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"A primeira tarefa na educagdo € ensinar a ver.
Os olhos tem que ser educados para que nossa alegria aumente.”

Rubem Alves

“De tudo ficaram trés coisas:

A certeza de que estamos sempre comegando...
A certeza de que precisamos continuar...

A certeza de que seremos interrompidos antes
de terminar...

Fagamos da interrupgdo um caminho novo.
Da queda, um passo de danga.

Do medo, uma escada.

Do sonho, uma ponte.

Da procura... um encontro.”

Fernando Sabino (in:Encontro
Marcado)

"Conhecer as manhas e as manhds
O sabor das massas e das magds
E preciso amor pra poder pulsar,
E preciso paz pra poder sorrir,

E preciso a chuva para florir

Ando devagar porque ja tive pressa

E levo esse sorriso porque ja chorei demais

Cada um de nds compde a sua histéria,

Cada ser em si carrega o dom de ser capaz de ser feliz."

Almir Sater e Renato Teixeira (Tocando em Frente)
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RESUMO

Determinacéo simultanea de micotoxinas em milho ec¢éo para frangos pelo
meétodo multianalito por cromatografia liquida acoplda a espectrometria de massas
tandem.

Maria de Lourdes Mendes de Souza
Orientadora: Profa. Dra. S6nia Soares Costa

Resumo da tese de doutorado submetida ao ProgmmasdGraduacdo em Quimica
de Produtos Naturais no Nucleo de Pesquisas daitesotlaturais da Universidade Federal
do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos anghtedo titulo de Doutor em Quimica de
Produtos Naturais.

O Brasil é o terceiro maior exportador mundial déhone primeiro em exportacdo de frango,
sendo a maior parte do milho produzido destinadondposicdo de diferentes tipos de racdo. O milho
€ um produto sucetivel a varios tipos de contandimaifingica. A Comunidade Européia vem
estabelecendo limites cada vez menores para cordeéa por micotoxinas. O objetivo deste trabalho
€ avaliar quantitativamente as micotoxinas que ipodstar presentes em amostras de milho e racao
pra frango produzidas no Brasil. Utilizou-se o mdétonultimicotoxinas baseado em CLAE-EM/EM
para investigar a ocorréncia de metabolitos farggem 119 amostras coletadas em uma fébrica de
racdo para frangos: milho em grdo (74), produtalekrarte (9) e amostras de racdo (36). Das 101
micotoxinas avaliadayjnte foram detectadas e quantificadas: aflataxi®aB,, G,, G,, fumonisinas
Bi, B, e B;, fumonisina B hidrolisada, zearalenona, agroclavina, canoclavdesoxinivalenol,
nivalenol, eniatina A, A B, B,, bovericina, acido céjico e moniliformina. Maioria das amostras
estava contaminada com mais de uma micotoneecuperacao ficou entre 70 e 120% para 73
micotoxinas em milho, enquanto para racdo 65 nmitioés apresentaram recuperagdo nesta faixa. O
efeito matriz ndo foi relevante para para a maidoa analitos, ficando entre 70 e 120% para 78
micotoxinas em milho e 70 em ragcdo. As fumonisipagavam presentes em todas as amostras
analisadas; a mediana da contaminacao foi depy@46); 427ug/kg e 140ug/kg nas amostras de
milho, enquanto nas amostras de racéo foi i¢%g; 54 pg/kg e 27ug/kg, para FB FB, e FB;,
respectivamente. HRBoi detectada em 10,5% das amostras de milho émad+ 8,5ug/kg). Oitenta
e nove porcento das amostras de milho e 22% d@® regtavam contaminadas com bovericina
apresentando medianas de 1jlg8kg e de 3,6ug/kg, respectivamente. Para as eniatinas a média de
contaminacao foi baixa. O percentual de contamimgui aflatoxinas e tricotecenos foi de 2,5 a
23,7% com médias proximas ao LOD do método. Pand,Zx3,7% das amostras de milho estavam
contaminadas e 36,1% das amostras de racdo (metiaha5ug/kg para ambos). N&o foi observada
diferenca significativacom relacdo a quantidade de micotoxinas entretagsa® de limpeza por
peneiracédo e dgecagem no processamento do milho na fabrica de,rporém, o produto de descarte
da primeira limpeza apresentou os maiores nivet®daminacdo em todas as micotoxinas avaliadas
Este é o primeiro relato de contaminagéo por agvath, canoclavina, eniatina A, Al, B, bovericina e
acido cojicoem amostras de milho e racéo para frangos nolBExste método mostrou ser rapido,
sensivel e seletivo para a analise de micotoxonas

Palavras chaves:Multimicotoxinas,metabdlitos fangicos, fumonisinas, agroclavina,
canoclavina, Eniatina A, Al, B, bovericina e actdgico.

Rio de Janeiro
Agosto de 2009
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ABSTRACT

Simultaneous multi-mycotoxin determination in maizeand poultry feeds from
Brazil by liquid chromatography/tandem mass spectraetry

Maria de Lourdes Mendes de Souza
Orientadora: Profa. Dra. S6nia Soares Costa

Abstract da Dissertacdo de Doutorado submetidaragréma de Pos-Graduacdo em
Quimica de Produtos Naturais no Nucleo de Pesqdesd&yodutos Naturais da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, como parte dos reqgsisit@btencdo do titulo de Doutor em
Quimica de Produtos Naturais,

Brazil is the third major corn producer countrytbé world and first in exports of
chicken. Brazilian corn production is destined rhaiior animal feed. Maize is a product
susceptible to different fungal contamination. E&védrbeen advanced to diminish maximum
legal limits for mycotoxins. The objective of thistudy is to evaluate quantitatively
mycotoxins that may be present in samples of mamk poultry feed produced in Brazil. A
multi-mycotoxin method based on HPLC-MS/MS was ggapto investigate the occurrence
of toxic fungal metabolites in 119 samples colldcteom poultry feed factory integrated
poultry farms: maize grain (74), maize by-produ@t &énd poultry feed (36). A total of 101
mycotoxins were investigated, twenty mycotoxins evdetected and quantified: aflatoxins
B1, By, G, Gy, fumonisins B, B, and B, hydrolyzed fumonisin B zearalenone, agroclavine,
chanoclavine, deoxynivalenol, nivalenol, enniatin A, B, B;, beauvericin, kojic acid and
moniliformin. Most samples were contaminated witbrenthan one mycotoxiff.he recovery
was between 70 and 120% for 73 mycotoxins in maigle 65 mycotoxins reach same
recovery range in feed. The matrix effect was etgvant for most analytes, getting between
70 and 120% for 78 mycotoxins in maize and 70 @dféAll samples were contaminated with
fumonisins, contamination medians were 94#§kg; 427 ug/kg and 140ug/kg in maize
samples, while 18%ig/kg; 54 pg/kg and 27ug/kg in feed samples, for kFBFB, and FB
respectively. HFB was detected in 10.5% of maize samglesdian =8.5 pug/kg).89% of
maize and 22% of feed samples were contaminatdd B&tA, the medians were 1118)/kg
and 3.6ug/kg, respectively. The enniatins median contanonatwere low. The percentage
of aflatoxin and trichothecenes contamination w#&st@ 23.7% with averages near to LOD.
For ZON, 23.7% of maize samples were contaminatatev86.1% of feed (both median 0.95
ng/kg). No sgnificant difference was observed concerning ofcotgxins amount between
drying and sieving steps during corn processinthenfactory, howevery-productof first
cleaning presented highest contamination levelsafomycotoxins.This is the first study
dealing with agroclavine, chanoclavine, enniatin A4, B, B;, beauvericin and kojic acid
contamination of maize and poultry feeds from Brazi

Key words: Multimycotoxin, fungal metabolites, fumonisin, aglavine,
chanoclavine, enniatin A, AB, B,, beauvericin and kojic acid
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1. INTRODUCAO

A palavra micotoxina deriva do greikes que significa fungo, e do latifioxicum
que corresponde a veneno. Essas toxinas sdo misbd&ecundarios produzidos,
principalmente, por fungos filamentosos dos génArpergillus, Penicilliume Fusarium os
guais podem contaminar e se desenvolver em umaenaariedade de alimentos, desde a

plantacdo e colheita até o transporte e 0 armazartar(iSCUSSEL, 1998).

Apesar do envenenamento causado pelo consumo rdenédis contaminados por
fungos do génerdlavicepsseja conhecido desde a Idade Média como “fogo d@oSa
Anténio” ou Ergotismo (devido a ingestdo de Alcdés de Ergot), cujos sintomas eram
alucinacdes e membros inchados com sensacdes ewdenin necrose subsequente que
conduz a perda de apéndices, (CAST, 2003), somentemeco dos anos 60 foi identificada
a primeira micotoxina responsavel pela morte deQ@perus na Inglaterra: a aflatoxina. As
necropsias demonstraram sempre lesdes necrétidagando e congestdo dos rins, bem como
a proliferacdo dos ductos biliares. Essa mortaéidaghos varias suposicdes, foi finalmente
relacionada a uma intoxicacdo causada pelas ragideadas na alimentacdo dos animais,
que continham torta de amendoim importada do Bedisimente colonizada péwspergillus
flavus As toxinas extraidas e isoladas deste fungorem®duziram intoxicacdo semelhante
nos animais estudados, foram identificadas e devamtas aflatoxinas B e G, devido
coloracao da fluorescéncia em placa de cromatageafi camada delgada, azul (blue) e verde

(green), respectivamente (ASAfal, 1963).

A partir de entdo, a pesquisa por estas substamgiasausam tanto risco a saude dos
homens e animais, se desenvolveu e atualmenteporgmnf isoladas e quimicamente
identificadas mais de 300 micotoxinas. Devido aassestruturas quimicas serem muito
diferentes as micotoxinas podem causar uma ganeasdide efeitos toxicos. Por isso, estas
substancias podem ser responsaveis por perdasneicasésignificativas associadas ao seu
impacto na saude humana, na produtividade no amroameércio domeéstico e internacional.
A exposicdo a micotoxinas pode produzir efeitosctis agudos e crénicos, variando desde a
morte a efeitos deletérios no sistema imunolégies, funcdes hepéticas e renais, no sistema
nervoso central e no trato digestivo. Estas subst&npodem ainda ser carcinogénicas,
mutagénicas, teratogénicas e imunossupressorampPefeitos agudos devido a ingestao de

altas quantidades de toxina presentes no alimemionalmente estado restritos as partes



menos desenvolvidas, onde os recursos para cosfioléimitados (ZOLLNER e MAYER-
HELM, 2006).

Vérias doencas endémicas na Asia, Africa e Eurdjua agjora correlacionadas a
intoxicacdes agudas por micotoxinas, tais como iadrames de Reyes e Kwarshiorkor
(lesbes no figado e rins causadas por aflatoxma®fropatia endémica de Balcan (tumores
no trato urinario superior causado por ocratoxin@@LLNER e MAYER-HELM, 2006). O
béri-béri cardiaco agudo ou kakkei de ishoshin, doemca que aconteceu no inicio do século
vinte no Japao e outros paises asiaticos, foi warzado através de palpitacfes, nausea,
vomito, taquicardia, presséo baixa, inquietude @blpmas neurolégicos que conduzem a
dificuldade respiratoria e morte. A doenca foi ¢desada como uma infecgédo ou avitaminose
até que o fungdPenicillium citreonigrune a micotoxina citreoviridina foram isolados e
identificados. A melhoria na dieta e o aumentoisieafizacdo e controle fizeram o béri-béri
cardiaco de pouca importancia em tempos modernaSTC2003). Porém, em 2006, um
novo surto foi identificado na cidade de Imperag&iproximidades, no Maranhdo. Ap6s 51
Obitos e estudos epidemioldégicos que diagnosticanams de 600 pessoas com tais sintomas,
um grupo interministerial foi formado e verificoe-suma grande contaminacdo por
Penicillium citreonigrunno arroz consumido pela populagéo e que estavazamado Umido

e em péssimas condi¢cdes (Nota Técnica, 2408).

Em muitos casos, as micotoxinas sdo formadas aiadzampo; porém, elas podem
também ser formadas ou sua concentracdo ser autaedtaante colheita, secagem e
armazenamento. A disponibilidade de agua € o fatais importante neste processo de
producdo de micotoxinas para crescimento do fungaypor. Porém, a temperatura é
também um fator importante. Assim, no campo, quanithberacdo entre a planta e o fungo se
estabelece, a umidade e a temperatura afetam@neceggo da planta e a competitividade do
fungo micotoxigénico. No armazenamento de graomrda como a atividade de agua,
aeracdo, temperatura do substrato, concentracd@sodolo, interacbes microbianas, dano
mecanico e infestacdo por insetos podem ser agesvala contaminacao por micotoxinas.

(CAST, 2003)

A maioria das micotoxinas tem consideravel esw@dile quimica e térmica. Por isso
nao podem ser removidas ou sao apenas removideiglpente pelo processamento dos
alimentos ou por outros procedimentos de descontag@d disponiveis. Atualmente, as
aflatoxinas (AF), tricotecenos, ocratoxina A (OTA)earalenona (ZON), fumonisinas,
moniliformin (MOM) e patulina (PAT) recebem sem diavuma grande atencéo devido a sua
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frequente ocorréncia e seus efeitos nocivos a saddeana e animal. Os fatores que
contribuem para sua presenca ou producao em absentacdo incluem: armazenamento,
condicbes ambientais, como temperatura e umidddeveedo ar, o substrato e o uso de
fungicidas, embora as interrelacdes ente todossefstwres ndo sejam ainda bem
compreendidas e a producéo de toxinas ndao podemreestas (HUSSEIN e BRASEL,
2001). Vale ressaltar que a presenca de um furggminecidamente produtor de micotoxina
nao evidencia a presenca da toxina associada daitamante, pois muitos fatores estédo
envolvidos na sua formacéo. Reciprocamente, a aiaséa fungos nao garante a auséncia de
micotoxinas, pois os fungos podem ser eliminados, gxemplo, pelo calor, mas ndo as

micotoxinas.

O Brasil é o terceiro exportador mundial de milhe@ @rimeiro em exportacdo de
frangos (IBGE, 2008a e b). Cerca de 75% da proddeamilho € destinado ao mercado de
racdo para avicultura de corte e suinocultura (RINA2007). O milho é um produto
sucetivel ao risco de contaminagdo por varias espéte fungos e, consequentemente,
diversas micotoxinas. Estudos sobre a incidéncianigetoxinas no Brasil, nos ultimos 10
anos, revelam que a contaminacdo por aflatoxinasnelno € pequena e ocasional.
Entretanto, € alta a contaminacdo por fumonisimasnélho e produtos a base de milho
(RODRIGUEZ-AMAYA e SABINO, 2002). Contaminagfes coouitras micotoxinas, tais
como zearalenona, ocratoxina A, &cido ciclopiazinisterigmatocistina, moniliformina,
desoxinivalenol e toxina T-2 ndo mostraram servegitees no milho brasileiro neste
levantamento, porém existem poucos estudos nolBralsie essas e outras micotoxinas,

principalmente aquelas que estado fora da legisldgd@@omunidade Européia.

A contaminacdo por micotoxinas é um problema eno todmundo. Estimativas
mostram que 25% de producdo agricola mundial e #88%roducdo agricola na Unido
Europeia podem estar contaminadas com micotox#@sl(NER e MAYER-HELM, 2006).

No Brasil, as perdas pos-colheita correspondenraimpadamente de 4 a 40% da producéo
dependendo da cultura, porém ndo ha dados se psi@das sdo relativas a contaminacao
fungica ou provenientes de outros tipos de peli@H, 2008). Perdas econdmicas relativas a
este problema s&o incalculaveis incluindo tantoedugdo na producdo agropecuaria e
aumento nos custos com a saude humana e animal,taambém custos relativos a legislacéo
e fiscalizagdo. A situacéo é considerada mendsarit Europa e América do Norte devido a
razdes técnicas educacionais e climaticas. As idattes de muitos paises tém tomado

medidas para monitorar e controlar os niveis deotmiinas, especialmente em produtos
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agricolas importados de paises do terceiro munehomigitos paises as diretrizes e 0s niveis
maximos de tolerancia ja foram estabelecidos pitatoginas, OTA, ZON e desoxinivalenol
(DON) em niveis menores que ppb (ng/g) ou ppt @p/am diferentes produtos para
alimentacdo humana e em ragdo animal (ZOLLNER e BRYELM, 2006).

O controle de micotoxinas € atualmente realizadivés dos processos de controle de
qualidade de alimentos e procedimentos reguladtdagos paises ja estabeleceram niveis
maximos de contaminacao, principalmente para atoafhas, em alimentos e ragdes animais
(Van Egmond, 1995). O monitoramento de micotoxipa@® assegurar que os alimentos nao
estejam contaminados acima dos limites permitidmpier métodos analiticos sensiveis,
simples e rapidos, estando plenamente inseridoontexto de seguranca de alimentos. Um
método para andlise de micotoxinas em graos devsirs@les, rapido, robusto, preciso e
seletivo, e em muitos casos ser capaz de deterdursaqiultanea de varias toxinas. Acima de

tudo, baixos niveis de tolerancia em alimentogéasrequerem métodos sensiveis.

Orientados por autoridades reguladoras, como a €3@miEuropeia e o FDA (Food
and Drug Administration), esforcos analiticos teidosfeitos para desenvolver analises
seguras e rapidas em grande numero de amostraslovisgéender propostas de vigilancia e
monitoramento a niveis de ppb e ppt em uma vastedamle de alimentos complexos
Especialmente para as aflatoxinas, que sao altantémicas e carcinogénicas, ja estao
comercialmente disponiveis métodos de andlisesloam altamente sensiveis baseados em
meétodos imunoquimicos. Kits de andlise, facilmeaficaveis e automatizados, estao
disponiveis para algumas micotoxinas, dentre ekas, ®TA, DON e ZON, possibilitando a
avaliacdo em graos e algumas matrizes complexadasitnos protocolos ou previamente
avaliadas. Neste contexto a cromatografia acopdadatectores com diferentes principios é
usada para confirmar amostras positivas com segueaoapazes de quantificar precisamente
quando o nivel maximo de tolerancia ou recomendacd® excedidos. Dependendo da
natureza da micotoxina, diferentes métodos anaditgio realizados, como cromatografia
gasosa com detector de captura de elétrons (CG-[pasg tricotecenos e cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector de fluoéesta (CLAE-DF) para AFs, ZON, OTA e
fumonisinas. Varios protocolos para purificacdo ameostras foram estabelecidos visando
remover eficientemente os interferentes da mawialinmento ou racdo e/ou concentrar o
analito alvo, ou seja, a micotoxina alvo (ZOLLNERIAYER-HELM, 2006).

Todos os procedimentos de deteccdo de micotoximasoes de alimentos devem
incluir uma amostragem adequada devido a granderdgeineidade na contaminacéo. A
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Comunidade Europeia especifica diretrizes com glade amostragem para fiscalizagéo
(REGULAMENTO (CE) N.o 401/2006). Entretanto, aindxiste a necessidade de
harmonizar planos de amostragem efetivos, gerabmgridndes quantidades de amostras
chegam aos laboratorios de andlise onde serdoatté#s em pequenos moinhos. Alguns
métodos sugerem a adicdo de uma parte de agua fgamar uma pasta aquosa e
homogeneizar melhor a amostra. A maioria dos métadoanalises parte de 20 a 100 g de
amostra, entretanto, com a sofisticacdo e aumeatcsemsibilidade dos métodos, esta
quantidade pode ser reduzida para até 0,59 (SUL¥DKL, 2007a). Geralmente sao
utilizados solventes polares para a extracdo (raktaacetonitrila, acetato de etila,...)
misturados com uma parte de agua, de acordo cartubilglade da toxina. Esses extratos
podem ser utilizados diretamente em analises basead métodos imunoldgicos ou serem
purificados ou concentrados para posterior anahgmatografica. Entre alguns exemplos de
purificacdo dos extratos pode-se citar: partiggoidio-liquido, extracdo em fase sélida (SPE),
colunas cromatograficas e colunas de imunoafinid&i€e). Alguns métodos utilizam mais
de um procedimento de purificacdo do extrato paraocdo dos interferentes antes da

quantificacdo da micotoxina (KRSKet al, 2005).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAExa@plada a varios tipos de
detectores tornou-se a principal ferramenta aaalitiara analise de micotoxinas. Embora
existam métodos robustos validados para analiseded®xinivalenol (DON) e outros
tricotecenos em cereais por cromatografia gaso&y, (Qraticamente todas as micotoxinas
sao rotineiramente separadas e detectadas por GAtA&imente, um grande potencial para o
uso analitico do cromatdgrafo liquido de alta éficia acoplado ao espectrometro de massas
triplo quadrupolo (CLAE-EM/EM) tem sido demonstradmara a andlise de varias

micotoxinas simultaneamente em varios tipos de am@sRSKAet al, 2005).

Devido a grande variedade estrutural das micotexassim como a possibilidade de
sua coocorréncia em matérias-primas e produtosegsados (como racdo e alimentos para
consumo humano) a CLAE-EM/EM tornou-se a ferramemtalitica emergente de grande
importancia na analise dessas substancias em esattam tal complexidade. Atualmente
existem varios métodos multianalito baseados rtéstidca (ZOLLNER e MAYER-HELM,
2006). Em contraste com a grande maioria dos métadaliticos para micotoxinas descritos,
que abrangem somente uma pequena fracdo dessdmliteta ou métodos baseados na
cromatografia em fase gasosa, que necessitam idatiacao, a CLAE-EM/EM oferece alta

sensibilidade e seletividade e permite a analipgdaada presenca de micotoxinas que
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dificilmente seriam investigadas isoladamente, éoeguivoca identificacdo e confirmacao

estrutural. Entre as vantagens da CLAE-EM/EM podeniiar: baixos limites de detecgéo, a
capacidade de fornecer informacdes estruturaigdalitos, o tratamento minimo da amostra
e a possibilidade de cobrir uma gama extensivandét@s com diferentes polaridades. Os
Espectrometros de Massas (EM) sé@o detectores wgaiserque ndo dependem das
caracteristicas quimicas das substancias comobéimsia no UV ou florescéncia. O efeito da
matriz, no entanto, limita o potencial analitico@bAE-EM uma vez que a supressao ionica
pode ocorrer devido a componentes da matriz quki@mecom o analito de interesse. O

emprego de padrdes internos, quando disponiveie amenizar este efeito, além do uso de
padrdes adicionados as matrizes e cuidadosa vatiddgs combinacdes toxina/matriz para

determinar exatamente o efeito matriz.

A alta seletividade oferecida pelo espectrometrmdssas triplo quadrupolo permite a
inequivoca identificagdo de analitos em matrizesypexas, sendo, por isso, a principal
ferramenta analitica para a analise e confirmaedmidotoxinas em alimentos. Além disso, a
principal vantagem do método escolhido para reafizaandlises, validado inicialmente para
39 micotoxinas em trigo e milho (SULYO&t al, 2006) e expandido para 87 (SULY@K
al., 2007a), permite a quantificagdo simultaneazatiido um Unico passo de extracdo seguido
por LC-ESI-MS/MS sem a necessidade de laboriosagastde purificagdo da amostra

separadamente para cada analito.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo desta tese € avaliar quantitativamemstanacotoxinas que podem estar
presentes em amostras de milho e racdo para fraog&romatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada ao Espectrometro de Massagtait@LAE-EM/EM).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 — Avaliar a recuperacéo e o efeito da matriz arasstras de milho e racdo para
frango pelo método por CLAE-EM/EM.

2 — Avaliar a contaminagdo por micotoxinas nasasage limpeza por peneiracdo e

secagem no processamento do milho na fabrica ée.rac
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 PRINCIPAIS MICOTOXINAS ENCONTRADAS EM ALIMENTOS

A é&rea da micotoxicologia vem avancando muito desdescoberta das aflatoxinas
nos anos 60, ndo somente na descoberta e ocortEnoisras micotoxinas como também na
toxicologia, epidemiologia, controle de fungos &ddicacao de alimentos e, principalmente
no desenvolvimento de métodos rapidos e segurasdlese de alimentos e matriz biolégica
para assegurar a seguranca alimentar e atendespasifieacoes das legislacdes que
estabelecem limites maximos cada vez menores (CARBU3; ZOLLNER e MAYER-
HELM, 2006).

Os metabdlitos téxicos produzidos por fungos podenmilhares. Apesar do nimero
total destes metabdlitos ndo ser conhecido, o raimermicotoxinas que conhecidamente
estdo envolvidas em doencas é consideravelmenterpmas mesmo este numero € dificil de
estimar devido a diversidade dos efeitos de uma&ausubstancia no sistema animal
(HUSSEIN e BRASEL, 2001).

Dentre as principais classes de micotoxinas esasdgpddemos citar: aflatoxinas,
fumonisinas, ocratoxinas, zearalenona, tricotecanasas do Ergot, hexapeptidios e toxinas
deAlternaria, entres outras. Neste capitulo, encontra-se uopzepe revisdo das micotoxinas
analisadas e dos métodos de analise, em especiar@matografia liquida acoplada a

espectrometria de massas.
3.2 AFLATOXINAS

As aflatoxinas estdo entre as micotoxinas maisladtas ndo somente por ter sido as
primeiras micotoxinas a terem suas estruturas dddels, mas, principalmente por
apresentarem maior acao toxica, carcinogénica egénica quando comparada a outras

substancias.

As aflatoxinas foram assim designadas por sererdugrdas principalmente pelas
espéciesAspergillus flavus porém outras espécies podem ser produtobsgergillus
parasiticuse ocasionalmente pd@. nomiuse A. pseudotamarii O A. flavusproduz apenas
aflatoxinas do grupo B, enquanto as espé&igsarasiticuse A. nomiugproduzem aflatoxina
dos grupos B e G (CAST, 2003). Estas foram as j[mamenicotoxinas a serem identificadas
como potencialmente prejudiciais a saude, quan@®000 perus de 4 a 6 semanas de idade

morreram na Inglaterra por necrose aguda do figguss consumirem racdo contendo
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amendoim procedente do Brasil. A doenca inicialmeohamadaTurkey X Disease
desaparecia quando a racdo, altamente contaminamta Agpergillus flavus e,

consequentemente por aflatoxinas, era substitli#&AOet al, 1963).

Os quatro principais metabdlitos foram identificadomo B e B, por apresentarem
fluorescéncia azul quando observados sob luz wletea em 365nm em placa de
Cromatografia em Camada Delgada (CCD), £ GG, por apresentarem fluorescéncia
esverdeada (ASA@t al, 1963). Posteriormente, outros dois metabodliboanh detectados no
leite, em urina e fezes de mamiferos, resultantesnétabolismo das ;Be B,, sendo
denominados Me M, (CAST, 2003).

Vérios fatores estdo relacionados com a producaafldéoxinas. Entre os fatores
climaticos os mais importantes sdo a temperatuma teor de umidade. Alguns autores
reportam que a temperatura ideal que envolve aianesto de fungos e a producdo de
aflatoxinas esta entre 25° a 35°C, entretantogsgnica de alguns géneros de fungos como o
Aspergillusnem sempre é evidéncia positiva da producdo dea®XSCUSSEL, 1998).

O grupo das aflatoxinas (ARBAFB,, AFG;, AFG; e a AFM) foi classificado no
Grupo 1, pela Agéncia Internacional de PesquiseesolCancer (IARC, 1993; IARC, 2002).
De acordo com essas publicacdes os estudos expeaimeealizados indicaram evidéncias
suficientes de carcinogenicidade da ocorrénciaralatie aflatoxinas totais e das aflatoxinas
B1, Gi1 e My; evidéncia limitada para a aflatoxina & evidéncia inadequada para a aflatoxina
Go.

3.2.1.PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E MECANISMO DE ACAO DAS

AFLATOXINAS.

A estrutura quimica do grupo das aflatoxinas éatarzada pela ligagdo de nucleos
de dihidrofurano ou tetrahidrofurano a uma esteutiwmarinica (responsavel pelo efeito anti-
coagulante); todas possuem um nucleo cumarinicocask com furanolactona. As
aflatoxinas do grupo B possuem anel ciclopentereom@a do grupo G, lactona insaturada,
enquanto as do grupo M séo derivados hidroxiladoB,ck B,. As estruturas das principais
aflatoxinas estao representadas na Figura 1.
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Figura 1: Estrutura quimica das principais aflatoxi nas

Em estado puro, as aflatoxinas s@o extremamenéwetstem altas temperaturas,
quando aquecidas em presenca de ar superando(ite @(hao sao afetadas pelo frio. S&o
relativamente instaveis, quando expostas a luarticplarmente a radiacdo UV, ao ar sobre
placa de cromatografia de camada delgada (CCDndaauando dissolvidas em solventes
altamente polares. Sdo soluveis e estaveis, quamdoloroformio ou benzeno e mantidas
sobre refrigeracdo e ao abrigo de luz. Sado deasuiotalmente na presenca de solucbes
fortemente alcalinas, como a amoénia e o hipocloAlém disso, séo incolores, inodoras e
ndo alteram o sabor dos alimentos (PADUA; SILVEIRMARTINS, 2002). A Tabela 1
apresenta as principais caracteristicas fisicodgaéndas aflatoxinas de maior importancia
em saude humana e animal (OPAS, 1983; BAGGIO, 2006)

Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas das princ  ipais aflatoxinas (OPAS, 1983).

. Férmula Massa Temperatura de | Emisséo de fluorescéncia
Aflatoxina P .
gquimica molecular fuséo (°C) sob luz UV (nm - cor)
AFB C17H1206 312 269 425 - azul
AFB, C17H140¢ 314 286-289 425 — azul
AFG; Cy7H1,07 328 244-246 450 - verde
AFG, Cy17H1407 330 237-240 450 - verde
AFM 4 C17H1,04 328 299 425 — violeta azulada
AFM, Cy17H1407 330 293 425 — violeta
Aflatoxicol C 17H1406 314 230-234 425

A esterigmatocistina (ST), um precursor das aflasx € uma micotoxina
caracterizada pelo nucleo xantona fundido a umeaudlidrofurano ou tetraidrofurano que
também possui acao téxica e carcinogénica (SWEENEXYOBSON, 1999). Sua estrutura

quimica esta representada na Figura 2.
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Figura 2: Estrutura quimica da esterigmatocistina.

De acordo com a revisao realizada por OLIVEIRA eRGEANO, 1997 as aflatoxinas
sao facilmente absorvidas pelo trato gastrointalstnbiotransformadas primariamente no
figado. A mais encontrada em produtos destinadalin@entacdo € a aflatoxina;.BEsta é
metabolizada pelo complexo enzimatico do reticuldoplasmatico de ceélulas hepaticas
denominadas oxidases de funcé&o mista, produzindeades. Um destes € a aflatoxina,M
encontrada no leite proveniente de animais queinage ragdo contaminada. Outro derivado
resultante do metabolismo é o AFB,9-epoxido, altamente carcinogénico. Por serahsst
eletrofilico, se liga covalentemente a varios Iscaiicleofilicos da célula como os acidos
nucleicos (RNA, DNA) e proteinas (metionina, cisteie histidina). Estas ligacoes
determinam a formacdo de adutos, os quais repesseat lesdo bioquimica primaria
produzida pelas aflatoxinas. A AFBl-epéxido podaldédm ser conjugada enzimaticamente
com glutationa reduzida, através de glutationaa8sfierases, constituindo importante via de
detoxificacdo deste composto. A ligacdo da AEBOxido com o DNA modifica a sua
estrutura e, consequentemente, a sua atividadéghial originando assim os mecanismos
bésicos dos efeitos mutagénicos e carcinogénicoArRi. A formacdo de adutos ocorre
atraves da ligacdo com guaninas da molécula de DiAosicdo N ao nivel do codon 249,
do gene supressor de tumores p53. A ocorrénci& digst de alteracdo é caracteristica de
varios carcinomas no homem, sobretudo o hepatistudis efetuados em figados de ratos
demonstraram que os adutos AMB-guanina podem ser retirados apos a sua formacdo,
deixando sitios apurinicos na molécula de DNA. flisssvagos tendem a ser preenchidos
com adenina, resultando em transversao de guaanaatimina, 0 que origina um ponto de
mutacdo bastante significativo. Os adutos de DNApods de sofrerem depurinagao
espontanea, podem ser conjugados e excretadogtughbratravés da urina. Um esquema

com as principais vias de biotransformacao podelsszrvado na Figura 3.
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Figura 3: Biotransformacao da aflatoxina B ; (Fonte: BIEHL e BUCK, 1987; BAGGIO, 2006).

De acordo com STOLOFF (1987), a comprovacao cieatiflo envolvimento das
aflatoxinas na etiologia do cancer hepatico, nodrmame dificultada pelo fato de que, em sua
grande maioria, os estudos epidemiologicos foraatizemlos em areas onde a infeccao pelo
virus da hepatite B é endémica e, também, coroglada a incidéncia do carcinoma
hepatocelular. A dose média para a producédo derasm®Tsp) no homem ¢€ igual a 132
mg/kg/dia. Este valor esta proximo da JpDbservada em algumas espécies de primatas,
porém é consideravelmente superior as das espeiezedores mais sensiveis. Entretanto,

deve-se ressaltar que a 49 para o homem é tedrica, uma vez que, para seulaaforam
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assumidas varias condicdes, entre elas, a de caftataxina B seja a Unica causa do
carcinoma hepatocelular e que a exposi¢cdo a estm@geno tenha ocorrido continuamente
durante cerca de 50 anos da vida do individuo (WRGE®92).

A dose efetiva de AFBingerida para a inducdo de tumores hepaticos varia
amplamente entre as espécies (Tabela 2), de maoditarsiao que ocorre em relacdo a
toxicidade aguda. Peixes e aves sdo extremameam@es, e a dose efetiva para a indugéo
de hepatomas situa-se entre 10 - 30 pg/kg de;AfeBdieta. Contudo, a sensibilidade é
particularmente variavel entre os roedores, sen#oog ratos respondem nos niveis de 15 -
1.000 pg/kg de AFBna dieta, enquanto que certas cepas de camundoAgaspresentam
nenhuma resposta em doses de até 150.000 pg/lkgaRaaioria das espécies estudadas, a
sensibilidade € acentuadamente maior nos machogudonas fémeas. A comparacao
guantitativa da poténcia carcinogénica da AEBtre as espécies animais pode ser facilitada
pelo célculo estatistico da dose média para a pémdde tumores (Bf), pelo método de
Gold e col.16, expressa em pg/kg p.c./dia.

Tabela 2: Valores da dose média para a produgdo de  tumores (DT s50) ap0ds ingestdo prolongada
de aflatoxina B ; (AFB,) na dieta, para diversas espécies de animais (adaptado de WOGAN,
1992).

Animal DTso (ug/kg p.c./dia)
Rato Fisher macho 1,3

Rato Fisher fémea 7,5

Rato Wistar macho 5,8

Rato Wistar fémea 6,9

Rato Porton macho 3.1

Rato Porton fémea 12,5

Camundongos >70

Macaco Rhesus 156

Macaco Cynomolgus 848

As aflatoxinas sado imunossupressoras, carcinogeninatagénicas e teratogénicas.
Os sintomas proeminentes de aflatoxicoses em vésgagcies incluindo mamiferos séo
hipolipidemia, hipocolesterolemia e hipocarotenemagsociados com esteatose hepatica
severa e perda de peso. Pode provocar cirrosepseedo figado, proliferacdo dos canais
biliares, sindrome de Reye (encefalopatia com dwgefo gordurosa do cérebro),
hemorragia nos rins e lesGes sérias na pele, pekato direto. Além disso, os produtos do
seu metabolismo interferem com o sistema imunotodec pessoa ou do animal. A natureza
precisa da resposta vai depender de varios fatoras espécie animal, idade, sexo e estado
nutricional (HUSSEIN e BRASEL, 2001).
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3.2.2.METODOS DE ANALISE DAS AFLATOXINAS.

Atualmente estdo disponiveis comercialmente kipsdos e faceis de usar, como o
teste ELISA (Ensaio imunoenzimatico - Enzyme-Linkedmunosorbent Assay) para
quantificacdo de varios tipos de micotoxinas. A miifigacdo de aflatoxinas é
predominantemente feita por cromatografia liquidamc detector de fluorescéncia
(CLEA/DFL). Devido a excelente fluorescéncia natwlas aflatoxinas, limites de deteccéo
em faixas abaixo de ppt podem ser facilmente aosgiquando iodeto ou brometo séo
adicionados via poOs-coluna para aumentar a sedsiddd do método. A purificagdo das
amostras com colunas de imunoafinidade (CIA) masteo um grande potencial no aumento
da sensibilidade e especificidade do método peiweato seletivo e isolamento da aflatoxina
alvo (PAPP, H-OTTA e ZARAY, 2002). A combinacdo GeAE com CIA tornou-se um
método de referéncia para a determinacdo de AFLs ammentos e racoes.
(SOGSERMSAKUL e RAZZAZI-FAZELLI, 2008).

Quase todas as separacdes por CLAE sao realizatanateriais de fase inversa
aplicando misturas de metanol/agua e acetonigile/@&omo fase mével em modo gradiente
ou isocratico. Em alguns casos, acido acético,0é@itnico, acido trifluoroacético (TFA) e
sais de amoénio sdo adicionados a fim de manteniaaigio do analito e para melhorar a
eficiéncia da separacdo cromatografica. Normalmenétabdlitos e adutos de AEBAFB,,
AFG;, AFG, AFM;, e AFM, sdo bem separados nestas condicbes com tempasria c
cromatografica entre 10 e 25 min. Quando as anw&#a dissolvidas em metanol ou
acetonitrila puros, podem ser observados alargameié picos devido ao alto poder de
eluicdo de solugGes organicas comparadas comrfadess aquosas (ZOLLNER e MAYER-
HELM, 2006).

Em geral, todas as aflatoxinas exibem boa eficééi@ ionizagdo por eletrospray
(eletrospray ionization - ESI) no modo positivo dae a ionizagdo quimica a pressdo
atmosférica (atmospheric pressure chemical iomzatiAPCI) com abundancia de moléculas
protonadas [M+H] e adutos i6nicos de sbdio, mas praticamente sagméntacdo no
espectro de varredura. Neste contexto, a formagdorns adutos de sodio pode ser facilmente
suprimida pela adicdo de ions de amdnio na fasesinbévando a uma melhor sensibilidade
(ZOLLNER e MAYER-HELM, 2006). Recentemente, umaniéa de ionizagdo alternativa,
fotoionizacédo a pressao atmosférica (FIPA) (atmesplpressure photo-ionization - APCI)

foi introduzida no mercado. TAKIN@t al (2004) ndo observaram adutos de sodio ou
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potassio no espectro de massas e o ion mais alterfdamelativo ao [M+H]. Os autores
compararam a linearidade das interfaces ESI e fRlospheric Pressure Photoionization -
fotoionizacdo a pressdo atmosférica) para aflabsxie notaram que no APPI ndo foi
observado nenhum efeito de matriz significativo.dados revelaramm que o APPI é uma
interface muito mais sensivel e seletiva que o[k analise de AFLs (SOGSERMSAKUL
e RAZZAZI-FAZELLI, 2008).

A vantagem do uso da cromatografia liquida de piéssdo (Ultra-Pressure Liquid
Chromatography - UPLC) acoplado ao espectrometnmatesas (EM) (mass spectrometry —
MS) tandem estd no menor consumo de tempo e setuevienturaet al. (2006), analisando
varios parametros na otimizacdo da extracao datesspsbservaram que, especialmente para
a recuperacao de AFLs, o pH do extrato desempergapa importante (SOGSERMSAKUL
e RAZZAZI-FAZELI, 2008).

O espectro dos produtos ibnicos das espécies dmxflas protonadas contém um
namero de produtos de ions abundantes refletindbrgule ligacdes e reacdes de rearranjo
dos sistemas de anéis policiclicos junto com pdedagua, mondxido de carbono e didxido
de carbono. Apesar desta fragmentacao ser favosameénte para avaliacbes quantitativas
por CLAE/EM/EM e ndo a métodos quantitativos depdes estagios CLAE/EM pois vai de
encontro aos critérios da Unido Europeia (UE) celagéo a confirmacéo da identificacdo de
substancias de andlise de residuo (ZOLLNER e MAYHERM, 2006). As transicbes mais
utilizadas para anéalise de AFLs no monitoramentdtiphdi de reacdes (Multiple Reaction
Monitoring - MRM) sédo: 315;2259,2 para AFB1, 315;2259,2 para AFB 329,2-243,2
para AFG, 331,0-245,2 para AFG (VENTURA et al, 2006; SORENSEN e ELBAEK,
2005).

A comparacao direta de CLAE-DFL e CLAE-EM revelaram maioria dos casos,
boa correlacdo dos resultados quantitativos, aplssaensibilidade e robustez do método por
CLAE-EM parecer inferior ao CLAE-DFL. Isso pode garcialmente explicado pelo uso de
instrumentacdo do quadrupolo simples no modo SIK! €unferior ao triplo quadrupolo e
SRM (ZOLLNER e MAYER-HELM, 2006).

3.3 FUMONISINAS

As fumonisinas, descobertas recentemente em 1888nfisoladas na Africa a partir
de amostras de milho mofado proveniente de regiio elevada incidéncia de cancer do
es6fago (GELDERBLOMet al 1988). S&o produzidas principalmente geusarium
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moniliforme F. proliferatum F.verticillioides F. nygamai F. subglutinans F.
polylhialidicum F. oxysporume também pelo génerlternaria (MARASAS et al, 1988 e
CAST, 2003). Existem pelos menos 18 analogos detiismas identificados e classificados
de acordo com sua estrutura quimica em séries 8, B, K e P, sendo a fumonisina (&B,)

a mais toxica e mais abundante, compreendendo d®6% das fumonisinas encontradas em
culturas de laboratorio e em amostras de milhajyidagpor FB e FB (POZZl et al,, 2002).

Apesar dos cereais serem importantes como sulsstratmivel de umidade e a
temperatura e atividade de agua sdo os fatoreficalsi@riticos que regulam o crescimento
dos fungos e a producao de fumonisinas. Niveisddade do grdo menores que 22% podem
reduzir ou prevenir a producédo de toxinas durameazenamento. Estudos demonstraram
ainda que o nivel de toxina se eleva concomitanitamso aumento do nivel de umidade do
grao, em temperaturas de 20 e 25°C. A 30°C, untoeii@verso é notado, um aumento do
nivel de umidade no gréo leva a reducao na prodiedoxinas . A mais elevada producéo de
micotoxinas foi obtida em culturas a 25°C. A 20&(yroducao caiu e os indices mais baixos

foram observados em culturas a 30°C. A temperahddia ideal para produgéo de fFii

24,5°C ¢2°C) e para FBfoi 24,2°C ¢2°C) (EGMONG, 1995).

3.3.1.PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS E MECANISMO DE ACAO DAS

FUMONISINAS

Fumonisinas estdo estruturalmente relacionadswugmgtos diesteres de propano-1, 2,
3- acido tricarboxilico e varios 2-amino-12, 16-diitpoliidroxieicosanos onde 0s grupos
hidroxilas C14 e C15 estdo esterificados com o aroprbonila dos acidos do acido
tricarboxilico (BEZUIDENHOUT, 1988). A FBé um diéster de propano 1,2,3-acido
tricarboxilico e 2S—amino -12S, 16R dimetil — 38, 30R, 14S, 15R — pentahidroxicosano
em que os grupos hidroxilas em C14 e C15 estadfestdos com o grupo carboxila terminal
do &cido propano 1, 2, 3 —tricarboxilico. A FB80 possui o grupo hidroxila em C10,
enquanto que a RBn&o apresenta o grupo hidroxila em C5 As fumoassiparcial ou
completamente hidrolisadas ocorrem em menor quadgidLINOet al, 2006). As estruturas

quimicas das principais fumonisinas estao repradastno Figura 4.

As fumonisinas sdo moléculas fortemente polardgysis em agua e em acetonitrila-

agua e insoluveis em solventes organicos. A h&kdldas fumonisinas através do
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agquecimento com &cido hidroclérico 6 M ou hidréxa potassio 0,05 e 2 M produz acido

tricarboxilico e o aminopoliol correspondente (SADT993).

O mecanismo de acao das fumonisinas ainda nadataerente conhecido. Alguns
autores propdem que sua acao € caracterizadang®tz@io da enzima N-acetiltransferase que
leva a reducdo da biossintese “de novo” de esiigelo ou “turnover” de esfingosina e
consequente elevacdo da razdo esfinganina e esfiagno soro de animais expostos. A
molécula de FBtem uma similaridade com o complexo amino alcefihgosina, que € um
dos trinta ou mais aminoalcoois de cadeia longargredos nos esfingolipideos de varias
espécies. Os esfingolipideos mais abundantes dafoseanimais sdo a esfingosina e o0s
glicoesfingolipideos (MERRILIlet al, 1993, WANGet al, 1991; POZZEt al, 2002).

COH o
Vi
HO,C c
\
R H
NHR3
/o R,
Hozc/\l/\c§
CO,H
Fumonisina R 1 R, R3
B, OH OH H
B, H OH H
B, OH H H
B, H H H
A; OH OH CH5;COO
A, H OH CH5;COO

Figura 4: Estrutura quimica das principais fumonisinas.

A esfingosina é sintetizada no reticulo endoplasmattravés da combinagdo de
palmitol-CoA e o aminoacido serina, formando o ®cesfingonina que € reduzido a
esfinganina e esfingosina. O sitio especifico @@ ag FB parece ser as enzimas esfinganina
e esfingosina N-acetiltransferase. A inibicdo destametabdlica resulta na deplecdo do
complexo esfingolipideo, aumento intracelular decemtracdo de esfinganina livre (ou em
menor grau de esfingosina livre) e um aumento dodypos de clivagem. O acumulo das
bases esfingoides é a causa primaria da toxicidasdumonisinas (MERRILIet al, 1993,
WANG et al, 1991).

A inibicdo de biossintese dos esfingolipideos ptteum profundo efeito sobre a
célula, uma vez que esses componentes tém papeltanfe na estrutura da membrana,
comunicacao celular, interacdo intracelular e matelular, regulacdo de fatores de

crescimento, como mensageiro de varios fatoreduimo fator de necrose de tumor,
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interleucina 1 e fator de crescimento de nervosRMEL et al, 1993, WANGet al, 1991;
POZZl et al, 2002).

A fumonisina B causa leucoencefalomalacia em equinos (LEME), edgmmonar
em suinos, hepatotoxicidade e hepatocarcinogedeiéan ratos e hemorragia cerebral em
coelhos. O céncer esofagico em humanos foi asspcivavelmente a presenca de
fumonisinas na dieta da populacdo na China e Athic§ul. Nodulos hiperplésicos no figado
e lesbes na mucosa distal do es6fago de suinos-eEEmamados que consumiram racao
contaminada com fumonisinas, também foram repaostafle fumonisinas causam a reducao
do ganho de peso em aves e suinos. A LEME é umadoeio infecciosa esporadica fatal
que afeta o sistema nervoso central (SNC) de caval@utros equideos. (HUSSEIN e

BRASEL et al, 2001).

3.3.2.METODOS DE ANALISE DE FUMONISINAS

Diferentes técnicas analiticas, tais como cromaf@grem camada delgada (CCD),
ELISA, GC/EM, CLAE e CLAE/EM tem sido usadas paratedminacdo de FBs em
alimentos, ragdes e fluido biolégicos (ZOLLNER e WEBR-HELM, 2006). Devido a
auséncia de cromoforo UV em suas moléculas, é s@tesuma derivatizagdo pré-coluna.
Normalmente é feita uma reacdo do grupo anima coditalaldeido (OPA) e andlise por
CLAE-DFL, sendo o método mais usado para deterramage fumonisinas em alimentos e
racdo (SHEPHARD, 1998Entretanto, o fato dos produtos da reacdo de ateracdo serem
pouco estaveis conduz a que a intensidade de $lcémeia do derivado OPA-FBlecresca
rapidamente apoOs a derivatizacdo, o que constiha desvantagem (SHEPHARD, 1998).
Outros reagentes tem sido usados na derivatizafiontbnisinas, sendo o 6-amino-quinolil-
N-hidroxisuccinimidil carbamato (AccQ.Fluor) o queis) oferece vantagens sobre o OPA,
pois os derivados sdo estaveis, pelo menos dut8rtte permitindo uma boa resposta a nivel
de fluorescéncia (VELAZQUEZEt al, 2000). Na etapa de purificacdo € utilizada extragéio
fase sdlida (solid phase extration — SPE) com chas de troca anidnica (strong anion-
exange — SAX), fase reversa (reverse phase — RPPCCIA (LINOet al., 2006).

Os métodos por CLAE/EM ou CLAE/EM/EM tem sido muittilizados, pois nao
necessitam de derivatizacédo e fornecem a confirondgddentidade e elucidacdo estrutural
da molécula. Em geral as fumonisinas nao eluemdrarnolunas de fase reversa em sistemas
de fase movel neutra e ndo tamponada, por issdp &mgético, acido férmico ou acido

trifluoroacético (TFA) sdo usualmente adicionaddas@& movel para aumentar a retencao do
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analito e também melhorar a forma do pico e, cars@gmente a eficiéncia da separacéo
cromatégrafica pela protonacdo dos grupos cartsxiana reducdo adicional da calda do
pico foi observada quando a coluna recebe um ptaatiento com EDTA para remover tragos
de ions metalicos que podem formar complexos dstadwmn moléculas de fumonisinas

desprotonadas.

Fumonisinas s&o analisadas com ESI. Moléculas madas [M+H] ou desprotonadas
[M-H] " séo estaveis e abundantes com pouco ou nenhundegifsaagmentacao formados nos
modos positivos ou negativos. Além disso, a formaig ions moleculares com dupla carga
no modo de ion negativo e adutos de sodio e potassiem ser observados. A formacéo de
adutos no modo positivo parece as vezes uma questéa na deteccdo e sensibilidade
(CALDAS et al, 1995) e mais frequentemente usada (SOGSERMSAKWRAZZAZI-
FAZELI, 2008) onde os picos bases registrados paeterminacdo quantitativa safgnr22
como [M+H] " para FB e mz 706 como [M+H]" para FB (JOSEPHS, 1996). Embora as
moléculas protonadas [M+H]Jparecem ser trés vezes mais abundantes que asutaslé
desprotonadas [M-H]alguns autores recomendam a aquisicdo em mocdivie¢DOERGE
et al,1994; ZOLLNER e MAYER-HELM, 2006) onde os ions -¥] ~ analisados s&o
respectivamente fn 720 e nfiz 704 (SOGSERMSAKUL e RAZZAZI-FAZELI, 2008).
Para HFB o ion pseudomolecular/m 406 é observado como pico base, notando-se picos
adicionais referentes aos adutos dé &K (HARTL e HUMPF, 1999).

Geralmente o padrdo de fragmentacéo de todas asdeBsmilares. Como exemplo,
para FB os ions filhos, itz 686 e 668 representam perdas consecutivas de utaséde
agua, que corresponde ao numero de grupos hidragilaesqueleto da fumonisina. A
eliminacdo de &cido tricarboxilicos (ATC) de ambgslados da cadeia leva a fragmentacéo
que corresponde a/m370 [M+H-2ATC] (JOSEPHS, 1996).

3.4 TRICOTECENOS

A principal fonte de contaminacdo por tricotecemms alimentos Sdo 0s cereais
(milho, aveia, cevada e trigo) que sao infectadwsyngos do génerbusarium Enquanto os
tricotecenos tipo A e B estado igualmente distribaidestes produtos, os tipos C e D, apesar
de mais toxicos, ocorrem raramente em aliment@g@&es. Assim, as toxinas T-2 e a HT-2,
representantes do tipo A, e desoxinivalenol (DONjvalenol (NIV), que representam o tipo
B, tém recebido maior atencdo devido a alta toaméde sua prevaléncia na ocorréncia.
(ZOLLNER e MAYER-HELM, 2006).
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3.4.1.PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E MECANISMO DE ACAO

Os tricotecenos sdo um grupo particular de micaaxiproduzidos por fungos do
géneroFusarium Cerca de 190 estruturas diferentes foram desasbEmdo em comum um
sistema tetraciclico de anéis sesquiterpendidd8¥hoxitricotec-9-eno. Eles estdo divididos
em quatro grupos que sao distinguidos por uma teafsiica estrutural especifica: tipo A,
sem o grupo carbonila na posi¢ao C-8; tipo B, cognupo carbonila na posi¢cao C-8; tipo C,
com um segundo grupo epoxi e o tipo D com uma tesarumacrociclica, conforme pode ser
observado na Figura 5 (ZOLLNER e MAYER-HELM, 2006).

Os tricotecenos, de modo geral, sdo cristais imesJasendo que os do grupo A sao
soluveis em solventes moderadamente polares, clmrad@mio, éter etilico, acetato de etila
e acetona; Os do grupo B dissolvem-se em solveletedta polaridade como acetonitrila ou
metanol aquoso (WHO, 1990).

Os tricotecenos sdo estaveis a 120°C, moderadanestéweis a 180°C e se
decompbem a 210°C apoés 30-40 min (Joint FAO/WH@®1R0O0s tricotecenos do grupo A
sdo estaveis em metanol em temperatura ambiemeo seetonitrila e acetato de etila os
solventes mais indicados para sua conservacao,npehms até 24 meses em temperatura
maxima de 25°C. As toxinas DON e NIV, do grupo &) snais estaveis em acetato de etila
(MILANEZ et al, 2003).

Nos tricotecenos, o grupo epoxi da posicéo 12 i@séante estavel e sua integridade é
provavelmente responsavel pelos seus efeitos ®xiDoanel é bastante estavel ao ataque
nucleofilico, entretanto, aquecido a ebulicdo emdagio muito 4cida e por muito tempo,
ocorre rearranjo intramolecular transformando-seaeel apotricoteceno (MILANEZ2t al.,
2003).

A acao toxica destas micotoxinas é atribuida aégadda sintese proteica, através da
ligac@o dos seus grupos epoxidos com grupamenifadritas dos aminoacidos que compdem
a peptidiltransferase acarretando alteracbes deenss hematopoético, linfatico e
imunodepressdo (MILANEZt al, 2003).
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Estrutura quimica dos principais tricotecenos.
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Os tricotecenos iniciam uma gama extensiva deosf@im homens e animais, como
reducdo no consumo de alimentos, irritacdo na pdigrreia, hemorragia mdultipla e
imunossupressdo. Varias doencas tem sido diretemassociadas a intoxicagcdo por
tricotecenos, tais como a aleucia toxica alime(drA) na Russia em 1913 e 1944 (IARC,
1993; MILANEZ et al, 2006). Devido a sua toxicidade e frequente @omia, 0s paises da
CE estabeleceram limites legais para DON de 12&) qeeais ndo processados, 1{d§kg
para trigo, milho e aveia ndo processados, I&Bg para cereais para consumo humano
direto, 500ug/kg para pées e biscoitos e 206/kg para alimentos infantis (COMISSAO
REGULADORA N° 1881/2006).

A ingestdo de grdos contaminados é a principaldeisgexposi¢cdo aos tricotecenos,
tanto em animais como em humanos. Pode afetarsdsgréos como cevada, milho, aveia e
centeio. Por ser um componente estavel também pedeletectado em varios produtos
processados a base de cereais, incluindo cere#iizaieapao, macarrao, alimentos infantis,
malte e cerveja. As toxinas T-2 e DAS (diacetoxgamol) sdo do ponto de vista toxicolégico
as mais potentes, mas ndo aquelas de maior in@dérmas graos. Por sua vez, o
desoxinivalenol (DON), também conhecido como Vvoriita, € provavelmente o tricoteceno
mais frequente em alimentos e racfes. Intoxicagimaa causado pelo DON tem sido
observada somente em suinos, tidos como os aniloriésticos mais suscetiveis aos efeitos
da toxina (MILANEZet al,, 2003).

Tabela 3: Valores de LDsq intraperitonial de alguns tricotecenos para ratos (Fonte: Adaptado por
MILANEZ, 2003).

Tricoteceno LD gg (mg/kg peso corporeo)
Nivalenol 4,1
Desoxinivalenol 70,0
Toxina T-2 52
Toxina HT-2 9,0
Diacetoxiscirpenol 23,0

3.4.2.METODOS DE ANALISE DE TRICOTECENOS

Os métodos disponiveis para analise de tricotecengslvem predominantemente
cromatografia gasosa acoplada a espectrometriaadsasn (CG/EM) ou com detector de
captura de elétrons (CG/DCE) apés diferentes pmoeedos de purificacdo e derivatizacao
(LANGSETH e RUNDBERGET, 1998; KRSKAt al, 2001a). A limitacdo dos métodos por

CG é a necessidade de derivatizacdo, enquantonagppis vantagens destes métodos sdo a
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alta eficiéncia de separacdo de misturas, o custov@ e o modo relativamente facil para
alcancar resultados seguros para misturas deettmods dos tipos A e B (KRSKét al,
2001a). Métodos baseados em CLAE sem detector des&M menos frequentemente
aplicados devido a baixa sensibilidade dos detestblV aos tricotecenos e relativamente
baixa eficiéncia de separagcdo do CLAE em comparagdG quando se necessita de analise
multitricotecenos (ZOLLNER e MAYER-HELM, 2006). Afé disso, ensaios tipo ELISA
frequentemente usados com proposito de triagemenmpodroduzir dados quantitativos
imprecisos e niveis superestimados de tricotecemoamostras biolégicas (JOSEPetsal,
2001).

No preparo de amostras para andlise de tricoteqeroSLAE/EM, matrizes solidas,
como graos, sao extraidas com solucbes de acdtdagua em diferentes proporcdes O
extrato € purificado em coluna MycoSep, ou em cadutle imunoafinidade ou por extracao
em fase sélida utilizando outros adsorventes, dbgedo dos interferentes da matriz
biolégica utilizada. Alguns autores sugerem que etpa de purificagdo ndo seja necessaria
(BISELLI et al, 2004; BISELLIet al, 2005; SORENSEN e ELBAEK, 2005; ROYERal,
2004; ZOLLNER e MAYER-HELM, 2006). O uso de EM comm detector seletivo oferece
consideravel vantagem em procedimentos de purdicagdo seletivos, sendo descritos
inclusive a inje¢cdo direta de extratos brutos daogrem sistemas de CLAE-EM/EM
(SOGSERMSAKUL e RAZZAZI-FAZELLI, 2008).

A ionizacdo no modo negativo tem se mostrado naisigel para os B-tricotecenos.
Em contraste com os A-tricotecenos, onde o moddiymsle ionizacdo forneceu sinais de
alta intensidade. Dependendo da estrutura do Btégeno, ions pseudo-moleculares
desprotonados [M-H]e fragmentos [M-H-CBD] s&o observados. Quando tampdes de
acetato ou formato sdo adicionados na fase mdéelpbservados principalmente os adutos
[M+HCOO] e [M+CHCOOQ] (RAZZAZI-FAZELI et al, 2003). Os instrumentos lon trap
parecem nao ser tdo sensiveis quanto os tandemrugodd (SOGSERMSAKUL e
RAZZAZI-FAZELI, 2008).

Na CLAE a fase reversa € preferida para fase est@ta, enquanto varias solucdes de
ACN:H,0, ACN:MeOH: HO, MeOH: HO podem ser utilizadas como fase moével, tanto no
modo isocratico quanto no gradiente. Neste contextmetanol foi especialmente indicado
para aumentar sensibilidade de EM por tricotecggwB quando comparado a acetonitrila.

Acido acético e acetato de amonio sdo predominamttaplicados como elementos aditivos
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para melhorar a separagdo cromatografica ou fdogaracdo de adutos a fim de melhor a
sensibilidade do EM ou elucidacéo estrutural (ZOERNe MAYER-HELM, 2006).

As principais dificuldades encontradas nas analiedricotocenos por CLAE/MS
parece ser na coeluicao de tricotecenos polares &N e NIV com interferentes da matriz
e na identificacdo de isdbmeros como 3- e 15AcDOQIUANER e MAYER-HELM, 2006).
Com a aplicagédo de gradiente quaternério esta agmapode ser feita a nivel de linha de
base assim como de outros 10 tricotecenos. O medonizacdo por eletronspray (ESI) é
preferido na maioria de aplicacbes quantitativass,ptambém perece ser mais robusto e
sensivel que a ionizacdo quimica a pressdo atnuasf@APCI). Isto se deve pela alta
fragmentacao na fonte APCI, com degradacdo de DO®MKodo positivo (ROYERet al,
2004).

A maioria dos autores ndo usou um padréo interma pampensar as perdas do
analito, efeito matriz ou desvios na performancedétector de EM. Trés métodos de
CLAE/MS aplicaram padrdes internos (reserpina, oetason e naficilina), estas substancias
que nao pussuem nenhuma semelhanca fisico-quimcans tricotecenos. Por conseguinte,
s6 sdo capazes de compensar variagcdes do dedBtS&l (| et al, 2004; BISELLIet al,
2005; ROYERet al, 2004). Alguns autores utilizam verrucarol, urndteceno semi sintético,
hidrocortisona e ainda DOM-1 (ZOLLNER e MAYER-HELIZ006).

No caso de andlise de multitricotecenos, poréngceaduvidoso se um padrao interno
estruturalmente semelhante pode compensar suéaoiemite variados efeitos de componentes
da matriz com relacdo a eficiéncia de ionizacadcdde 12 analitos eluindo com grande
variacdo de polaridade na uma coluna de CLAE. Eyanal casos, a simples diluicdo do
extrato antes da analise por CLAE- EM poderia kesadstes problemas, apesar de diminuir a
sensibilidade do método. De forma interessantdatosfala matriz podem ser excluidos
utilizando is6topos marcados como padrédo internevidd a espectros de massa e
propriedades de CLAE semelhantes (RAZZAZI-FAZELRL, 2002; ZOLLNER e MAYER-
HELM, 2006).

3.5 ZEARALENONA

A zearalenona (ZON) é uma micotoxina estrogénica esteroidal produzida por
algumas espécies do géndrosariumcomo F. tricinctum F.roseum F. sporotrichioides,
F.oxysporume F. moniliforme Como a maioria dessas espécies fugicas também sao

produtoras de outras toxinas como DON e T-2, éardificil que apenas a zearalenona seja
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encontrada quando essas espécies estdo contamismgd@os (SANTINet al, 2000). Pode
estar presente em milho, amendoim, sorgo, cevada, arroz, e outros cereais, podendo

sobreviver também em produtos derivados para camslineto (SCUSSEL, 1998).

Fatores como condi¢fes climaticas, espéciesFagarium cepas predominantes
durante o crescimento dos graos, estagio de matumgipos de hibridos plantados podem
afetar a producéo de suas micotoxinas (LEONI e SER003). A melhor temperatura para
o crescimento déusariumspp. é 25°C (DIONELLGCet al, 2000), porém a maior producao
de zearalenona ocorre com temperaturas entre 12-{BFONELLO et al, 2000; PRADCet
al., 1995). O milho é geralmente invadido parsariumdurante o armazenamento do milho,
quando a umidade do grao € superior a 14% possiaifiroducdo de zearalenona (PRA&O
al., 1995; SABINCet al, 1986; FIGUEIRAet al., 2003).

3.5.1.PROPRIEDADES  FISICO-QUIMICAS E MECANISMO DE AGCAO DA

ZEARALENONA

A zearalenona, micotoxina produzida por fungos @pegoFusarium é uma beta-
lactona do acido resorciclico, biossinteticamerdssificado no grupo dos policetidios como
nonaceética. Sua estrutura quimica, bem como aealssmetabdlitos, pode ser observada na
Figura 6 (LAWLEY et al,, 2008).

A zearalenona (fgH220s) é uma substancia cristalina branca que apresenta
fluorescéncia azul-esverdeada quando exposta &VWde comprimento longo (3¢Mn) e
fluorescéncia verde intensa quando exposta a lud&¥omprimento curto (2@€n); possui
massa molecular 318 e ponto de fusdo 164 - 165%a $lubilidade em &agua é
aproximadamente 0,002g/100ml. E levemente solUrelhexano, sendo mais soltvel em
benzeno, acetonitrila, metanol, etanol e acetoambEm é sollvel em alcali aquoso. As
evidéncias sobre a ocorréncia destes metabdlitoaliementos sdo limitadas. Entretanto ha
evidéncias experimentais sobre a transmisséo daleeana e- e 3-zearalenodis ao leite de
cabra, vaca e porcas alimentadas com racdes comadake concentracdes desta micotoxina.
(LAWLEY et al, 2008).

O efeito mais importante da zearalenona é no sisteprodutivo. Estudos em animais
demonstraram que esta micotoxina é absorvida deeimamuase sempre rapida por
administracédo oral e pode ser metabolizada peidaegctestinal em porcos e, possivelmente

também em humanos com a formag#&o e [3-zearalendis que sdo, subsequentemente,
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conjugados com 4&cido glicurbnico. A proporcdo dest@rios produtos pode variar
consideravelmente entre as espécies. Causa hipgerismo em suinos, abortos, natimortos,
falso cio, prolapso retal e da vagina, infertilidagl efeminizacdo dos machos, entre outros
efeitos (LAWLEY et al, 2008; MALLMANN, 1989).

Estudos demonstraram que suinos que consumirano regpdtendo 50mg/kg de
zearalenona pura sofreram aborto e presenca dmamals, enquanto niveis acima de

10mg/kg reduziram o tamanho da ninhada e o pesbldotes.

Zearaleanona (ZAN)

Figura 6: Estrutura quimica da zearalenona e seus metabdlitos.

Andlises da alimentacdo de suinos fémeas demarstrgue a concentracdo de
0,25mg/kg ou menos produz vermelhidao e inchageutia, leve inchaco das mamas com
numerosos foliculos vesiculares e alguns cistasulakes no ovario. Embora os suinos sejam
a espécie doméstica mais sensivel a zearalenolias oespécies animais apresentaram
sintomas devido aos efeitos estrogénicos da zearse quando submetidos a esta. Ha

evidéncias limitadas, em animais de experimenta pafeito carcinogénico da zearalenona e
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tem sido sugerido que esta € genotdxica em ratogetBnto, esses efeitos podem ser
dependentes da espécie e mais estudos sdo nexegsda confirmar quando a zearalenona
pode ser considerada um potente carcinogénico dagémico para humanos. Apesar da
associacao entre a exposicao a zearalenona e ddanganas permanecer especulativa, esta
foi considerada um possivel agente causador dessdet puberdade precoce em milhares de
criangas em Porto Rico e tem sido sugerido seuhgmento no desenvolvimento do cancer
cervical humano (MALLMANN, 1989).

3.5.2 METODOS DE ANALISE DE ZEARALENONA

Devido aos fortes efeitos estrogénicos da zearateroseus metabdlitos, a legislacdo
europeia atual estabeleceu niveis de toleranciainmaaente 20 a 35Qg/kg em milho
(COMISSAO REGULADORA N 1881/2006). Devido a forte florescéncia naturaZ@N e
seus metabolitos, a combinacdo de CLAE com detat#ofluorescéncia é atualmente o
método preferido que oferece seletividade, seiddlie e eficiéncia de separagéo
suficientemente satisfatorio, apos purificagdomasra (VISCONTEt al, 1998; KRSKAet
al., 2001b). A utilizacdo de meétodos baseados em Clgniéada devido a demora e
necessidade de derivatizacdo dos grupos hidroxiEn@ico, por isso, somente CG/EM é
mais aplicado para a confirmacdo inequivoca de tasopositivas. CCD (MEDINA e
SCHWARTZ, 1993) e ELISA (BENNETTet al, 1994) também s&o frequentemente

aplicados para selecéo segura de ZON e seus maiabol

Geralmente e independente do método de deteccddaownatriz, sofisticados
protocolos de purificacdo e enriquecimento da amoséio, na maioria dos casos, pré-
requisitos para alcancar os niveis de sensibiligediédos para ZON e seu metabdlitos. Com
relacdo a isso, os demorados métodos de extragéioldiliquido propensos a erros séo
crescentemente substituidos por extracdo em fdska ®PE) com materiais como fase
reversa, aminopropil e imunoafinidade ou por cotuda MycoSep que contém uma mistura

de carvéo, resinas idnicas e outros materiais (2Z4HR e MAYER-HELM, 2006).

Cereais ou graos sélidos geralmente sdo extramosntisturas de acetonitrila:agua,
tecidos animais com metanol ou com misturas deoanietafosforico:acetonitrila e culturas
fungicas com metanol:cloreto de sodio aquoso. Ba&ise de matrizes graxas, acetato de
sédio em metanol:agua tem sido usados em combinagia extensas extracdes liquido-
liquido e CLAE preparativa. Com estes procedimeatd#\L e 3-ZAL podem ser detectados

junto com outros 34 metabdlitos no tecido adiposorich (JOOS e VANRYCKEGHEM,
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1999). Com poucas excecdes, andlises diretas datexiru por CLEA/EM ou extracdes
liguido-liquido e purificacdo em CLAE-preparatiextratos brutos e amostras liquidas sao
geralmente submetidos a uma ou duas etapas conascié SPE (ZOLLNER e MAYER-
HELM, 2006).

Em geral colunas MycoSep oferecem baixas recupesagéra ZON, na faixa de 30-
40% com material do tipo 226 e até mesmo ndo seeadonfianca para analises de ZON pois
o analito pode ser completamente perdido devideeadmeno de adsorcéo irreversivel em
coluna MycoSep 227 (ROYERt al, 2004; ZOLLNER e MAYER-HELM, 2006), em
contraste com Mycosep 224, onde Silva e Vargasl{26ittiveram 99,4% de recuperacdo em
amostras de milho contaminadas artificialmenteuAfigacédo com coluna de imunoafinidade
mostrou ser menos satisfatoria em combinacdo coAE(HM, ja que sua especificidade esta
em contradicdo com a capacidade de deteccao maliteado EM. Além disso, investigacdes
detalhadas com ZON demonstraram que a combinacpardewacdo de amostras altamente
seletivas e a alta seletividade do detector EM/EMeré alguns casos, um “assassinato
analitico” (ZOLLNERet al, 1999). E claro que isso depende da propriaigelete do EM.
Quando instrumentos de EM quadrupolo simples sadassno modo de SIM, a limpeza total
da amostra seletiva poderia ser necessaria pamveergualquer interferéncia da matriz que
ndo é visivel com o espectrdmetro de massa tandamm seletivo no modo de SRM
(SONGSERMSAKULet al, 2006).

A principio a separacao cromatografica para detdetd € de grande importancia ja
que na andlise de ZON e seus metabdlitos frequentenaparecem dois ou mais analitos
com massas moleculares bem parecidas ou idéntma®mportamento de fragmentacao faz
tanto o modo SIM quanto MRM mais dificeis devidmmBuéncia mutua de ions traco (van
BENNEKOM et al, 2002). Além disso, a gama de matrizes de difeseamostras em
combinacg&o com purificacdo menos seletiva da amostiduz, apesar da alta seletividade do
EM, a "interferéncias visiveis da matriz" frentecdmatogramas de CL/EM. Para uma
identificacdo acurada e quantificacdo, estes coemen da matriz devem ser separados
suficientemente, especialmeft&AL e 3-ZOL. Fases estacionarias como RP-18 e RP-8 sdo
comumente usadas com misturas de  metanol:agua, ondgdktagua e
metanol:acetonitrila:agua como fases moveis tamtomodo isocratico quanto gradiente.
Acetato de amdnia, acido formico e acético e TFA sadquentemente acrescentados para
aumentar a eficiéncia da separagcédo cromatograficaegiciéncia da ionizacdo (KLEINOVA
et al, 2002; JODLBAUERet al, 2000; ZOLLNERet al, 2002). Andlise de tragos de ZON

31



de rotina pode ser realizado com ESI e APCI, tantsnodo positivo quanto negativo, porém
0 modo negativo parece ser mais seletivo devidmréendcdo exclusiva da moléculas
desprotonadas [M-H]O modo positivo € preferido somente quando tam&&omanalisados
metabolitos como ZON-glicopiranosidio, que exibelhoe eficiéncia de ionizacdo e
caracteristicas de fragmentacdo na fonte no moditiym (SCHNEWEISet al, 2002;
ZOLLNER e MAYER-HELM, 2006).

Alguns autores utilizam ZAN como padrédo interno PIBAUER et al, 2000),
porém, como este metabdlito pode ocorrer em altgeidos animais, € recomendado o uso
de d>-ZAN (MW 322) especialmente para produtos de origenmal. Pra quantificacdes no
modo MRM, os ions moleculares desprotonados de @k 317),a e 3-ZOL e ZAN (m'z
319), a e B-ZAL e d»-ZAN (m/z 321) foram selecionados como ions precursores. A
quantificacao foi baseada nas seguintes transigiiesi31/175 para ZON, fn 160/174 para
a eB-ZOL, m/z 205/275 para ZAN, fa 277/303 parax e 3-ZAL e m/z 207 parad,-ZAN
(KLEINOVA et al, 2002).

3.6 OCRATOXINA A

Ocratoxina A (OTA) é a mais toxica do grupo das d¥fatoxinas existentes. E
produzida por varias espécies Aspergilluse Penicillium, principalmente poAspergillus
ochraceusembora também a produzanalutaceusA. alliaceus A. melleus, A. sulphureus,
Penicillium veridicatum, P. ciclopium, P. commun@, purpurecens, P. palitansP.
verrucosum A contaminagdo pela OTA é geralmente um problelaaarmazenamento
inadequado, sendo sintetizada a uma temperatureamédl2 a 37°C por fungos do género
Aspergilluse entre 0 a 31°C por fungos do gén&enicillium (PRADO et al, 1995;
SCUSSEL, 1998).

Os cereais séo as principais fontes de ocratoxina dieta humana sendo o trigo, o
milho e a cevada os mais susceptiveis, podendensentrada também no café, feijao, nozes,
café, frutas secas, sucos de frutas e vinhos (LEERHEAD FOOD RESEARCH
ASSOCIATION , 2008; PRADt al, 1995; SCUSSEL, 1998).

A FAO (Food and Agriculture Organization)/ WHO (\itbHealth Organization) e o
JECFA (Joint FAO/WHO, 2001) estabeleceram uma dgea proviséria semanal toleravel
(PTWI — Provisional Tolerable Weekly Intake) de 1@§kg de toxina que causou efeitos
adversos em rins suinos. Foi estimada uma baix@idade diaria toleravel de 4,2 ng/kg/peso
corporeo/dia para seres humanos (SANTOS e VARGA®R )2
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A Comunidade Europeia (EC) proibe a venda de géremmenticios com excesso de
contaminantes conforme o ponto de vista da sauddicp(l e em particular do nivel
toxicolégico. Na Europa, o Comité Cientifico pardimfentos da Comunidade Europeia,
considerou a ocratoxina um contaminante e ageritetédeco. No caso de produtos de café,
estados membros da EC como o Reino Unido e a Alemestdo tentando avaliar a presenca
de OTA, enquanto que outros estados ja introduZiiraites nacionais em café verde (ltalia,
8 pg/kg; Finlandia, 10 pg/kg; Grécia, 20 pg/kg) modutos do café (Suica, 5 pg/kg).
Segundo CALDAS et al. (2002), a Ocratoxina A tedogielatada em até 50% das amostras
de milho, trigo, arroz e feijdo analisados em \géegtados do Brasil. Apesar da legislacao
brasileira ndo prever niveis maximos dessa micotoxém alimentos, Sdo necessarios
programas de monitoramento para subsidiar estudoexgosicdo humana e avaliar a

necessidade de estabelecer esses niveis.

3.6.1. PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E MECANISMO DE ACAO

As ocratoxinas sdo derivadas de diidrometilisocimaatigada a L-fenilalanina.
Existem em vérias formas com toxicidade variadaghda nas constantes de dissociacao do
grupo hidroxifendlico. A ocratoxina A (OTA) &H1sCINOg com peso molecular de 403,82
g/mol, é uma substancia cristalina incolor e semenguimico é cristal L-fenilalaning-[5-
cloro-3,4-diidro-8-hidroxi-3-metil-1-oxo-1H 2-bengmwano-7-il] carbonil-R)-isocoumarina.

O espectro de UV varia com pH e solventes polaggsenta absor¢cdo maxima em 213 nm e
332 nm em metanok (= 36.800 e 6.400, respectivamente). O sinal m&adm@missao no
espectro de flourescéncia pode ser observado emnAR§Leatherhead Food Research
Association, 2008).

A ocratoxina A é classificada pela InternationaleAgy for Research on Cancer
(IARC, 1993) como substancia do grupo 2B devido sagcinogenicidade. Animais em
estudos mostraram que a OTA é uma potente nefr@pknunossupressora e teratogénica. A
alteracao da filtragcdo glomerular e prejuizos mgdio dos tubulos contornados proximais sdo
0S principais prejuizos da intoxicagdo por ocrataxf\, levando a perda da capacidade de
concentracdo urinaria. A ocratoxicose em suin@up-de por uma intoxicagao que cursa com
diminuicdo do ganho de peso, sinais clinicos caraeidos por polidipsia e polidria, aléem de
lesGes renais. Doses de 200 pg/kg de OTA na ragamfsuficientes para que os animais
apresentassem nefropatias, levando a reflexos imegatobre a conversdo alimentar e o
ganho de peso. A mortalidade pode chegar 90% rnes &fetados (DILKIN, 2002). Atua
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essencialmente nos tubulos proximais inibindo do®@®lpiruvato descarboxilase. Induz a
peroxidacdo de lipideos, que altera as capacidadgsturais e funcionais afetando o
metabolismo do calcio; inibe as fungbes plaquetabdoqueia a sintese proteica bacteriana,
ao competir com a fenilalanina na fenilalanina NAR- sintetase; e forma metabdlitos de

ocratoxina que se ligam ao DNA, causando sua quehtee outros efeitos (KROGet al,

m%& w%&

Ochratoxin C (OTC) ¢ Ochratoxm B (OTB)

OH O

"CH3

Ochratoxin A (OTA)

HO_ ¢ HO_ o
Q\I . O\I .
N 0 N 0
H H y
ICH3 .,l
Cl OH Cl OH

4 _Hidroxi ochratoxin A (4 _HidroxiOTA) 10 _Hidroxi ochratoxin A (g _HidroxiOTA)

HO (0]

"CH;
Cl

Ochratoxin a (OTa)

Figura 7: Estrutura quimica das principais ocratoxinas.

7

ApoGs sua ingestdo, € rapidamente absorvida pdio ¢g@strointestinal, indo para o
sangue, onde se liga a albumina. E entdo distabudth concentracbes tecidulares
decrescentes para os pulmdes, rim, coracdo, mbestitesticulos. Concentragcbes menores
ocorrem no musculo, baco e cérebro. A maior paatéorlina € excretada na urina. O ciclo
enterohepatico e uma ligagéo forte a albumina est8ociados ao prolongado tempo de meia-

vida da ocratoxina A (PFOHL-LESZKOWICK e MANDERVIIH, 2007).
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A nefrotoxicidade é a caracteristica principal desticotoxina, principalmente em
suinos, sendo também hepatotdxica, imunossupressarainogénica e teratogénica.
Nefropatias relatadas na Algéria e Tunisia tém smoelacionadas com a presenca desta
toxina nos fluidos corpéreos e na comida consurmpéla populacdo. A OTA esta envolvida
na etiologia da Nefropatia Endémica Balca (PFOHISEEOWICK e MANDERVILLE,
2007).

A toxicidade cronica favorece a aglutinacdo dasdutms em nivel hepatico, o que
leva a morte; causa ma coordenacao motora e payalisduz eritemas e petéquias na pele e
diminui a sensibilidade cutanea. No figado, obsee/anecrose hepéatica centroglobular e
ligeira a moderada degeneracéo gorda. Afeta o wletato dos carboidratos, promovendo o
acumulo de glicogénio e interferindo com a glucggéese (PFOHL-LESZKOWICK e
MANDERVILLE, 2007).

3.6.2.METODOS DE ANALISE DE OCRATOXINA

Devido a forte fluorescéncia natural da OTA, CLAEIDé preferido nas analises de
rotina para OTA, OTB, OTC e seus metabdlitos, ja qterece uma melhor seletividade e
especificidade comparada a outros detectores. Assy@amostras positivas sdo confirmadas
por metilacdo em uma segunda corrida por CLAE (VNIR, 1998). Devido a sua robustez,
facilidade na técnica e custo, a cromatografia amatla delgada (CCD) com deteccdo por
fluorescéncia ainda é usada como rotina em paisasdfa Europa e América do Norte. As
principais desvantagens desta técnica sédo a bansbslidade para OTA (faixa de ppb) e a
ocorréncia frequente de interferentes da matriZT(BB, 1993). Métodos baseados em CG
recebem menos atencéo devido ao erro e o consuneonge requerido com a derivatizacao
(metilacdo) necessaria para a volatilidade sufieieio analito. Entretanto, CG/EM deve ser
usado para confirmacgéo de amostras positivas (VALAN998). Os ensaios de ELISA tém
se mostrado extremamente satisfatorios para amaig@das varrendo grande numero de
amostras. Eles oferecem sensibilidade para OTA adiwmpl ao DFL. Entretanto, devido a
reacdes cruzadas com componentes da matriz, amagfio por outras técnicas € muito
desejavel para prevenir resultado falso positivo dados quantitativos imprecisos e
superestimados (VALENTA, 1998; ZOLLNER e MAYER-HEL006).

Em geral, independente da técnica de deteccdoadplicexiste a necessidade de
purificacdo e enriquecimento do analito por padid&uido-liquido ou por SPE com
materiais adsorventes como RP, silica ou imunat#ite (VALENTA, 1998; ZOLLNER e
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MAYER-HELM, 2006). Usualmente amostras solidas s#traidas com agua, acetato de
etila, cloroférmio e misturas de metanol:agua, @uéila:dgua, acetonitrila:hexano e
diclorometano:etanol contendo aditivos com carlmuat sddio e hidrogénio, acido forférico
ou cloreto de magnésio para aumentar a solubilidaddiciéncia de extracdo da OTA
(ZOLLNER e MAYER-HELM, 2006). O ester metilico fpde OTA pode ser facilmente
obtido por metilacdo da OTA com JPmetanol sendo uma opc¢éo para um padrao interno
marcado (LINDENMEIERet al, 2004). A fase estacionaria utilizada na cronatfiog antes

da deteccdo por EM é exclusivamente fase-revers&al@Re RP-8) com misturas de
metanol:dgua, acetonitrila:dgua e metanol:acetlanitgua como fases modveis, tanto em
gradiente como isocratico. O tempo de corrida daid0 a 35 minutos dependendo se o foco
da andlise € somente OTA ou seus metabdlitos (ZGRN MAYER-HELM, 2006).

Em geral e independente da geometria da interfamdagidade de ionizacdo, a OTA
oferece um extenso padrdo de fragmentacdo emaoésfAPCI resultando em mais baixa
sensibilidade comparado a ESI (LAdf al 2000; BECKERet al, 1998). A OTA produz
abundantes adutos na fonte de electrospray quandale sédio ou potassio estdo presentes
na fase movel, sendo citado inclusive a formacaadigos de acetonitrila de OTA no modo
de ion negativo (LAlet al 2000; BECKERet al, 1998). Além disso, os usuarios de EM
simples informaram um rendimento suficiente de prosl na fonte de ESI possibilitando a
confirmacdo estrutural ou elucidacdo de ocratoxirassubstancias estruturalmente
relacionadas (ZEPNIkt al, 2003; VENTURAet al, 2003). A abundancia destes produtos,
enquanto refletindo perda de agua, acido formicorido de carbono ou diviséo tipica da
ligacdo amida, pode ser ampliado mais adiante ajdst parametros do EM, como a
voltagem do cone. A esse respeito, conjugados datoaa podem ser identificados
facilmente pela perda na fonte do seus nucleosdmiclrato, glutationa e acido glicurénico
(ZEPNIK et al,, 2003; ZOLLNER e MAYER-HELM, 2006).

Quando o modo i6nico positivo é selecionado saerghgdos o ion pseudo-molecular
em abundancia [M+H]a mz 404 e o aduto de sddio [M+Nah mz 426, além do sinal a
m/z 406 referente ao sinal dé&Cl-OTA. No modo EM/EM foram registrados fragmentos
ibnicos de nez 239 referentes a perda da fenilalanina [M+H-Phepguido de vz
258[M+H-H,O-COJ e miz 286 [M+H-H,0O]" (BECKERet al, 1998; LAUet al, 2000). Ja
Sorenseret al (2005) analisaram OTA em leite usando ESI no muslyativo observando as
transicbes Mz 402-358 e niz 402-167 a partir do ion [M-H] O limite de deteccéo
encontrado usando-se CLAE-MS ion trap foi compdréeen o obtido por CLAE-DFL
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combinado com CIA tendo a possibilidade adicioralcdnfirmacdo ndo ambigua de OTA
apesar de, em muitos casos, 0 uso de CIA ser gntigpel para eliminar o efeito da matriz
(ZOLLNER e MAYER-HELM, 2006).

Experimentos para quantificacdo de OTA por MRM kpeeate sdo feitos em modo
positivo obtendo-se como ion o produto especifiacclivagem do grupamento amiddzm
239 (BECKERet al, 1998; LINDENMEIERet al, 2004; ZOLLNERet al, 2000b), devido
ao padrao de fragmentacdo ndo especifico no modatine e alta energia de colisdo
necessaria para obtencao deste fragmento. Os padtémos mais frequentes usados para a
andlise de OTA sdo gPOTA, OTB e ZAN, sendo os dois ultimos adicionadp®s limpeza
em CIA para avaliar possiveis efeitos da matriN@RENMEIER et al, 2004).

3.7 ALCALOIDES DE ERGOT

Uma das mais antigas micotoxicoses em humanosrgotissno, que é causada por
alcaloides téxicos produzidos por diferentes esgéae fungos tais com€laviceps,
Neotyphodiume Epichloe ssp. O ergotismo foi mencionado pela primeira vez n
Mesopotamia em 600AC pelos Assirios. Entretanton#oldade Média que tomou maior
proporgao ficando conhecida como “fogo-de-santé+aot, consta que milhares de pessoas
morreram desta epidemia. Aqueles acometidos poprida, sofreram sérios problemas
neurologicos, incluindo fortes ataques epiléticagreiveis alucinacdes apds o consumo de
pao contaminado (CAST, 2003; SOGSERMSAKUL e RAZZAAZELI, 2008).

O principal agente causador desta praga foi umdudenominado ergoiClaviceps
purpureg, um contaminante comum no centeio e em outrosaterEntretant®laviceps
africanum, Claviceps sorghe Neotyphodium coenophialunambém sao descritos como
produtores (SOGSERMSAKUL e RAZZAZI-FAZELI, 2008)stes fungos biossintetizam
uma classe de metabdlitos secundéarios conhecidus aedcaloides do ergot, que exercem
atividades no sistema nervoso central e atuam e@®aconstritores. A ergometrina, um dos
alcaloides da familia do ergot, foi aquele que Imv@ossuir maior atividade vasoconstritora.
InvestigacOes posteriores transformaram um periga@nte da medicina popular em um
farmaco clinicamente util, jA que a ergometrina dr@ga de escolha para o tratamento de
hemorragias pos-parto. Pesquisas envolvendo osawanfes ativos do ergot, levaram o
cientista suico Hoffman, em 1943, a descoberta mi@ das substancias quimicas mais
notaveis, o LSD (dietilamina do &cido lisérgicoR®GH, 2001).
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O ciclo evolutivo deC. purpureano ambiente tem sido bem documentado (LACEY
1991). Apés infeccdo das plantas pelo fungo, assHifingicas substituem as do tecido da
planta, principalmente as espigas, que tem coloraigdeta escura e é chamado de “ergot”
(esporéao em francés) ou “sclerotium”. A esclerdgacada espécie contém difere no espectro
de alcaloides. Além disso, o conteudo de variosl@ildes diferem também com o

crescimento d€. purpureaem diferentes produtos agriculas (KROGH, 2001).

3.7.1. PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E MECANISMO DE ACAO DOS

ALCALOIDES DE ERGOT

Os alcaloides de ergot fazem parte dos alcaloiddélicos tendo varios efeitos
biolégicos e farmacéuticos. Existem cerca de 80nais alcaloides de ergot e muitos deles
sdo suspeitos de serem psicoativos. Os alcaloglesgbt consistem em sistemas de anéis
tetraciclicos ergolina do acido lisérgico como ss#&utura basica (Figura 8). Os principais
alcaloides de ergot sédo divididos em trés grupps: ¢lavina, tipo amida de derivados do
acido lisérgico (soluveis em agua) tais como erdonge e 0s peptidios derivados do acido
lisérgico ou ergopeptidios (insolliveis em agua tamo ergotamina, ergovalina, ergosina,
ergocornine, ergocriptina e ergocristina. Os aldalo tipo clavina, tais como agroclavina, é
um potente estimulante uterino e a ergovalina éripal alcaloide produzido em algumas
gramineas infectadas. Os principais alcaloidesyamidds porClavicepsssp. sdo ergometrina,
ergotamina, ergosina, ergocornina e ergocristi@GSERMSAKUL e RAZZAZI-FAZELI,
2008).

O envenenamento em humanos ou animais causa efeitosilsivos e gangrena.
Nauseas e vomitos também sé&o relatados. A acacorestdtora do grupo das ergotaminas
leva a efeito gangrenoso. Toxicoses em porcos e gad descritos como associados a
desordem reprodutiva e inibicdo da secrecdo deginoh em porcas prenhas e, em muitos
casos, a aborto. Ergotismo mostrou alta mortalidaii®a de 34% e 5-10 g de ergot fresco
pode ser letal ao homem (CAST, 2003).

Em bovinos, a intoxicacdo por ergoalcaloides prathszporClaviceps purpurepode
ter quatro apresentacdes clinicas: sindrome digt@rf8D); gangrena seca das extremidades;
forma convulsiva e (4) abortos (ILH&t al, 2001). A SD tende a ocorrer em estacdes com
temperaturas elevadas, enquanto a forma gangreipis@mente ocorre em temperaturas
ambientais mais baixas (BURFENING, 1973). Assingcarréncia simultanea dessas duas

formas, em condi¢cbes espontaneas, € rara. A SDhémndenominada hipertermia) esta
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associada a ingestdo de alcaloides do ergot pessent sementes de plantas infectadas com
os esclerddios do fung@. purpurea(lILHA et al, 2001). Essa toxicose tem sido também
observada associada ao consumo da granriestacasp contaminada pelo fungo endofitico
Neotyphodium (Acremonium) coenophialum que também produz ergoalcaloides
(PATERSONEet al. 1995). Em bovinos h& também reducédo na produgdeiteé (ILHA et al,

2001).
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Figura 8: Estrutura quimica dos principais alcaloides de Ergot.
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O nivel maximo em grdos nos EUA e no Canada é Gen) de ergot/kg. Na CE
foram estabelecidos os niveis maximos de 500 mg@rdet/kg de ergot em grdos para
consumo humano e 1.000 mg/kg em gréos para rag@alaiCOMISSAO REGULADORA
N° 1881/2006). O peso total de ergots (sclerotia) grdos parece ser medido
gravimetricamente, mas este método néo informaesaljuantidade de alcaloides de ergot,
que pode ser totalmente diferente dos ergots (S®GEAKUL e RAZZAZI-FAZELI,
2008).

3.7.2. METODOS DE ANALISE DOS ALCALOIDES DE ERGOT

Varios métodos, tais como CCD, CG, EC) e CLAE-D$&d9 utilizados para a analise
de alcaloides de ergot. A CLAE-DFL demonstrou dehdade, precisdo e reprodutibilidade
apropriados e podem ser usados na rotina de lébosapara analise de alcaloides de ergot;
entretanto os procedimentos de preparo da amdsiréaboriosos e demorados. Utilizando
CLAE-DFL, alguns alcaloides de ergot (ergotamingosina, ergocorinina, ergocriptina e
ergocristina) podem ser quantificados até 4 ng/qimentos apos purificacdo em SPE.C
Um teste ELISA com foco em ergovalina como substanodicadora também foi
desenvolvido. Para muitos alcaloides existem padi@poniveis; a espectrometria de massas
€ uma ferramenta usada para identificar picos aéswidos no cromatograma. A CLAE-
EM/EM e CLAE-EM com interface eletrospray no modusifivo de ionizacdo sao usados
para verificacdo, confirmacdo e elucidacdo estalitdos principais alcaloides de ergot
(SHELBY et al, 1997). Principalmente ions pseudomolecularesHM-vu adutos de sédio
[M+Na]* e potassio [M+K] sdo registrados. No caso de ergotpeptidios, aapmdima ou
duas moléculas de agua, assim como outros fragsdatlisergamida protonados/gm268);
sistema sergolina ABCD 9,10 insaturaddzn223) séo registrados. No caso de ergovalinae
ergotamina, o fragmento/m 320 devido a clivagem do anel peptidico (funcdeila e éter)
€ registrado. Para ergocorinini, ergocriptina eoerigtina, o fragmento fn 348 é registrado
devido a clivagem e perda do sistema do anel peptiOLLNER e MAYER-HELM,
2006). Em contraste, estes tipos de fragmentacdcs@d observados na amida ergonovina
devivado do &cido lisérgico, indicando a confiadeainterpretacdes posteriores. Por outro
lado, no espectro de alcaloides de ergot tipo méa(acido lisérgico e lisergol) os fragmentos
m/iz 268, 251 e 225 estdo ausentes (LEHN&Ral, 2005). A quantificacdo de varios
alcaloides simultaneamente é descrito também plg Bhal (2006) e Sulyolet al. (2007a).
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3.8 OUTRAS MICOTOXINAS

Embora existam muitas outras micotoxinas, nem tedascem um risco potencial
quanto as discutidas anteriormente devido a sua lhaxicidade ou incidéncia. Muitas delas
aparecem em alimentos ja deteriorados e, por lisgiias vezes sua analise € mais relevante
em produtos processados. A seguir sdo descritasrasteristicas e a andlise de algumas

destas micotoxinas que estéo incluidas no métoditamalito utilizado nesta tese.

3.8.1. HEXADEPSIPEPTIDIOS CiCLICOS

As eniatinas (EA) e substancias estruturalmengeiiadas as bovericinas (BEA) sao
produzidas por diferentes espécies Fl@sarium em grdos. Embora eles ndo estejam
associados a micotoxicoses agudas, varios estosdir®lbgicos mostraram claramente que
eles séo citotoxicos, tem propriedades insetiocldpedem induzir apoptoses e fragmentacao
de ADN em células de mamiferos (ZOLLNER e MAYER-H&L2006).

As eniatinas possuem uma estrutura de hexadepsijpepticlico diferindo na
substituicdo do N-metilamino &cida como pode seeontado na Figura 9. N&do ha relatos da
ocorréncia desta classe de micotoxinas no BraSIL(ANER e MAYER-HELM, 2006).

Bepe
ESy

Bovericina R;=R,=R3= CH,CgHs

Eniatina A Rl = R2 = R3 = CH(CHg)CHchg

Eniatina Al R1: R2 = CH(CHg)CHchg e R3 = CH(CH3)2
Eniatina B R1: R2 = R3: CH(CH3)2

Eniatina B1 R1: CH(CHg)CHchg e R2 = R3 = CH(CH3)2

Figura 9: Estrutura quimica dos hexappidios ciclicos.

Usualmente, BEA e EA sao analisadas por CLAE-UV eomlimite de deteccéo de
50 pg/kg em milho a um comprimento de onda de 192nmSKR et al, 1996). Métodos

baseados em CLAE-EM oferecem consideravelmente mengo no preparo de amostra e
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evita também outras limita¢cdes de detectores nigtivaes como UV. Extratos metandlicos,
em acetonitrila: agua e com flaidos supercritigorcipalmente de amostras de gréos, sao
injetados diretamente no sistema cromatogréafico EZEM ou purificados com uma Unica
etapa adicional em RP-SPE. Em geral, separacOemtgraficas de misturas de BEA e EAs
podem ser facilmente feitas em colunas RP-18 eml5hfin. com misturas de
acetonitrila/agua ou metanol/dAgua em gradiente oustumas isocraticas de
acetonitrila/metanol/solucdo aquosa de formiataménia (ZOLLNER e MAYER-HELM,
2006).

O modo negativo é 100 vezes menos sensivel que auw rpositivo (UHLIG e
IVANOVA, 2004). Espectros dos produtos idnicos d#iséio ativada de EAs indicam
quebras das ligacbes amida e perdas de uma ouwdigesles de mondémeros seguida por
eliminacdo de agua e monoxido de carbono (UHLIG/&NOVA, 2004; JESTOIet al,
2005). As mudancas de unidades de mondmeros e atins@p geralmente usadas como
produtos iénicos para detec¢do por MRM. Somentengtodo por CLAE-EM/EM, descrito
por Jestoi et al. (2005), esta de acordo com asrios a UE (EU Commission Decision
2002/657/EC e EU Commission Decision 2002/67/EQa padeteccao indubitavel de analise
de residuos e oferece os limites de deteccao pdoa bs analitos bem abaixo do nivel de ppb
(ZOLLNER e MAYER-HELM, 2006).

3.8.2. MONILIFORMINA

A moniliformina (MON) é formada em cereais por nuosas espécies daisarium
incluindo F. avenaceum. F. subglutinaremd F. proliferatume ocorre como sal de potassio
ou de soédio de 1-hidroxiciclobut-1-ene-3,4-dionag@Fa 10). Estes fungos comumente
produzem também outras micotoxinas importantes atend que moniliformina esta
frequentemente presente em uma mistura de mic@®xiEsta micotoxina ndo recebe muita
atencao porque ndo parece ser carcinogénica eeséssarias quantidades relativamente altas
para causar efeitos toxicologicos significantegeg&doram demonstrados em um numero
limitado de espécies animais. Sua estabilidadesgendedurante processamento também séo
pouco estudados de forma que o grau de exposicammkumidor é incerto (LAWLEY,
2008).

A moniliformina € uma substancia idnica formada gais de sodio e potassio, logo, &
soluvel em agua e solventes polares, forma crista@relos claros. A literatura informa os

valores de pKa entre 0,0 e 1,7. Com aquecimentmoailiformina como acido livre se
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decompde a 150-183 sem derreter. A absorcdo maxima no UV sdo 22% r280 nm em
metanol (LAWLEY, 2008).

O\ /O
NaO

Figura 10: Estrutura quimica da moniliformina (MON).

Ha uma quantidade limitada de dados referente fm®® de moniliformina em
mamifero. A LR}y oral em roedores é aproximadamente 25-50 mg/kgra fpangos de 4
mg/kg. O LDy foi de 21 e 29 mg/kg para ratos fémeas e maclkspectivamente. Em
estudos de doses agudas, a lesdo principal paetemorragia intestinal, mas em estudos
com doses sub-agudas e crbnicas em uma variedadspdeies de aves e roedores de
laboratorio, o alvo principal foi o coracéo. E unibidor potente do piruvato mitocondrial e
oxidacao de cetoglutarato (LAWLEY, 2008).

Dados dos efeitos da moniliformina na reproducaene fetos e seu potencial
mutagénico e carcinogénico foram negativos, masemamente limitados. Em alguns
estudos foi achado que moniliformina causou ab&esEromosomais. E citotoxica para
células de mamifero em concentracées mais altasesodos nos quais pintinhos foram
alimentados com dietas contendo 50 mg/kg de momiiiha, as aves consumiram mais
alimento, mas pesaram menos. Em humanos, a momiifa foi associada casualmente com

infeccdo de Keshan, endémico em certas areas da QAWLEY, 2008).

Dados sobre a ocorréncia de moniliformina em alioeg escasso. Concentracfes de
até 12 mg/kg ocorreram em milho para consumo humisiais recentemente, analise de
produtos de milho moido importados, destinados paarporacdo em matéria-primas de
alimento de animal no Reino Unido, mostrou 60% deosiras contaminadas com
concentracdes de até 4,6 mg/kg de moniliforminandéniliformina foi encontrada também
em amostras de outros cereais inclusive aveiay,tdgnteio, triticale e arroz (LAWLEY,
2008).
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3.8.3 PATULINA

A patulina (PAT) € uma micotoxina produzida poruat@gs espécies de fungos dos
génerosPenicillium, Aspergilluse Byssochylamysque podem crescer em varios alimentos,
sendo o produtor mais importantePenicillium expansum(CAST, 2003). Sua estrutura
quimica é 4-hidroxi-4H-furo[3,2-c]piran-2-(6H)-on&; uma lactona heterociclica insaturada
com estrutura apresentada na Figura 11. Foi ideadd em macas podres contaminadas por
fungos e em cidra comercial (sweet apple cidernérais até 45 mg/L. A patulina também
foi identificada em numerosas outras frutas, legjnoereais e ragfes animais mofadas; é
estavel em macd e sucos de uva e em milho secoguiase todos casos, porém, a
contaminacéo de patulina foi restrita a alimemagados ou podres. A patulina € um solido
cristalino incolor, com um ponto de fusdo de 1108@bsor¢cdo maxima no UV € a 276 nm
(e 14.450). O espectro de massas mostra os jons ime®es n'z 154 (M), 136, 126, 110,
97, 82, 71, 69, 55 e 53. (Leatherhead Food Reséastciation, 2008).

OH
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Figura 11: Estrutura quimica da patulina (PAT).

A patulina é considerada mutagénica, imunossum@ssaeurotdxica, embora nao
seja carcinogénica. O limite maximo de patulinalestiecido na CE é de 50 pug/kg em sucos
de maca e de 10 pg/kg em produtos de maca e sestisatlo a criancas (COMISSAO
REGULADORA N° 1881/2006).

A extracdo liquido-liquido e SPE sdo os métododidi@anais de purificacdo de
amostra na andlise de patulina em alimentos argeandlise por CCD, CLAE, CG-EM,
CLAE-EM. Recentemente, foi desenvolvido um testeipoinofluorescéncia (109). A anélise
por CLAE com detector de UV permite andlise traggdtulina devido a forte absorcéo desta
substancia no UV a 275nm. A andlise de patulina QOAE-EM é realizada utilizando
principalmente o modo negativo de ionizacdo gerdads pseudomoleculares desprotonados
(m/z 153 [M-H]) tanto por ESI quanto APCI. Os fragmentos obsasadio devido a perdas
sucessivas de agua /fm 135), monoxido de carbono {m 125), e dioxido de carbono ou
acetaldeido (iz 109). A sensibilidade e repetitividade dos métogumsCLAE-EM nao sdo
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td0 boas quanto os métodos convencionais por CLXEZOLLNER e MAYER-HELM,
2006).

3.8.4. CITRININA

A citrinina (CTN) foi isolada pela primeira vez comubstancia pura de uma cultura
de Penicillium citrinum em 1931. Posteriormente, foi encontrada em armarelado
contaminado conP. citrinumimportado da Tailandia para o Japao em 1951, estigacdes
subsequentes mostraram que os fungos isolados zmadu citrinina (Leatherhead Food

Research Association, 2008).

Desde entdo, varias outras espéciefeeicillium, incluindo P. Verrucosumforam
descritas como produtoras de citrinina. Porque fesigo € o principal produtor de OTA em
cereais como trigo e cevada, ndo é surpreendeptambas as micotoxinas ocorram juntas,
embora citrinina seja frequentemente menos relatédzatherhead Food Research
Association, 2008).

o~ O

OH OH

Figura 12: Estrutura quimica da citrinina (CTN) (http://www.answers.com/topic/citrinin).

Porém, isto pode nao refletir a situacdo real,, pmeo a citrinina ndo é investigada
frequentemente, e quando é encontrada pode serlpaute perdida durante alguns
procedimentos analiticos. Outros fungos citados ccqggrodutores de citrinina incluem
Aspergillus terreus, A. carnew@sA. niveus Estudos recentes sugerem que a citrinina parece
ter potencial como poderoso agente antibactericities seu efeito em rins de mamifero

descartou rapidamente esta possibilidade (Leatagérnreod Research Association, 2008).

A citrinina é uma substancia de baixo peso moleculastaliza como cristais
incolores que fundem a 1%2, € parcialmente solGvel em agua mas sollvel doc®es
diluidas de hidréxido de soédio, carbonato de sdmioacetato de sodio, em metanol,
acetonitrila, etanol e outros solventes organiauarps. Pode ocorrer fotodecomposi¢cdo em
luz fluorescente em solucdo e no estado sélidoe Pt degradado em &cido, solucao
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alcalina, ou através de calor. Reacdes de colorangdioem marrom com cloreto férrico,
verde com cloreto de titanio e profundamente vimbiwnelho com perdxido de hidrogénio
seguido por alcali (Leatherhead Food Research Aagmt, 2008).

A LDsp da citrinina foi descrita como aproximadamenteniflkg por administracao
oral para o rato 35-58 mg/kg para camundongo e d&grpara coelho. A citrinina causa
dano nos rins e dano moderado no figado na formafitteacdo gordurosa. Outros efeitos
incluem vasodilac&o, constricdo dos bronquios eeatonno ténus muscular (Leatherhead

Food Research Association, 2008).

Como frequentemente existe a coocorréncia com @diAgssociada a nefropatia de
porcos na Dinamarca, Suécia, Noruega e Irlandaefrapatia de aves. Doses realmente letais
administradas em coelhos, porcos da guiné, ratwmsurdongos ou porcos causam inchacgo
dos rins com eventual necrose. Em camundongostriaira € embriocida e fetotoxica
enquanto em ratos induz efeitos semelhantes e ddisesssdo teratogénicas. H4 somente
evidéncias limitadas para a carcinogenicidade danioa em animais experimentais
(Leatherhead Food Research Association, 2008).

Parece muito pouco provavel que a citrinina apteseisco a saude humana em
circunstancias normais, pois € instavel em ceprasessados, de forma que provavelmente o
maior risco € para o gado e, particularmente, Eorabmentados com produtos a base de
cereais contaminados (Leatherhead Food Researdgiassn, 2008).

A citrinina foi encontrada principalmente em arrddgo, farinha, cevada, milho,
centeio, aveia, amendoim e frutas e pode coocemecereais com OTA (Leatherhead Food

Research Association, 2008).

3.8.5 TOXINAS DE ALTERNARIA

Alternaria € um género comum com Varias espécies que poddiinwodutos antes
ou depois da colheita e estocagem e causa perdsgle@veis devido ao apodrecimento de
frutas e legumes. Em condicdes favoraveis, poddugio uma gama de micotoxinas como
também outros metabdlitos menos toxicos. Algumagseass sdo bastante particulares a
vegetais especificod\. alternataé provavelmente a espécie produtora de micotoxiaes
importante e ocorre em cereais, semente de giradeabinosas, azeitonas, varias frutas, etc.
Um grande numero de metabdlitos foi relatado dendogue a situacdo € semelhante as

micotoxinas de~usariumpois, atualmente, s6 se tem conhecimento de alguecorrem
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naturalmente em alimentos ou tem significado td&mgico relevante. As principais
micotoxinas deAlternaria que ocorrem naturalmente sdo &cido de tenuazoaitsnpariol
monometil éter (AME), alternariol, altenueno e @igina I. Isoaltenueno e altertoxina Il ndo
foram encontrados em alimentos de colheita. AAlifa sdo produzidas pér alternataf.

sp. Lycopersici um tipo raro deA. alternata e s&o estruturalmente relacionados a
fumonisinas. H4 s6 um relato da ocorréncia natiletds em silagem de fen.AWLEY,
2008).

O acido tenuazb6nico é um 0leo viscoso incolor enéaaido de monobasico com pKa
3,5, soluvel em metanol e cloroférmio. A atividadigtica é perdida quando aquecido ou
tratado com uma base, a cristalisacdo pode acorten® resultado da formacédo de &cido
isotenuazoénico. Forma complexos com ions de caloegnésio, cobre, ferro e niquel. O
acido de tenuazobnico normalmente é armazenado cmuosal de cobre. Alternariol e
alternariolmonometiléter cristalizam em etanol coagulhas incolores, e com pontos de
fusdo e de decomposicdo de Z5@ 267C, respectivamente. Eles sublimam em alto vacuo
sem decompor a 280 e 180-208C. Eles s&o sollveis na maioria dos solventes muge
dao uma reacao de cor roxa com cloreto férrico tamoé Altenueno cristaliza como prismas
incolores que fundem a 190-P@1 Altertoxina | € um sdlido amorfo funde a 280e tem

fluorescéncia amarela luminosa sob luz UV (LAWLE908).

Toxinas de Alternaria exibem efeitos agudos e cronicos. A shDpara
alternariolmonometiléter, alternariol, altenuenajtertoxina | em ratos foram avaliadas como
400, 400, 50 e 200 mg/kg/p.c. respectivamente, apquara acido tenuazonico sao 162 e 115
mg/kg/p.c. para ratos macho e fémeas, respectiianieAWLEY, 2008).

@)

Alternariol R =OH Altenueno
Alternariolmonometileter (AME) R = OCHgs

Figura 13: Estrutura quimica das toxinas de Alternaria.
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O acido tenuazénico foi mais estudado. Seu prihcipedo de agdo parece ser a
inibicdo da sintese de proteina por supressadei@atido de proteinas recentemente formadas
nos ribossomas para fliido citoplasmatico. Exibévid#de antitumoral, antiviral e
antibacteriana. Alternariol e AME mostraram efeitesatogénico em ratos, inclusive
apresentando efeito sinergético quando uma confmndas toxinas foi administrada. A
maioria das micotoxinas ddlternaria exibe atividade citotoxica consideravel e as
altertoxinas séo de uma preocupacao particuladdevisua atividade mutagénica. Altertoxin
[l exibe atividade mutagénica que é aproximadament décimo da atividade da aflatoxina
B1, enquanto altertoxinas | e Il mostraram menotagenicidade (LAWLEY, 2008).

A contaminacdo com alternariol, AME, acido de teaduco, e, em alguns casos,
altenueno e altertoxina I, normalmente esta assac@om frutas, legumes e sementes
oleaginosas visivelmente infetadas pdternaria, inclusive tomates, azeitonas, pimentas, e
macas. Ocorréncia délternaria spp. e suas micotoxinas em sementes oleagincsasi
como sorgo, trigo, centeio, arroz doente e tabamla¢ada em varios trabalhos (LAWLEY,
2008).

3.9. O MILHO NO BRASIL

O milho é uma monocotiledénea de distribuicdo maindertencente a familia das
gramineasKoaceag tribo Maydeae géneroZea cientificamente denominado dea mays
L.. Classificado entre cereais de extrema imporama alimentacdo humana e animal,
apresenta alta eficiéncia na producéo de alimesdos qualidade nutricional, justificando a
sua introducdo como ingrediente nos mais diversodupos derivados. A domesticacéo do
milho ocorreu entre 5.000 a 10.000 anos no Méxproyavelmente no Vale de Oaxaca
(Estado de Oaxaca) e Vale de Balsas (Estados deoltian e Guerrero), seguindo-se para
Tehuacan (Estado de Puebla) e Estado de Tamauéipagindo o sudoeste dos Estados
Unidos. Posteriormente difundiu-se para toda a Agagpermitindo expansdo para outros
continentes. Atualmente, o milho € uma cultura nlrmtbm producédo anual de 583 milhdes
de toneladas, onde o Brasil participa com 7% dal sotem no Estado do Parana, a parcela de
29% da safra. As propriedades nutritivas do milredegeram como constituinte principal de
racdo animal com 60% da sua composicdo e como &lasentar em diversos paises
(FIGUEIRA et al, 2003).

O milho é insumo para producdo de uma centena deufms, porém na cadeia

produtiva de suinos e aves sdo consumidos aproamemte 70% do milho produzido no
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mundo e entre 70 e 80% do milho produzido no Br&sinilho corresponde a cerca de 65%
da composicdo das racdes avicolas e o farelo de é&@ principal fonte de proteinas
(MAYORGA et al., 2008.

N&o obstante, este fator torna-o também o alvoevalrel de deterioracdo, com
destaque darusarium verticillioidesNiremberg E. moniliforme Sheldon), que além de
predominar na fitopatologia do milho, produz micttas representadas principalmente pela
fumonisina (FB). Esta toxina é produzida no estadge préarmazenagem, nao sendo

degradada pelo processamento industrial (FIGUEIR# ,£2003).

A deterioracdo fungica no estagio de pré-colheitsdaenagem produz perigos
potenciais ocultos de micotoxinas aliados as pemasrendimento agricola, qualidade
sanitaria e valor nutricional, extendendo o pre&uézondémico no percurso de toda cadeia
alimentar. Salienta-se a importancia de micotoxinastre barreiras fitossanitarias
imprescindiveis na comercializagdo de produtoscal@$ no mundo globalizado. O
requerimento perante agua divide os fungos presemte graos em dois grupos ecoldgicos,
denominados de fungos de campo e armazenagemupssgie fungos de campo invadem os
graos no estagio de pré-colheita, ou nas espigasqgbeita antes de debulhamento. Este
grupo requer alto teor de umidade (20-21%) e inctuigéneroRlternaria, Cladosporium
Fusarium e Helminthosporium Os grupos de fungos de armazenagem requeremdéeor
umidade na faixa de 16% para a invasao micelian@ceendem as espécies pertencentes ao
géneroAspergilluse Penicillium Determinados fungos desenvolvem-se nos graosiimat
maduro, desde que seja proximo ao periodo de pbsHzoou armazenagem, constituindo
assim, o terceiro grupo denominado de intermedidoode compreende o0s géneros
Epicoccum Nigrospora e Papularia Segundo Hill, Wilson e McMillian (1985), esta
classificacdo € inadequada nos trépicos umidogug@Aspergilluse Penicillium também
podem se desenvolver no campo e produzir micotexima estagio de pré-colheita. As
propriedades intrinsecas do milho associamse eefatnologicos de ataques fitopatogénicos
e/ ou de deterioragdo, com destaque especial agumgcotoxigénicos. Salienta-se gee
verticillioides F. proliferatum F. oxysporumF. subglutinansF. graminearumF. solanj
Aspergillus flavus A. parasiticus Colletotricum graminicola Helminthosporium maydis
Stenocarpella maydisS. macrosporaDiploidia spp., Penicillium spp., Alternaria spp.,
Cladosporiumspp., Epicoccumspp.,Nigrosporaspp., Trichodermaspp. eAcremoniumspp.

constituem os fungos mais frequentes na microliotailho (FIGUEIRA et al 2003).
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3.9.1. OCORRENCIA DE AFLATOXINAS EM MILHO NO BRASIL

A presenca de aflatoxinas em alimentos tem sidortaga no mundo todo,
principalmente em milho, nozes, amendoim, frutasasetemperos, figo, 6leos vegetais,
cacau, arroz e algoddo. O Brasil, por ter um clgquante e umido apresenta as condi¢des
ideais para o desenvolvimento de fungos, por camstgycontaminacdo por micotoxinas.
Segundo a legislacdo brasileira, o limite maximornpigdo de aflatoxinas totais
(B1+B2+G1+G2) em milho e amendoim inteiro, amassddturado ou farinha de milho
destinado ao consumo humano direto ou para faldiocde produtos € de 2@/kg (BRASIL,
1988, 1996, 2002). O milho degerminado, farelo daare germe desengordurado de milho
destinado a fabricacdo de produtos para consumaaht@m como limite maximo permitido
pela legislacdo 5Qg/kg (Resolugdo 34/1976). J& para AFML1 os limiesde 0,5ug/kg para
leite fluido e de qug/kg para leite em p6 (OLIVEIRA e GERMANO, 1997; 8&10, 2006).

Em um levantamento sobre pesquisa de micotoxindraslil, abrangendo o periodo
de dez anos (1991-2000), RODRIGUEZ-AMAYA e SABINZDQ2) observaram que trinta
por cento dos artigos publicados investigaram arénoia de micotoxinas em alimentos e em
racdo. A alta incidéncia de contaminacdo com afla&s (AFs) encontrada em produtos
como amendoim e derivados € ainda é um problemanacelevante. Na maioria dos casos
mais de 10% das amostras estavam contaminadas édia wariando entre 94 a 4p0/kg.

A ocorréncia de AFs em milho foi baixa, ocorrendmente ocasionalmente e com a maior

média de contaminacéo atingindo nivel deu@ig.

Segundo SALAY e MERCADANTE (2002), a incidénciaafatoxinas, ocratoxina A
e zearalenona em milho cultivado no estado de &R Rio de Janeiro foi menor que a
encontrada em estados do nordeste e sul. Enquar@eara 33% das amostras contaminadas
atingindo o nivel maximo de 13@/kg e nos estados do sul 33% a 77% das amostras
contaminadas atingindo o nivel maximo de 74@fkg; em S&o Paulo apenas 11% das

amostras contaminadas atingindo o nivel maximoo®® fig/kg.

Como a maior parte da producédo de milho em graBais é destinada a producédo de
racdo, principalmente para aves, € limitada a itApora direta dessa contaminacdo para a
saude humana. Porém existe a possibilidade derirss&o de residuos toxicos para a carne, 0
leite e 0s ovos, que pode resultar num potente essalde humana. O figado é o 6rgdo mais
suscetivel a aflatoxinas, concordando com o fato qie elas sdo sabidamente
hepatocarcinogénicas (CALDA& al, 2002).
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3. 9.2. OCORRENCIA DE FUMONISINAS EM MILHO NO BRASIL

A primeira descricdo sobre a ocorréncia naturdtiBdoi realizada por SYDENHAM
et al (1990) a partir de milho mofado colhido de umeaéem Transkei, Sul da Africa, que
apresentava alta incidéncia de cancer de esbéfagbuenanos. Os niveis detectados nas
amostras variavam de 44 a 83ug/g. O milho provémida algumas regides da Africa, com
historico da doenca, apresentou altos niveis déagovnacdo chegando a 117ug/g (ppm),
segundo analises realizadas por THHElal (1992) (POZZEt al, 2002).

A ocorréncia de fumonisinas é dispersa e bem doatatia em todo mundo. Embora
as fumonisinas sejam encontradas principalmentendiro e seus produtos derivados, a
ocorréncia natural esporadica de fumonisinas egosairroz e feijdo (navy beans) também é
relatada (POZZét al, 2002).

Alguns casos de intoxicagdao animal foram relatado®rasil, como a ocorréncia de
leucoencefalomalacia em equinos e contaminacé&Rpe FB em milho estocado em silos

nos estados do nos estados do Rio Grande do SuP&#80, Santa Catarina, Minas Gerais e
Parand (MEIRELLESet al, 1991; HIROOKA et al1991; YAMAGUCHI et al, 1992;
HIROOKA et al, 1996).

No Brasil, Yamagushet al. (1992) analisaram 39 lotes de milho colhidos afeasde
1990 e 1991, provenientes de quatro regides proakitto Estado do Parana. A andlise de
fumonisinas por Cromatografia Liquida de Alta Eiatia (CLAE) foi positiva em 97,4% das
amostras para RBe 4,8% para FB As concentracdes das micotoxinas detectadas o mi
variaram, conforme a regido, de 0,6 a 12,6 pug/g p8r e 0,0 a 10,4ug/g para EBlirooka
et al (1996) analisaram 48 amostras de milho no Esdad®arana e nove no Mato Grosso do
Sul e Goias, colhidas entre 1990 e 1991. Os pesipries detectaram fumonisinas em todas
as amostras colhidas no Parana, com niveis quavean; de acordo com a regiao, de 3,25 a
4,79ug/g de FBe 2,34 a 3,45ug/g para FBom excecdo de uma amostra proveniente do
Estado de Goias, as outras provenientes da regémral do Brasil também estavam
contaminadas com KB FB (5,45 e 5,0ug/g, respectivamente). Ja no Rio @&atodSul,
Mallmannet al (1997) analisaram 169 amostras de alimentos estemos de 1996 e 1997 e
verificaram a contaminacdo por fumonisinas em 47d8 amostras de milho, com
concentracdo média de 8,4ug/g (POZZal, 2002).

Estudos realizados por Or&t al (2000) mostraram a ocorréncia natural de

fumonisinas em 195 amostras de hibridos de milh&stado de Sdo Paulo, sendo 90,2%
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delas positivas para kB 97,4% para FB Os indices médios de contaminacdo foram de
9,72ug/g de FBe 7,67ug/g de EB Diferencas regionais na concentracdo de fumamisin
foram encontradas quando o mesmo milho hibridoafmlisado no Estado do Parana,
indicando interferéncias climaticas na predomirdm® linhagens toxigénicas &esarium
(POZzZlet al, 2002).

Apesar dos efeitos toxicos em humanos serem aindeopconhecidos, um estudo
sobre a exposicao cronica de;FBFB na dieta a partir do consumo de produtos derivedos
milho no Brasil mostrou que, devido a alta incidéngdestas toxinas assim como os altos
niveis de exposicdo da populacdo avaliada, had uetwessidade urgente de serem
estabelecidos limites maximos em legislacdo pardrale destas micotoxinas (CALDAS e
SILVA, 2007). A CE estabeleceu limites maximos pédos do total de fumonisinas
(FB1+FB;) de 2000ug/g para milho ndo processado, 1Q@flg para farinha, germe e éleo
refinado, 400ug/g para outros produtos derivados de milho parswoo humano direto e
200ug/g para alimentos infantis (COMISSAO REGULADORA N881/2006).

O processamento do milho por cozimento, frituraestrusdo a altas temperatura
(>190°C) pode reduzir a concentracdo de fumonisinas fioem@os (HUMPF e VOSS,
2004). A FB é transformada em seus analogos N-carboximetihdpua aquecido na

presenca de acucares redutores (HOWASRBL, 1998).

3. 9.3. OCORRENCIA DE TRICOTECENOS EM MILHO NO BRASIL

No Brasil, poucos sdo os trabalhos que relatamesepga dessas toxinas em graos
para consumo humano. Sabetoal (1989) ndo detectaram o DON em 46 amostras demil
em grao procedentes de alguns estados brasileieos £6 originarias dos Estados Unidos.
Em trigo, de 70 amostras, apenas duas amostrasmmsizontaminadas com 183 ng/g de
DON. Furlong et al (1995b) observaram que em 20 amostras de trigocpleita,
originarias de Séo Paulo (Brasil), quatro estavam DON (470-590 ng/g) e duas com toxina
T-2 (400-800 ng/g). Em outro levantamento, o DONefacontrado em uma amostra de trigo
brasileiro (400 ng/g), coletado em silos do Rior@mdo Sul. A toxina T-2 foi detectada em
duas amostras (350 e 360 ng/g), em trigo imporeadomazenado em silos daquele estado
(1995). Pozziet al (1995) analisaram no periodo de maio de 1991 ia o& 1992, 130
amostras de milho pés-colheita e armazenado (102G dmostras, respectivamente),
originarias de Ribeirdo Preto (Sdo Paulo, BraBipN nado foi detectado em nenhuma das
amostras (MILANEZet al.,, 2006).
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Trabalhos realizados com milho em gréo procedeptaalduns estados do Brasil
(Parana, Santa Catarina, Goias e Mato Grosso),rganfina e Paraguai, safra 1994/1995
demonstraram que somente 05 das 80 amostras potenido Estado do Parana estavam
contaminadas com a micotoxina em niveis variaveieeel25 e 542 ng/g (PRAD& al,
1997).

Milanezet al (2006) encontraram uma entre seis amostras d® mwontaminado com
toxinas HT2 e T2 nas concentracdes de 555 e 7@&j{ regpectivamente; NIV e DON foram
detectados em somente uma amostra de fuba présceaite as 11 amostras analisadas em
valores baixo de LOD (166 ng/g para NIV e 167 migga DON) e DAS néo foi detectada em

nenhuma amostra.

O Brasil ainda ndo possui nenhuma legislacao pamdcenos em alimentos e racoes.
O fato dos tricotecenos, e em especial o desodemea ndo ser destruido durante o
processamento usado para preparar produtos de mpdheo consumo humano e a alta
prevaléncia de espécies drsarium em milho do Brasil, devem ser motivos para a
regulamentacao dos niveis de tolerancia para @stdaxina em cereais e racdes pelos 6rgaos
governamentais competentes. (PRABX@L, 1997, MILANEZet al, 2003).

3. 9.4. OCORRENCIA DE ZEARALENONA EM MILHO NO BRASIL

No Brasil, a situacdo da contaminacao do milhozearalenona € a mesma que ha dez
anos atras. A baixa incidéncia desta micotoxinaagmastras de milho pode ser pela caréncia
de géneros produtores especificos e cepas toxagripor fatores climaticos desfavoraveis
(JUNIORet al.,, 2001).

A regulamentacao para zearalenona é efetiva eno gaises com limites regulados
variando de 30 a 10Q@/kg. Atualmente, nenhum limite para zearalenona ainda
regularizado e estabelecido no Brasil (SABIB{Gl, 1986).

3.9.5. OCORRENCIA DE OCRATOXINA A EM MILHO NO BRASIL

A incidéncia de ocratoxina A foi baixa nas pesauisgalizadas nos ultimos 10 anos
com milho brasileiro (RODRIGUEZ-AMAYAe SABINO, 2002

A baixa incidéncia de ocratoxina A nas amostrasndieo possivelmente indica uma

caréncia de cepas toxigénicas ou condi¢cdes cliagtidesfavoraveis. As amostras

53



contaminadas com ocratoxina A mostraram que estaat@ode ser produzida no campo, nao

sendo somente um problema de armazenamento (JU&tI@IR2001).

No Brasil ndo ha legislacao vigente sobre os isdilsecontaminacdo de ocratoxina A
em alimentos destinados ao consumo humano e amlaal.omunidade Europeia, os indices
maximos permitidos para ocratoxina A em cereais érde fig/kg e em produtos a base de
cereais destinados ao consumo humano direto gglegB(COMISSAO REGULADORA R
1881/2006).

3.10 CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

3.10.1. ESPECTROMETRIA DE MASSAS:

O espectrébmetro de massas (EM) é um instrument@eueite determinar a massa
molar de compostos eletricamente carregados, @ jjoeviamente formados. Estes ions séo
selecionados no espectrometro de massas de acomi@a gazdo massa-cargal/t ). Em
termos dimensionais, a unidade resultante da melgitlaminada pelo espectrometnéz de
um ion segue a seguinte convencao: maggarfi Daltons (Da), definida como 1,0 Da igual a
1/12 da massa de um atomo do isétopo de carborff@Psobre o nimera que é carga
fundamental unitaria de um ion. Na maioria dos €ass ions determinados por
espectrometria de massas possuem somente uma (@fja sendo assim o valor é

numericamente igual a massa molecular em Da (ABISR

A espectrometria de massas € utilizada como umeanfenta analitica para
identificacdo de compostos, quantificacdo, elud@dag informacado estrutural, que conferem

as propriedades quimicas da molécula.

O EM possui 0s seguintes componentes: introducaantasstra (em estado gasoso,
liqguido ou sdlido), por exemplo, um cromatografpuldo; uma fonte de ionizacao (formagéo
de ions na fase gasosa); um ou mais analisadoreaskas que separam os ions formados de
acordo com a fa, um detector que “conta” os ions e transforma emeate elétrica, onde a
magnitude do sinal elétrico em funcédo d& mé convertida por um processador de dados
proporcionando um espectro de massas correspondsntgeral, os analisadores de massas
encontram-se sob vacuo, facilitando a transmissateteccdo dos ions, como também
diminuindo a fragmentacdo ocasionada pela preseéagaoléculas do ar e da agua (ABI,
2005).
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Desde sua descoberta pelos pesquisadores J.J. dih@ms.W. Aston, no final do
século 19, até os dias atuais os equipamentos gatwme na EM sofreram grandes

modificacdes no que se refere ao desenvolvimentmlégico e suas aplicacdes (ABI, 2005).

A formacdo dos ions na fase gasosa € a primeipa étendamental para posterior
separacado e deteccdo dos ions no EM. Nos primesgmectrometros fabricados, as amostras
deveriam estar necessariamente em estado gasosccamao desenvolvimento de novas
tecnologias, as amostras podem ser introduzidasautdes na forma solida, liquida ou
gasosa. Dependendo da forma de introducdo da anastta determinada técnica de
ionizacdo € aplicada e onde os analitos podem estasolugdo na forma ibnica ou serem
ionizados em conjunto com a sua volatilizacdo, ou qutros métodos proporcionados na
fonte i6nica (ABI, 2005).

A técnica de CLAE/EM compreende a cromatografialitig para introducdo da
amostra e espectrometria de massas como detegc@mificacio, geralmente um analisador
de massas do tipo quadrupolo. A técnica de ionzatifizada nos instrumentos de CLAE-
EM é a ionizacdo a pressao atmosférica (Atmosph&messure Chemical lonization API).
Existe também a técnica de CLAE-EM/EM que compreeadtécnica de cromatografia
liquida acoplada a um detector com dois filtros rdassas, geralmente do tipo triplo
quadrupolo sequencial (tandem). Atualmente, a ¢tdcde CLAE-EM/EM também pode ser
classificada como hibrida, através do analisadtoo/file massas (Q1), uma célula de colisdo
(Q2), e o terceiro analisador/filtro de massas (@& também possui a funcap. Estes
sistemas sao conhecidos cotrapslineares. Outros instrumentos de espectrometrraaisa
possuem analisadores de massa com caracterisécaspdracdo distintas, para ganho de
exatidao, sensibilidade e/ou resolugao (ABI, 2005).

A EM é uma técnica analitica utilizada para idéecdagdo de substancias
desconhecidas, elucidacao estrutural, propriedgdasicas da molécula e quantificacdo de
compostos conhecidos. Para tais respostas, o EBlmpuxifornecer as seguintes informagdes:
massas com alta exatiddo que podem ser utilizadas pomparacdo com formulas
moleculares empiricas; “impressao digital” do ptodde fragmentacdo de uma substancia
para caracterizacdo da mesma em banco de dadésmnemnlo sua identidade; fragmentacéo
controlada (variando a energia) da molécula (asrale@ EM/EM ou EN) para elucidacdo
estrutural de novas substancias; experimentosaggngntacdo com a identificagdo de ions
especificos que podem fornecer informac¢des quaos gaupos funcionais; abundancia
relativa de isétopos usados para decifrar a com@oslementar dos compostos; quantificar
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baixas quantidades ( na ordem dé'4§ ou 10" moles) de substancias em uma mistura
complexa, utilizando a seletividade dos analisalde massas (modo SIM ou MRM) e as
técnicas analiticas de Cromatografia Liquida (CLAI) Cromatografia Gasosa (CG). A
técnica de EM/EM é geralmente aplicada em sisteledsgplo quadrupolo, o que lhe confere
alta seletividade, pois a selecdo do ion precursor primeiro quadrupolo (Q1), a
fragmentacdo na célula de colisdo (Q2) e o produtéragmento especifico selecionado em
Q3, permitem monitorar o sinal do composto (premufiagmento) a ser quantificado. Este
modo é conhecido como Monitoramento de Reacdo UM®&LU), Monitoramento Seletivo
de Reacdo (Selected reaction monitoring - SMR) aniMramento de Reac¢Bes Multiplas
(MRM), onde uma ou mais substancias sao monitoradbivamente de acordo com as
transicOes selecionadas, ou seja, e selecionadfragmento gerado por um ion precursor
especifico. Alem disso, podem ser quantificadasasaransicdes simultaneamente e assim
distinguir substancias que coeluem em uma cornden&tografica, se o ion precursor ou

fragmento gerado forem diferentes ertz (ABI, 2005).

O acoplamento do detector EM/EM a técnica de Crapgedfia Liquida permite que

as substancias previamente pré-separadas sejatificdeias e quantificadas com alto grau de
seletividade, sensibilidade e confiabilidade. Cssoj as substancias presentes em amostras
complexas (ex: fluidos biolégicos e alimentos) podger analisadas livre de interferentes,
proporcionando analises rapidas, sendo os métapsrificacdo das amostras mais simples,
consumindo menos tempo de preparo e reagentes arttagem da cromatografia liquida é
que as colunas e métodos aplicados, principalneefse reversa, resolvem 90% dos casos
da separacao de substancias organicas e os selvetiizados nesta, como metanol,
acetonitrila e 4gua, sdo compativeis e, em algasasg¢ imprescindiveis para a formacdo dos

ions nas fontes de API.

Considerando que o EM do tipo tandem EM/EM é urtrofide massas de alta
especificidade e que o sinal de uma substancia éitoredo através do par
precursor/fragmento, pode-se detectar inimeras té&uieas em uma Unica corrida
cromatografica, em tempo curto e sem interferémumés as substancias ndo necessitam ser
separadas em alta resolucdo cromatografica dieedantdeteccdo universal caracteristica do
detector de ultravioleta/visivel (ABI, 2005).

As bombas de CLAE também podem ser utilizadas cam@® de transporte de
amostras em Analises de Injecdo de Fluxo (AlFlew Injection Analysié-IA), onde a
separacao das substancias ocorre no EM. Este métaiilzado para otimizacao da fonte de
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ionizacdo e na quantificacdo de substancias emvelteidade de analise. A juncdo destas
técnicas e a versatilidade das fontes de ionizeBGESI, APCI, APPI), permite a andlise de
substancias de alta faixa molecular (50-300@ yre diferentes polaridades, como também

substancias termoinstaveis (ABI, 2005).

3.10.2 ELETROSPRAY.

A ionizacdo por EletroSpray (ou lonSpray) ndo é,realidade um processo de

ionizacdo, mas um processo de transferéncia deeforsolucdo para a fase gasosa.

A ionizacdo por EletroSpray gera ions através deaarossol da solucdo aplicando
uma carga voltaica através de uma sonda. Uma vemflo o spray do solvente contendo as
substancias ibnicas, estas gotas séo rapidamesulvaadas pela adicdo de um aguecimento
ou banho de gas ou ambos. A medida que o solvefmigom, 0s ions presentes “gota
carregada’sao ejetados. Os ions sdo guiados poostéica para o orificio de entrada do

analisador de massas (ABI, 2005).

3.10.3 ANALISADOR DE MASSAS TIPO QUADRUPOLO

No analisador de massas quadrupolar, os ions pamses ou selecionados de acordo
com suam/z, aplicando-se um campo elétrico. Os ions tramit@neixo central de quatro
hastes dispostas em paralelo e equidistantes, sdwleaplicadas voltagens DC (corrente
direta) e AC (corrente alternada). Dependendo dmpoaaplicado e de sua forca, apenas ions
de massa/carga especifica sdo selecionados e matiogdetector, sendo outros ions (ndo
selecionados) defletidos e colididos com as ha&mesresumo, funcionam como filtros de
massa, onde a forca e a frequéncia do campo el@pticado filtram diferentes massas
produzindo um espectro caracteristico, dependemdonddo e operacdo utilizado (ABI,
2005).

Existem trés tipos de voltagens presentes no gpaldruRadiofrequéncia (RF) fixa
(w), oscila em voltagem, que aumenta em amplitudeassas baixas para altas e mantém a
trajetéria harmonica dos ions; FDCRitering DC - diferenca de potencial (DC) aplicada
entre os poélos que definem a resolugcdo , aumentamabminuindo a regido, onde o0s ions
sdo estaveis, este valor é variado e determinatiotpleelaResolution OffsetRod Offset
Voltage — Voltagem DC aplicada nos quadrupolos, criando eampo elétrico axial,

relacionado com a velocidade de mocdo dos iongitgumaais alta € a voltagem maior € a
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velocidade dos ions, sdo menos resolvidos e atingatatector com maior sensibilidade
(ABI, 2005).

3.11 METODOS MULTIMICOTOXINAS

FRISVAD e THRANE (1987) desenvolveram um dos prioei métodos
multimicotoxinas identificando 182 micotoxinas e tai®litos flngicos de varios grupos
usando CLAE-UV. Desde entéo, o poder de sepamdgsi@atuais colunas CLAE tiveram um
grande desenvolvimento como 0s novos matérias af&s festacionarias e a diminuicdo do
tamanho dessas particulas. Atualmente mesmo anatibeluidos cromatograficamente

podem ser identificados usando detectores selaliw@sassas.

A vantagem de se determinar varias micotoxinas em 80 corrida € que uma
amostra pode estar contaminada com mais de umaaxiica. Multiplo estagios de EM
desempenha um importante papel nesta questdo pea @a sua alta sensibilidade de
seletividade. Entretanto, ndo é facil desenvolvemeétodo multianalito devido as diferencas
nas propriedades fisico-quimicas das diferentesotmitmas sendo um desafio desde o
preparo da amostra, passando pela purificacdoaasgEim cromatografica, até a deteccéo e
quantificacdo. Muitas vezes é necesséaria a muddagpolaridade do detector de massas

durante a corrida.

3.12 EFEITO DA MATRIZ

A cromatografia liquida de alta eficiéncia acopladespectrometria de massas tandem
(CLAE-EM/EM) é uma poderosa técnica analitica gprantificacdo de analises de alimentos
devido a sua inerente alta seletividade e serdsioié. Entretanto é suscetivel aos efeitos de
matriz. O impacto do efeito da matriz na exatigiecisao e robustez dos métodos analiticos
€ preocupacdo crescente na validacdo de métodaspdbentes residuais da matriz,
fosfolipidios em particular, s&o uma fonte sigrifica de imprecisdo em andlises rotineiras
quantitativas por CLAE-EM/EM. Efeito de matriz, ginalmente no inicio dos anos 90, pode
ser descrita como a diferenca entre a respostapredémetro de massas para um analito na
solucdo padréo e a resposta para o0 mesmo analionenmatriz biologica. O efeito da matriz
resulta da coeluicdo de componentes da matriz tgtena a ionizacdo do analito alvo,
resultando em supressao idnica ou, em alguns gasasimento da ionizacdo. O efeito matriz
pode ser altamente variavel sendo dificil conttol@u prevé-lo. Eles sdo causados por

numerosos fatores incluindo, mas nao limitadosoa fesfolipidios, metabdlitos, impurezas,
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produtos de degradagdo ou outros componentes emmgelr por modificadores da fase
movel. Além disso, diferentes fontes da mesma maindem fornecer resultados de
validacdo diferente, tais como desvio angular daapadrdo e precisdo. A natureza e a
intensidade da supressdao ou aumento do sinal mydensa funcdo da concentracdo e da
coeluicdo de componentes da matriz. Todos es@®$podem causar erros significativos na
exatiddo e precisdo dos métodos analiticos. Dociaseate orientagdo do FDA (Food and
Drog Administration) exigem que estes efeitos sejawvaliados como parte do
desenvolvimento, validacdo e use na rotina dos doétanaliticos quantitativos por CLAE-
EM/EM (CHAMBERSet al, 2007).

Pesquisadores tem descrito este fendbmeno como denidio ao efeito e desolvatacéo
das gotas efluentes do CLAE no analisador de massasletrospray ou como resultado da

competicdo pelo excesso de cargas na superfigetda(CHAMBERSet al., 2007).

Entre os varios métodos publicados, existem dois midizados que descrevem a
avaliagdo do efeito da matriz. o método de infupés-coluna e o método de adicdo do
padrdo pos-extracdo. O metodo de infusdo pds cdunace uma avaliacdo qualitativa do
efeito de matriz, identificando as regides do crimgiama com maior probabilidade de
ocorrer o efeito de matriz. Isto é feito pelo mordamento da resposta do instrumento a um
analito injetado constantemente apo0s a injecaondeextrato de uma amostra no sistema
CLAE-EM/EM. Esta técnica permite uma modificacateligente no tempo de eluicdo do
analito para que nao caia nas zonas de supresstietalito, este processo pode consumir
tempo e requer otimizacdo significativa, particuleante se for para a quantificacdo de
multiplos analitos. Em contraste, o método de adigdh padrdo pos-extracdo avalia
quantitativamente o efeito da matriz pelo comparagd resposta de um analito em uma
solucdo pura com a resposta do analito em uma embeinco da matriz contaminada
artificialmente que foi preparada da mesma margiie a amostra. Deste modo, efeitos
quantitativos de supressao ou aumento da ionizegf@iolo por todos os analitos na amostra
podem ser medidos cada vez que uma mudanca édeiteétodo analitico (CHAMBERSt
al., 2007).

Enquanto a maioria dos pesquisadores inclui agni@ avaliacdo do efeito da matriz
como parte do desenvolvimento do método, somemenal tentam reduzir de fato ou
eliminar o efeito da matriz. Alguns pesquisadocesiin na otimizag&o do preparo da amostra
para reduzir o efeito da matriz, enquanto outrasarfo na manipulacdo de parametros
cromatograficos. Outros avaliam o nivel do efeitatnm e compensam a alteracdo do sinal
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através do uso de um padrdo interno, geralmentésatmopo estavel marcado anélogo do
analito. Ainda outros descrevem o uso do fluxonstepara reduzir os efeitos da matriz, ou a
necessidade de recorrer a adicdo de padrdo. Emsatgisos pesquisadores optam por usar
uma fonte ibnica, como APCI, que € menos sensieste&composto, simplesmente porque o
efeito matriz € maior em uma fonte mais sensivédfCAtem mostrado, para algumas
substancias, menor supresséo idnica e pode serlhmrmescolha para alguns ensaios na
sensibilidade e exatidao/precisdo, mas nao € irmosefeitos de matriz (CHAMBERS al,,
2007).
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PARTE EXPERIMENTAL



4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 MATERIAL E METODO
4.1.1 REAGENTES QuiMICOS E PADROES

O metanol e a acetonitrila (ambos grau HPLC) fosalauiridos da J.T. Baker; acetato
de aménio (grau MS) e acido acético glacial (ma.pigma—Aldrich (Viena, Austria). A agua
foi purificada por osmose reversa e sistema Mil[pl@s da Millipore (Molsheim, France). Os
padroes de micotoxinas foram adquiridos de difeserfontes e foram dissolvidos em
acetonitrila quando ndo mencionado o solvente. ¢Bel estoques de 3- e 15-
acetildesoxinivalenol, aflatoxinas 1B B,, G, G, e M, deepoxi-desoxinivalenol,
desoxinivalenol, diacetoxiscirpenol, fumonisinas B, e B; (em acetonitrila/agua 1:1, v/v),
fusarenona X, toxina HT-2, fumonisina; Biidrolisada (em acetonitrila/agua 1:1, v/v),
neosolaniol, nivalenol, ocratoxinas A, B aandeste ultimo em acetonitrila/agua 1:1, v/v),
patulina, toxina T-2p- e B-zearalenol e zearalenona foram obtidas da Biopadrao de
referéncia GmbH (Tulln, Austria). Altenueno, alteriol, alternariol monometileter,
bovericina, citrinina, citocalasina E, emodina, fiuemorgina C, gliotoxina, mevinolina,
moniliformina (dissolvida em metanol), 15-monoageocirpenol, acido micofendlico,
paxilina, penitrem A, roridina A, esterigmatocistinsulocrina, tentoxina, verrucarina A e
verrucarol foram adquiridos da Sigma (Viena, AagtriChaetoglobosina A, chetomina,
meleagrina e verruculogena foram comprados da #leXustria (Viena, Austria).
Agroclavina, chanoclavina, dihidrolisergol, elimawina, elimoclavina fructosidio, ergina,
erginina, ergotamina, ergotaminina, ergocorningp@orninina, ergocristina, ergocristinina,
a-ergocriptina, o-ergocriptinina, ergometrina, ergometrinina, ergasi ergosinina,
festuclavina, lisergol, oxido de elimoclavina e dixide luol foram ceedidas pela Dra.
Miroslav Flieger (Academia de Ciéncias da Republicheca, Praga). Avenaceina Y, acido
giberilico e griseofulvina foram cedidos pelo Pof. Kristian Fog Nielsen (Universidade
Técnica da Dinamarca, Lyngby). Diidroergotamina etilsergida foram cedidas pelo Dr.
Herbert Oberacher (Universidade Médica de Innshréalstria). Uma solucédo estoque de
eniatina A, Al, B e B1 foram cedidas pela Dra. Madestoi (Instituto National de Pesquisa
Veterinaria e Alimentos, Finlandia). Alameticina€F8i cedida pelo Prof. Hans Briickner
(Universidade de Giessen, Alemanha). Metansulformodihidroergosina (dissolvida em
metanol) foi fornecida pelo Dra. Danka Pericic {il$¢o Ruder Boscovik, Zagreb, Croacia).

Desoxinivalenol-3-glucosideo foi isolado de trigatado desoxinivalenol; zearalenona-4-
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glucosidio (dissolvido em metanol) foi sintetizadozearalenona-4-sulfate (dissolvido em
metanol/dgua 1:1) foi extraido no laboratorio d& I& partir de arroz inoculado com
Fusarium graminearumlIreze solugcdes trabalho foram preparadas comiwabjde realizar
testes de recuperacdo com a contaminacdo das asistarsolucdes estoques dos analitos
correspondentes. As concentragdes das solucdepiestosolucdes finais de trabalho podem
ser encontradas na Tabela 4. Todas as solu¢cfa® festocadas a —20°C e deixadas a

temperatura ambiente antes do uso.

4.1.2 COLETA DAS AMOSTRAS

Um total de 119 amostras sendo 74 de milho, 3Gadaore 9 de residuo de limpeza
foram obtidas em uma fébrica de rac¢éo para framgestado do Parand, no Brasil, nos anos
de 2005 e 2006. As amostras foram coletadas emdii@®ntes locais da fabrica: A) na
recepcao da fabrica 38 amostras de 7-10 kg de raithgréo foram retiradas aleatoriamente
nos caminhdes e devidamente identificadas; B) deirarpré-limpeza do milho 36 amostras
de 10 kg de milho em grédo foram coletadas e 9 aa®db residuo da limpeza (7-10 kg3 )e

36 amostras de racédo (3-5 kg) na granja integrddlarica.
A) Amostras de milho coletadas na recepcéo

De cada caminh&o foi selecionada aleatoriamenteamustra de 7 a 10 kg de milho
em gréo. No total 38 amostras de milho foram cdbeae identificadas de acordo com a
procedéncia dos caminhdes: A) Cooperativas (14 @mas)s B) Pequenos produtores (12

amostras); C) Grandes produtores (12 amostras).
B) Amostras de milho coletadas nas etapas de prgéza e secagem

O preprocessamento do milho cru para producdo g@oranclui duas etapas de
limpeza por peneiragéo para remoc¢édo dos graos apebe danificados uma antes e outra
depois da etapa de secagem. Foram coletadas 43rasnde milho em grdos nas etapas
listadas abaixo sendo que de cada etapa foramdasirtrés amostras de 7 a 10 kg em trés

dias diferentes:

A) Antes da primeira limpeza;

B) depois da primeira limpeza,

C) depois da secagem e antes da segunda limpeza;
D) depois da secagem e segunda limpeza,;

E) rejeito da primeira limpeza.
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Tabela 4: Concentracdes dos padrées nas solucfes estoque de trabalho final.

Solugéo Solugéo
Estogue  Sol. Final Estoque Sol. Final
Micotoxina (ug/mL)  (ug/mL) Micotoxina (ug/mL) (ug/mL)
Mix A Esterigmatocistina 100 0,171 Mix B Patulina 100,2 1,2830
Penitrem A 50 0,256 Citocalasina E 25 0,2134
em ACN Emodina 50 0,171 em ACN Griseofulvina 100 0,4268
Alternariol Monometileter 100 0,171 Acido Giberelico 200 1,7073
Acido Micofenolico 100 0,478 Sulocrina 100 0,4268
Citrinina 100 0,512 Gliotoxina 100 0,8537
Roridina A 100 0,273 Mevilonina 100 0,8537
Tentoxina 24,8 0,068 Fumitremorgina C 10 0,1280
Altenueno 50 0,171 Paxilina 100 0,8537
Mix C Caetoglobosina A 50 0,4268 Mix D Metisergide 20 0,0138
Verruculogeno 100 0,8537 Ergocryptinina 20 0,0138
em ACN Cetomina 100 1,2805 em ACN Ergocorninina 20 0,0138
Meleagrina 100 0,4268 Ergocristinina 20 0,0138
Verrucarol 50 0,4268 Ergosinina 20 0,0138
Verrucarina 25 0,2134 Ergometrinina 250 0,0086
Acido Cojic 300 2,5610
Mix E Elimoclavin-Fructosidio 105,44 0,0720 Mix F Ergosina 20 0,0217
Festuclavina 20 0,0683 Ergotamina 20 0,0217
em ACN Cancoclavina 20 0,0683 em ACN Ergocristina 20 0,0217
Agroclavina 20 0,0683 Ergocornina 20 0,0217
Lisergol 20 0,0683 Ergocriptina 20 0,0217
Luol oxidado 20 0,0683 Ergometrina 80 0,0434
Elimoclavina 168,52 0,0575 Diidroergotamina 20 0,0217
Diidrolisergol 20 0,0683 Diidroergosina 100 0,0043
Ox-Elimoclavina 20 0,0683 Ergina 20 0,0217
Ergovalina 200 0,0217
Mix G Monoacetoxiscirpenol 50 0,1067 Mix 4 Nivalenol 10 0,8622
alpha-ZOL 100 0,2134 Desoxinivalenol 10 0,8537
em ACN beta-ZOL 100 0,2134 Fusarenona X 10 0,8707
alpha-ZOL-Gli 100 0,2134 em ACN 3-ADON 10 0,8622
beta-ZOL-Gli 100 0,2134 ZON 10 0,8707
15-ADON 100,8 0,5378 T-2 10 0,8622
Neosolaniol 101,2 0,5399 HT-2 10 0,8707
Deepxoxy-DON 25,5 0,2721 Diacetoxiscirpenol 10 0,8707
DON-Glucosid 50 0,2134
Ocratoxina B 50 0,2134
Ocratoxina A 10 0,2134
T2-Triol 200 0,8537
T2-Tetraol 200 0,8537
Mix H Moniliformin 57 3,8927 Mix | Fumonisin B1 50,4 3,9337
Z4G 100 0,6829 em Fumonisin B2 50,5 3,9415
em Alamethicin 1000 0,1707 ACN/H,O  Fumonisin B3 65 1,2683
MeOH Z4S 30 0,0102 1+1 hydrolysiertes FB1 ~ 109,9 2,1444
alpha OTA 9,085 0,2216
Mix J Citocalasina A 100 0,4878 Enn Mix Eniatina A 6 0,0006
Citocalasina B 100 0,4878 Enatina A; 38 0,0037
Citocalasina C 100 0,4878 em ACN Eniatina B 40 0,0039
em ACN Citocalasina D 100 0,4878 Eniatina B, 108 0,0105
Citocalasina J 100 0,4878 Bovericina 100 0,0098
Citocalasina H 100 0,4878 Enatina Bs 100 0,0098
HC-Toxin 100 0,4878
Brefeldina A 100 0,4878
Roquefortina 100 0,4878
Alternariol 200 0,4878
Toxina TA 200 0,4878
Aflamix Aflatoxin B1 0,25 0,0683
Aflatoxin B2 0,5 0,0171
Aflatoxin G1 0,25 0,0697
em ACN Aflatoxin G2 0,5 0,0171

64



C) Amostras de racao coletadas nas granjas

O total de 36 amostras de racdo para frango fatadd em dois tipos de granja
integrada a fabrica, com: A) Alimentacdo manuajr@jas) e; B) Alimentacdo automatica (6
granjas). De cada granja foram retiradas amose& -6 Kg de racdo em trés pontos: 1) No

primeiro armazenamento; 2) No segundo armazenaree)oNo Comedouro dos frangos.

4.1.3 PREPARO DA AMOSTRA

Todas as amostras foram moidas em moinho de fatartelo TREU 7.5CV (1720
rpm) com peneira de 1 mim (aproximadamente 20 mésimogeneizadas durante 15 min em
homogeneizador Chopin MR10L. Ap4s homogeneizaca® subamostra de 1 kg foi retirada
empregando-se o divisor de amostra Bender quenibakda sob vacuo e armazenada a —

18°C até o momento da analise.

4.1.4 EXTRACAO DAS MICOTOXINAS

Foram pesadas 5 g de amostra em erlenmeyer de LQ® adicionados 20 mL de
solvente de extracdacetonitrila/agua/acido acético 79:20:1, vhgeyuindo-se uma agitacédo
durante 90 min em rotatéri@FL 3017 (GFL, Burgwedel, Germany). O extrato fitirddo
empregando-se papel de filtro Whatm&b_1/2 (diam=150mm)Jma aliquota de 350L
do extrato foi transferida para um frasco de video2mL (vial do CLAE) onde adicionou-se
o mesmo volume (35QL) de solvente de diluicdo (acetonitrila/agua/acédetico 20:79:1,
vIvIv). Apoés suficiente homogeneizagaopls do extrato diluido foram injetados no sistema
CLAE-EM/EM.

4.1.5 TESTE DE RECUPERACAO

O teste de recuperacéo foi realizado empregan@oaseostras de milho e 3 amostras
de racdo em duplicata. Quinhentos miligramas (Pdegada amostra (milho ou racéo) foram
contaminados artificialmente com uma combinacatldsolucdes de trabalho contendo uma
mistura dos padrbes das micotoxinas avalia8lpés a adicdo da mistura de solucdes padrbes
as amostras foram deixadas a temperatura ambieste e abrigo da luz por um dia para
evaporacdo do solvente. Depois deste periodo, 2 doL solvente de extracao
(acetonitrila/agua/acido acético 79:20:1, v/v/ivjafa adicionados e foi seguido 0 mesmo
procedimento de extracdo utilizado nas amostrasncCdodas as amostras estavam

naturalmente contaminadas com fumonisimaédia da contaminacgé&o inicial de FB190 + 49
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ua/kg, FB2 27 £+ 24ug/kg e FB3 13 + {ug/kg), foram utilizadas amostras de milho e racéo
com o menor nivel de contaminagdo e este valocdasiderado no célculo. Os niveis de
contaminagdo para cada micotoxina estao describo® jcom o0s resultados obtidos no

préximo capitulo.
A Recuperacéo foi calculada de acordo com a segagquacao:
Recuperacao (%) = (G — &) x 100/G
onde:
C1= concentracdo determinada na amostra adicionada,
C2= concentracéo determinada na amostra ndo adi@pnad

Cs= concentracéo adicionada

4.1.6 PARAMETROS INSTRUMENTAIS

A deteccdo e a quantificacdo das amostras foralzadas em um sistema CLAE-
EM/EM Qtrap 4000 (Applied Biosystems, Foster CEA) equipado com um sistema CLAE
série 1100 (Agilent, Waldbronn, Germany) e uma dorte ionizagdo electrospray
TurbolonSpray (ESI). A separacdo cromatograficadalizada a 25 °C em uma coluna C18
Gemini®, 150x4.6-mm i.d., tamanho da particulan®- equipado com uma pré-coluna C18
4x3-mme-i.d. (todos Phenomenex, Torrance, CA, USflage mével empregada consistuiu-se
de Metanol:HO:Acido acético 10:89:1 (v/v/v; eluente A) e MethHeO:Acido acético
97:2:1 (eluente B). Ambos eluentes continham 5 neVadetado de amonio. O gradiente de
eluicdo empregado foi: depois dos 2 min. iniciaid(®% de A, a propor¢cdo de B foi
aumentada linearmente até 100% em 12 min, segoidorpa manutencdo de 3 min de 100%
de B e 4 min para reequilibrar a coluna com 100%.d@ fluxo empregado foi de 1 mL/min.
O espectro de massas com ionizacdo por eletrondE&yEM/EM) foi realizado no modo de
monitoramento de reacdes multiplas (MRM) em ambgsotaridades positiva e negativa em
duas corridas cromatogréficas diferentes por amastm varredura de fragmentos por analito
com 0s seguintes ajustes: temperatura da fontéG5€ortina de gas 10 psi (69 kPa de max.
99.5% nitrogénio), fonte idnica de gas 1 (sheas) §8 psi (345 kPa de nitrogénio), fonte
ibnica de gas 2 (drying gas) 50 psi (345 kPa deggnio), voltagem do ion spray —4,000 V e
+4000 V respectivamente, Alto gas de colisdo (g&reo). O aumento da producéo de ions
de amostras contaminadas foi adquirido usandocoeiterquadrupolo linear como ion trap
aplicando um tempo de preenchimento dinamico, erquautros parametros foram
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estabelecidos de acordo com os valores Otimos ndiei@los para cada analito,
respectivamente. A relacdo dos tempos de retengdons selecionados para quantificacéo e
qualificacdo de cada micotoxina (ion precursor Bsi@rodutos), assim como outros

parametros de voltagem estao descritos na Tabela 5.
4.2 AVALIACAO DE PARAMETROS

4.2.1 AVALIACAO DA HOMOGENEIDADE DAS SUBAMOSTRAS E QUANTIDADE IDEAL
DE SUBAMOSTRA ANALITICA A SER TOMADA PARA QUANTIFICACAO DAS

TOXINAS EM AMOSTRAS NATURALMENTE CONTAMINADAS.

A fim de avaliar a homogeneidade das subamostepsmetidade ideal de subamostra
analitica a ser tomada para extracdo e quantificadds micotoxinas em amostras
naturalmente contaminadas, trés subamostras de fiothm avaliadas em triplicata em 3
(trés) empregando-se quantidades diferentes dedtod®subamostra analitica: 1g, 59 e 25g.
O solvente de extraca@detonitrila/agua/acido acético 79:20:1, vjviei aficionado na
proporcao de 1:4, ou seja 4, 20 e 100 mL respeangnie.Seguiu-se 0 mesmo procedimento

utilizado nas amostraagitacaofiltracéo, diluicdo e injecao no sistef@AAE-EM/EM.

4.2.2 AVALIACAO DO EFEITO MATRIZ

Para a avaliacdo do efeito matriz uma amostra deong outra de racdo foram
contaminadas artificialmente com uma mistura dedesddas 101 micotoxinas em trés niveis
diferentes de contaminagédo para cada micotoxinamAstra e o extrato da amostra foram
contaminados em niveis equivalentes conforme desara Tabela 10. O nivel intermediario
foi feito em duplicata. & seguido o mesmo procedimento atgtacao filtracao, diluicdo e
injecdo no sistem&LAE-EM/EM utilizado nas amostras. Foram calculados a refjpess
linear e o desvio angular das trés curvas obtidaspadréo, das amostras e dos extratos
artificialmente contaminados. Para diferenciareeficiéncia de extracdo e efeito da matriz,
a razao dos desvios angulares das funcdes dassadevealibracdo foram calculadas para
fornecer a recuperacéo aparente (RA), o efeito amizn(EM) e a recuperacdo da etapa de
extracao (RE) tilizando as formulas abaixo:
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Efeito da Matriz
EM (%) = 100 x desvio angular da curva do extratotaminado

desvio angular da curva do padrao

Recuperacgdo Aparente
RA (%) = 100 x_desvio angular da curva da amosirdagninada

desvio angular da curva do padrao

Eficiéncia da Extracéo:
EE (%) = 100 x_desvio angular da curva da amostmat@minada

desvio angular da curva do extrato contaminado

Os limites de deteccdo (LODs) foram estimados nmenores niveis de de
concentracdo avaliado tanto nas amostras arkifiel@de contaminadas quanto nas

concentracdes correspondentes dos padrdes pueosmarrazao sinal/ruido (S/N) de 1:3.
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Tablea 5: Parametros otimizados

eletronspray (IES-EM/EM)

para obtencdo do espectro de massas com ionizacdo por

ts* | lon precursor [PD ° lons IR EC® PC' | Periodo | Dwell
Analito produto time
(min) (m/2) (V) (m/z) (N \V° (ms)?
Fumonisinas
Fumonisina B; (FB,) 12,91 722,5 [M+H] 91 |334,4/352,3| 0,78 | 57/55 4/12 +6 100/25
Fumonisina B, (FB>) 14,12 | 706,3 [M+H]" 96 |336,3/318,5| 0,47 | 59/51 8/2 +8 75/25
Fumonisina B; (FB3) 13,53 | 706,3 [M+H] 96 |336,3/318,5| 0,40 | 59/51 8/2 +7 75/25
Fumonisina B, hidrolisada (HFB;) | 12,03 | 406,3 [M+H]" 86 |370,3/388,3| 0,88 | 29/27 10/20 +5 60/20
Aflatoxinas
IAflatoxina B, (AFL B,) 12,16 | 313,0 [M+H] 76 |285,2/128,1] 0,65 | 33/91 16/10 +5 60/20
Aflatoxina G (AFL G,) 11,51 329,0 [M+H] 56 |243,2/200,0] 0,60 | 39/59 14/12 +4 60/20
IAflatoxina B, (AFL B,) 11,87 | 315,1 [M+H] 66 |287,2/259,2| 0,85 | 37/43 18/18 +5 60/20
Aflatoxina G, (AFL Gy) 11,16 | 331,1 [M+H] 81 [313,2/245,2] 0,69 | 35/43 18/14 +4 60/20
Ocratoxinas
Ocratoxina A (OTA) 14,69 | 404,0 [M+H]" 61 |239,0/102,0] 0,53 | 37/105 | 16/14 +8 75/25
Ocratoxina B (OTB) 13,81 370,1 [M+H] 56 |205,0/103,2| 0,48 | 33/77 12/16 +7 75/25
Ocratoxina a (OTa) 13,17 | 254,9 [M-H]" -60 [210,9/166,9| 0,87 |-24/-36 | -11/-11 -3 100/100
Zearalenona e derivados
Zearalenona (ZON) 14,62 | 317,1 [M-H]" -80 [131,1/175,0| 0,98 |-42/-34| -8/-13 -4 100/50
Zearalenona-4-sulfato (ZON4S) 14,32 | 397,1 [M-H]" -75 [317,1/175,0 0,17 | -32/-48 | -15/-13 -4 100/50
a-Zearalenol (a-ZOL) 13,92 | 319,2 [M-H]" -85 [160,0/130,0 0,96 |—44/-50 | —13/-20 -4 100/50
B-Zearalenol (B-ZOL) 14,53 | 319,2 [M-H]" -85 [160,0/130,0| 0,89 |-44/-50 | -13/-20 -4 100/50
Zearalenona-4-glicosidio (ZON4G) | 12,89 | 479,2 [M-H]" -65 [317,1/175,0| 0,11 |-24/-56 | -17/-9 -3 100/100
a-Zearalenol-glicosidio (a-ZOLG) |[12,91| 541,3 [M-H]" -75 [481,1/319,1| 0,12 | -32/-48 | 15/-13 -3 100/50
B-Zearalenol-glicosidio (3-ZOLG) |11,95| 541,3 [M-H]" -75 [481,1/319,1| 0,16 |-32/-48 | 15/-13 -3 100/50
Hexadepsipeptidios
Bovericina (BEA) 16,03 | 801,5 [M+NH,]" | 86 2442 2,29 | 47/73 12/10 +9 60/20
806,5 [M+Na]” | 161 384,4
Eniatina A (EA) 16,26 | 699,4 [M+NH,]' | 76 [210,1/228,0{ 0,31 | 43/47 12/18 +9 60/20
Eniatina A; (EAY) 16,12 | 685,4 [M+NH,]" | 66 [210,1/228,2| 0,67 | 41/49 8/20 +9 60/20
Eniatina B (EB) 15,80 | 657,5 [M+NH,]' | 51 [196,3/214,1] 0,52 | 45/47 18/18 +9 60/20
Eniatina B, (EBy) 15,97 | 671,4 [M+NH," | 81 [196,0/210,0{ 0,73 | 43/41 12/12 +9 60/20
Eniatina B; (EBs) 15,75 629,4 [M+NH,]' | 61 [196,3/214,3] 0,45 | 42/40 10/16 +9 60/20
Alcaloides do Ergot
IAgroclavina 8,94 | 239,1 [M+H] 56 |183,2/208,2| 0,88 | 27/27 12/10 +3 60/20
Canoclavina 7,83 | 257,1 [M+H] 46 168,2/226,2| 0,92 | 27/17 10/14 +2 100/50
Festuclavina 9,01 | 241,2 [M+H]' 76 |154,2/168,2| 0,67 | 47/39 10/10 +3 60/20
Elimoclavina 7,18 | 255,1 [M+H]" 61 [181,2/180,2| 0,97 | 41/57 10/10 +2 100/50
Elimoclavina frutosidio 6,55 | 417,2 [M+H]' 61 |255,2/237,3| 0,34 | 29/33 18/20 +1 100/100
Elimoclavina oxidado 531 | 259,1 [M+H]" 61 [184,2/156,1] 0,40 | 27/29 8/10 +1 100/100
Ergina 6,50 | 268,1 [M+H]" 56 |223,2/208,2| 0,74 | 29/35 14/10 +1 100/100
Ergotamina 11,49 | 582,2 [M+H]" 66 |223,2/208,2| 0,31 | 47/59 12/14 +4 60/20
Diidroergotamina 11,43 | 584,3 [M+H] 81 |270,3/253,2| 0,70 | 43/47 16/14 +4 60/20
Ergocornina 11,36 | 562,2 [M+H] 56 |223,2/208,2| 0,55 | 47/63 12/12 +4 60/20
Ergocorninina 12,45 562,2 [M+H] 51 |544,2/223,2| 0,52 | 21/47 16/12 +6 100/25
Ergocristina 12,04 | 610,4 [M+H]" 56 |592,4/223,2| 0,84 | 21/47 18/12 +5 60/20
Ergocristinina 13,19 | 610,4 [M+H] 46 |592,5/223,3| 0,51 | 21/47 18/12 +6 100/25
a-Ergocriptina 11,89 | 576,4 [M+H] 51 |223,3/208,2| 0,57 | 47/61 14/16 +5 60/20
a-Ergocriptinina 12,90 | 576,4 [M+H] 51 |558,4/223,3| 0,69 | 21/49 16/12 +6 100/25
Ergometrina 7,17 | 326,2 [M+H]" 66 |223,2/208,2| 0,39 | 39/35 14/14 +2 100/100
Ergometrinina 7,27 | 326,2 [M+H]' 51 |208,2/223.2| 0,34 | 47/59 12/14 +2 60/20
Ergosina 11,18 | 548,4 [M+H]" 56 |223,2/208,2| 0,32 | 45/57 14/12 +4 60/20
Ergosinina 10,99 | 548,4 [M+H] 56 |223,2/208,2| 0,15 | 45/57 14/12 +4 60/20
Diidroergosina 11,11 | 550,2 [M+H]" 96 |270,1/253,0| 0,46 | 47/43 16/16 +4 60/20
Ergovalina 11,32 | 582,2 [M+H] 66 |223,2/208,2| 0,17 | 47/59 12/14 +4 60/20
Luol oxidado 594 | 291,5 [M+H]" 41 ]259,3/201,2| 0,73 | 25/37 22/12 +1 100/100
Lisergol 7,20 | 2551 [M+H]' 61 |240,2/197,2| 0,78 | 29/33 14/12 +2 100/50
Diidrolisergol 7,16 | 257,1 [M+H] 81 [167,2/154,2] 1,00 | 55/55 10/8 +2 100/50
Metilsergide 9,32 | 354,2 [M+H]' 61 |237,2/222,2| 0,70 | 35/41 12/14 +3 60/20
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Tablea 5: Parametros otimizados para obtencdo do espectro de massas com ionizagdo por
eletronspray (IES-EM/EM) (continuacéo)

ts* | lon precursor [DP ° lons IR CE® CXP' | Periodo | Dwell
Analito produto ° time
(min) (m/z2) (V) (m/z2) (N WV (ms)*®
Tricotecenos
Desoxinivalenol (DON) 7,59 | 355,1 [M+Ac]” | -40 |265,2/59,2 | 4,72 | -22/-40| -13/-8 -1 100/100
Desoxinivalenol-3-glicosidio 7,61 | 517,3[M+Ac]” | -50 |427,1/59,1| 1,37 |-30/-85| —-11/-7 -1 100/100
3-Acetildesoxinivalenol (3AcDON) | 10,41 | 397,1 [M+Ac] | -40 |307,1/59,1| 6,37 | -20/-38 | -7/-8 -2 100/100
15-Acetildesoxinivalenol 10,35 339,1 [M+H] 61 |321,3/137,2| 0,69 13/17 18/8 +3 60/20
Nivalenol (NIV) 5,48 | 371,1 [M+Ac] | -45 [281,1/59,1 | 1,55 |-22/-42| -15/-7 -1 100/100
Deepoxidesoxinivalenol (DOM-1) | 9,09 | 339,1 [M+Ac]” | -40 |59,1/248,9| 0,10 | -20/-18 | -9/-17 -2 100/100
Fusarenona X (F-X) 8,92 | 413,3[M+Ac] | —40 |262,2/59,1| 3,93 |-22/-44| -16/-9 -2 100/100
Toxina HT-2 (HT2) 13,08 | 442,2 [M+NH,]" | 46 263,1 5,18 21/27 19/20 +6 100/25
447,4 [M+Na]" | 101 345,1
Toxina T-2 (T2) 13,67 | 484,3[M+NH,]"' | 56 [215,2/185,1| 0,82 29/31 18/11 +7 75/25
Neosolaniol (NEO) 9,24 | 400,2 [M+NH,]" | 46 [215,1/185,0| 0,90 | 25/29 12/14 +3 60/20
Monoacetoxiscirpenol (MAS) 11,06 | 342,2 [M+NH,]" | 41 [265,0/307,0] 0,42 13/13 26/8 +4 60/20
Diacetoxiscirpenol (DAS) 11,94 | 384,2 [M+NH," | 51 [307,2/105,1] 0,54 | 17/61 9/7 +5 60/20
\Verrucarol 9,71 | 267,0 [M+NH,]" | 56 [249,1/219,0| 0,64 11/15 8/14 +3 60/20
\Verrucarina 13,74 | 520,2 [M+NH,]" | 51 [249,1/457,1] 0,38 | 25/19 14/14 +7 75/25
Roridina A 13,85 | 550,4 [M+NH,]" | 41 [249,2/231,3]| 0,39 25/29 48/12 +7 75/25
[T2-Tetraol 5,80 | 316,2 [M+NH,]" 215,1/281,4| 0,43 | 29/31 18/11 +1 75/25
[T2-Triol 12,32 | 400,2 [M+NH,] 281,3/215,2| 0,55 25/29 12/14 +5 75/25
Outras
Moniliformina (MON) 3,38 96,9 [M-H]’ -70 41,2 - -24 -5 -1 100
Acido Cdjico, 3,22 | 143,0 [M+H]" 75 [113,2/69.2 | 0,90 | 25/29 12/14 +1 100
Emodina 16,24 | 269,0 [M-H] -70 |224,9/240,9| 0,32 | -38/-38 | -11/-13 -4 100/50
Brefeldina A 13,46 | 281,0 [M+H] 30 |245,5/263,3] 0,90 | 25/29 12/14 +6 100/100
Roquefortina C 12,47 | 390,2 [M+H] 60 |193,2/322,3| 0,87 33/19 16/18 +5 100/100
Acido gibberelico 10,38 | 364,3 [M+NH," | 36 [239,2/221,2] 0,52 | 23/35 14/12 +3 60/20
Patulina (PAT) 5,58 152,9 [M-H] -20 |108,9/135,0| 0,04 | -12/-12 -9/-9 -1 100/100
Gliotoxina 12,23 327,1 [M+H] 31 |263,2/245,2] 0,61 | 15/25 16/20 +5 60/20
Fumitremorgina C 13,79 | 380,3 [M+H] 61 |212,3/324,3| 0,32 | 45/23 12/8 +7 75/25
Altenueno 12,14 | 293,2 [M+H]" 36 |257,2/275,2] 0,39 | 21/15 16/16 +5 60/20
Alternariol 14,17 | 257,0 [M-H] -70 [212,9/214,9| 0,39 25/29 48/12 -4 60/20
IAlternariolmonometileter 15,29 | 271,1 [M-H]" -65 |256,0/227,0| 0,16 | -32/-50| -13/-9 -4 100/50
Esterigmatocistina (SMC) 14,89] 3251 [M+H]’ | 66 [310,2/281,1] 1,10 | 35/51 | 18/16 +8 75/25
Citrinina (CTN) 14,56 | 251,0 [M+H]" 26 |233,0/205,2] 0,12 | 25/39 14/12 +8 75/25
Citocalasina A 14,91 | 478,2 [M+NH,]' | 26 [460,5/120,2| 0,12 25/39 14/12 +8 75/25
Citocalasina B 13,74 | 480,2 [M+NH,]" | 26 [462,5/444,5] 0,12 | 25/39 16/18 +7 75/25
Citocalasina C 15,46 | 525,2 [M+NH,]' | 26 [430,5/490,5| 0,12 25/39 14/12 +6 75/25
Citocalasina D 13,97 | 525,2 [M+NH," | 26 [430,5/490,5] 0,12 | 25/39 14/12 +7 75/25
Citocalasina E 14,12 | 513,3 [M+NH,]" | 41 [416,4/434,5| 0,64 19/17 12/12 +8 75/25
Citocalasina H 13,74 | 494,2 [M+NH,)" | 26 [434,5/416,5] 0,12 | 25/39 14/12 +7 75/25
Citocalasina J 13,23 | 452,2 [M+NH,]' | 26 [416,5/434,5| 0,12 25/39 14/12 +6 75/25
Mevinolina 15,80 | 405,4 [M+H]" 46 199,2/173,3| 0,64 | 17/29 14/10 +9 60/20
IAcido micofendlico 13,72 338,1 [M+NH,]' | 31 [207,2/303,2| 0,87 33/19 16/18 +7 75/25
Paxillina 15,91 | 436,4 [M+H]" 36 [182,2/167,2] 0,5 | 841/89 | 10/10 +9 60/20
Penitrem A 15,62 | 634,4 [M+H] 51 |558,5/616,4| 0,25 27/17 16/10 +9 60/20
Sulocrina 11,93 | 333,2 [M+H] 26 |209,1/136,2] 0,13 | 17/59 12/8 +5 60/20
[Tentoxina 13,57 | 413,3 [M-H] -65 |141,0/271,1| 0,16 | -32/-50 | —-13/-9 -4 100/50
Caetoglobosina A 14,65 | 529,4 [M+H]" 76 |130,2/511,3] 0,29 | 59/15 8/14 +8 75/25
Cetomina 14,63 | 711,2 [M+H] 66 |298,2/348,2| 0,53 25/21 10/18 +8 75/25
Meleagrin 11,21 ] 434,3[M+H]" 51 |403,3/334,2| 0,53 | 23/33 12/20 +4 60/20
IVerruculogeno 14,95 | 512,3 [M+H] 16 [352,2/494,2| 1,06 23/13 10/14 +8 75/25
Griseofulvina 13,20 | 353,2 [M+H] 51 [165,2/215,2| 0,91 | 27/27 10/12 +6 100/25
|Alameticina-F30 16,04 | 775,5 [y7°+H]" 81 |282,3/197,2| 0,62 71/55 28/20 +9 60/20
[Toxina AAL TA 11,92 | 522,3 [M+H]" 36 [328,5/292,4| 0,39 | 21/15 16/16 +5 60/20
[Toxina HC 10,86 | 435,2 [M-H]' -65 |184,0/113,1| 0,16 | -32/-50 | —-13/-9 -3 100/50
a) Tempo de retencéo b) Potencial de desscao c) Os valores sdo dados nenurébn de quantificagdo/ion de qualificagao.
d) Intensidade da transicéo de quantificacéo/ifrdeds da transi¢éo de qualificagao rerfia de coliséo
f) Potencial da célula de saida g) Fragmentfonge obtido da quebra da ligacéo peptidica comedente
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RESULTADOS E DISCUSSAO



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A importancia dgesquisa sobreontaminacdo de alimentos por micotoxinas ganhou
muita atencdo durante as ultimas décadas. A cabmma de micotoxinas afeta a toxicidade
dos gréos contaminados resultando em efeitos &itierg.A incidéncia de micotoxinas em
milho, tanto no Brasil como em outras partes dodounostuma ser alta e variada, pois este é
um produto muito suscetivel a contaminacéo fun@t@UEIRA et al,2003).A investigacao
de micotoxinasem milho € importante na induastria avicola espewmate para estudos
toxicologicos que poderiam indicar quais toxinadgy@m estar presentd2or isso existe a
necessidade do desenvolvimento de um método apahtirangendo uma gama alta de

micotoxinas, tornando-se uma ferramenta muitoemillaboratorio.

O método de CLAE-ENMEM usado neste estudo constituiu-se numa alternadireaas
técnicas convencionais de andlise de micotoxinastramwdo boa sensibilidade, rapidez e
aplicabilidade em matrizes complexas como milhagio a base de milho. Além disso,
possibilita a analise simultanea de varias mico@xide diferentes classes quimicas podendo
ser aplicado entdo como meétodo rotineiro para dfess tipos de alimentos com gastos

reduzidos de materiais e de tempo com alta cofiiade.

As maioria dos métodos convencionais analisam apa&ma micotoxina ou um grupo
de micotoxinas de classe quimica semelhante. Cadalastes procedimentos utiliza um
solvente de extracdo, um tipo de purificacdo e tficacdo diferentes, além disso, algumas
micotoxinas necessitam de derivatizacdo tanto pasaalise quanto para confirnmacdo. A
grande vantagem do método aplicado neste estud@;lpdE-EM/EM, é permitir a andlise
simultanea de 101 micotoxinas de diferentes clagsésricas e em curto tempo (~45 min),
sem purificacdo do extrato da amostra ou necessidadreacdo de derivatizacdo além da
confirmacédo segura do analito. Apés uma extragéplss e filtracdo, a amostra € diluida em
solvente mais polar que o da extragdo e injetadaistema CLAE-EM/EM. A separacao
cromatografica em coluna de fase reversa é realiead gradiente com dois sistemas de
solvente, ambos acidificados e com adicdo de acd@tamdnio para inibir a formacéo de
adutos de sédio. Na fonte ibnica Eletronspray (ESl)ions sdo gerados através de um
aerossol da solucdo aplicando uma carga voltaiaaést de uma sonda. Ocorre a evaporacao
do solvente e os ions gerados sdo entdo rapidamesdésatadas das goticulas geradas pelo
spray pela adicdo de um aquecimento ou banho deugasbos. Dependendo da natureza da

micotoxina, podem ser gerados mais facilmente ¢ons carga positiva ou negativa. Os ions
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sao guiados por eletrostatica para o orificio deada do analisador de massas de acordo com
a polaridade cone positiva (modo positivo) ou neggimodo negativo).

Neste experimento, cento e uma micotoxinas foraatisatlas em duas corridas: uma
em modo positivo, onde séo analisadas as 80 micat®xue fornecem preferencialmente
ions positivos quando ionizadas; e outra em modgati®, onde sdo analisadas 21
micotoxinas que se ionizam negativamente (Tabeta 7. Através do monitoramento de
reacdes multiplas (MRM) € possivel analisar inelissubstancias que coeluem ou ndo tem
boa resolucdo cromatografica, desde que fornecagmintos de m/distintos. No primeiro
quadrupolo é selecionado um ion (geralmente o isaugon-molecular) no segundo
quadrupolo o ion é fragmentado pela adicdo de arg@m célula de colisdo, e no terceiro
quadrupolo é selecionado o fragmento de maior sidede e que seja caracteristico da
molécula. Cada micotoxina é analisada em duasi¢f@s uma para quantificacdo e outra

para confirmacgdo permitindo assim a identificag@muivoca de cada analito.

Na Tabela 6 estdbstadas as 21 micotoxinas analisadas no modatimegie acordo
com a ordem de eluicdo, tempo de retencdo e cogspsctivas transicoes de quantificacéo e
qualificacdo analisadadla Figura 14 pode ser observado o cromatogramardgetdtaisno
modo negativo da mistura de 21 padrdes de micaeximetados. As linhas verticais indicam
as mudancgas de periodos, em cada periodo sdodagatiferentes transicdes referentes as

toxinas que eluem no respectivo intervalo de tempo.

Na Tabela 7estéo listadas as 80 micotoxinas analisadas n@ mositivo de acordo
com a ordem de eluicdo, tempo de retencdo e cogspsctivas transicoes de quantificacédo e
qualificagdo analisadas. Na Figura 15, além do atograma de ions totais no modo positivo
da mistura de 101 padrbes de micotoxinas injetadogyém é mostrado o espectro de massas
referente ao periodo selecionado e os picos rééeas duas transicoes de;FBma de
quantificacado (722;5352,3) e outra de confirmacao (722,834,4). Na Figura 16 é
sugerido um esquema de fragmentagcdo para a fumarisicom as transicbes analisadas.
Além de perda de uma ou mais moléculas de aguerda mle grupamentos neutros, como
acido tricarboxilico (ATC), ocore facilmente commpimento da ligacdo ester, gerando
fragmentos caracteristucos da estrutura das fumasisNa escolha das transicdes para
analise por espectrimetria de massas por eletygsgesialmente seleciona-se o ipseudo

molecular [M+H] no primeiro quadrupolo e um fragmento mais integu caracteristico
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no segundo quadrupolo. SEWRAM et al. (20CGhigerem outras possibilidades para a

fragmentacdo de para analogos das fumonisinas.B e C

Tabela 6: Relacdo das 21 micotoxinas analisadas no modo negativo de acordo com a ordem de
eluicdo, tempo de retencdo e com as respectivas transicbes de quantificacdo e qualificacdo

analisadas.

Periodo | tg° Transicao de | Transicéo de
(min) | Micotoxina guantificacdo (m/z) confirmacéo (m/z)

1 3,38 | Moniliformina (MON) 96,9 —» 41,2 -
5,48 | Nivalenol (NIV) 371,1 — 281,1 371,1 — 59,1
5,58 | Patulina (PAT) 152,9 —108,9 152,9 — 135,0
7,59 | Desoxinivalenol (DON) 355,1 — 265,2 355,1 —59,2
7,61 | Desoxinivalenol-3-glicosidio 517,3 —» 427,1 517,3 - 59,1

2 8,92 | Fusarenona X (F-X) 413,3 — 262,2 413,3 - 59,1
9,09 | Deepoxidesoxinivalenol 339,1 » 59,1 339,1 — 248,9
10,41 | 3-Acetildesoxinivalenol 397,1 — 307,1 397,1 — 59,1

3 10,86 | Toxina HC 435,2 — 184,0 4352 — 113,1
11,95 | B-Zearalenol-glicosidio 541,3 — 481,1 541,3 — 319,1
12,89 | Zearalenona-4-glicosidio 479,2 — 317,1 479,2 — 175,0
12,91 | a-Zearalenol-glicosidio 541,3 — 481,1 541,3 — 319,1
13,17 | Ocratoxina a (OTa) 254,9 — 210,9 254,9 — 166,9

4 13,57 | Tentoxina 413,3 — 141,0 4133 —-271,1
13,92 | a-Zearalenol (a-ZOL) 319,2 — 160,0 319,2 — 130,0
14,17 | Alternariol 257,0 —» 212,9 257,0 —» 214,9
14,32 | Zearalenona-4-sulfato 397,1 — 317,1 397,1 — 175,0
14,53 | B-Zearalenol (B-ZOL) 319,2 — 160,0 319,2 — 130,0
14,62 | Zearalenona (ZON) 317,1 — 131,1 317,1 — 175,0
15,29 | Alternariolmonometileter 271,1 — 256,0 271,1 — 227,0
16,24 | Emodina 269,0 — 224,9 269,0 — 240,9

a) tg = Tempo de retencéo

W TIC: from Sample 1 (newstd100_094) of 153.wiff (Turbo Spray)
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Figura 14: Cromatograma de ions totais no modo negativo da mistura de padrées de 21 micotoxinas
obtido por CLAE-EM/EM (ESI).
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Tabela 7: Relacdo das 80 micotoxinas analisadas no modo positivo de acordo com a ordem de
eluicdo, tempo de retencdo e com as respectivas transicbes de quantificacdo e qualificacdo

analisadas.
Periodo tg* Transicédo deTransicdo de
(min) Analito quantificacao (m/z) confirmacédo (m/z)
1 3,22 Acido Céjico 143,0 —» 113,2 143,0 — 69.2
5,31 Elimoclavina oxidado 259,1 — 184,2 259,1 — 156,1
580 [T2-Tetraol 316,2 — 215,1 316,2 — 281,4
5,94 |Luol oxidado 291,5 — 259,3 291,5 — 201,2
6,50 [Ergina 268,1 — 223,2 268,1 — 208,2
6,55 [Elimoclavina frutosidio 417,2 — 255,2 417,2 — 237,3
2 7,16  Diidrolisergol 257,1 — 167,2 257,1 — 154,2
7,17 |[Ergometrina 326,2 — 223,2 326,2 — 208,2
7,18 Elimoclavina 255,1 — 181,2 255,1 — 180,2
7,20 |Lisergol 255,1 — 240,2 255,1 — 197,2
7,27  [Ergometrinina 326,2 — 208,2 326,2 — 223.2
7,83 [Canoclavina 257,1 — 168,2 257,1 — 226,2
3 8,94  |Agroclavina 239,1 — 183,2 239,1 — 208,2
9,01 |Festuclavina 241,2 — 154,2 241,2 — 168,2
9,24  Neosolaniol (NEO) 400,2 — 215,1 400,2 — 185,0
9,32  Metisergide 354,2 — 237,2 354,2 — 222,2
9,71  Nerrucarol 267,0 — 249,1 267,0 — 219,0
10,35 [15-Acetildesoxinivalenol 339,1 — 321,3 339,1 — 137,2
10,38 |Acido gibberelico 364,3 — 239,2 364,3 — 221,2
4 10,99 |[Ergosinina 548,4 — 223,2 548,4 — 208,2
11,06 |Monoacetoxiscirpenol (MAS) 342,2 — 265,0 342,2 — 307,0
11,11 |Diidroergosina 550,2 — 270,1 550,2 — 253,0
11,16 Aflatoxina G, (AFL G,) 331,1 — 313,2 331,1 — 245,2
11,18 [Ergosina 548,4 — 223,2 548,4 — 208,2
11,21 |Meleagrin 434,3 — 403,3 434,3 — 334,2
11,32 |[Ergovalna 582,2 — 223,2 582,2 — 208,2
11,36 |[Ergocornina 562,2 — 223,2 562,2 — 208,2
11,43 |Dihidroergotamina 584,3 — 270,3 584,3 — 253,2
11,49 |Ergotamina 582,2 — 223,2 582,2 — 208,2
11,51 Aflatoxina G, (AFL G,) 329,0 — 243,2 329,0 — 200,0
5 11,87 Aflatoxina B, (AFL B,) 315,1 — 287,2 315,1 — 259,2
11,89 |a-Ergocriptina 576,4 — 223,3 576,4 — 208,2
11,92 [Toxina AAL TA 522,3 — 328,5 522,3 — 292,4
11,93 [Sulocrina 333,2 — 209,1 333,2 — 136,2
11,94 |Diacetoxiscirpenol (DAS) 384,2 — 307,2 384,2 — 105,1
12,03 |Fumonisina B, hidrolisada (HFB,;) 1406,3 — 370,3 406,3 — 388,3
12,04 |[Ergocristina 610,4 — 5924 610,4 — 223,2
12,14 |Altenueno 293,2 — 257,2 293,2 — 275,2
12,16 Aflatoxina B; (AFL B,) 313,0 — 285,2 313,0 —» 128,1
12,23 |Gliotoxina 327,1 — 263,2 327,1 — 245,2
12,32 [T2-Triol 400,2 — 281,3 400,2 — 215,2
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Tabela 7: Relacdo das 80 micotoxinas analisadas no modo positivo de acordo com a ordem de
eluicdo, tempo de retencdo e com as respectivas transicbes de quantificacdo e qualificacdo
analisadas (continuacao).

Periodo te’ Transic&o de[Transicéo de
(min) Analito quantificacdo (m/z) confirmacdo (m/z)
6 12,45 [Ergocorninina 562,2 — 544,2 562,2 — 223,2
12,47 |Roquefortina C 390,2 — 193,2 390,2 — 322,3
12,90 |a-Ergocriptinina 576,4 — 558,4 576,4 — 223,3
12,91 |Fumonisina B; (FB,) 722,5 — 334,4 722,5 — 352,3
13,08 [Toxina HT-2 (HT2) 442,2 — 263,1 447,4 — 345,1
13,19 [Ergocristinina 610,4 — 592,5 610,4 — 223,3
13,20 |Griseofulvina 353,2 — 165,2 353,2 — 215,2
13,23 [Citocalasina J 452,2 — 416,5 452,2 — 434,5
13,46 [Brefeldina A 281,0 — 245,5/ 281,0 — 263,3
15,46 [Citocalasina C 525,2 — 430,5 525,2 — 490,5
13,53 |Fumonisina B3 (FB3) 706,3 — 336,3 706,3 — 318,5
7 13,67 [Toxina T-2 (T2) 484,3 — 215,2 484,3 — 185,1
13,72 Acido micofendlico 338,1 — 207,2 338,1 — 303,2
13,74 MNerrucarina 520,2 — 249,1 520,2 — 457,1
13,74 |Citocalasina H 494,2 — 434,5 494,2 — 416,5
13,74 |Citocalasina B 480,2 — 462,5 480,2 — 444.5
13,79 |Fumitremorgina C 380,3 — 212,3 380,3 — 324,3
13,81 |Ocratoxina B (OTB) 370,1 — 205,0 370,1 — 103,2
13,85 [Roridina A 550,4 — 249,2 550,4 — 231,3
13,97 |[Citocalasina D 525,2 — 430,5 525,2 — 490,5
14,12 |Fumonisina B, (FB,) 706,3 — 336,3 706,3 — 318,5
8 14,12 [Citocalasina E 513,3 — 416,4 513,3 — 434,5
14,56 |Citrinina (CTN) 251,0 — 233,0 251,0 — 205,2
14,63 |Cetomina 711,2 — 298,2 711,2 — 348,2
14,65 |Caetoglobosina A 529,4 — 130,2 529,4 — 511,3
14,69 |Ocratoxina A (OTA) 404,0 — 239,0 404,0 — 102,0
14,89 [Esterigmatocistina (SMC) 325,1 — 310,2 325,1 — 281,1
14,91 (Citocalasina A 478,2 — 460,5 478,2 — 120,2
14,95 Nerruculogeno 512,3 — 352,2 512,3 — 494,2
15,62 [Penitrem A 634,4 — 558,5 634,4 — 616,4
9 15,75 [Eniatina B; (EB5) 629,4 — 196,3 629,4 — 214,3
15,80 |Mevinolina 405,4 — 199,2 405,4 — 173,3
15,80 [Eniatina B (EB) 657,5 — 196,3 657,5 — 214,1
15,91 |Paxillina 436,4 — 182,2 436,4 — 167,2
15,97 [Eniatina B, (EB,) 671,4 — 196,0 671,4 — 210,0
16,03 [Bovericina (BEA) 801,5 — 244,2 806,5 — 384,4
16,04 |Alameticina-F30 775,5 — 282,3 775,5 — 197,2
16,12 [Eniatina A; (EA,) 685,4 — 210,1 685,4 — 228,2
16,26 |[Eniatina A (EA) 699,4 — 210,1 699,4 — 228,0
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Figura 15: (A) Cromatograma de ions totais no modo positivo da mistura de padrées de 80
micotoxinas obtido por CLAE-EM/EM (ESI). (B) Espectro de massas referente ao periodo selecionado
e os picos referentes as duas transi¢cdes de FB1: (C) uma de quantificagéo (722,5—352,3) e (D) outra

de confirmacao (722,5—334,4).
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Transicao de confirmacéo da FBi: Transicao de quantificacdo da FBi:
722,5 — 352,3 722,5 — 334,4
lons produtos (m/z) FB; FB, FB;
[M + H-H,OJ" 704 688 688
[M + H-2H,0]" 686 670 670
[M + H-TCA]" 546 530 530
[M + H-H,O-TCA]" 528 512 512
[M + H-2TCA]" 370 354 354
[M + H-2TCA-H,0]" 352 336 336

Figura 16: Esquema de fragmentag&o da FB;.

Apos a escolha das transi¢cfes, as energias deagdniz de colisdo séo otimizadas

para cada transi¢ao selecionada afim de se obter ssmsibilidade.

Como pode ser observado nos cromatogramas (Figdrasl5) , mesmo que ocorra
uma coeluicdo de analitos estes podem ser idextdi e distinguidos pelo espectro de

massas tandem quando as respectivas transicoasddezentes.
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5.1 AVALIACAO DA HOMOGENEIDADE DAS AMOSTRAS E DA QUANTIDADE IDEAL

DE AMOSTRA A SER TOMADA PARA QUANTIFICACAO

A amostragem e tomada da amostra para analisataenstfatores de erro na analise
de micotoxinas. Conforme descrito no item 4.1.3a@m®stras que chegaram ao laboratério
foram moidas e homogeneizadas durante 15 min. emdeneizador Chopin MR10L. A fim
de avaliar a homogeneidade das subamostras e dp@mideal de subamostra analitica a ser
tomada para quantificacdo das toxinas por estedogtes amostras de milho naturalmente
contaminadas foram avaliadas em triplicata em duehts diferentes de tomada de

subamostra analitica: 1g, 5g e 25¢g (conforme destoiitem 4.2.1).

Seguiu-se o procedimento descrito na parte expetah€item 4.2.1) as amostras
foram analisadastilizando-se osistemaCLAE-EM/EM. As micotoxinas quantificadas nas
amostras naturalmente contaminadas selecionadaggiarexperimento (M106, M15 e M18)
foram FB1l, FB2 e FB3. Outras micotoxinas foram dei#as, porém ndo foram
quantificadas, entre elas HFB1, acido cojico, AFBAFB2, AFG2, agrooclavina,
chanoclavina, bovericina, eniatina A, eniatina Adiatin B, no modo positivo e MON e no

modo negativo.

Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados ddissmaa repetibilidade das
triplicatas e do total das amostras, desvio pad@rams valores obtidos de desvio padréo
relativo de repetibilidade (RSDnas tomadas de amostra de 1g, 5g e 25g. A fabitagel de
RSD para niveis acima de 5Q@/kg de fumonisina € de 20% segundo regulamentCkla
(REGULAMENTO (CE) N. 401/2006). Deste modo, os vatoobservados de RSDr foram
satisfatorios indicando que a metodologia empredadadequada, pois o desvio padrdo
relativo de repetibilidade (RSPfoi menor que 10%, tanto na mesma quantidademeada
de subamostra quanto na média total das quantidaddiadas. Estes resultados indicaram
qgue, além das amostras estarem homogéneas, qugltpeidade de subamostra analitica

avaliado poderia ser tomado para analise quantgalas micotoxinas nas amostras.
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Tabela 8: Resultados das médias da repetibilidade, desvio padrdo e padréo relativo de repetibilidade
(RSDy) para diferentes quantidades de tomada de amostra para quantificacdo de FB,, FB, e FB3 em
amostras de milho naturalmente contaminado.

Média das
Micotoxina ~ Amostra Quantidades repeticbes Desvio Padrdo RSD,
tomadas (Hg/kg) (Hg/kg) (%)
FB1 M106 1g 909 70 7,67
5¢ 867 35 4,00
25¢g 838 64 7,60
Média geral 871 59 6,8
M15 1g 7723 361 4,68
5¢ 8793 410 4,67
25¢g 9453 322 341
Média geral 8657 820 9,5
M18 1g 740 14 1,84
5¢ 789 15 1,92
25¢g 794 9 1,08
Média geral 774 28 3,6
FB2 M106 1g 409 28 6,87
5¢ 395 26 6,68
25¢g 366 33 8,93
Média geral 244 6 2,5
M15 1g 2443 127 5,21
5¢ 2817 138 4,90
25¢g 2767 21 0,75
Média geral 2676 199 7,4
M18 1g 242 9 3,53
5¢ 247 5 2,02
25¢g 241 7 2,76
Média geral 244 6 2,5
FB3 M106 19 99 6 6,26
5¢ 93 2 2,09
25¢g 88 4 4,24
Média geral 94 6 6,3
M15 1g 854 37 4,37
5¢ 1030 26 2,57
25¢g 1019 22 2,16
Média geral 968 89 9,2
M18 1g 97 5 4,65
5¢ 101 4 3,79
25¢g 101 4 3,85
Média geral 100 4 4,1

80



5.2 TESTE DE RECUPERACAO

O teste de recuperacao foi realizado contaminaadartficialmete 3 amostras de
milho e 3 de racdo em duplicata, conforme procedimeéescrito no item 4.1.5. Para este
teste quantidade de subamostra tomada para afalisenor que a tomada para analise das
amostras em geral, somente 0,5 g de cada amostira flontaminados artificialmente com
uma combinacdo de 11 solucdes de trabalho contema mistura de padrdes. Este
procedimento foi devido a disponibilidade e custs gadrdes e gracas a sensiblilidade da
técnica de andlise utilisada, pois o0 método por ELBAM/EM permite a analise a nivel de
ppb mesmo em pequenas quantidades de amostravéls aé contaminacdo (NC) de cada
micotoxina adicionada artificialmente nas amostessim como o limite de deteccdo do
meétodo e os resultados da recuperacdo (média todpadrao) das micotoxinas obtidos,

estdo apresentados na Tabela 9.

De um modo geral os valores obtidos para a recg@ertoram satisfatorios, estando
de acordo com os obtidos anteriormente por Sulkq{a e 2007b). Das 101 micotoxinas
analisadas, 73 apresentaram recuperacao entréZeem milho, enquanto 65 micotoxinas
apresentaram recuperagao nesta faixa percentuagdim. A recuperacao para as fumonisinas
nas amostras de milho variaram entre 744 & 98 + 56, entretanto nas amostras de racao a
recuperacdo foi baixa devido a extracdo incompletaa as aflatoxinas ocorreu o mesmo
(baixa recuparecdo nas amostras de racao) primeepét devido ao efeito matriz. Entre os
hexapeptidios, a bovericina e eniatina B apresamtaecuperacdo abaixo de 70%. Para os
alcaloides de Ergot a recuperacdo foi muito baexatré 30 e 80%)devido a extracédo
incompleta e epimerizagdo em casos como ergopepiidote a diferenca entre inas e ininas)
e outros analitos polares.

Além disso, a recuperacdo para algumas micotoXmasesperadamente abaixo de
70% (tal como gliotoxina, caetoglobosina A andalasina A), o que indica que quaisquer
conclusdes sobre uma determinada matriz ou amgéldadeve ser generalizada. Por exemplo,
a recuperacdo nas amostras de racdo foram ligeitam#eriores em comparagdo com as
amostras de milho para poucas micotoxinas (por pkerfumonisinas, aflatoxinas B2 e G2),
embora a racdo seja considerada uma matriz muite complexa. No entanto, deve ser
ressaltado que os efeitos matriz tém de ser cusdaiente reavaliados para cada analito se o

método é transferido para uma nova matriz.
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Tabela 9: Limite de deteccdo (LOD), nivel de contaminacao (NC) e recuperacdes das micotoxinas em

milho e em racéo.

X NC | LOD |Recuperagdo x x NC | LOD Recuperagéo
Toxina (%)* Toxina (%)*
po/kg |pg/kg | Milho |Ragdo po/kg |pg/kg | Milho | Ragdo
Fumonisinas Tricotecenos
Fumonisina B, (FB;) 504 | 8 | 7845 | 51+3 Desoxinivalenol (DON) 100 | 20 10745 99+2
Fumonisina B, (FB,) 505 | 7 | 76+2 | 53+2 Desoxinivalenol-3-glicosidio 20 15 | 120+11 757
Fumonisina B; (FB3) 50,0 | 4 |98%5 | 74+7 3-Acetildesoxinivalenol 100 | 20 91+5 96+3
Fumonisina B, hidrolisada | 54,9 | 17 | 7445 | 7544 15-Acetildesoxinivalenol 50,4 | 50 104+7 | 116+18
Nivalenol (NIV) 100 | 50 | 110416 | 90+3
Aflatoxinas Deepoxidesoxinivalenol 255 | 15 127 114
|Aflatoxina B, (AFL B,) 25 | 0,8 | 7145 | 7743 Fusarenona X (F-X) 101 | 50 100+8 10145
IAflatoxina G, (AFL G,) 25 | 0,5 | 80+3 | 756 [Toxina HT-2 (HT2) 100 | 20 9916 10414
|Aflatoxina B, (AFL B,) 25 | 0,7 | 83+2 | 6547 [Toxina T-2 (T2) 100 | 20 101+2 98+2
IAflatoxina G, (AFL G,) 25 1 | 87+2 | 69+9 Neosolaniol (NEO) 270| 3 9246 95+4
Monoacetoxiscirpenol 10 2 111416 | 110+13
Ocratoxinas Diacetoxiscirpenol (DAS) 100 1 91+4 98+1
Ocratoxina A (OTA) 20 1 | 8245 | 94+3 \Verrucarol 200 | 180 | 80+17 95+8
Ocratoxina B (OTB) 20 1 | 855 | 9315 \Verrucarin A 10,7 5 95 91
Ocratoxina a (OTa) 11 3 77 84 Roridina A 13,7 1 89 87
[T2-Tetraol 42,7 | 20 76 89
Zearalenona e derivados [T2-Triol 42,7 | 20 79 77
Zearalenona (ZON) 100 | 0,4 | 86+3 | 81+3
Zearalenona-4-sulfato 04 | 03| 86 95
a-Zearalenol (a-ZOL) 20 3 [100+9| 90+6
[B-Zearalenol (B-ZOL) 20 4 | 757 | 69+7  Outras
Zearalenona-4-glicosidio 20 5 [94+19|112+5 Moniliformina (MON) 203,5| 81 87 112
a-Zearalenol-glicosidio 120 | 0,8 |94+11| 9948 lAcido Céjico, 3000 | 160 83+3 64+9
B-Zearalenol-glicosidio 120 | 1 110 99 Emodina 8,5 4 89 65
Brefeldina A 62,5 | 60 95+12 93+7
Hexadepsipeptidios Roquefortina C 625 | 4 6515 61+9
Bovericina (BEA) 10 2 66 86 lAcido gibberelico 854 | 20 102 101
Eniatina A (EA) 0,8 | 0,1 |102+8| 8716 Patulina (PAT) 64,2 | 100 16 22
Eniatina A; (EA;) 0,56 | 0,15 [100+6 | 88+9 Gliotoxina 42,7 | 12 58 12
Eniatina B (EB) 0,53 | 0,3 | 6646 |67+13 Fumitremorgina C 6,4 4 90 79
Eniatina B, (EB,) 1,51 | 0,2 [100+3| 73+2 IAltenueno 8,5 6 89 102
Eniatina B; (EBs3) 0,63 0,04 | 93 87 Alternariol 17,1 2 91 82
IAlternariolmonometileter 85 | 0,1 99 81
Alcaloides do Ergot Esterigmatocistina (SMC) 85 | 0,4 78 84
IAgroclavina 3,4 | 0,2 | 49+7 |60+16 Citrinina (CTN) 25,6 | 30 90 122
Canoclavina 50 | 0,4 | 7944 | 80+7 Citocalasina A 62,5 | 30 18+7 25+8
Festuclavina 50 | 0,15 | 83+2 | 706 Citocalasina B 62,5 | 10 9515 8916
Elimoclavina 50 1 | 4744 [47+11 Citocalasina C 62,5 2 96+11 94+12
Elimoclavina frutosidio 50 4 | 2944 | 3248 Citocalasina D 625 | 4 102+7 92+4
Elimoclavina oxidado 50 3 | 46+3 | 51+9 Citocalasina E 62,5 | 20 95+5 965
Ergina 1,08 | 0,1 | 5744 | 5449 Citocalasina H 62,5 | 30 9815 9615
Ergotamina 1,08 | 0,7 24 37 Citocalasina J 625| 5 95+5 98+6
Diidroergotamina 1,08| 0,5 | 49 43 Mevinolina 42,7 7 109 65
Ergocornina 1,08 1 36 30 lAcido micofendlico 239 | 10 106 103
Ergocorninina 0,692|0,15| 52 62 Paxillina 42,7 | 25 99 66
Ergocristina 1,08 | 0,3 23 33 Penitrem A 128 | 5 133 121
Ergocristinina 0,692| 0,2 59 61 Sulocrina 213 | 4 84 83
a-Ergocriptina 1,08 | 0,2 30 36 [Tentoxina 3,39 | 0,5 148 152
a-Ergocriptinina 0,692| 0,1 67 69 Caetoglobosina A 21,3 9 10 50
Ergometrina 2,17 ] 0,1 90 80 Cetomina 64,0 | 100 18 17
Ergometrinina 0,432| 0,07 | 5845 | 4314 Meleagrin 21,3 2 92 99
Ergosina 1,08 0,13 | 37 31 \Verruculogeno 24,4 | 50 78 86
Ergosinina 0,692| 0,02 | 82 48 Griseofulvina 21,3 | 10 90 90
Diidroergosina 2,17 | 1,2 52 33 IAlameticina-F30 40 3 99 85
Ergovalina 534 1 64 45 [Toxina AAL TA 8416 57+7
Luol oxidado 50 | 0,3 72 75 [Toxina HC 43,5 | 20 87+5 68+4
Lisergol 50 1 | 762 | 6515
Metilsergide 0,70 | 0,4 75 83
Diidrolysergol 50 | 0,2 | 7912 | 6614

* A média e o desvio padrdo foram determinados para cada analito analizando trés amostras em
duplicata e em cada matriz contaminada artificialmente.
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5.3 AVALIACAO DO EFEITO MATRIZ

Andlises quantitativas de extratos brutos por CINHEM podem ser prejudicadas
pela supressdo de sinal devido ao efeito matriz,ig8D a necessidade de avaliar este

parametro para validar o método.

Para a avaliagdo do efeito matriz uma amostra deona@ outra de ragdo foram
contaminadas artificialmente com uma mistura dedesddas 101 micotoxinas em trés niveis
diferentes (NC), assim como o extrato destas aassitn niveis equivalentes (Tabela 10). O
nivel intermediario foi feito em duplicat&oram calculados a regressao linear e o desvio
angular das trés curvas obtidas: do padrdo, dasteasartificialmentecontaminadag dos

extratos artificialmente contaminados conforme diescna parte experimental (item 4.2.2).

A Figural7 compara as trés curas obtidas paralmeda do efeito matriz da kEm
millho e em ragdo. N&o foi observado efeito mapa&a as fumonisinas, a recuperacao
aparente foi melhor que a recuperacao calculaderiamhente, resultando em uma boa
eficiéncia de extracdo para estas toxinas. O mésnubservado para as ocratoxinas. Para a
zearalenona e seus derivados sO foram observadosefda matriz nos derivados
glicosilados, onde o desvio angular da curva deagxicontaminado foi maior que o desvio
angular da curva do padrdo (maiores que 120%). d%ahexapeptidios o efeito da matriz foi

relevante para a amostra de racdo (menores queriagaao para milho.

A Figural8 compara as trés curas obtidas paralagda do efeito matriz da ARB
em millho e em racédo. O efeito da matriz para Egadiinas foi relevante (<70% ou >120%)
resultando em baixa recuparagdo aparente, poisswiod@angular da curva do extrato
contaminado foi menor que o desvio angular da cdovpadréo. Logo, para a correta analise
quantitativa destas toxinas, faz-se necessaridlizagéo de curva padrédo preparada com o

extrato da amostra a fim de reduzir o efeito daimat

Para a maioria dos alcaloides de ergot foi obseregaefeito da matriz, especialmente
entre os que possuem epimeros (note a diferengaiaat e ininas na Tabela 10). Entre os
tricotecenos este efeito foi relevante apenas geasaxinivalenol-3-glicosidio em milho, 3-
acetildesoxinivalenol e verrucarol em racdo. Outn&stoxinas também apesentaram efeito
da matriz (<70% ou >120%), porém, como nédo foi clatka a presenca destas toxinas nas

amostras avaliadas nao se faz necessario umafipgiatimais precisa destas toxinas.
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Tabela 10: Resultados obtidos do calculo do efeito matriz, recuperacdo aparente e eficiéncia de

extracdo nos trés niveis de contaminacao (NC) avaliados.

X NC1 | NC2 | NC3 | Efeito Matriz (%) Recuperagéo Eficiencia de
Toxina Aparente (%) Extragdo (%)
po/kg | po/kg | pa/kg | Milho | Ragdo | Milho [Rac@o | Milho Racéo
Fumonisinas
Fumonisina B, (FB,) 98 197 | 393 93,4 92,3 90,5 96,1 96,9 104
Fumonisina B, (FB,) 99 197 394 93,7 90,9 90,9 85,0 97,0 93,5
Fumonisina B; (FB3) 32 63 127 94,9 85,4 89,9 87,9 94,7 103
Fumonisina B, hidrolisada (HFB,) | 53,6 | 107 214 91,1 88,8 94,3 97,4 103 110
Aflatoxinas
|Aflatoxina B, (AFL B,) 1,71 | 3,41 | 6,93 50,4 59,0 47,2 57,8 93,7 97,9
IAflatoxina G, (AFL G,) 1,74 | 3,48 | 6,96 89,7 115 94,7 56,3 106 48,9
|Aflatoxina B, (AFL B,) 0,43 | 0,85 1,7 61,5 54,2 66,2 55,0 108 102
IAflatoxina G, (AFL G,) 043|085 | 1,7 69,5 47,2 79,4 58,9 114 125
Ocratoxinas
Ocratoxina A (OTA) 5,3 10,6 | 21,3 80,9 84,1 76,7 85,1 94,9 101
Ocratoxina B (OTB) 53 | 10,6 | 21,3 95,8 95,6 102 80,6 108 84,3
Ocratoxina a (OTa) 5,5 11 22 80,7 78,9 70,8 82,8 87,7 105
Zearalenona e derivados
Zearalenona (ZON) 21,8 | 43,5 87 79,6 78,5 84,0 87,4 106 111
Zearalenona-4-sulfato (ZON4S) 0,26 | 0,51 | 1,02 75,4 84,6 69,8 92,1 92,6 109
a-Zearalenol (a-ZOL) 5,3 10,7 | 21,3 102 100 109 119 107 119
[B-Zearalenol (B-ZOL) 53 | 10,7 | 21,3 88,2 78,8 90,8 88,7 103 113
Zearalenona-4-glicosidio (ZON4G)| 17 34 68 122 139 166 174 136 125
a-Zearalenol-glicosidio (a-ZOLG) 53 | 10,7 | 21,3 142 162 185 173 131 107
B-Zearalenol-glicosidio (8-ZOLG) | 5,3 | 10,7 | 21,3 144 136 220 175 153 129
Hexadepsipeptidios
Bovericina (BEA) 2,44 | 4,88 | 9,77 90,7 74,3 94,9 83,4 105 112
Eniatina A (EA) 0,149 | 0,30 | 0,60 88,8 63,3 108 84,1 122 133
Eniatina A; (EA;) 0,922] 1,84 | 3,7 94,8 65,1 101 71,3 106 110
Eniatina B (EB) 0,972 | 1,94 | 3,90 93,3 71,2 98,7 69,8 106 98,1
Eniatina B, (EB,) 2,62 | 524 | 10,5 75,2 69,6 89,6 72,0 119 103
Eniatina B; (EBs3) 2,44 | 4,88 | 9,77 90,3 89,2 101 101 112 113
Alcaloides do Ergot
IAgroclavina 1,7 3,4 6,8 85,1 81,8 90,2 94,7 106 116
Canoclavina 1,7 3,4 6,8 76,9 75,9 74,2 81,8 96,4 108
Festuclavina 1,7 3,4 6,8 84,1 83,,8 86,3 86,9 103 104
Elimoclavina 1,4 2,9 5,8 90,3 84,1 85,5 91,3 94,7 109
Elimoclavina frutosidio 1,8 3,6 7,2 97,1 154 102 68,2 105 44,3
Elimoclavina oxidado 1,7 3,4 | 6,83 104 130 104 117 100 90,2
Ergina 0,54 | 1,08 | 2,17 84,3 103 73,6 123 87,3 119
Ergotamina 0,54 | 1,08 | 2,17 36,0 31,1 38,6 37,9 107 122
Ergocornina 0,54 | 1,08 | 2,17 41,5 26,8 27,6 26,8 66,6 99,9
Ergocorninina 0,35 | 0,69 | 1,38 40,4 52,9 56,8 58,2 141 110
Ergocristina 0,54 | 1,08 | 2,17 18,4 22,9 22,0 32,7 120 143
Ergocristinina 0,35 | 0,70 | 1,38 45,3 58,1 45,3 66,9 100 115
a-Ergocriptina 0,54 | 1,08 | 2,17 35,9 33,4 30,5 21,5 84,9 64,3
a-Ergocriptinina 0,35 | 0,70 | 1,38 43,8 54,7 65,0 70,8 148 129
Ergometrina 1,1 2,2 4,3 83,2 80,8 81,2 83,5 97,6 103
Ergometrinina 0,22 | 0,43 | 0,86 42,0 66,8 74,8 91,7 178 137
Ergosina 0,54 | 1,08 | 2,17 33,5 29,4 32,1 27,9 95,7 94,8
Ergosinina 0,35 | 0,70 | 1,38 58,5 64,1 63,0 42,7 108 66,5
Dihidroergosina 0,11 | 0,22 | 0,43 64,8 48,5 44,7 32,5 69,0 66.9
Dihidroergotamina 0,54 | 1,08 | 2,17 42,8 40,9 44,1 30,5 103 74,6
Luol oxidado 1,7 3,4 6,8 101 110 95,1 111 94,1 101
Dihydrolysergol 1,7 3,4 6,8 94,7 85,9 137 93,9 145 109
Lisergol 1,7 3,4 6,8 89,6 82,2 86,5 94,8 96,5 115
Metilsergide 0,35 | 0,69 | 1,38 73,2 72,2 76,5 73,6 105 102
Ergovalina 0,54 | 1,08 | 2,17 72,0 87,0 91,8 69,9 128 80.3
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Tabela 10: Resultados obtidos do calculo do efeito matriz, recuperacdo aparente e eficiéncia de

extracdo (continuacao).

X NC1 | NC2 | NC3 | Efeito Matriz (%) Recuperagéo Eficiencia de

Toxina Aparente (%) Extragdo (%)
po/kg | po/kg | pa/kg | Milho | Ragdo | Milho [Rac@o | Milho Racéo

Tricotecenos
Desoxinivalenol (DON) 21 43 85 92,8 89,5 98,0 98,8 106 110
Desoxinivalenol-3-glicosidio 53 | 10,6 | 21,3 147 116 228 197 155 170
3-Acetildesoxinivalenol (3AcDON) | 21,6 | 43,1 | 86,2 104 79,0 87,6 77,2 84,3 133
15-Acetildesoxinivalenol 13,4 | 26,9 | 53,78 93,5 101 93,7 96,4 100 95,5
Nivalenol (NIV) 21,6 43 86 101 91,9 81,2 105 80,4 114
Deepoxidesoxinivalenol (DOM-1) 6,8 | 13,6 | 27,2 104 88,1 119 119 114 136
Fusarenona X (F-X) 21,8 | 435 | 87,1 112 101 109 114 97,5 113
[Toxina HT-2 (HT2) 21,8 | 43,5 | 87,1 70,7 82,2 95,3 90,2 145 110
Toxina T-2 (T2) 21,6 | 43,1 | 86,2 91,2 82,0 94,1 93,5 103 114
Neosolaniol (NEO) 13,5 | 27,0 | 54,0 88,9 90,8 101 87,5 114 96,3
Monoacetoxiscirpenol (MAS) 2,67 | 5,34 | 10,6 85,4 73,8 84,7 96,5 99,2 131
Diacetoxiscirpenol (DAS) 21,8 | 43,5 | 87,1 80,6 75,6 88,7 84,4 110 112
\Verrucarol 10,7 | 21,3 | 42,7 82,2 68,5 65,9 92,8 80,2 135
\Verrucarin A 53 | 10,6 | 21,3 94,2 85,5 107 95,1 113 111
Roridina A 6,8 13,7 | 27,3 84,8 72,8 88,8 86,5 105 119
[T2-Tetraol 21,3 | 42,7 | 85,4 93,1 76,0 104 94,7 111 125
[T2-Triol 21,3 | 42,7 | 85,4 76 73,5 123 105 162 142

Outras
Moniliformina (MON) 97 195 | 389 74,5 79,3 111 150 149 190
IAcido Cdjico. 64 128 256 94,8 90,4 99,6 87,0 105 96,2
Emodina 4,3 8,5 17 76,0 62,1 82,0 71,1 108 115
Brefeldina A 12,2 | 24,4 | 48,8 78,9 75,0 111 79,8 141 106
Roquefortina C 12,2 | 24,4 | 48,8 68,5 70,9 68,6 79,9 100 113
IAcido gibberellico 42,7 | 854 | 171 94,7 101 97,8 77,6 103 76,9
Patulina (PAT) 32 64 128 104 85,0 6,9 8,9 6,7 105
Gliotoxina 21,3 | 42,6 | 85,4 83,1 95,7 79,5 13,3 95,7 139
Fumitremorgina C 3,2 6,4 | 12,8 89,0 78,0 90,9 81,8 102 105
|Altenueno 4,3 8,5 17,1 76,5 78,5 75,1 107 98,2 136
Alternariol 8,5 17 34 87,8 91,0 104 89,8 118 98,7
|Alternariolmonometileter 4,3 85 | 17,1 91,0 76,8 106 85,0 117 111
Esterigmatocistina (SMC) 4,3 85 | 17,1 78,2 82,5 61,4 89,6 78,6 109
Citrinina (CTN) 13 26 51 130 147 102 132 78,6 89,9
Citocalasina A 12,2 | 24,4 | 48,8 65,2 77,3 9,2 13,6 14,2 17,6
Citocalasina B 12,2 | 24,4 | 48,8 78,2 88,1 78,3 90,8 100 103
Citocalasina C 12,2 | 24,4 | 48,8 100 85,1 98,7 79,9 98,7 93,9
Citocalasina D 12,2 | 24,4 | 48,8 100 90,9 97,0 100 97,0 110
Citocalasina E 53 | 10,6 | 21,7 81,2 67,8 75,7 63,2 93,2 93,2
Citocalasina H 12,2 | 24,4 | 48,8 82,1 89,7 74,2 104 90,4 116
Citocalasina J 12,2 | 24,4 | 48,8 78,6 84,1 75,9 90,6 96,5 108
Mevinolina 21 42 85 77,8 49,9 86,3 63,0 111 126
lAcido micofendlico 12 24 48 99,3 82,3 94,3 94,3 95,0 115
Paxillina 21 42 85 99,4 56,5 92,4 52,0 92,9 92,1
Penitrem A 6,4 | 12,8 | 25,6 101 93,5 92,3 102 91,4 110
Sulocrin 10,7 | 21,3 | 42,6 75,5 76,7 95,6 81,3 127 106
[Tentoxina 1,7 3,4 6,7 102 111 152 126 149 114
Caetoglobosina A 10,7 | 21,3 | 42,6 73,6 80,0 17,4 47,2 23,6 59,0
Cetomina 32 64 128 85,7 74,7 21,4 20,2 25,0 27,1
Meleagrin 10,7 | 21,3 | 42,7 78,6 79,0 82,9 91,6 105 116
\Verruculogeno 12,2 | 24,4 | 48,8 138 155 113 125 82,0 80,6
Griseofulvina 10,7 | 21,3 | 42,7 81,0 83,1 86,2 93,2 106 112
IAlameticina-F30 4,3 85 | 17,1 95,9 70,8 103 80,8 107 114
[Toxina AAL TA 12,2 | 24,4 | 48,8 86,2 84,4 97,6 93,7 113 111
[Toxina HC 21,8 | 43,5 | 87,1 47,6 31,8 66,6 47,3 140 149
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5.4 CONTAMINACAO COM MICOTOXINAS DAS AMOSTRAS AVALIADAS

As 38 amostras de milho coletadas na recepcaobdiadéassim como as 36 amostras
de racdo para frango foram analisadas por CLAE-BMAE€onforme descrito na Parte
Experimental itens 4.1.2a, 4.1.2b 4.1.3 e 4.1.4pmade se avaliar a contaminagao por
micotoxinas. As Figuras de 16 a 19 representant@satogramas de ions totais nos modos
positivos e negativos de uma amostra de milho &raaturalmente contaminada. Na Tabela
11 encontram-se os resultados da contaminacaoddent@otoxina encontrada nas amostras
avaliadas: a faixa de contaminagdo, a meédia, oi@gmdrdo, a mediana e o niumero de
amostras contaminadas. Como, em alguns casos,vio ¢gegdrdo era maior que a média,
indicando que a dispersdo das amostras € muitdgranmediana foi incluida na tabela pois

esta representa o valor onde se encontra 50% dzstrasn

Todas as amostras de milho e racdo estavam comwidasicom FB FB, e FB. As
médias dos niveis de contamina¢do das amostrag@le foram menores do que em amostras
de milho, devido ao tratamento de peleizacdo odigéa de outros ingredientes além de
milho. Conforme relatado por SORIANO e DRAGACCI @20, SILVA et al. (2007), assim
como RODRIGUEZ-AMAYA e SABINO (2002) em seus com@ias sobre micotoxinas, a
distribuicdo de fumonisinas é generalizada. Contmacam outros graos, a contaminagao por
fumonisina em milho ndo é apenas mais frequentepdambém apresenta esta toxina em
maiores concentracdes. As concentra¢cfes des€pre excederam as concentracdes ge FB
e FB;, seguindo o padrdo geral de contaminacao das fsimas no milho e alimentos a base
de milho (SOLOVEYet al, 1999, SILVAet al 2007).

No presente estudo, as concentracdes devRBaram entre 32,0 e 600040/kg no
milho, com uma média foi de 1156 + 11Q@d/kg, ao passo que esta média de 285 + 291
ng/kg em amostras de ragao para aves. Paga B as concentragdes variaram entre 9,0 a
2450 ug/kg e 7.0 a 82Qug/kg, respectivamente. Embora a média do totaludeohisinas
(FB1+FB;) em amostras de milho encontradas no presentdoe§i670 + 165Qug/kg) seja
inferior ao limite maximo de fumonisinas (FB-B;) recentemente estabelecido pela
Comunidade Europeia (COMISSAO REGULADORA® NL881/2006) para milho n&o
processado (400Q@g/kg), 4 amostras de milho analisadas (10,5%)pdssaram este limite,
atingindo 8.78Qug/kg.
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[ W TIC: from Sample 1 (m45_spikedsample0_117) of 117.wiff (Turbo Spray)
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Figura 19: Cromatograma de ions totais no modo positivo da amostra de milho obtido por CLAE-

EM/EM (ESI).
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[ TIC: from Sample 1 (f42_spikedsample0_117) of 134.wiff (Turbo Spray)
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Figura 21: Cromatograma de ions totais no modo positivo da amostra de racdo obtido por CLAE-

EM/EM (ESI).
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Figura 22: Cromatograma de ions totais no modo negativo da amostra de racao obtido por CLAE-

EM/EM (ESI).
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Além disso, fumonisina Bcompletamente hidrolisada (HBBtambém denominada
como aminopentol (A, foi encontrada em 4 (10,5%) das amostras deomiimbora vérias
fumonisinas tenham sido caracterizadas, a ¢&Beralmente a mais abundante em alimentos
contaminados, excepto quando o milho é tratado qoana a producéo de farinha de milho
para tortilhas, onde a kBidrolisa a AR. O AP, também parece ter as mesmas atividades
promotoras de cancer hepatico que a.FBs efeitos do APsdo contraditorios porque, a
principio, AR é menos potente do que a;F@®mo um inibidor da ceramida sintase in vitro,
no entanto, a APé convertida para um metabdlito ainda mais potghteMPF et al, 1998).

Os resultados obtidos nesta pesquisa com rela@@ug@éncia e faixa de contaminagbes de
FB: e FB em milho sdo comparaveis com os dados relatado®giodos realizados em
outros paises. SYDENHAMLt al (1991) relataram uma incidéncia de fumonisinas/érnos
produtos a base de milho. Verificaram que a médligeas amostras positivas de;F8 de
1048 pg/kg em fuba de milho nos E.U.A., 1B8/kg na Africa do Sul, enquanto
contaminagfes com FEBm milho atingiu 16551g/kg em Gana e 66Qfy/kg na Argentina e

de Honduras. O mesmo ocorreu no Brasil, quandeldservado que todas as amostras de
farinha de milho do Estado de S&o Paulo foram ipositpara FB1 e FB2 com valores
médios de 2100 e 70Qg/kg, respectivamente (BITTENCOURT al, 2005). HIROOKAet

al. (1996) investigaram grandes regifes produtorasilif® no Brasil e também encontraram
niveis altos de fumonisinas. Quase todas as arsdstram positivas para FBs. No que diz
respeito a ocorréncia kBapenas 16,7% das amostras apresentaram contamieac nivel
inferior a 2500ug/kg, enquanto que na maioria das amostras (66®8%)jxa de concentracéo
de FB variou entre 2501 e 750(Ag/kg e 16,7% das amostras analisadas apresentaram
concentracdo de RBsuperior a 7.50Qug/kg. Em contraste, existem poucos dados sobre a
contaminagdo de racdo. A média da contaminacadupwnisinas totais (FB1+FB2) foi de
387,1 £ 42,5ug/kg atingindo o méximo de 1578g/kg. Os resultados observados nesta
pesquisa, no que se refere a contaminagcdo com fsimasy sugerem a urgente necessidade

de uma regulamentacéo para fumonisinas no Brasmig#moe ou em milho e racéo.

Considerando os limites maximos estabelecidos asiBiou mesmo pela CE para as
aflatoxinas, estas toxinas foram detectadas emisniv@ito baixos e em apenas quatro
amostras (10%). O valor maximo encontrado paraA¥Bmilho foi de 2,3Qug/kg e média
foi 0,52 + 0,38ug/kg. AFB; foi encontrada apenas em uma amostra de milh6 (Q&g) e

em cinco amostras de racdo com média de 0,61 * |0g28&). A legislacdo brasileira

90



estabelece limites maximos apenas para aflatoxtitass (B+B,+G;+Gy), sendo o limite
maximo permitido para milho e produtos de milho 2 pg/kg e de 50 ug/kg para
ingredientes de racao animal (BRASIL, 1988, 1920@2), enquanto a CE estabelece limites
maximos de AFB em milho ndo processado depg/kg e para AFLs totais de 1Qg/kg
(COMISSAO REGULADORA N 1881/2006). Como pode ser observado em trabalhos
brasileiros sobre milho e alimentos a base de m#dhacidéncia de aflatoxina foi baixa e os
niveis mais elevados de contaminacdo foram enawgrano Nordeste (RODRIGUEZ-
AMAYA e SABINO, 2002; SALAY e MERCADANTE, 2002).

Os tricotecenos DON e NIV também foram detectagosém em apenas 2,6% e
10,5% das amostras e em concentracdes abaixo pdg/B§ e 116 pg/kg, respectivamente,
considerando-se os limites estabelecidos pela Endimo de 1750ug/kg para DON e 200
ug/kg para NIV. BISELLI e HUMMERT (2005) analisardd©N e toxinas de T-2 em milho
e acharam uma média de 140 e Qu@g/kg e nivel maximo de 1950 e 8g/kg,

respectivamente.

Com relacdo a outras toxinas @esarium a concentracdo média observada de
zearalenona (ZON) foi de 9,8Qug/kg, assim ndo excedeu a norma (COMISSAO
REGULADORA N’ 1881/2006) que fixa a concentragdo maxima paeanaitotoxina de 80
pg/kg para racdo. Seis amostras de milho (15,8%y&st contaminadas com moniliformina,
a concentracdo maxima foi de 17udg’kg. MILANEZ et al (2006) encontraram uma entre
seis amostras de milho contaminada com toxinas ¢1T2 nas concentracfes de 555 e 767
ng/g, respectivamente; NIV e DON foram detectadassemente uma amostra de fuba pré-
cozido entre as 11 amostras analisadas em valanes the LOD (166 ng/g para NIV e 167

ng/g para DON) e DAS néo foi detectada em nenhuntsta.

Entre as micotoxinas com maior frequéncia nas aamsivaliadas também observou-
se bovericina (BEA) que foi encontrada em 34 amaesie milho (89,5%) com uma média de
22,3 = 29,1ug/kg e um maximo de 158g/kg, e em 33 amostras de racao (91,7%) em
concentracdes que variaram do menor nivel encantmati7 ug/kg (média de 4,55 + 3,52
pg/kg). As concentracdes das eniatinas nas ama$trasilho alcancaram 0,48/kg, 0,23
ug/kg, 4,95 pg/kg e 1,25 g/kg para eniatina A, Ak B1, respectivamente. Este é o primeiro
estudo que detecta hexadepsipeptidio em milholerasiUHLIG et al. (2006) identificaram
este grupo de substancias como um dos mais citos»@m células de PK-15 obidos de

extratos dé-. avenaceunem cultura de arroz.
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Tabela 11: Resultados da contaminacdo de micotoxinas nas amostras de milho e de racdo de aves: faixa de contaminacdo, média e nimero de amostras

contaminadas (percentual entre paréntesis).

MILHO RACAO
Faixa de Média e desvio Mediana Numero de Faixa de Média e desvio Mediana Numero de
Toxinas contaminagéo padréo (Mg/kg) ° amostras contaminagéo padréo (ug/kg) ° amostras
(ug/kg) 2 (ug/kg) b positivas (%, ) (pg/kg) * (ng/kg) ° positivas ( %)

Fumonisinas

Fumonisina B, (FBy) 31,8-60180  11564+1107 946 38(100) | 498-1117.2 585542914 185 36 (100)

Fumonisina B, (FBy) 8,9 -2458,8 514 + 526 427 38 (100) 134-4272 191 9+1295 54 36 (100)

Fumonisina Bs (FBs) 7,0-821,9 161 + 152 140 38 (100) 4,5-1417 36,8 + 35,6 27 36 (100)

35,3 - 4000 57,7 - 15781
Fumonisina total (FB,+FB;) 1271 + 956 1573 34 (89,5) 387,1+425 ™ 36 (100)
4001 - 87775 161 + 152 4 (10,5)

Fumonisin B, hidrolisada (HBFy| 19— 1689 5053 + 2541 8,5 4(10,5) nd nd nd nd
Aflatoxinas

Aflatoxina B, (AFL B,) nd -2,31 0,52 +0,38 0,4 4 (10,5) nd nd nd nd

Aflatoxina G, (AFL G,) nd-1,83 1,16 +1,01 nd 1(2,6) nd-1,43 0,61 +0,28 0,5 5 (13,9)
Tricotecenos

Desoxinivalenol (DON) nd - 30,2 10,5 +3,3 nd 1(2,6) nd - 20,5 10,3+1,75 nd 1(2,8)

Nivalenol (NIV) nd-116,3 30,4 + 16,8 25,5 4 (10,5) nd - 67,43 31,7 £14,11 25,5 6 (16,7)
Zearalenona

Zearalenone (ZON) nd - 9,83 1,42 +2,68 9.8 9 (23,7) nd - 6,49 0,95 + 1,41 0.2 13 (36,1)
Hexadepsipeptidios

Bovericina (BEA) nd -157.8 22,3+291 11,3 34 (89,5) nd 16,7 4,55 + 3,52 3,6 33(91,7)

Eniatina A (EA) nd 0,13 0,05 + 0,01 nd 1(2,6) nd 0,72 0,12, + 0,14 nd 6 (16,7)

Eniatina A; (EA,) nd-0,23 0,09 + 0,04 0,8 6 (15,8) nd nd 0.1 nd

Eniatina B (EB) nd - 4,95 0,62 +1,01 0,2 12 (31,6) nd - 4,66 0,60+ 1,15 0.2 8 (22,2)

Eniatina B: (EB). nd-1,25 0,22 0,29 0,1 8 (21,1) nd 2,76 0,33+ 0,61 01 7 (22,2)
Outras

Agroclavina nd-7,24 1,16 +1,01 nd 1(2,6) nd nd nd nd

Moniliformina (MON) nd-1715 54,2 + 34,1 41 6 (15,8) nd-119,4 42,7 +13,2 41 1(2,8)

a) nd = ndo detectado. b) As médias foram computadas considerando que as amostras nd continham metade do LOD.



Os hexadepsipeptidios ciclicos, bovericina (BEA)eeiatinas, sdo metabdlitos
secundarios dé€usariumque sdo frequentemente menos investigados atohevérétodos
rotineiros. A bovericina é toxica para varias aa@tu de células de vertebrados e
invertebrados, induzindo apoptose, e € conhecidagrouma molécula formadora de poros
em membranas biolégicas (LEMMENS-GRUBERal, 2000). Eniatinas sdo conhecidas por
sua fitotoxicidade e atividade de antimicrobianacéhtemente, BEA exibiu fitotoxicidade
em protoplastos de tomate - conduzindo a morterdmgastos e diminuindo o nivel de
ascorbato (CHELKOWSKEt al, 2007). A Figura 23 apresenta o padréo de fratpgéo

espectral de algumas eniatinas encontradas.

Y

Y

Y.

Eniatina R R, R, A B C D E M*
B iPr CH; CH; 86* 196* 296* 409 538 639
B, sBu CHg CH; 100 210 310 423 552 653
B, iPr H CH; 72 182 282 395 524 625
Bs iPr H H 72 182 282 395 510 -
B. iBu CH; CH; 100 210 310 423 552 653

*presentes também nos espectros das eniatinas B,, B, B; € B,

Figura 23: Padrdo de fragmentacdo espectral de massas para Eniatinas B, B,, B,, B; e B, (Visconti et
al., 1992).

Apesar da quantidade relativamente baixa de agtoald7,20ug/kg) encontrada em
uma amostra de milho, este é o primeiro relato umal gma amostra de milho apresentou
contaminagdo por este alcaloide de Ergot. A agvow@amodifica a memoria espacial em
ratos prejudicando a reproducao de reflexos dega@@® condicionado no teste Morris de
agua. Este alcaloide modula a atividade de sermomisistemas noradrenérgicos do cérebro
agindo como antagonista e agonista parcial de t@e=pde serotonina do tipo 2A (receptores

5-HT,a) e como antagonista-adrenoceptor (BOBKOV At al, 2002). A Figura 24 mostra o
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cromatograma de ions totais no modo positivo dastnam@ontaminada por agroclavina, 0s
sinais referentes as transicbes de quantificacd®9,¥2183,2) e de confirmacgéo
(239,1-208,2), assim como 0s respectovios ions. Além ddstdoide de ergot, a amostra
também apresentou contaminacao poy, FB,, FBs;, KA, AFB; e BEA, corroborando para a
importancia da avaliagdo de uma analise multiamolitfelizmente, ha somente um ndamero
limitado de pesquisas relativas a analise de miauds deFusariumalém de fumonisinas em
misturas de racdo para frangos, mas elas mostraranetnte que este tipo de alimento

deveria receber maior preocupacao do ponto de mistatoxicoldgico.
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Figura 24: (A) Cromatograma de ions totais no modo positivo da amostra M 18 obtido por CLAE-
EM/EM (ESI). (B) O sinal da agroclavina referente a transicdo de quantificacdo (239,1—183,2) e (C)
de confirmacéo (239,1—208,2). (D) Esquema de fragmentag&o da agroclavina.
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A Tabela 12 mostra a média dos niveis de micotexereontrados nas amostras de
milho coletadas durante o processamento do milHdbréca de racdo avicola e 0 nimero de
amostras contaminadas. No total, foram analisadage ramostras de cada etapa do
processamento. Na analise de variancia ANOVA dsultados das micotoxinas que
contaminavam 100% das amostras (FB1, FB2, FB3 e)BEAhuma diferenca significativa a
um nivel de 95% de confianca foi observada entiguatro etapas do processamento (Tabela
13). Apenas nas amostras de descarte foram deiectzl niveis de contaminagcdo mais
elevados para todas as toxinas. A etapa de limperaportante para remover e descartar o
milho quebrado e danificado, onde foram encontradosaiores niveis de contaminagéo. A
contaminagédo com fumonisinag, B, e B; ocorreu em 100% das amostras, com prevaléncia
de FB sendo distribuidos igualmente em todas as faseantdetectadas outras micotoxinas
em baixos niveis como ARBAFG,;, AFG,, BEA, EA, EB e EB. O &cido cojico foi
detectado em apenas uma amostra da etapa 3 (depsesar e antes da 22 limpeza) e em trés
amostras do produto de descarte em concentracOrisnps do limite de deteccdo (LOD).
Apesar de nenhum efeito adverso do acido cojico){(KAnivel toleravel estabelecido em
frangos foi de 146 mg/kg e o NOAEL (nenhum nivelefigito adverso observado) do acido
cojico para tumor de tiroide foi estabelecido emblfmg/kg/dia em ratos e camundongos
(BURDOCK et al, 2001). TAKIZAWA et al (2004) demonstraram fortes evidéncias para
um comportamento promotor de tumor a uma conceidrae 2% KA (20.000 mg/kg) na
dieta de ratos. Nesta concentracdo o KA pode sasiderado como um agente
hepatocarcinogénico fraco. As micotoxinas HFBFB, s6 foram encontradas em uma
amostra, enquanto canoclavina em 3 das 9 amosirpasoduto para descarte e MON em 8
das 9 amostras do produto para descarte.

A Figura 25 mostra o cromatograma de ions totaimmodo positivo de uma amostra
contaminada por canoclavina, os sinais referentss transicbes de quantificacdo
(239,1-183,2) e de confirmacao (239,R08,2), assim como o0 esquema de fragmentacao de
um dos ions formados. Além deste alcaloide de gergoamostra também apresentou
contaminagédo por RB FB,, FBs;, HFB;, KA, AFB;, ENB e BEA, corroborando para a

importancia da avaliacdo de uma analise multiamolit
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B 7ic: from Sample 1 (M_15) of M_15a.wiff (Turbo Spray)
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Figura 25: (A) Cromatograma de ions totais no modo positivo da amostra M 18 obtido por CLAE-
EM/EM (ESI). (B) O sinal da agroclavina referente a transicdo de quantificacdo (239,1—183,2) e (C)
de confirmacéo (239,1—208,2). (D) Esquema de fragmentag&o da agroclavina.
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Tabela 12: Média da contaminagdo com micotoxinas encontradas em amostras de milho coletadas
durante o processamento na fabrica de racao avicola.

Média das micotoxinas em amostras de milho (ug/kg) ab

Antes da 1* | Depois da 1° Depois da Depois da Descarte da
limpeza e | limpeza e antes |secagem e antes|secagem e da| primeira limpeza
Toxina secagem da secagem da 2% limpeza 2% limpeza
Fumonisinas ‘ ‘ ‘ ‘
‘Fumonisina B1 (FBy) | 1460 © | 1520 ° | 1290 | 1440 ° ‘ 18600°
‘Fumonisina B2 (FB2) | 620 ¢ | 620 ° | 550 ° | 590 ° ‘ 7500 ©
‘Fumonisina Bs (FB3) ‘ 220 ‘ 210° ‘ 200 ° ‘ 210° ‘ 2000 °
Fumonisina B ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
hidrolisada (HFB1) nd nd nd nd
Aflatoxinas | | | | ‘
}Aflatoxina B1 (AFL By) ‘ 0,80 (3/9) ‘ 0,90 (2/9) ‘ nd ‘ 0,60 (3/9) ‘ 2,00 (4/9)
0,50
‘Aﬂatoxina B, (AFL By) ‘ ‘ nd ‘ nd ‘ nd ‘ (2/9)
}Aflatoxina G (AFL G1) | 0,30 (1/9) | nd | nd | nd ‘ 0,30 (1/9)
}Aflatoxina G2 (AFL Gy) ‘ nd ‘ 0,60 (1/9) ‘ nd ‘ nd ‘ 1,90°
Hexadepsipeptidios ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
‘Bovericina (BEA) | | 13,7°¢ | 14,0 ¢ | 19,0 ¢ ‘ 120°
‘Eniatina A1 (EA) | nd | 0,10 (2/9) | 0,10 (1/9) | nd ‘ 0,11 (2/9)
‘Eniatina B (EB) ‘ 0,22 (1/9) ‘ 0,71 (4/9) ‘ 0,54 (4/9) ‘ 0,42 (4/9) ‘ 0,74 (4/9)
‘Eniatina B1 (EB1) ‘ 0,12 (1/9) ‘ 0,29 (2/9) ‘ 0,24 (3/9) ‘ 0,12 (1/9) ‘ 0,31 (3/9)
Outras | | | | ‘
}Acido Céjico | nd | nd | 97,0 (1/9) | nd ‘ 130,0 (3/9)
‘Canoclavina ‘ nd ‘ nd ‘ nd ‘ nd ‘ 1,40 (3/9)
Moniliformina (MON) nd nd nd nd 210,0 (8/9)

a) nd = ndo detectado; b) As médias foram computadas considerando que as amostras nd continham
metade do LOD. O nimero de amostras contaminadas é dado entre parénteses. c) todas as amostras
contaminadas do total de 9 analisadas.

Tabela 13: Resultado da analise da variancia ANOVA das micotoxinas fumonisinas e bovericina nas
quatro etapas do processamento do milho.

Micotoxina F calculado valor-P
FB1 1,313 0,287
FB2 0,491 0,691
FB3 1,021 0,396
BEA 1,100 0,363

a = 0,05; F critico = 2,901
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6. CONCLUSOES
Os resultados obtidos nesta pesquisa permitirarcidoque:

Todas as amostras de milho e ragcédo analisadasestantaminadgsor fumonisinas,
as médias da contaminagdo nas amostras de mitm el 156 + 1127ug/kg para FB, 514
+ 526 ug/kg para FB, 161 + 152ug/kg para FB;, enquanto nas amostras de ragao foram mais
baixas de 285,2 + 2914y/kg; 101,9 + 129,ug/kg e 36,8 + 35,pg/kg para FB, FB, e FB
respectivamenteCom relacdo a contaminacdo por HFRO0,5% das amostras de milho
apresentaram comtaminacdo meédid0®3 + 2541ug/kg, enquanto as amostras de ra¢do nao
apresentaram contaminacdo. Algumas amostras eapedes niveis maximos estabelecidos
pela CE. Isto leva a um aumermte risco a saude do consumidor catacao a micotoxinas e
enfatiza a urgéncia de estabelecer programas déaramento regular para micotoxinas em
graos em paises em desenvolvimento.résiltados indicam a necessidade urgente de um

regulamento para fumonisinas no Brasil.

Com relacdo a contaminacdo por aflatoxinas e &o@vios o percentual de
contaminacéo foi baixo (2,5 a 10,5%) e as méda@sdm proximas ao LOD do método. Para
ZON as meédias foram de42 + 2,68ug/kg com 23.7% de amostras de molho contaminadas e

0,95 + 1,41ug/kg de 36,1% das amostras de racao.

Este é o primeiro relato da contaminacao por agvath, canoclavina, eniatina A, Al,
B, bovericina ecido céjicoem amostras de milho e ragdo para frangos nolBEasbora o
teor destas micotoxinas em milho tenha sido baxomaioria das amostras estava
contaminada com mais de uma micotoxina analisadde Estudo sugere que mais
investigacdes sdo necessarias, pois esta pesqbigasomente dois anos, e a ocorréncia pode
mudar de ano a ano sugerindo que o monitoramertoofude micotoxina no Brasil é

justificado.

N&o foi observada diferenca significativa com réta@ quantidade de micotoxinas
entre as etapas de limpeza por peineracacseaem no processamento do milho na fabrica
de racdo. Porém, como o produto de descarte daipgiliimpeza apresentou maiores niveis
de contaminacdo em todas as micotoxinas avaliatds, etapa mostrou-se importante no

processamento.

Considerando o amplo espectro de micotoxinas alasjade um modo geral a

recuperacéo foi satisfatoria para a maioria dastoiinas, assim como o efeito da matriz ndo
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foi relevante para a maioria delas. Portanto, cdetle CLAE-EMEM usado neste estudo
constituiu uma alternativa para as técnicas coneeais de analise de micotoxinas. O uso de
CLAE-EM/EM permitiu a deteccdo de um amplo esped&anicotoxinas, boa sensibilidade,
rapidez e aplicabilidade em matrizes complexas comtioo e racdo a base de milho. Desta
forma, podera ser aplicado entdo como método iatin@ra tipos diferentes de alimentos
como também teste de producado de alimentos desde pcuperacao e o efeito matriz sejam

avaliados e o método validado para cada matriz.

Das 101 micotoxinas analisadas foram detectadasagtificadas nas amostras 20
micotoxinas: FB, FB,, FBs, HFB;, AFB1, AFB,, AFG,;, AFG,, DON, NIV, ZON, BEA, EA,
EA;, EB, EB, MON, KA, agroclanina e canoclavina. A coocorrénde micotoxinas em
muitas amostras mostra a importancia do desenvehtimde um método cujo espectro de
micotoxinas seja 0 mais amplo possivel, pois, tamofungo pode produzir mais de uma

micotoxina quanto a amostra pode estar contamipadeanais de um fungo.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
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Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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