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RESUMO: Sistemas de extração e limpeza foram avaliados para determinação de fumonisinas em
milho. O método descrito por Sydenham et alii (1992) apresentou a melhor limpeza. A recuperação
encontrada, no entanto, estava abaixo de 50% para fumonisinas B 1 e B2 (FB 1 e FB2). O método foi
modificado e a extração com metanol / água (3+ 1) foi mantida, os volumes de solvente no condiciona-
mento e lavagem da coluna de troca aniônica forte foram aumentados para 10 mL e o volume e compo-
sição do solvente de eluição alterado para 20 mL metanol / ácido acético (95+5). Após estas modifica-
ções a recuperação elevou-se para a faixa de 93 a 96% para FBI e 69 a 85% para FB2. O solvente de
eluição por CLAE com deteção por fluorescência foi modificado para acetonitrila / água / ácido acéti-
co glacial (50+50+0,5) durante os primeiros 15 minutos com troca para acetonitrila pura até o final da
corrida. As condições de derivação das FB I e FB2 com o o-ftaldialdeído (OPA) foram também otimi-
zadas empregando 100 L de extrato com 200 L do reagente OPA entre 5 - 150C por 60 segundos, As
novas condições melhoraram os limites de detecção para 20 e 40 ng/g para FB I e FB2, respectivamen-
te, e o desvio padrão relativo entre duplicatas para 0,6% para FB I e 2,2% para FB2.

DESCRITORES: Micotoxinas, fumonisinas, milho, cromatografia líquida de alta eficiência.

INTRODUÇÃO Esta família de toxinas é de descoberta recente e
sua existência foi primeiro relatada em 1988 11,12 por um
grupo de pesquisadores da África do Sul. São produzidas
por cepas de Fusarium moniliforme Sheldon 30, F. proli-
feratum Seção Liseola 15 e F. nygamai 7, O milho tem sido
o cereal mais implicado em contaminação por fumonisi-
nas, tanto em freqüência como em níveis. Realmente, o
F. moniliforme e o F. proliferatum são invasores freqüen-
tes do milho em todo o mundo 6.

Originalmente, BEZUIDENHOUT et alil 4 descre-
veram e caracterizaram quimicamente quatro metabóli-

As fumonisinas são toxinas capazes de causar leu-
coencefalomalácia eqüina (LEME) 18, edema pulmonar e
hidrotórax em suínos 9, câncer hepático em ratos 11 e leu-
coencefalomalácia e hemorragia cerebral em coelhos 5.

Os altos níveis de uma destas toxinas (fumonisina B1) em
milho, utilizado na dieta humana em algumas localida-
des da África do Sul e no norte da China, tem sido apon-
tado como a possível causa da alta incidência de câncer
de esôfago nas populações envolvidas ~,27,29.

* Universidade Estadual de Maringá. Departamento de Análises Clínicas. Toxicologia. Av. Colombo, 5790. 87020-900. Maringá.
Paraná.
Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Engenharia de Alimentos. CP 6121 13081-970- Campinas - São Paulo.**
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tos, as fumonsinas AI (FA), A2 (FA), BI (FB) e B2 (FB).
A FB I é a mais importante do grupo, constituindo fre-
qüentemente até 70% do total das fumonisinas, produzi-
das tanto em cultivos, quanto em milho naturalmente
contaminado.

O milho é o cereal mais produzido no Brasil 14 e o
nosso país é o terceiro produtor mundial. Apesar disto a
produção nacional não satisfaz as necessidades internas
e grandes volumes de importação são realizadas.
Algumas espécies de Fusarium já foram isoladas de
milho, trigo, arroz e rações, procedentes de vários
Estados brasileiros, em proporções variadas, com predo-
minância de F moniliforme e F. graminearum ]9.

Segundo WENTZ et alii>, 90% das amostras de milho e
de rações, para suínos e aves, por eles examinadas no
Estado de Santa Catarina, estavam contaminadas com
Fusarium spp. ASEVEDO 3 trabalhando com 90 amos-
tras de milho procedentes de várias regiões do Brasil,
encontrou Fusarium spp em 62,2% das amostras. COR-
REA et alii 10, verificaram uma freqüência de 85,1 % de
F. moniliforme em milho pós-colheita.

Informações sobre a incidência de fumonisinas em
milho e produtos à base de milho brasileiros são raras na
literatura científica. No entanto, as existentes mostram a
importância do problema para o nosso país. Em trabalho
realizado por SYDENHAM et ali i 23, foram analisadas
21 amostras de ração associadas a casos de micotoxico-
ses na região de Londrina, Paraná. Os resultados revela-
ram que 95,2% continham FBJ e 85,7% continham FB2•

Já HIROOKA et alii 11 investigaram 48 amostras de
milho provenientes do Paraná, Mato Grosso do Sul e
Goiás, das safras de 1990-1991. Das amostras analisa-
das, 97,4% apresentavam-se positivas para FB] e 94,8%
para FBo' Um total de 4 amostras excederam a 10 ug/g,
valor considerado crítico para o desencadeamento da
LEME.

Devido ao amplo potencial de contaminação do
milho e derivados com fumonisinas 162129.32.36, métodos
analíticos que monitorem os níveis de fumonisinas nos
produtos agrícolas são de grande interesse para analistas
ligados a órgãos de fiscalização ou de pesquisa. Este fato
é reforçado pelas necessidades de fiscalização do cereal
e seus produtos originados interna ou externamente. E
também possível que a escassez de informações sobre a
incidência de fumonisinas, no Brasil, advenha exatamen-
te das dificuldades encontradas no país com a metodolo-
gia analítica. Diante deste quadro os objetivos dopresen-
te trabalho foram: (1) avaliar um conjunto de técnicas já
existentes relatadas na literatura e julgadas promissoras
para determinação de fumonisinas BI e B2 em milho; (2)
uma vez escolhido o método analítico, proceder à sua
otimização e adequação para as condições de trabalho
encontradas em laboratórios brasileiros.
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MATERIAL E MÉTODOS

Amostras: amostras de milho foram adquiridas em
estabelecimentos comerciais de Campinas, São Paulo.
As amostras foram trituradas em moinho até passarem
por uma peneira de 20 mesh e acondicionadas em sacos
plásticos impermeáveis à água. Foram mantidas a -18°C
até o momento da análise.

Padrões de fumonisinas B] e B2: soluções estoques
individuais de fumonisinas B] e B, (Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO) foram preparadas pesando-se
1 mg e dissolvendo-se em 10 mL de acetonitrila-água
(l + l) segundo VISCONTI et alii 3\ obtendo-se uma con-
centração de 100 ug/ml.. Soluções de trabalho foram
preparadas em concentrações de 50 ug/ml. de FBI e de
FB" respectivamente. Todas as soluções padrões foram
armazenadas em frascos âmbar vedados, a -18°e.

Fase móvel: as fases móveis testadas foram filtra-
das através de uma membrana HVLP 01300 de 0,45 11m
de diâmetro (Millipore Corporation, Milford, MA) e
degaseificadas em banho de ultra-som. O fluxo da fase
móvel foi de 1 mL/min.

Reagente de derivação: dissolver 40 mg de o-ftal-
dialdeído em 1mL de metanol e diluir com 5 mL de tam-
pão borato de sódio 0,1 M (dissolver 3,8 g de tetrabora-
to de sódio em 100 ml, de água deionizada e corrigir o
pH para 10,4 com hidróxido de sódio 0,1 M), adicionar
50 IlL de 2-mercaptoetanol e misturar. Estocar em fras-
co âmbar vedado com papel alumínio sob temperatura de
5 a 15 "C. Estável por uma semana.

Cromatógrafo à líquido: bomba (Waters
Associates, Mi1ford, MA) com alça de injeção de 20 IlL
e um injetor tipo Rheodyne Jnc. M-7125 (Cotati, CA).
Detector de fluorescência HP 1046 A (Hewlett Packard,
Avondale, PA) com comprimentos de onda de excitação
e emissão de 335 e 440 nm e fenda espectral de 17 e 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 11mODS). Coluna de guarda da
Varian (Walnut Creek, CA) empacotada com CISODS
(Alltech Associates Inc., Deerfie1d, IL). Pré-coluna da
Varian (Walnut Creek, CA) empacotada com sílica Si1-
X-I (Perkin-Elmer, Norwalk, CT).

Otimização da separação cromatográfica das fumo-
nisinas BI e B2: fases móveis com diferentes composi-
ções foram avaliadas através da resolução das toxinas,
com padrões e posteriormente com amostras artificial-
mente contaminadas com 2 Ilg/g de FBI e FB2•

Otimização da derivação da fumonisina BI com 0-

ftaldialdeído: a formação do derivado FBJ-OPA foi estu-
dada: (1) variando-se o tempo ~ temperatura durante a
reação de derivação; (2) verificando a relação ótima



CAMARGOS, S.M. et.al.- Avaliação de métodos para determinação de fumonisinas B 1 c B2 em milho. Rev.lnst. Adolfo Lutz 58(2): 71-79,1999.

entre a concentração dos padrões e o volume do reagen-
te de derivação. Foi realizada análise de variância dos
dados obtidos.

Avaliação de sistemas de extração e limpeza: qua-
tro sistemas de extração e limpeza foram avaliados quan-
to a sua eficiência usando-se amostras de milho artifi-
cialmente contaminadas. Foram avaliados os métodos de
SOARES & RODRIGUEZ-AMAYA 22, PRADO et alii
17, ZOLLER et ali i 36 e SYDENHAM et alii 26. O primei-
ro sistema de extração e limpeza foi preconizado para
aflatoxinas, zearalenona, ocratoxina A e esterigmatocis-
tina e o segundo para aflatoxinas. Foram escolhidos para
avaliação devido a características de praticabilidade e
facilidade de emprego em laboratórios nacionais. A con-
centração de FBj e FB2 nas amostras enriquecidas de
milho foi de 2 ug/g.

Avaliação de colunas de extração em fase sólida: as
colunas de troca aniônica forte de 500 mg, Sep Pak
QMA (Waters Associates, Milford, MA) e SAX (Varian,
Harbor City, CA 90710) e a coluna de fase reversa Sep
Pak CIS (Millipore Corporation, Milford, MA) foram
avaliadas quanto à eficiência de limpeza e quanto à recu-
peração de FBI e FB2 em amostras de milho artificial-
mente contaminadas.

Recuperação, repetibilidade e limites de detecção:
vários aspectos com relação a técnica analítica foram
avaliados, incluindo a recuperação de cada fumonisina
individualmente, a linearidade da curva padrão, o limi-
te de detecção do método e a repetibilidade da técnica.
Para a recuperação, 50 g da amostra de milho, livre de
fumonisinas, foram contaminadas com 2 ug/g dos
padrões de FBI e FB2• A linearidade da curva padrão foi
determinada pela análise cromatográfica de padrões
diluídos em concentrações decrescentes e submetidos a
reação com o o-ftaldialdeído. O limite de detecção do
método foi definido para nossas condições de trabalho,
como a concentração das fumonisinas Bj e B2 presente
na amostra que originou um pico com uma área de 1 x
105 mV. Esta área foi escolhida por ser a menor que per-
mitia visualização inequívoca do pico. A repetibilidade
do método foi avaliada calculando-se o desvio padrão
relativo (RSD) do resultado da análise de 4 amostras de
milho contaminadas artificialmente com 2 /lg/g de FBI
e FBo'

-Descontaminação do material: todo o material
utilizado foi descontaminado com uma solução con-
centrada de hipoclorito de sódio comercial, por 24
horas. Após a descontaminação o material foi lavado
normalmente, enxaguado com água destilada e seco
em estufa.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Otimização das condições de eluição no cromató-
grafo à líquido: Várias fases móveis foram estudadas
para separar os derivados de fumonisinas-OPA das impu-
rezas resultantes da derivação ou de interferentes prove-
nientes do extrato da amostra em cromatógrafo à líquido.
A melhor resolução para o pico de FB I foi conseguida
com acetonitrilalágua/ácido acético glacial (50+50+0,5)
como fase mó vel. Com a fase móvel escolhida, o tempo
de retenção da FBI foi de 10,1 e o da FB2 de 42,6 minu-
tos. Após 15 minutos da injeção da amostra, o sistema
solvente foi mudado para acetonitrila pura. E assim o
tempo de retenção da FB, foi reduzido para 26 minutos.
Os cromatogramas das soluções padrão de 50 ug/ml, de
FB e FB e do extrato de milho naturalmente contamina-

j 2

do estão apresentados nas Figuras 1 e 2.

FB2

Figura I- Cromatograma das fumonisinas BI e B, (solução padrão
com 50 ug/ml, de cada).

FB1 (4,9 j.1g/g)

FB2 (1,8 j.1g/g)

Figura 2 - Cromatograma de amostra de milho naturalmente conta-
minada com FBI e FB,.
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Formação do derivado FB1-OPA: As fumonisinas
não apresentam fluorescência e absorvem pobremente
no ultravioleta/visível (UV/VIS). Assim sendo, uma rea-
ção de derivação é necessária para possibilitar a sua
determinação por CLAE com detetor de fluorescência ou
de absorvância no UV/VIS. A reação com marcador
fluorescente tem sido favorecida por permitir limites de
detecção (LD) mais baixos. Os reagentes propostos até
agora tem sido fluorescamina (LD < 10 mg/kg), o-ftal-
dialdeído (OPA, LD 50 ng/g), naftaleno - 2 - 3
dicarboxaldeído (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) 24. O OPA oferece como vantagens um custo muito
inferior aos demais, exceto a fluorescamina, ser facil-
mente disponível e melhor limite de detecção. A reação
com o OPA dá-se com grupos funcionais do tipo amina.

O derivado fumonisina OPA não é estável. Assim o
efeito do tempo de reação na derivação das fumonisinas
foi estudado. Para verificar qual seria o melhor tempo de
reação, manteve-se o tempo de agitação inicial em 30
segundos e variou-se o tempo para injeção no cromató-
grafo à líqüido em 30, 45, 60, 90 e 120 segundos após o
início da reação. O tempo de reação de 60 segundos
antes da injeção da amostra apresentou intensidade
máxima de fluorescência, No mesmo tempo de reação, a
repetibilidade dos resultados foi a melhor (coeficiente de
variação - 23,6%). Nos outros tempos de reação anali-
sados houve maior variação e menor intensidade de fluo-
rescência,

Para conseguir maior rendimento na formação do
derivado fumonisinas-OPA, foram estudadas diferentes
temperaturas de reação (5 a 30°C). A faixa de tempera-
tura entre 5 - lSOCdá origem a picos com áreas maio-
res, possivelmente por melhorar a estabilidade do deriva-
do evitando que se degrade rapidamente. Este resultado
contraria os apresentados por THAKUR & SMITH 28

que verificaram não haver diferença significativa na
estabilidade da fluorescência do derivado em temperatu-
ras entre 4 a 25°C.

Para verificar a melhor relação entre a concentra-
ção e o volume da solução de fumonisinas, por um lado,
e o volume do reagente de derivação OPA, por outro, foi
utilizado um esquema fatorial com análise de variância.
Foram analisados: concentração do padrão - 25 e 50
ug/rnl.; volume do padrão - 50, 100, 150 e 200 ul.; e
volume do reagente de derivação - 150,200 e 250 ul.,
A condição ótima de trabalho foi obtida quando a con-
centração do padrão de fumonisinas foi a de 25 ug/ml.,
o volume do padrão 100 uL e o volume do reagente OPA
de 200 !lL.

Avaliação de sistemas de extração e limpeza:
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Os métodos descritos por SOARES E RODRI-
GUEZ-AMAYA 22 E POR PRADO ET ALI! 17.não produ-
ziram uma limpeza adequada, apresentando grande quan-
tidade de interferentes no cromatograma. O emprego de
sulfato de amônio, em ambos os métodos, dá origem a um
precipitado quando o extrato é re-suspendido em acetoni-
trila/água (l +1), para injeção em cromatógrafo à líquido.
O uso de acetato de chumbo, no método de PRADO et alii
17, pode, por sua vez, danificar a coluna analítica pela
introdução de um metal pesado no sistema. O desengordu-
ramento com isoctano foi acrescentado para remover os
compostos lipossolúveis. A partição para clorofórmio,
uma outra etapa do processo de limpeza, mostrou melhor
recuperação das fumonisinas quando empregada sozinha
e não quando precedida de desengorduramento com isoc-
tano. No entanto, a recuperação das fumonisinas foi ina-
dequada e inferior a 20% em todos estes casos e as etapas
de uma maneira geral mostraram-se trabalhosas.

Tanto o método de SYDENHAM et alii 26 , como o
de ZOLLER et alii 36, apresentaram recuperações inferio-
res a 50%. A limpeza do método de SYDENHAM et alii
26 , no entanto mostrou menor número de interferentes.
Por este motivo foi considerado mais promissor e modi-
ficações foram introduzidas no sentido de otimizá-lo.
Este método, por outro lado, foi objeto de estudos cola-
borativos internacionais 30,31e foi adotado pela AOAC
International 2.

Avaliação de colunas de extração em fase sólida:
Os extratos, obtidos através dos quatro métodos sendo
avaliados no presente trabalho, foram ainda submetidos
a uma etapa de limpeza com colunas de extração em fase
sólida. Foram testadas uma coluna de fase reversa tipo
octadecilsilil (C

l
) (Tabela 1) e duas colunas de troca

aniônica forte (Tabela 2).
A limpeza com coluna de fase reversa não foi efi-

ciente, apresentando ainda vários interferentes no cro-
matograma. Durante a eluição das fumonisinas da colu-
na de C1S'maiores recuperações foram obtidas quando o
solvente de extração utilizado foi metanol/água (3+1),
mas ainda assim insatisfatórias.

A limpeza com as colunas de troca aniônica forte
(Tabela 2) apresentou melhores resultados do que com as
colunas de octadecilsilil, mas ainda assim foi necessário
introduzir modificações nos solventes de condiciona-
mento e eluição com relação aos propostos no método de
SYDENHAM et alii 26 • A limpeza com coluna de troca
aniônica forte (500 mg) não produziu bons resultados
uma vez que retinha 60% de FB 1

O condicionamento das colunas foi otimizado alte-
rando-se os seguintes parâmetros: volume das soluções
de lavagem, força iônica, volume da solução e vazão de
eluição. O aumento da força iônica, ou seja, meta-
nol/ácido acético glacial (99+ 1) para (95+5) aumentou a
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Tabela 1. Solventes testados com coluna de fase reversa tipo octadecilsilil, para limpeza de extratos de milho na
determinação de fumonisinas.

Condicionamento da coluna Aplicação da amostra Lavagem da amostra Eluição das toxinas

5 mL metanol 1°mL em metanol/ 6 mL metanol/água Metanol/água (3+ 1)
água (3+1) 3 mLmetanol

5 mL metanol 10 mL em metanol/ 1°mL em metanol/ Metanol/ácido
água (3+ 1) água (3+1) acético (99,5 + 0,5)

Tabela2. Solventes testados com colunas de troca aniônica forte para limpeza de extratos de milho na determinação
de fumonisinas.

ReferênciasCondicionamento
da coluna

Aplicação da amostra Lavagem da coluna Eluição das toxinas

5 mL metanol 1 mL em metanol/ 6 mL metanol/ 10 mL metanol UENO et alii 32

água (3+ 1) água (3+ 1) ácido acético
3 mLmetanol (99,5 + 0,5)

10 mL em metanol/ 5 mL metanoll 1°mL metanol/ SYDENHAM
água (3+1) água (3+1) ácido acético (99+ 1) et alii 26

5 - 15 mLem 8 mL metanol/ 1°mL metanol/ ZOLLER et alii 36

metanol/ água (3+ 1) água (3+ 1) ácido acético
5 mLmetanol 1°mL metanol/

ácido acético (99+ 1)

5 mL metanol
5 mL metanol/
água (3+1)

3 mL metanol
8 mLmetanol
8 mL metanol/
água (3+1)

Em todas as misturas metanol/água recomenda-se manter o pH entre 5,8 e 6,5.

recuperação das fumonisinas. Além disso, o uso de sol-
vente com maior força iônica não resultou na co-eluição
de interfentes cromatográficos. Adicionalmente, com o
aumento da quantidade de eluente para 20 mL conse-
guiu-se recuperações de 72 a 87% de FBI e de 51 a 78%
de FB2 em coluna Sep Pak QMA e de 93 a 96% de FBI e
de 69 a 85% de FB2 em colunas SAX nas duas primeiras
utilizações (Tabela 3). Já foi relatado que a recuperação
das fumonisinas é substancialmente menor quando a
vazão de eluição nas colunas está entre 2,5 para 6,7
mL/minuto, recomendando-se 25 vazões iguais ou meno-
res que 1 mLlmin. A necessidade de manter estas condi-
ções de eluição foram constatadas no presente trabalho.

A regeneração das colunas de troca aniônica forte
foi realizada com 5 mL de HCl 0,1 M seguidos de 8 mL
de água destilada, segundo SYDENHAM et alá 26 •

Nenhuma diferença significativa foi observada na recu-
peração das fumonisinas após regeneração das colunas.
O mesmo foi constatado no prresente trabalho (Tabela
3). Estes resultados sugerem que, se necessário, as colu-
nas podem ser regeneradas e reutilizadas mais uma vez
sem queda significativa na recuperação das fumonisinas.

A limpeza com colunas de CIS é mais rápida, entre-
tanto, as colunas de troca aniônica forte produzem fra-
ções mais limpas e o limite de detecção é menor. Numa
intercomparação de métodos realizada entre 31 laborató-
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Tabela 3, Recuperação das fumonisinas adicionadas a milho quando são usadas colunas de extração em fase sólida
de troca aniônica forte de diferentes marcas em mais de uma utilização por coluna.

Marca da
Coluna

Fumonisina Recuperação (%)
1° uso 3° uso

Sep Pak 3987
86
80
77

78
78

82
73
73
73
75

59
51
62
60

22

SAX 96
96
95
96

70
69
72

94
93

62
70

84
85

56
62

Nível de adição por fumonisina = 2 g/g
Demais condições analíticas conforme descrito nas Conclusões.

rios europeus, aqueles que usaram limpeza com colunas
de CjSrelataram também mais interferentes e limites de
detecção piores que aqueles que usaram colunas de troca
aniônica forte 33.

Recuperação, repetibilidade e limites de detecção:
A recuperação do método otimizado foi de 93 a 96%
para FBj e de 69 a 85% para FB2. No estudo colaborati-
vo do método de SYDENHAM et alii 26 conduzido por
AOAC-IUPAC, os 12 laboratórios envolvidos obtive-
ram recuperações de 81 a 84% para FBj e 76 a 82% para
FB2• Já os resultados com laboratórios europeus, em
estudo em que a metodologia era de livre escolha, as
recuperações médias foram 70% para FBj e 69% para
FB2 33. Segundo ALBERTS et alii j as recuperações mais
baixas obtidas para Fbpodem ser devido a diferença de
polaridade em relação -a FB j que resulta em uma perda
de aproximadamente 20% durante a etapa de limpeza,
em comparação com os 4% para FBj' As curvas padrão
para FBj e FB2 foram lineares de 20 a 10000 ng/g e de
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40 a 10000 ng/g, respectivamente, conforme apresenta-
do nas Figura 3.
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Figura 3 - Curvas padrão de FB 1 e FB2.
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Os limites de detecção do método foram de 20 e 40
ng/g para FB, e FB2, respectivamente. SHEPHARD 20

revendo a literatura sobre o assunto dá como usual um
limite de detecção da ordem de 50 ng/g para FB, e FB2•

A repetibilidade do método mostrou-se adequada com
desvios padrão relativos (RSD) de 0,6 % para FB, e
2,2% para FBo para primeira ou segunda utilização das
colunas de SÁX. Resultados estes que comparam bem
com os encontrados no estudo colaborativo AOAC -
IUPAC onde os RSD internos dos laboratórios variaram
entre 5,8 a 13,2% para FB, e entre 7,2 e 17,5% para FB2

35. No estudo europeu 1" os valores médios de RSD
foram de 10% para FB, e 11% para FB2•

CONCLUSÕES

Método otimizado para determinação de fumonisi-
nas B, e B2 em milho: O método escolhido para determi-
nação de fumonisinas em milho na etapa de avaliação foi
o método de SYDENHAM et alá 35. Modificações foram
necessárias para aumentar a recuperação das toxinas e
melhorar o limite de detecção. O método modificado
está descrito a seguir:

Cinqüenta gramas da amostra foram homogeneiza-
das em liqüidificador com 100 mL de metanol/água
(3+ 1) durante 5 minutos. A mistura foi centrifugada
durante 10 minutos a 2000 rpm e o sobrenadante foi fil-
trado em papel de filtro. O filtrado teve o pH corrigido,
quando necessário, para 5,8-6,5 com hidróxido de sódio
1 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, seguidos de 10 mL de metanol/água (3+1).
Foram aplicados 10 mL do extrato filtrado na coluna e
lavados com 10 mL de metanol/água (3+ 1), seguidos por

6 mL de metanol. As fumonisinas foram então eluídas
com 20 mL de metanol-ácido acético glacial (95+5).
Todos os solventes foram passados pela coluna com uma
vazão máxima de I mUmin a qual pode ser controlado
com vácuo. O eluato foi evaporado a 60°C sob fluxo de
nitrogênio. O resíduo concentrado foi lavado com 1 mL
de metanol e novamente evaporado para garantir que
todo o ácido acético fosse evaporado. O resíduo seco foi
mantido em freezer a -18°C até o momento da análise.

Os extratos das amostras de milho foram re-dissol-
vidos em 500 I1L de acetonitrilalágua (l +1) e filtrados em
filtros com poros de 0,45 11m de diâmetro. Foram transfe-
ridos 100 I1L deste extrato para um frasco e adicionados
200 I1L do reagente OPA. Foi agitado em ultra-som, entre
5-15°C, durante 30 segundos e injetados 20 I1L no croma-
tógrafo após 60 segundos do início da reação.

As fumonisinas foram separadas e quantificadas
em um cromatógrafo a líquido de alta eficiência usando
uma fase móvel composta por acetonitrilalágualácido
acético glacial (50+50+0,5) durante 15 minutos e em
seguida por acetonitrila pura. O tempo total de análise
foi de 30 minutos. Após a corrida foram necessários 30
minutos para condicionar a coluna com a fase móvel
composta por acetonitrila/água/ácido acético glacial
(50+50+0,5), antes da próxima injeção.
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CAMARGOS, S.M. et aI. Evaluation of analytical methods and optimization of conditions for the deter-
mination of fumonisins B 1 and B2 in com.

ABSTRACT: Extraction and clean up systems were evaluated for the determination of fumonisins
in com. The best clean up was found in the method described by Sydenham et alii (1992). Recovery,
nonetheless, was found to be bellow 50% for fumonisins B I and B2 (FB 1 and FB2). The method was
modified and methanol/water (3+ I) 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). After these
modifications were introduced the method recovery was 95 to 96% for FB 1 and 69 to 72% for FB2. The
eIution solvent for the HPLC with fIourescence detection step was also modified to acetonitri-
le/water/acetic acid (50+50+0,5) during the first 15 minutes followed by pure acetonitrile for the rest of
the run. The conditions employed during the derivatization reaction of fumonsins with o-phtaldialdehy-
de (OPA) were also optimized to utilize 100 L sample extract and 200 L OPA solution at 5 - 15 T
during 60 seconds. The new conditions improved the detection limits to 20 and 40 ng/g for FB 1 and FB2,
respectively, and to an average standard deviation between duplicates of 0,6% for FB I and for FB2.

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