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RESUMO

Tricotecenos s&o micotoxinas produzidas por diferentes espéciesde Fusarium. Estas micotoxinasformam
um grupo de cercade mais de cem compostos caracterizados pela presenca em suas estruturas do mesmo
sistemade anéistetraciclicos cirpenol. Alguns del es sdo contaminantes naturais em trigo e milho, como o
desoxinivalenol (DON), o nivalenol (N1V), atoxinaT-2 (T2), o diacetoxiscirpenol (DAS) eatoxinaHT-2
(HT2). No presentetrabalho foram avaliados e otimi zados sistemas de limpeza, extracdo e derivagdo para
determinac8o simultdnea de DON, NIV, DAS, HT2 e T2 em amostras de milho e seus produtos por
cromatografia a gés associada a espectrometria de massas (CG/EM). A extragdo com acetonitrila:dgua
(84:16) seguida de limpeza com coluna MycoSep 227 apresentou os melhores resultados para as cinco
toxinas estudadas. A derivacdo com anidrido trifluoroacético / bicarbonato de sodio mostrou-se melhor
tanto para a detecgdo como para quantificagdo dos tricotecenos estudados por CG/EM. As recuperagdes
obtidasvariaram de83,3a113,3% paraDON, 84,6 a114,5% paraNIV, 52,1 2122, 7% paraDAS, 71,1 a95,9%
paraT2ede81,8a155,4% paraHT2. Oslimitesde deteccdo variaram de 20 a50 ng/g paraDON, de 10240
ng/g para NIV, de 30 a 120 ng/g para DAS, de 20 a 100 ng/g para T2 e de 20 a 50 ng/g para HT2. A
repetitividade do método mostrou desvios padréo relativosvariando de4,5a18,1 paraDON, 2,9 a15,4 para
NIV, 3,4a48,1paraDAS, 3,1al4,4paraHT2ede6,4a47,3paraT2.

Palavras-Chave. tricotecenos, micotoxinas, milho, cromatografiaagas, espectrometriade massas.

ABSTRACT

Trichothecenes are the mycotoxins produced by different Fusarium species. Some of them, such as
deoxynivalenol (DON), nivalenol (N1V), diacetoxiscyrpenol (DAS), toxinsT-2 (T2) and HT-2 (HT2), are
natural contaminants of wheat and corn. Extraction, clean-up and derivatization stepswere eval uated and
optimized for simultaneous determination of DON, NIV, DAS, HT2 and T2 in corn and corn products
samples by gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS). Extraction with acetonitrile: water (84:16)
followed by clean-up through MycoSep 227 column presented the best resultsfor the five toxins analysed.
Trifluoroacetic anhydride/ sodium bicarbonate derivatization showed better detection and quantification
for the trichothecenes studied by GC/MS. The recoveries ranged from 83.3 to 113.3% for DON, 84.6 to
114.5%for NIV, 52.1t0 122.7%for DAS, 71.1t0 95.9% for T2 and from 81.8to 155.4% for HT2. Thedetection
limitsranged from 20to 50 ng/g for DON, from 10to 40 ng/g for N1V, from 30to 120 ng/g for DAS, from 20
to 100 ng/g for T2 and from 20 to 50 ng/g for HT2. The repeatability of the method had relative standard
deviationsranging from4.5t0 18.1for DON, 2.5t0 15.4for NIV, 3.4t048.1for DAS, 3.1to 14.4for HT2 and
from6.4t047.3for T2.
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INTRODUCAO

Tricotecenos sdo micotoxinas de ampla ocorréncia em
cereais. | solados e caracterizados como contaminantes naturais
em trigo e milho est&o o desoxinivalenol (DON), o nivalenol
(NIV), odiacetoxiscirpenol (DAS) eastoxinasT-2 (T2) eHT-2
(HT2). Todos produzidos exclusivamente por espécies de
Fusarium?. Dentre todos, o DON é o de maior ocorrénciaem
alimentos e ragfes animais e também o0 menos toxico®. Os
tricotecenos apresentam efeitostdxicostaiscomo vomito, angina
necrdtica, diarréia, anorexia®>®. Ainda, apresencadetoxinaT?2
em gréos esta relacionada a doenca humana chamada Aleucia
ToxicaAlimentar (ATA).

O milho € um dos substratos mais susceptiveis a este
tipo de contaminacéo, porém os dados sdo ainda escassos sobre
aocorrénciadetricotecenosem milho brasileiro.

A deteccéo e adeterminacdo destas micotoxinas deve ser
realizada por métodos sensiveis e especificos, pois além de
ocorrerem em niveisde ng/g (ppb), constituem também um grupo
de estruturas muito semel hantes exigindo métodos que além de
as separar, também confirme suas identidades. Inicialmente foi
utilizadaacromatografiaem camadadel gadaauxiliadapor agentes
reveladores’. A cromatografialiquida de ataeficiéncia (CLAE)
vem sendo usada para tricotecenos do grupo B, os quais
apresentam uma pequena absor¢do no ultravioleta. Ja para
tricotecenos do grupo A, técnicas de derivacéo tem sido
empregadas para determina-los por CLAEY, bem como por
cromatografiaagas (CG). Atuamente CG édastécnicasamais
utilizadas principa mente acoplada & espectrometria de massas
(EM).A CG devido asuacapacidade superior deresoluggo, permite
a separagdo e a determinacdo simulténea dos tricotecenos dos
gruposA e B. Entretanto estatécnicarequer, em geral, etapas de
limpeza mais trabalhosas, envolvendo freqlientemente particéo
em conjunto com colunas de extrag@o em fase sdlida.

Ossistemas de extrag8o detricotecenos utilizam misturas
de solventes polares, como acetonitrila e metanol, misturados
com agua. No processo de clarificagdo, um dos precipitantes
mais utilizados é o sulfato deaménio e seaamostrafor gordurosa
faz-se uma etapa extra de desengorduramento seja com hexano
ou isoctano por exemplo. Para limpeza sdo muito utilizadas
colunas de extracéo em fase solida e os adsorventes utilizados
S50 0s mais variados, como carvéo ativo, Celite, alumina e
Florisi|®81,

O processo de derivagdo se faz necess&rio quando se
utiliza a CG, pois reduz a polaridade de grupamentos livres,
aumentaavolatilidade, introduz grupos que tornam o composto
adequado parao sistemade deteccdo e, além detudo, possibilita
a separacdo de substancias muito semelhantes entre si no seu
estado natural. Para os tricotecenos as derivagdes mais usuais
sdo asililagdo, afluoroacetilacéo e afluoroal quilacao®s’.

Nestetrabal ho foram avaliados e otimizados sistemas de
extracdo, limpezae derivagdo paradeterminacdo simultaneade
DON, NIV, DAS, HT2 e T2 utilizando cromatografia a gas
associadaa espectrometriade massas. A metodol ogiaotimizada
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foi avaliada intralaboratorialmente através da verificacéo da
recuperacdo, repetitividade e limite de deteccdo para os
tricotecenos estudados em milho e produtos de milho.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Amostrasde milho e produtosdemilho, entreelesfarinha
de milho, canjica, fuba, sémola, quirera, milho verde em latae
flocos de milho, provenientes do estado de S&o Paulo, foram
moidas até 16 mesh, embaladas em sacos plasticos duplos e
armazenadas em congel ador a-18°C até o momento daandlise.

Padroes

Foram preparadas solugdes estoque ao redor de 100ug/ml
de desoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV) (SIGMA) em
acetonitrila, e de diacetoxiscirpenol (DAS), toxinasT-2 (T2) e
HT-2 (HT2) (SIGMA) em metanol, e solucdes de trabalho em
cerca de 10 ug/mL, todas acondicionadas em frascos bem
fechados, protegidos daluz e armazenados a-18°C.

Padrdes internos

Solucdes de alfa-cloralose 80 ug/mL (SIGMA) em
metanol e de éster metilico do &cido araquidico (Poly Science)
100 pg/mL em hexano, foram preparadas e acondicionadas em
frasco &mbar a-18°C.

Solventes e Reagentes

Trimetilclorosilano, n-trimetilsililimidazol, anidrido
trifluoroacético, 4-dimetil aminopiridina, imidazol (SIGMA) e
anidrido pentafluoropropidnico (Pierce). Colunas de extragdo
em fase solidaMycoSep 225 e 227 (Romer Labs).

Cromatdégrafo a gas com espectrometro de massas

Equipamento modelo GCQ (Finnigan MAT) com ion
trap operando com impacto de elétrons (70 eV). Processador
dedadosXcalibur 1.1. Colunacapilar Rtx-5M S (5% difenil-95%
dimetil polisiloxano) com 30m de comprimento, 0,25mm de
didmetro interno e 0,25 um de espessura de fase estacionéria
(Restek). Temperaturado injetor: 260°C. Programacdo do forno:
80°C/0,20 min, 22°C/min, 205°C/0,25min, 2°C/min até270°C, fluxo
constante, velocidade 40,0 cm/s.

Condigdesfixadas: modo full scan (cromatogramacom
osionstotais-TIC) e cromatogramado ion reconstituido (RIC).
Temperaturadafonte deions: 200°C edalinhadetransferéncia:
275°C. Volume de injecdo: 1 uL, modo de injecdo splitless e
tempo desplitless 1 min.

Avaliacao de sistemas de derivacao

Foram testados trés tipos de derivacéo: sililagdo com
trimetilsililmidazol (TMSI), fluoracetilagdo com anidrido
trifluoroacético (TFAA) e com anidrido pentafluoropropionico
(PFPA).
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Derivacao com trimetilsililimidazol (TMSI): de acordo com
Tanaka et al.%, foram adicionados 200 uL da mistura de n-
trimetilsililimidazol (TMSI), trimetilclorosilano e acetato de
etila(1:0,2:9). Ap6s 20 min em temperaturaambiente (cercade
25°C), adicionou-se 2800 ul de acetato de etila, amistura. Apos
homogeneizac&o realizou-seinje¢do de 1 uL no cromatografo.
Derivacdo com anidrido pentafluoropropiénico (PFPA): deacordo
com Solfrizzo (1997) (comunicaco pessoa ) foi adicionado 1 mL
de benzeno ao residuo, homogeneizado e a mistura evaporada
sob fluxo de nitrogénio. Ao residuo foram adicionados 500 uL da
misturatol uenc-acetonitrila(85+15, v/v) contendoimidazol 0,4 M,
seguido de 100 pL de PFPA. As solugdes foram misturadas e
derivadas por 1h a 60°C. Em seguida a solugdo foi resfriada até
cercade25°C eforam adicionados 500 uL dehexano. A faseorgéanica
foi lavadacom solugdo de bicarbonato de sodio 5% e em seguida
com &gua. A fase aquosafoi removida e afase organicasecacom
sulfato de sddio anidro. A fase organicafoi transferida para outro
frasco seco e 1 uL destafasefoi injetado no cromatdgrafo.
Derivacao com anidrido trifluoroacético (TFAA): paraeste
sistema de derivagdo foram testadas duas bases, bicarbonato
de sédio e dimetil amino piridina.

Reacdo em presenca de 4-dimetil aminopiridina (DMPA): foram
adicionados 1mL de solucdo de DMPA, 1,5 mg/mL da mistura
tolueno: acetonitrila (95+5, v/v) e200 uL de TFAA. A derivacdo
sedeu a60°C por 30min. Apdsatingir temperaturaambiente, foi
adicionado 1mL de solugdo de KH,PO, 5%. O frasco fechado foi
homogeneizado. Apds a separacdo das camadas, a camada
superior foi transferida para um segundo frasco contendo 1mL
deKH,PO, 5%. Apds novaagitagdo, afase superior foi transferida
parafrasco limpo efoi injetado 1uL no cromatografo.

Reacdo em presenga de bicarbonato de s6dio: de acordo com
Schwadorf e Muller? e Schollenberger et al.2°foi adicionado 1
mL de metanol, com breve sonificag8o, paragarantir auséncia
deumidade, e evaporado a40°C. Ao residuo foram adicionados
200 uL de TFAA e cercade 20mg de bicarbonato de sodio. O
frasco foi fechado, agitado e levado a 80°C por 30 min. Apds
estaetapa, ofrascofoi aberto e evaporado até secura. Ao residuo
foram adicionados 100 uL de tolueno e em seguida foram
acrescentados 400 uL de &gua. ApOs leve agitacéo, a fase
superior de tolueno foi transferida para outro frasco e foram
adicionados cerca de 5-10mg de sulfato de sodio anidro. Apds
cerca de 15 min, a fase de tolueno foi transferida para outro
frasco seco e 1ul foi injetado no cromatografo.

Avaliagdo de padréo interno

Foram testados o éster metilico do acido araquidico,
utilizado por Furlong e Vaente Soares® e Oliveira®?, e afa
cloralose, recomendado por Solfrizzo (1997) (comunicagdo
pessoal), Langseth e Rundberget” e Schothorst e Jekel ™.

Avaliacéo de sistema de extracao e limpeza

Teste do sistema de extraco e limpeza de Oliveira e Valente
Soarest utilizando coluna MycoSep 225: extracdo de 50g de

amostrafoi executadacom 270mL demetanol e 30 mL decloreto
de potassio 4% aquoso, por 5 min em liquidificador. Do extrato
filtrado foi tomadaumaaliquotade 150 mL paraclarificacdo com
sulfato de amdnio 30% aquoso. Apodsclarificacdo efiltracgo foi

tomadaoutraaliquotade 150 mL aqual foi transferidaparaum
funil de separacéo ja contendo 150 mL de &guadestilada. Duas
particdes com 15 mL dediclorometano foram realizadas. Asfases
organicas foram reunidas e dai foram retirados 15 mL, que foi

levado asecuraa50°C sob corrente de nitrogénio. O residuo foi

levado aumasegundaetapade limpezaem umacolunaMycoSep
225. O residuo seco foi redissolvido em 8 mL da mistura
acetonitrila:dgua (84:16,v/v) e aplicado na coluna. Foram
coletados4mL do eluato e evaporadosa80°C. O extrato secofoi

submetido a derivagéo.

Teste do sistema de extracéo e limpeza usando coluna MycoSep
225: a 259 da amostra triturada e homogeneizada foram
adicionados 100mL damisturade acetonitrila/agua (84+16, v/v)
e colocados em agitacdo em liquidificador por 5 min. Apds
decantacdo damisturafoi colhidaumaaliquotade cercade 6-8 mL

para um tubo de vidro. A coluna MycoSep foi inserida como um
émbolo neste tubo. Umaaliquotade 4 mL do extrato limpo foi

colhidaetransferidaparaum frasco &mbar ondefoi evaporadaa
secura. A seguir foi executada a derivacéo.

Teste de extragdo usando concentragdo da amostra antes da
coluna MycoSep 225: com ointuito deaumentar asensibilidade
do método foi testada uma etapa de concentragdo antes da
limpeza na coluna. Assim apds extracdo descritaem 7.2 foram
retiradas aliquotas de 50, 30 e 20 mL que foram evaporadas a
60°C até cercade 5mL. Asaliquotastiveram o volume completado
para 8 mL com acetonitrila/dgua (84+16, v/v). E alimpezafoi

realizada com colunaMycoSep 225. Foram retirados4 mL para
frasco ambar e executadaa derivacdo com TFAA.

Teste de extracio usando coluna MycoSep 227: idem comoem
7.2. utilizando colunaMycoSep 227, versdo da 225 com o dobro
da quantidade de recheio.

Validacéo intralaboratorial

Os testes de recuperagéo, repetitividade e limites de
deteccdo e quantificacio foram conduzidosem amostras, livresde
tricotecenos, artificialmente contaminadas com 0,5 ug/g de padréo
decadatricoteceno estudado (DON, NIV, DAS, T2eHT2).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Escolha do melhor agente de derivacao e das melhores condicdes
dederivagéo

A sililagdo € um processo de derivacdo utilizado
principa mente paratricotecenosdo grupo B, como DON e NIV,
neste caso tricotecenos dos grupos A e B foram derivados,
porém T2 e HT2 ficaram muito préximos, néo houveresolugéo
para estes tricotecenos do grupo A.

A sililac8o traz umavantagem que éamaior estabilidade
dos derivados, que podem ser estocados por pelo menos dez
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dias a -18°C7, porém, o excesso de reagente pode danificar a
coluna e podem aparecer picos duplos no cromatograma
(derivagd@o incompleta)™ (Figural).

A pentafluoroacetilacdo gerou cromatogramas com
muito ruido elinhade baseinstavel. Além disso, asensibilidade
fol pequena, ndo sendo possivel calcular arecuperacdo. Desta
forma este processo foi descartado.

Dois métodos de trifluoroacetilagdo foram testados: o
deArmstrong et al.! e o de Schwadorf e Muller? modificado por
Schollenberger et a .. A trifluoroacetilacgo deformagera gerou
cromatogramas mais limpos, tricotecenos mais bem resolvidos
e com maior sensibilidade inclusive perante a sillilagdo. A
trifluoroacetilagdo segundo Schwadorf e Muller? quando
comparada a utilizada por Armstrong et a.! envolve menos
etapas e, portanto, estd menos sujeita a perdas na etapa final
quando se trabalha com volumes menores que 100 puL. Com
trifluoroacetilacéo todos os tricotecenos foram obtidos bem
resolvidos (Figura 2). Os fragmentos mais caracteristicos
obtidos estéo naTabelal.

Alguns dos fragmentos observados na Tabela 1 se
repetem nos varios tricotecenos por setratarem de substancias

semel hantes. Além disso, 0 processo de fragmentac&o usado,
que foi o impacto de elétrons, gera muitos fragmentos
pequenos sendo que muitas vezes nem se observa o ion
molecular. Fragmentos menores podem levar este processo a
estar mais sujeito asinterferéncias de contaminantes e ao efeito
matriz. Estes fragmentos sdo pouco confiaveis para
identificacdo e podem ser ocultados numa quantificacéo.
Usualmente os fragmentos de massa maiores séo mais
caracteristicos.

A trifluoroacetilacéo trouxe derivados cujos fragmentos
apresentaram melhores relacfes sinal/ruido e os tricotecenos
bem resolvidos.

Outro parametro avaliado foi a sensibilidade (s) do
detector com relac8o a cada tricoteceno. Como o detector
utilizado responde a massa, definiu-se s como a area do pico
cromatogréfico integrado/massa do analito que passa pelo
detector. Desta forma observou-se que (Tabela 2) o detector
apresentava maior sensibilidade para os derivados-TFAA do
queosderivados-TMSI. A sensibilidade paraDON-TFA foi cerca
del,7 eparaNIV —TFA e T2-TFA praticamente o dobro do que
seus derivados sililados. Para HT2, a sensibilidade foi quase

B
(]

Figura 1. Cromatograma obtido por cromatografia gasosa/espectrometria
de massas de 2,4 ng de desoxinivalenol (DON), 2,1 ng de nivalenol (NIV),
2,2 ng de diacetoxiscirpenol (DAS), 22 ng de toxina HT-2 (HT2) e 10 ng
de toxina T-2 (T2), todos sililados, utilizando-se coluna Rtx-5MS, 30 m x
0,25 mm e 0,25 um de espessura de fase estacionéria (Restek Corp.,PA).
Programac&o: 80°C/0,20 min, para 205°C a 18°C/min, 205°C/0,25 min,
até 270°C a 2°C/min.

Figura 2. Cromatograma obtido por cromatografia gasosa/espectrometria
de massas de 4 ng de cada um dos tricotecenos trifluoroacetilados:
desoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV), diacetoxiscirpenol (DAS), to-
xina T-2 (T2), toxina HT-2 (HT-2) e alfa-cloralose (PI), utilizando-se
coluna Rtx-5M S, 30 m x 0,25 mm e 0,25 um de espessura de fase estaci-
onéria (Restek Corp).

Tabela 1. Massas caracteristicas dos tricotecenos de acordo com a derivagdo realizada.

Tricotecenos Fragmentos m/z considerados mais caracteristicos
comsililagéo com fluoracetilagdo
DON 73,207,235, 259, 333, 393, 422,512 117,145, 194, 205, 231, 259, 373, 470, 584
NIV 73,191, 231, 261, 289, 349, 379, 482, 510, 585 194, 229, 257, 359, 371, 485, 696
DAS 73,124,159, 197, 244, 272, 290, 350, 378 91, 105, 124, 201, 229, 296, 359, 329, 402
T2 73,122,185, 244, 272, 290, 350, 436 121,138, 180, 205, 227, 327,401, 418, 462
HT2 73,157, 185, 203, 245, 275, 347, 466 121, 138, 180, 205, 341, 455, 472

DON = desoxinivalenol; NIV = nivalenol; DAS=diacetoxiscirpenol, HT2 =toxinaHT-2; T2 =toxinaT-2
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cinco vezesmaior e paraDAS asensibilidade foi praticamente
semel hante com relagdo aos derivados sililados.

Escolha do padréo interno

Na escolha do melhor padréo interno levou-se em
consideragdo o fato de que o éster metilico do &cido araquidico
ndo era derivado como os tricotecenos, ele era simplesmente
adicionado no extrato final com o intuito de controlar distor¢des
do volume de injec&o. Notou-se que cumpriu sua fungdo com
quatro dostricotecenos, porém, seutempo deretencdo coincidia
exatamente com o do DON. Ja o afa-cloralose funcionou para
todas as derivacdes testadas com pequenos ajustes na
programacao de temperatura da coluna, desta forma também
controlando a etapa de derivagdo uma vez que sua quantidade
€sempre constante. L angseth e Rundberget” jahaviam verificado
gue esta substancia preenchiatodos os requisitos de um padréo
interno tanto para derivados sililados como para os
pentafluoroacetilados e provavelmente funcionaria para os
heptafluoroacetilados. Neste estudo verificou-se que também
pode ser usado para os trifluoroacetilados. O alfa-cloralose
apresentou tempo deretencéo de 13,63 min quando sililado ede
7,17 min quando trifluoroacetilado. Seus fragmentos mais
caracteristicosforam 73, 147,191,205, 217, 245 com asililagdo e
81, 109, 223, 251,319, 479 com afluoracetilacéo.

Confirmacéo dos resultados

Para confirmac&o dos resultados geralmente trés ions
s80 considerados suficientes para confirmac&o de um espectro
de impacto de elétrons'®®. Neste trabalho a identidade dos
tricotecenos foi determinada comparando-se tempos de
retencdo, espectros de massas e presencga de cinco a seis
fragmentos de massas mais caracteristicos.

Na Tabela 3 estdo os fragmentos de massas
sel ecionados!®! para deteccéo e quantificacdo dostricotecenos
derivados tanto por sililacgo quanto por fluoroacetilagéo.

Paraaquantificacdo foram utilizadosde cinco aseisions/
fragmentos para cada tricoteceno, conforme Tabela 3, afim de
se diminuir oscilagdes observadas, provavelmente originarias
da prépria estrutura do equipamento ion trap (armadilha de
jons).

Avaliacéo de sistema de extracéo e limpeza

Nesta etapa foram utilizadas amostras de milho
artificialmente contaminadas com 0,5 ug/g de DON, N1V, DAS,
T2 eHT2 eforam observadas arecuperacdo dostricotecenos e
aspecto dos cromatogramas (eliminacdo de ruido e de
interferentes). A técnicade extragdo testada descritapor Furlong
e Valente Soares® modificada por Oliveira e Valente Soares™®
acrescidadalimpezaem colunaMycoSep 225 ndo apresentou
nenhuma recuperacdo, de nenhum dos tricotecenos, para as
matrizes farinha de milho, milho verde em lata e sémola. As
amostras de fubd mostraram recuperacéo para DON (150%),
DAS(32%), HT2 (133%), e T2 (190%). Paraacanjicaeflocosde
milho, houve recuperacdo de DON (116% e 83%,
respectivamente) e T2 (30% e 84%, respectivamente), todos
valores médios de duas andlises. NIV néo foi recuperado em
nenhum grau e em nenhuma das amostras. Devido a esta
incapacidade de recuperar NIV e DAS e as recuperaces de
DON, HT2 e T2 em todos os tipos de amostras serem
inadeguadas, este sistema de extragdo foi descartado.

No teste do sistema de extragéo e limpeza usando coluna
MycoSep 225, com concentragdo antes de limpeza em coluna
MycoSep 225, foram empregadas amostrasde canjica, fuba, milho
em lata, flocos e farinha de milho. A concentrac&o teve o intuito
de aumentar a quantidade de amostra no extrato final,
consequentemente aumentando a sensibilidade do método.
Porém n&o houve recuperacéo paraNIV e DAS naconcentracdo
dediquotade50mL eparaDON, HT2 e T2 asrecuperagdesforam
abaixo de 20%. Paraaliquotas de 20 e 30mL, apds concentracéo,
as recuperactes foram especialmente elevadas, acima de 200%,
para DAS, HT2 e T2. Para DON e NIV, ocorreu o oposto, as
recuperagBesforam baixas, menosde 10%, com excegdo dad iquota
de 20mL para amostras de canjica, cujos valores médios de
recuperacéo paraDON, NIV, DASeHT2foram 61, 77,200e118%
respectivamente. A recuperacdo para T2 ficou abaixo de 10%. O
efeito matriz foi decisivo, mesmo usando a reconstituicdo do
cromatogramaapenas com os fons caracteristicos das micotoxinas.
E provavel que muitos destes ions também fizessem parte da
fragmentacdo dosextratosde amostra. Estesresultadosmostraram
queacolunaMycoSep néo eraapropriadaparalimpezade extratos
concentrados de nenhuma forma.

Tabela 2. Sensibilidade (rel agéo &reaintegrada/ massa) paracadaum dostricotecenos derivados por sililagdo etrifluoroacetilacéo

TRICOTECENOS

derivados sililados **

SENSIBILIDADE (Cgng)*
derivados trifluoroacetilados * *

DON 1,06x 10°
NIV 0,44x10°
DAS 0,17x10°
HT2 0,29x 10°
T2 043x10°

1,77x10°
0,92x 10°
0,19x10°
1,39x 10°
0,93x 1¢°

DON = desoxinivalenol; NIV = nivalenol; DAS=diacetoxiscirpenol, HT2 =toxinaHT-2; T2 =toxinaT-2

* célculo baseado na concentrago de padrdes 6 ng/uL
** valores médios
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Tabela 3. Fragmentos m/z derivados mais frequientemente usados na quantificacdo e sel ecionados para este trabalho

Tricotecenos e Pl

Fragmentos m/z derivados

Alfa-cloralose (PI)

Sililagéo 73 191 205
Fluoroacetilagdo 81 109 223
DON

Sililacdo 73 235 393
Fluoroacetilagdo 117 145 231
NIV

slilagéo 73 191 261
Fluoroacetilagdo 229 257 359
DAS

sililacéo 73 244 290
fluoroacetilacdo 91 124 229
HT2

slilagéo 73 185 157
Fluoroacetilagdo 121 138 180
T2

Sililacdo 73 185 244
Fluoroacetilagdo 121 138 180

Referéncias

217 245

251 319

422 512 Mirochaet a. 1986
259 584* Mclachlan et al.1992
289 510 Mirochaet a. 1986
371 696> Mclachlan et al.1992
350 378 Mirochaet a. 1986
329 402 Mclachlan et al.1992
203 466 Mirochaet a. 1986
341 455 Mclachlan et al.1992
290 350 Mirochaet a. 1986
227 327 e 401 Mclachlan et al.1992

DON = desoxinivalenal; NIV = nivalenol;DAS = diacetoxiscirpenol, HT2 =toxinaHT-2; T2 =toxinaT-2

* jon molecular
Pl = padr&o interno

O mesmo método executado sem nenhuma concentragcéo
antes da limpeza com coluna MycoSep 225 apresentou
cromatogramas com a guns picosinterferentes, porém, nenhum
em tempo de retencdo que pudesse interferir na deteccdo e
quantificagdo dos tricotecenos ou do padréo interno. Porém
n&o se obteve recuperacdo para NIV em canjica (Tabela4). A
Figura 3 traz os cromatogramas obtidos por cromatografia
gasosa/espectrometriade massas de amostrade farinhade milho
sem contaminag&o e contaminada artificialmente com 0,5 ug/g
de cada tricoteceno testado.

O teste de extragéo e purificagdo foi também efetuado
com a coluna MycoSep 227, que tem o dobro do material de
recheio da 225, portanto destinadaaamostras mais complexas.
Os val ores obtidos nos testes com adic¢éo de 0,5ug/g de cada
tricoteceno nas amostras, com cinco repeticfes, estdo na
Tabela4.

Observando os dados da Tabela 4 verifica-se que de
forma geral os resultados estdo dentro da faixa aceitavel
estabelecida por Horwitz et a.* paraandlise de tragos (ppb), de
70a120%. Usando acoluna 227 conseguiu-serecuperar NIV de
canjica, o que ndo haviasido possivel com acoluna225. Porém,
continuou impossivel recuperar DON e NIV das amostras de
milho verde em lata, inclusive porque haumagrande regiéo no
inicio do cromatogramatotal mente coberta pel os co-extrativos,
que encobrem ndo apenas os tricotecenos que possuem 0s
tempos de retencéo menores, mastambém o PI. Neste caso para
calcular aconcentragdo de DAS, HT2 e T2 foi necessario usar
calibracdo externa.

De forma geral a coluna 227 foi considerada a mais
adequada para limpeza dos extratos das amostras de milho e
produtos de milho.
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Figura 3. Cromatogramas obtidos por cromatografia gasosa/
espectrometria de massas de amostra de farinha de milho com alfa-cloralose
(Pl) (A) sem contaminacéo e (B) contaminada artificialmente com 0,5 ug/g
de desoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV), diacetoxiscirpenol (DAS) e
toxinasT-2 (T2) e HT-2 (HT2). Amostra extraida e limpa por método
usando 4 mL do extrato concentrado antes de passagem pela coluna
MycoSep 225 e submetida a derivacdo com TFAA.
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Validacdo intralaboratorial da metodologia escolhida

A recuperacdo e a repetitividade foram realizadas
cinco repeticdes em amostras de milho e produto de milho
artificialmente contaminadas com 0,5 ug/g de cada
tricoteceno, DON, NIV, DAS, HT2 e T2. As amostras
contaminadas foram extraidas com acetonitrila + agua
(84+16,v/v) e seus extratos passados pel as colunas MycoSep
227. Os extratos limpos foram derivados com TFAA/
bicarbonato de sodio sdlido.

Asrecuperactes (Tabela5) variaram de 83,3 a2 113,3 %
paraDON, 84,6 a114,5% paraNIV, 52,1a122,7% paraDAS, 71,1
a95,9%paraT2ede81,8a155,4 % paraHT2.

A repetitividade do método mostrou desvios padréo
relativos (DPR) variados de acordo com o tipo de amostrae o
tricoteceno avaliado, variando de 4,5 a 18,1 paraDON, 2,5 a
15,4 paraNIV, 3,4a48,1 paraDAS, 3,1a14,4paraHT2ede6,4
a47,3paraT2. Ascurvasde calibragdo interna foram lineares
de 0,8 a10,0 ng/uL paraDON e NIV, de 0,8 a6,0 ng/uL para
DAS, de0,8a20,0ng/uL paraT2ede0,8a35,0 ng/uL paraHT2.
Foram tragadas curvas de calibrac8o externa para utilizagéo
nas amostras de milho verde em lata. As curvas de calibragéo
externaforam linearesde 0,8 210,0 ng/uL DON, DAS, HT2eT2
ede0,8a8,0 ng/uL paraNIV.

Osresultados das recuperactes e doslimites de detecgéo
e quantificagdo em amostras de produtos de milho foram
superiores aos obtidos nas amostras de milho em gréo. O efeito
matriz foi muito grande. Segundo Plattner et al.** namaioriados
casos é o ruido quimico, e ndo asensibilidade, o fator limitante
naandise de umamicotoxina, em particular num sissemaCGEM.
Ruido quimico é considerado como os sinais interferentes
produzidos por constituintes estranhos da amostra.

Os limites de deteccdo foram calculados baseando-se
nas recomendacgfes de Taylor?, sendo verificadas as
concentracfes que originaram picos com um sinal pelo menos
trésvezes 0 DPR, e que 0 pico cromatogréafico do tricoteceno
gerasse seu espectro coincidente nos cinco fragmentos
selecionados, assegurando desta forma a comprovagéo de sua
identidade. Oslimites de quantificac&o foram considerados como
quinze vezes o desvio padréo relativo, os resultados para as
diferentes matrizes est&o na Tabela 6.

Os resultados obtidos quando comparados aos da
literatura paramatrizescomo milho apresentam certa proximidade.
Rosen e Rosen?® obtiveram recuperagéo variando de 80 a100%
eDPRentre 1,6 e 14,2%, usando CGEM com modo SIM. Tanaka
et a.® obteverecuperacdo de81 a92% e DPR de4,4 a5,7 também
utilizando CGEM com SIM.

Este trabalho utilizou impacto de elétrons (IE) e foi
aplicada a técnica de reconstitui¢do de ions do cromatograma.
Os altos valores obtidos em algumas recuperacfes podem ser
devidos a uma coincidéncia dos ions escolhidos para RIC
também fazerem parte daamostra. Além disso, éimportante dizer
gue no instrumento com ion trap pode ocorrer auto-ionizagdo
dos ions, que pode prejudicar a quantificagdo, alterando a
quantidade de amostra e consequentemente mudar
drasticamente a sensibilidade®. Este € um motivo pelo qua
equipamentos com fon trap séo mais indicados para
guantificacdo com ionizagdo quimica e ndo com impacto de
el étrons®. Entretanto, este estudo superou, pelo menosem parte,
estes problemas e os resultados obti dos se assemel ham aoutros
citados naliteratura.

Duas revisdes mais recentes, Langseth e Rundberger” e
Krska et al.® concluiram que a deteccdo por espectrometria de

Tabela 4. Valores médios de recuperacdo (%) de amostras de milho e produtos de milho artificial mente contaminadas (0,5 ug/g) de
DON, NIV, DAS, HT2 e T2 usando limpeza com colunas MycoSep 225 e 227.

Amostras Recuperagao™
DON NIV DAS HT2 T2 Coluna usada
Canjica 81,0 Nr 75,0 81,0 108,0 225
105,7 99,2 1227 115,9 929 227
Fuba 86,0 64,0 62,8 105,2 103,9 225
1133 1125 69,4 129,2 884 227
Farinhade milho 95,1 68,1 102,6 100,7 1189 225
99,8 89,9 835 1554 959 227
Quirera 111,0 80,0 69,0 82,0 106,0 225
833 84,8 74,2 102,6 745 227
Flocos de milho 140,0 84,0 68,0 124,0 108,0 225
87,2 86,7 1123 1054 71,7 227
Milho em lata nr nr 1220 76,0 124,0 225
nr nr 116,8 818 71,1 227
Milho em gréo 854 84,1 109,3 1084 69,6 225
86,1 84,6 101,6 89,1 71,1 227

*Valores médios de cinco repeti¢cdes, nr = ndo recuperado; DON = desoxinivalenol; NIV = nivalenal;

DAS=diacetoxiscirpenol, HT2 =toxinaHT-2; T2 =toxinaT-2
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Tabela 5. Va oresmédios de recuperacado, desvio padréo e desvio padréo relativo, paraDON, NIV, DAS, HT2 e T2 paraamostrasde

produtos de milho, utilizando colunaMycoSep 227

milho canjica  flocosde  farinha fuba quirera sémola milho
emgréo milho demilho emlata
DON %R média* 86,1 105,7 87,2 993 1133 833 1025 nr
DP 56 48 11 181 80 48 148
DPR 65 45 127 181 71 15 144
NIV %R média* 84,6 99,2 86,7 899 1125 848 1145 nr
DP 25 82 134 122 55 35 50
DPR 29 83 154 136 49 41 44
DAS %R média* 1016 1227 1123 835 694 742 521 1163
DP 18 18 38 201 83 3B7 97 99
DPR 116 96 34 241 120 481 187 85
HT2 %R média* 891 1159 1054 1554 1292 1026 1409 818
DP 129 6,1 33 16,0 99 146 89 102
DPR 144 52 31 103 7.7 142 6,3 125
T2 %R média* 711 29 7.7 959 884 745 836 711
DP 45 181 50 6,7 11 119 145 336
DPR 64 195 70 70 125 16,1 173 473

%Rmedia* = porcentagem de recuperacao média de cinco determinagdes; DPR= desvio padréo relativo; DP = desvio padréo ;

nr = n&o recuperado

Tabela 6. Limitesde deteccdo e quantificacdo (ng/g) dederivadostrifluoroacetiladosde DON, NIV, DAS, T2e HT2 determinadosem

milho em gréo e produtos de milho por CG-EM

DON
LQ
D0

Tricoteceno NIV

DAS HT2 T2

milho em gréo
Canjica

Quirera
flocosdemilho
farinhademilho
Fuba

Sémola
milhoverdeemlata nd nd nd nd

8885838806
B88588b6
B88EE8880b

70
170
300
120
220

B883BE 86
EEEE8ERBEO
BEBERERSE
EEEEBBEEL
EEEEEELELS
SRBSEBBEIL

NOTA: valores médios de 5 repeticdes; nd = ndo determinado; LD = limite de deteccéo; LQ = limite de quantificagdo; DON =
desoxinivalenol; NIV = nivalenol; T2=toxinaT-2; HT2 = toxinaHT-2; DAS = diacetoxiscirpenol

massas € essencial para obtencdo de resultados confiaveis a
respeito de tricotecenos presentes em pequenas concentragoes.
E ha uma vantagem neste método que € a determinagéo
simulténea de vérios tricotecenos.

CONCLUSOES

Extracdo utilizando acetonitrila e &gua (84 + 16, v/v) e
limpezacom colunaMycoSep 227 mostrou-se amais adequada
paradeterminacdo dostricotecenosDON, NIV, DAS, HT2eT2
em milho e produtos de milho por cromatografiaagés associada
a espectrometria de massas. Em termos de derivacéo o uso de
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anidrido trifluoroacético em presenca de bicarbonato de sodio
solido produziu resultados mais sensiveis, menosinterferentes
e boa estabilidade.

Os cromatogramas foram reconstituidos com os
fragmentos mais caracteristicos parareduzir o efeito matriz com
bons resultados. Para quantificacéo, foi empregada a
padronizacdo internaparaamai oriadasamostras, e padronizacdo
externaparaamostras de milho verde enlatado.

As recuperactes variaram para os diversos produtos de
milhode83,3a113,3% paraDON, 84,6 a114,5% paraNIV, 52,1 a
122, 7% paraDAS, 71,1a95,9 % paraT2 ede81,8a155,4 % para
HT2. Oslimitesde detecco variaram de 20 a50 ng/g paraDON,
de10a40ng/gparaNIV, de30a120 ng/g paraDAS, de20a50
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para HT2 e de 20 a 100 para T2. Os limites de quantificagdo
variaram de 70 a300 ng/g paraDON, de 50 a200 ng/g paraNIV,
de60a300 ng/gparaDAS, de50a250 ng/gparaHT2ede70a
500 ng/g paraT2.

A repetitividade do método mostrou desvios padréo
relativos (DPR) variados de acordo com o tipo de amostra e de
tricoteceno, variando de4,5a18,1 paraDON, 2,5a15,4 paraNIV,
3,4a48,1paraDAS, 3,1al14,4paraHT2ede6,4a47,3paraT2.
Asamostras que mostraram maioresvaloresde DPR edelimites
de deteccdo e quantificag8o foram aquelas que apresentaram
maior quantidade de co-extrativos nos seus cromatogramas, em
especial milho verde em|ataefarinhade milho.
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