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RESUMO

Os fungos estdo amplamente distribuidos na natureza e sao contaminantes comuns
de alimentos, graos e racbes. A presenca desses fungos causa a perda de
qualidade do produto e produz compostos téxicos, chamados de micotoxinas. As
micotoxinas sdo metabdlitos tdxicos produzidos por alguns fungos denominados
fungos toxigénicos, os quais podem provocar intoxicagbes em seres humanos e
animais. A fumonisina é um tipo de micotoxina que ataca principalmente o milho, e é
produzida por fungos Fusarium verticillioides. Sao fungos patogénicos para as
plantas do milho, infectando raizes e espigas causando podriddo, bem como a
deterioracdo de grdos armazenados. A contaminagcdo de alimentos e compostos
com fumonisinas tem sido associada a varias doengcas em animais e humanos.
Desde a descoberta das micotoxinas e sua caracterizagdo em 1988, houve um
progresso significativo nos métodos analiticos usados para detecta-las. A grande
maioria dos métodos referenciados envolve extracido, recorrendo a misturas de
solventes polares, seguido de um processo de purificagdo com extragdo em fase
sélida (SPE) em colunas de fase reversa, colunas de troca ib6nica forte (SAX) ou
colunas de imunoafinidade (IAC). Os métodos desenvolvidos para proceder as
analises quantitativas e qualitativas de toxinas incluem cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia gasosa-
espectrometria de massa (CG-MS), cromatografia liquida-espectrometria de massa
(LC-MS), cromatografia de gasosa-espectroscopia infravermelho (CG-1V). Além de
metodologia quimica, 0s imunoensaios, representados por “enzime linked
immunosorbent assay” — ELISA e imunoafinidade vém sendo muito empregados.
Considerando a elevada contaminacdo de milho por Fusarium verticillioides e a
producao de fumonisinas pelos mesmos, aliada aos sérios riscos a saude humana e
animal, este estudo objetivou um levantamento bibliografico sobre a contaminagéao
por fumonisina B4 em alimentos brasileiros, bem como mostrar quais as
metodologias empregadas para a determinacdo dessa micotoxina, e seus critérios
de validagéo.

Palavras-chave: Micotoxina. Fumonisina. Milho. Cromatografia.



ABSTRACT

Fungi are widely distributed in nature and are common contaminants of food, grain
and feed. The presence of these fungi cause the loss of product quality and produces
toxic compounds called mycotoxins. Mycotoxins are toxic metabolites produced by
certain fungi called toxigenic fungi, which can cause poisoning in humans and
animals. Fumonisin is a type of mycotoxin that affects mainly maize, this toxin is
produced by the fungus Fusarium moniliforme. These fungi are pathogenic to maize
plants, infecting roots and ears causing rot and deterioration of stored grains.
Contamination of food and compounds with fumonisins has been associated with
several diseases in animals and humans. In horses leads to the development of
periventricular leukoencephalomalacia (LEME), in pigs cause pulmonary edema
(PPE) in humans has been associated with esophageal cancer (EC). Since the
discovery of mycotoxins and their characterization in 1988, there was significant
progress in analytical methods used to detect them. Most of the methods referenced
involves extraction, using mixtures of polar solvents, followed by purification with
solid phase extraction (SPE) columns in reversed-phase columns of strong cation
exchange (SAX) or immunoaffinity columns (IAC). The methods developed to carry
out quantitative and qualitative analysis of toxins include high performance liquid
chromatography (HPLC), thin layer chromatography (TLC), gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS), liquid chromatography-mass spectrometry (LC -MS),
gas chromatography-infrared spectroscopy (GC-1V). In addition to chemical methods,
immunoassays, represented by "enzyme linked immunosorbent assay - ELISA and
immunoaffinity have been widely used. Considering the high contamination of corn
by Fusarium verticillioides and fumonisins production by them, coupled with serious
risks to human and animal health, this study aimed to survey the fumonisin B4 in
Brazilian foods, and to show what methodologies used for determining such a
mycotoxin, and its validation criteria.

Key-words: Mycotoxin. Fumonisin. Corn. Chromatography.
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1 INTRODUGAO

Os fungos estdo amplamente distribuidos na natureza e sao contaminantes
comuns de alimentos, grédo e ragdes, que por apresentarem nutrientes como
carboidratos, proteinas e lipidios constituem um substrato adequado para o
desenvolvimento de microrganismos (GOURAMA; BULLERMEN, 1995).

Certos fungos, freqientemente encontrados em graos, tém a capacidade de
produzir metabdlitos secundarios capazes de causar alteragbes toxicas,
mutagénicas, teratogénicas ou carcinogénicas em animais e humanos.

Os efeitos do crescimento fungico incluem diminuicdo do poder de
germinagao, emboloramento visivel, descoloramento, odor desagradavel, perda de
mateéria seca, aguecimento, mudangas quimicas e nutricionais, perda de qualidade e
producado de compostos toxicos, as micotoxinas (POMERANS, 1982).

Micotoxinas sa&o metabdlitos téxicos produzidos por alguns fungos
denominados fungos toxigénicos (ADOLFO LUTZ, 2005), os quais podem provocar
intoxicagées em seres humanos e animais.

As micotoxinas sado produzidas quando certas condicbes ambientais, como
temperatura e umidade, sao propicias para a sua producdo, além das caracteristicas
bioquimicas, integridade fisica do cereal, material mal armazenado ou
processamento inadequado, que tornam os cereais suscetiveis a proliferacao de
fungos (ADOLFO LUTZ, 2005).

As principais micotoxinas da cultura do milho sao as fumonisinas (RICHARD,
2007), toxinas estas produzidas principalmente por fungos do género Fusarium
(CHEN et al., 1992; RHEEDER et al., 2002). As fumonisinas, foram descritas pela
primeira vez em 1988, e desde entdo foram identificados 6 membros distintos do
grupo das fumonisinas: FB4, FBy, FB3s, FB4, FA1 € FA,, porém as mais téxicas e
estudadas sao as B4, B, e B3 (SCUSSEL, 1998).

As fumonisinas contaminam o milho e seus derivados em nivel mundial. Sdo
fungos patogénicos para as plantas de milho, infectando raizes e espigas causando
podridao, assim como a deterioragdo de graos armazenados.

O nome fumonisina deriva de Fusarium moniliforme (atualmente denominado
F. verticillioides), de onde o primeiro membro desta classe de compostos toxicos, a

fumonisina B4, foi caracterizado. Trata-se de um diéter de propano-1,2,3-acido
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tricarboxilico e 2-amino-12,16-dimetil, 3,5,10,14,15-pentahidroxieicosano
(DESJARDINS, 2006). Elas sdo moléculas fortemente polares, soluveis em agua e
acetonitrila e insoluveis em solventes organicos (POZZI et al., 2002).

A FB4y é a fumonisina mais encontrada e em maiores niveis, sendo
responsavel por 70 a 80% do total de fumonisinas (RHEEDER et al., 2002).

A alta qualidade nutricional expde o milho a contaminagédo por
microrganismos, principalmente fungos micotoxigénicos como Fusarium verticilioides
(SYDENHAM; SHEPAR, 1996), que tem sido alvo de intensa investigagcéo devido a
elevada frequéncia em milho e derivados (MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997).

A contaminacado de alimentos com fumonisina tem sido associada a varias
doencas, quer em animais quer em humanos. As manifestacbes clinicas que
decorrem das toxicoses provocadas pelas fumonisinas, bem como os 06rgaos
atingidos variam de espécie para espécie. Nos cavalos conduzem o aparecimento
de leucoencéfalomalacia (LEME), em suinos provocam edema pulmonar. Em
ovelhas, ratos e coelhos induzem a toxicidade renal, sendo também hepatotdxicas
para os segundos. Também tem sido epidemiologicamente relacionadas com o
cancer de es6fago em humanos (MEYER et al., 2003).

O Brasil é o terceiro produtor mundial de milho, com uma producgao anual de
52,32 milhdes de toneladas, sendo o estado do Parana responsavel por 26,5% da
producao nacional e cerca de 80% das exporta¢cdes de milho do Brasil (IBGE, 2009).
Cerca de 66% do milho produzido no pais é destinado a fabricagcado de ragdo animal,
enquanto 20% ¢ utilizado para consumo humano direto, como fuba, farinha de milho,
flocos de milho, principalmente em propriedades rurais € 8% € destinado a industria
(FIGUEIRA et al., 2003).

A grande maioria dos métodos analiticos referenciados para analise de
fumonisinas envolve extragdo, seguida de um processo de purificacdo e
concentragdo (LINO et al., 2006). A deteccdo e quantificagdo sao efetuadas
principalmente recorrendo a métodos cromatograficos. O desenvolvimento de
métodos imunoldgicos, como “enzime — linked immunosorbent assay” (ELISA), tem

permitido analises mais rapidas.
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2 OBJETIVOS

Considerando a elevada contaminacdo do milho por F. veticillioides e a
producao de fumonisinas pelos mesmos, aliada aos sérios riscos a saude humana e
animal, este estudo objetivou um levantamento bibliografico sobre a contaminacéao
de fumonisina B4 em alimentos brasileiros, bem como mostrar quais as metodologias

empregadas para determinagdo dessa micotoxina, e seus critérios de validagao.
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3 DESENVOLVIMENTO

A seguir sdo discutidos aspectos relevantes sobre as micotoxinas, suas

ocorréncias, toxicidade e metodologia analitica, com énfase nas fumonisinas.

3.1 MICOTOXINAS

A histéria das micotoxinas comega em 1960, quando um surto de mortalidade
inexplicavel de aves aconteceu no Reino Unido. Este surto ficou conhecido
mundialmente como “Doenca X dos Perus”. Apds investigacdo cientifica,
descobriu-se que o problema estava na racao, feita com amendoim importado da
Africa e do Brasil. Este amendoim estava contaminado com uma substancia
produzida pelo fungo Aspergillus flavus, a aflatoxina. Desta rag&o foi obtido um
extrato cloroformico, que ao ser administrado a marrecos jovens, foi capaz de
produzir lesdes hepaticas semelhantes a doenca original (ALLCROFT,;
CARNAGHAN; SARGENT, 1961; ALLCROFT; CARNAGHAN, 1962).

O termo micotoxina € originario de uma palavra grega “mykes” (fungos) e de
uma palavra do latim “toxicum” (toxina). A expressao greco-latina “mykes
toxicum” significa toxina fungica, ou como, dizemos, micotoxina (LAZZARI, 1997).

Micotoxinas sa&o metabdlitos téxicos produzidos por alguns fungos
denominados de fungos toxigénicos, sendo os principais representantes os dos
géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium. Entre as principais micotoxinas de
interesse na area de alimentos citamos: aflatoxinas, patulina, ocratoxina,
zearalenona, tricotecenos, fumonisinas entre outras (ADOLFO LUTZ, 2005).

As micotoxinas séo produzidas somente quando certas condigcdes ambientais,
tais como temperatura e umidade, além das caracteristicas bioquimicas dos
produtos que servem como substrato, sdo propicias para a sua producio
(ADOLFO LUTZ, 2005).

Outro fator muito importante na produgdo das micotoxinas € a integridade
fisica do cereal. A contaminagcdo podera ocorrer mesmo em material
armazenado, por lesbes mecanicas ou provocadas por insetos ou durante o
processamento, tornando os cereais muito susceptiveis a proliferacao de fungos
(ADOLFO LUTZ , 2005).
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As micotoxinas deterioram os graos ou a racao, reduzindo sua palatabilidade.
A deterioragdo fungica provoca danos no germe dos graos, descoloragao,
alteracdo nutricional e perda de matéria seca (LAZZARI, 1997).

A presenca de micotoxina esta principalmente associada a grdo como
amendoim, pistache, nozes, castanha, semente de algod&o, milho, trigo, soja,
arroz, feijdo, cacau, sorgo, centeio, café, cevada, entre outras, mas também
podem ser encontrados em frutas, leites e produtos lacteos, ovos, produtos
carneos curados e embutidos, frutas secas, chas e pimentas (DINIZ, 2002). A

Tabela 1 apresenta dados sobre os fungos produtores de diferentes micotoxinas,

os alimentos envolvidos e as espécies afetadas.

Tabela 1 - Importantes fungos e micotoxinas encontrados em gréo e ragdes animais.

Fungos Micotoxina Alimento Esp. Afetadas Referéncia
afetado
Aspergillus Aflatoxina Milho, Todas as BRUERTON,
amendoim, espécies, 2001
farelo de incluindo
algodéo e homem
sorgo
Asperygillus Ochratoxina Milho, cereais e  Principalmente HURBURGH,
Penicillium arroz suinos e aves 1995
Aspergillus Acido Cereais, Suinos e aves  SUKSUPAHT et
Penicillium ciclopiazonico amendoim e al., 1989
milho
Fusarium Deoxinivaleno Cereais e milho Suinos e aves NEWMAN,
2000b
Fusarium T-2 Cereais e Aves NEWMAN,
semente de 2000b
oleaginosas
Fusarium Zearalenona Milho, feno, Suinos e NEWMAN,
gramineas, ruminantes 2000b
graos
Fusarium Fumonisin Milho, grao Equinos, suinos NEWMAN,
e aves 2000b
Claviceps Ergot Sorgo Todas as BRUERTON,
espécies 2001
Alternaria Acido Cereais e frutas Todas as BRUERTON,
tenuozdico espécies 2001

Fonte: Jobim et al., 2001.
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3.2 TOXICIDADE DAS MICOTOXINAS

As micotoxinas podem causar doengas e mortes, quando ingeridas pelo homem
ou pelos animais. As doengas causadas sao denominadas micotoxicoses (LAZZARI,
1997).

A micotoxicose pode causar ao organismo do animal e do ser humano varios
danos no crescimento, afetando fungdes do organismo, desenvolvendo tumores,
podendo inclusive, ser letal. A contaminacdao de alimentos com bolores pode
ocasionar, além de problemas de saude, perdas consideraveis do ponto de vista
econdémico (SCUSSEL, 1998).

A ocorréncia natural de micotoxinas em cereais, além dos problemas de saude,
pode ter implicagbes econdbmicas importantes para diversos setores comerciais,
incluindo produtores de gréo, criadores de animais, assim como processadores de
alimentos e ragdes (PETSKA; ABOUZEID; SUTKINO, 1995).

O impacto das micotoxinas sobre a saude depende da quantidade total de
micotoxina ingerida, toxicidade do composto, presenga de outras micotoxinas,
caracteristicas individuais como peso corporal e interferéncias da dieta. Das
micotoxinas conhecidas cerca de 20 ocorrem em géneros alimenticios em
frequéncia e niveis significativos na segurancga alimentar. (STEYN, 1995).

Legislagdes tém sido adotadas em muitos paises com o intuito de proteger os
consumidores contra os efeitos nocivos das micotoxinas em alimentos in natura e
processados, e até mesmo em racdes para animais de abate e de estimagdo. A
Tabela 2 mostra legislagbes para micotoxinas em alimento e ragdes.

Informagdes até o ano de 2003 demonstram que cerca de 100 paises ja dispéem
de legislagcao para regulamentar os limites de micotoxinas em alimentos e racgdes.
Isso representa um acréscimo de 30% em relacdo ao ano de 1995. Os paises
cobertos por essas legislacbes englobam aproximadamente 90% da populagéo
mundial (FAO, 2003).



Tabela 2 - Legislagao para micotoxinas em alimentos e ragdes nos diferentes continentes.

Continente Micotoxina Substrato/limite
Para todos os alimentos: B1: 5 ppb; B1+B2+G1+G2: 10 ppb
Amendoim para exportagéo: B1:5 ppb
Afl. B1® Amendoim e seus produtos; 6leos vegetais:
Afl. G1io B1+B2+G1+G2:20 ppb
_ Afl B1+G1® Alimentos infantis: B1:0 ppb
Africa
Afl MA™ Leite fluido: M1:1 ppb

Afl. B1+B2+G1+G2

Ocratoxina A%

Patulina‘"

Zearalenona®

Racdes: B1: 50 ppb
Produtos de amendoim como racdo:B1: 50 ppb

Produtos de amendoim como ingredientes para ragéo: B1:
300 ppb

Amendoim, milho e sorgo: B1: 5 ppb; G1: 4 ppb
Racdes para aves: B1: B+G1: 10 ppb
Farinha de arroz: B1: 5 ppb; G1: 4 ppb
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Tabela 2 - Legislagao para micotoxinas em alimentos e ragdes nos diferentes continentes
(continuagao).

Continente

Micotoxina

Substrato/limite

Asia/Oceania

Acido agarico”
Afl B1#
Afl. M1t

Afl. B1+B2+G1+G2#

Diacetoxiscirpenol™
Desoxinivalenol®
Fomopsinas'"
Fumonisina B1™
Fumonisina B1+B2"
Ocratoxina A®
Patulina™

T2

Zearalenona®

Todos os alimentos: B1+B2+G1+G2: 5 ppb

Fomopsinas: 5 ppb

Manteiga de amendoim, nozes em geral: B1+B2+G1+G2: 15 ppb
Nozes e seus produtos: B1+B2+G1+G2: 20 ppb
(Castanha-do-brasil: B1+B2+G1+G2: 15 ppb

Arroz, dleos comestiveis: B1: 10 ppb

Aveia, cevada, feljdo, sorgo, trigo, outros gréos e alimentos
fermentados: B1: 20 ppb

Leite fluido e produtos lacteos: B1: 0,5 ppb

Amendoim e produtos: B1+B2+G1+G2+M1+M2: 20 ppb
Todos alimentos: 30 ppb

Farelo de amendoim para exportacdo: B1: 120 ppb
Racoes: B1- 10 ppb

Manteiga de amendoim, amendoim em gréo, nozes:
B1+B2+G1+G2 : 15 ppb

Alimentos para criangas até 3 anos de idade: B1+B2+G1+G2:
1 ppb
Racoes: B1: 1000 ppb

Copra em ragdo para vacas, porcos, marrecos, ovinos’
B1+B2+G1+G2: 1.000 ppb

Farelos de amendoim, de gergelim, de colza, mandioca em
racdo de frangos: B1+B2+G1+G2: 200 ppb
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Tabela 2 - Legislagao para micotoxinas em alimentos e ragdes nos diferentes continentes

(continuagao).

Continente  Micotoxina Substrato/limite
Alimentos: B1+B2+G1+G2: 20 ppb
Amendoim com ou sem casca, cru ou tostado, pasta e man-
teiga de amendoim: B1+B2+G1+G2: 2 ppb
Milho em grao, farelo de milho, farinha e sémolas:
Alcaloides ergoticos B1+82+G1+G2: 20 ppb
AL B Leite fludo - M1: 0,5 ppb
- Le_lte em pp; M1.Z 5 ppb
América A M Allmentgs infantis: .B1 0 ppb
Latina PP Leite ﬂu1dci e em po: M1: 0,05 ppb
: Produtos lacteos: M1: 0,5 ppb
Desoxinivalenol® Alimentos e especiarias: B1+B2+G1+G2: 20 ppb
Fumonisina B1'" Produtos de soja, amendoim frutas secas: B1+B2+G1+G2:
Ocratoxina A" 30 ppb
Patulina®® Cacau em grao: B1+B2+G1+G2: 10 ppb
Zearalenona® Alimentos infantis industrializados: B1+B2+G1+G2: 3 ppb
Milho e cevada: Zearalenona: 200 ppb
Sucos de frutas: Patulina: 50 ppb
Arroz, café, cevada e milho: Ocratoxina A: 50 ppb
Racoes: B1: 20ppb; B1+B2+G1+G2: 50 ppb
Farinha de arroz: B1+B2+G1+G2: 5 ppb
Alcaloides ergoticos'”  Alimentos: B1+B2+G1+G2: 20 ppb
Afl. M1 Nozes e produtos: B1+B2+G1+G2: 15 ppb
Afl. B1+B2+G1+G2%  Alimentos prontos de frigo: Desoxinivalenol: 1.000 ppb
Diacetoxiscirpenol®  Trigo mole: Desoxivalenol: 2.000 ppb
América Desoxinivalenol® Laticinios: M1: 0,5 ppb
do Norte Fumonisina 1+B2+B3*

HT2@
Ocratoxina A®
Patulina'
‘|'2:2:

Zearalenona®®

Racoes: B1+B2+G1+G2: 20 ppb
Ragdes para gado e aves: Desoxinivalenol: 5.000 ppb
Toxina HT2: 100 ppb

Ragdes para porcos, novilhas e animais em lactacdo: Desoxi-

nivalenol: 1.000 ppb
Toxina HT2: 25 ppb
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Tabela 2 - Legislagao para micotoxinas em alimentos e ragdes nos diferentes continentes
(continuagao).

Continente Micotoxina Substrato/limite
Todos os alimentos: B1: 0 ppb
Todos os alimentos: B1: 10 ppb
Todos os alimentos: B1+B2+G1+G2: 5 ppb; Patulina: 50 ppb
Alimentos para criancas e jovens: B1+B2+(G1+G2: 0,05 ppb;
M1: 0,05 ppb
Leite: M1: 0,05 ppb
Amendoim, nozes e frutas secas para consumo direto ou
. como ingredientes de alimentos: B1: 2 ppb; B1+B2+G1+G2:
Afl. B1# 4 ppb
Afl. B1+G1® Mozes e frutas secas submetidas a selecdo ou a tratamento
Afl. M1 fisico: B1: 5ppb; B1+B2+G1+G2: 10 ppb
Afl B1+B2+G1+G2%  Cereais e produtos processados para consumo direto ou como
Diacetoxiscirpenol® ingrediente de alimentos: B1: 2 ppb; B1+B2+G1+G2: 4 ppb
Europa Desoxinivalenol® Produtos derivados de cerais para consumo direto: Ocratoxina

Fumonisina B1™
Fumonisina B1+B2™
Ocratoxina A
Patulina'"
Esterigmatocistinal
T28

Zearalenona®

Fonte: Embrapa, 2007.
(1)Micotoxina com legislagéo apenas para alimentos.

(2)Micotoxina com legislagao apenas para ragoes.

(3)Micotoxina com legislagao tanto para alimentos quanto para racoes.

A: 3 ppb; Zearalenona: 100 ppb

Cereais crus: Ocratoxina A: b ppb; Frutas secas: Ocratoxina
A:10 ppb

Castanha-do-brasil: B1+B2+G1+G2: 4 ppb

Especiarias e temperos: B1: b ppb; B1+B2+G1+G2: 10 ppb
Cerveja: Ocratoxina A: 0,2 ppb

Ervas para chas: B1: 5 ppb; B1+B2+G1+G2: 10 ppb

Leite in natura ou destinado & produgéo de produtos lacteos,
e leite tratado termicamente: M1: 0,05 ppb

Sucos de maca e de outras frutas: Patulina: 50 ppb
Complementos para ragdes em geral: B1: 5 ppb

Produtos de amendoim, algodio, babacu, copra, palma e
milho: B1: 20 ppb

Complementos de rages para gado, caprinos e ovinos, exceto

para animais em lactacdo, cordeiros, cabritinhos e novilhos:
B1: 50 ppb
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Desde 1960, a micotoxicologia tem sido desenvolvida e novas micotoxinas
vem sendo isoladas e caracterizadas, especialmente as produzidas pelo género
Fusarium, dentre as quais se destacam as fumonisinas, consideradas de ocorréncia

e importancia mundial.

3.3 FUMONISINAS

As fumonisinas, micotoxinas produzidas principalmente por Fusarium
verticillioides e Fusarium proliferatum (CREPPY, 2002), foram descobertas em 1988
por meio de seu isolamento de culturas de Fusarium verticillioides MRC 826
(GELDERBLOM et al., 1988).

Constituem um grupo de micotoxinas que contaminam o milho e seus
derivados em nivel mundial, inclusive em combinacdo com outras micotoxinas
(TURNER, 1999).

E uma micotoxina produzida no estagio de pré-armazenagem e ndo s&o
destruidas pelo processamento industrial, comumente utilizado em alimentos
(MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997).

A fumonisina B1 € o principal metabdlito produzido pelos fungos Fusarium
moniliforme e F. proliferatum, os quais sdo achados como contaminantes difundidos
no milho (GELDERBLOM et al., 1992). Ela € sempre o metabdlito mais abundante e
0 mais toxico deste grupo de micotoxinas, representando 70% da concentragao total
em racgoes e alimentos naturalmente contaminados, seguido pelas fumonisinas B, e
B; (MURPHY et al., 1993; NORRED, 1993; THIEL, 1991).

Fumonisina B4, o analogo mais abundante encontrado (GALVANO et al.,,
2002) tem férmula empirica C34Hs59015 e consiste de um diéster de propano-1,2,3-
acido tricarboxilico e 2-amino-12,16-dimetil, 3,5,10,14,15-pentahidroxieicosano
(DESJARDINS, 2006). Elas sdo moléculas fortemente polares, soluveis em agua e
acetonitrila e insoluveis em solventes organicos (POZZI et al., 2002). A estrutura

quimica da fumonisina esta demonstrada na Figura 1.
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Fumonisina B1: R1= OH; R2= OH; R3= OH;
Fumonisina B2: R1= OH; R2= OH; R3=H;
Fumonisina B3: R1=H; R2= OH; R3= OH;

Figura 1 - Formula estrutural das fumonisinas B1, B2 e B3.
Inimeras publicagdes cientificas traduzem as preocupag¢des em avaliar os

niveis de fumonisinas no milho e em alimentos contendo milho em diferentes paises.

A Tabela 3 apresenta a ocorréncia das fumonisinas em varios paises.



Tabela 3 - Ocorréncia das fumonisinas em diversos paises.

Pais Ano Tipo de Alimento Teor de Fumonisinas Referéncia
) ) . FB: 3.3 uglg .
Espanha 199421996  Milho FB;: 17 ;Lg/g Castelld ef al., 1999
. . . . Dombrink- Kurtzman e
Meéxico - Produtos processados a partir domilho ~ FB,: 0,79 ppm Dvorak, 1999
- 1998/1999  Milho FB;: 1.l a48 mg/kg 5
Meéxico (Sonora) 1999/ 2000 Milho FB:: 0.4 244 malke Cortez-Rocha et al., 2003
. . . Dombrink- Kurtzman e
EUA - Produtos processados a partirdomilho ~ FB,: 0,16 ppm Dvorak, 1999
FB,: 0,028 a 2,679 mg/kg
- Colheitas; cereais para consumo humano ~ FB,: 0,03 2 0,797 mg/kg Gutema et al., 2000
Milho nio processado FB: 3688 ng/g
Uruguai 1995a1996  Milho processado FB,: 155 ng/g Pifieiro et al., 1997
Snacks FB: 314 ng/g
Argentina
- Milho FB +FB,+FB,: 1585 a 9990 ng/g Sydenham er al., 1993
- Milho FB: 0,5a5 mg/kg Scudamore e Patel, 2000
. FB: 3,2 mg/kg Whesthuizen et al., 2003
2 1 S
Brasil 19992 2000 Milho para consumo humano FB,: 3.4 mg/kg
FB,: 1.7 mg/kg
. i e 7
Brasil 2000 Al e de il EE]: (1)}’ a %59‘3 mg{’kg Bittencourt et al., 2005
(Sao Paulo) imentos & base de milho ;0.2a3, mglkg
Farinha de milho FB:0.5a72mg/kg
FB,: 0,1a 1.8 mg/kg
_ Alimentos infantis & base de milho FB +FB,+FB,: 2242 uglkg Castro et al., 2004
FB: 250 ng/g
1997 FB': 125 nglg
i)
Canadd 1998 Alimentos infantis Eg' ggongjig Lombaert et al., 2003
FB : 250 ng/g
1999 FB': 125 nglg
. ) FB,: 68 ng/kg L 5
- Cereais de pequeno-almogo FB. § n/ke Kim et al., 2003
Reino Unido - Milho FB +FB +FB,: >1000 ng/kg Scudamore e Patel, 2000
. . . FB : 0,010 a 2,870 pg/e .
) 2001 a 2002 &g ot al. 2
Itilia 200122002  Cereais ¢ alimentos processados FB;: 0,010 a 0.790 g/e Cirillo et al., 2003
. . . FB: 552790 ng/g o 5
Sufca 1991 Produtos processados a partir do milho FB;: 502160 ngg Pittet et al., 1992
Franga - Cereais de pequeno-almogo FB: La 1110 ngfkg Molini€ et al., 2005
FB:2.300a90 ng/kg
2 1 SEe |
1992 Milho FB,: 4450 2 250 ng/ke Doko ef al, 1995
Portugal
] - h _
B Chd preto e plantas medicinais FB: 202700 ng/kg Martins e af.. 2001
FB: 1,270 2 3,980 nglg
Irio 1998 Milho FB,: 0,190 a 1,175 pglg Shephard et al., 2000
FB,: 0,155 20,960 nglg
FB:0a 5380 ng/g
o . Milho sauddvel (EC elevado) FB.:0a 1320 ng/g 1 5
Africa do Sul (Transkei) 1989 Milho contaminado (EC elevado) FB.: 30202 117520 ngl Thiel ef al., 1952
FB,: 750 a 22960 ng/g
China (Cantdo de Cixian) 1991 Milho sauddvel FB: 30.300 a 47.900 ng/kg Weidenbrner, 2001
FB: apenas 5% das amostras
Quénia - Milho acima de 1.000 ng/g (limite para Kedera et al., 1999
consumo humano)
s . FB: 70 a 1780 ng/kg Bankole e Mabekoje,
2 g
Nigéria (Sudoeste) 2001 Milho FB;: 534230 uglke 2004

Turquia

Chd de ervas
Plantas medicinais

FB: 0,160 a 1 487 nglg

Omurtag e Yazicioglu,
2004

Fonte: LINO et al., 2006.
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3.4 TOXICIDADE DAS FUMONISINAS

A contaminagcdo de alimentos e compostos com fumonisinas tem sido
associada a varias doengas em animais € humanos. As manifestagdes clinicas que
decorrem das toxicoses provocadas pelas fumonisinas, bem como os 6rgaos
atingidos variam de espécie para espécie. Nos cavalos conduz ao aparecimento de
leucoencéfalomalacia (LEME), uma sindrome que atinge o sistema nervoso central
dos cavalos e que leva a liquefacdo da substancia branca do cérebro como mostra
na Figura 2, em suinos provocam edema pulmonar (PPE). Em ovelhas, ratos e
coelhos induzem a toxicidade renal, sendo também hepatotdxica para os segundos.
Outras espécies também sao atingidas por toxicoses provocadas por estas
micotoxinas. Também tem sido epidemiologimente relacionadas com o céancer de
es6fago (EC) em humanos (MEYER, 2003).

~4

Figura 2 - Cérebro. Observa-se extensa area de malacia no encéfalo direito, caracterizada
por areas amareladas (edema) ou hemorragicas e cavitagdes da substancia branca.
Fonte: Camara et al., 2008.
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Embora o efeito de fumonisina em humanos nao esteja definido, existem
relatos de sintomas gastrointestinais na india (BHAT et al., 1997), assim como
apoptose em cultura de células humanas (TOLLESON et al., 1999). Ndo obstante, a
associacdo de exposicdo humana a fumonisina concentra-se no provavel efeito
promotor de cancer esofagico na Africa do Sul (SYDENHAM et al., 1990; RHEEDER
et al., 1992), China (CHU; LI, 1994) e norte da Italia (FRANCESCHI et al., 1990). O
milho € o principal alimento nas regides endémicas de céancer esofagico em
Transkey (Africa do Sul), onde frequentemente ocorre alta contaminacdo por F.
verticillioides e fumonisina (SYDENHAM et al., 1990; RHEEDER et al., 1992).

A constante ingestdo de fumonisinas através de produtos e derivados de
milho tem sido associada ao cancer de esdfago em Transkey (Africa) e Lixian
(China), onde se verifica alta incidéncia dessa patologia. Os niveis médios de FB4 e
FB, foram significativamente maiores, tanto em grédo de milho mofado, quanto nos
aparentemente saudaveis, na regidao de alta incidéncia de cancer de esoéfago,
quando comparados com areas de baixa incidéncia, na Africa do Sul, no periodo
compreendido entre 1985 e 1989 (SYDENHAM et al., 1990). Em uma amostra de
milho aparentemente saudavel, encontrou-se 44 ug/g de FB41 e grao visivelmente
contaminado por Fusarium apresentou contaminacdo de 83 pug/g de FBj
(MARASAS, 1996).

Desde 1980 tem sido observado que a leucoencefalomalacia (LEME) em
cavalos, os edemas pulmonares em suinos e o cancer esofagico em humanos
ocorrem em areas do mundo onde altos niveis de fumonisina sdo encontrados em
alimentos a base de graos (YOSHIZAWA, 1994).

Wilson et al. (1990) correlacionaram a ocorréncia de fumonisinas com o
diagnostico de LEME, na Africa do Sul, analisando amostras de milho mofado com
concentracao de FB41 que variavam de 37 a 122 ug/g. Neste mesmo ano, Plattner et
al. (1990) e Shephard et al. (1990) também detectaram FB1 e FB, em amostras de
milho destinado a equinos que apresentaram quadro tipico de LEME nos Estados
Unidos e Africa do Sul, respectivamente.

Em 2002, a Agéncia Internacional de Pesquisa Sobre Cancro (IARC)
classificou a FB4 como possivelmente carcinogénica para o homem, incluindo-a no
grupo 2B (IARC, 2002).
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No Brasil, sdo frequentes os relatos de leucoencéfalomalacia equina (RIET-
CORREA et al., 1982; HIROOKA et al., 1991; HIROOKA; YAMAGUCHI, 1994;
MEIRELLES et al., 1992; MEIRELLES et al., 1994). As primeiras citagées sobre a
deteccao de FB4 e surtos de LEME ocorridos no pais foram realizados por
MEIRELLES et al.,, 1991; HIROOKA et al., 1991; YAMAGUCHI et al.,, 1992;
HIROOKA et al., 1996.

No Brasil ainda ndo foram estabelecidos limites minimos aceitaveis em
alimentos. Com uma dose de 10mg/g em ragdo para equinos, ja aparecem 0S
sintomas da doenca. A contaminacdo de alimentos por fumonisina destinados a
animais (milho elaborado) € um problema muito sério, pois acarreta grandes perdas
econdmicas a criadores de suinos e equinos (SCUSSEL, 1998).

O Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives determina uma
ingestao diaria maxima toleravel proviséria (PTMDI) para humanos de 2 pg/kg peso
corporal/dia para a fumonisina By e B, isoladas ou combinadas em alimentos
(JECFA, 2001). De acordo com esta recomendagdo, uma crianga de 20 kg n&o
devera exceder uma dose diaria de 40 ug (MOLINIE et al., 2005).

3.5 OCORRENCIA MUNDIAL

Diversos levantamentos realizados no exterior e no Brasil com milho e
produtos derivados constataram um numero consideravel de amostras
contaminadas com micotoxinas (KAWASHIMA; VALENTE SOARES, 2006).

A primeira ocorréncia natural de fumonisina foi descrita por Sydenham et al.
(1990), a partir de amostras de milho mofado colhidas em uma area de Transkei, sul
da Africa, que apresentava alta incidéncia de cancer de eséfago em seres humanos.
Os niveis detectados nas amostras variavam de 44 ug/g a 83 pg/g. Altos niveis de
contaminacgao (117 ug/g) também foram encontrados por Thiel et al. (1992) em milho
proveniente de algumas regides da Africa com histérico da doenca.

As fumonisinas foram detectadas naturalmente em varios tipos de alimentos,
em varios paises (Canada, Egito, Peru, Africa do Sul, EUA), indicando, a exposicdo
do homem as micotoxinas em até 3 mg/kg (SYDENHAM et al., 1991). Nos Estados
Unidos, Rottinghaus et al. (1992) encontraram concentracdes de FB4 entre 0,1 a 5,0

mg/kg em 15% das amostras de milho analisadas. Em outro trabalho, em amostras
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de farelo de milho provenientes da mesma regidao produtora, os niveis detectados
foram de até 2,8 mg/kg (HOLCOMB et al., 1993).

Sydenham et al. (1993), analisando 17 amostras de milho de dois municipios
argentinos, detectaram fumonisina total em niveis de 1,59 a 9,99 ug/g, sendo 1,11 a
6,70 ug/g (FB1); 0,33 a 2,68 pg/g (FB») e 0,11 a 0,86 ug/g (FBs).

Nos paises africanos constituidos de Botswana, Mogambique, Africa do Sul,
Malawi, Zambia, Zimbabue, Kenia, Tanzania, a fumonisina ocorreu na frequéncia de
92,5% e nas concentragdes de 0,02 ug/g a 2,74 ug/g, para FB variando de 0,02 a
1,91 pg/g. (DOKO et al., 1996).

Na Comunidade Européia também obtiveram situagdo semelhante,
monitorando milho proveniente da Italia, Croacia, Polbnia, Portugal, Roménia
(DOKO et al., 1995). Doko et al. (1995) dividiram os paises em dois grupos,
baseados na incidéncia/ contaminacdo. No primeiro agruparam-se aqueles com alto
indice de contaminacgdo, estando incluidos a Italia e Portugal com incidéncia de
100% de F. verticillioides e FB1 na faixa de 1,71 a 4,45 ug/g no milho. No segundo
grupo incluiram os paises com ocorréncia de 50% de F. verticillioides e FB4 com

nivel menor ou igual a 0,07 ug/g no milho.

3.6 OCORRENCIA NO BRASIL

O Brasil, sendo um pais de clima tropical, apresenta condi¢cbes favoraveis
para o desenvolvimento dos fungos e consequentemente para a produgao de
micotoxinas.

No Brasil, a avaliagdo da presenca de micotoxinas em alimentos foi realizada
principalmente no centro-sul € no sul do pais. Como consequéncia das dimensodes
continentais do pais, existe a possibilidade de que a presengca e o teor de
micotoxinas em alimentos produzidos e consumidos sejam desiguais entre as
diversas regides (KAWASHIMA; VALENTE SOARES, 2006). Devido a
predominancia de regides de clima tropical e subtropical, tém-se verificado grande
incidéncia desta micotoxina, e altos niveis de contaminagdo. Porém, ainda nao
existe legislacdo especifica que determine o nivel de contaminagcdo considerado

seguro para alimentos destinados a consumo humano e animal.
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No Brasil, Yamaguchi et al. (1992) analisaram 39 lotes de milho colhidos na
safra de 1990 e 1991, provenientes de quatro regides produtoras no Estado do
Parana. A analise de fumonisina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) foi positiva em 97,4% das amostras para FBi e 4,8% para FB;. As
concentragdes das micotoxinas detectadas no milho variaram, conforme a regido, de
0,6 a 12,6 mg/kg para FB4 e 0,0 a 10,4 mg/kg para FBs..

Hirooka et al. (1996) analisaram 48 amostras de milho nos Estado do Parana
e 9 no Mato Grosso do sul e Goias, colhidas entre 1990 e 1991. Os pesquisadores
encontraram fumonisinas em todas as amostras colhidas no Parana, com niveis que
variavam, de acordo com a regiao, de 3,25 a 4,79 mg/kg de FB1 e 2,34 a 3,45 mg/kg
para FB,. Com excecdo de uma amostra proveniente do Estado de Goias, as outras
provenientes da regido Central do Brasil também estavam contaminadas com FB; e
FB2, 5,45 e 5,0 mg/kg, respectivamente.

Ja no Rio Grande do Sul, Mallmann et al. (1997) analisaram 169 amostras de
alimentos entre os anos de 1996 e 1997 e verificaram a contaminagao por
fumonisina em 47,1% das amostras de milho, com concentracdo média de 8,4
mg/Kg.

Estudos realizados por Orsi et al. (2000) mostraram a ocorréncia natural de
fumonisinas em 195 amostras de hibridos no Estado de Sdo Paulo, sendo 90,2%
delas positivas para FB1 e 97,4 para FB,. Os indices médios de contaminagao foram
de 9,72 mg/kg de FB1 e 7,67 mg/kg de FB,. Diferengas regionais na concentragao de
fumonisina foram encontradas quando o mesmo milho hibrido foi analisado no
Estado do Parana, indicando interferéncias climaticas na predominancia de
linhagens toxigénicas de Fusarium (ONO et al., 2001).

Foram coletadas, no periodo de setembro de 2006 a fevereiro de 2007, por
Miyamoto et al., na regidao de Pirassununga - SP, 24 amostras de cada produto a
base de milho: milho em gréo, fuba e farinha de milho, totalizando 72 amostras
analisadas. Do total de amostras analisadas, 67 (93,0%) apresentaram niveis de
fumonisina acima dos limites de detecgéo (30 pg/kg). As concentragbes médias de
FB1 foram de 1420 pg/kg nas amostras de milho m grao, 763 ug/kg no fuba e 1234
Mag/kg na farinha de milho.

Santos et al. (2008) analisaram 90 amostras de farinha de milho pré-cozida e

flocada, em diversos municipios do Estado da Bahia. Das 90 amostras analisadas
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27% apresentaram fungos. Foi possivel verificar que as amostras oriundas dos
municipios com temperatura média anual na faixa de 25,5° C e umidade relativa do
ar elevada (76% a 80%) apresentaram maior percentual de contaminag&o, em torno

de 42% em relacdo aos demais.

3.7 METODOLOGIAS ANALITICAS PARA MICOTOXINAS

Desde a descoberta das micotoxinas e sua caracterizacdo em 1988, houve
um progresso significativo nos métodos analiticos usados para detecta-las
(DUNCAN et al., 1998).

Varios métodos podem ser utilizados para a deteccdo e quantificagdo de
micotoxinas em alimentos e, quando possivel, em tecido muscular, leite, urina, soro,
fezes e sangue. Os métodos existentes para a determinagcdo de micotoxinas
baseiam-se em alguma medida fisica ou caracteristica quimica das mesmas, como
absorgcao na regiao do ultravioleta, fluorescéncia ou mudanga de cor quando ocorre
alguma reacao quimica (SABINO, 1995).

O desenvolvimento de métodos analiticos com alta sensibilidade,
especificidade, rapidez, reprodutibilidade e facilidade de uso, além da exatidao e
precisdo sao essenciais para avaliar exposicdo humana/animal e qualidade de
matérias — primas agropecuarias (ONO et al., 2000).

Um método ideal, eficiente e adequado para analise de micotoxinas deve ser
simples, rapido, preciso, barato, automatizado, sensivel e seletivo. Contudo, nenhum
meétodo satisfaz a todos esses requisitos. Consequentemente, o método adequado
deve ser escolhido pelo objetivo da analise que se quer realizar e o tipo do trabalho,
de rotina ou pesquisa (BARNI, 2001).

A sequéncia analitica basica para a maioria dos métodos quimicos usados em
analise de micotoxina é: a amostragem, preparo das amostras, extragao, limpeza,
deteccgao e quantificacado, e a confirmacao.

A grande maioria dos métodos referenciados envolve extragéo, recorrendo a
misturas de solventes polares, seguido de um processo de purificagdo com extragao
em fase solida (SPE) em colunas de fase reversa, colunas de troca id6nica forte
(SAX) ou colunas de imunoafinidade (IAC).
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Os métodos desenvolvidos para proceder as analises quantitativas e
qualitativas de toxinas incluem cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia gasosa-espectrometria de
massa (CG-MS), cromatografia liquida-espectrometria de massa (LC-MS),
cromatografia de gasosa-espectroscopia infravermelho (CG-IV). Além de
metodologia quimica, o0s imunoensaios, representados por “enzime linked
immunosorbent assay” — ELISA e imunoafinidade vém sendo muito empregados
(PALLARONI et al., 2003; PETSKA et al., 1994; PETTERSSON et al., 2003; SCOTT
et al., 1997; SOLEAS et al., 2001).

3.8 METODOLOGIAS ANALITICAS PARA FUMONISINAS

Os métodos para determinacdo de micotoxinas usualmente incluem passos
basicos de amostragem, extracdo, limpeza, separagcdo, concentragao do residuo,

deteccgao/quantificacdo e confirmacéo.

3.8.1 Amostragem

A amostragem € definida como o processo de retirada de uma quantidade
adequada de um lote grande, para teste, de modo que a proporgao e a distribuigéo
dos fatores em teste sejam as mesmas tanto no total (lote) quanto na parte retirada
(amostra).

A coleta da amostra e seu preparo € o0 passo mais importante no
procedimento de analise de micotoxinas. Ela deve ser representativa do lote a ser
analisado (SCUSSEL, 1998).

Se a amostra retirada para a analise nao for representativa do lote, o
resultado ndo tera significado algum. Nao importa se a analise for cuidadosa se as
amostras forem preparadas impropriamente (SCUSSEL, 1998).

O tamanho/peso da amostra a ser coletada depende do: objetivo de analise,
tamanho do lote, tipo de alimento, custo e facilidade de embalagem até o laboratério
(SCUSSEL, 1998).
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Segundo Scussel (1998) os materiais utilizados para coleta das amostras sao:
sacos (plasticos, de papel, ou de tecido [dependendo do produto]), recipientes de
vidro, isopor, etc.

Existe uma série de coletores de grao planejados para possibilitar a avaliagdo
da contaminagdo de grandes lotes através da obtencdo de amostras pequenas
representativas. Os locais de retirada de amostra, o numero de amostras e a
quantidade de produtos retirado determinam a precisdo do sistema (SCUSSEL,
1998).

A partir da amostra coletada, devera ser realizada uma reducdo e
homogeneizagdo para ser enviada ao laboratério de analise. Esta redugdo do
tamanho da amostra pode ser feita manualmente ou mecanicamente (SCUSSEL,
1998).

3.8.2 Extracao

A extracdo baseia-se na separacdo das micotoxinas presentes na amostra
através de sua afinidade (solubilidade) com determinados solventes (Scussel, 1998).

A capacidade de extracdo das fumonisinas a partir de produtos a base de
milho pode variar significativamente e ser influenciada por fatores como a
composi¢cao quimica da matriz, o tipo de solvente de extragao e respectivo volume, o
pH do solvente de extracao e outras condigdes experimentais (VOSS et al., 2001).

Com o objetivo de garantir uma extracao eficaz das fumonisinas presentes em
alimentos, varios solventes tém sido utilizados. Em virtude de se tratar de moléculas
fortemente polares, as fumonisinas sdo soluveis em agua e solventes polares e
insoluveis em solventes organicos. A sua extracdo é conseguida usando agua,
acetonitrila e metanol (POZZI, 2002).

A mistura metanol/agua € amplamente utilizada. Porém enquanto alguns
utilizam razdes de 4:1 (SCUDAMORE et al., 1997; CORTEZ-ROCHA et al., 2003),
outros adotam razdes de 3:1. E o caso de Gelderblom et al. (1988) que usaram esta
mistura para extrair pela primeira vez FB1 e FB; de culturas de milho contaminadas
com Fusarium moniliforme MRC 826. Também Shephard et al. (1990) ao
desenvolverem o primeiro método com CLAE para determinacao simultdnea de FB4

e FB, em milho naturalmente contaminado e em ragdes, usaram a mesma
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proporcao. Este método foi adaptado pela AOAC International em 1996. Outros
autores adotaram também esta propor¢do, como por exemplo, Sydenham et al.
(1992), Pifeiro et al. (1997), Castella et al. (1999), Picco et al. (1999) e Bankole e
Mabekoje (2004).

3.8.3 Limpeza

Um grande numero de compostos interferentes esta presente nas amostras e
devem, quando possivel, ser completamente removidos.

A limpeza permite remover impurezas dos alimentos e concentrar as
fumonisinas. Esta pode ser conseguida recorrendo a extracdo em fase sdlida (SPE)
em fase reversa, usando silica octadeciligada C4s ou troca ibnica (SAX). Podem

também usar-se de colunas de imunoafinidade (IAC).

IAC — Coluna de imunoafinidade
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Figura 3 - Esquema representativo da purificagdo com colunas de imunoafinidade.
Fonte: Silva, 2008.

Recente progresso tem sido alcangado para a limpeza de extratos alimentares
contendo micotoxinas com o uso de colunas de imunoafinidade. Estas colunas séo
compostas de anticorpos monoclonais especificos para uma determinada
micotoxina. O extrato € forgado a passar pela coluna e a micotoxina se liga ao
anticorpo. Os materiais interferentes podem ser retirados da coluna com agua ou
tampdes aquosos e depois a micotoxina é eluida com solvente adequado. Estas

colunas eliminam muitos interferentes, geram baixos limites de detecg¢ao, reduzem a
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velocidade da analise, utilizam pouco solvente, apresentam possibilidade de
automacao e de reutilizagdo. A desvantagem € o alto custo, o fato de que existem
colunas somente para algumas micotoxinas e as vezes ha necessidade de se utilizar
uma pré-coluna para limpeza, como a SPE (SCOTT; TRUCKSESS, 1997).

SPE - Extragcado em fase sélida

Figura 4 - Cartuchos para extragao em fase sdlida
Fonte: Itasul, [200-7].

Em cartuchos para extracdo em fase solida (SPE), a técnica envolve a
particdo das toxinas e compostos interferentes entre a fase movel e fase
estacionaria (BIANCARDI; RIBERZANI, 1996; WILSON; ROMER, 1991).

As colunas SAX permitem melhores resultados que as Cis para as
fumonisinas intactas, no entanto, requerem uma monitoragcdo do pH do extrato da
amostra, e um controle cuidadoso do fluxo de eluicdo, que ndo pode ser superior a

1mL/min para a obtengao de recuperagdes reprodutiveis (SHEPARD, 1998).

3.8.4 Derivatizagao

Como as fumonisinas ndo possuem nenhum grupo cromoforo e, portanto, ndo
absorvem luz UV, nem visivel, nem apresentam fluorescéncia nativa para se
conseguir uma detecgdo com sensibilidade a baixos niveis, necessarios para analise
de alimentos contaminados, a derivatizacdo dos extratos das amostras é

imprescindivel. A reagcdo de derivatizagdo da-se entre o reagente derivatizante e a



34

amina primaria das fumonisinas. Na maioria dos casos é feita uma derivatizagdo em
pré-coluna (SHEPARD, 1998; PLATTNER, 1999; VISCONTI, 2000).

Uma reacdo de derivatizacdo € necessaria para possibilitar a sua
determinacao por CLAE com detector de fluorescéncia ou de absorbancia no UV/VS.
Os reagentes propostos até agora para derivatizagao tem sido fluorescamina (LD),
ortoftaldeido (OPA), naftaleno -2,3- dicarboxaldeido (NDA), 4-fluoro-7-
nitrobenzofurano (NBD-F) e fluorenilmetil cloroformato (FMOC) (SYDENHAM et al.
1996).

Shephard et al. (1990) utilizaram ortoftaldeido (OPA), na determinagao
quantitativa de FBy e FB, em amostras de milho naturalmente contaminado. A
tentativa de derivatizagdo com fluorescamina (LD) n&do produziu resultados
satisfatorios, uma vez que se obtiveram dois picos cromatograficos, devido a
formacao de dois produtos de reacao. A fluorescamina foi também usada por Ross
et al. (1991).

Em 1994, Chu e Li comparam as porcentagens de recuperagdo ao utilizar
OPA e NDA na derivatizagdo de amostras de milho com bolor em regides da China
com alta incidéncia de cancer esofagico (EC). Concluiram que com OPA se obtém
porcentagens de recuperagao superiores para niveis de toxinas mais elevados e que
com NDA se obtém valores superiores de recuperacao para niveis de toxinas mais

baixos.

3.8.5 Deteccao e Quantificagcao

Cromatografia em camada delgada (CCD)

A CDD foi o primeiro método desenvolvido para a determinacdo de
fumonisinas, foi desenvolvido durante o isolamento destas micotoxinas a partir de
culturas de Fusarium moniliforme MRC 826 em milho, com o objetivo de monitorizar
os eluidos das colunas. O método envolvia CCD em fase reversa em placas com
silica C4g modificada, usando como solvente metanol-agua (3:1), e também CCD em
fase normal em placas de silica, usando como solvente uma mistura de cloroférmio-
metanol-agua-acido acético. Finalmente as fumonisinas eram visualizadas através
da pulverizagdo com solugdes de ninhidrina (GELDERBLOM et al., 1988). Esta
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técnica foi também utilizada por Cawood et al., (1990), Sydenham et al., (1990),
Ross et al., (1991), Plattner et al., (1992), Tseng e Liu, (1997).

Apesar de util para monitorar os efluentes das colunas e analisar culturas de
fungos, o limite de detecgdo utilizando a ninhidrina como reagente revelador, n&o
permitiu sua aplicagdo com sucesso na determinacdo de fumonisinas em milho
naturalmente contaminado (SYDENHAM et al, 1990). Ja a utilizacdo de
fluorescamina como reagente revelador melhorou a sensibilidade para a
visualizagdo das fumonisinas com luz UV, obtendo maior limite de deteccédo, e a
seletividade do método possibilitou o seu uso na analise de milho contaminado
(SHEPHARD, 1998).

Cromatografia Gasosa (CG)

O desenvolvimento inicial de metodologias analiticas aplicadas a analise de
fumonisinas recorreu a técnicas de cromatografia gasosa com detector de ionizagao
de chama GC-FID (SYDENHAM et al., 1990). Os procedimentos que utilizam CG
tem vantagem de serem combinados com MS para confirmacao de resultados.

A metodologia CG-MS é mais demorada, e por esta razdo nao € apropriada
para se efetuar a analise de um grande numero de amostras (SYDENHAM et al.,
1992).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é a técnica analitica de
separacao mais usada. A razao desta popularidade, além de elevada sensibilidade,
tem capacidade para efetuar determinacbes precisas e de separar espécies nao
volateis, deve-se sobretudo ao fato de possuir uma grande aplicabilidade a
substancias com interesse primordial para a industria € na investigacao cientifica
(SKOOG et al., 1998).

Como as fumonisinas sdo moléculas polares, soluveis em agua e em
solventes polares, sédo ideais para detecgdo e quantificagdo por CLAE em fase
reversa.

A maioria dos procedimentos para CLAE utiliza a fase reversa Cqg para
separar as fumonisinas. A fase estacionaria é apolar e a fase movel usada é polar

(SKOOG et al., 1998). Assim, em ambas as eluigdes os solventes mais utilizados
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sdao metanol, acetonitrila, agua, acido acético e dihidrogenofosfato de sddio.
Verificam-se variagdes nas misturas utilizadas no que se refere as propor¢des dos
diferentes solventes. O pH das solug¢des, em alguns casos, € ajustado com acido
ortofosférico a 3,3 ou 3,35.

As fumonisinas ndo eluem convenientemente na maior parte das colunas de
fase reversa quando sdo injetadas com sistemas de solventes neutros e néao
tamponados. Para se conseguir melhores resultados a fase moével deve ser acidica,
0 que se consegue através da adicdo de acido acético ou férmico a fase movel ou
pelo uso de um tampao volatil como o acetato de aménio ou o formato de aménio
(PLATTNER, 1999).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgdo de fluorescéncia é
amplamente usada na analise de fumonisinas em alimentos para consumo humano
e animal (XIE et al., 1997). Este método n&o dispensa a utilizagdo de reagentes de
derivatizacdo, uma vez que se trata de uma molécula sem fluorescéncia nativa. No
entanto, a derivatizagdo pode introduzir variabilidade nos resultados, implicar perdas
de amostras e também aumentar o tempo do procedimento analitico (ROYER et al.,
2004).

Imunoensaios

Varios métodos por imunoensaios tém sido desenvolvidos, porém somente
trés tem sido estudado extensivamente e aplicados as micotoxinas. Sao eles: RIA,
ELISA e cromatografia de imunoafinidade.

A industria alimentar usa ensaios imunolégicos em virtude da sua
simplicidade, boa reprodutibilidade, e elevada sensibilidade, devido a especificidade
das reagbes antigeno-anticorpo, associada a custos menos onerosos e ao uso de
equipamentos nao sofisticados, como o método ELISA, para fazer o “screening” de
micotoxinas. Este procedimento apresenta, contudo, a desvantagem de n&o
distinguir e quantificar residuos multiplos, sendo necessarias muitas analises
individuais para determinar diferentes micotoxinas (ABOUZIED; PETSKA, 1994).

Ensaios imunoquimicos mostram-se ferramentas uteis, complementares dos
métodos fisico-quimicos, para analisar micotoxinas em alimentos. Anticorpos mono e
policlonais tém sido produzidos para reagir contra as fumonisinas (SCHNEIDER et
al., 1995).
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3.8.6 Confirmacao

A confirmagéo das amostras positivas é essencial para assegurar a qualidade
da analise (VALENTA, 1998).

A detecgcdo de micotoxinas baseada nas propriedades fluorescentes e
cromatograficas é inespecifica, desde que muitas substancias fluorescentes podem
ter o mesmo Rf e tempo de retengcdao semelhante de outras toxinas. Portanto, ha
necessidade de testes confirmatoérios para identificar as micotoxinas (SCUSSEL,
1998).

Os métodos mais aceitaveis sdo aqueles que obtém derivativos quimicos com
propriedades cromatograficas modificadas. A mobilidade dos derivados
fluorescentes é comparada com aquela dos derivados padrées (SCUSSEL, 1998).

Em 1991, Thiel et al. confirmaram a producédo de FB1 e FB;, por culturas de
diferentes espécies de Fusarium em milho, utilizando CLAE com derivatizagdo por
OPA e cromatografia gasosa acoplado a espectro de massa (CG-MS) com
derivatizacao por trifluoroacetiimidazole.

Ross et al. (1991) e Shephard et al. (1996) confirmaram a presenca de
fumonisinas em ragdes associadas a problemas animais e em milho, usando CCD e
CG-MS. A CG-MS foi também a técnica escolhida por Plattner et al. (1992) para

confirmar a presenca de fumonisinas em culturas de Fusarium moniliforme.
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4 CONCLUSAO

Foi verificado que a incidéncia de fumonisina no Brasil € grande e os niveis de
contaminagdo sao bem acentuados. Na maioria das amostras de milho, fuba e
farinha de milho analisadas foram encontradas essa micotoxina em grande
porcentagem.

A metodologia mais utilizada para analise de fumonisina é a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de fluorescéncia. A amostra é extraida
com uma mistura de solventes polares, seguida por um processo de limpeza,
utilizando colunas de imunoafinidade (IAC), ou colunas de fase reversa com
extragdo em fase sdlida (SPE), ou colunas de troca ibnica forte (SAX). Apos a
limpeza é realizado o processo de derivatizagao para que a leitura seja possivel em

detector de fluorescéncia.
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