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RESUMO: Sistemas de exiracio ¢ limpeza foram avaliados para determinagio de fumonisinas em

milho. O método descrito por Sydenham et alii (1992) apresenton a melhor limpeza. A recuperagiio
encontrada, no entanto, estava abaixo de 50% para fumonisinas Bl e B2 (FB1 ¢ FB2). O método foi
madificado e a extracio com metanol / dgaa (341} foi mantida, os volumes de solvente no condiciona-
mento e favagem da coluna de troca anidnica forte foram aumentados para 10 mL e ¢ volume e compo-
siclo do solvente de eluicio alterado para 20 mL metano! / dcido acético (9545). Apds estas modifica-
¢Bes a recuperagio elevou-se para & faixa de 93 a 96% para FB1 ¢ 69 a 85% para FB2. O solvente de
eluiciio por CLAE com deteciio por fluorescéncia foi modificado para acetonitrila / dgua / dcido acéti-
co glacial {50+50440.5) durante os primeiros 15 minutos com troca para acetenifrila pura até o final da
corrida. As condicBes de derivagiio das FB1 e FB2 com o o-flaldialdeido {(OPA) foram também otimi-
zadas empregando 100 L de extrato com 200 L do reagente OPA entre 5 — 150C por 60 segundos. As
novis condigGes melhoraram os limites de deteeclo para 20 e 40 ng/g para FB1 ¢ FBZ, respectivamen-

te, e o desvio padrio relativo entre duphicatas para 4,6% para FB1 e 2,2% para FB2.
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INTRODUCAO

As fumonisinas sfo toxinas capazes de causar leu-
coencefalomalécia eqiiina (LEME) ¥, edema pulmonar e
hidrotdrax em sufnos °, cincer hepdtico em ratos " e leu-
coencelalomalédcia e hemorragia cerebral em coelhos *.
Os altos niveis de uma destas toxinas (fumonisina B ) em
mitho, utilizado na dieta humana em algumas localida-
des da Africa do Sul e no norte da China, tem sido apon-
tado como & possivel causa da alta incidéncia de céincer
de esdfago nas populacbes envolvidas 5%,

Esta familia de toxinas € de descoberta recente ¢
sua exist@nela fol primeiro relatada em 1988 " por um
grupo de pesquisadores da Africa do Sul. Sio produzidas
por cepas de Fusarium moniliforme Sheldon *, F proli-

Jeratuwm Secio Liseola ¥ e £ nygamai’. O milho tem sido

o cercal mais implicado em contaminacio por fumonisi-
nas, tanto em freqiéneia como em afveis. Realmente, o
Fomoniliforme e o F, proliferatum sdo invasores freqiien-
tes do milho em todo o mundo °.

Originalmente, BEZUIDENHOUT ¢t alii * descre-
veram e caracterizaram quimicamente quatro metaboli-
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tos, as fumonsinas A {FA). A {FA ). B (FB }e B, (FB ).
A FB € a mais importante do grupo, constituindo fre-
glientemente até 70% do total das fumonisinas, prodozi-
das tanto em cultivos, guanto em milho natoralmente
contaminadeo.

O miiho € o cereal mais produzido no Brasil ™
10880 pais € o terceiro produtor mundial. Apesar dlbt{) &
producdo naclonal ndo satisfaz as necessidades internas
e grandes volumes de importagdo sdo realizadas.
Algumas espécies de Fusarim ja foram isoladas de
milho, trigo. arroz ¢ ragdes, procedentes de vidrios
Estados brasileiros, em proporgdes variadas, com predo-
mindncia de E moniliforme e F graminearuim .
Segundo WENTZ er alii ®, 90% das amostras de milho e
de raghes, para suinos e aves, por eles examinadas no
Estado de Santa Catarina, estavam contaminadas com
Fusaritim spp. ASEVEDO ° trabalhando com 90 amos-
tras de milho procedentes de vdrias regides do Brasil,
encontrou Fusarivm spp em 62,2% das amosiras. COR-
REA er alii ", verificaram uma freqiiénceia de 85,1% de
F moniliforme em milho pés-colheita,

Informagbes sobre a incidéncia de fumonisinas em
milho e produtos & base de milho brasileiros sio raras pa
fiteratura cientifica. No entanto, as existentes mostram a
importincia do problema para o nosso pais. Em trabalho
realizado por SYDENHAM er alii ¥, foram analisadas
21 amostras de ragiio associadas a casos de micotoxico-
ses na regifio de Londrina, Parand. Os reseltados revela-
ram que 95,2% continham FB e 85,7% continham FB
Ji HIROOKA et alii ™ investigaram 48 amostras de
mitho provenientes do Parand, Mato Grosso do Sul e
Goids, das safras de 1990-1991. Das amostras analisa-
das, 97,4% apresentavam-se positivas para FB e 94.8%
para FB . Um total de 4 amostras excederam a 10 ug/g,
valor considerado critico para o desencadeamento da
LEME.

Devido ao amplo potencial de contaminagio do
milhe e derivados com fumonisinas ' métodos
analiticos que monitorern 0s niveis de fumonisinas nos
produtos agricolas sdo de grande interesse para analistas
ligados a dérgfos de fiscalizagdo ou de pesquisa. Este fato
¢ refor¢ado pelas necessidades de fiscalizagio do cereal
e seus produtos originados interna ou externamente. [f
também possivel que a escassez de informacdes sobre a
incidéncia de fumonisinas, no Brasil, advenha exatamen-
ie das dificuldades encontradas no pafs com a metodolo-
gia analitica. Diante deste quadro 0s objetivos do presen-
te trabatho foram: (1) avaliar um conjunto de téenicas jd
existenies relatadas na literatura e julgadas promissoras
para determinagio de fumonisinas B, e B, em milho; (2)
uma vez escolhido o método ’méiz%lce proceder  sua
otimizacice ¢ adequaclio para as condicbes de trabalho
encontradas em laboraidrios brasileiros.
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MATERIAL E METODOS

Amostras: amostras de mitho foram adquiridas em
estabelecimentos comerciais de Campinas. Sdo Paulo.
As amostras foram trituradas em moinho até passarem
por uma peneira de 20 mesh e acondicionadas em sacos
plasticos impermedveis & dgua. Foram mantidas a -18°C
até o momento da andlise.

Padres de fumonisinas B e B.: solugdes estoques
individuais de fumonisinas B e B, (Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO) f@mm picp&mdas pesando-se
1 mg e dissolvendo-se em 10 ml. de acctonitrila-dgua
{141} segundo VISCONTI er alii *, obtendo-se wma con-
centracio de 100 pg/mL. Solucdes de trabalho foram
preparadas em concentracdes de 30 pg/mb de FB ¢ de
FB., respectivamente, Todas as soiagom padrdes foram
armazenadas em frascos &mbar vedados, a -18°C.

Fase movel: as fases moveis testadas foram fiitra-
das através de uma membrana HVLP 01300 de 6,45 ym
de diametro (Millipore Corporation, Milford, MA) ¢
degaseificadas em banho de ultra-som. O fluxo da fase
movel foi de | ml/min.

Reagente de derivagio: dissolver 40 mg de o-ftal-
dialdeido em 1 mi. de metanol e diluir com 5 ml. de tam-
péo borate de s6dio 0.1 M (dissolver 3.8 g de tetrabora-
to de sadio em 100 mL de dgua deicnizada e corrigir o
pH para 10.4 com hidréxido de sddio 0,1 M), adicionar
50 uL. de 2-mercaptoetanol e misturar, Estocar em fras-
co dmbar vedado com papel aluminio sob temperatura de
5a 15 °C. Estavel por uma semana.

Cromatografo a4  liguido: bomba  (Waters
Associates, Milford, MA) com alga de injecdo de 20 pL
¢ um injetor tipo Rheodyne Tnc. M-7125 (Cotati, CA).
Detector de fluorescéncia HP 1046 A (Hewlett Packard,
Avondale, PA} com comprimentos de onda de excitagio
e emissdo de 335 e 440 nm e fenda espectral de 17 ¢ 50
nm. respectivamente. Integrador HP 3393 A (Hewlett
Packard, Avondale, PA). Coluna de fase reversa {250
mm x 4,6 mm da Varian (Walnut Creek, CA) empacota-
da com Microsorb-MV 5 pm ODS). Coluna de guarda da
Varian (Walnut Creek, CA) empacotada com C, ODS
{Alltech Associates Inc., Deerfield, IL). Pré- celusm da
Varian (Walnut Creek, CA} empacotada com silica Sil-
X-1 (Perkin-Elmer, Norwalk, CT).

Otimizacio da separagiio cromatografica das fumo-
nisinas B e B.: fases moveis com diferentes composi-
¢ches fonzm av &lmcias através da resolugdo das toxinas,
com padrdes e posteriormente com amostras artificial-
mente contaminadas com 2 ug/g de FB ¢ FB..

Otimizacio da derivacio da fumonisina B com o-
ftaldialdeido: a formagio do derivade FB -OPA im estu-
dada: (1) variando-se o tempo » temperatura dorante a
reaclio de derivacio; (2) verificando a relag@o Gtima
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entre a concentragio dos padrfes e o volume do reagen-
te de derivaciio. Fol realizada andlise de varidncia dos
dados obtidos.

Avaliagio de sistemas de extragfo e limpeza: qua-
tro sistemas de extracio e limpeza foram avaliados quan-
to a sua eficiéneia usando-se amostras de mitho arfifi-
cialmente contaminadas. Foram avaliados os métodos de
SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA *, PRADO et alil
7, ZOLLER ¢ef alii * e SYDENIAM er alii ™. O primei-
ro sistema de extragdo e limpeza foi preconizado para
aflatoxinas, zearalenona, ocratoxina A e esterigmatocis-
tina c o segundo para aflatoxinas. Foram escolhidos para
avaliacio devido a caracteristicas de praticabilidade e
facilidade de emprego em laboratdrios nacionais, A con-
centragdo de B, e FB, nas amostras enriquecidas de
mitho foi de 2 ug/g.

Avaliaciio de colunas de extraciio em fase solida; as
colunas de troca anidnica forte de 500 mg, Sep Pak
OMA (Waters Associates, Milford, MA) e SAX (Varian,
Harbor City, CA 9071{}) e a coluna de fase reversa Sep
Pak C . (Millipore Corporation, Milford, MA) foram
avaliadas quanto a eficiéneia de fimpeza e quanto i recu-
peragdo de FB, e FB, em amostras de mitho artificial-
mente contaminadas.

Recuperaciio, repetibilidade e limites de deteccior
vérios aspectos com relaciio a técnica analitica foram
avaliados, incluindo a recuperacio de cada fumonisina
individualmente, a linearidade da curva padrio, o limi-
te de detecclo do método e a repetibilidade da técnica.
Para a recuperaciio, 50 g da amostra de milho, livre de
fumenisinas, foram contaminadas com 2 upg/g dos
padrées de FB. e FB.. A linearidade da curva padriio foi
determinada pela andlise cromatografica de padrdes
diluidos em concentragdes decrescentes e submetidos a
reaclio com o o-ftaldialdeido. O Iimite de detecgdo do
métoade foi definido para nossas condigSes de trabalho,
como a concentracfio das fumonisinas B e B, presente
na amostra que originou um pico com ama drea de 1 x
1¥ mV. Esta drea foi escolhida por ser a menor que per-
mitia visualizagdo inequivoca do pico. A repetibitidade
do método foi avaliada calculande-se o desvio padriio
relativo (RSD) do resultado da andlise de 4 amostras de
milho contaminadas artificiaimente com 2 ug/g de FB
e FB.. '

Descontaminacio do material: todo o material
utilizado foi descontaminado com uma solucio con-
centrada de hipoclorite de sédic comercial, por 24
horas. Apds a descontaminacdo o material foi lavado
normalmente, ensaguado com dgua destdada e seco
em estufa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Otimizaciio das condictes de eluigio no cromatd-
grafe 4 liquido: Vdrias fases mdveis foram estudadas
para separar os dertvados de fumonisinas-OPA das impu-
rezas resultantes da derivaciio ou de interferentes prove-
nientes do extrato da amostra em cromatégrafo a liquido.
A melhor resolugio para o pico de FB, foi conseguida
com acetonitrila/dgua/acido acético glacial (50+50+0,5)
como fase mo vel. Com a fase mével escolhida, o tempo
de retengiio da FB, foi de 10,1 ¢ o da FB, de 42,6 minu-
tos. Apés 15 minutos da injecie da amostra, ¢ sistema
solvente foi mudade para acetonitrila pura. E assim o
tempo de retengfo da FB, foi reduzido para 26 minutos.
Qs cromatogramas das solugdes padrio de 50 ug/mL de
FB, e FB, ¢ do extrato de milho naturalmente contamina-
do estdo apresentados nas Figuras | e 2.

FB2

FB1

-~

Figura | — Cromatograma das fumonisinas B, e B, (solugdo padriio
com 50 ug/ml de cada).

FB1 (4,9 yg/g)

FB2 (1.8 pg/g)

-

Figura 2 — Cromatograima de amostra de mitho naturalmente conta-
minada com '§§3J e FB..
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Formagiio do derivado FB -OPA: As fumonisinas
nao apresentam tluorescéneiz e absorvem pobremente
no ultravieleta/visivel {(UV/VIS). Assim sendo, uma rea-
¢do de derivacgiio € necessdria para possibilitar a sua
determinagio por CLAE com detetor de fluorescéneia ou
de absorvincia no UV/VIS. A reacdo com marcador
fluorescente tem sido favorecida por permitir Hmites de
detecgio (LD) mais baixos. Os reagentes propostos até
agora tem side fluorescamina (LD < 10 mg/kg), o-fral-
dialdeido (OPA, 1D 50 ngfg), naftaleno — 2 - 3
dicarboxaldeido (NDA, LD 5 ng/ml, usado em leite), 4
— fluoro ~— 7~ nitrobenzofurazano (NBD-F, LD 100
ng/g) e fluorenilmetil cloroformato (FMOC, LD 200
ng/g) *. O OPA oferece como vahfagens um custo muito
inferior aos demais, exceto a fluorescamina, ser facil-
mente disponivel ¢ melhor limite de deteccio. A reacfio
com ¢ OPA di-se com grupos funcionais do tipo amina.

O derivado fumonisina OPA nfio € estivel. Assim o
efeito do tempo de reaciio na derivagio das fumonisinas
toi estudado. Para verificar qual seria o methor tempo de
reacdio, manteve-se o tempo de agitacio inicial em 30
segundos e variou-se 0 tempo para injecho no cromatd-
grafo & lgiiido em 30, 45, 60, 90 ¢ 120 segundos apés o
inicio da reagdo. O tempo de reacio de 60 segundos
antes da injecio da amostra apresentou intensidade
maxima de fluorescdncia. No mesimo tempo de reacio, a
repetibilidade dos resuitados foi a melhor (coeficiente de
variagio — 23,6%). Nos ouiros tempos de reagio anali-
sados houve malor variacio e menor intensidade de fluo-
rescéncia.

Para conseguir maior rendimento na formacgio do
derivado fumenisinas-OPA, foram estudadas diferentes
temperaturas de reagiio (5 a 30°C). A faixa de tempera-
tura entre 5 — 15°C d4 origem a picos com dreas maio-
res, possivelmente por melhorar a estabilidade do deriva-
do evitando que se degrade rapidamente. Este resaitado
contraria os apresentados por THAKUR & SMITH #
que verificaram nfo haver difereaca significativa na
estabilidade da fluoreseéncia do derivado em temperatu-
ras eptre 4 3 25°C,

Para verificar a melhor relacfio entre a concentra-
¢iio e 0 volume da solugio de fumonisinas, por um lado,
¢ o volume do reagente de derivagio OPA, por outro, foi
utilizado wm esquema fatorial com andlise de vartincia.
Foram analisades: concentracio do padrio — 25 ¢ 50
ug/mb; volume do padrdo — 350, 100, 130 ¢ 200 uL: ¢
volume do reagente de denvagdo — 150, 200 e 230 uL.
A condigfio 6tima de trabaiho foi obtida quando a con-
centragiio do padriio de fumonisinas foi a de 25 ug/mt,
o volume do padrio 100 uL ¢ o volume do reagente OPA
de 200 pl..

Avaliacdo de sistemas de extragiio e limpeza:
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Os métodos descritos por SOARES E RODRI-
GUEZ-AMAYA Z E POR PRADO ET ALH " nilo produ-
ziram uma limpeza adequada, apresentando grande quan-
tidade de inferferentes no cromatograma. O emprego de
sulfato de aménio, em ambos 0s métodos, dd origem a um
precipitado quando o extrato € re-suspendido em acetoni-
trila/dgua (141), para injeciio em cromatégrafo & liquido.
) uso de acetato de chumbe, no método de PRABDO et alif
", pode, por sua vez, danificar a coluna analitica pela
ntroducdo de um metal pesado no sistema. O desengordu-
ramenfo com isectano fol acrescentado para remover os
compostos lipossoliveis. A particdo para cloroférmio,
uma outra etapa do processe de Bmpeza, mostrou melhor
recuperacdo das fumonisinas quando empregada sozinha
¢ ndo quando precedida de desengorduramento com isoc-
tano. No entanto, a recuperagiio das fumonisinas foi ina-
dequada e inferior a 20% em todos estes casos e as etapas
de uma maneira geral mostraram-se trabathosas.

Tanto o método de SYDENHAM er afii *, como o
de ZOLLER er ¢lii *, apresentaram recuperagdes inferio-
res a 50%. A limpeza do método de SYDENHAM er alil
* . ne entanto mostrou menor nimero de interferentes.
Por este motive fol considerado mats promissor ¢ modi-
ficaches foram introduzidas no sentido de otimizd-lo.
Este métode, por cutro lado, foi ohjeto de estudos cola-
borativos internacionais "' ¢ foi adotade pela AOAC
International *.

Avaliac@io de colunas de extracio em fase solida:
Os extratos, obtidos através dos guatro métodos sendo
avaliados no presente trabalho, foram ainda submetidos
a uma etapa de limpeza com colunas de extraciio em fase
solida. Foram testadas uma coluna de fase reversa tipo
octadecilsilil (C ) (Tabela 1) e duas colunas de troca
anifnica forte (Tabela 2).

A limpeza com coluna de fase reversa nio foi efi-
clente, apresentando ainda virios interferentes no cro-
matograma. Durante a elui¢do das fumonisinas da colu-
na de C . maiores recuperagdes foram obtidas quando o
solvente de extragiio utilizado fol metanol/dgua (3+1),
mas ainda assim insatisfatorias.

A limpeza com as colunas de troca anidanica forte
(Tabela 2) apresentou melhores resultados do que com as
colunas de octadecilsilil, mas ainda assim fol necessdrio
introduzir modificacBes nos solventes de condiciona-
mento e eluicio com relagio aos propostos no método de
SYDENHAM er alii * . A limpeza com coluna de troca
aniGnica forte (500 mg) ndo produziu bons resultados
uma vez gue retinha 60% de FB|

O condicionamento das colunas foi otimizado alte-
rando-se os seguintes parfimetros: volume das solugdes
de lavagem, forca idnica, volume da solucio e vazio de
eluigio. O aumento da forca dnica, ou seja, meta-
nol/dcido acético glacial (99+1) para (95+3) aumenton a
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Tabela 1. Solventes testados com coluna de fase reversa tipo octadecilsilil, para limpeza de extratos de milho na

determinacio de fomonisinas.

Condicionamento da coluna  Aplicacio da amostra

Lavagem da amostra Eluigio das toxinas

10 mL em metano¥/
agua (3+1)

5 mi. metanol

6 mL metanol/dguna
3 ml. metanol

Metanol/dgua (3+1)

10 mi. em metanol/
agua (3+1)

5 mL metanol

dgua (3+1)

Metanol/Acido
acético (99,3 + 0.5)

10 mL em metanol/

Tabela2. Solventes testados com colunas de troca anidnica forte para limpeza de extraios de milho na determinagio

de fumonisinas,

Condicionamento
da coluna

Aplicaciio da amostra Lavagem da coluna

Eluicho das toxinas  Referéneias

5 mL metanol 1 mk. em metanol/
dgua (3+1)

6 ml metanol/
agua (3+1)
3 mL metanol

10 ml. melanol UENQO er alii
Acido acético

(99.5 + 0,3)

10 mL em metanol/
agua {3+1)

5 mL metanol
5 ml. metanol/
dgua (3+1)

5 mL metanol/
agua (3+1)

SYDENHAM
et alii 26

10 ml. metanol/
acido acético (99+1)

3 ml metanol 55— I5mlem
& mL metanol
& mL metanel/

agua (3+1)

& mL metanol/
metanol/ agua (341} dgua (3+1)
5 ml. metanol

10 ml. metanel/ ZOLLER er alii *
acido acético

10 ml. metanol/

acido acético (99+1)

Em todas as misturas metanoi/dgua recomenda-se manter o pH entre 5.8 e 6,5

recuperacgic das fumonisinas. Além disse, o uso de sol-
vente com maior forca 16nica nfo resultou na co-eluicdo
de interfentes cromatograficos. Adicionalmente, com o
aumento da quantidade de eluente para 20 ml conse-
guiu-se recuperactes de 72 a 87% de FB e de 51 a 78%
de FB, em coluna Sep Pak QMA e de 93 a 96% de FB e
de 69 a 85% de B, em colunas SAX nas duas primeiras
utilizacBes (Tabela 3). Ja foi relatado gue a recuperacio
das fumonisinas € substancialmenie menor quando a
vazio de eluicio nas colunas estd entre 2.5 para 0,7
ml/minuto, recomendando-se ** vazdes iguals ou meno-
res que 1 mL/min. A necessidade de manter estas condi-
¢Oes de eluigio foram constatadas no presente trabalho.

A regeneragdo das colunas de troca anibnica forte
foi realizada com 5 mL de HCI 0.1 M seguidos de 8 mlL
de Adgua destilada, segundo SYDENHAM er alii * .
Nenhuma diferenca significativa foi observada na recu-
peragio das fumonisinas apds regeneragio das colunas.
O mesmo fol constatado no prresente trabalho (Tabela
3). Estes resultados sugerem que, sc necessirio, as colu-
nas podem ser regeneradas e reutilizadas mais uma vez
sem queda significativa na recuperacio das fumonisinas.

A limpeza com colunas de C, ¢ mais rdpida, entre-
tanto, as colunas de troca anidnica forte produzem fra-
¢Oes mais limpas e o limite de detecco € menor. Numa
intercompara¢io de mérodos realizada entre 31 laborato-
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Tabela 3. Recuperagdo das fumonisinas adicionadas a milho quando sfio usadas colunas de extragio em fase sélida
de troca anibnica forte de diferentes marcas em mais de ama utilizacio por coluna.

Marca da Fumonisina Recuperagic (%)
Coluna 1* uso 27 uso 37 us0
Sep Pak kB, 87 82 39
86 73
80 73
77 73
75
B, 78 59 22
: 78 51
62
60
SAX FB, 6 94 62
96 93 70
95
96
FB, 70 84 56
m 69 85 62
72

Nivel de adicho por fumonisina = 2 gfg

Demais condigBes analiticas conforme descrito nas Conclusdes.

rios europeus, aqueles que usaram limpeza com colunas
de C  relataram também mais interfercntes ¢ limites de
detecgio plores que aqueles gue usaram colunas de froca
anidnica forte .

Recuperagio, repetibilidade e himites de detecgfio:
A recuperagfo do método otimizado foi de 93 a 96%
para FB, e de 69 a 85% para FB,. No estudo colaborati-
vo do método de SYD}"NHA\/E et alii * conduzido por
AOQAC-IUPAC, os 12 laboratdrios envolvidos obtive-
ram recuperactes de 81 a 84% para FB e 76 a 82% para
FB.. J4 os resultados com laboratdrios europeus, em
estudo em que a metodologia era de livre escolha, as
recuperaces médias foram 70% para FB, e 69% para
FB, *. Segundo ALBERTS et alii ' as recuperagdes mais
balxaq obtidas para FB podem ser devido a diferenga de
polaridade em relaglo a FB que resulta em uma perda
de aproximadamente 20% durante a etapa de litnpeza,
em comparacio com os 4% para FB . As curvas padriio
para FB, ¢ FB, foram lineares de 20 a 10000 ngl/g e de

76

40 a LO0OO ng/g, respectivamente, conforme apresenta-
do nas Figura 3.

445.000.000 v

40.000.060 + # FB1 {r0,9982)
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0
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Figura 3 - Curvas padrio de FRBT e FB2,
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Os limites de detecgiio do método foram de 20 ¢ 40
ng/g para FB e FB,, respectivamente. SHEPHARD =
revendo a literatura sobre o assunto dd como usual um
limite de detecgdo da ordem de 30 ng/g para FB e FB..
A repetibilidade do método mostrou-se adequada com
desvios padrdo relativos (RSD) de (0,6 % para FB e
2,2% para FB, para primeira ou segunda utilizacio das
colunas de SAX. Resultados estes que comparam bem
com os encontrados no estudo colaborativo AOAC —
IUPAC onde os RSD internos dos laboratérios variaram
entre 5.8 a 13.2% para FB e entre 7,2 & 17,5% para I'B,
. No estudo europeu ¥, os valores médios de RSD
foram de 10% para B, e 11% para FB,.

CONCLUSOES

Método otimizado para determinacio de fumonisi-
nas B ¢ B em milho: O método escolhido para determi-
naciio de fumonisinas em miiho na etapa de avaliagio foi
o método de SYDENHAM er alii ®. Modificaces foram
necessirias para aumentar a recuperagdo das toxinas e
methorar o limite de detecgiio. O métado modificado
esta descrito 4 seguir

Cingiienta gramas da amostra foram homogeneiza-
das em liglidificador com 100 mE de metanol/dgua
(3+1) durante 5 minutos. A mistura fol centrifugada
durante 10 minutos a 2000 rpm e o sobrenadante foi fil-
trado em papel de filtro. O filtrado teve o pH cormrigido,
quando necessdrio, para 5,8-6,5 com hidréxido de sédio
I M (somente 2 a 3 gotas).

A limpeza do extrato filtrado foi conduzida em
colunas SAX com 500 mg de recheio. O condicionamen-
to da coluna foi feito através de lavagens com 10 ml de
metanol, segwidos de 10 ml de metanolfdgua (G+1).
Foram aplicados 10 ml. do extrato filtrado na coluna e
lavados com 10 mL de metancl/dgua (3+1), seguidos por

6 mL de metanocl. As fumonisinas foram entdo eluidas
com 20 ml de metanol-dcido acético glacial (95+5).
Todos os solventes foram passados pela coluna com uma
vazdo maxima de T mL/min a gual pode ser controlado
com véacuo. O eluvato foil evaporado a 60°C sob fluxo de
nitrogénio. O residuo concentrado foi tavado com 1 mL
de metanol e novamente evaporado para garantir que
todo o deido acético fosse evaporado. O residuo seco foi
mantide em freezer a -18°C até o momento da andlise.

Os extratos dag amostras de mitho foram re-dissol-
vidos em 300 pl. de acetonitrila/dgua (141} e filtrados em
filtros com poros de 0,45 pm de didmetro. Foram transfe-
ridos 100 ul. deste exirato para um frasco e adicionados
200 ul. do reagente OPA. Foi agitado em ultra-som, entre
3-15°C, darante 30 segundos ¢ injetados 20 uEL no croma-
tografo apos 60 segundos do inicio da reagdo.

As fumonisinas foram separadas e quantificadas
em um cromaiégrafo a liquido de alta ¢ficiéancia usando
uma fase mdvel composta por acetonitrila/dgua/dcido
acético glacial (50+50+0,5) durante 15 minutos e em
seguida por acetonitrila pura. O tempo total de analise
foi de 30 minutos. Apds a corrida foram necessarios 30
muinutos para condicionar a colupa com a fase mével
composta por acetonitrila/dgua/dcido acético glacial
(50+50+0.5), antes da proxima injecao.
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CAMARGOS, S.M. et al. Evatuation of anatytical methods and optimization of conditions for the deter-

mination of famonisins B1 and B2 in corn.

ABSTRACT: Extraction and clean up systems were evaluated for the determination of fumonisins

in corn. The best clean up was found in the method described by Sydenham et alit {1992). Recovery,
nonetheless, was Tound to he bellow 50% for fumonising B1 and B2 (FB! and FB2). The method was
modified and methanol/water (3+1} was kept as the extraction solvent, the volumes of the anionic
exchange column conditioning and washing solvents were increased to 10 mL and both the volume and
the composition of the eluting solvent were altered to 20 ml. methanol/acetic acid (95+5). Afier these
modifications were introduced the method recovery was 93 to 96% for FB1 and 69 to 72% for FB2. The
elution solvent for the HPLC with flourescence detection step was also modified to acclonitri-
le/water/acelic acid (50450+0,5) during the first 15 minutes followed by pure acetonitrile for the rest of
the run. The conditions empleyed during the derivatization reaction of fumonsing with o-phtaldialdehy-
de (OPA) were also optimized to uglize 100 L sample extract and 200 L. OPA solution at 5 — 5 °C
during 60 seconds. The new conditions improved the detection limits to 20 and 40 ng/g for FB1 and FB2,
respectively, and o an average standard deviation between duplicates of 0,6% for FBI and for FB2.

KEY WORDS: Mycotoxins, fumonisins, com, high performance ligoid chromatography.
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