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RESUMO: As fumonisinas, micotoxinas presenies em alimentos e ragdes, principalmente no
milho, sfo produzidas por fungos do género Fusarium. Foi demonstrado experimentalmente que a
fumonisina B' causa a leucoencefalomalicia equina {(LEME), edema pulmonar em suinos (EPS) e cén-
cer hepdtico em ratos, além de ser provivel agente responsdvel pelo céncer de esdfago em humanos,
como demonstram os estudos epidemioldgicos realizados na Africa do Sol e na China. Com a finalida-
de de fornecer informaces a respeito dos métodos empregados na determinagio de fumonisinas em ali-
mentos e ragdes, foi realizada vma revisiio da metodologia analftica relatados na literatura cientifica.

DESCRITORES: Fumonisinas, métodos analfticos, alimentos, rag0es.

INTRODUCAO

A micotoxina fumonisina B! (FB') foi isolada e puri-
ficada por GELDERBLOM et aliil” em 1988 em culw-
ras de Fusarium moniliforme ¢ caracterizada estrutural-
mente por BEZUIDENHOUT et alii” (Figura 1). A FB!
temn sido a principal causa do cincer hepdtico em ratos',
fencoencefalomaldcia (LEME) em equinos®, edema pul-
monar em suinos”. Leucoencefalomaldcia e hemorragia
cerebral em coelhos (BUCCH et ahii, 1996), estd associa-
da com céncer de esdfago em humanos®, Os efeitos toxi-
cos sugerem a necessidade de controlar a presenca de
fumonisinas em alimentos e ragdes.

O conhecimento dos niveis de fumonisinas em pro-
duios naturalmente contaminados por estas micotoxinas
s6 pode ser observado através de métodos analiticos ade-
gquados. Tais métodos sdo necessdrios para a fiscalizagio,
monitoramento € pesquisa nos seus varios aspectos, seja
andlise de alimentos e ragdes, estudo epidemiolégicos,
estudo da producio de fumonisinas e do metabolismo
dos fungos, verificagfio da estabilidade durante o proces-
samento de alimentos e condigdes para descontamina-
co™.

As etapas envolvidas no procedimento analitico
para a deteccio de fumonisinas sfo: extragfo, purifica-
¢fio, detecgio, quantificagio e confirmacgao (Tabela 1).

Esta revisio resume as informagdes sobre a metodo-
Jogia analftica para a determinagio de fumonisinas.

Figura 1 — Estrutura quimica das fumonisinas.
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As fumonisinas sdo compostos fortemente polares,
soltiveis em dgua, bastante soliveis em acetonitrila-dgua
e muite sohiveis em metanol, mas pio sdo soldvels em
solventes nfio polares™.

73



M. MACHINSKI J. ~ Fumonisinas: Aspectos Analiticos — Universidade Estadual de Maringa. l)e-}_mrmmemo de Andlises Clinicas. LaboratGrio de Toxicologia.
Av. Colombo, 5780. CEP 87020-90¢0. Maringd — Pr. Fone (044) 262-4350. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 57 (2): 73-88, 1098,

TABELA 1
Etapas envolvidas no procedimento analitico de fumonisinas.

Etapas

Descricio

1. Extracio

[~

. Purificacio

L8]

. Detecedo/Quantificacio

4. Confirmacio

salventes

agitacio

filtrag¢do efou centrifugacio
fluido supercritico

cromatografia de troca ibnica
cromatografia de fase reversa
cromatografia de imunoafinidade

cromatografia em camada delgada
cromatografia em camada delgada de alta eficiéneia
cromatogralia liquida de alta eficiénoia
- detector por absorvéncia no ultra-violeta
- detector de fluorescéncia
- detector de massas
cromatografia gasosa
- detector de ionizagio de chama
- detector de massas
eletroforese capilar
imunoensatos
- ELISA
- fibra Gptica

derivacio quimica
espectrometria de massas
imunoensaios

A extragio de fumonisinas de amostras, seiam
mitho, ragtes, arroz, leite, meios de cultura ou outras,
requer o uso de solventes ou mistura destes (Tabela 1). A
combinacio de metanol-agua (3:1) é a mais utilizada.
Outras proporgdes também empregadas sdo: 3:2, 11, 1.3
e 4:1 {Tabela 2). A mistura acetonitrifa-dgua (1:1) tem
apresentado boa recuperaciio de fumonisinas prescntes
em amostras nataralmente contaminadas™ ™ %, RICE et
alis™ observaram que acetonitrila-agua {1:1} fornece uma
melhor recuperagio para as fumonisinas B (FB)), B,
(FBj e B, (FB) em um curto tempo de agitagdo (30
minutos) e que extratos limpidos sio obtidos com o uso
de acetonitrila ¢ metanol, enguanto s80 necessdrios
métodos de clarificag@o (por exemplo, a centrifugagdo)
quando a dgua € usada como solvente extrator.

A ctapa de extracfo de fumonisinas requer um ade-
quado estudo, devendo-se observar os fatores que podem
alterar a recuperacio do método. ALBERTS et alii™ ¢
SCOTT & LAWRENCE" observaram o efeite do pH
durante a extragio de fumonisinas emn meios de cultura,
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milho e seus derivados, ALBERTS et alii* demonstra-
ram uma recuperagdo 17% mator de FB, em uma extra-
¢io com pH 3,5 usando metanol-dgua (3:1) do que em
pH 6. Esta tltima, 30% maior do que em pH 8 ¢ 19%
mator do gue em pH 2. Enguanto, SCOTT & LAWREN-
CII* observaram que o uso de tampido boraio pli 9,2
melhorou a recuperacdo de FB ¢ FB em farelo de
milho. Portanto, verifica-se que a natreza da matriz é
ouiro fator importante.

Para a extra¢io de fumonisinas em milho séo neces-
sarios longos perfodos de agitaciio (15 a 60 minuatos) ou
0 uso de potentes agitadores, como o Polytron mixer (2 a
3 minutos)®. A filtracfo ¢ a centrifugacio anxiliam a pro-
Ximna etapa que € a purificacio da amostra.

SELIM et alii* desenvolveram e otimizaram um méto-
do de extracio para fumonisina B em milho utilizando flui-
do supercritico. O método é rapide, eficiente e preciso, além
de reduzir o uso e a exposicio a solventes orglnicos. O uso
de 15 mi. de CO, lipudo, dcido acético como modificador
em uma concentracio de 5 % e em um volume de 750 uL
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TABELA 2

Levantamento de métodos para extracio de fumonisinas em diversos substratos.

Substratos Fumonisinas Solventes Tempo Filtracdo Centrifugacio  Referéncias
analisados de agitacio  (Whatman n®)
{min)
Mito e seus FBI,FB2 metanol-dgua 5-30G 4 300 /107 - 4°C 03, 33, 34, 49,
produtos (3:1) 2-3 1 51, 53, 60, 67
derivados FBi, FB2, FB3  metanol-dgua 43, 54, 35
(31
FBI metanol-dgua 3-30 2 57,71
(3:1)
FBI metanol-dgua 60 4 64
HFBI (4:1) 3 4 42
FEIL FB2 metanol-tampio 5 4 44
borato pH 9,2
(3D
FBI, FB2 metanol-dgua 5 4 44
HCL 3N
(3:1:0,33
FBI1, FB2 NaCl/metanol 2 4 65,72
-dgua (41}
FBI, FB2 metanol-HC1 5 4000g/10'-4°C 23
0,IM (3:1)
HEB1 metanol- 4 42
acetonitrila-
dgua (1:1:2)
FBi, FB2, acetonitriia- 30-60 4 15060 rpm/15° 08, 20, 31, 33,
¥B3, HFB1 dgua (1:1) 34,37, 48
FB1, FB2, FB3 dgua 30-60 4 34
Racdes a base FBI1, FB2 acetato de etila / 30 4 32
de milho metanol-igua
(3:1)
FBI acetonitriia- 20-60 4 19, 36
dgua (1:1)
FB1, FB2, FB3  metanol-dgna 2-30 4 500 g/107- 4°C 34
3:1
FB1i, FB2, FB3 dgua 30-60 4 34
Leite FB1, FB2 metanol-acetona 10 10000 26
(1:1) iy 107-20°C
FBI, FB2 acetonitriia- 16 10000 26
dgua {l:1) rpm/ 107 -20°C
Arroz FB1 metanol-dgua 3 4 i4
(3:1)
Cultura de FB1, FB2 acetato de 30-60 4 09, 10, 15
fungos etila/metancl-Agua
(31
FBi, FB2, FB3  metanol-dgua 5 4 500 g/10°- 4°C 04,05, 34, 53
3:1)
FB1 metanol-dgua 30-60 4 68
(3:2)
FB1, FB2,FB3  metanol-dgua 30-60 4 04
(1:3ye (1:1)
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TABELA 2

Levantamento de métodos para extragio de fumenisinas em diversos substratos.

Substratos Fumonisinas Solventes Tempo Filtracéo Centrifugacio  Referéncias
analisados de agitacic  (Whatman »n®)
{min)
FBi, FB2 cloroférmio- 2 4 70
metanod {1:1)

FB1, FB2, B3 dgua 30-60 4 04

FB1, IFB2, FB2 metanol 30-60 4 04

FBI1, FB2 acetonitrila- 2000 rpmy/5° 04

dgua (1:1)
Plasma e urina FBI metanol A

Obs.: HFBI - hidrolizado de fumonisina B1.

por grama de amostra, 1200 psi de pressio e vinte minutos
de extracio estdtica foram as condi¢bes Gtimas para a extra-
¢30 da furnonisina B, em mitho contaminado.

PURIFICACAOQ

A etapa de purificagfio na andlise de fumonisinas ¢
necessdria para remover os compostos interfercntes que

sfio co-extraidos com os solventes. Os procedimentos de
limpeza do exirato envolvem a parti¢io liquido-liquido,
colonas de extragho com fase solida e mais recentemen-
te 0 uso de colunas de imunoafinidade™ (Tabela 3},
Segundo WARE et alii”, o procedimento de purifi-
cago utilizando coluna de fase reversa C | ¢ rapido, efi-
ciente e preciso. Os interferentes polares sBo removidos
da amostra pela lavagem com metanol-dgua (1:3), (1:1)
ou KC1 19%-acetonitniia {9:1). De acordo com ALBERTS

TABELA3

Principais técnicas de purificagio dos extratos obtidos nas andlises de fumonisinas.

Técnicas de purificacio Descricio Referéneias
Colunas de Extracio de Fase Sélida
- Fase reversa C metanol-dgua {1:1) ~ metanoi-dgua {3:1) 10,15
metanol-dgua (1:3) — metanol-dgua (3:1) 04, 05, 53
dgua acetonitrila-dgua (2:8) acetonitrila-dgua (7:3) 20, 36
KCl 1% acetonitrita-KCI 1% (1:9) acetonitrila-dgua
(7:3) 18,19,33,34,37, 48,73
metanol-dgua {1:3) — acetona-acetato de etila {1:1y 08, 71

— cloroférmic-metanol-acido acético (60:40:10)

- Troca anidnica forte

metanol-dgua (3:1) — metanol ~ metanol-dcido

(TAF) acético (0,5 a 5%) 14, 19,23, 26, 43, 44,
49, 30, 51, 54, 38, 61,
63, 67
- Combinagdes fase reversa C, froca anidnica forte (SAX) 19, 42
Colunas de NaCl 2,5%-NaHCO3 0.5%-Tween 20 0,0i% —
Imunoafinidade dgua — Na B0 0,05M em dgua-metanoi {1:4) 72
NaCl 2,5%-NatCO, 0,5%-Tween 20 0,01% —>
dgua — metanol-dgua {4:1) 63
NaCl 2,5%-NaHCO, 0,5%-Tween 20 0,01% —
dgua — metanol 41
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et alii* a perda de fumonisinas, principalmente a ¥B, €
grande quando usa-se metanoi-dgua (1:1) ao invés de
metanol-dgua (1:3}. Segundo WARE et alii’” para a
remocio de inferferentes ndo polares usa-se o acctato de
ctila-acetona (1:1) e a FB ! ¢ elicientemente ¢luida da
coluna quando utiliza-se cloroférmio-metanol-acido acé-
tico (60:40:10). A eluigio das fumonisinas de colunas C
¢ geralmente realizada com metanol-dgua (3:1) ®, ®% =
¥ ou acetonitrila-dgua (7:3) ¥ 1% 0% 3T (uando
empregaram-se acetonitrila-dgua (7:3) para a eluigfo das
fumonisinas, WILSON et alii® preconizaram lavar a
coluna com acetenitrila-KCl 1% (1:9) para remover os
interferentes de matriz ¢ permitir que as [umonisinas
sejam fossem quantitativamente eluidas. RICE et ali™
mostraram que o fator critico na purificagiio com C* € a
propria coluna, pois hd diferenga na recuperagio das
fumonisinas entre marcas diferentes e até mesmo em
diferencas de lotes de fabricag@o da mesma marca.

A coluna de troca anibnica forte {TAF) foi primeira-
mente utilizada por SHEPHARD et alii® na andlise de
fumonisinas € € a mais citada na literatara © %97 20855
oon s 6L Na cromatografia por troca idmica. a fase
estaciondria ¢ altamente carregada, sendo gue os solutos
com cargas de sinais contririos a esia sdo seletivamente
adsorvidos da fase mével. Os solutos adsorvidos podem
ser subsequentemente eluidos por deslocamento com
outros fons com o mesmo tipo de carga, porém com
maior forga de interagdo com a fase estaciondria. Apesar
deste principio ser simples, o mecanismo de separagio
de troca ibnica pode ser complexo. Virios fatores como
pH, forca i6nica e fluxo de eluicio podem afetar a reten-
¢io ou eluigfio das fumoenisinas ' * . Baixas recupera-
¢Bes podem ser obtidas se o flugo de eluicio for maior
que 1 mL/min ou o pH do extrato for menor que 5,874,
DAWILATANA et alii" obtiveram uma melhor recupera-
¢80 em pH 6,2 para extratos de arroz, SYDENHAM et
alis™ indicaram que o uso de solvente com maior forga
idnica {(metanol-dcido acético 1%) reduz o volume de
eluato sem co-eluir compostos inrinsecos do milho que
interferem com a deferminacio cromatogréfica de famo-
nisinas. As colunas TAF podem ser regeneradas e reuti-
fizadas para purificacdo de fumonisinas sem perda na
recuperacio do analito ™,

BENNETT & RICHARD® recomendaram o uso de
colunas C  ou TAF para a etapa de puriticagio de fumo-
nisinas. Entretanto, deve-se testar a recuperacio devido
a grande variagbes observadas em diferentes lotes de
colunas C . Observaram também que as colunas TAF
sfo mais eficientes na eliminagio de compostos interfe-
rentes dos extratos € os extratos s&o mais limpidos, mas
deve-se eluir as fumonisinas lentamente (<1 mL/min) e
o pH do exirato deve estar entre 6 e 7.

Alimpeza com ambas colunas C, e TAF foi realiza-
da por HOL.COMB et alii” para dimmuu os altos picos
da linha de base. A presenca destes picos aumenta o
ruido e diminui a sensibilidade do método.

A cromatografia de imunoafinidade mostra-se apro-
priada para a etapa de purificagiio de fumonisinas em
amostras 17. WARE et alii” avaliaram a capacidade,
seletividade, reprodutibilidade deste tipo de colunas ¢
concluiram que estas colunas sdo excelentes para a etapa
de purificaglo de fumonisinas em mitho e outros seus
derivados. As variaghes coluna-coluna e entre cada lote
nio foram significativamente diferentes. A curva € linear
de 0,1 a 1,0 pg para FB, ¢ FB . A curva indicou satura-
¢ao dos sitios de ligagio da coluna acima de 1,0 pg de
FB, e FB,. Interferentes de matriz tém pouca influéncia
na eficiéncia da ligagio da FB, e FB, na coluna. Estas
fumonisinas possuem afinidade semelhante pela coluna,
portanto, o anticorpo ndo distingue as duas moléculas.
TRUCKSESS et alii** observaram que o metanol afeta a
ligagdo antigeno- dnticorpo e indicaram o uso de meta-
nol-dgua (4:1) ao invés do metanol para a elnigdo da FB,
em colunas de imunoatinidade.

SYDENHAM et alii™ recomendarn, quando possi-
vel, o uso de material de referéacia certificado para ava-
liar 2 qualidade de cada grupo ou lote de adsorvente.

A etapa final na preparacio de amostra para andlise
de fumonisinas ¢ a reduglo do volume por evaporagio
do solvente em rotaevaporador sob pressio reduzida ou
hanho agquecido sob fluxo de nitrogénio. A amostra seca
serd redissolvida em um volume conhecido de solvente
ou sofrerd reacdo de derivaglo para ser usada na etapa de
detecciio/quantificagio.

DETECCAQ/QUANTIFICACAQO

A determinacio de furnonisinas em amostras de ali-
mentos e cultura de fungos tem sido realizada principal-
mente através de técnicas cromatograficas (Tabela 1).

Cromatografia em camada delgada e cromatografia
em camada delgada de alta eficiéncia

A andlise de fumonisinas por cromatografia em
camada deigada (CCD) ou cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia (CCDAE) pode ser realizada
em fase normal® 1914703230870 oy fage reversa O 56
(Tabela 4).

O método desenvolvido por GELDERBLOM et alii”
para a deteccio de fumonisinas utiliza metanol-dgua {3:1)
como sistema-sofvente, placas de fase reversa e p-anisal-
deido como agente cromogénico, mas possui um baixo
limite de deteccdo (10 ug/g)®*. ROTTINGHAUS et alii”
utilizaram o cloreto de potdssio na fase moével e a fluores-

T
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TABELA 4

Valores de Rt das fumonisinas para diferentes sistemas-solventes e agentes cromogénicos ou
de intensificaciio de fluorescéncia usados em CCD/CCDAE de fase normal ou reversa.

Sistema-solvente Rf Fase estacionaria Reveladores Referéncias
metanol-dgua (3:1) FB, - 0,44 a 0,55 reversa C p-anisaldeido 0,5% 15, 68
FB -0,22 ' (piirpura)
metanol-dgua (80:20) FB - 0,61
FB2 - 0,47 reversa Cl& p-anisaldeido 0,5% 01
metanol-KCl 4%
(3:2) FB, - 0,50
FB_ - 0,10 reversa C fluorescamina 37,48
{tfiuorescéncia amarelo -
esverdeada)
clorofdrmio- FB, - 0,154 0,30 silica gel 60 G p-anisaldeido 0,5% 10, 21,32
metanol-dcido acético FB,-0.2020,30 ou 36, 533,70
(6:3: FB, - 0,26 pinhidrina 0,2% 10
FB_ - 0,31
cloroférmio- FB - 0,20 silica gel 60 G p-anisaldeido 0,17% 14
metanol-acido
acético (7:2:1)
cloroférmio-metanol- FB -0,32 silica gel 60 G p-anisalderdo 0,5% 01
acidoe acdtico FB, - 0,52
(60:35:10) "
cloroformio-roetanol - FB - 0,23 sitica gel 60 G p-anisaldeido 0.3% 10
dgua-dcido acético FB -0,30 ou
(55:36:8: ) FB - (L30 ninhidrina 0,2%
FB, - 0,37

camina como agenie intensificador de fluorescéncia para
aumentar a sensibilidade (0,1 pg/g) e a especificidade.

JACKSON & BENNETT® utilizaram a CCDAE
para resolver a separacgiio das fumonisinas devido & difi-
culdade em separar as FB,. FB, e FB,. WILSON et alii™
citam que deve-se remover a dgua do extrato (acetonitri-
la-4gua, 1:1) antes do desenvolvimento cromatografico
em fase normal. 0 gue nfio € necessdrio guando usa-se a
cromatografia em fase reversa.

Quiros métodos, além da CCD, 8m sido desenvolvie
dos, permitindo uma melhor exatido na quantificagdo do
teor de fumonisings em amostras, mas a CCD continua
sendo uma importante téenica de confirmacio ™Y,

CROMATOGRAFIA GASOSA

Os procedimentos de cromatografia gasosa (CG)
capilar na determinaciio de amostras contaminadas por
fumonisinas sdo precedidos pela hidedlise alealina
65T on dcida™ de seus extratos. seguidos pela esterifica-
¢do com ischuianol e anidrido heptatlvorobutirico do
dcido tricarbalilico * e/ou acilaglo com trimetilsitil ou tri-
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fluorcacetato das moléeunlas dos aminopolidis {amino-
pentol e aminotetrao! originados das FB, ¢ FB,, respecti-
vamente) ¥ 288590 Oy derivados sio bem separados
por CG capilar (coluna DB-5, filme de 0.25 pm. 30 a 60
m de comprimento) ¢ detectados por ionizagio de chama
ou espectrometria de massas.

Os procedimentos acima possuem a vantagem de
facilitar a combinagio da CG com & espectrometria de
massas, cuja finalidade é a confirmacio do resultado®™. A
cromatogralia gasosa acoplada com espectrometria de
massas possui scletividade e especificidade, mas perde
em sensibilidade e requer equipamentos sofisticados e de
custo elevado®, além de nic ser pritica para andlise de
grande nimero de amostras >,

CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA

Como as fumonisinas sao soliiveis em dgua, a cro-
matografia Hquida de alta eficiéncia (CLAE) predomina
entre as demais técenicas utilizadas para a deteccdo e
quantificacfio destas micotoxinas. O uso de colunas de
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TABELA 5

Métodos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para andlise de fumonisipas.

Deteeco Fase mével Limite de Referéncias
detecchio (ug/g)
Ultra-violeta

anidrido maléico
(230 a 250 nm}

Fluorescéncia
fluorescamina
Aexc - 390 nm
Aem - 475 nm

o-ftaldinideido

{OPA)
hexc - 335 nm
hoem - 440 nm

naftaleno-2,3-
dicarboxaldeido
{NDA)
Aoexc - 410-420 nm
Aoem - 440-500 nm

4-fluor-7-nitro-benzeno
-2-0xa-1,3-diazol
(NBD-F}
Aoexc - 460 nm
Aem - 500 nm

G-aminoguinolil-N-

hidrosuccini-midil carbamato

(AccQ-Fluor)
Aexc - 395 nm
"hoem - 418 nm

metanol-tampio fosfato 0,052 0,1M pH 3.3 2 3,8

(70:30)

acetenitrila-tampéo acetato 0,IM pH 3,3 {1:1)
acetonitriia-KCl 1%-4cido acético (40:59:1)
Gradiente: A 100%, 0,1 min — A ¢ B 530%,

6 min — B 100%, 4 min.

A = aeetoninila-dgus-dcido acdtico (#:59:1)
B = acetonitrila-dgua-deido acético (60:39:1)
metanol-tampo fosfato 0,1M pH 3.3 (80:20)
metanol-tampio fosfato 0,1M pH 3,3 (6%:32)
metanol-tampio fosfato 0, 1M pH 3.3 (66:34)
acclonitrila-dgua-dcido acético (50:50:1)
acetonitriia~tampéo fosfato 0,05M pH 3,3

(40:60)

metanol-dgua-acido acético (77:23:1)

Gradiente:

acctonitrila-dgua-dcido acético {55:45:1)
acetonifrila-dgua-dcido acético {60:40:1)
Gradiente: 1) acetonitrila-dgua-dcido acético
{55:45:1), 10 min — acetonitri-la-dgua

CGradiente:

Gradiente:

1) metanol-fosfato (55:43) — ace-
tonitriia-dgua (8:2), 10 min

27A B.9min C, 17 min

A = acetonitrila-dgua-acido acético (359 1)
B = acetonitrila-dgua-deido acético {(6(:3%:1)

C = acetomirila

(8:2), 7 min

YA 60% ¢ B 40%, B min — A 80% e

B 20%, 16 min
A = acefonirila-dgua (99:1)
B = agna-dcido acético (99:1)

BATO% e B30%, 2,6 min AS5% e
B 45%, 10,1 min B 160%, 14,1 min
A = metanoi-agua-acido acético (75:24:1)

B = acetonitrila-dgua-dcido acético (75:24:13
A 100%, 5min — Ae B 50%,

15 min — B 100%, 10 min

A = metanol-tampdo fosfato pH 5 (1:1)

B = acetonitrila-dgua (8:2)

AeB50%, H o min B653% e

A 35%, 2 min

A= tanpae fosfato 0,5 M pH 7

B = metanol

FB - 104a40
FB -80a100

FB -005al

FB,-1a5
FB, - 0,05

FB,- 0,10

FB e FB_ - 0,01
FB, - 0,025

FB, - 0,05

FB, - 0,02

FB, - 0,01

FB, - 0,02

FB, - 0,02
HFB, -0.01

FB, - 0.26

04,03, 10, 15,53

18, 33
37
36

27,36, 49
54

50, 60
51,65
20,33, 34
12

41, 42

a1l

71

08,72
41, 43, 44
08

26

41, 42,43, 44

67
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TABELA 5 {continuagiio)

Métodos por cromatogratia liquida de alta eficiéncia (CLLAE) para andlise de fumonisinas.

Detecciio Fase movel Limite de Referéncias
deteccho (ug/g)

9-flgoreniimetil Gradiente: B 40% ¢ A 60%, 9min B 70% ¢ FB' -0.2 19
cloroformato A 30%, 8 min B 100%, 1 min
(FMOC) A = acetonitrila-tampdo citrato (30:70)

A oexc - 263 nm B = acetonitrila-tampio citrato (7:30)

hem- 313 nm
isottocianato de Gradiente: A30% e B70% — A42% ¢ B FB -0,02 24
fluoresceina 38%, 7.2 min —» A 90% e B 10%,
{FITO) 12 min ~> A 30%, 4 min

hoexce - 488 nm A = metano}

hem - 520 nm B = tamipdo fosfate 0,01 M pH 7.3
4-(N,N-dimetila- Gradiente: A 100% ~= B 15%, 5 min — B 90%, FB, - 0,01 (2,03
minosulfonil)-7- 13 min FB - 0,01
fluoro-2,1,3- A = tampio fosfato 005 Memetanol (1:1)
benzoxadiazol 1 = acetonitrifa-dgua (75:25)
(DBD-F)

hoexc - 430 nm

Aem - 590 nm
Espectrometria de Gradiente: B 40% ¢ A 60% — B 100%, 7 min FB, - 0,0008 23

massa

A= 0.05% de deido riflnoroacético

B = 0,05% de dcido gifluorcacético em metanol

fase reversa (€, ou C,) com diferentes fases mdveis €
amplamente citado na literatura cientifica ™ % 1012 1515 10
2, 23, 24, 26, 27, A% 34, 36,37, 45, 42, 4344, 49, 50, 51, 33, 54, 60, 61, 0567, 71, 72'

As fumonisinas t&m sido separadas por eluigio iso-
critica ou gradiente. Na elvi¢fio isocrdtica utiliza-se a mis-
tura metanol-tampdo fosfato 0,05 20,1 MpH3.3a3,8em
diferentes proporedes 80:20 % 7(0:30 @10 125 6832
e 60:34 %% ou as combinagbes acetonitrila-dgua-dcido
acético na proporgdo 50:50:1 ™%, 55:45:1 7 e 60:40:1 =7
¢ acetonitrila-tampio fosfato 0,05 M pH 3,3 (60:40) >3+,
Na eluicfo por gradiente emprega-se 4 mistura de dois on
mais solventes, como metanol e tampio fosfato ou aceto-
ﬂltri;a, égua e éCidO 3CéHCO OF, 19, 23, 24, 26, 36, 41, 42, 43, 44, 01, 67_

As fumonisinas nio absorvem radiacio altravioleta
{(UV) e nic fluorescem, portanto é necessario sofrerem
una medificacio quimica para serem observadas pelos
detectores comuns de CLAE.

O primeiro procedimento analitico por CLAE para
andlise de fumonisinas envolveu a modificagdo do méto-
do de SYLER & GILCHRIST * para determinaciio de
fitotoxinas de Alternaria alternata. Um derivativo
maleil de FB , FB, ¢ FB, foi preparado a partir do anidri-
do maléico para detecgfo a 230 nm ™% on 250 mn",
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Este método foi satisfatorio para andlise de culturas de
fungos, pois tais culturas possuem altos teores de fumo-
nisinas, mas esta metodologia foi pouco sensivel para
amostras naturalmente contaminadas™ . A sensibilidade
na anélise de fumonisinas por CLAE foi aumentada sig-
nificantemente com a conversio para derivativos fluores-
centes e, portanto, o uso de detectores de fluorescéncia.

A derivagao pré-coluna da amina primdria das fumo-
nisinas tem sido amplamente uatilizada na determinacfio
por CLAE com detecclio de (luorescéneia. A fluorescami-
na € um dos reagentes utilizados na derivacio de fumoni-
sinas ' % Entretanto, o derivado fumonisina-fluores-
camina clui em dois picos devidoe a formacio de deriva-
dos dcido/dicool € lactona, o que dificulta a determinaciio
quantitativa dos analitos em questdo. Segundo ROSS et
alii*, a razdo dos dois picos foi constanie guando utiliza-
ram uma fase modvel de pH baixo, portanto ambos os
picos foram usados para quantificacdio. Obtiveram assim
um limite de detecgdo de 1 pg/g para FB ¢ 5 pg/g para
FB.. HOLCOMB et alii” relataram que o uso de &cido
acético na fase mével diminui satisfatoriamente o tama-
nho do pico menor (lactona-fluorescamina) e o limite de
deteccio aumenta para (1,5 pg/g para FB..
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Figura 2 -
do Nesubstituide 1-ciancbenz{fiisoindol (29).

O amplo uso do orie-fialdialdeido {OPA} como
agente na derivagio para determinacdio de fumonisinas
por CLAE deve-se 4a sua simplicidade e sensibilidade
{limite de detecglio de 50 ng FB /g e 160 ng FB /g) 49.
Os derivados OPA-fumonisinas sfio preparados sob con-
dicbes alcalinas (pH 9 a 10) na presenga de 2-mercaptoe-
tanol (Figura 2). SYDENHAM et-alii™ avaliaram a esta-
bilidade do derivado e observaram que nido ha diferenca
significativa quando a inje¢do no cromatdgrafo Hquido
ocorre aié 4 pnutos, eniretanto, apds § minatos, a res-
posta foi 95% da previamente observada ¢ apds 64 minu-
tos, diminui 48% da leitura inicial. TRUCKSESS et alii®
demonstraram gue a intensidade mdxima do derivado €
obtida em 1 minuto apds a adicio do reagente OPA no
extrato, e que a mtensidade de fluorescéncia diminui
15% apos 10 minutos e 30% apds | hora da reagio.
Apenas RICE et alii™ demonsiraram que a reagiio com-
pleta entre © OPA e as fumenisinas ocorre em um pH

/ CHO

+ R-NH; +

A CHO

naftaleno-2 3-dicarboxaldeido

(NDA)

Figura 3 ~—Reacio da amina priméria da fumonising com o naftaleno-
derivado estivel (08}

Reacho da amina primdria da fumonisina com o o-flaldizideido (OPA) na presenca de 2-mercaptoetanol para formar um deriva-

entre 8 a 8,5 e que nido hd alteraciio estatisticamente sig-
nificativa no tempo de reac@io entre 4 a 40 minutos.
Entretanto, o sinal cromatografico € diminuido significa-
tivamente em um tempo menor que 4 minutos. Nesta téc-
nica a razdo de 20 mg de OPA e 20 uL de 2-mercaptoe-
tanol em 10 mL de acetonitrila apresentou uma melhor
resposta ¢ estabilidade do derivado formado.

O procedimento de WARE et alii™ emprega o nafla-
leno-2,3-dicarboxaldeido (NDA) como agente na deriva-
¢Eo para a detecclio de fumoenisinas em milho e seus deri-
vados, O NDA reage com aminas primarias na presenca
do fon cianeto para formar um derivado I-ciane-
benz({f¥isoindol, como mostrado na figura 3.%7" Este pro-
cedimento € sensivel (limite de detecgdo de 10 ng FB /g)
¢ o derivado € altamente estdvel, apenas 12 % do deriva-
do NDA-fumonisina foi reduzido em um periode de 25
horas,”" O derivado possui uma intensa banda de absor-
ciio UV em 250 nm e dois miximos de excitagdo fracos

CN
15 min
{N- —— N-R
60°C
1. cianobenzisoindol
2.3-dicarboxaldeido {NDA} na presenga do {on claneto para formar um
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.
N

N/O T

R-NH>

NO;

4-fluoro-7-mitrobenzofurazan
(NBD-F)

NHR
NN
. . /)

NO»

1 mun.

60°C

Figura 4 — Reacio da amina primdria da famonising com © 4-fluor-7-nitro-benzenc-2-oxa-1,3-diazol (NBID-F) para formar um derivado estd-

vel (433,

na regifio visivel em aproximadamente 420 ¢ 440 nm. O
comprimento de onda de 410 nm ¢ o mais utilizado para
excitagfo ( exc) por apresentar menos inferferentes na
matriz 7. WARE et alii” indicaram gue dois compostos
fluorescenles sdo formados durante a reacfo de deriva-
¢@o do NDA com a FB, e que poderiam interferir na
quantificagio da FB,, porém isto pode ser gjustado alte-
rando a composicio orginica da fase mével.

SCOTT & LAWRENCE® * recomendaram o
emprego do reagente 4-fiuor-7-nitro-benzeno-2-oxa-1,3-
diazol (NBD-F) na determinagio de furponisinas. O
NBD-F reage com ¢ grupo amino primdrio das fumoni-
sinas, onde o tempeo de I minuto de reacio a 60°C foi
suficiente para ocorrer a formacéo do derivado (Figura
4), A estabilidade do derivado NBD-fumonisina foi de
aproximadamente 20 mimutos ©, e a omissfio de HC1 I N
na etapa de derivagio aumentou a estabilidade dos deri-
vados para cerca de 210 minutos . Entretanto, o deriva-
do formado nio foi suficieniemente estivel em procedi-
mento automatizado .

Qutros reagentes de dertvacio usados na determina-
¢fio de fumonisinas por CLAE sfio: 9-fluorenilmetil clo-
roformato (FMOC - Hmite de detecgiio (LD) de 0.2
pg/g)®, 6-aminoquinolil N-hidroxisuccinimidilcarbama-
to (AccQ-Fluor - LD de 0.26 pg/g).” isotiocianate de
fluoresceina (FITC - LD de 0.05 pg/g)*® ¢ o 4-(N,N-
dimetilaminosulfenil)-7-fluoro-2,1,3-benzoxadiazol
(DBD-F - LI de 10 ng/g) ™=

MIYAHARA et alii® desenvolveram um método de
alta sensibilidade (0,08 pug/g para I'B, e FB)), utilizaram
cromatografia de par ibnico e derivagio pos-coluna. A
reagiio de derivacho das fumonisinas é realizada com
OPA e N-acetil cisteina apds a passagem destas pela
coluna cromatogrifica e detectadas por fluorescéncia
cujo exc € 336 nm e o emissiio € 460 nm.

() uso de detectores de massas ou espectrometria de
massas para a detecgilo, identificagdo e quantificagio de
fumonisinas separadas por CLAE tem sido relatado

82

recentemente ™ ¢ demonstrado sensibilidade (linite
de quantificagio de 0.5 nglg) ¢ seletividade,

ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de tassas tem sido usada em
muitos estudos para a identificac@io e consequentemen-
te, confirmaciio na andlise de fumonisinas. BEZUIDE-
NHOUT et alii” ¢ PLATTNER et alii” identificaram a
FB1 por espectrometria de massas de fon secundario
(SIMS), pois o fon molecular formade por impacto de
elétrons € muito instdvel, portanto, realizou-se a ioniza-
¢iio guimica das moléculas de fumonisinas com isobu-
tano a altas pressdes 0,3 torr), formando o fon molecu-
lar protonado de m/z 722 para FB, ¢ de m/z\ 706 para
FB.. A técnica acima requer que a amostra seja vapori-
zada antes da ionizagiio, tornando dificil a analise de
FB por ser uma molécula 14bil ou estar na forma ioni-
zada. KORFMACHER et alii* utilizaram técnicas de
ionizacdio alternativas como “thermospray”, “electro-
spray” e “fast atom bombardment” e demonstraram
que o “Electrospray Mass Spectrometry” (ESMS) ¢ o
“Fast-atom  Bombardment Mass Spectrometry”
{FABMS) siio dteis na determinagio de nanogramas do
analifo em questdo, enquanto o “Thermospray Mass
Spectrometry” (TSMS) analisa quantidades maiores
(microgramas) de FB. A confirmacio da presenca de
fumonisinas na amostra analisada é realizada com
detectores de massas ou espectrOmetros de massas aco-
plados ac cromatdgrato gasoso'® ™ % oy ao cromatd-
grafo lguido = %7

FLETROFORESE CAPH.AR

As fumonisinas podem ser separadas por técnicas
cletroforéticas devido a presenca dos dois grupos de
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dcido tricarbalflico em sua estrutura (Figura 1), MARA-
GOS* preparou derivados de FB . FB, e hidrolizado de
FB, (HFB,) com isotiocianato de fluoresceina e os anali-
sou por eletroforese capilar (CZE) com detector de fluo-
rescéncia. O limite de detecgdo relatado foi de 0.025 pg
para FB . O problema do método € a possivel decompo-
sicio das fumonisinas devido as condigdes de reacfio de
dertvacio, como: longo tempo de reacio (90 minutos),
alta temperatura (60°C) e pH alcaline (9,5); o que leva-
ria a resultados falsos negativos ». '

IMUNOENSAIOS

A producio de anticorpos para ensalos imunoenzi-
maticos {ElA) tem sido desenvolvida para a andlise dire-
ta e indireta de fumonisinas ™72 RS E AZCONA-
OLIVERA et alii ™" obtiveram anticorpos monoclonais
e policlonais, contra a FB , de lmlécitos esplénicos de
ratos imunizados com o conjugado FB1-toxina colérica.
O teste direto competifivo ELISA baseado em anticorpos
monoclonais foi desenvolvido, onde o conjugado FB1-
peroxidase ¢ FB livre competem pelo anticorpo imobili-
zado nas placas . Se a micotoxina estd presente na
amostra (FB livre) ela poderia se ligar ao anticorpo na
placa, ao invés do conjugado FB -peroxidase, diminuin-
do a quantidade do sinal espectrofotométrico. O Hmite
de detecgio foi de 50 ng/ml. para FB, “ e de 2 ng/mL
para HFB, * USLEBER et alii* ¢ SCHNEIDER et alii*
prepararam anticorpos policlonais contra FB, 08 guais
foram também atilizados em um teste direto competitivo
ELISA em placas e membranas, respectivamente. O
limite de detecgiio para FB, foi de 0,17 ng/mL® no teste
em placas e de 40-60 ng/g * em membranas para amos-
tras de milho. As fumonisinas sdo super-estimadas em
testes diretos competitivos ELISA como indicam os
estudos comparativos %79 isto deve-se a matriz ali-
mentar que aumenia a resposta inibitdria no teste ELISA
ou devidoe a reacfio cruzada entre compeostos estrutaral-
mente relacionados a FB

SHELBY & KELLEYY descreveram um teste indi-
reto compeiitivo ELISA para andlise de FB em milho
com anticorpos monoclonais, onde o conjugado FBI-
albumina bovina imobilizado e FB, livre competem pelo
anticorpo anti-FB, livre. Se a micotoxina estd presente
na amostra (FB, livre), o anticorpo anti-FB, ligado aa
enzima ligaria-se a FB da amostra ao invés da FB -albu-
mina bovina imobilizada na placa, diminuindo a respos-
ta espectrofotométrica. SHELBY et alii® compararam o
método acima com o de ROTTINGHAUS et alii” por
cromatografia em camada delgada, e observaram gue o
método de ELISA indicou uma maior quantidade de FB,,
devido a reacio cruzada com as outras fumonisinas.

Outres métodos usados na determinacio de fumoni-
SINAs por inunoensaios sao o uso de imunosensor de fihra
optica ® e a produgiio de anticorpos anti-idiotipo ',

CONFIRMACAO

A etapa final da metodologia analitica € a confirma-
¢io da identidade das fumonisinas. A confirmacdo do
resultado anaiitico pode ser realizadao através de deriva-
¢iio quimica, onde o derivado formado possui caracteris-
ticas cromatograficas distintas da micotoxina inalterada.
Segundo ROTTINGHAUS et ali* um dos testes confir-
maidrios ¢ a formacio de amino-alcéois C2 a partiv da
hidrolise da FB e FB, e andlise por cromatografia em
camada delgada, ulilizando fluorescamina como agente
revelador. A espectrometria de massas acoplada ao cro-
matégrafo gasose ou liguido de alta eficiénceia é um pro-
cedimento de confirmacdo altamente especifico na ana-
lise de fumonisinas % %% onde a monitorizacio de
trés ions € preferivel para a exatiddo da identidade, para
FB, sdo eles m/z 722, 406 ¢ 187 32, Estes métodos sdo
seletivos e sensivels, mas requerem equipamentos de
alto custo. Procedimentos mais acessiveis e de menor
cusio sfio 0s imunoensaios, devido a especificidade pelo
sucesso na producio de anticorpos policlonals e mono-
clonais contra a FB , FB, e FB_ *.

ESTUDOGS COLABORATIVOS

Os estudos colaborativos inter-laboratoriais reali-
zam uma rigorosa avaliagBo da exatidiio, repetibilidade
{variacdo intra-laboratorial) e reprodutibilidade {varia-
¢io inter-iaboratorial) *°. No estudo colaborativo o ntime-
ro minimo de amostras analisadas por 8 cu mais labora-
torios € cinco, sendo necessario realizar uma ou mais
replicatas, Estes resultados serfio analisados estatistica-
mente fornecendo dados sohre “ontliers”, erros sistema-
ticos, precisfo (repetibilidade e reprodutibilidade), valo-
res falso positivos e falso negativos.

Somente dois métodos publicados para andlise de
fumonisinas foram testados em estudos colaborativos *
% e wm estudo de intercomparaciio na Comunidade
Furopéia . O método de SHEPHARD et alii* para
determinagio de FB, ¢ FB, em mitho foi estudado coo-
perativamente por 11 laboratérios™. A variacdo intra-
laboratorial foi de 7,7 a 25,5% para FB, e 12,5 a 36,8%
para FB , enquanto a variagfo inter-laboratorial foi de 18
a 26,7% para FB e 28 a 45,6% para FB,. A razdo HOR-
RAT, que € a razao entre o desvio padrio relativo encon-
trado no estudo interlaboratorial e o desvio padrio calcu-
lado pela equaciio de Horwitz**, demonstrou reproduti-
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bilidade aceitavel em todas as concentragOes de FB  tes-
tadas ¢ 4 das 5 concentragdes de FB, analisadastestadas,
pois 05 valores foram inferiores a 2. A recuperagio de
FB, e FB, foi de 99.5 e 85,9%, respectivamente *.

O segundo estudo colaborativo 56 envolveu 12 par-
ticipantes e verificaram o método de SYDENHAM et
alii*, o qual bascia-se no método de SHEPHARD et alii®*
com acréscimo da FB.. A recuperagdo foi de 81,1 a
84,2%. 75,9 a 81 9%675 8a86,8% para FB,¥B e FB,,
respectivamente. A variacio mtra-iaboza[onai variou cic
5,82 13,2% para FB, de 72 a 175% para FB, e 8 a
17,2% para FB_. A valmgao inter-laboratorial variou de
13,92 22.2% pard FB, de 15,8 2 26,7% para ¥B, e 19,5
a 24,9% para FB,. A razio HORRAT variou de 075 a
1,73 demonstrando reprodutibilidade aceitdvel.

CONCLUSAO

De acordo com as recomendacbes evidenciadas

peios diversos autores, pode-se concluir que:

* o8 métodos analiticos para a determinacido de
fumonisinas tém sido desenvolvidos, mas séo
necessdrios alguns melhoramentos para se torna-
rem mais exatos, baratos e répidos.

» recuperacdes melhores 8m sido obtdas com o
uso de colunas de troca ibnica forte (TAF) ao
invés das colunas de fase reversa (C ) na etapa de
limpeza ®-5-&,

« munoensaios s&o Gleis para vma triagem ripida e
confirmagio dos resultades.

* a realizacfo de estudos colaborativos inter-labora-
toriais deve ser incentivada.
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SUMMARY: Fumonisins are mycotoxing produced by Fusarium spp. and occur in corn used for
food and in corn-based animal feeds. They have been shown to cause equine leukoencephalomalacia
(ELEM), porcine pulmonary edema (PPE), and liver cancer in rats. epidemicjogycal data from South
Africa and China have associated fumonising with esophageal cancer. The present paper reviews the
analytical methodology currently described in the Interature for the determination of fumonisins in foods

and feeds.

DESCRIPTORS: Fumonisins, analytical methods, {oods, feeds.
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