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ANALITYCAL METODOLOGIES FOR THE DETERMINATION OF FUMONISINS IN MAIZE AND MAIZE-BASED FOOD
PRODUCTS. Fumonisins are mycotoxins occurring worldwide, mainly in maize and maize-based food products, which could affect
animal and human health. This paper reviews analytical methodologies for the determination of these fungal toxins in foods. It
includes extraction, cleanup, derivatization procedures, detection, quantification, and confirmation procedures. Initial attempts at
gas chromatographic methods and thin layer chromatography were supplanted by liquid chromatographic methods, mainly performed
with fluorometric detection, or mass spectrometry detection, enabling the analysis of polar and thermolabile chemicals without

chemical derivatization, which results in lower limits of detection. Alternative methods, such as enzyme linked immunosorbent

assay or zone capillary zone electrophoresis, are also described.
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INTRODUCAO

As fumonisinas sdo produzidas por espécies do género
Fusarium'. As espécies de Fusarium produtoras de fumonisinas
sdo o Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg (sindénimo de
Fusarium moniliforme Sheldon, teleomorfo Giberella moniliformes,
sinénimo Giberella fujikuroi)* e o Fusarium proliferatum (T.
Matsushima) Nirenberg. Ambas as espécies sao isoladas no milho,
sendo a primeira a mais prevalecente’.

As fumonisinas B, (FB)) e B, (FB,) foram isoladas de culturas
de Fusarium monilifome MRC 826 por Gelderblom ez al., investi-
gadores do “South African Medical Research Council”, em 1988*
7. Vinte anos de investigagdo na possivel causa para a elevada inci-
déncia de cancro esofdgico (EC) na regido de Transkei (Africa do
Sul) culminaram com esta descoberta®.

A FB, € um diéster de propano-1,2,3-4cido tricarboxilico e 2S-
amino-12S5,16R-dimetilo-3S,5R,10R,14S,15R -penta-hidroxiei-
coisano, em que os grupos hidroxilos em C , e C . estdo esterificados
com um grupo carboxilo terminal do 4cido tricarboxilico®’. A FB,
ndo possui o grupo hidroxilo em C,, enquanto que a FB, néo apre-
senta o grupo hidroxilo em C; (Figura 1).

Existem diferentes séries de fumonisinas, estruturalmente re-
lacionadas: A (A- A), B (B,- B)), C (C,- C) e P". No entanto, a
que se encontra em maior abundéancia € a FB , seguindo-se a FB, e
a FBS“, sendo também considerada a mais téxica. A quantidade de
fumonisinas hidrolisadas (HFBs) e parcialmente hidrolisadas
(PHFBs) em milho naturalmente contaminado € bastante inferior
relativamente a quantidade de fumonisinas intactas. Os métodos
utilizados nos processos de fabrico de produtos derivados do milho
podem converter fumonisinas intactas em fumonisinas hidrolisadas
e parcialmente hidrolisadas'.

Estas micotoxinas contribuem para uma série de conseqiiénci-
as a nivel celular, como sejam a inducdo de apoptose e efeitos
carcinogénicos'*16,

*e-mail: cmlino@ci.uc.pt
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Figura 1. Estrutura das fumonisinas B, [1], B,[2] e B, [3]

A contaminac@o de alimentos e ragdes, com fumonisinas, tem
sido associada a doencas vdrias que podem afectar a satide em ani-
mais e em humanos. Sdo hepatotdxicas e nefrotéxicas para a mai-
oria das espécies animais testadas'’. Nos cavalos conduzem ao apa-
recimento de leucoencefalomalacia (ELEM), em suinos provocam
edema pulmonar (PPE). Em ovelhas, ratos e coelhos levam a
toxicidade renal, sendo também hepatotéxicas para os segundos.
Outras espécies também sdo atingidas por toxicoses provocadas
por estas micotoxinas. Também tém sido epidemiologicamente
relacionadas com o EC nos humanos, tendo sido declaradas pela
IARC (International Agency for Research on Cancer) como possi-
veis carcinogénicos para o homem (grupo 2B)'¢. Estas micotoxinas
sdo citotoxicas e inibem a sintese proteica e do DNA, promovem
stress oxidativo, induzem a fragmentagdo do DNA e interrompem
o ciclo celular'®. Sdo andlogas da esfinganina, inibindo a biossintese
dos esfingolipidos!>!.

Os problemas e riscos associados a contaminagdo por
fumonisinas de racdes para animais e alimentos para humanos re-
sultaram no desenvolvimento de métodos precisos, fidedignos e
sensiveis para determinacdo das mesmas nas matrizes
referenciadas®. Com a finalidade de avaliar a exposicdo as
fumonisinas € essencial metodologia analitica sensivel, exacta e



294 Lino et al.

reprodutivel para sua detecgiio. Desde a descoberta destas
micotoxinas e sua caracterizagdo em 1988, houve um progresso
significativo nos métodos analiticos usados para as detectar’. A
grande maioria dos métodos referenciados envolve extracgio, re-
correndo a misturas de solventes polares, seguido de um processo
de purificacio com extrac¢do em fase sélida (SPE) com colunas de
fase reversa, cartuchas de troca idnica forte (SAX) ou colunas de
imunoafinidade (IAC).

A detec¢@o e quantificaciio sdo efectuadas principalmente re-
correndo a métodos cromatograficos, como a cromatografia liqui-
da de alta eficicia (HPLC) com deteccdo fluorimétrica (HPLC-
FD), a mais utilizada, ou com detec¢do por espectrometria de mas-
sa (LC-MS), a cromatografia em camada fina (TLC), a
cromatografia gasosa (GC) associada a diferentes detectores, como
o de massa (GC-MS). O desenvolvimento de métodos imunoldgicos,
como “enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA), permite
andlises mais rapidas. Métodos electroforéticos, como electroforese
capilar de zona (CZE), podem constituir uma alternativa, embora
menos usados.

Porém, algumas destas técnicas ndo respondem as necessida-
des actuais, dada a morosidade, requerem equipamento extrema-
mente caro e ndo apresentam sensibilidade adequada®'.

Neste artigo de revisdo serdo abordadas diferentes metodologias
analiticas bem estabelecidas e validadas, aplicadas a extraccéo, pu-
rifica¢do, derivatizacdo, deteccdo e quantificacdo e confirmacio
de fumonisinas em milho e em alimentos processados a partir do
mesmo.

METODOLOGIAS ANALITICAS
Extraccao

A capacidade de extrac¢do das fumonisinas a partir de produ-
tos a base de milho pode variar significativamente e ser influenci-
ada por factores como a composi¢do quimica da matriz, o tipo de
solvente de extraccdo e respectivo volume, o pH do solvente de
extrac¢do e outras condigdes experimentais®.

Com o objectivo de garantir uma extrac¢do eficaz das
fumonisinas presentes em matrizes alimentares, vdrios solventes
tém sido preconizados. Em virtude de se tratar de moléculas forte-
mente polares, as fumonisinas sdo soldveis em dgua e solventes
polares e insoliveis em solventes orgénicos®.

A sua extraccdo a partir de matrizes alimentares € conseguida
usando dgua, acetonitrilo e metanol. Verificam-se, no entanto, va-
riagdes no que diz respeito a mistura dos solventes, bem como no
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que se refere as proporgdes relativas usadas. Encontram-se resu-
midos na Tabela 1 alguns processos de extracc¢do aplicados a deter-
minacdo de fumonisinas. Observa-se, de igual modo, alguma
disparidade na quantidade de amostra usada no processo extractivo,
variando entre 5 g** e 50 g*.

A mistura metanol/agua ¢ amplamente utilizada. Porém, enquanto
alguns utilizam rdcios de 4:12°%, outros adoptam récios de 3:1. E o
caso de Gelderblom et al.* que usaram esta mistura para extrair pela
primeira vez FB, e FB, de culturas de milho contaminadas com
Fusarium moniliforme MRC 826. Também Shephard er al.”® ao de-
senvolveram o primeiro método com HPLC para determinagdo si-
multinea de FB, e FB, em milho naturalmente contaminado e em
ragdes, usaram a mesma proporcdo. Este método foi adoptado pela
AOAC International em 1996. Outros autores adoptaram também
esta propor¢do, como por ex. Sydenham et al. ¥, Pifieiro et al.’!,
Castelld er al.*?, Picco et al.* e Bankole ¢ Mabekoje™.

Propor¢des metanol/dgua de 70:30 tém sido empregues®.
Cirillo et al."® usaram apenas metanol na extrac¢do de FB, e FB, de
cereais e de outros alimentos.

A mistura acetonitrilo/dgua (1:1) é também muito usada. Em
1994, Chu e Li* utilizaram este solvente de extrac¢do quando as-
sociaram a ocorréncia de FB e de outras micotoxinas, presentes
em milho com bolor, com a alta incidéncia de EC em algumas
regides da China. Plattner”, Voss et al.?* e Bittencourt et al.*® tam-
bém adoptaram a referida mistura.

A eficdcia de extrac¢do da mistura acetonitrilo/dgua € superior
quando comparada com metanol/dgua, principalmente nos alimen-
tos a base de milho'¥, devido a absorcdo, ligacdo ou as reaccoes
quimicas dos ingredientes dos referidos alimentos com as
fumonisinas®.

Outra possibilidade consiste na utilizagdo da mistura metanol/
acetonitrilo/dgua (25:25:50)%25340,

Tem-se observado que, em alimentos que durante o seu
processamento sofrem nixtamilizacio (por ex., masa e tortillas), o
hidréxido de cdlcio (Ca (OH),) usado neste tratamento interfere
com a extracc¢io e purificacdo das fumonisinas. Para se ultrapassar
este obstdculo e se conseguir uma extrac¢do completa das
fumonisinas € necessdrio que o pH do solvente seja ajustado para
neutralizar o Ca(OH),, que produz extractos com valor de pH su-
perior a 6. Assim, deve-se acidificar os extractos a pH 3 ou 4,
adicionando 4cido ortofosférico (H,PO,) ou écido cloridrico (HCI).
Preferencialmente deve-se substituir a 4gua do solvente de extracgio
por dihidrogenofosfato de s6dio (NaH,PO,) 0,IM a pH 3,0 para
assegurar uma extrac¢do e uma retencdo eficientes de todas as
fumonisinas®>374142,

Tabela 1. Processos de extrac¢do e purificagdo aplicados a andlise de fumonisinas em alimentos

Amostra Extraccio Purificacdo Ref.
Ragao MeOH + H,0(4:1) IAC 26-28
Milho ACN + H,0(1:1) 22, 37
Cereais infantis MeOH + ACN + H,0O (1:1:2) 9, 25, 39, 40
Cereais infantis MeOH + ACN + H,O (1:1:2) C18 9

Tortilla ACN 50 mL + NaH,PO, 0,IM, 50 mL a pH 3,0 41
Tortilla ACN + H,0 (1:1) 37, 42
Milho ACN + H,O (1:1) a pH 4,5 22, 36
Tortilla EDTA 19 a 79,4 mM+ MeOH (1:1) 42
Milho, racdo e outros derivados do milho MeOH + H,O (3:1) SAX 29-32, 34
Milho e derivados MeOH + H,O (70:30) 5,35
Tortilla ACN + NaH,PO, (1:1) a pH 3,0 42
Derivados do milho ACN + H,0 (1:1) 38

Milho e derivados MeOH + H,O (3:1) Resinas XAD 43
Milho; Cereais e outros alimentos MeOH + H,0 (70:30); MeOH — 5,19
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Outra op¢do, com o objectivo de melhorar a extrac¢do de
fumonisinas a partir de alimentos tratados com cdlcio, consiste em
recorrer a mistura EDTA (19 a 79,4 mM de acordo com a con-
centrac@o de célcio nas amostras)/metanol (1:1)*2.

Purificaciao

A purifica¢do permite remover impurezas da matriz e concen-
trar as fumonisinas®. Esta etapa pode ser conseguida recorrendo a
extrac¢do em fase solida (SPE) em fase reversa, usando silica
octadeciligada (C ,)****' ou troca aniénica (SAX)>**3>3*3%, Podem
também usar-se colunas de imunoafinidade (IAC)**?"?% ¢ resinas
Amberlite XAD*. Na Tabela 2 encontram-se explicitados alguns
processos de purifica¢@o aplicados a andlise de fumonisinas.

A seleccdo do procedimento de purificacdo dos extractos das
amostras depende do limite de detec¢do (LOD) e do limite de
quantificagdo (LOQ) que se pretende atingir. As colunas SAX per-
mitem melhores resultados que as C, para as fumonisinas intactas,
no entanto, requerem uma monitoriza¢ido do pH do extracto da
amostra - acima de 5,8 para uma retenciio adequada na coluna SAX
- e um controlo cuidado do fluxo de eluicdo - que ndo pode ser
superior a ImL/min para ser possivel a obtencdo de recuperagdes
reprodutiveis®.

Niao obstante, com este protocolo de purificagdo, as
fumonisinas hidrolisadas eluem no volume vazio da coluna, uma
vez que ndo possuem cadeias laterais acidicas, sendo, deste modo,
previamente eluidas. As fumonisinas parcialmente hidrolisadas,
apenas com uma cadeia lateral acidica, tém um tempo de reten-
¢do menor, sendo previamente eluidas. Assim, para quantificar
as séries de fumonisinas hidrolisadas e parcialmente hidrolisadas,
deve-se analisar o extracto sem proceder a sua purificacdo, usar
um processo de purificacdo com SAX modificado ou usar um
protocolo com C 7.

Relativamente 2 purificagdo com colunas C ,, tém-se observa-
do varia¢des importantes na percentagem de recuperacio obtida.
Pensa-se que tal facto se deve a interacgdo das fumonisinas com os
locais activos do adsorvente®.

As colunas IAC possuem anticorpos que reagem especifica-
mente com as fumonisinas, permitindo uma purificagdo mais
selectiva®. Os problemas analiticos, em termos de baixas recupe-
ragdes e purificacdo insuficiente, que advém da utilizagdo do mé-
todo oficial da AOAC Internacional, adoptado em 1996, original-
mente desenvolvido por Shephard ef al.” e que implicava a aplica-
¢do de colunas SAX, podem ser ultrapassados com a utiliza¢do de
colunas TAC*'“, Deve-se, contudo, assegurar que todos os com-
postos que se pretendem quantificar reagem com os anticorpos e

sdo retidos na coluna®’. Actualmente sio amplamente usa-
das9,22425,28.37,39,40

Derivatizacao

Como as fumonisinas ndo possuem nenhum cromdéforo e, por-
tanto, ndo absorvem luz UV, nem visivel, nem apresentam
fluorescéncia nativa para se conseguir uma deteccdo com sensibi-
lidade a baixos niveis, necessdrios para a analise de alimentos con-
taminados, a derivatiza¢do dos extractos das amostras ¢ impres-
cindivel. A reaccdo de derivatizacdo dd-se entre o reagente
derivatizante e a amina primdria das fumonisinas. Na maioria dos
casos € feita uma derivatizagdo pré-coluna®-3"4,

O primeiro método com HPLC publicado foi desenvolvido por
Gelderblom et al.* para quantificacdo de fumonisinas presentes em
extractos de culturas de Fusarium monifome, tendo sido obtido,
apds derivatizagdo com anidrido maleico, um derivado maleilo.
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Um LOD de 10ug/g ndo permitiu, todavia, a sua aplicagdo na and-
lise de milho naturalmente contaminado, sendo necessdria a
implementagdo de técnicas mais sensiveis®*.

Assim, Shephard et al.® utilizaram ortoftaldeido (OPA), na
determinacio quantitativa de FB, e FB, em amostras de milho na-
turalmente contaminado. A tentativa de derivatizagdo com
fluorescamina (FLA) ndo produziu resultados satisfatérios, uma
vez que se obtiveram dois picos cromatograficos, devido a forma-
¢do de dois produtos de reac¢do. A FLA foi também usada por
Ross et al.®.

O ortoftaldeido € o reagente mais usado na derivatizagiio das
fumonisinas, entrando sempre na sua preparacio o 2-mercaptoetanol
(MCE), usado como agente redutor®?*23:3436.38 A reaccdo de
derivatizagdo com OPA e MCE ¢ rdpida e reprodutivel a tempera-
tura ambiente e em tampao borato (pH 9-10), sendo o método acei-
te pela AOAC International. No entanto, o facto de os produtos da
reacgdo de derivatizacdo serem pouco estdveis conduz a que a in-
tensidade de fluorescéncia do derivado OPA-FB, decresca rapida-
mente apds a derivatizagdo, o que constitui uma desvantagem?®*4.
Este problema de estabilidade pode ser solucionado colocando o
derivado a 4 °C, possibilitando resultados mais consistentes e
reprodutiveis, uma vez que as amostras podem ser reanalisadas
durante 24 h, sem perdas significativas na intensidade de
fluorescéncia®. Williams et al.* concluiram que a instabilidade do
complexo OPA-FB,, OPA-HFB, ou de qualquer outra fumonisina
poderd ser devida a auséncia do grupo hidroxilo no carbono 1, que
eventualmente estabilizard a reac¢@o entre 0 MCE e a OPA no de-
rivado fluorescente.

O naftaleno-2,3-dicarboxialdeido (NDA) usado com cianeto de
potéassio forma um derivado fluorescente mais intenso e estdvel
durante 24 h*. Este reagente de derivatizacdo foi utilizado por di-
versos investigadores®2>42,

Em 1994, Chu e Li*® compararam as percentagens de recupera-
¢do ao utilizar OPA e NDA na derivatizacio de amostras de milho
com bolor em regides da China com alta incidéncia de EC. Con-
cluiram que com OPA se obtém percentagens superiores para ni-
veis de toxinas mais elevados e que com NDA se obtém valores
superiores para niveis de toxinas mais baixos.

Outro reagente de derivatizagdo, que também apresenta uma
estabilidade limitada, € o 4-fluoro-7-nitrobenzofurazano (NBD-F)*.

Scott e Lawrence® utilizaram na derivatizagdo de fumonisinas,
presentes na cerveja, OPA/MCE, NBD-F e NDA/KCN, tendo con-
cluido que OPA/MCE ¢€ o melhor reagente de derivatizacdo na and-
lise daquela matriz.

Outro reagente usado na derivatizacdo de fumonisinas € o 6-
amino-quinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato (AccQ.Fluor). O
sucesso da utilizagdo deste reagente depende da acidez da fase
movel, devendo ser o metanol o solvente de eleicdo. Neste caso, os
derivados sdo estdveis, pelo menos durante 48 h, permitindo uma
boa resposta a nivel de fluorescéncia®.

Deteccio e quantificacio
Métodos cromatogrdficos

Cromatografia liquida (HPLC ou LC)

A cromatografia liquida de alta eficdcia (HPLC) € a técnica
analitica de separa¢@o mais usada. A razdo desta popularidade, além
de residir na sua elevada sensibilidade, na sua capacidade para
efectuar determinagdes precisas e de separar espécies ndo volateis,
deve-se sobretudo ao facto de possuir uma grande aplicabilidade a
substancias com interesse primordial para a inddstria e na investi-
gacdo cientifica®.




296 Lino et al.

As fumonisinas sdo moléculas polares, soliveis em dgua e em
solventes polares. Assim, sdo ideais para deteccdo e quantificacdo
por HPLC em fase reversa.

Shephard et al.*® efectuaram uma pesquisa a nivel mundial so-
bre a quantidade de fumonisinas encontradas em milho e em ali-
mentos a base de milho e referiram que mais de 90% dos laboraté-
rios envolvidos neste estudo realizaram uma derivatizagdo pré-co-
luna e usaram HPLC para quantificar as fumonisinas.

No que diz respeito ao volume de eluido injectado no sistema
cromatografico, observam-se variagdes de investigador para inves-
tigador. A maioria prefere usar volumes de 10 uL*3*%3*4 Outros
investigadores injectam 20 uL3'**3%5 Qutros optam por 25 uL3*» e
alguns por 50 uL**'. Um volume de injec¢do mais elevado propor-
ciona um valor de LOD mais baixo.

No que concerne as colunas analiticas, a maioria dos procedi-
mentos para HPLC utiliza as de fase reversa C, para separar as
fumonisinas®*>**%. Sydenham et al.* utilizaram uma coluna ana-
litica de fase reversa, de silica octaligada (C,). Em relacdo a esco-
lha das dimensdes da coluna observa-se igualmente uma grande
disparidade. O comprimento da coluna oscila entre 300 mm> e
100 mm*3!, passando por 125, 150 e 250 mm®>%,

O diametro interno (d. i.) da coluna €, na maioria dos casos, de
4,6 mm®». Alguns autores adoptam colunas com 3,2, 3,9 e 4 mm
de d. 1.2,

No que respeita ao tamanho da particula da fase estaciondria,
observa-se também alguma variabilidade. A escolha recai prefe-
rencialmente para colunas com 5 pm de tamanho da particula®*>-3,
Contudo, alguns optam por 10 um*®, 7 ym>, 4 um?, 3 um>*! ou
2,5 um*.

Dois tipos de eluigdo sdo usados, isocritica®>* e gradiente®.
Uma vez que na maioria dos procedimentos se utiliza cromatografia
de fase reversa para separar as fumonisinas, a fase estaciondria ¢
apolar e a fase mével usada € polar®. Assim, em ambas as elui¢des
os solventes mais utilizados sdo metanol, acetonitrilo, dgua, dcido
acético e dihidrogenofosfato de sédio. Verificam-se variagdes nas
misturas utilizadas no que se refere as propor¢des dos diferentes
solventes. O pH das solugdes, nalguns casos, € ajustado com &cido
ortofosforico a 3,3 ou 3,35 (Tabela 2).

Os fluxos adoptados variam também de procedimento para
procedimento (Tabela 3). Porém o fluxo mais utilizado € de 1mL/
min.

Como as fumonisinas apresentam um comportamento iénico
em solucdo, as separagdes em colunas de fase reversa sdo baseadas
numa mistura de mecanismos de fase reversa e de troca i6nica.
Observa-se uma grande variacdo de selectividade entre as diferen-
tes colunas. As fumonisinas ndo eluem convenientemente da mai-
or parte das colunas de fase reversa quando sdo injectadas com
sistemas de solventes neutros e ndo tamponizados. Para se conse-
guirem melhores resultados a fase mével deve ser acidica, o que se
consegue através da adigdo de dcido acético ou férmico a fase mével
ou pelo uso de um tampao voldtil como o acetato de aménio ou o
formato de aménio®.

A cromatografia liquida com deteccio de fluorescéncia € am-
plamente usada na andlise de fumonisinas em alimentos para con-
sumo humano e animal®. Numerosos investigadores recorrem ao
detector de fluorescéncia®3*33357 enquanto outros usam o
espectrofluorimetro*-4¢3233 Todavia, a determinacdo de
fumonisinas por HPLC ndo dispensa a utiliza¢do de reagentes de
derivatizag¢do, uma vez que, como referenciado anteriormente, se
trata de moléculas sem fluorescéncia nativa. No entanto, a
derivatizacdo pode introduzir variabilidade nos resultados, im-
plicar perdas de amostra e também aumentar o tempo do procedi-
mento analitico®. Por outro lado, como a derivatizagdo das
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Tabela 2. Solventes utilizados na fase movel

Solventes Ref.

Eluicdo isocratica
MeOH:NaH,PO, 0,IM (68:32) ajustado a 30
pH 3,35 com H,PO,

MeOH:NaH,PO, 0,1M (80:20) ajustado a 54,56
pH 3,3 com H,PO,
MeOH:NaH,PO, 0,1M (80:20) ajustado a 51,57

pH 3,35 com H,PO,
MeOH:NaH,PO, 0,IM (77:23) ajustado a pH 3,3 31

MeOH:NaH,PO, 0,IM (77:23) ajustado a 35
pH 3,35 e com H3PO4

MeOH:NaH,PO, 0,1M (75:25) ajustado a 9
pH 3,3 com H,PO,

MeOH:NaH,PO, (76:24) ajustado a pH 3,3 58

MeOH:NaH,PO, 0,IM (75:25) ajustado a
pH 3,35 com H,PO,
MeOH: tampao acetato de sédio ajustado a pH 3,6 34

33,52

ACN + H,0 + CH,COOH (50:50:1) 38,41,50

ACN + H,0 + CH,COOH (55:45:1) 36

ACN:H,0 (99:1) + H,0: CH,COOH (99:1) [65+35] 42

ACN + PBS 0,05M, pH 3,3 [39+61] 55

Eluicdo em gradiente

H,0/MeOH; NaH,PO, 0,05M ajustado a 26
pH 3,35 (78:22)

MeOH:H,0:CH,COOH (77:23:1)/ 25
MeOH:CH,COOH (100:1)/H,0

ACN:H,O (8:2)/MeOH: NaH,PO, 0,05M 3
(55:45) ajustado a pH 3,5 com H,PO,

ACN/H,0/CH,COOH 36

MeOH:NaH,PO, ajustado a pH 5 com NaOH 2M 3
(1:1)/ACN: H,O (8:2) para NBD-F

ACN:H,0:CH,COOH (55:45:1)/ACN:H,0 (8:2) 3
para NDA/KCN

MeOH:H,0:CH,COOH (77:23:1)/ 25
MeOH:CH,COOH (100:1)/H,0

Tabela 3. Fluxos utilizados no sistema de HPLC

Fluxo (mL/min) Ref.

0,5 25,58

0,7 42

0,9 57

1 9,30,35,38,41
1,5 33,52

1-2 55

fumonisinas ocorre no grupo amina, este método ndo permite a
detecc@o das amidas da série P°'.

Os comprimentos de onda de excitagdo (A exc) e de emissdo
(A em) usados variam de acordo com o reagente de derivatizagéo
empregue, tal como se pode observar na Tabela 4. Dado que o reagente
derivatizante mais aplicado € o OPA, os comprimentos de onda mais
comuns s30 335 para a excitagdo e 440 nm para a emissao.

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa
(LC-MS) permite a andlise directa e a confirmagio das
fumonisinas®. Existem varios métodos para a sua determinagio
por MS, baseados em diferentes tipos de interfaces: “fast atom
bombardment” (FAB), “ion spray” (IS), “thermospray” (TS), “liquid
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Tabela 4. Reagentes derivatizantes/Comprimentos de onda usados
(nm)

Agente de derivatizagdo A (nm) Ref.
OPA exc = 335 9,29,34-36,38,57
em = 440
exc =232 31
em = 425
NDA exc = 420 3
em = 500
exc = 280 25,42
em = 470
exc = 246 36
em = 418
NBD-F exc = 460 3
em = 500
FLA exc = 390 45
em = 475

secondary ion” (LSI), “electrospray” (ESI), “atmospheric pressure
chemical ionization” (APCI) e “tandem mass-spectromety” (MS-
MS)20:60,

Em 1997, Xie et al.® reportaram a deteccdo de 2 isémeros es-
truturais da fumonisina B, parcialmente hidrolisada (PHFB,) no
milho usando uma técnica de HPLC-FAB-MS, obtendo um LOD
de 0,1 pg/g. A LC-IS-MS e a LC-ES-MS s@o métodos aplicados a
andlise de fumonisinas em culturas de fungos e em amostras natu-
ralmente contaminadas.

Segundo Plattner’’, a HPLC-ESI-MS € uma técnica ideal para
detectar e quantificar fumonisinas. Estas moléculas tendem a ser
i6nicas e produzem sinais abundantes tanto no modo iénico positi-
vo como no modo iénico negativo. Esta técnica tem, alids, sido
utilizada por diferentes autores na quantificacdo destas
micotoxinas!'®37¢!,

Ao comparar a interface TS com a interface ESI, conclui-se
que a ultima permite quantificar fumonisinas na ordem dos
nanogramas, providenciando um sinal forte para a molécula iénica
e uma pequena fragmentagdo. Ao contrdrio, a TS-MS conduz a
multiplos fragmentos iénicos e ndo apresenta sensibilidade a ni-
veis inferiores ao micrograma®. Contudo, recentemente foi des-
crito um método para determinaciio da fumonisinas no milho, por
LC-TS-MS, no modo do ido negativo, apresentando um LOD da
ordem dos 2 ng. Outros autores aplicaram a interface “particle
beam” (PB), para confirma¢do das fumonisinas. A vantagem que
esta técnica apresenta € a capacidade de proporcionar espectros de
electrdes e de ionizagdo quimica, os quais permitem obter uma
maior informacdo estrutural relativamente as técnicas de ionizagdo
a pressdo atmosférica, tais como “electrospray”®.

A quantificacio e respectiva confirmacio por LC-ESI-MS ou
LC-ESI-MS/MS em diferentes matrizes tém apresentado LODs que
variam entre 0,8 a 100 pug/kg. No caso do milho, o LOD obtido,
para a FB , foi de 20 pg/kg, quando a LC-APCI-MS foi aplicada®.

Cromatografia em camada fina (TLC)

O primeiro método que aplicou a cromatografia em camada
fina (TLC) para determina¢do de fumonisinas foi desenvolvido
durante o isolamento destas micotoxinas a partir de culturas de
Fusarium moniliforme MRC 826 em milho, com o objectivo de
monitorizar os eluidos das colunas. O método envolvia TLC em
fase reversa em placas com silica C, modificada, usando como
solvente metanol-dgua (3:1), e também TLC em fase normal em
placas de silica, usando como solvente uma mistura de clorofér-
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mio-metanol-dgua-acido acético. Finalmente, as fumonisinas eram
visualizadas através da pulveriza¢do com solu¢des de ninhidrina
ou p-anisaldeido?. Esta técnica foi também utilizada por Cawood
et al.®, Sydenham et al.®, Ross et al.®, Plattner er al.** e Tseng e
Liu’®.

Apesar de ttil para monitorizar os efluentes das colunas e ana-
lisar culturas de fungos, o LOD do método, na ordem de 0,5 mg/g,
ndo permite a sua aplicag@o, com sucesso, na determinacdo de
fumonisinas em milho naturalmente contaminado®.

O LOD do método foi reduzido a 0,1 mg/g com a utilizacdo de
um processo de desenvolvimento sequencial em duas fases da pla-
ca de silica, em que a sec¢@o inferior da placa era removida entre
as duas fases e as fumonisinas eram quantificadas através de um
espectrofotodensitémetro, apds pulverizagdo com solucdo de
p-anisaldeido®.

A utilizac¢do de fluorescamina como reagente revelador para
visualizar as fumonisinas com luz UV melhorou a sensibilida-
de, obtendo um LOD de 0,1 pg/g, e a selectividade do método e
possibilitou o seu uso na andlise de milho naturalmente conta-
minado®.

Cromatografia gasosa (GC)

O desenvolvimento inicial de metodologias analiticas aplica-
das a andlise de fumonisinas recorreu a técnicas de cromatografia
gasosa com detector de ionizacdo de chama GC-FID®. Em 1990,
Sydenham et al.® mostraram a evidéncia da ocorréncia natural de
fumonisinas B, no milho usando diferentes t€cnicas, entre as quais,
GC capilar. A técnica envolveu a hidrdlise dcida das fumonisinas,
de modo a quebrar as ligacGes éster e subseqiientemente detectar
os grupos de dcidos tricarboxilicos (TCA) resultantes, apds a sua
esterificagdo com isobutanol. A confirmagdo dos TCA nas amos-
tras hidrolisadas foi conseguida por cromatografia gasosa-
espectrometria de massa (GC-MS). Os procedimentos que utili-
zam GC t€m a vantagem de se poderem combinar com MS para
confirmacdo de resultados.

Plattner et al. ® referiram um método mais direto para determi-
nagio de fumonisinas em que o esqueleto aminopoliol das
fumonisinas, produzido por hidrélise alcalina, foi isolado através
de uma resina de troca idnica e depois convertido em um derivado
trimetilsililado para andlise por GC. Este método, usando MS com
ionizagdo quimica (CI) ou ionizagado eléctrica (EI), foi aplicado
para determinar quantitativamente a presenga de FB, em amostras
de milho altamente contaminado e associado a casos de ELEM.

Em 1991, Ross ef al.* também analisaram algumas amostras,
por GC-MS, para determinar a concentragdo de FB  em ragdes as-
sociadas a doencas em animais.

A metodologia GC-MS € mais demorada e requer instru-
mentagdo dispendiosa, e por esta razdo nio € apropriada nem pra-
tica para se efectuar a andlise de um grande niimero de amostras®.
Por outro lado, o procedimento de GC-MS de Plattner er al.®> ndo
apresenta a sensibilidade necessdria. Este método pode, contudo,
ser aplicado para quantificar niveis elevados de fumonisinas que
ocorrem, por ex., em amostras de ragdes associadas a ELEM*,

Outros métodos

Imunolégicos
As fumonisinas, como anteriormente foi referido, sao

detectaveis por TLC, HPLC-FD, GC-FID, GC-MS e LC-MS. No
entanto, ocorrem, por vezes, problemas quando, dada a sua com-
plexidade, se analisam matrizes alimentares e tecidos. As interfe-
réncias encontradas podem ultrapassar-se recorrendo a métodos de
purificacdo. Contudo, o resultado final implica um procedimento
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mais moroso e dispendioso que pode, ocasionalmente, limitar o
nimero de amostras a analisar diariamente. Para obviar este pro-
blema, a industria alimentar usa ensaios imunoldgicos em virtude
da sua relativa simplicidade, boa reprodutibilidade, e elevada sen-
sibilidade, devido a especificidade das reac¢des antigénio-anticorpo,
associada a custos menos onerosos e ao uso de equipamentos niao
sofisticados, como o método ELISA, para fazer o “screening” de
micotoxinas. Este procedimento apresenta, contudo, a desvanta-
gem de ndo distinguir e quantificar residuos mdltiplos, sendo ne-
cessdrias muitas andlises individuais para determinar diferentes
micotoxinas®.

Ensaios imunoquimicos mostram-se ferramentas tteis, com-
plementares dos métodos fisico-quimicos, para analisar micotoxinas
em alimentos. Anticorpos mono e policlonais tém sido produzidos
para reagir contra as fumonisinas®.

Azcona-Oliveira et al.®® reportaram a producgdo de anticorpos
monoclonais para as fumonisinas B, B, e B,, procedendo depois a
um “screening” com ELISA para quantificar as referidas molécu-
las em ragdes, tecidos e amostras bioldgicas. O LOD para a FB, foi
de 50 ng/mL.

Electroforéticos

Apesar da sua aplicagdo nao ser muito difundida, pode-se re-
correr a electroforese capilar de zona (CZE) para determinagdo de
fumonisinas. A natureza aniénica das fumonisinas poderd implicar
a migracdo electroforética através do anodo. No entanto, com ca-
pilares de silica fundida, o fluxo electro-osmético do tampao
através do cdtodo € suficiente para transportar as fumonisinas na
reac¢do®. A primeira aplicagdo da CZE na andlise de fumonisinas
foi feita por Maragos®, em 1995. Pelo facto de possuirem dois
grupos de dcidos tricarboxilicos que podem adquirir carga negati-
va”, as fumonisinas tém potencial para a separa¢do através desta
técnica e detecgio por fluorescéncia induzida por laser (CZE-LIF).
Maragos® defendeu que a sensibilidade do método € mais elevada
que a conseguida com HPLC. Os LODs encontrados para a FB,
foram de 0,025 pg para a CZE e 0,8 ng por HPLC. Advogou ainda
que a CZE permite a utilizagdo de um volume mais pequeno de
amostra e produz volumes de solventes perigosos consideravel-
mente inferiores®.

Um dos grandes inconvenientes desta técnica reside no facto
de que qualquer ligeira alteragdo na composi¢do do tamp@o tem
efeitos dramadticos na separacdo e migracdo das fumonisinas® .

Confirmacao

A confirmag@o das amostras positivas € essencial para assegu-
rar a qualidade da andlise”'.

Em 1991, Thiel et al.** confirmaram a produgio de FB, e FB,
por culturas de diferentes espécies de Fusarium em milho, utili-
zando HPLC-FD com derivatizagdo por OPA e GC-MS com
derivatizagdo por trifluoroacetilmidazole.

Ross et al.*® e Shephard ef al.** confirmaram a presenca de
fumonisinas em racdes associadas a problemas animais e em mi-
lho, usando TLC ¢ GC-MS. A GC-MS foi também a técnica esco-
lhida por Plattner ef al.* para confirmar a presenca de fumonisinas
em culturas de Fusarium moniliforme.

Pittet et al.”” procederam a confirmacdo de FB, em produtos a
base de milho do mercado suico aplicando uma técnica de “high
performance thin layer chromatography” (HPTLC).

A LC-MS com ionizagdo “electrospray” ¢ a técnica hoje em
dia mais usada na confirmacio de amostras positivas**?*?, embora
muitas outras interfaces possam ser utilizadas, com a sensibilidade
adequada, permitindo simultaneamente a determinagdo e confir-

Quim. Nova

macio de fumonisinas em distintas matrizes alimentares, como
anteriormente referenciado.

CONCLUSOES

Métodos sensiveis e confidveis para determinacdo de
fumonisinas em diferentes matrizes, com finalidade de avaliar o
grau de exposi¢do humana e animal, s3o de absoluta necessidade.

O desenvolvimento de métodos analiticos, especialmente no
que concerne a purificacdo e a derivatizag@o, e o progresso a nivel
de equipamentos, nomeadamente os cromatograficos, permitiram
a redugdo dos limites de detecg@o.

De entre os varios métodos abordados neste artigo, a HPLC
com derivatizacdo pré-coluna e detecgdo fluorimétrica ¢ mais am-
plamente utilizada na determinag@o e quantificaciio de fumonisinas.

Espera-se que, com o desenvolvimento cientifico, a LC-MS se
torne numa técnica menos onerosa e, em conseqiiéncia, mais dis-
ponivel para efectuar estes estudos, ja que permite a andlise directa
de extractos, sem recurso a derivatizag@o, e a respectiva confirma-
¢do.
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