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RESUMO: Testes para confirmação da identidade de alguns tricotecenos (deoxinivalenol,
diacetoxiscirpenol, toxina T-2, roridinaA, verrucarinaA) em cromatografia de camada delgada são descritos,
envolvendo (a) uma reação de acetilação antes do desenvolvimento cromatogrático e (b) o uso de 5 reveladores
(ácido sulfúrico, sulfato de cério, 2,4 dinitrofenil hidrazina, p-anisaldeído, ácido cromotrópico) após o
desenvolvimento cromatográfico. Nivalenol não respondeu aos reveladores e não pode ser incluído na presente
proposta. O sistema foi testado em oito amostras de milho inoculadas e incubadas com cepas toxigênicas de
Fusarium e que produziram diacetoxiscirpenol e toxina T-2, e os resultados, comparados com os obtidos
com espectrometria de massa, demonstram a utilidade e facilidade de aplicação do sistema para confirmação
destes tricotecenos em camada delgada.

UNITERMOS: Micotoxinas, tricotecenos, cromatografia em camada delgada, testes confirmatórios
para tricotecenos.

INTRODUÇÃO
Os tricotecenos são responsáveis pelas síndromes

denominadas aleucia tóxica alimentar (ATA), fusario-
toxicoses e ainda toxicoses do milho embolorado. Os
sintomas agudos da ATA, descritos primeiramente em
humanos na Russia no século XIX, compreendem febre,
angina necrótica, leucopenia, hemorragias generaliza-
das, exaustão da medula óssea e morte". Vômitos e
recusa alimentar são observados em animais. Tricote-
cenos são poderosos imunossupressores e inibi dores
da síntese proteica, o que pode predispor animais a ou-
tras doenças e mascarar a toxicose inicial". Apesar de
que todos os animais são afetados quando da ingestão
de tricotecenos, a severidade dos sintomas depende do
composto efetivamente presente no alimento ou ração, o
grau ou duração da exposição e da espécie de animal
envolvido. Suínos e outros animais monogástricos
(inclusive humanos) são os mais sensíveis. Galinhas e
perus exibem tolerância maior e finalmente, os menos
sensíveis vem a ser os ruminantes I I.

De acordo com SCOTT13, o número de tricotecenos
isolados em laboratório supera 100 compostos, porém a
ocorrência natural comprovada em alimentos está li-
mitada a cerca de cinco componentes desta família
(deoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV), diacetoxis-
cirpenol(DAS), toxinas T-2 (T-2) e HT-2(HT-2)).
Levantamentos mais recentes tem revelado também a
presença de l5-acetildeoxinivalenol, 3-acetildeoxinivale-
nol", fusarenona _X8• Na Alemanha, T-2 triol e T-2 tetraol
foram encontrados em cereais ainda na década de 8019
Em seu trabalho de revisão sobre o assunto, SCOTT13

mostra que os tricotecenos tem sido encontrados em

todos os tipos de cereais consumidos pelo homem.
Paralelamente, relatos de amostras contaminadas tem
ocorrido em todas as partes do mundo em que le-
vantamentos tem sido realizados- 13. 18

A determinação de micotoxinas envolve necessaria-
mente métodos cromatográficos na etapa de quantifica-
ção devido a necessidade de separar as toxinas dos mui-
tos possíveis interferentes. Pois, como acontece com
muitos processos analíticos para substâncias presentes
em traços, o processo de extração do alimento e limpeza
de interferentes não elimina à necessidade de uma última
etapa envolvendo cromatografia. Processos cromato-
gráficos, por sua vez, não dão certeza quanto a identidade
do composto, criando-se assim a obrigatoriedade de uma
etapa de confirmação.

SCOTTI5 cita testes de confirmação da identidade das
micotoxinas que incluem: formação de derivado por
reação química, espectrometria de massa, uso de dois
detectores diferentes em cromatografia líquida e o uso
de dois comprimentos de onda no mesmo detector de
flourescência ou UV/visível do cromatógrafo líquido.
A estes poderiamos acrescentar imunoensaios, pois por
sua especificidade também preenchem o requisitos
necessários para teste de confirmação.

Para tricotecenos, porém, a única abordagem relatada
na literatura tem sido espectrometria de massa 10. 17 Os
tricotecenos são convertidos em derivados trimetilsila-
nizados, heptaflourobutirados ou triflouralquilados para
que através de um diagnóstico de seu padrão específico
de fragmentação tenham sua identidade confirmada.

No presente trabalho são propostos testes para confir-
mação da identidade de alguns tricotecenos baseados na
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acetilação e na revelação das toxinas, acetiladas ou não,
com diversos reveladores e observação das cores sur-
gidas com a revelação, assim como do comportamento
dos compostos em cromatografia de camada delgada.

MATERIAL E MÉTODOS
OS testes propostos para confirmação da identidade

dos tricotecenos compreendem uma reação de aceti-
lacão e revelação com cinco reveladores diferentes.

Preparo de padrões: (concentrações aproximadas
que podem ser empregadas: 80 mg/mL DON, 139 mg/
mL NIV, 117 mg/mL DAS, 68 mg/mL T-2, 91 mg/mL
ROR, 76 mg/rnl. VER)

Acetilação dos tricotecenos: (a) para deoxinivale-
nol, diacetoxiscirpenol e toxina T-2 - aplicar amostra e
padrão lado a lado, duas vezes na placa de camada delgada
de sílica gel 60. Sobre as segundas manchas do padrão
e da amostra, aplicar piridina/anidrido acético (1+ I).
Deixar secar e desenvolver em tolueno/acetato de etila/
ácido fórmico (6+3+ I) (b) Para todos os tricotecenos
testados - Colocar em um pequeno frasco de apro-
ximadamente 4 ml., com tampa, cerca de 50 ml. de um
dos padrões de tricoteceno ou 50 ml. de amostra que
possua concentração equivalente ou maior às indicadas.
Adicionar 200 mL de anidrido acético e 200 mL de
piridina. Aquecer a 65°C por 2,5 horas ou, opcional-
mente, deixar em repouso por 20 horas à temperatura
ambiente. Secar em banho-maria sob nitrogênio.
Ressuspender em 200 mL de benzeno e agitar em banho
de ultrassom. Aplicar 20 mL ou mais, em camada delgada
e desenvolver, como descrito em (a). Nebulizar com o
Revelador I e proceder como descrito abaixo em
"Aplicação de reveladores". O resultado será considerado
positivo caso o comportamento cromatográfico do pa-
drão e da amostra derivados coincidir, assim como o par
não derivado. No entanto, os pares devem apresentar com-
portamento diverso quando comparados um com o outro.

Aplicação de reveladores: aplicar as amostras e os
padrões em camada delgada de sílica gel 60. Preparar
desta maneira quantas placas quantos forem os reve-
ladores a serem empregados. Desenvolver cada placa
em tolueno/acetato de etila/ácido fónnico (6+3+1). Nebu-
lizar em cada placa um dos seguintes reveladores e deixar
na estufa o tempo recomendado: 1- ácido sulfúrico 20%
em rnetanol (10 minutos a 110°C),2- sulfato de cério,
1% em ácido sulfúrico 6N (10 a 20 minutos a 110°C),3-
2,4 dinitrofenil hidrazina, 0,5g dissolvidos em uma mis-
tura de 3,5 mL ácido sulfúrico concentrado, 37,5 mL de
etanol e 85 mL de água (10 a 20 minutos a 110°C).4-
p-anisaldeído,0,5 mL em uma mistura de 5 mL de ácido
sulfúrico, 10 mL ácido acético glacial e 400 mL metanol
(20 minutos a 110°C), 5- ácido cromotrópico, 1 parte de
solução aquosa de ácido cromotrópico a 10% e 5 partes
de ácido sulfúrico/água (5+3) (5 a 10 minutos a 110°C).

Os testes propostos foram avaliado com amostras de
milho inoculadas com cepas toxigênicas de Fusarium
(F. poae NRRL 3511, F. sporotrichioides NRRL 3510
(obtida do NRRL em 1982), F. tricinctum NRRL 3510
(obtida do NRRL em 1988) e F. tricinctum NRRL
3299 (obtida do NRRL em 1988). Cada cepa foi inocu-
lada em duas amostras de milho que haviam sido previa-
mente autoc1avadas a 121°Cpor 15 minutos para destruir
a microbiota natural. A metade das amostras foram acon-
dionados a 5°C durante 30 dias e a outra metade a 25°e.
Após este período, as amostras foram autoclavadas a
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121°C por 15 minutos e secas em estufa a 100°e. Foram
então trituradas em moinho até obter-se uma granulo-
metria de 20 mcsh e submetidas ao método para deter-
minação de tricotecenos descrito por MAROCHI &
SOARES7 Foram confirmadas simultaneamente pelo
sistema aqui proposto e por espectrometria de massa.
Para análise por espectrometria de massa, as micotoxinas
foram isoladas por cromatografia preparativa e analisadas
em um espectrometro de massa VAriant MAT 311 A,
nas seguintes condições: temperatura de entrada na faixa
de 100 a 110°C, temperatura da sonda na faixa de 100 a
275"C, corrente iônica total na faixa de O, I a 2,0 e energia
de elétrons, 70 V

RESULTADOS E DISCUSSÃO
O conjunto de testes proposto e que inclui a visua-

lização de tricotecenos acetilados e não acetilados (Ta-
bela 1) com ácido sulfúrico, assim como a visualizacão
com reveladores diversos (Tabelas 2 e 3), mostra uma
gama de Rfs e cores capaz de possibilitar a confirmação
da identidade das toxinas examinadas, exceto o nivalenol
que mostrou-se refratário a todos os reveladores empre-
gados. O sulfato de cério (Revelador 2), no entanto,
tomou visível o nivalenol acetilado como uma mancha
cinza, sob luz natural, com um limite de detecção de 700
ng. O fato de apenas este revelador ter-se mostrado
eficaz, afasta, porém, a possibilidade de confirmar esta
toxina com a ajuda dos testes aqui descritos.

Os limites de detecção para cada composto e cada
revelador (Tabelas 4 e 5) foram incluídos por constitui-
rem um ponto de orientação importante para o analista.
O fato de não encontrar toxinas com um determinado
revelador, pode significar que quantidade insuficiente
foi aplicada na placa. Como os testes são qualitativos,
pode-se aplicar grandes quantidades na camada delga-
da. Esta é uma situação inversa à do trabalho quantitati-
vo, no qual não deve-se aplicar volumes superiores a 10
JlL na placa, sob pena de incorrer-se em êrro na medida
do volume. Como a derivação, por sua vez, não é quan-
titativa, um pouco da mancha do composto inicial pode
ser vista na placa após o desenvolvimento e revelação.

A reação de acetilação, apesar de conhecida, não foi
até o momento sugerida para confirmação de tricotece-
nos. Foi utilizada em alguns trabalhos como uma prepa-
ração para cromatografia gasosa de tricotecenos "',

A formação de derivativo específico com proprie-
dades cromatográficas diferentes do composto original
constitui um enfoque simples e prático para muitos
laboratórios e essencial para aqueles que não tem acesso
a instrumentos mais dispendiosos como espectrômetros
de massa. Com métodos de derivação, a prova de con-
firmação pode ser parte da rotina do laboratório, tenha
ele acesso a um massa ou não. Por outro lado, é dese-
jável que os analistas disponham de uma gama tão
ampla quanto possível de métodos analitícos de maneira
que possam escolher o que mais lhe convém em termos
de recursos e tempo disponível.

Derivações químicas tem sido amplamente utilizadas
com relação a outras micotoxinas. Para as aflatoxinas,
que são as micotoxinas que mais frequentemente são
alvo de determinações analíticas, o método de confirma-
ção mais utilizado é a derivação química inicialmente
proposta por PRZYLBYLSKII2 e adotada pela A.OAC.
e pela A.A.C.e.2. O método consiste em uma hidratação
do grupo éter vinílico, catalizada por um ácido. O mesmo
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tipo de reação vem sendo usado para af1atoxina M2I e
csterigmatocistina'. As ocratoxinas A e B tem sua identi-
dade confirmada com a formação de um éter etílico
catalizada por trif1oureto de boro. A reação de acetilação
com anidrido acético foi proposta para zearalenona, ácido
penicílico, citrinina, esterigmatocistina e ocratoxina A"-

O cuidado das autoras em incluir, além da acetilaçào,
a visualização com diversos reveladores e a observação
do comportamento cromatográfico, deve-se ao fato
dos tricotecenos constituirem-se numa família tão
extensa. Desta maneira visa-se eliminar possíveis
identificações errôneas através da introdução de uma
bateria de testes suficientemente grande, permitindo,
por outro lado, que sejam incluídos futuramente
tricotecenos não abordados no presente trabalho.

O sistema de confirmação foi testado em oito
amostras de milho inoculadas com cepas toxigênicas
de Fusarium que produziram DAS e T-2 (Tabela 6).
Os resultados mostraram sua aplicabilidade para estas
toxinas, porém, a própria lógica do sistema proposto
vem a ser, provavelmente, a sua maior recomendação.

TABELA I
Visuaiizacão de tricotecenos acetilados e não

acetilados, desenvolvidos em cromatografia de ca-
mada delgada" e nebulizados com ácido sulfúrico
20% em metanol (Revelador 1), sob radiação

ultravioleta e visível.

Tricoteceno Rf Cor (366nm) Cor (Visível)

DAS 0,29 azul cinza
DAS acetilado 0,49 amarelo cinza
T-2 0,30 azul cinza
T-2 acetilada 0,51 amarelo cinza
DON 0,12 tijolo cinza
DON acetilado 0,48 amarelo cinza
NIV nv nv
NIV acctilado' nv nv
ROR 0,30 marrom marrom claro
ROR acetilada" 0,21 rosa marrom claro

0,58 rosa marrom claro
VER 0,44 azul marrom claro
VER acetilada" 0,26 rosa

0,58 amarelo marrom claro

a -Fase móvel: Tolucno/acctato de etila/ácido fórmico (6+3+ 1):
b _ duas manchas; cÓ: nivaleno! acetilado pode ser visualizado com
o Revclador 2 (sulfato de cério), com um limite de detcccão de 700
ng; TIV - não visualizado.

TABELA 2

Tricotecenos revelados com reagentes diversos:
Cores visualizadas sob luz visível.

Reve- DAS
lador

T-2 DON NIV ROR VER

2 marron nv cmza I1V rnarron marron
3 amarelo amarelo I1V nv amarelo nv

claro claro claro
4 rosa rosa rosa llV azul rosa

forte escuro claro
5 violeta violeta violeta nv ocre ocre

Reveladores: 2 sulfato de cério, 3 - 2,4 dinitrofcnil hidrazina, 4
- p-anisaldcido, 5 - ácido cromotrópico. Fase móvel: tolueno/acctato
de etila/ácido fórmico (6+3+ 1). nv - não visualizado.

TABELA 3

Tricotecenos revelados com reagentes diversos:
Cores visualizadas sob radiação ultravioleta de 366nill.
Rcve- DAS T-2 DON NIV ROR VER
lador

2
3
4
5

amarelo
amarelo
violeta
rnarron

marron nv
nv nv
marron nv
violeta nv

amarelo amarelo
amarelo nv
tijolo llV
amarelo amarelo

amarelo
amarelo
azul
marron

Rcvcladores: 1 - ácido sulfúrico, 2 - sulfato de cério, 3 - 2,4 dinitro-
fenil hidrazina,4 - p-anisaldcido , 5 - ácido cromotrópico. Fase móvel:
tolueno/acctato de etila/ácido fórmico (6+3+ 1). nv - não visualizado.

TABELA 4

Limites de detecção (em ng) de tricotecenos
revelados com reagentes diversos: cores visualizadas

sob radiação ultravioleta de 366 nm.

Reve- DAS T-2 DON NIV ROR VER
lador

I
2
3
4
5

50
350
700
700

3150 912

40
340
300
340

2040

40
160
90

1060
528

40
480

50
300

480
1690

Revcladorcs: I - ácido sulfúrico, 2 - sulfato de cério, 3 - 2,4 dinitrofenil
hidrazina, 4 - p-anisaldcído, 5 - ácido cromotrópico. Fase móvel:
tolucno/acctato de etila/ácido fórmico (6+3+ 1). nv - não visualizado.

TABELA 5
Limites de detecção (em ng) de tricotecenos
revelados com reagentes diversos: Cores

visualizadas sob luz visível.

Reve- DAS T-2 DON NIV ROR VER
lador

1 350 270 80 200 300
2 580 240 330 380
3 1050 2040 1060
4 350 680 240 790 600
5 350 340 1690 240 910

Reveladorcs: 1- aCIdosullí'inco,2 - sulfato de cena, 3 - 2,4 dImlrofeml
hidrazina, 4 - p-anisaldeido, 5 - ácido cromotrópico. Fase móvel:
tolueno/acetato de etila/ácido fórmico (6+3+1). nv - não visualizado.

TABELA 6

Toxinas produzidas por diferentes cepas de Fusarium
em milho e submetidas à confirmação pelos testes

propostos e por espectrometria de massa.
Cepa inoculada Temperatura de

incubaçâot-C)
Toxina confirmada

Sistema Espcctrometria
proposto de massa

F. poae 5 T-2
NRRL3511 25 T-2

F. sporotrichioides 5 T-2
NRRL3510 25 NO

F. tricinctum T-2
NRRL3510 DAS

25 NO
F. tricinctum 5 NO
NRRL 3299 25 NO

T-2
T-2

T-2

ND - não detectado. I - quantidade isolada insuficiente para
aplicação no espectrômctro de massa.
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ABSTRACT: Tcsts are described for confirmation ofthe identity oftrichothecenes (deoxynivalenol,

diacetoxycispemol, toxin T-2, roridinA, and vermcarinA) on thin layer chromatrography using (a) an acetylation
reaction cmployed previous to a chromatographic development and (b) 5 spray reagents (sulfuric acid, ceric
sulfate, 2,4 dinitrophenylhydrazine, p-anisaldehyde, chrornotropic acid) employed after a chromatographic
development. Nivalenol did not respond to the spray reagents being utilized and thus could not be included in
the present proposal. The systemwas tested on eight samples of corn previously innoculated and incubated with
Fusarium trichothecene producing strains. Diacetoxyscirpenol and T-2 toxin were obtained and confirmed by
the proposed tests. The resultswhen compared with the ones obtained with mass spectrometry data, demonstrate
the usefulness and ease of application of the system for confirmation ofthe identity of the above mentioned
trichothecenes on thin layer chromatography.

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