Rev. Inst. Adolfo Lutz,
60(2):129-134, 2001

ARTIGO ORIGINAL/ORIGINAL ARTICLE

Avaliacao de métodos par a deter minacao detricotecenosem milho

por cromatogr afia gasosa

Evaluation of analytical methods for the determination of
trichothecenes in corn by gas chromatography

AdrianadeQ. OLIVEIRA!
LuciaM.VALENTE SOARES"

| RIALA6/904 |

Oliveira, A.Q.; Valente Soares, L.M. Avaliagdo de métodos para determinacdo de tricotecenos em milho
por cromatografiagasosa. Rev. Inst. Adolfo L utz, 60(2):129-134, 2001.

RESUMO. Sistemas de extrac&o e limpeza foram avaliados para a determinacdo de tricotecenos em
milho por cromatografia gasosa com detector de ionizagdo de chama. O método de extragdo e limpeza
descrito por Furlong & Soares (1995), combinado com uma coluna de limpeza preconizada por Romer
(1986), foi o sistema que apresentou melhores resultados. Para extrag8o foi usado metanol:cloreto de
potassio 4% (9:1) seguido por clarificagdo com sulfato de amonio 30% e particéo com diclorometano. A
seguir, o extrato foi passado pela coluna de alumina:carvao (2,3:1,9) e os tricotecenos eluidos com
acetonitrila:dgua (84:16). O extrato, apds reagdo de derivagdo com anidrido trifluoroacético (TFAA) em
piridina, foi injetado em um cromatdgrafo a gas com detector por ionizagdo em chama. As recuperactes
médias obtidas foram 72% paradesoxinivalenol (DON), 88% paradiacetoxiscirpenol (DAS) e87% para
toxinaT2 (T2). Oslimitesde detec¢do obtidosforam 30 ng/g paraDON, 50 ng/g paraDASe 40 ng/g para
T2. Os coeficientes de variagdo médios paraamostras artificial mente contaminadas, com 500 ng/g de cada

toxinaforam 9,8, 6,3 e6,6% paraDON, DAS e T2, respectivamente.

PALAVRAS-CHAVE. Milho, micotoxinas, tricotecenos, desoxinivaenol, diacetoxiscirpenal, toxinaT-2.

INTRODUCAO

Ostricotecenos sdo umafamiliade micotoxinas caracte-
rizadas por um esquel eto tetraciclico 12,13-epoxi-tricotec-9-eno.
Estas micotoxinas sdo compostos com fungdes éster e acool
na por¢do externa da molécula. Possuem uma dupla ligacéo
entre os carbonos 9 e 10 e um grupo epdxido entre os carbo-
nos 12 e 13. Os tricotecenos sdo produzidos por fungos dos
géneros Fusarium, Myrothecium, Cephalosporium,

\erticimonosporium, Stachybotrys e Trichothecium®®. Um to-
tal de 148 tricotecenos sdo conhecidos. Porém, apenas alguns
delesforam observados ocorrendo natural mente, como por exem-
plo, o desoxinivalenol (DON), o nivalenol (NIV), atoxina T2
(T2), atoxinaHT2 (HT2) eo diacetoxiscirpenol (DAS)S.
Cereais podem ser contaminados por diversas espécies
de Fusarium e, desta maneira, torna-se a via pela qual estas
toxinas entram na alimentacdo humana e animal. Dentre os
varios cereais, o trigo e o milho tém sido apontados como mais
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contaminados. O DON tem sido o tricoteceno mais
freglientemente encontrado nos cereais°.

Os sintomas caracteristicos dos efeitos toxicos dos
tricotecenos em humanos e animais sdo vomitos, angina
necr6tica, diarréia, anorexia, alteragGes hematol gicas, distirbi-
os neurolégicos, destruicdo da medula 6ssea e hemorragias
generalizadas seguidos ou ndo de morte'”?°. A doenca em hu-
manos que esta associada a estes sintomas chama-se Aleucia
ToxicaAlimentar (ATA). Casos fatais desta doenga ocorreram
em 1913 e apds a Segunda Guerra Mundial em popul agGes
localizadas em regides da antiga Russial?1719,

Por estarem presentes em tracos nos alimentos destina-
dos a0 consumo humano e ragfes animais, métodos anal iticos
sensiveis e especificos tornam-se necessérios. O primeiro mé-
todo desenvolvido paraadeterminacdo detricotecenosem gréos
foi por cromatografia em camada delgada (CCD) e os
tricotecenos foram visualizados ap6s o uso de reagentes
reveladores. Um deles, o cloreto de aluminio, foi amplamente
empregado para tricotecenos do grupo BE. A determinagdo de
tricotecenos por cromatografialiquidade dtaeficiéncia(CLAE)
é dificil em virtude da falta de absor¢ao na faixa do ultra-vio-
leta(UV), exceto paratricotecenosdo grupo B. Paratricotecenos
do grupo A, CLAE, com deteccao por UV, é aplicada somente
para amostras com altas concentragdes de toxina. Varios pes-
quisadores descreveram a determinacdo de tricotecenos por
CLAE ap6s derivagdo. A desvantagem deste método estd na
presenca de picos dos reagentes de derivacdo que interferem
com os picos de alguns tricotecenos®®1, Dentre os métodos
cromatograficos, acromatografiagasosa (CG) éatécnicamais
empregada na determinacdo de tricotecenos em diversos tipos
de amostras, com deteccdo por captura de elétrons (CE),
espectrébmetro de massas (EM) ou por ionizagdo em chama
(IC), respectivamente nesta ordem.

A cromatografia gasosa (CG), apesar de necessitar de
extensas e trabal hosas etapas de limpeza, oferece altaresolu-
¢a0 na separacao através do emprego de colunas capilares. A
seletividade e sensibilidade v8o depender do sistema de
deteccdo empregado. A versatilidade da CG facilita o desen-
volvimento de métodos para analises de rotina no caso de
amostras contendo varios tricotecenos’. Esta técnica inclui
etapas de extracdo, limpeza, e namaioriados casos, umarea-
¢ao de derivagdo compativel com o sistema de deteccéo utili-
zado. Os solventes empregados na etapa de extracdo sdo de
carater polar, como o metanol e aacetonitrilaem misturas com
agua. Quando a extragéo é feita com metanol, uma etapa de
clarificagdo se faz necessaria. Um dos agentes precipitantes
mais utilizados é o sulfato de aménio. Dependendo do tipo de
amostra, quando muito gordurosa, ha a necessidade de uma
etapa de desengorduramento, norma mente, com n-hexano. Na
etapa de limpeza, ou isolamento das toxinas, € comum o em-
prego de colunas de extragdo em fase sdlida (SPE), e os
adsorventes mais utilizados sdo carv@o ativo, celite, alumina,
silicagel, Florisil individualmente ou em misturas®”1013,

A reacdo de derivagdo, previamente a separagao
cromatograficaagas, é necessariaparamelhorar avolétilidadee
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outras propriedades cromatogréficas dostri cotecenos. Os agen-
tes de derivacdo mais empregados para tricotecenos sdo o
anidrido trifluoroacético (TFAA), o heptafluorobutirilimidazol
(HFBI), o anidrido heptafluorobutirico (HFBA) e o
pentafluoropropionilimidazol (PFPI).

Tendo em vista que dentre as técnicas cromatogréficas
a cromatografia gasosa oferece melhor resolugéo e sensibili-
dade nadeterminac&o de tricotecenos, o presente trabalho ava
liou os métodos disponiveis, para este grupo de toxinas, base-
ados nesta técnica que melhor se adaptassem as condic¢Ges dos
laboratdrios nacionais em termos de simplicidade, baixo custo
de reagentes e uso de instrumentos mais facilmente encontra-
dos em nossos laboratérios. Como detector foi escolhido o de
ionizag&o de chama (FID) por este ser mais comum em labora-
térios nacionais que detectores de captura de elétrons, apesar
do Ultimo ter sido muito mais utilizado com tricotecenos. A
adequacgdo do FID, no entanto, foi demonstrada em trabalhos
anteriores®>. O DON, o0 T2 e o DAS foram os tricotecenos se-
lecionados para os testes devido ao primeiro ter sido 0 mais
encontrado em cereais no mundo todo e o fato dos dois Ultimos
serem 0s mais toxicos dentre os tricotecenos nao
macrociclicos'®. Asetapas seguidasnaavaliacdo de metodologia
foram: (@) avaliacdo de agentes de derivacdo, b) avaliacdo de
sistemas de extracdo e limpeza para amostras de milho, e c)
validagdo dametodol ogiaescol hidaparadeterminacdo de DON,
DAS e T2 em milho.

MATERIAL E METODOS

1. Amostras

Amostras de milho pipoca foram trituradas em moinho
até passarem por uma peneira de 80 mesh, acondicionadas em
recipientes de vidro e armazenadas a —18 °C até 0 momento
da andlise.

2. Padr Ges

As solugdes estoque individuais de cada tricotecenos —
DON, T2 e DAS— (Sigma) foram preparadas pesando-se 1 mg
da cada toxina, dissolvendo em 10 mL de benzeno, segundo
Furlong & Soares®, e obtendo-se aconcentragéo de 100 pug/mL.
Assolugdestrabal ho foram preparadas em concentracdo 40 ug/
mL para cada toxina e acondicionadas em frascos ambar veda-
dosearmazenadosa—18 °C.

Metil araguidato (Poly Science) foi usado como padréo
interno e a solucéo estoque foi preparada pesando-se 5 mg de
metil araquidato, dissolvendo em 10mL de n-hexano (grau
cromatografico) obtendo-se a concentragéo de 500 ug/mL. A
solucéo trabalho foi preparada em concentragdo 100 pg/mL.
Esta solug&o foi acondicionada em frasco &mbar vedado e ar-
mazenado a —18°C.

3. Reagentese Adsorventes
Anidrido trifluoroacético (Merck), Heptafluoro-
butirilimidazol (Pierce), carvdo ativo (60 mesh e 100-400 mesh/
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Sigma), celite, alumina, Florisil (100-400 mesh/Merck), Amberlite
|RP-64 (100-400 meshv/Sigma), Amberlite CG-50 (100-200 mesh/
Sigma) e Amberlite| R-120 (Merck).

4. CondigbesCromatogr &ficas

Foi empregado um cromatégrafo agas (Varian, modelo
Star 3400cx, com detector de ionizacdo em chama e injetor
modelo 1078. Coluna capilar DB-1701 (J& W Scientific) com
15 metros de comprimento, 0,32 mm de diametro interno e
0,25 um de espessura de fase estacionéria (14% cianopropil-
fenilmetil polisiloxano), nas seguintes condi¢des. temperatura
doinjetor (275 °C), temperaturado detector (300 °C), programa:
¢ado dacoluna(100 °C/1 min, 6 °C/min até 220 °C/20 min), vazdo
dogésdearaste(3,6 mL/min) efluxodelimpezadoinjetor (50 mL/
min). O volumedeinjecdofoi 1 uL, o modo deinjecdo splitlesse
o tempo de splitless (0,75 min). Software de integracdo dos da-
dos, Varian Star versdo 4.5.

5. Avaliagdo de Reagentesde Derivacao
Dois agentes de derivagdo foram testados o HFBI
(heptafluorobutirilimidazol) eo TFAA (anidrido trifluoracético).
5.1. Derivag@o com HFBI: esta derivacdo foi realizada
conforme o método de Furlong & Soares (1995)3.

Tabela 1. Sistemas de extracdo e limpeza testados na determi-
nacdo de tricotecenos em milho.

Solvente deextragdo Etapasdelimpezadeextrato

Clarificagéo com (NH,),SO,?

Partic&o paracloroformio®
Colunacarvéo:aluminacelite (0,7:0,5:0,3)2
Clarificagdo com (NH,),SO,?

Particéo paraclorof6rmio®

ColunaFlorisil (2g)

Clarificagdo com (NH,),SO,?

Particéo paraclorof6rmio®
Colunaaumina:carvao (2,3:1,9)
Colunaaumina:carvao (2,3:1,9)
Colunaaumina:carvao (2,3:1,9)
Colunaauminacarvao:resinatrocadorade

Metanol:4% KCl (9+1)3

Metanol:4% K Cl (9+1)°

Metanol:4% K Cl (9+1)°

Acetonitriladgua (84+16)7
Acetonitrila:égua (3+1)*8
Acetonitriladgua (85+15)°

jons (20+1+40)°

Acetonitriladgua (85+15)° Colunaauminacarvao:resinatrocadorade
jons(2,3+1,9+2,0)

Acetonitriladgua (3+1)*8 Colunaauminacarvéo:resinatrocadorade
jons(2,3+1,9+2,0)

Metanol ColunaC18“

Colunasilicagel

Clarificagdo com (NH,),SO,'
Parti 8o paraacetato deetila'®
Colunaaumina:carvao (2,3:1,9)
Clarificagdo com (NH,),SO, ¢
Parti¢&o com acetato de etilat®
Colunaaumina:carvao (2,3:1,9)
Clarificagdo com (NH,),SO,2
Parti¢&o paradiclorometano
Colunaaumina:carvao (2,3:1,9)

Metanol:&gua (1+1)%°

Metanol:agua (7+3)%

Metanol:4% K CI (9+1)°

5.2. Derivagdo com TFAA: paraestereagente de deriva-
a0 duas basesforam testadas, o bicarbonato de sodio (NaHCO,)
eapiridina

5.2.1. Reagdo em presenca de bicarbonato de sddio
(TFAA/NaHCO,): 20 mgdeNaHCO, €200 uL de TFAA foram
adicionados a um residuo de padréo ou amostra e levados ao
banho-mariaa60 °C por 60 minutos. Apos esfriar, n-hexano foi
adicionado e aseguir amisturafoi evaporada. Foram adiciona-
dos500 uL detolueno eduasvezes 1000 uL de aguadeionizada.
Uma aliquota da fase organica foi transferida para um frasco
contendo o padréo interno e a solugdo foi seca. O derivado
seco foi ressuspendido em 100 ul de n-hexano e injetado no
cromatégrafo agés.

5.2.2. Reagdo em presencadepiridina(TFAA/piridina):
Foram adicionados 1000 pl desolu¢do de 1,5 mg/mL depiridina
em tolueno:acetonitrila(95:5) e 200 ul de TFAA ao residuo de
padréo ou amostra e levados ao banho-maria a 60 °C por 60
minutos. Foram ent&o adicionados 2 vezes 1000 ul de KH,PO,
5%. Umaaliquotadafase organicafoi transferidaparaum fras-
co contendo padr&o interno. A solugdo foi seca, ressuspendida
com 100 pl den-hexano e andlise cromatograficarealizada.

6. Avaliacdo de Sistemasde ExtracdoeLimpeza
Os sistemas de extragdo e limpeza testados estéo dis-
postos na Tabela 1.

RESULTADOSE DISCUSSAO

1. Escolhadoreagentedederivagéo e otimizacgao de condigdes

Dois reagentes de derivagao foram escol hidos parates-
te devido ao seu amplo uso na determinagéo de tricotecenos, o
heptafluorobutirilimidazol (HFBI) e o anidrido trifluoroacético
(TFAA). Um outro grupo de reagentes, os agentes de sililagéo,
foram ignorados devido ao fato de muito rapidamente causarem
depdsitos no detector aumentando as despesas com a manu-
tencdo do instrumento.

A derivagdo do DON com HFBI gerou um cromatograma
com poucos picosaém do tri-heptafluorobutiril desoxinivalenol
(DON-tri-HFB) e do padrdo interno (Pi). A &rearelativa (Area
son/Area,,) obtidafoi 1,24. A derivagio do DON com TFAA em
presenca de bicarbonato de sddio produz o tri-trifluoroacetil
desoxinivaenol (DON-tri-TFA). O cromatogramaresultante apre-
sentou menos picos que o gerado com o HFBI. A reacdo produ-
Ziu um derivado para o qual o detector apresentou maior sensi-
bilidade, em virtude do aumento dadrearelativa (Area, . /Area
»)- Com este sistema de derivago, a (Area /Area ) obtida
foi 1,82. A reacdo de DON com TFAA foi também testada em
presencade piridina. O composto formado, como anteriormen-
te, foi 0 DON-tri-TFA. Houve um aumento naérearelativa (Area
DON/Area 5), ue passou de 1,82 para 2,62. Este aumento pro-
porcionou autilizag@o de quanti dades bem menores de solugéo
padrao dos tricotecenos, aumentando assim a sensibilidade do
método. Portanto, em virtude desta vantagem apresentada pelo
sistemadederivacdo TFAA/piridinaem comparagdo com o HFBI,
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o primeiro foi o sistema escolhido para as derivagbes dos
tricotecenos no presente trabalho (Figura 1).

2. Avaliacdo desistemasdeextracdo elimpeza

V&ios sistemas de extragdo e limpeza foram testados
(Tabela 1) e amaioriaapresentou desde dificul dades de execu-
¢&o, tais como formacdo de grénulos no fundo davidraria, dis-
solucdo incompleta em etapas de re-suspensao e ainda presen-
cavisivel de gordura nos extratos. Nas diferentes colunas de
limpeza, variantes dos solventes de eluicdo propostos foram
também testados. Uma etapa de desengorduramento foi acres-
centada nos casos em que a presenca de gordura era observada
e esta foi realizada previamente a andlise em aparelho de
Goldfisher por 3 horas.

Para limpeza, trés tipos de resinas trocadoras de ions
(Amberlite IR-120, IRP-64 e CG-50) foram testadas na mon-
tagem das colunas. Todas as colunas precisaram ser eluidas
sob vacuo, em virtude da granulometria tanto do carvao (100-
400 mesh) como dasresinas Amberlite |RP-64 (100-400 mesh)
e CG-50 (100-200 mesh). Os testes de recuperagéo realizados
com padréo de toxina T2 puro nas colunas apresentaram bai-
xos resultados, isto €, atoxinaficavaretidanacoluna. A colu-
na gque continha a resina Amberlite IR-120 reteve 37% da to-
Xina, jaas resinas Amberlite IRP-64 e CG-50 retiveram 83% e
77% respectivamente.

Dosdiversos sistemastestados o Unico aapresentar uma
recuperacéo adegquada, acompanhada de cromatogramas sem
interferentes e auséncia de dificul dades de execuc&o, foi méto-
do deextragdo descrito por Furlong & Sores(1995)3, combinado
com acolunadelimpezade Romer (1986)%3. O método resultante
esta descrito a seguir.

Homogeneizar cinquenta gramas de amostra com
270 mL de metanol e 30 mL de cloreto de potéssio 4% por 5

02 035
T e
- ,J

35

DON

o005
—

DAS

~

000

Figura 1. Perfil cromatogréfico de uma mistura de padrdes de
DON, DASeT2 derivadoscom TFAA em presencade piridina.
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minutosem liquidificador. Filtrar, tomar umaaliquotade 150 mL
eproceder aclarificagdo com 150 mL de sulfato deamdnio 30%
€50 cm? de celite. Novamente tomar umaaliquotade 150 mL e
colocar em um funil de separacéo ja contendo 150 mL de agua
destilada. Redlizar a particdo, lentamente por 3 minutos, com
15 mL de diclorometano. Deixar em repouso por 10 minutos e
recolher todaafase organicaem um béquer de 50 mL. Proceder
novamente a particdo e recolher a fase organica no mesmo
béquer anterior. Agitar por 20 segundos em ultra-som para
homogeneizar os extratos. Tomar uma aliquota de 15mL secar
em banho de &gua a 50 °C e proceder a etapa de limpeza. O
volumerestante (extrato B) secar e guardar (a—18 °C) pararea
lizar reacBes de confirmacdo de identidade quando a amostra
estiver contaminada.

Paralimpar o extrato A seco, dissolvé-locom5x 1 mL de
acetonitrila:agua (84:16) eaplica|o nacolunadeauminacarvéo
(2,3:1,9). A colunadeve ser previamente preparadaem umaco-
lunadevidro com 1,5 cm de didmetro interno e recheadaa seco
com 1,1 cmdeauminaseguidade4,0 cmdecarvao ativo e, em
seguida, condicionadacom 15 mL de acetonitrila:dgua (84:16).
O topo e abase do recheio devem ser forrados com 1& de vidro.
Eluir aamostra com 40 mL de acetonitrila:dgua (84:16) auma
vazao de 1 mL/min. Concentrar o €luato, em banho de agua a
80 °C, até cercade 2 mL e transferi-lo quantitativamente para
frasco dereacdo de4 mL esecéalo

Ao extrato seco adicionar 1 mL de soluc&o de 1,5 mg/
mL de piridinaem tolueno:acetonitrila(95:5) €200 uL de TFAA.
Levar abanho de aguaa60 °C por 60 minutos. Deixar esfriar a
temperaturaambiente, adicionar 1 mL de KH,PO, 5% e agitar
por 30 segundos em ultra-som. Tomar umaaliquotade 850 pL
e colocé-laem um segundo frasco contendo 1 mL de KH,PO,
5% e agitar novamente. Tomar umaaliquotade 650 uL ejunté
laao padréo interno (3 ug) num terceiro frasco. Secar a50 °C
sob leve fluxo de N,,. Re-suspender com 100 uL de n-hexano
(grau cromatografico) e analisar por cromatografiagasosanas
seguintes condi¢les. temperaturainjetor (275 °C), temperatu-
rado detector (300 °C), programagéo dacoluna (100 °C/1 min,
6 °C/ min até 220 °C/20 min), vazéo do gasde arraste (3,6 mL/
min) e fluxo delimpezado injetor (50 mL/min). O volumede
injecdofoi 1 uL, o modo deinjecdo splitlesseotempo deinicio
paraapurga (0,75 min).

As Figuras 2 e 3 mostram cromatogramas de amostras
analisadas por este sistema.

3. Validag@ointralaboratorial dametodologia escolhidapara
determinagéo detricotecenosem milho

A recuperacdo e a repetibilidade foram testadas em
amostras artificialmente contaminadas com 0,5 pug/g de cada
tricoteceno (DON, DAS, T2). Asamostras, assim contaminadas,
foram extraidas e clarificadas de acordo com o método de Furlong
& Soares (1995)3, passadas pela coluna de alumina:carvao
(2,3:1,9) Romer (1986)%, eluidas com acetonitrila:dgua(84:16) e
derivadascom TFAA-piridina.

Dezoito repeticoes foram realizadas para se obter osva-
lores médios de recuperacéo e repetibilidade do método. Os
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Figura2. Perfil cromatogréafico de umaamostrade milho pipoca
ndo contaminada utilizando o sistemade extracdo elimpezades-
crito por Furlong & Soares® combinado a colunade limpezade
Romer®3 (Pi = padréointerno) esubmetidaaderivaco com TFAA.

valores médios de recuperacao foram 72% paraDON, 88% para
DAS e 87% para T2. A repetibilidade do método mostrou-se
adequada com desvios padréo relativos (RSD) de 9,8% para
DON, 6,3% paraDASe6,6% paraaT2. Ascurvasde calibracdo
doDON, daT2edo DASforamlinearesde 10a65 ng/uL, de10
a65 ng/uL ede10a85 ng/uL respectivamente.

Os limites de deteccdo e de quantificagdo do método
foram calculados de acordo com o sugerido pela “American
Chemical Society”* com aseguinte modificacdo: emvez deme-
dir o ruido em um cromatograma de uma amostrando contami-
nada (um branco), umaamostrango contaminadafoi fortificada
com padréo de cada tricoteceno (DON, DAS e T2), derivada
com TFAA-piridinaeinjetada’5 vezes no cromatégraf o gasoso.
O desvio padréo (RSD) destasinjecdesfoi entdo cal culado for-
necendo uma medida do ruido do instrumento nas condicGes
usadas na andlise. Esta maneira de medir ruido € usada em al-
guns campos de espectroscopia e é de obtencdo maissimples
parao analistae o ruido de curto prazo € 0 mesmo paraamostra
ou linhade base conforme pode ser observado na pratica quan-
do niveisbaixosdo analito, proximos ao limite de detecgéo, sdo
empregados. O limite de deteccdo de cadatricoteceno foi deter-
minado como sendo a menor quantidade capaz de gerar um
sinal trésvezesmaior que o ruido. O limite de quantificagdo foi
determinado como a menor concentragdo que produzisse um
sinal cinco vezesmaior que o limite de deteccdo. Os limitesde
deteccdo do método proposto foram 30, 50 e 40 ng/g e os de
quantificag8o foram 150, 250 e 200 ng/g paraDON, DASe T2,
respectivamente.
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Figura3. Perfil cromatografico de umaamostrade milho pipoca
nao contaminada enriquecidacom padrdesde DON, DASe T2
eextraidaelimpapel o sistemade extragdo elimpezadescrito por
Furlong & Soares® combinado a coluna de limpeza de Romer'3
(Pi = padrdo interno) e submetidaaderivaco com TFAA.

CONCLUSOES

Quanto ao método de extragdo elimpeza, o melhor resul -
tou da combinag&o do sistema de extragdo e limpeza descrito
por Furlong & Soares (1995)3 combinado com colunadelimpeza
deauminacarvao (2,3:1,9) preconizadapor Romer (1986)"3.

Avaliacdo intralaboratorial incluiu recuperacéo e
repetibilidade as quais foram testadas em amostras contami-
nadas com 0,5 ug/g de cada tricoteceno (DON, DAS T2). Os
valores médios de recuperacdo foram 72% para DON, 88%
para DAS e 87% para T2. A repetibilidade do método mos-
trou-se adequada com desvios padréo relativos (RSD) de 9,8%
para DON, 6,3% para DAS e 6,6% para a T2. As curvas de
calibracdo do DON, da T2 e do DAS foram lineares de 10 a
65 ng/uL, de 10 a 65 ng/uL e de 10 a 85 ng/uL respectiva-
mente. Os limites de deteccdo obtidos para cada tricoteceno
foram 30 ng/g paraDON, 50 ng/g paraDASe 40 ng/g paraT2.
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Dos reagentes de derivagdo testados, heptafluorobutiri- AGRADECIMENTOS
limidazol (HFBI) e anidrido trifluoroacético (TFAA), o TFAA
gerou mel hores resultados, cromatogramas limpos e necessitou
de menores quantidades de padr&o de tricotecenos, tornando o

método mais sensivel.

A primeiraautora, A.Q. Oliveiraagradece a Fundacdo de
Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo — FAPESP, pela
bolsa de estudos concedida.
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Oliveira, A.Q.; Vaente Soares, L.M. Evauation of analytical methodsfor the determination of trichothecenes
incorn by gaschromatography. Rev. I nst. Adolfo L utz, 60(2):129-134, 2001.

ABSTRACT. Extraction and cleanup systemswere evaluated for the determination of trichothecenesin
corn by gas chromatography with flameionization detector. The extraction and cleanup method described
by Furlong & Soares (1995), combined with the Romer (1986) cleanup column exhibited the best resullts.
Theextraction used methanol: 4% potassium chloride (9:1), followed by aclarification with 30% ammonium
sulfate, and partition with dichloromethane. The extract was then passed through an alumina:carbon
column (2.3:1.9) and €l uted with acetonitrile:water (84:16). Trifluoroacetic anhydridein the presence of
pyridine was used for derivatization before injection in agas chromatograph with an ionization detector.
The averagerecoverieswere 72% for deoxynivalenol (DON), 88% for diacetoxyscirpenol (DAS) and 87%
for toxin T2 (T2). The detection limitswere 30 ng/g for DON, 50 ng/g for DAS and 40 ng/g for T2. The
average coefficients of variation for spiked samples at the 500 ng/g level were 9.8, 6.3 € 6.6% for DON,

DAS, and T2, respectively.

KEY WORDS. Corn, mycotoxins, trichothecenes, deoxynivalenol, diacetoxyscirpenol, toxin T2.
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