigo € que foi encontrado DON contendo 0,18ug/g.
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FURLONG et al. (1995a) e FURLONG et al. (1995b) analisaram amostras de trigo
provenientes de campos experimentais do Estado de Sao Paulo e de armazéns da
cidade de Rio Grande (RS). Dentre as 20 amostras estudadas, 6 estavam
contaminadas. Em ordem decrescente de fregléncia foram encontradas 4
amostras com DON (470-520 ng/g), 3 amostras com NIV (160-400 ng/g), 2
amostras com toxina T2 (400-800 ng/g) e 1 amostra com diacetoxiscirpenol (600

ng/g).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a incidéncia de DON,
DAS e T2 em amostras de milho pipoca, por tratar-se de um alimento consumindo
por todas as faixas etarias.

MATERIAL E METODOS

1. Amostras
Noventa amostras, pertencentes a 30 cultivares experimentais, de

milho pipoca recém-colhidos foram coletadas em trés Estagdes Experimentais do
Instituto Agronémico (Campinas, Mococa e Cap@o Bonito). Na tabela 6 estdo
relacionados os cultivares que foram avaliados neste trabalho.

Quinze amostras de milho pipoca, sendo @ marcas e 6 a granel,
comercializadas na cidade de Campinas foram adquiridas em mercados e

supermercados em pacotes de 500g.

Todas as amostras foram moidas até passarem por uma peneira de
80 mesh, acondicionadas em recipiente de vidro e armazenadas a -18°C.
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Tabela 6: Relagdo dos cultivares de milho pipoca avaliadas nas EstagBes
Experimentais do Institutc Agrondémico em Campinas, Mococa e
Capao Bonito, Estado de Szo Paulo, safra 1998/99.

Namero Sigla Origem
01 IAC 112 IAC
02 ZELIA Pioneer
03 IAC TC 05 IAC
04 IAC SG 24 IAC
05 IAC SG 46 IAC
06 IAC 8G 25 IAC
07 IAC 3G 73 IAC
08 IAC SG 21 IAC
09 IAC SG 52 IAC
10 IAC 8G 73 IAC
11 IAC SG 119 IAC
12 IAC SG 65 IAC
13 IAC SG 42 IAC
14 IAC SA 10 IAC
15 IAC SA 24 IAC
16 IAC SA 13 IAC
17 IAC SA 30 IAC
18 IAC SA 03 IAC
19 IAC SA 23 IAC
20 IAC SA 18 IAC
21 IAC SA 08 IAC
22 IAC SA 20 IAC
23 IAC SA 01 IAC
24 IAC HT 01 IAC
25 IAC HT 02 IAC
26 IAC TC 01 IAC
27 IAC TC 02 IAC
28 IAC SA 36 AC
29 IAC SG 12 IAC
30 IAC SG 26 IAC

HSm= hibrido simples modificado; HWT= hibrido triplo; TC= top cross; SG= hibrido entre a linhagem da
variedade SAM com a variedade Guaran; SA= hibrido entre linhagens da variedade SAM com a variedade
IAC-64; HS= hibride simples.
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UNICAMY

SIBLIOTECA CENT

2. Delineamento experimental SEC ECAD CIRCULA}
O delineamento utilizado foi o de blocos casualisados com quatro
repeticbes, ou seja, no periodo da colheita, 4 parcelas de cada hibrido foram
sorteadas e todo milho em cada parcela foi colhido e reunido. O tamanho da
parcela foi de 4 linhas de 5 metros espacadas de 0,8 metro entrelinhas por 0,2
metro entreplantada. O milho obtido foi seco, debulhado e homogeneizado para a
retirada de uma amostra de 500g. As amostras foram acondicionadas em sacos

plasticos e armazenadas a -18°C até o momento da analise.

A solugéo estoque de padrio interno foi preparada pesando-se 2,5 mg
de metil araquidato, dissolvendo em 5 mL de n-hexano (grau cromatografico)
obtendo-se a concentragdo de 500ug/mL. A solugéo trabalho foi preparada em
concentracdo 100ug/mL. Esta solugdo foi acondicionada em frasco ambar
vedado e armazenado a -18°C.

3. Padrbes de desoxinivalenol (DON), toxina T2 (T2) e diacetoxiscirpenol
(DAS) e padréo interno (metil araquidato)

As solugbes estoque individuais de cada tricotecenos — DON, T2 e
DAS - (SIGMA Chemical Company, St. Louis, MO) foram preparadas pesando-se
1 mg de cada toxina dissolvendo em 10 mlL de benzeno, segundo FURLONG &
SOARES (1995c¢), obtendo-se a concentracao de 100ug/mL. As solugbes trabalho
foram preparadas em concentragdo 40ug/mL para cada toxina. Estas solugbes
foram acondicionadas em frascos ambar vedados e armazenados a -18°C.
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4. Determinacgao de tricotecenos

Para a analise dos tricotecenos (DON, DAS e T2) foi empregado o
metodo de extragdo de FURLONG & SOARES (1995¢) com pequenas
modificagbes. As amostras foram trituradas em moinho até passarem por uma
peneira de 80 mesh, armazenadas em recipientes de vidro a -18°C.

Homogeneizar cinqlenta gramas de amostra com 270 mL de
metanol e 30 mL de cloreto de potassio 4% por 5 minutos em ligiidificador. O
extrato inicial foi filtrado, tomou-se uma aliquota de 150 mL e se procedeu
clarificagao com 150 mL de sulfato de aménio 30%. Novamente, tomou-se uma
aliquota de 150 mL e esta foi transferida para um funil de separacio contendo
150 mL de agua destilada. A particdo foi realizada, lentamente, por 3 minutos com
15 mL de diclorometano. Deixou-se em repouso por 10 minutos e se recolheu toda
a fase organica em um béquer de 50 mL. Procedeu-se novamente a particdo e a
fase orgénica foi recolhida no mesmo béquer anterior. Agitou-se por 20 segundo
em ulira-som para homogeneizar os extratos. Uma aliquota de 15 mL foi seca em
banho de agua a 50°C e limpa. O volume restante foi seco e guardado (a -18°C)
para que se realizasse as reacdes de confirmacgao de identidade, caso a amostra

estivesse contaminada.

Para realizar a limpeza do extrato seco, foi necessario dissolvé-lo
com 5 X 1 mL de acetonitrila:agua { 84:16) a aplica-lo na coluna de alumina:carvio
(2,3 . 1,9), previamente condicionada com 15 mL de acetonitrila:agua (84:16).
Eluiu-se a amostra com 40 mL de acetonitrila:agua (84:16) a uma vazdo de 1
mbL/min. O eluato foi concentrado em banho de agua a 80°C, até cercade 2 mL e

transferido quantitativamente para frasco de reagéo de 4 ml e seco.

Ao exirato seco foi adicionado 1 mL de solugdo de 1,5 mg/mL de
piridina em tolueno:acetonitriia (95:5) e 200ul de TFAA. A derivacéo foi realizada

em banho de agua a 60°C por 60 minutos. Deixou-se esfriar a temperatura
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ambiente, adicionou-se 1 mL de KH,PO, 5% e agitou-se por 30 segundos em
ultra-som. Uma aliquota de 850uL foi tomada e colocada em um segundo frasco
contendo 1 mL de KHzPO4 5% e agitou-se novamente. Tomou-se uma aliquota de
650ul e esta foi colocada juntamente com 3ug de padrao interno em um terceiro
frasco. Secou-se a 50°C sob leve fluxo de N, O residuo foi re-dissolvido com
100uL de n-hexano (grau cromatografico) e 1ul foi analisado por cromatografia

gasosa.

Os tricotecenos foram separados e quantificados em cromatdgrafo
gasoso sob as seguintes condi¢des: temperatura injetor (275°C), temperatura do
detector (300°C), programacio da coluna (100°C/1min, 6°C/min até 220°C/20
min), vazdo do gas de arraste (3,6 mL/min) e fluxo de limpeza do injetor (50
mb/min). O modo de injegdo spiitless e o tempo para inicio da purga (0,75 min).

5. Controle de qualidade analitico

As amostras foram analisadas em 12 séries de 8 e uma série de 9,
sendo que cada série incluiu um teste de recuperacic onde uma amostra controle,
nao contaminada naturalmente, foi fortificada com 0,5ug/g de DON, DAS e T2. Os
teores de tricotecenos, encontrados nas amostras, foram corrigidos de acordo com
a recuperagdo enconfrada na amostra controle contaminada artificiaimente
pertencente a cada série. Duplicatas de uma mesma amostra, caso contaminada
naturalmente, foram analisadas em dias diferentes seguindo o item 4.

A recuperagdo e a repetibilidade foram testadas em amostras
artificiaimente contaminadas com 0,5ug/g de cada tricoteceno (DON, T2 e DAS).
Os limites de detecc@o e de quantificacio do método foram calculados de acordo
com as recomendagbes da "AMERICAN CHEMICAL SOCIETY” (1980). Uma
amostra, ndo-contaminada naturaimente, foi fortificada com padrdo dos

tricotecenos, derivada e injetada 5 vezes no cromatografo a gas. O desvio padrdo
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(o) destas 5 injecbes foi entéo calculado. O limite de deteccdo de cada tricoteceno
foi determinado como sendo a menor quantidade que gerasse um sinal trés vezes
maior que o ruide (o). O limite de quantificacio foi determinado como a menor
concentragao que produzisse um sinal cinco vezes maior que o limite de deteccio.
Curvas de calibrago interna foram construidas para cada um dos tricotecenos
estudados neste trabaiho.

6. Confirmacdo de identidade

Para a confirmagao da identidade dos tricotecenos, encontrados nas
amostras, foram empregadas as reagbes de acetilagdo segundo o método de
FURLONG & SOARES (1995c) e a reacéo de derivacio deste mesmo método,
mas empregando como reagente de derivagdo o pentaflucropropionilimidazol
(PFPI).

6.1. Reacao de acetilagdo: evaporar uma aliquota contendo tricoteceno. Deixar o
residuo, durante duas horas a 60°C, em meio contendo 200uL de uma mistura de
piridina: anidrido acético na proporgio de 1:1. Apés resfriamento, evaporar a
mistura a temperatura ambiente sob fluxo de nitrogénio. Ressupender em 1000uL
de tolueno:acetonitrila (95:5) e lavar duas vezes com KH.PO, 5%. Tomar uma
aliquota, juntar ao padrdo interno, secar, ressuspender em n-hexano e proceder a
analise cromatografica.

6.2. Reagdo de derivacdo com PFPI: evaporar uma aliquota contendo
tricotecenos. Efetuar a derivag@o adicionando 500pL de tolueno:acetonitrila (95:5)
e 35ul de PFPI. Deixar em banho-maria a 60°C por 60 minutos. Esfriar, adicionar
mais 500uL de tolueno:acetonitrila (95:5) e lavar a fase organica duas vezes com
1000uL de tampao fosfato 0,1M pH 7,0. Deixar em congelador para separacio das
fases. Transferir uma aliquota para um frasco contendo padréo interno, secar,

ressuspender em n-hexano e proceder a analise cromatografica.
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7. Descontamina¢do do material: todo material utilizado nas andlises foi
descontaminado com solugdo comercial de hipoclorito de sédio por 24 horas. Apos
o periodo de descontaminagdo, o material foi lavado normalmente, enxaguado
com agua destilada e seco em temperatura ambiente.

UNICAMY

RESULTADOS E DISCUSSAO =g,§§§;i . E‘EE»& C ENTR

1. Controle de qualidade analitico.

As curvas padréo para DON, DAS e T2 foram lineares de 10 a 65
ng/uL, de 10 a 65 ng/ul. e de 10 a 85 ng/ul respectivamente. Os limites de
detecgao foram 30 ng/g para DON, 50 ng/g para DAS e 40 ng/g para T2. Os
valores medio de recuperacio, 18 repeticdes, foram 72 % para DON, 88% para
DAS e 87 % para T2

A repetibilidade do método mostrou-se adequada com desvios
padrao relativos (RSD) de 9,8 % para DON, 6,3 % para DAS e 6,6 % para a T2.
As amostras foram analisadas em duplicata. O desvio padréo relativo (RSD) entre
duplicatas foi de 9,7% . A guantificacdo foi executada comparando-se as areas
relativas dos picos com as areas relativas dos padrbes.

2. Incidéncia de tricotecenos.

Cinco amostras, das cento e cinco analisadas, estavam
contaminadas apenas com DON. Quatro amostras, de mitho pipoca de
procedéncia comercial, estavam contaminadas com DON em niveis entre 32 e 40
ng/g. A identificac@o da identidade da toxina nestas amostras nio foi possivel em
virtude dos baixos niveis de contaminagio encontrados. Uma amostra proveniente
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da estacdo experimental estava contaminada com 770 ng/g de DON e nesta foi
possivel realizar a confirmacéo da identidade da toxina. O cromatograma desta
altima amostra esta na Figura 27.

015
ol

Il

SO
{f b3

e

G TGO e LN IR PR RN NERGNARLNAZIERGRAS

Figura 27: Amostra de milho pipoca naturalmente contaminada com DON.

3. Confirmacao de identidade.

A confirmag&o de identidade foi realizada comparando-se o©
comportamento do padrdo e da amostra, presuntiva de contaminacio, apds serem
submetidos as reacdes descritas nos itens 6.1 e 6.2. As estruturas quimicas dos
derivados formados nestas reactes estdo na Figura 28.
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Figura 28: Derivados do desoxinivalenol ap6s reagdo de derivagdo com: (a) anidrido
trifluoroacético; (b} anidrido acético; (c) pentafluoropropionilimidazol (PFPH}.
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Nas Figuras 29 e 30, estdo os cromatogramas do padréo de DON e
da amostra acetilados, e na Figura 31 esté o cromatograma do enriquecimento da
amostra acetilada (DON acetiado + @MOSIra acetiaga). A tabela 7 traz a area realtiva
(drea pon/area pi) € 0s tempos de retengio relativos (tempo de retengio
pontempo de retencdo p) da solugdo padro, da amostra e da amostra
enriquecida acetiladas. As Figuras 32 e 33 s&o cromatogramas do padrdo DON e
da amostra derivados com PFPI. Na Figura 34 est& o cromatograma da amostra
enriqguecida com DON e derivada com PFPI (DON pgp; + amostra pepy). A tabela 8
traz a area realtiva (area pon/érea p)) e 0s tempos de retengio relativos (tempo de
retencao pon/tempo de retencdo p;) da solugdo padrdo, da amostra e da amostra
enriquecida derivadas com PFPIL. Como mostram estas quatro Figuras (29, 30, 32
e 33) e as duas Tabelas (7 e 8), tanto a amostra como o padrio apresentaram os
mesmo comportamento quando acetilados e quando derivados com PFPL O
enriquecimento da amostra (Figuras 31 e 34) foi empregado como um artificio
adicional na confirmagdc da identidade da toxina presente na amostra. Como o
esperado, o pico do DON (acetilado ou derivado com PFPI) teve aumento na area.
Estes resultados possibilitam afirmar, a amostra contém DON.

Tabela 7: Area relativa e tempo de retencao relativo apds a reacéo de acetilagéo.

Area relativa Tempo de
retencao relativo
1°. Pico  2°. Pico 1° Pico 2° Pico

Solugdo padréac de DON 0,32 0,85 1,24 1,48
Amostra 0,31 0,04 1,24 1,48
Amostra + solucdo padrido de DON 0,35 0,23 1,24 1,48

Tabela 8: Area relativa e tempo retencio relativo apos derivacao com PFPI

Area relativa Tempo de
retencao relativo
Soiucdo padrao de DON 0,08 0,90
Amaostra 0,01 0,90

Amostra + solu¢do padrao de DON 0,04 0,89
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Figura 29: Perfil cromatografico do padrio de DON acetilado
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Figura 30: Perfil cromatografico da amostra acetilada.
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Figura 31: Perfll cromatografico da amostra enriquecida com DON e acetilada {DON cotiiago +
amostra scetitada)
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Figura 32: Perfil cromatogréfico do padrao de DON derivado com PFPI.
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Figura 33: Perfil cromatogréfico da amostra derivada com PFPL.
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Figura 34: Perfil crométogréﬁco da amostra enriquecida com DON e derivada com PFPi
{DON pgp + amostra pepy)

CONCLUSOES

Das cento e cinco amostras analisadas no presente trabalho, cinco
estavam contaminadas com DON, sendo guatro de procedéncia comercial e uma
procedente de estagdo experimental. O nivel de contaminacio nas amostras
comerciais variou entre 30 e 40 ng/g. A amostra proveniente da estacio
experimental estava contaminada com 770 ng/g de DON. N&o foram detectados
DAS e T2 nas amostras de mitho pipoca analisadas neste trabalho.

O nivel de contaminac@o encontrado da amostra proveniente de
estacBo experimental, 770 ng/g.estd abaixo do Ilimite maximo, 1 pnglg,
recomendado pelo “Food and Drug Administration” dos Estado Unidos para farelo,
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farinha e germe para consumo humano. No Brasil ndo ha regulamentagido para
nivel de DON em alimentos e racoes.

Os dados obtido indicam que a incidéncia de tricotecenos em milho
pipoca plantado no Estado de Sao Paulo é baixa. O resultado do levantamento,
realizado nas amostras comerciais, indica que ndo ha risco para a populagédo no
consumo de milho pipoca com relagdo a estes tricotecenos devido a baixa
incidéncia e teores encontrados.
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CONCLUSOES

Varios sistermas de extragao e limpeza foram testados e ¢ método de
extracdo e limpeza descrito por FURLONG & SOARES (1995¢), combinado com
coluna de limpeza de ROMER (1986), foi considerado 0 mais adequado para
proceder a determinagado de tricotecenos em milho para pipoca. As recuperagdes
médias obtidas foram 72% para o DON, 88% para 0 DAS e 87% para a T2. Os
coeficientes de variaggo médios para amostras artificiaimente contaminadas, no
nivel de 500 ng/g, foram 9,8, 6,3, e 6,6% para DON, DAS e T2, respectivamente.

Noventa amostras de milho pipoca plantado em estagdes
experimentais do Estado de Sao Paulo foram analisadas para os tricotecenos
desoxinivalenol, diacetoxiscirpenol e toxina T2. As amostras comrepondiam a 30
cultivares que foram plantados em trés regibes do Estado, Campinas, Mococa e
Capao Bonito. Apenas uma amostra foi encontrada contaminada a um nivel de
770 ng/g de DON. Esta concentracdo estd abaixo do limite méaximo, 1ug/g,
recomendado pelo “Food and Drug Administration” dos Estados Unidos para
farelo, farinha e germe para consumo humano. Amostras de pipoca oferecidas ao
consumo em estabelecimentos comerciais foram adquiridas na cidade de
Campinas e dentre 15 amostras analisadas, 4 continham DON entre 30 e 40 ng/g.
Os tricotecenos DAS e T2 n&o foram detectados em nenhuma das amosiras.

QOs dados obtidos indicam que a incidéncia de tricotecenos em mitho
pipoca plantado no Estado de S&c Paulo é baixa. O resultado do levantamento,
realizado nas amostras comerciais, indica que nao ha risco para a populagdo no
consumo de milho pipoca com relagdo a estes tricotecenos devido a baixa
incidéncia e teores encontrados. Como a contaminag¢ao de gréos por micotoxinas
obedece uma sazonalidade e portanto pode variar de ano para ano, os resuiltados
do presente trabalho devem ser revistos comparando-os com outras safras em

outros anos.
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Fluxogramas dos método descritos no Capitulo 2

1- Reac¢ao de derivacdao com HFBI

Padrao de tricoteceno

v

Secar a temperatura ambiente sob fluxo suave de N,

v

Adicionar 500ul de tolueno:acetonitrila (95:5) e 50ulL de HFBI

v

Levar ao banho-maria a 60°C por 60 minutos

v

Deixar esfriar a temperatura ambiente e adicionar 500ul de tolueno:acetonitrila (95:5)

v

Lavar 2x1mL de tampé&o fosfato 0,1M pH 7,0

v

Levar ao congelador para separagéo das fases

v

Tomar uma aliquota da fase organica e juntar ao padrao interno

v

Secar a temperatura ambiente sob fluxo suave de N,

v

Ressuspender com 100puL de n-hexano

v

injetar 1ul. no cromatografo a gas
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2- Reacao de derivagdao com TFAA/NaHCO,

Padriao de tricoteceno

Secar a temperatura ambiente sob fluxo suave de N,

v

Adicionar 20mg de NaHCO; e 200ul. de TFAA

'

Levar ao banho-maria a 60°C por 60 minutos

v

Deixar esfriar a temperatura ambiente, adicionar n-hexano e secar sob fluxo suave de N,

v

Adicionar 500pul de tolueno e 2x1mL de 4gua deionizada

v

Tomar uma aliquota da fase orgénica juntar ao padréo interno

'

Secar a temperatura ambiente sob fluxo suave de N,

v

Ressuspender com 100uL de n-hexano

v

Injetar 1ub no cromatografo & gas

124



3- Reagdo de derivagdao com TFAA/piridina

Padrao de tricoteceno

v

Secar a temperatura ambiente sob fluxo suave de N,

v

Adicionar 1mL solucao de 1,.5mg/mlL de piridina em
tolueno:acetonitrila (95:5) e 200ul de TFAA

v

l.evar aoc banho-maria a 60°C por 60 minutos

v

Deixar esfriar a temperatura ambiente

'

Adicionar 2x1mL de KH.PO. 5%

v

Tomar uma aliquota da fase organica juntar ao padrdo interno

v

Secar a temperatura ambiente sob fluxo suave de N,

v

Ressuspender com 100ul de n-hexano

v

Injetar 1ul no cromatografo a gas
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4- Método descrito por FURLONG & SOARES (1995)

50g de amostra

v

Homogeneizar com 270mL de metanol e 30mL de cloreto de potassio 4% por 5 minutos

'

Tomar uma aliquota de 150mLl. e realizar clarificacdo com 150mL. de
(NH4),80, 30% e 50cm? de celite

'

Tomar uma aliquota de 150mL., juntar com 150mL de H,0 destilada e realizar particéo
com 2x10ml. de cloroférmio em funil de separagio de 500mL

v

Tomar uma aliquota de 5mlL de cada particio, misturar e secar

v

Ressuspender em toluenc:acetonitrila (95:5) e passar por coluna de
limpeza carvao:alumina:celite (0,7:0,5:0,3)

v

Eluir com 40mL de tolueno:acetonitrila (95:5) e secar

'

Realizar reacdo de derivagéo e proceder andlise cromatografica
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5- Método descrito por LANGSETH & CLASEN (1992) combinado com coluna de
limpeza alumina:carvdao (ROMER, 1986)

25g de amostra

|

Homogeneizar com 100mL de acetonitrila:agua (84:16) por 1 hora em shaker

!

Filktrar, tomar uma aliquota de 65mL e concentrar até a secura

!

Ressuspender com 5x1ml. de acetonitrila:agua (84:16)

|

Passar por coluna de alumina:carvao (2,3:1,9) e eluir com
40mL de acetonitrila:agua (84:16)

!

Concentrar o eluato até a secura

!

Realizar reacéo de derivacdo e proceder andlise cromatografica
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6- Método descrito por TANAKA {1985) combinado com limpeza em coluna de
alumina:carvio (ROMER, 1986)

20g de amostra

v

Homogeneizar com 200mL de acetonitrila:agua (3:1) por 5 minutos

'

Tomar uma aliquota de 125mL e realizar desengorduramento
com 100mL de n-hexano em funil de separacéo

'

Tomar aliquota de 85mL, adicionar 100mL de etanol, concentrar em roto-evaporador

'

Ressuspender o residuo em acetonitrila:agua (84:16)

v

Passar pela coluna de alumina:carvéo (2,3:1,9) e eluir com acetonitrila:agua (84:16)

'

Concentrar o eluato até a secura

'

Realizar reacéo de derivagéo e proceder analise cromatografica
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7- Método de extracao e limpeza descrito por LAUREN & GREENHALGH {1987)

20g de amostra

v

Homogeneizar com 100mL acetonitrila:agua (85:15) por 2 horas em “shaker”

'

Filtrar, tomar uma aliquota de 65mL e concentrar até a secura

Ressuspender com acetonitrila:égua (85:15) e passar por coluna de limpeza
contendo 1g de alumina:carvao (20+1) e 2g de resina trocadora de cétions

v

Eluir com acetonitrila:agua (85:15) e secar

'

Realizar reagédo de derivacao e proceder andlise cromatogréafica
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8- Método de extragéo e limpeza descrito por ROSEN & ROSEN (1984)

10g de amostra

v

Homogeneizar com 150ml. de metanol por 3 minutos

'

Tomar uma aliquota de 100mL e desengordurar com 75mL de n-hexano

'

Tomar uma aliquota da fragéo metandlica e secar

'

Ressuspender o residuo com 2ml. de metanol e 8mlL de 4gua e colocar em coluna de Cqg

'

Passar 10mL de soiugdo de metanol 20% e descartar o eluato

'

Eluir os tricotecenos com metanol:agua (85:15)

'

Secar o eluato sob fluxo de N»

v

Ressuspender o residuo com 500uL de tolueno:acetato de etila (1:1)

'

Passar por coluna de silica gel e eluir com 10mL de tolueno:acetato de etila (1:1)

'

Secar o eluato sob fluxo de N,

'

Realizar reag&o de derivacio e proceder analise cromatografica
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9- Sistema de extragao descrito por SCOTT ef al. (1981) combinado com limpeza em
coluna de alumina:carvio (ROMER, 1986)

30g de amostra

v

Homogeneizar com 250mL de metanol:agua (1:1) por 5 minutos

v

Tomar uma aliquota de 100ml. e realizar clarificac@o com
100mL de (NH.),S0O; 30% e 25cm® de celite

’

Tomar uma aliguota de 100ml. e realizar particdo com 20miL de acetato de etila

'

Repetir mais 3 vezes a etapa de particdo e combinar as fases de acetato de etila

'

Secar

'

Ressuspender o residuo com tolueno:acetona (95:5)

v

Passar por coluna de alumina:carvao (2,3:1,9) e eluir com 40ml. de tolueno:acetona (985:5)

v

Secar

;

Realizar reacdo de deriva¢do e proceder analise cromatografica
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10- Sistema de extracio descrito por SCOTT ef al. (1986) combinado com limpeza
em coluna de alumina:carvio (ROMER, 1986)

30g de amostra

'

Homogeneizadas com 250mL de metanol:agua (7:3) por 5 minutos

v

Tomar uma aliquota de 100mL e clarificar com 100mL
de (NH,)»,S04 10% e 25cm® de celite

v

Tomar uma aliquota de 100mL e realizar particdo com 20ml. de acetato de etila

'

Realizar a particio mais 2 vezes e combinar as fases de acetato de etila

'

Secar

'

Ressuspender o residuo com acetato de etifa

'

Passar por coluna de alumina:carvao (2,3:1,9) e eluir com 40mL de acetato de etila

'

Secar

v

Realizar reagio de derivagéo e proceder anélise cromatografica
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