Rev. Inst. Adolfo Lutz,
62(2): 95 - 104,2003 ARTIGO ORIGINAL / ORIGINAL ARTICLE

Procedimento para determinagao simultanea
dos tricotecenos desoxinivalenol e toxina T-2.

Procedure for simultaneous determination of
trichothecenes: deoxynivalenol and T-2 toxin.

Edilira BARAJ
Eliana BADIALE-FURLONG"

RIALAG/945

Baraj, E. ; Badiale-Furlong, E. - Procedimento para determinacéo simultanea dos tricotecenos desoxinivalenol
e toxina T-2.Rev. Inst. Adolfo Lutz, 62(2): 95 - 104,2003.

RESUMO. Os tricotecenos sdo um grupo de micotoxinas sesquiterpendides produzidas por varias espécies
de fungos, comBusarium, Stachybotris, Trichothecium, Trichoderhyrothecium Estes tricotecenos

sdo relativamente estaveis aos principais processos e dificilmente sdo removidos dos grdos contaminados
sob condi¢cdes moderadas. O desoxinivalenol (DON) é o tricoteceno mais freqientemente detectado.
Outro é a toxina T-2, um tricoteceno do grupo A, freqiientemente encontrado em cereais, que tem sido
bastante estudado por ser dez vezes mais téxico que o DON. No presente trabalho, foi adaptado e
avaliado um método para determinagéo simultanea da toxina T-2 e de DON por cromatografia de camada
delgada (ccd). A matriz empregada para o desenvolvimento do procedimento foi o malte cervejeiro. Foram
estudados sistemas de extracdo e purificacdo dos extrato, eluentes e agentes reveladores. Posteriormente
0 método foi aplicado em amostras de arroz e farinha de trigo. O limite de detec¢cdo do método foi de 40 ng/
mancha para toxina T-2 e 50 ng/ mancha para DON; a recuperacdo média foi de 77,9% e 80,5%,
respectivamente para cada toxina. Foram detectadas contaminadas uma amostra de arroz branco com
266ug. Kg' e duas de farinha de trigo com 128 e 3@3Kg* de DON.
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INTRODUCAO muito cuidadosas para evitar prejudicar a recuperacdo das
toxinas dos diferentes grupés'e

Os tricotecenos sdo micotoxinas produzidas por varios A proposta deste trabalho foi disponibilizar um
géneros de fungos, tais confasarium, Trichoderma, procedimento simples para a determinacdo simultdnea de
Myrothecium, Stachybotrys, Cylindrocarpeiirichothecium tricotecenos, desoxinivalenol e toxina T-2, respectivamente dos
de onde vem o nome da familia de toxihid&spécies do género grupos A e B, empregando cromatografia de camada delgada.
Fusariumséo as que mais freqiientemente estdo relacionadasa tal foram combinados procedimentos de extracéo e limpeza
com a ocorréncia de tricotecenos em cereais e seus derivadageriormente empregados na determinagéo isolada e simultanea
e podem contaminar a planta ou o grdo no periodo pré e pds-tricotecenos tipo A e B, descritos por Stoptara
colheita. Os tricotecenos podem ocasionar perda de apetiteterminacdo de tricotecenos em cromatografia gasosa; por
vOmito, diarréia e alterar as fun¢des dos sistemas neurolégic®abind’ para determinacao de desoxinivalenol; por Marochi et
imunolégicd®. al™ para determinag&o de toxina T-2 e macrociclicos, e Furlong

Quimicamente os tricotecenos sdo derivados de ushal®, para determinagdo de tricotecenos do grupo A e B por
sistema aromético, chamado tricotecano (Figura 1). Os qerematografia gasosa.
ocorrem na natureza contem uma ligagéo olefinicano C-9,10e  Para efetuar a adaptacdo do procedimento foram
também um anel ep6xi em C-12,13, o que lhes confereescolhidos amostras de malte provenientes de diferentes lotes
denominacéo de “12, 13 epoxitricotecanos”. Geralmente, osdidos por empresas importadoras, situadas na cidade de Rio
atomos de carbono em posicdes 3, 4, 7, ,8, 14 e 15 sdo ocup&tasde, RS. Posteriormente o procedimento desenvolvido foi
por hidrogénio, hidroxila, grupamentos acila, epéxido adicionaplicado em amostras de farinha de trigo e arroz integral,
ou ligacdes éster macrociclicas. Em fungéo dos substituinpssboilizado e branéé?
sdo classificados em 4 grupos com diferentes propriedades

fisico-quimicas e toxicidade. O desoxinivalenol (DON) é
. . . : 10 H 1 H
tricoteceno mais freqlientemente detectado em aliment % g
pertencente ao grupo B. Outro é a toxina T-2, um tricoteceno Rt g i n 3
grupo A, freqliientemente encontrado em cereais, que tem ¢ 1 o OH
amplamente estudado por ser dez vezes mais téxicaque o C | & 13
2,16 e o i
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Desde que os tricotecenos foram reconhecidt Rd et 15 - — Ri

como contaminantes importantes no meio ambiente e ¢ - 14

. . , , CH,R,
alimentos, foram propostos diferentes métodos para a ana R1

destes compostos. Como ocorre com outras micotoxinas -
métodos cromatograficos sdo importantes para identificacdo e
guantificagéo dos diferentes tricotecenos da familia. Devido a .
falta de croméforo na estrutura os métodos espectroscopicos, MATERIAL EMETODOS
especificamente os colorimétricos e fluorimétricos ndo podelnReagentes:
ser usados diretamente para determinacéo quali ou quantitatiGarvéo ativo granulado: tamanho de particula 1-2 mm marca
deles, tornando-se necessario o uso de reagentes de détiva¢ébsynth Brasil
1, - ALO, activ. 0,063-0,200 mm marca Merck.
Na literatura se encontram varias técnicasCelite comercial, pré-lavada com HCI, segundo a AOAC (1995)
cromatogréficas, tais como cromatografia liquida de altaBilicagel G60: tamanho de particula 5440
eficiéncia, de camada delgada e gasosa combinandOutros reagentes grau P.A.
procedimentos de derivacdo quimica para desenvolvimento de
propriedades cromdforas ou para aumentar a volatilidade par@adrées
a detecgédo e quantificagdo de tricotecé&ns'®’ Os padrdes de desoxinivalenol (DON) e toxina T-2 foram
As técnicas que empregam cromatografia de camaddquiridos da Sigma Chemical Company E.U.A.
delgada sdo as mais simples, e se operadas cuidadosamente As solucdes estoques dos padrées foram preparadas
apresentam boa performance e permitem a determinagdo degitssolvendo-os em benzeno:acetonitrila (98:2), sendo a
toxinas de maneira acessivel para laboratorios com diferenteacentracéo de toxina T-2 @ . mL* e de DON 5qug . mL
tipos de infraestrututd®, o que também vem sendo incentivadé. A partir destas solucdes foram preparadas solucdes
pela FAO e FDA. No caso dos tricotecenos a determinagdiduidas de trabalho. Todas foram armazenadas em frasco
simultanea de compostos de diferentes grupos é um deséfiobar a temperatura — 5°C. Para avaliar as concentracées
para analistas, pois as diferengas estruturais requerdos padrées foi empregado o método descrito por Bennett e
combinagbes de solventes extratores e reagentes derivadSiestwelf, empregando a absortividade molar das toxinas em
benzeno.

Figura 1: Estrutura geral dos tricotecenos
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3. Amostras empregadas na padronizagdo da metodologé&agente revelador. As manchas de tricotecenos foram
As amostras de malte foram cedidas por indUstrizbservadas sob luz ultravioleta em comprimento longo (354
importadora localizada na cidade de Rio Grande, RS. Foram)38911.151621.23Q critério utilizado para a escolha da condicédo
tomadas aliquotas de 4 lotes provenientes de diferentes patsematogréfica a ser adotada foi o que resultou em menor limite
e levadas ao laboratério. Estas foram misturadas e moidasdendeteccdo de DON e toxina T-2 e separacao das toxinas em
moinho tipo de facas marca Tecnal. O material moido felag&o a interferentes.
peneirado em vibrador por 1 hora, e a por¢éo correspondente &scolha do procedimento de extracdo dos tricotecenos das
granulometria de 60 mesh foi separada para ser empregadaarosestras.

procedimentos para adaptacdo de metodologia. As amostras do malte para serem empregadas nesta etapa
4. Escolha do sistema solvente para eluicdo e separac¢do fdosm contaminadas artificialmente com 400 ng/g com DON e
tricotecenos e do agente revelador toxina T-2.

Em placas cromatogréaficas comerciais e preparadas no O primeiro procedimento testado para extracdo dos
laboratério, com e sem tratamento prévio com solucéo de cloraticotecenos das amostras foi o descrito por Sgott
de aluminio 15% em metanol, foram aplicadas aliquotas de 8@senvolvido para determinac¢éo de nivalenol, desoxinivalenol,
100, 150, 250, 500 e 1000 ng de solucdo padrdo de DON e 40t6%ina T-2, toxina HT-2 e diacetoxiscirpenol em amostras de
100, 200 e 400 ng de toxina T-2. farinha de trigo e milho.

Estas foram desenvolvidas em 5 sistemas solventes, O outro procedimento testado foi descrito por Sdares
sendo: tolueno- acetato de etila (1:3); cloroférmio - metanphra determinacdo de aflatoxinas, ocratoxina A,
(93:7); tolueno - acetato de etila - 4cido férmico (5:4:1)esterigmatocistina e zearalenona em milho, feijao, mandioca,
cloroférmio - acetona - isopropanol (8:1:1) e tolueno - acetadamnendoim e arroz e posteriormente adaptado por Furlorfg et al
de etila (2:3). para determinacgdo de tricotecenos em gréos de trigo.

Apés a eluicdo as placas foram submetidas a diferentes  Para avaliar o efeito dos diferentes agentes clarificantes
sistemas de revelagdo: cloreto de aluminio 15% em metanol 8&8%solventes de particdo na extragdo de tricotecenos, foi
acido sulfarico 20% em etanol 50% e acido cromotrépico 10&mpregado o método de analise fatorial, através de uma matriz
com 5 partes de acido sufarico 5 :3 em agua. de planejamento fatoriat &abela 1).

Depois de borrifadas com os reveladores, as placas foram
aquecidas em temperaturas 105°C por 10 minutos; 120° C por 10
minutos e 115°C por 7 minutos, respectivamente para cada

Tabela 1.Planejamento fatoriaP®ara o uso de solventes e clarificantes diferentes na extracdo de amostras de malte.

Experimento Clarificante Solvente de particdo
1 Celite+(NH),SO, CHCL
2 Celite+(NH,),SOy+carvao ativo CHGI
3 Celite+(NH,),SO,+CuCG; CHCL
4 Celite+(NH,),SO, CHCL+CH;COOCHCH;
5 Celite+(NH,),SO;+carvéo ativo CHG# CH;COOCHCHs;
6 Celite+(NH).SO;+ CuCQ CHCL+ CH;COOCHCH;
7 Celite+(NH),SOy CH.Cl,
8 Celite+(NH;),SO4+carvao ativo CiEl,
9 Celite+(NH,),SO;+ CuCGQ CH,Cl,
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Os diferentes extratos foram purificados em minicolunas @002 em diferentes estaces do ano. A coleta delas seguiu um
carvao ativo/alumina/celite (0,7:0,5:0,3), eluidos com 4 por¢dpsotocolo que consistiu em tomar 1% dos pacotes de 1 Kg
de 5 mL do mesmo solvente de particdo. O eluente foi seco disponivel nas gbéndolas, de diferentes estabelecimentos
banho-maria a 3C, quando usado CHI, e a 46C quando comerciais, para comporem a amostra bruta. Destes 1% foram
usado CHCJou CHCJ: acetato de etila, em todos os casos sdbmadas e homogeneizadas para constituindo as amostras de
corrente de nitrogénio. Os extratos secos foram armazenadtabaratorio de onde foram tomadas as aliquotas analiticas. Foram
-5°C e ressuspensos com RQ0de benzeno no momento deavaliadas 112 amostras de farihha
realizacdo da cromatografia. O mesmo procedimento de amostragem foi realizado para
Foi utilizada uma escala de 1 a 9 para determinacdotd&s marcas de arroz branco, parboilizado e integral, levando em
intensidade das manchas de interferentes nas placas, sendanaideracdo a safra ao qual pertencia o produto comercializado.
amostra mais limpa a de pontuagcdo menor. As placas foreoram analisadas 36 amostras de arroz branco, 18 parboilizado
observadas antes e depois de revelacdo com acido sulfugc®integral. Antes da determinagdo os gréos foram moidos em
20% em etanol 50% sob luz ultravioleta longo, sendo avaliadasinho de facas até a granulometria de 60 Hesh
e pontuadas por trés avaliadores treinados.
6. Recuperacéo de DON e toxina T-2 RESULTADOS E DISCUSSAO
Considerando os dados de literat&ta!® que indicam
varios niveis de contaminacdo com estas toxinas, foi prepardd&scolha do eluente e do agente revelador
uma série de amostras de malte contaminadas artificialmente, com  Avaliando os cinco sistemas solventes experimentados
aliquotas de padr6es de DON e toxina T-2 em seis niveis difereqtasa separar o DON e a toxina T-2 observou-se os melhores
(200, 350, 500, 650, 800 e 1000 ng/g). Para avaliacdo dos teoessiltados ocorriam quando foram empregados: tolueno - acetato
recuperados, foram realizadas comparacgdes de fluorescénciadeestila (2:3) e tolueno - acetato de etila - acido formico (5:4:1),
manchas de amostras com padrdes aplicados em placas de silicageb ja haviam mencionado Marochi ét.al
com e sem prévia preparacéo com cloreto de aluminio, visualizadas  Os outros sistemas testados n&o se mostraram eficientes.
sob luz ultravioleta longa, apés a revelacao. Os resultados dos limites de deteccdo determinados nos
A confirmacéo foi realizada empregando o método diiferentes eluentes e agentes reveladores e os respectivos Rf
acetilagdo com anidrido acético — piridina, descrito por Stahragiarecem especificados na tabela 2.

aro. Pode-se observar que houveram duas condi¢ces que
7. Aplicabilidade do método proposto a outros tipos dapresentaram as melhores respostas: usando a placa embebida
amostras. em solucdo de cloreto de aluminio 15% empregando como eluente

Apéds o estabelecimento do procedimento de preparoma mistura de tolueno - acetato de etila (2:3), revelada
extracdo, clarificacéo e separacéo dos tricotecenos DON e toypoateriormente com acido cromotrépico para determinacgéo de
T-2 este foi aplicado a amostras de farinha de trigo, arroz branimxina T-2 e 0 outro usando placa de silicagel desenvolvida
parboilizado e integral. Nestas foram testados os limites dem sistema solvente tolueno - acetato de etila - &cido formico
guantificacdo, recuperacdo e realizados levantamentosreeelada com solucdo de acido sulfdrico 20% em etanol 50%.
ocorréncia em amostras adquiridas no comércio local. Cabe salientar que esta segunda opcdo apresenta um custo

Trés marcas de farinha de trigo, disponiveis no coméraiaais baixo e que o ponto critico é a relacao tempo / temperatura
da cidade de Rio Grande, RS, foram coletadas nos anos de 200@nte a revelacao.
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Tabela 2.Sistemas solventes e agentes reveladores para determinagéo simultdnea de DON e toxina T-2 por CCD e seus limite
deteccdo.

Tricoteceno Revelador Sistema Luz UV (365nm) Luz Visivel Rs
solventé Ld Cor Ld Cor
(ng/mancha) (ng/mancha)
DON AICl; 1 150 Azul ND 0,19
2 100 Azul ND 0,15
3 100 Azul ND 0,13
4 50 Azul ND 0,12
H,SO, 3 50 Marrom- 50 Marrom 0,29
H,SO, 5 100 amarelado 150 Marrom 0,90
Marrom claro
T-2 H,SQO, (em placa 1 100 Verde ND 1
de AICk) 2 ND ND
4 100 Verde ND 0,45
3 40 Verde-azulado 100 Cinza 0,54
H,SOx 5 100 Verde-azulado ND 0,60
H,SO, 4 40 Verde 100 Parpura 0,45
Ac.Cromotrépico 3 60 ND 0,55
(em placa de
AICl5)
Ac.Cromotrépico Pdarpura

Ld: limite de deteccdé 1. Tolueno-acetato de etila (1:3); 2. CH@letanol (93:7); 3. Tolueno:acetato de etila:acido férmico (5:4:1); 4. Tolueno:acetato
de etila (2:3); 5. CHGlacetona:isopropanol (8:1:1). ND- ndo detectado

2. Escolha do clarificante e solvente de particéo. Seguindo a matriz de planejamento (tabela 1) os extratos
Conforme mencionado, primeiramente foram comparadé@zram ressuspensos em 2(0 de benzeno, 2@L foram
os procedimentos de Scdt de Soaréspara a extragéo, pois amplicados em placa de silicagel e desenvolvidas em tolueno:
sdo procedimentos simples, com poucas etapas e que empregyaetato de etila: acido férmico (5:4:1). Os resultados da
pequenas quantidades de solventes. No caso do primeiro, gualiacdo da limpeza das placas pelos diferentes avaliadores
ja havia sido empregado para determinac¢é@o simultinea doses e depois da revelacdo aparecem respectivamente nas
tricotecenos do grupo A e B, algumas dificuldades foramabelas 3 e 4 para placas preparadas no laboratério e
observadas tais como: formacdo de emulsédo, evaporacamerciais.
demorada na etapa final, formacdo de gel na etapa de A observacédo dos resultados descritos na tabela
minicolunas, dificuldade de ressuspensao dos extratos, o qudica que as melhores condi¢des nestas duas etapas séo o
descartou 0 seu emprego. uso de cloroférmio ou cloreto de metileno como solvente de
Durante a aplicagdo do procedimento de S&apesa particdo e de sistema celite-sulfato de am6nio como agente
extracao de tricotecenos das amostras de malte, foi observeldoificante. O mesmo sistema também foi empregado por
gue os extratos apresentavam compostos que interferiamFoaong et él. Ao contrario de Marochi et’altambém neste
determinag&o de DON e toxina T-2 por cromatografia de camadeso o carbonato de cobre ndo acarretou melhora na limpeza
delgada. Alguns interferentes ocorriam na altura do Rf da Ultirdas placas e por isso néo foi utilizado. O cloreto de metileno
toxina o que foi solucionado desengordurando previamentefasescolhido por sua maior volatilidade que facilita nesta
amostras com hexano. etapa do trabalho.
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Tabela 3 Pontuagdo da intensidade dos interferentes nas amostras de malte antes da revelacéo ( média em dois tipos de pl;

Experimento Placa 1 * Placa 2 * Média **

1 4,00 3,67 3,84
2 5,00 5,00 5,00

3 6,33 4,33 5,33
4 5,33 4,33 4,83
5 6,33 5,00 5,67
6 7,33 6,67 7,00

7 1,33 1,33 1,33
8 2,67 3,00 2,84
9 1,33 1,33 1,33

Placa 1: preparada com silicagel G-60 Placa 2: placa pronta Wathman 0,25 mm
* média de trés avaliadores ** média da pontuacdo das duas placas

Tabela 4 Pontuacao da intensidade dos interferentes depois da revelacagSOniridia em dois tipos de placas)

Experimento Placal* Placa 2 * Média**

1 1,33 2,33 1,73
2 4,33 4,67 4,50
3 4,33 4,33 4,33
4 6,33 6,67 6,505
5 7,00 7,00 7,00

6 6,67 7,67 7,17
7 2,33 2,33 2,33
8 4,67 5,33 5,00

9 2,33 3,67 3,00

Placa 1: preparada com silicagel G-60 Placa 2: placa pronta Wathman 0,25 mm
* média de trés avaliadores ** média da pontuagdo das duas placas

3. Procedimento Proposto para determinacéo simultanea de D&)NFiltrar novamente em papel de filtro sanfonado. Transferir
e toxina T-2 no malte. 150 mL deste segundo filtrado para um funil de separacdo
O procedimento que melhor se prestou pareontendo 150 mL de 4gua destilada. Adicionar 10 mL de cloreto
determinacao simultanea de DON e toxina T-2 nas amostragganetileno (ou cloroférmio).
malte cervejeiro foi o procedimento de Soares com 43 Efetuar a particdo agitando lentamente por 3 minutos.
modificacdes mencionadas. Todas as etapas estéo apresenfdadbas@r em repouso por mais 10 minutos para separar as
em segquir: camadas. Recolher a fase organica num bequer. Retirar uma
1) Extrair 50 g de amostra do malte desengordurado com 300 allquota de 5 mL (amostra para quantificacao) e passéa-la
de mistura metanol-KCl 4% (9:1) em blender com velocidageor uma minicoluna de carvao ativo-alumina-celite
média por 3 minutos. (0,7:0,5:0,3). Receber o eluato num frasco. Guardar o resto
2) Filtrar em papel de filtro sanfonado. Transferir uma aliquoti solu¢ao do bequer (amostra para triagem) num segundo
de 150 mL de filtrado para um bequer contendo 150 mL di@sco.
solugéo de sulfato de amdnia 30% e 50 decelite pré-lavada 5) Repetir a particdo com mais 10 mL de cloreto de metileno (ou
com &cido. Homogeneizar com bastao de vidro e deixar eroformio). Recolher a fase organica no outro bequer. Retirar
repouso por mais de 5 minutos. de novo 5 mL e passar por minicoluna.
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6) Eluir a minicoluna com 4x5 mL de solvente de particdo4. Recuperacgdo de tricotecenos das amostras do malte
juntando todas as por¢des no primeiro frasco. As amostras do malte moido, desengordurado e ndo
7) Evaporar o cloreto de metileno em banho-marig®@ 8u  contaminado, foram fortificadas com padr6es de DON e toxina
cloroformio a 46C) sob corrente de nitrogénio. Guardar o extratoT-2 em seis niveis diferentes (200, 350, 500, 650, 800 e 1000 ng/
seco no frasco fechado a temperatuf@ -5 ). Foi empregado o procedimento estabelecido para a extracéo
8) Ressuspender o extrato com @D@e benzeno e agitar em dos tricotecenos e os padrdes foram aplicados nas placas nas
banho ultra-sbnico. Este extrato estd pronto para aplicacdo eroncentracdes mencionadas em material e métodos (item 6).
placas cromatogréficas. Os resultados de recuperagéo dos tricotecenos DON e
9) Aplicar na placa de silicagel (simples ou embebida em solug&oxina T-2 em todos o0s niveis estudados, aparecem na tabela
de AICI, 15% em metanol 85%) 1@ do extrato finalda amostra 5, onde estdo os resultados das aplicacGes feitas nas placas
e quantidades de padrées de DON e toxina T-2, correspondermig2-prontas de silicagel ou nas placas de silicagel embebidas
a possivel contaminacdo de amostra. em solucdo de AICL5% em metanol, respectivamente.

10) Desenvolver a placa simples no sistema solvente Pode-se observar pela tabela 5 e considerar que houve
tolueno:acetato de etila: acido formico (5:4:1) e a placa embebidana boa recuperacdo das duas toxinas, sendo que para 0s
em AICl, em sistema solvente tolueno:acetato de etila (2:3). niveis de contaminagdo mais baixos, a toxina T-2 foi melhor
11) Secar a placa a temperatura ambiente dentro da capela. recuperada, enquanto que para os niveis mais altos, foi o DON
12) Revelar a primeira placa com solugédo ¢8®j 20% em  que mostrou valores mais altos de recuperagao.

etanol 50% e aquecer a *2@or 10 minutos. Observar sob luz Os valores médios de recuperacao foram 80,55% para
UV, comprimento de onda longo, as manchas marrom de DON DON e 77,94 para a toxina T-2. Cabe salientar que para a
aproximadamente em R 0,29 e as manchas fluorescentesestimativa do valor medio da recuperacéo de DON néo foi
esverdeadas da toxina T-2 aproximadamente en@f84. Sob  considerado o nivel de contaminagéo 200 ng/g, que foi 41%.
luz visivel as manchas da toxina T-2 aparecem de cor cinza. O maior nivel de contaminacao foi utilizado para estimar
13) Aquecer a placa embebida em Al@r 10 minutos a 106. a repetibilidade do procedimento, tendo um coeficiente de
Observar sob luz UV as manchas fluorescentes azuis de DOkMriagéo de 7,3% e 7,2% respectivamente para DON e toxina
em R= 0,12 aproximadamente. Revelar a regido da toxina T-I-2. Esta estimativa realizada nos diferentes niveis de
com &cido cromotrépico e aquecer a “2@or 7 minutos. contaminacgdo estudados resulta em coeficientes de variacao
Observar as manchas fluorescentes verdes desta toxina sob phara DON de 23,6% e de 12,3%.para toxina T-2

UV, comprimento de onda longo er=R,45. Alguns fatores podem influenciar nestes resultados.
Primeiro, provavelmente as toxinas competem entre si pelos

Tabela 5.Resultados de testes de recuperagdo de DON e T-2 eMventes de extracio e separacdo. Um maior nimero de

seis niveis de contaminagdo de amostras de malt[?artigées poderia realizar uma recuperagao maior.

desengordurado. Outro fator pode ser a minicoluna utilizada para limpeza
Contaminacéo % recuperagéo % recuperagao do extrato. Foram utilizadas minicolunas de carvéo ativo:
(ng/g) DON toxina T-2 alumina: celite (0,7:0,5:0,3), que séo recomendadas por muitos
1 200 40,8 81,6 autores para estas determinaé®é4*2* Mas, segundo um
1 200 40,8 81,6 estudo de Galvano et’atom 19 tipos de carvédo ativo, foi
observado que a capacidade deles para adsor¢cdo do DON
2 350 69,9 93,9 varia de 1,83% a 98,93%. Os tipos utilizados pelo autor e
2 350 70,0 93,3 colaboradores ndo foram Darco G-60, que é o carvao utilizado
para preparac¢éo das minicolunas de limpeza neste caso. Mesmo
3 500 81,6 65,3 L . .
assim, € muito provavel que o carvao ativo Darco G-60 adsorva
3 500 65,3 65,3 uma quantidade do DON. Este efeito é notavel nos niveis
4 650 87.9 67.6 baixos de contqmina@éo. S.eri.a interessante utilizar ogtro t~ipo
de coluna de limpeza, principalmente para determinacdes
4 650 87,9 67,8 quantitativas nos niveis menores que 300 ng/g.
5 800 81,6 75,5 O terceiro fator que pode causar este grau de
recuperacdo, principalmente para o DON, é o tipo do
S 800 81,6 75,5 solvente utilizado para ressuspender o residuo. Tanaka et
6 1000 97,9 83,4 al’?mostraram que a melhor recuperacédo do DON e NIV das
amostras artificialmente contaminadas do arroz, foi obtida
6 1000 89.8 89.8 usando o metanol como solvente de ressuspensdo do
6 1000 97,9 80,0 extrato seco, enquanto que a menor recuperacao para o
6 1000 73,5 88,2 NIV obteve-se utilizando a mistura CH@hetanol (9:1).

No nosso experimento foi utilizado o benzeno, o mesmo
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Tabela 6.Determinacéo de tricotecenos do grupo A e B em arroz e farinha de trigo

Caracteristica Farinhas de Trigo Arroz
Recuperacado média de DON % (200 a 1000 ng/g) 90 77
Recuperacdo média de Toxina T-2 (200 a 1000 ng/g) 87 79
Repetibilidade DON, toxina T -2 (CV%) 17 11e10
N° amostras analisadas 112 72
Falsos positivos 6(DON) 7(T-2) 2 (DON) 3(T-2)
Amostras confirmadas 2 (DON) 1 (DON)
Niveis de contaminaggey . Kg* 323 e 128 266
CONCLUSAO

solvente de preparacdo dos padrbes, por ele mostrar Foi proposto um procedimento para determinagao
estabilidade maior no armazenamento das amostras. P&imultanea de tricotecenos do grupo A e B, desoxinivalenol e
outro lado o benzeno ainda permite uma melhor aplicaga¢oxina T-2, cujas melhores condigbes foram obtidas empregando
nas placas cromatogréaficas, comparando com o metanol, @mo sistema extrator metanol - KCI (3:1), clarificante sulfato de
qual deixa uma mancha muito espalhada (Soares amonioelimpezaem minicoluna de carvéo ativo - celite e alumina.
comunicacao pessoal). A fase estacionéria foi a silicagel G 60, 0, 25 mm de espessura;
5. Aplicabilidade do método a outros produtos alimenticios eluentes foram o tolueno - acetato etila - acido férmico (5:4:1) e

O procedimento descrito foi checado quanto ao limitetolueno - acetato de etila (2:3). Os melhores agentes reveladores
de quantificacéo, recuperacéo e repetibilidade em amostrggram: acido sulfdrico 20% em etanol 50% e cloreto de aluminio
de farinhas de trigo, de trés marcas comerciais diferented,5% em metanol 85% e acido cromotrdpico.
coletadas em diferentes periodos nos anos de 2000 a 2002 e Olimite de detecgdo para a toxina T-2 foi de 40 ng/mancha
em amostras de arroz integral, parboilizado e brancce para DON de 50 ng/mancha. A avaliagdo da recuperagdo media
coletados no ano 2000, no comércio da cidade de Rio Grandpara os niveis de contaminagao variando de 200 a 1000 ng/g
RS. foi de 80,5% e 77,9% respectivamente para malte.

Os resultados destas atividades aparecem na tabela 6. O método aplicado a amostras de arroz e de farinha de

Pode-se observar pela tabela que a performance dgigo mostrou ter boa repetibilidade (CV 11 e 17%) e
método nao diferiu entre as matrizes em que foi aplicado. Cabkecuperacao entre 90 e 77% respectivamente para DON e T-
salientar que o nimero de amostras contaminadas pa, € um numero baixo de falsos positivos (9,7%).

tricotecenos, desoxinivalenol e toxina T-2 foi relativamente O DON foi o tnico tricoteceno detectado, aparecendo
pequeno e abaixo dos limites legislado por paises d&m 1,6% amostras, sendo duas de arroz e uma de farinha de
Comunidade Européia para estas toxthas trigo em niveis respectivamente de 128, 323 e 266 mg/Kg.
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Baraj, E. ; Badiale-Furlong, E. - Procedure for simultaneous determination of trichothecenes: deoxynivalenol
e T-2 toxin.Rev. Inst. Adolfo Lutz, 62(2): 95 - 104,2003.

ABSTRACT. The trichothecenes are a group of sesquiterpenoid mycotoxins produced by several general
and species of fungi such Bssarium, Stachybotris, Trichothecium, Trichoderarad Myrothecium

These trichothecenes are relatively stable during food processing and can be removed with difficulty
from contamined grains under moderate conditions. Among then deoxynivalenol (DON) is the most
common contaminant of cereal grains, whilst the T-2 toxin, wich is frequently detected in foods, has been
the most widely, because is 10 times more toxic then DON. In the present work it was adapted a methodology
for simultaneous determination of DON and T-2 toxin by thin layer chromatography (TLC). The matrix
chosen was barley malt. Extraction and purification systems, developing solvents and spray reagents
used to visualize the trichothecenes have been compared. The method was employed to rice and wheat
meals. The limits of detection of the method were 40 ng/spot for T-2 toxin and 50 ng/spot; with the average
recoveries of 77,9 and 80,5% respectively. A rice sample was found contamined with R§6 and two

samples of wheat meal with 128 e 3@83 Kg* DON.

KEY WORDS. deoxynivalenol, T-2 toxin, trichothecene determination, TLC
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