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RESUMO: Em amostrags de milhe em griio ¢ trige de vdrias procedéncias, foi
verificada a ocorséncia de deoxinivaienol {DON), utilizando a téenica de cromatografia
em camada deigada. Das 120 amostras analisadas, apenas duass apresentaram
deoxinivalenol com concentragio de 183,0 ug/ke . O limite de determinagio do
método foi de 110,0 pig on meg. Os testes de recuperagfo variaram de 80 a 100% para
o trigo e de 75 a 100% para o milho com médias de 90 a 85%, respectivamense, O
coeficiente de variag@o fo1 de 11%, tanto para o trigo como para o mitho.

DESCRITORES: deoxinivalenol; anilise milho; trigo; cromatografia cm camada

delgada.

INTRODUCAQ

Deoxinivalenol (DON}Y é uma micotoxina pro-
duzida principalmente pelos fungos Fusariun gra-
minearum. Infestacio de grios de milho e cereats
por F. graminearwm e concomilante produgdo de
DON ocorrem mais {reqlientemente durante
agqueles anos quande & maturagdio ¢ época de co-
Iheita € chuvosa e fria®, Os efeitos deletérios de
DON em suinos e animais de laboratério foram
descritos por vérios avtores™ e incluem recusa
de alimentos, diminuigio da eficidncia dos ali-
mentos, reducio do ganho de peso, emesis,
depleciic do glicogénio hepdtico e hipoglicemia.

Estudos atuais do metabolismo t8m sido con-
duzidos para determinar o destino desta toxina
nos animais. YOSHIZAWA et atii® foram: os pri-
meiros a caracterizar um metabdlito de DON, de-
nominade DOM-1, em feres e urina de rato.

DON, também conhecido como vomitoxina, foi
pela primeira vez caracterizado no Japfo® como um

metabdlito de Fusarium roseum (Fusarium grami-
nearum) isolado de cevada, que mostrou ser idéntico
ao fator emético (vomitoxinz) isolade de mitho nos
Estados Unidos de uma espiga deteriorada, produ-
zinde vémitos em sufnos®, £ um dos tricotecenos
que ocorrem naturalmente ¢ tem sido detectado em
amosiras de mitho, cevada e (rigo™®%,

Os tricoiecenos guando presentes em grios
utilizados nas ragbes de animais de criaglio cau-
sam doengas conhecidas como fusariotoxicoses™,
Informagdes sobre efeitos téxicos em animais e
humanos, expostos ac DON, sfo limitadas®.

Virios métodos tém side propostos para a
identificagio e quamificacio de DON: cromato-
grafia em camada delgada®®, cromatografia a gds,
cromatografia a gids acoplada a espectrimetro de
massait?Z, cromatografia liguida de alta resolugho,
utilizando o méindo de Romer modificado’ e Eli-
sa®, Para a detecciio de DON e owros tricotece-
nos, reagentes cromogénicos tém sido usados.
Trés destes rteagentes, nicotinamida ¢ 2 -
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acetilpiridina®, 4 — (p-nitrobenzil) piridina'®, e
dcido cromotrépico??, sio especificos para trico-
tecenos. Porém, as anélises relatadas tém sido
aplicadas em padrBes e n#o nas micotoxinas
extrafdas de grics de cereais e ragdes.

No Brasil, & ocorréncia de afiatoxinas em
amendoim & alta®LI34ISE mag existem traba-
Thos!™®, que demonstram que a incidéncia em mi-
Iho € baixa. Com relacio 3 incidéneia de tricote-
cenos pouco ou nada se conhece,

O objetive deste trabalho é determinar deo-
xinivaleno}l pela técnica de cromatografia em ca-
mada delgada, cujos limites de detecgfio e repro-
dutibilidade sZo satisfatérios. Isto fornecerd
dados sobre a incidéncia de DON, dando
subsidios para a preservagio da integridade dos
grios de cereais (principalmente milho e trigo)
utilizados na produgfio de alimentos para o con-
sumo humane e animal.

MATERIAL E METODO

Foram analisadas 120 amostras de viérias pre-
cedéneias, algumas adguiridas no comércio da ci-
dade de S#o Paulo e outras enviadas para andlise
ne Insiituto Adolfo Lute devido i suspeita de in-
toxicagio em animsais de criagio, Estas eram
constituidas de 30 amostras de milho em gric e

70 de trigo e derivados (farinha, farelo etc.).

O método empregado para andiise foi o descri-
to por TRUCKSESS et alii®, cuja representagio
esquemdtica estd na figura 1.

A identificacdo, quantificacBo e recuperacio do
deoxinivalenol (DON) foram feitas pela técnica de
cromatografia em camada delgads (CCD), wutilizan-
do placas de silicagel G 60 impregnadas com
AlCY, 15%. Os residuos finais das amosiras foram
dissolvidos em 200 pl de cloroférmio-aceto-
nifrila (4 + 1), Aliquotas de amostras (20 i para o
trigo ¢ 10 Wl pars o milho} foram aplicadas nas
placas, bems como aliguotas do padrico de concen-
iragBes conhecidas, e o cromatograma foi desen-
volvido utilizando como fase mdével cloroférmio-
acetona-isopropanol (8 + 1 + 1). Como alternaii-
va, acetato de etila — éter etilico (1 + 1) — pode
também ser empregado. Nos testes de recuperacio,
a segunda opglic demonstrou melhor resolucio.

Apés o desenvolvimento do cromatograma, as
placas foram aquecidas durante 7 minutos, sendo
a visualizag@o feita sob luz ultravioleta (366 nm)
e, apds comparacio das infensidades das manchas
fluorescentes (azul a um Rf = 0,6), foi caleulado
¢ teor de deoxinivaleno! presente na amostra
analisada,
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50 g de amostra

+

200 m} de H3CN-H20 (84:16)
Agitar 30 min

Filtragio

4
Aliquota de 20 ml para funil de separagio

Partigio Hquido-Yguido
{3 vezes com hexano)

/
Transferir extrate para coluna
(0.7 g de carviio ativo + 0,5 g de alomina + 0,3 g de
celite)

Eluir com 1§ ml de H3CN-H20
(84:16)

Evaporar até secura

Dissolver o residuo guantitativamente em acetato de

etiia J/

Evaporar até secura

¥

Bissolver em CHC3-H3CN (d4+1)

Cromatografia em camada delgada

FIGURA 1 — Esquema de separagio de deexinivaienol

A determinagio da concentracio do padrio fol
feita por espectrofotometris de absorglo na
regifio UV de acordo com AQAC®, sendo que o
padric foi dissolvido sob agitaghc vigorosa em
acetato de etila. A absorbincia (A) foi medida em
260 nm; o peso molecular e absortividade molar
(E} de DON s@o 296 e 1.410, respectivamente.
Para auxiliar a confirmagdo, foi realizada também
a co-cromatografia, superpendo aliguotas de pa-
drao nas aliquotas dos exiratos das amosiras no
desenvoivimento do cromatograma.

RESULTADOS E DISCUSSAC

Os resultados obtidos nas andlises estfio apre-
sentados nas tabelas 1 e 2. Verificando a tabela 1,
observa-se que nfo foi detectado deoxinivalenol
em nenhuma das 50 ameostras de mitho analisadas,
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TABELA1

Niveis de DON em amostras de milho em gric
determinadas por cromatografia

em camada delgada

Procedéncias das N2 amostrag DON
amostras analisadas ug/kg (ppb}
Estados Unidos 16 N
S#o Paulo 14 N>
Santa Catarina 11 N3
Minas Gerais 4 ND
Rio Grande do Sul s ND
Total 50

ND — ndo detectado: nfio aparecimenio de fluerescén-
cia no cromatograma.

TABELA Z

Niveis de DON em amostras de trigo
determinados por cromatografia

em camada delgada
Tipo de N? amostras DON
amestra analisadas | pug/kg (pph)
Farinha de trigo comum 10 ND
Farinha de trigo especial 3 N
Farinha de trigo integral 1 ND
Farelo de trigo 18 ND
Fibra de trigo i3 ND
Gemme de irigo cru 9 ND
Germe de trigo torrado 9 ND
Trigo moido 2 ND
Farelo de trigo 2 183
(como racgio)
Frigo in nawura 1 ND
Total 70

ND ~- nio detectado! ndo aparecimento de fluorcscén-
cia ne cromatograma.

Observando-se a tabela 2, em que € mosirada a
incidéncia de deoxinivalenol em 70 amosiras de
trigo, verificou-se que foi baixa, endo sido de-
tectada em apenas 2 amosiras no teor de 183 ug/
kg, amostras estas de fareio de trigo que estavam
sende utilizadas como ingrediente em ragdo ¢
suspeitas de intoxicar os sanimais.

Os teores de deoxinivalenol foram expressos
em pgikg (ppb) e o ndo aparecimente de fluores-
céneia no cromatograma fol represeniado pela
abreviatura NI {n#o detectado).

Os resultados de recuperacfo de deoxinivale-
nol adicionados em amostras de trigo e milho
isentas de toxinas est#o reportados na fabela 3.

Melhores resultados obtidos na recuperagiio
foram no nivel de 110 pg/kg sendo, portanto,
nosso Hmite de determinacfo para os dois produ-
tos (irigo e milho), Concentracdes abaixc desia
nio foram de boa resolugio tanto nas amostras de
milho como nas amostras de trigo. TRUCKSESS
ef alii* obtiveram maior sensibilidade. O limite de
determinacdo encontrado por estes autores foi de
40 ng/g para o trigo e 100 ng/g para o mitho.

A concentraglo minima por nés detectada foi
de 22 ng/meancha, engquanto a concentracio
minima detectdvel por TRUCKSESS er alii®® foi
de 20 ng/mancha. E importante salientar que a
intensidade de fluorescéneia das manchas de DON
depende da conceniragfio de A1CY, impregnado na
placa de silica gel (153%) e também do tempo de
aquecimento.

A ndo detecgdo do DON nas amostras de mi-
tho analisadas e a incidéncia em 3% das amostras
de trigo ndo significa gue o problema nfo existe.
QOutros estudos devem ser efetvados com um
admero maior de amostras,

Estudos realizados no Canadd tém mosirado gue,
em geral, os niveis de DON decrescem cerca de 40%

TABELA3

Recuperacdo de DON adicionada em farinha de trigo e mitho

Tipo de DON Recuperagio {média) dp cv

amostra adicionada %
{ng/g)

Trigo 110 S0 (100, 80, 100, 80, 90) 10,0 11

Milho 110 85 (75, 86, 100, 806, 88) 9.3 11

dp = desvio padrio
cv = coeficiente de variagfio
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durante o processamento indusirial do trigo bruto
para a obtenclo da farinha, exceto no processo de
fermentac@o para a producgic de "donuts” que indica
um aumento ne teor de DONL

TANAKA et alii* verificaram a ocorréncia da
vérios tricotecenos, entre eles do DON, em
amostras de cereais, alimentos e racbes proce-
dentes de 19 pafses. Trigo, cevada, aveis, cen-
teio, arroz, e seus produtos, totalizando 500
amosiras, foram positivas para nivalenol, DON e
zearaienona em 244, 223, 219 amostras, respec-
tivamente. Cerca de 40 a 50% das amostras ana-
lisadas foram positivas para DON com uma con-
ceniragio média de 292 ngfg.

A habilidade do fungo produzir a toxina &
grandemente influenciada por fatores ambientais
como temperaiura ¢ umidade. Portanto, andlises
seqiienciais de cereais sfio necessdrias para dar
maior valor na informagiio sobre o nivel de
freqiidneia da ocorréncia da toxina fingica.

TANAKA et alii¥, de scordo com os dados
acumulados, sugerem que a contaminacgio de ce-

reals, por exemplo, por nivalenol, nidio é proble-
mz local no Japio e outros paises da Asia. E de-
tectado em virias amostras de cereais e alimentos
procedentes de diferentes pafses e distrites. Em
adicio é importante salientar que hd algumas di-
ferencas entre pafses quanto ao nivel ¢ fregiiéncia
de nivalenol e DON em cereais. No Japio e Co-
réia, os niveis de nivalenol em frigo e cevada sfio
muito mais altos do que o DON, enguanto na Ar-
genting, Canadd, China, Pdlonia e Alemanha Oci-
dental, DON é o0 maior contaminante. Além disso,
em wn mesmo pafs hi diferengas regionais.

CONCLUSAD

Os dados obtidos indicam que a incidéncia de
DON nfo reflete uma preocupaglio mais séria
como ocorre com aflatoxina emn amendoim. En-
tretanto, estes dados poderiam ser atribuidos as
condigBes ambientais (umidade ¢ remperatura),
necessitando de um estudo por um perfodo mais
longo e maior nimero de amostras de regides
distintas, & fim de se ler uma visdo do nivel ¢ a
fregiidncia da presenca do DON em nosso meio.

RIALAG/G73

SABINO, M,; ICHIKAWA. A H.; INOMATA, EIL & LAMARDO, L.CA. — Survey of
deoxynivalenol in wheat and corn grain using thin-layer chromatography
method. Rev. Fnst. Adoifo Luiz, 49(2):155-159, 1986,

ABSTRACT: the occurrence of deoxynivalenol was shown by thin-layer
chromatography in samples of com grain and wheat from various places of the city of
Sie Paulo, Of 120 samples analysed, two had deoxynivelenol at levels of 183 pg/kg.
The limit of DON determination is about 110 ug/kg. Recoveries of DON added to
wheat and com ranged from B0 to 100% and 75 to 100%, respectively. The

coefficient of variation obtained with artificially contaminated samples wag 11% for

both wheat and com.
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