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RESUMO: Testes para confirmagdo da identidade de alguns tricotecenos (deoxinivalenol,
diacetoxiscirpenol, toxina T-2, roridina A, verrucarina A) em cromatogratia de camada delgada sho descritos,
envolvendo {a) uma reagdo de acetilaglo antes do desenvolvimento cromatografics e (b) o use de 5 reveladores
{Acido suifirico, sulfate de cério, 2,4 dinitrofenil hidrazina, p-anisaldeido, dcido crometropico} apos o
desenvolvimento cromalografico. Nivalenol nfio respendeu aos reveladores ¢ ne pode ser incluido na presente
proposta. O sistema fol testado em oito amostras de milke inoculadas e incubadas com cepas toxigénicas de
Fusarium e que produzitam diacetoxiscirpenol ¢ toxina T-2, € o5 resultados, comparados com os obtides
com espectremetria de massa, demonstram s utilidade e facilidade de aplicagfio do sistema para confinmagiio

destes fricotecenos em camada delgada.

UNITERMOS: Micotoxinas, tricotecenos, cromatografia em camada delgada, tesies confirmatérios

para tricotecenos.

INTRODUCAO

Os tricotecenos sdo responsaveis pelas sindromes
denominadas aleucia toxica alimentar (ATA}, fusario-
toxicoses ¢ ainda toxicoses do mitho embolorade. Os
sintomas agudos da ATA, descritos primeiramente em
humanos na Russia no século XTX, compreendem febre,
angina necrotica, leucopenia, hemorragias generaliza-
das, exaustdo da medula 6ssea e morte®™, Vimitos ¢
recusa alimentar s8¢ observados em animais. Tricote-
cenos sdo poderosos imunessupressores ¢ inibidores
da sintese profeica, ¢ que pode predispor animais a ou-
tras doengas ¢ mascarar a toxicose inicial®. Apesar de
que fodos 0s animais sio afetados quando da mmgestde
de tricotecenos, a severidade dos sintomas depende do
composto efetivamente presente no alimento ou rago, o
grau ou duracio da exposicio ¢ da espéeie de animal
envoivido. Suinos e outres animais Mmonogastricos
{inclusive humanos} sfo 0s mais scasiveis. Galinhas ¢
perus exibem tolerfincia malor ¢ finalmente. o8 menos
sensiveis vem a ser og ruminantes’’,

De acordo com SCOTTY, o namere de tricotecenos
tselados em laboratdrio supera 160 compostos, porém a
ecorréncia natural comprovada em alimentos esta li-
mitada a cerca de cipco componentes desta familia
{deoxinivalenol {DON}, nivalenol (NTV), diacetoxis-
cirpenol(DAS), texinas T-2 {T-2} ¢ HT-2{HT-2)).
Levantamentos mais recentes tem revelado também a
presenga de |5-acetildeoxinivalenol, 3-acetildeoxinivale-
nol®, fusarenona -X° Na Alemanha, 1-2 triol & T-2 tetrao]
foram encontrados erm cereais ainda na década de 80V,
Em seu trabalho de revisio sobre o assunto, SCOTTV
mostTa que o5 tricotecenos tem sido encontrados em
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todos 0s tipos de cereais consumidos pelo homem.
Paralelamente, relatos de amostras contaminadas tem
ocorrido em fodas as partes do mundo em que le-
vantamentos tem sido realizadog™ B ¥,

A determinagio de micotoxinas envolve necessaria-
mente métodos cromatogrificos na etapa de gquantifica-
¢do devido a necessidade de separar as toxinas dos mui-
tos possiveis interferentes. Pois, como acontece com
muitos processes analiticos para substineias presentes
em tragos, o processe de exiragio do alimenfo ¢ limpeza
de interferentes nde elimina A necessidade de uma Gitima
ctapa envolvende cromatografia. Processos cromato-
graficos, por sua vez, néo dio cerfeza quanto a identidade
do composto, criando-se assim a chrigatoriedade de uma
etapa de confirmacio.

SCOTT" cita testes de confinmacio da identidade das
micotoxinas que inclvem: formagdo de derivado por
reagdo guimica, espectrometria de massa, uso de dois
detectores diferentes em cromatografia liguida ¢ o uso
de dois comprimentos de onda ne mesmo defector de
flourescéneia ou UV/ivisivel do cromatdgrafo liquido.
A estes poderiamos acrescentar imunoensaios, pois por
suz especificidade também preenchem o requisitos
necessarios para feste de confinmagio,

Para tricotecenos, porém, a Unica abordagem relatada
na literatura tem sido espectrometria de massa™ ¥, Os
tricotecenss sfo convertidos e derivados trimetilsila-
nizados, heptaflourcbutirados ou triflouralquilados para
que através de um diagndstico de seu padrde especifico
de fragmemtacfo tenham sua identidade confirmada.

Ne presente trabatho so propostos testes para confir-
magdo da identidade de alguns tricotecenos baseados na
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acetilacBo € na revelacho das toxinas, acetiladas ou ndo,
com diversos reveladores e observacio das cores sur-
gidas com a revelagio, assim como do comportamento
dos compostos em cromatografia de camada delgada.
MATERIAL E METODOS

Os testes propostos para confirmacio da identidade
dos tricotecenos compreendem uma reagio de aceti-
lagho ¢ revelagio com cinco reveladores diferentes.

Preparo de padrbes: (concentraches aproximadas
gue poden ser empregadas: 80 mg/mL DON, 139 mg/
mL NIV, H7 mg/mbL DAS, 68 mg/mL 1-2, 91 mg/mlL
ROR., 76 mg/mi. VER)

Acetilagdo dos tricotecenos: (@) para deoxinivale-
nol, diacetoxiscirpenel e toxina T-2 - aplicar amostra ¢
padrio lado a lade, duas vezes na placa de camada delgada
de sitica gel 60. Scbre as segundas manchas do padriio
¢ da amostra, aplicar piridine/anidrido acétice (1+1).
Deixar secar ¢ desenvolver em tolueno/acefato de etila/
acido formico {6+3+1) (b} Para todos os tricoiecenes
testados - Colocar em um pegueno frasco de apro-
ximadamente 4 mL, com tampa, cerea de 50 mL de wmn
dos padries de tricoteceno ou 30 mi de amoestra que
possua concentragdo equivalente ou maior as indicadas.
Adicionar 200 ml de asidride acético ¢ 200 ml de
pinidina. Aquecer a 03°C por 2,5 horas ou, opcional-
mente, deixar em repouse por 20 horas & temperatura
ambicnie. Secar em banho-maria sob nitrogénio,
Ressuspender em 200 ml de benzeno ¢ agitar em banho
de ultrassorn. Aplicar 20 mL ou maly, em camada defgada
¢ desenvolver, como descrito em (a). Nebulizar com o
Revelador 1 ¢ proceder come descrito sbaixo em
“Aplicagiio de reveladores”. O resultado serd considerado
positivo case o compertamento cromatografice do pa-
drito ¢ da amostra derivados coincidir, assim como o par
nfio derivado. No entanto, os pares devem apresentat com-
portamento diverso guando comparados um com o outro.

Aplicacfio de reveladores: aplicar as amostras ¢ os
padedes em camada cfclgada de silica gel 60, Preparar
desta maneira quantas placas guantos forem os reve-
fadores a serem empregados. Desenvolver cada placa
em toluenc/acetato de etilafdcido fbrmico (643413 Nebu-
lizar em cada placa um dos sepuintes veveladores e deixar
na estufa o tempo recomendade: {- acido sulfrico 20%
em metanol (10 minutos a 110°0).2- sulfato de cério,
1% em dcido sulflirico 6N (16 a 20 minuwtos a 1 16°CY3-
2.4 dinftrofenil hidrazina, 0.5g dissolvidos em wma mise
tura de 3,5 ml. dcide sulfiirico concentrado, 37,5 mi. de
etanot e 83 ml de dgua (10 & 20 minatos a HIPCH4-
p-anisaldeido,G.5 mi. em uma mistura de 5 ml. de acido
sulfiirice, 16 mbL acido acético glacial ¢ 400 mL metanol
(20 minutos a [10°CY, 5~ dcido cromotzdpics, 1 parte de
solugdo aguosa de 4cido cromotropice a 0% e 5 partes
de dcido sulfirico/dgua (5+3) (5 a 10 minutos a 110°C).

Os testes propostos foram availado com amostras de
mitho inoculadas cor 31 ccp"xq toxigénicas de Fusarium
{F. poae NRRI 3511, F. sparotrichieides NRRL 3510
{obtida do NRRL em 982), F tricinctom NRRL 3510
{obtida do NRRL em 1988} ¢ F. tricinctum NRRL
3299 {obtida do NRRL em 1988). Cada cepa foi inocu-
fada em duas amostras de mitho gue haviam sido previa-
mente anfoclavadas a 121°C por 15 minutos para destruir
a microbiota natural. A metade das amostras foram acon-
dionados a 5°C durante 30 dias ¢ a outra metade a 25°C.
Apos ¢ste periodo, as amostras foram autoclavadas a

i8

121°C por 15 minutos € secas em estufa a H0°C. Foram
entdo trituradas em moinho até obter-se uma granulo-
metria de 20 mesh ¢ submetidas ao método para deter-
minacdo de tricetecenos descrito por MAROCHI &
SOARES®. Foram conflirmadas simultaneamente pelo
sisfema aqui proposto © por espectrometria de massa.
Para analise por especirometria de massa, as micotoxinas
foram isoladas por cromatografia preparativa e analisadas
em um espectrometro de massa VAriant MAT 311 A,
nas seguintes condicfes: temperatura de entrada na faixa
de 100 a 110°C, temperatura da sonda na faixa de 100 a
2754C, corrente iénica total na faixa de 0,1 4 2,0 ¢ energla
de elétrons, 70 V.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

QO conjunte de testes proposto e gue inchi a visua-
lizagdo de tricotecenos acetilados ¢ nio acetifados (Ta-
bela 1) com acide sulfirico, assim como a visualizagio
com reveladores diversos (Tabelas 2 ¢ 3), mostra uma
gama de Ris e cores capaz de possibilitar a confirmacéio
da tdentidade das toxinas examinadas, exceto o nivalenol
aque mostrow-se reffatirio a todos os reveladores empre-
gados. O sulfato de cério {Revelador 2), no entanto,
tormou vistvel o aivalenol acetilade como uma mancha
cinza, sob luz natural, com um limite de detecclo de 700
ng. O fato de apenas este revelador ter-se mostrado
eficaz, afasta, porém, a possibilidade de confirmar esia
toxina com a gjuda dos festes aqui descriios,

Os limites de d utcu(ao para cada composto ¢ cada
revelador (Tabelag 4 ¢ 3) foramn incluidos por constitul-
rem um ponto de orientagdo importante para o analista.
O fate de ndo enconirar foxinas com um determinado
revelador, pode significar que quantidade insuficiente
fot aplicada na placa. Como os testes sfio gualitativos,
pode-se '1plicar grandes quantidades na camada delga-
da. Bsta ¢ urna situagfo inversa § do trabatho quantiati-
vo, ne qual ndo deve-se aplicar volumes superiores a 10
pL na placa, sob pena de incorrer-se em éro na medida
do volume. Come a derivagio, por sun vez, niio é quan-
titativa, wn pouco da mancha do composto inicial pode
ser vista na placa apds o desenvolvimento e revelagio,

A reaglio de acetilagio, apesar de conhecida, nio fol
ate ¢ momento sugerida para confirmagdo de tricotece-
nos. Fol utilizada em alguns trabalhos come wma prepa-
raglo para cromatografia gasosa de tricotecenos

A formagieo de derivativo especifico com proprie-
dades cromatograficas diferentes do composto original
constituil um enfoque simples ¢ pratico para muitos
laboratérios & essencial para agueles que nio tem acesso
a instrumentos mais dispendiosos como espectrimetros
de massa. Com metodos de derivagdo, a prova de con-
firmagio pode ser parte da roting do laboratdrio, tenha

ele acesso a wm massa ov ndo, Por outro lade, é dese-
javel que os analistas disponham de uma gama tio
ampla gquanto possivel de métodos analiticos de maneira
que possam escother ¢ que mais lhe convém em termos
de recursos ¢ tempo disponivel,

Derivagbes quimicas tem side amplamente utilizadas
com relacdc a outras micotoxinas. Para as aflatoxinas,
que sde as micotoxinas que mais frequentemente sdo
alve de determinagdes analiticas, o método de confirma-
¢do mais utilizado ¢ a derivagio gquimica inicialmente
proposta por PRZYLBYLSKE? ¢ adotada pela AGALC,
e pela AAC.C2 O método consiste em uma hideatagio
do grupe éter vinilico, catalizada por wm dcido. O mesmo
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tipe de reagio vem sendo usado para aflatoxine M™ ¢
esterigmatocistina’, As ocratoxinas A e B temn sua identi-
dade confirmada com a formacdo de um éter etilico
catatizada por trifloureto de boro', A reaglo de acetilacho
com anidrido acético fol proposta para zearalenona, acido
penicilico, citrinina, esterigmatocisting ¢ ocratoxinag A°

O ¢uidado das autoras em incloir, alem da acetilagio,
a visualizacfio com diversos reveladores ¢ g ohservagdo
do compertamento cromatogrifics, deve-se ao fato
dos tricotecenos constituirem-se numa familia tho
extensa. Desta maneira visa-se c¢liminar possiveis
identificacdes errdneas atraves da introducio de uma
bateria de testes suficientemente grande, permitindo,
por outro lade, gue sejam incluldes futuramente
tricotecenos nie abordados no presente trabalho.

O sistems de confirmacdoe foi testado em oito
amostras de mitho inoculadas com cepas toxigénicas
de Fusariwm que produzitam DAS ¢ T-2 (Tabela 6).
Os resuliados mostraram sna aplicabilidade para estas
toxinas, porém, a propria logica do sistema proposto
vem a ser, provavelmente, a sua maior recomendagio.

TABELA I
Visualizagio de tricotecenos acetilados ¢ nfo
acetilados, desenvolvidos em cromatografia de ca-
mada delgada’ e nebulizados com acido sulfiric
20% ¢m metanol (Revelador 1), sob radiacfo
ultravioleta e visivel.

Tricoteceno Rf Cor {366nmy  Cor {Visivel)
DAS (3,29 azul cinza

DAS acetilado 0,49 amarglo  cinza

T-2 (3,30 azul CinZa

T-2 acetilada (3,51 amarelo  cinza

DON 6,12 tjolo ¢inza

LON acetilado (,48 amarcle  cinza

NIV - nv ny

NIV acctitado® - nv nv

ROR 0,30 marrem  marrom claro

marrom ¢laro
mairom claro
marrom claro

ROR acetilada® 9,21 rosa
0,58 rosa
0,44 azul
0,26 rosa
0,58 amarelo

VER
VER acetilada®
marrem clare

¢ . Fase movel: Tolueno/acetmio de etifaficido formico (6434+1);
" - duas rpanchas; © - nivaienol scetitado pode ser visualizado com
o Revelador 2 (subfato de céric). com um Hmile de detecciio de 700
By v - ndAe visnalizado.

TABELA 2
Tricotecenos revelados com reagentes diversos:

TABELA 3
Tricotecenos revelados com reagentes diversos:
Cores visuaiizadas sob radiacio ultravioleta de 366nm,

Reve- DIAS T2 DON NIV ROR VER
fador

2 amarele  amarele  marren av amarelo amarele
3 amarelo amarele  nv nv  amarelo nv

4 violeta  azui marron 0V tijolo  nv

5 matron  marron  vicleta nv  amarelo amarclo

Reveladores: | - dcide suiflirieo, 2 - sulthto de cério, 3 - 2,4 dinitro-
fenit hidrazing, 4 - p-anisaldeide, 5 - deido cromotropico. Fase mbvel:
tolueno/soctato de etilafdcido fomico (6+3+1 ) nv - ndo visualizado,

TABELA 4
Limites de deteccdio {fem ng) de ricotecenos
revelados com reagentes diversos: cores visualizadas
sob radiag@o ultravioleta de 366 nm.

Reve- DAS T2 DON NIV ROR VER
Jador

1 50 40 40 - 40 50
2 359 340 486G - 166 300
3 700 360 - - 90 -
4 TO0 340 486G - 1060 -
5 3150 20490 1690 - 528 312

Reveladores: |- deide sulfivico, 2 - sudfato de oério, 3 - 2,4 dinitrofeni]
hidvazing, 4 - p-anisaldeldo, 3 - doido cromotrépico. Fase mavel:
teduenofacciato de etifa/deido formice 0434 1) av - ndo visualizado.

TABELA 5

Limites de detecgio {em ng) de tricotecenos
revelados com reagentes diversos; Cores
visualizadas sob luz visivel.

Reve- DAS T-2 DON NIV ROR VER
lador

1 350 270 R0 - 200 300
2 380 - 240 - 330 38O
3 1656 2040 - - 1060 -
4 154 680 240 - 790G 600
5 350 340 1690 - 240 910

Revelndares” T~ 000 SWIUTIC, 2 - SUTAL0 48 cerin, 1 - 4.4 Qinireleni
hidrazina, 4 - p-anisaldeido, $ - deido cromotrdpico. Fase movel:
toltieno/acetate de etiladicide formico (6+3+1) nv - nfio visualizado,

TABELA 6
Tearinas produzidas por diferentes cepas de Fusarfum
em milho e submetidas & confirmacio pelos testes
propostos € por espectrometria de massa.

Toxina confirmada
Sistema  Espectrometria

Cepa inconfada Temperatura de

incibagdo] "

Cores visunalizadas sob luz vigivel propesie  de massa
Reve- DAS  T-2 DON NIV ROR  VER F. poae s T2 T2
Jador NRRI 3311 25 722 T2
marron o cinzgd v Marron  marron t}};‘ lg Er?f?gh iofdes ;ﬂ T2 1
3 amarelo  amarclo v v amarelo ny : -7 i N )
claro chire claro . irictactum 3 T-Z T-2
4 Fosa 080 r‘osa nv  azud FOsd NRRL 3510 IAR i
forte escuro claro 23 ND -
5 violeta  violeta  violeta nv  ocre oere F. tricinetum 5 Ny -
NRRIL 3299 23 ND -

Reveladoves: 2 - suMfato de cévie, 3 - 2,4 dinttrofoni] hidrazina, 4
- pragssaideida, 5 - doudo cromomrdpics, Pase mdvel: tolueno/aceiato
de ettia/dorde o (43413 mv - niio vismelizado.

NI¥ - nio detectado. T - quantidade isolada [nsuficiente pura
aplicagio no espectrdmetro de massa.
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ABSTRACT: Tests are described for confirmation of the identity of trichothecenes (deoxymivalenol,
diacetoxyeispernol, toxin T-2, roridin A, and verrpearin Ay on thin layer chromatrography using (a)an acetylation
reaction erploved previoys to a chromatographic development and {b} 5 spray reagents (sulfuric acid, ceric
sudfate, 2.4 dinitrophenyiydrazine, p-anisaldehyde, chromotropic acid) ciploved after a chromatographic
development. Nivaleno! did not respond to the spray reagents being utilized and thus could not be included in
the present proposal. The systen was fested on eight samples of corm previously innoculated and incubated with
Fasarium trichothecere producing strains. Diacetoxyscirpenol and T-2 toxin were obtained and confirmed by
the proposed tests, The results when compared with the ones obtained with mass spectrometry data, demonstrate
the usefulness and ease of application of the system for confirmation of the identity of the above mentioned

wrichothecencs on thin layer chromatography.

UNITERMS: Mycotoxins, trichothecenes, thin layer chromatography, confirmatory tests for trichothecenes.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

I AMERICANASSOCIATION OF CEREAL CHEMISTS.
Approved methods of unalysis, 8 ed., St Paul. Minesota,
American Association of Cereal Chemists, Method 45
-30,p. 1-8, 1983,

2. BRUMLEY,W.C.; NESHEIM.S.. TRUCKSESS, M.
W TRUCKSES,EW,; DRETFUS,PA S ROACH, FAG;
ANDRZEIEWSKL [3; EPPLEY, R M POHLAND A E.;
THORPE,C W.& SPITON, 1.4, Negative ion chemical
fonization mass spectrometry of aflatoxing and refated
mycotoxins. dnal Chem. 53: 2003-2006, 1981,

3. BUSBY JRL,WE WOGAN, GN. Food-borme mveotox s and
alimentory mycotoxiceses. Int RIEMANN, H.(ed)- Food -
borne infections and imtoxications. 2 ed., Now York, Acadernic
Press, 1979, . 319-610.

4. GOLINSKLR& GRABARKIEWCZ-SZCESNA, | Chemical
confirmatory tests for ochratoxin A, citrinin, penicillic
geid, sterigmatocystin, and zearalenone performed
direcily on thin layer chromatographic plates. /. Asspe.
Off Anal. Chem., 07 1108-1 110, 1984,

5 JELINEK, CF POHLAND A E, &WOOD, G.E. Worldwide
ccenrrence of mycotoxing 1 foods and feeds - An update.
S Assoc. Off dnal. Chewn., T2 223-230, 1989,

6 LUQ L YOSHIZAWA T YANG, LS ZHANG, S.Y. &
LZHANG, B.J A survey of the occurrence of Fusaritm
myeotoxins i com and wheat samples from Shaanxi and
Shanxi Provinces, China. Mycoroxin Res., 8 85-91, 1992,

T.MAROCHIL M.A & SOARES, LM.V. Uma metodologia para
detenminaglio de tricotecenos ¢ zearalenona em griios. Bol
SBCTA, 2T 1-8,1993.

8. OKOYE, Z.5.C. Fusarium myeotoxing nivalenol and fusa-
renon-x i mouldy maize harvested from farms in Jos
district, Nigeria. Food Add Confam. 19 375-379, 1993,

9. PESTKA, 11 & BOUDY, (3.5, Alteration of immune function
following ditary mycotexin exposure. Can. J. Physiol.
Pharmacol., 68; 1009-1016, 1990,

13 PLATTNER, R.D. & BENNETT, G A, Rapid detection of
Fusariwn mycotoxins in grains by quadrupole mass
spectrometry/ mass spectrometry. . Assoc, Off Anal,
Chemn., 66 1470 - 1477, 1983,

11, PRELUSKY, D.B; ROTTER, B.A. & ROTTER, R.G.
Toxicology of mycotexins. In: MILLER, 1.D.;

20

TRENHOLM, H.1L. (eds) - Mycoroxing in Graim. St Paul,
Minesota, Eagan Press. p. 359-404. 1994,

12, PREYLBYLSKI W, Formation of aflatoxin derivatives on
the thin layer chromatographic plates..7 dssoc. Off Anal.
Chem., 58: 163 - 364, 1975,

£3, SCOTT, PM. The natural cccurrence of trichothecenes. Tn:
BEASLEY, R.V.{ed}, Irichothecene mycoioxicoses:
Parhophysiologic effects. Boea Rator, Florida, CRC
Press, p.1-26, 1689

14, SCOTT, P.M. Natural Poisens. It ASSOCIATION OF
OFFICAL ANALYTICAL CHEMISTS - Official
Methods of the dssaciation of Official Anabytical Che-
mists. 157 ediglio, Arlingfon, Virginda, A.QLAC., 1990,
p. 1184-1213.

15, SCOTT, PM. Methods of Analysis for Mycotoxing - An
Overview. ln:ROSSELL LB, & PRITCHARD, J.L.R.
(eds) - Analysis of Oilseeds, Fats and Fairy Foods.
London, Elsevier, 1991, p. 141 - 183

16. SCOTT, BM. Gas chromatography of mycotoxins. in;
BETINA, V. (ed} - Chromatography of mycotoxing
Technigues and applications, Amsterdam, Elsevier. p.
373-425 1993,

{7 SHOTWELL, 0.4, Chemical survey methods for
mycotoxing. INiCOLE, R J.-Modern methods in the
analysis and strictural elucidarion of mycotoxins,,
Orlande, Florida, Academic Press, 1986,p. 51- 94,

18, TANAKA, T HASEGAWA AL YAMAMOTO, S LEE,
U.-3. SUGIURA, Y. & UENO, Y. Woridwide
eontamination of cereals by the Fusarinm mycotoxins
nivalenol, deoxynivalenol, and zearalenone. 1. Survey
of 19 countries. JAgric. Food Chem., 36: 979-983, 1U88,

19, THALMANN, A, Fusaritoxine in Futtermitteln und
Lebensmittelrohstolfen. Agrarund Usnieltforschung in
Baden-Wirttemberg, 14, 1-49, 1936,

20, UENQ. Y. Toxicology, In: UENO.Y, {cd) - Trichothecenes:
Chemical, Bivdogical and Toxicological Aspects, Tokyo,
Japan, Kodansha L 1983, 1. 135-170.

2L VAN EGMOND H.P& STUBBLEFIELD R D, Im-proved
method for confirmation of identity of aflatoxing B, and
M in dairy products and animal fissue extracts.
JAssoc, Off Ancl Chem. 64:152-155 1981

Recebido para publicagio em 11/67/95



