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RESUMO

Este estudo avaliou a estabilidade do derivado fumonisina B, -orto-ftaldialdeido sob diferentes condigoes
de pH, tempo e temperatura, durante a reacdo de derivatizagdo e as andlises cromatograficas. Na
derivatizagdo, a maxima fluorescéncia emitida pelo derivado foi obtida empregando-se a solugao de
tetraborato de sédio 0,1 M em pH 9,0, e esta nao diferiu significativamente das emitidas em pH 8,0, 8,5,
9,5 10,0. Em 2 minutos de reagdo, obteve-se a maxima fluorescéncia, e esta ndo diferiu significativamente
das emitidas em 4, 6 e 8 minutos de reagdo. A variagao de 0,5 unidade no pH da solu¢do tampao fosfato de
sodio 0,1 M, empregada como fase movel, influenciou significativamente na separagdo cromatografica e
na detecgdo do derivado fumonisina B, -orto-ftaldialdeido; em pH entre 3,3 e 3,8, obtiveram-se as maiores
intensidades de fluorescéncia. O aumento na temperatura da coluna cromatogréfica resultou na redugio
de intensidade da fluorescéncia. O derivado fumonisina B, -orto-ftaldialdeido manteve-se estével entre
20 e 27 °C. A 30 °C, houve redugao significativa em 26,5% na intensidade da fluorescéncia emitida pelo
derivado.

Palavras-chave. fumonisina B,, orto-ftaldialdeido, estabilidade, CLAE, derivatizagdo pré-coluna.

ABSTRACT

The present study aimed at evaluating the stability of fumonisin B, -ortho-phthaldialdehyde derivative
under different conditions of pH, time and temperature, during the derivatization reaction and
chromatographic analysis. In the derivatization, the maximum fluorescence emitted by the derivative
product was obtained employing a 0.1 M sodium tetraborate solution at pH 9.0, and this did not differ
significantly from those emitted at pH 8.0, 8.5, 9.5 and 10.0. Within 2 minutes of reaction, the maximum
fluorescence was observed and no significant difference was found when compared with those emitted
at 4, 6 and 8 minutes of reaction. The 0.5 unit variation in the pH of 0.1 M sodium phosphate buffer
solution, which was used as mobile phase, caused a significant effect on the chromatographic separation
and on the fumonisin B -ortho-phthaldialdehyde derivative detection. The highest fluorescence intensities
were found at pH from 3.3 to 3.8. Reduction in the fluorescence intensity was causes by increasing the
chromatographic column temperature. The fumonisin B, -ortho-phthaldialdehyde derivative remained
stable from 20 °C to 27 °C. At 30 °C, it was found a significant reduction in 26.5% in the fluorescence
intensity emitted by the derivative product.

Keywords. fumonisin B, ortho-phthaldialdehyde, stability, HPLC, precolumn derivatization.
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INTRODUCAO

As fumonisinas sio metabolitos secunddarios
produzidos, principalmente, por fungos filamentosos
das espécies Fusarium verticillioides e Fusarium
proliferatum, isoladas pela primeira vez de cultivos de
Fusarium moniliforme Sheldon MCR 826 obtidos de
milho, e sua estrutura quimica foi reportada em 1988 por
Bezuidenhout e colaboradores'~.

O primeiro relato sobre a ocorréncia natural de
fumonisina B, em alimento foi em 1990 por Sydenham
e colaboradores, em milho de uma regiao da Africa do
Sul com alta incidéncia de cancer esofagico, e os niveis
detectados variaram de 44 a 83 pg.g' °. Desde entao,
em diferentes regides do mundo, tem-se reportado a
ocorréncia de fumonisina B, em alimentos e bebidas,
como arroz!, aspargo e alho®, cevada’, cervejas’,
figos secos®, leite’ e, principalmente, em milho e seus
derivados!'®!!.

A International Agency for Research on Cancer
(IARC) classificou a fumonisina B, como pertencente
ao grupo 2B, ou seja, possivelmente carcinogénica aos
seres humanos'>. O mecanismo de a¢do ainda ndo esta
totalmente esclarecido, mas sabe-se que a fumonisina B,
intervém na biossintese dos esfingolipidios, em fungao
de sua similaridade estrutural com a esfingosina e a
esfinganina®.

A incidéncia de cincer esofdgico na Africa do
Sul, China®, Itilia'® e Irda, e anormalidades no tubo
neural na fronteira México-Texas!®, estariam associadas
a ocorréncia de fumonisina B, em altos niveis na dieta
dessas populagdes.

Assim, muitos estudos tém reportado o interesse
em avaliar os niveis em que essas micotoxinas ocorrem
nos alimentos. Para isso, diferentes técnicas analiticas,
como cromatografia em camada delgada, cromatografia
gasosa e eletroforese capilar, e métodos imunoldgicos
como ELISA, tém sido empregados na deteccao e
quantificagdo das fumonisinas nos alimentos, sendo a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com
deteccio de fluorescéncia a técnica mais utilizada,
em funcdo de sua alta sensibilidade e baixo limite de
detecc¢do'.

A presenga de grupos carboxilicos e hidroxilas na
estrutura da fumonisina B, a caracteriza como molécula
polar, solivel em agua e solventes organicos como
metanol e acetonitrila®. No entanto, as fumonisinas
B, ndo apresentam nenhum grupo cromoéforo em sua
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molécula, portanto, ndo absorvem radiacao ultravioleta
e visivel, e ndo apresentam fluorescéncia. Assim,
torna-se imprescindivel a reagdo de derivatizagdo
para sua determinacao por CLAE com detecgdo de
fluorescéncia'®?,

Diferentes reagentes derivatizantes tém sido
empregados na determinagdo de fumonisina B,
como 4-fluoro-7-nitrobenzofurazano (NBD-F)?,,
9-fluorenilmetil cloroformato (FMOC)?, naftaleno-
2-3-dicarboxialdeido (NDA)*® e 6-amino-quinolil-
N-hidroxisuccinimidil carbamato (AccQ.Fluor)*. No
entanto, o orto-ftaldialdeido (OPA) ¢ o principal reagente
utilizado na reagdo de derivatizagdo pré-coluna da
fumonisina B, '**%,

Uma vez que fumonisina B, apresenta carater
polar, permite-se sua separa¢do por cromatografia em
fase reversa. Os principais solventes utilizados como fase
movel sdo acetonitrila, 4gua, metanol, solugao de acido
acético, tampao acetato e tampdao fosfato, em diferentes
combinagdes e proporc¢des, em eluicdo isocratica ou
gradiente.

As fases estaciondrias geralmente empregadas
paraaseparagdo de fumonisina B, por CLAEsdo C ,ouC,,
e as colunas variam entre 100 e 300 mm de comprimento,
de 3,2 a 4,6 mm de didmetro interno, e particulas de 2,5 a
10 um de tamanho. De acordo com cada autor, observa-
se variagdo também no volume de inje¢ao no sistema
cromatografico, de 10 a 50 pL, e no fluxo da fase movel,
de 0,5 a 1,5 mL.min’, sendo os mais empregados de 10
uL e 1 mL.min’, respectivamente'®?.

Considerando a relevancia dos estudos sobre a
ocorréncia de fumonisina B, em alimentos, é fundamental
que as condi¢oes da reagdo de derivatizagdo e das analises
cromatograficas sejam controladas, a fim de obterem-se
resultados analiticos precisos e exatos da contaminagio
do alimento por fumonisina B,. Assim, o objetivo do
estudo foi avaliar a estabilidade do derivado fumonisina
Bl-orto-ftaldialdeido sob diferentes condi¢oes de pH,
tempo e temperatura, durante a reagdo de derivatizagio e
as analises cromatograficas.

MATERIAL E METODOS

Padrao e reagentes

O padrao de fumonisina B, (98% de pureza) e o
reagente de derivatizagdo orto-ftaldialdeido (OPA) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich, Inc. (St. Louis, MO, EUA).
Acetonitrila e metanol, grau CLAE, foram adquiridos
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da J.T. Baker, Mallinckrodt Baker, Inc. (Phillipsburg,
NJ, EUA). Acido fosférico e tetraborato de sédio foram
adquiridos da LabSynth (Diadema, SP, Brasil); fosfato
monossodico 1-hidrato, da Merck S.A. (Rio de Janeiro,
RJ, Brasil); 2-mercaptoetanol da Vetec (Rio de Janeiro,
RJ, Brasil); e dcido bdrico da Qhemis (Indaiatuba, SP,
Brasil). A 4dgua utilizada nas analises foi obtida por meio
de sistema de ultra-purificagdo MilliQ system (Millipore,
Milford, MA, EUA).

Solugio padrao de fumonisia B,

O padrio de fumonisina B, (5 mg) foi dissolvido
em 5mL desolugao de acetonitrila:agua (1:1, v/v) obtendo
uma solugdo estoque de 1.000 pg.mL", de acordo com a
Association of Official Analytical Chemists (AOAC)*. A
partir dessa solu¢ao, preparou-se a solu¢ao trabalho de
20 pg.mL'. Todas as solugdes foram armazenadas em
frascos Ambares, e estocadas a -18 °C.

Derivatiza¢ao

A reagdo de derivatizagao pré-coluna foi de
acordo com a AOAC?*. O reagente de derivatizagdo foi
preparado empregando-se 40 mg de OPA, este dissolvido
em 1 mL de metanol, diluidos com 5 mL de solugdo de
tetraborato de sddio 0,1 M e entdo adicionados 50 pL
de 2-mercaptoetanol. O reagente foi estocado em frasco
ambar, protegido da luz e em temperatura ambiente, por
no maximo uma semana.

Aliquota de 225 pL do reagente de derivatizagao
foi adicionada a um vial de 1,5 mL contendo 25 pL de
solu¢do padrdao de fumonisina B,, e entdo mantidos em
banho de ultrassom por 30 segundos em temperatura
ambiente e protegidos da luz, previamente a inje¢ao no
cromatografo a liquido.

Analise cromatografica

Na separagdo, deteccdo e quantificagio de
fumonisina B, utilizou-se um cromatografo liquido de
alta eficiéncia (Shimadzu, Quioto, Japdo), com sistema
quaternario de bombeamento de solvente, modelo LC
10AT VP, detector de fluorescéncia RF 10A XL em
comprimentos de onda de 335 nm (excitagdo) e 440
nm (emissdo), injetor automatico SIL 10A e coluna
cromatografica ODS Hypersil (250 x 4,6 mm d.i.; particulas
de 5 um) (Thermo, Reino Unido). A fase mével empregada
foi acetonitrila: tampao fosfato de sédio 0,1 M na proporgao
44:56, respectivamente, em eluic;éo isocratica, vazao de 1,0
mL.min’'; e volume da inje¢do de 10 pL.
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Influéncia do pH, tempo e temperatura sobre
a estabilidade do derivado fumonisina B -orto-
ftaldialdeido

Reagdo de derivatizagio
« pH da solugao de tetraborato de s6dio 0,1 M

Avaliou-se a influéncia do pH da solugio de
tetraborato de sédio 0,1 M empregada no preparo do
reagente de derivatizagao sobrea estabilidade do derivado.
Prepararam-se diferentes solugdes de tetraborato de
sédio 0,1 M, cujo pH foi ajustado com éacido bérico 5
M entre 4,0 e 12,0. Dentro de 2 minutos, apds a adigdo
do reagente de derivatizagio a solu¢ao padrio de
fumonisina B, realizou-se a inje¢do no cromatografo a
liquido. Empregou-se solugdo padrao de 0,25 ug.mL" de
fumonisina B,, temperatura da coluna cromatografica de
20 °C e fase movel acetonitrila:tampao fosfato de sodio
0,1 M pH 3,3.

« Tempo da reagdo de derivatizagdo

O tempo da reagdo de derivatizagdo, entre o
instante que foi adicionado o reagente de derivatizagao
a solu¢do padrio de fumonisina B, até o momento
da inje¢ao no cromatdgrafo, foi avaliado entre 2 e 15
minutos. Empregou-se solu¢ao padrao de 0,25 ug.mL" de
fumonisina B e solugdo de tetraborato de s6dio 0,1 M pH
9,0 no preparo do reagente derivatizante. A temperatura
da coluna cromatografica manteve-se em 20 °C, e a fase
movel utilizada foi acetonitrila:tampao fosfato de sdédio
0,1 M pH 3,3.

Andlise cromatogrdfica
+ pH da solugao tampio fosfato de sddio 0,1 M

Na avaliagdo do pH da solugdo tampao fosfato de
sédio 0,1 M empregada como um dos componentes da fase
movel, prepararam-se diferentes solu¢des tampao fosfato
de sddio 0,1 M, cujo pH foi ajustado com acido fosférico
entre 2,3 e 4,8. Empregou-se solugdo padrio de 0,25 pg.mL"
de fumonisina B,. No preparo do reagente derivatizante,
utilizou-se solu¢do de tetraborato de sédio 0,1 M pH
9,0 e, dentro de 2 minutos, ap6s a adi¢do do reagente de
derivatizagao a solugdo padrdo de fumonisina B, realizou-
se a inje¢do no cromatografo a liquido. A temperatura da
coluna cromatografica manteve-se em 20 °C.

o Temperatura da coluna cromatografica
A influéncia da temperatura da coluna sobre
a estabilidade do derivado foi avaliada. Para isso,
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foram empregadas solugdo padrao de 0,25 pg.mL"' de
fumonisina B e solucdo de tetraborato de sédio 0,1 M
pH 9,0 no preparo do reagente derivatizante. Dentro de
2 minutos, apds a adigdo do reagente de derivatizagdo a
solu¢do padrdo de fumonisina B, realizou-se a injedo
no cromatdgrafo a liquido. A fase movel utilizada foi
acetonitrila: tampao fosfato de sédio 0,1 M pH 3,3, e
variou-se a temperatura da coluna cromatografica entre
20 e 30 °C.

Analise dos dados

Todas as determina¢oes foram realizadas
em triplicata. Os resultados foram expressos como
intensidade de fluorescéncia (%), atribuindo o valor
maximo a maior drea do pico cromatografico obtida.
A variagdo na intensidade foi empregada como
indicador da estabilidade do derivado fumonisina B -
orto-ftaldialdeido”. Os resultados foram analisados
estatisticamente utilizando analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey,
considerando-se um nivel de significancia de 5%,
empregando o software Origin 7.0 (2000).

Descontamina¢io do material

Todo material foi tratado com solucdo de
hipoclorito de sédio 5% por, pelo menos, 12 h antes de
ser descartado, seguido de acetona e lavagem com agua®.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Reagao de derivatizacao

Influéncia do pH da solugdo de tetraborato de sédio 0,1 M

No presente estudo, optou-se pelo emprego do
derivatizante OPA por tratar-se de uma reagdo rapida,
facil e reprodutivel em temperatura ambiente, e ser
aceito pela AOAC e International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC). A reagao ocorre entre orto-
ftaldialdeido e o grupo amina priméria da fumonisina
B,, na presenga do agente redutor 2-mercaptoetanol,
em meio alcalino, resultando na formacdo de derivado
fluorescente'®>71,

No preparo do reagente derivatizante OPA,
emprega-se uma solu¢do de tetraborato de sédio.
Entretanto, existem divergéncias quanto ao pH dessa
solu¢do, como 8,3*? e 10,4**, enquanto na AOAC?*® nao é
reportado o ajuste do pH da solugéo tetraborato de sodio.
Contudo, Rice et al.**, ao variarem o pH da soluc¢do de
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tetraborato de sédio 0,1 M de 6,0 a 9,0, reportaram as
maiores dreas dos picos cromatograficos em valores
de pH entre 8,0 e 8,5, e redugdo significativa nas dreas
em pH acima de 8,5. Assim, o presente estudo avaliou
a influéncia do pH da solugdo de tetraborato de sddio
sobre a estabilidade do derivado fumonisina B, -orto-
ftaldialdeido.

A Figura 1 apresenta as diferentes condigoes de
pH da solugdo de tetraborato de sédio 0,1 M avaliadas
e a intensidade da fluorescéncia. Nos extremos da faixa
de pH, 4,0 e entre 11,0 e 12,0, ndo foi possivel a detec¢do
do derivado fumonisina Bl-orto-ftaldialdeido, enquanto
proximo aneutralidade, entre 5,0 e 7,0, obteve-se intensidade
significativamente menor em relagdo ao pH 9,0.

100 1

80 1

60 1

40 1

Intensidade (%)

20 1

0 T T T T T T T
4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0 12,0

pH da solugéo de tetraborato de sédio 0,1M
Figura 1. Fluorescéncia emitida pelo derivado fumonisina B -orto-

-ftaldialdeido em diferentes condi¢cdes de pH da solucdo de tetrabo-
rato de s6dio 0,1 M

Com o emprego dasolugdo de tetraborato desédio
0,1 M em pH 9,0 no preparo do reagente derivatizante,
obteve-se a intensidade mdaxima da fluorescéncia
e baixo coeficiente de variacdo, 3%, ndo diferindo
significativamente da fluorescéncia emitida em pH 8,0
(83,8%), 8,5 (92,9%), 9,5 (97,7%) e 10,0 (89%), indicando
que o derivado fumonisina B -orto-ftaldialdeido ¢ estavel
na faixa de pH entre 8,0 e 10,0, com pH 6timo de 9,0 para
a realizacio da reacdo de derivatizacio.

Influéncia do tempo da reagdo de derivatizagdo

A reagio de derivatizagio com OPA, em
temperatura ambiente, resulta na forma¢ao de derivados
fluorescentes, cuja intensidade da fluorescéncia pode
decrescer minutos apds a reagdo. Recomenda-se que
o tempo de rea¢ao, entre o instante que é adicionado
o reagente derivatizante & amostra até o momento da

inje¢do no cromatdgrafo, seja de 1 a 2 minutos™.
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Em estudo sobre a estabilidade do derivado
fumonisina B,-orto-ftaldialdeido em diferentes tempos
de reacao, de 0,5 a 64 minutos, e com exposi¢do a
luz, Sydenham et al*® ndo observaram diferengas
signiﬁcativas na fluorescéncia até 4 minutos. No entanto,
em 8 e 64 minutos de rea¢do houve redugdo em 5 e 48% na
fluorescéncia, respectivamente, em comparacao a reagao
em 0,5 minuto, recomendando-se que as inje¢ées no
cromatografo devam ser realizadas dentro de 4 minutos
ap0s a adigdo do reagente OPA.

Thakur e Smith* reportaram que a reagao
de derivatizagdo em 1 minuto foi a que resultou em
intensidade maxima de fluorescéncia, menor variacio e
resultados reprodutiveis, e que o declinio na fluorescéncia
com o aumento do tempo de reagdo nao foi linear, no
intervalo entre 0,5 e 10 minutos. Pagliuca et al.*! também
estabeleceram o tempo maximo de 1 minuto para a
reagdo de derivatizagdo, pois verificaram redu¢iao em
aproximadamente 15%, 20%, 20% e 40% na intensidade
da fluorescéncia em 2, 4, 6 e 10 minutos de reacio,
respectivamente.

Frente aos dados apresentados, o presente estudo
avaliou a influéncia do tempo da reagdo de derivatizagdo
sobre a estabilidade do derivado variando-se o tempo
em 2, 4, 6, 8, 10 e 15 minutos, entre o instante que foi
adicionado o reagente derivatizante a solugdo padrao de
fumonisina B, até o momento de inje¢io no cromatografo.

Ao variar o tempo da rea¢ao, de 2 a 15 minutos,
verificou-se uma redugdo significativa na fluorescéncia
do derivado (Figura 2). Com a reagdo de derivatizagdo em
2 minutos, obteve-se a maxima fluorescéncia, porém esta
ndo diferiu significativamente da fluorescéncia emitida
em 4 (98,8%), 6 (88,8%) e 8 (83,4%) minutos de reacio,
indicando que, em temperatura ambiente e sob prote¢do
da luz, os derivados fumonisina Bl—orto—ftaldialdeido sa0
estaveis por até 8 minutos.

No entanto, em 10 e 15 minutos de reacao,
verificou-se reducdo em 23,3 e 37,7% na intensidade da
fluorescéncia, respectivamente, em relaqéo a reacdo em
2 minutos. Notou-se que entre 6 (88,8%) e 10 (76,7%)
minutos de reagido ndo houve variagdo significativa na
fluorescéncia emitida pelo derivado fumonisina B -orto-
ftaldialdeido.

A partir da Figura 2 pode-se observar que
a estabilidade do derivado fumonisina B -orto-
ftaldialdeido é tempo-dependente, e que, apds 10 minutos
de reagao, houve um declinio significativo na intensidade
da fluorescéncia.
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Figura 2. Fluorescéncia emitida pelo derivado fumonisina B -orto-
-ftaldialdeido em diferentes tempos da reagao de derivatizagao

Entretanto, alguns estudos demonstraram
estabilidade do derivado fumonisina B -orto-ftaldialdeido
em tempos maiores de reagdo de derivatizagdo. Em
estudo com amostras de milho, Rice et al.** relataram
que ndo houve diferenca significativa nas areas dos
picos cromatograficos quando a reagdo de derivatizagdo
foi conduzida entre 2 e 40 minutos, obtendo resposta
mdaxima do detector em 10 minutos de reagdo, e um
declinio linear nas areas dos picos com o aumento dos
tempos de reagdo, até atingir 70 minutos de reagao.

Williams et al.”’ reportaram que, em reagiao
de derivatizacdo a 4 °C, o derivado fumonisina B,-
orto-ftaldialdeido permaneceu estavel por até 24h,
demonstrando influéncia positiva da temperatura da
reacdo de derivatizacdo sobre a estabilidade dos derivados,
assim sugerindo a refrigeracao dos derivados por até 24h,
quando nao ha a possibilidade da realiza¢ao das inje¢oes
cromatograficas naquele momento da analise.

Variando o tempo da reacdo de derivatizagdo
de 1 a 60 minutos e com o minimo de exposi¢do a
luz, Samapundo et al.”” verificaram maior resposta do
detector de fluorescéncia em 8 minutos de reagao, a qual
nao diferiu significativamente das obtidas nos tempos de
reacao entre 4 e 15 minutos. Entretanto, nos extremos,
entre 1 e 2 minutos, e de 30 a 60 minutos, observaram-se
respostas do detector significativamente menores.

Os resultados do presente estudo, juntamente
com os dados da literatura, indicam que o tempo de
reagdo pode variar de acordo com as condi¢des em que
é realizada a derivatizagdo, como a presenca de luz e
temperatura, sendo imprescindivel o estabelecimento
do tempo 6timo para a reagdo, no qual se observa a
intensidade maxima da fluorescéncia, a fim de assegurar
a reprodutibilidade do método.
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Anadlise Cromatografica

Influéncia do pH da solugdo tampdo fosfato de sodio 0,1 M

As fumonisinas apresentam comportamento
ionico em solugdo, e a sua separacdo em colunas de
fase reversa envolve mecanismos tanto de fase reversa
quanto de troca iOnica. No entanto, em solventes
neutros e ndo tamponados, as fumonisinas ndo eluem
convenientemente nessas colunas, e as melhores
resolugdes cromatograficas sao obtidas em fase movel
acidificada. Assim, na fase movel, a solu¢ao tampio
fosfato deve apresentar pH suficientemente dcido para
garantir a supressdo da ionizagdo dos acidos carboxilicos
presentes na molécula de fumonisina B, '***.

Mantendo as condi¢des pré-estabelecidas, vazao
de 1 mL.min", volume de injegdo de 10 uL, e fase movel
em eluicdo isocratica na propor¢ao de 44:56, ndo foi
possivel a separagdo do derivado fumonisina B - orto-
ftaldialdeido empregando solugdo tampao fosfato 0,1 M
em pH 2,3. No entanto, com a varia¢ao de 0,5 unidade
no valor do pH, ja foi possivel a separagdo do pico
cromatografico dos possiveis interferentes da reacao de
derivatizagdo no tempo de retengdo de 13,5 minutos, além
da obtengéo de picos cromatograficos bem definidos, ou
seja, mais estreitos, sem cauda frontal e ombro (Figura
3). Porém, a intensidade da fluorescéncia do derivado
em pH 2,8 (61,4%) foi significativamente menor que a
emitida em pH 3,3.

fumonisina B;- orto-ftaldialdeido

/

Voits

minutos

Figura 3. Cromatograma caracteristico da separagao e detec¢ao do
derivado fumonisina B,-orto-ftaldialdeido. Condi¢des cromatografi-
cas: fase movel: acetonitrila: tampéo fosfato de sodio 0,1 M pH 3,3
(44:56), vazao: 1,0 mL.min.", temperatura da coluna: 20 °C, volume
injetado: 10 uL, e coluna ODS Hypersil de 250 x 4,6 mm d.i. e parti-
culas de 5 pm
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O emprego da solu¢ao tampao fosfato de sodio
em pH 3,3 resultou em mdaxima fluorescéncia e em menor
coeficiente variacdo, 1,2%. Na andlise de fumonisina B,
em alimentos, principalmente milho e seus derivados,
tem sido amplamente utilizada solugdo tampao fosfato
de sddio, como um dos solventes da fase mével, com pH
ajustado a 3,3 ou 3,35 com acido fosforico'**.

A variagdo no pH de 3,3 a 3,8 resultou em
reducdo de 3,7% na intensidade da fluorescéncia, porém
ndo significativa. Entretanto, com a utilizagao na fase
movel de solugdo tampio fosfato de sédio 0,1 M em
valores de pH mais elevados (4,3 e 4,8), nas condi¢oes
pré-estabelecidas, ndo foi possivel a detec¢ao do derivado
fumonisina B, -orto-ftaldialdeido.

Samapundoetal.”’,emestudo sobreainfluénciade
diferentes pardmetros experimentais sobre a fluorescéncia
do derivado fumonisina Bl—orto-ftaldialdeido) verificaram
que o pH da fase movel (metanol:solugdo tampao fosfato
de sodio 0,1 M, 3:1) influenciou significativamente sobre
aresposta do detector. Em pH 2,85, observou-se a menor
resposta do detector, enquanto no pH 3,85 a resposta do
detector foi significativamente maior que em pH 3,35.

Variando o pH da solugdo tampio fosfato de
s6dio 0,1 M em 0,5 unidade, observou-se que o derivado
fumonisina B -orto-ftaldialdeido ¢ estdvel na faixa entre
3,3 e 3,8, sendo fundamental o controle do pH da solugéo
tampdo empregada como fase moével, a fim de obter-
se picos cromatograficos bem definidos e a méxima
fluorescéncia emitida pelo derivado.

Influéncia da temperatura da coluna cromatogrdfica

Em estudo sobre a estabilidade do derivado
fumonisina B, -orto-ftaldialdeido ~em  diferentes
temperaturas durante as andlises cromatograficas,
Samapundo et al.”” relataram possivel instabilidade
térmica do derivado com o aumento da temperatura
de 22 °C para 35 °C. Entretanto, na literatura, para a
determinagao de fumonisina B, por CLAE com detec¢do
de fluorescéncia, tem-se empregado temperaturas de
23 °C?*, 24 °C¥, 30 °C* e 40 °C* durante as andlises
cromatograficas. Assim, o presente estudo avaliou a
influéncia da temperatura da coluna cromatografica
sobre a estabilidade do derivado fumonisina B, -orto-
ftaldialdeido.

A Figura 4 apresenta as temperaturas da
coluna cromatografica avaliadas e a intensidade da
fluorescéncia. Ao variar a temperatura da coluna de
20 a 30 °C, verificou-se redu¢do na intensidade da
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fluorescéncia com o aumento da temperatura. Em anélise
cromatografica a 20 °C, obteve-se a intensidade maxima
e baixo coeficiente de variagao, 3,9%, porém esta nao
diferiu significativamente da emitida a 22 °C (98,3%),
25°C (93,8%) e 27 °C (87%), demonstrando estabilidade
térmica do derivado fumonisina B, -orto-ftaldialdeido na
faixa entre 20 e 27 °C.

No entanto, durante as analises a 30 °C, verificou-
se reducgdo significativa em 26,5% na intensidade
da fluorescéncia, em relagdio a 20 °C, demonstrando
a instabilidade do derivado fumonisina B -orto-
ftaldialdeido em temperaturas acima de 27 °C.

100 1

95 1

90 1

85 1

Intensidade (%)

80 1

75 1

70 T T T T T T
18 20 22 24 26 28 30
Temperatura da coluna cromatografica (°C)

Figura 4. Fluorescéncia emitida pelo derivado fumonisina B -orto-
-ftaldialdeido em diferentes temperaturas da coluna cromatografica

A vpartir da Figura 4, é possivel visualizar a
influéncia da temperatura da coluna cromatografica
sobre a estabilidade do derivado fumonisina B, -orto-
ftaldialdeido, indicando que as andlises cromatograficas
devam ser realizadas entre 20 °C e 27 °C.

Williams et al?’, ao estudarem o efeito da
temperatura sobre a estabilidade do derivado fumonisina
Bl—orto—ftaldialdeido, relataram redugdo em 40%
e 90% na fluorescéncia do derivado a 4 °C e 24 °C,
respectivamente, apos 48 horas de derivatizagdo, e que
esta instabilidade pode ser atribuida a auséncia do grupo
hidroxila na posi¢gdo C1 da molécula de fumonisina B,
grupo que estd presente na molécula da esfinganina, cujo
derivado esfinganina-orto-ftaldialdeido demonstrou-se
estavel por até 24 horas a temperatura de 24 °C.

CONCLUSAO
O derivado fumonisina Bl—orto-ftaldialdeido

manteve-se estdvel em solucdo de tetraborato de sddio
0,1 M na faixa de pH entre 8,0 e 10,0, e de 2 a 8 minutos de
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reacgdo, durante a derivatiza¢ao pré-coluna. Nas analises
cromatograficas, verificou-se a estabilidade do derivado
com o emprego na fase modvel de solugdo tampao
fosfato de sodio 0,1 M na faixa de pH entre 3,3 e 3,8, e
temperatura da coluna cromatogréfica de 20 a 27 °C.
Assim, torna-se imprescindivel o controle dos parametros
experimentais pH, tempo e temperatura durante a reagdo
de derivatizagdo e as analises cromatograficas, a fim de
assegurar a estabilidade do derivado fumonisina B, -orto-
ftaldialdeido e a obtencdo de resultados fidedignos sobre
a contaminagao dos alimentos por fumonisina B,.
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