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OPTIMIZATION OF THE METHODOLOGY FOR DEOXYNIVALENOL DERIVATIZATION BY EXPERIMENTAL PLANNING.
The objective of this work was to optimize the derivatization reaction for determining deoxynivalenol (DON) by gas chromatography

employing an experimental planning procedure. The factors were: temperature, reaction time, catalyst and trifluoroacetic anhydride

concentration. The relative peak areas were used to evaluated the effects. The best conditions for DON derivatization were 200 uL.
TFAA and 18 mg sodium bicarbonate for 6 min at 74 °C for 7 to 21 pug of DON. Under these conditions, the detection limit was

1.4 g of DON.
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INTRODUCAO

A molécula de desoxinivalenol (DON) possui uma estrutura de
um sesquiterpendide tetraciclico com sete centros estéreos. Sua
férmula empirica é C.H, 0, nomeado como 12,13-epoxi-3,7,15-
triidroxi-tricotec-9-en-8-ona, (3a,7c1)-(9CI). Esta estrutura € pro-
duzida por diversas espécies fungicas do género Fusarium, um
contaminante natural de cereais e seus residuos, e até em vegetais
intactos'.

Além do género Fusarium, outros como Mirothecium,
Cephalosporium, Verticimosporium e Stachybotrys podem ser pro-
dutores desta micotoxina, podendo ocorrer em pré ou pds-colheita,
em temperatura entre 0 a 35 °C e umidade relativa entre 80 e 90%>*.

Este composto se caracteriza pela estabilidade, que pode ser
verificada durante muitos anos quando estocado a temperatura am-
biente, mesmo aquecido a 135 °C ndo sofre degradag@o e, portanto,
também em condi¢des ambientais usuais de processamento e pre-
paro de alimentos>®. O DON, como outros tricotecenos, néo ¢ vold-
til e pode ser desativado sob condigdes drdsticas dcidas ou alcali-
nas, em presenca de hidretos de aluminio, litio ou perdxidos e
hidratacdo em autoclave, onde o anel ep6xido pode sofrer abertu-
ra. A enzima epdxido hidrase também € capaz de abrir o anel e
produzir glic6is®’. Fungos e bactérias podem também alterar a es-
trutura deste tricoteceno, detoxificando-o®.

Desde a demonstragdo da toxicidade dos tricotecenos, o de-
senvolvimento de técnicas aplicadas na detecgdo, andlise e carac-
terizacdo cromatografica vem sendo grandemente incentivada pela
possibilidade de separar diferentes metabdlitos simultaneamente
em suas matrizes de origem. Vdrias metodologias para determina-
¢élo de tricotecenos tem sido revisada por autores, tais como Betina’,
Scott'®!, Langseth e Rungberget'?, Placinta D‘Mello e Macdonald",
Kotal et al.'*, Koch'®>, Murphy et al.'®.

A avaliag@o destes informes demonstra que as etapas analiti-
cas para determinacdo de micotoxinas consistem nas etapas de
amostragem, extragdo, limpeza, concentracdo, separacdo dos com-
ponentes do extrato, deteccdo, confirmacido de identidade e
quantificagdo. Nao diferindo, portanto, das marchas analiticas para
outros tipos de contaminantes incidentais. A deteccdo desta toxina
¢ dificultada pela baixa absortividade no ultravioleta e fluorescéncia,
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0 que torna a cromatografia gasosa uma das técnicas preferenciais
para a sua determinagéo'®.

A derivagdo, ponto critico na determinagdo de DON, antecede
ao processo cromatografico para reduzir a polaridade dos
grupamentos livres, aumentar a pressdo de vapor dos compostos,
possibilitar a separagdo de substancias muito semelhantes entre si
no estado natural e introduzir grupos que tornam o composto ade-
quado ao sistema de detec¢do empregado!*!718,

A derivacdo do grupo hidroxila do DON ¢ fundamental, pois a
sua volatilidade pode ser aumentada substituindo o hidrogénio de
grupos funcionais, por radicais do tipo dimetilsilil, trimetilsilil,
butirilsilil e fldor'®. Estdo descritos diferentes sistemas para deriva-
¢do empregando anidrido trifluoroacético, heptafluoro-butirilimidazol,
pentafluorobutilimidazol, trimetilsilil, bis-trimetilsililacetamida,
hexametildisilazano e trimetilsilimidazol, sendo que melhores resul-
tados foram conseguidos com heptafluoro-butiril e anidrido
trifluoroacético, utilizando como catalisador a piridina ou bicarbo-
nat010.17,20,21.

No entanto, a maioria dos derivatizantes ndo estdo disponiveis
no comércio nacional, o que dificulta o estabelecimento de rotinas
analiticas acessiveis para a maioria dos laboratdrios envolvidos com
a detecc@o desta micotoxina. Além disso, halogenados dificultam a
deteccio em detectores de ionizagdo de chama e os sililizantes sdo
altamente corrosivos. O emprego destes reagentes em termos de quan-
tidades, relacdo com catalisadores e tempo/temperatura de reagdo
sdo pouco estudados. Faltam, portanto, dados sobre os efeitos destas
varidveis nos resultados quali e quantitativos da micotoxina que tor-
ne o emprego destes reagentes compardveis aos recomendados por
6rgaos oficiais. Estas dificuldades podem ser visualizadas na avalia-
¢do das poucas informagdes disponiveis no pais sobre a ocorréncia
de DON em alimentos destinados ao consumo humano, a nio exis-
téncia de barreiras legais a comercializagio de produtos contamina-
dos ou medidas preventivas a contaminagao.

As informagdes disponiveis na literatura permitem estimar que
25% dos produtos agricolas cultivados mundialmente estejam con-
taminados com desoxinivalenol, o que torna imprescindivel dispor
de dados especificos e confidveis para estimar o risco a0 consumo
de alimentos ou insumos contaminados por esta toxina ingeridos
diariamente. A partir deste conhecimento, podem ser adotadas
medidas preventivas eficientes para minimizar danos a satide de
humanos e animais de criacdo’.
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Este trabalho pretende contribuir com a disponibilizagdo de
metodologia otimizada de derivacdo para a determinacdo de
desoxinivalenol em fase gasosa para instrumentos acoplados com
detector do tipo universal.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes

O padrdo de DON e padrdo interno, metil éster de dcido
aracddnico (90% de pureza) utilizado a uma concentragdo de 0,1
mg/mL foram adquiridos da Sigma Chemical Company (EUA). O
anidrido trifluoroacético (TFAA) com 99% de pureza e densidade
de 1,51 g/mL foi da marca Merck (Alemanha).

Outros reagentes e solventes utilizados durante os testes foram
de grau p.a.

Padrao de desoxinivalenol

Para o preparo da solugio estoque de DON, a toxina foi dissol-
vida em benzeno: acetonitrila (95:5) resultando em uma concentra-
¢do de 100 pg/mL, conforme Shepeherd e Gilbert”. A solugdo de
trabalho consistiu na diluicdo da solucdo estoque para concentra-
¢do de 50 pg/mL. A determinagdo da concentragdo foi estimada
pela relacdo p/v utilizado na preparacio da solucdo e confirmada
pelo procedimento descrito por Bennett e Shotwell® utilizando a
absortividade molar do padrdo 219 para DON em espectrofotdmetro
modelo Cary 100 da Varian (EUA).

Padronizacdo de metodologia para derivacao

A partir de condicdes jd estudadas por Garda, Macedo e Badiale-
Furlong®, Milanez, Valente-Soares e Baptista'® foram estudadas as
varidveis: tempo de reagdo (30, 45 e 60 min), temperatura (40, 60 e
80 °C) e catalisador (bicarbonato de sédio e piridina), através de
planejamento fatorial 23, ou seja, trés varidveis ou fatores testados
em dois niveis (-1 e +1) e 6 pontos centrais (0), gerando 14 experi-
mentos (Tabela 1)>. Para estabelecer a melhor condic¢do de tem-
po e temperatura, utilizou-se planejamento fatorial completo 27,
duas varidveis em dois niveis (-1 e +1), com pontos axiais (-1,414
e +1,414) e 3 centrais (0) (Tabela 2).

Tabela 1. Valores de 4rea relativa para o planejamento fatorial 2°
e 6 pontos centrais (a)

Experimento Varidveis
Tempo Temperatura  Catalisador Area DON/
(min) °O) area acido
aracddnico
1 -1 (30) -1 (40) 1 (Piridina) 0,00
2 1 (60) -1 (40) -1 (NaHCO, 0,38
3 -1 (30) 1 (80) -1 (NaHCO, 0,34
4 1 (60) 1 (80) 1 (Piridina) 0,04
5 -1 (30) -1 (40) -1 (NaHCO, 0,03
6 1 (60) 1 (80) -1 (NaHCO, 0,26
7 -1 (30) 1 (80) 1 (Piridina) 0,24
8 1 (60) -1 (40) 1 (Piridina) 0,00
9 0 (45) 0 (60) 0 (NaHCO, 0,00
10 0 (45) 0 (60) 0 (NaHCO, 0,00
11 0 (45) 0 (60) 0 (NaHCO, 0,00
12 0 (45) 0 (60) 0 (Piridina) 0,15
13 0 (45) 0 (60) 0 (Piridina) 0,16
14 0 (45) 0 (60) 0 (Piridina) 0,12
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Tabela 2. Valores de drea relativa para o planejamento fatorial 2°
com pontos axiais e 3 pontos centrais (b)

Experimento Variaveis
Temperatura Tempo Area DON/érea
(§(®)] (min) acido aracd6nico
1 -1 (80) -1 (10) 0,206
2 1 (105) -1 (10) 0,081
3 -1 (80) 1 (30) 0,296
4 1 (105) 1 (30) 0,073
5 -1,414 (74) 0 (20) 0,065
6 1,414 (116) 0 (20) 0,040
7 0 (95) -1,414 (6) 0,314
8 0 (95) 1,414 (34) 0,048
9 0 (95 0 (20) 0,145
10 0 (95) 0 (20) 0,158
11 0 (95) 0 (20) 0,200

Obtido o melhor catalisador, os valores 6timos para tempo de
reagdo e temperatura, foi estudado a quantidade de TFAA, agente
derivatizante, e quantidade de catalisador bicarbonato de sédio atra-
vés do planejamento completo 2% com pontos axiais e dois centrais
(Tabela 3).

Tabela 3. Planejamento fatorial 2> com pontos axiais e 2 centrais (c)

Experimento Varidveis
TFAA NaHCO, Area DON/drea
(uL) (mg) acido aracdo6nico

1 -1 (100) -1 (30) 0,022

2 1 (300) -1 (30) 0,000

3 -1 (100) 1 (90) 0,000

4 1 (300) 1 (90) 0,031

5 -1,414 (59) 0 (60) 0,000

6 1,414 (341) 0 (60) 0,103

7 0 (200) -1,414 (18) 0,166

8 0 (200) 1,414 (102) 0,018

9 0 (200) 0 (60) 0,043

10 0 (200) 0 (60) 0,056

Para andlise estatistica dos dados foi utilizado o programa
Statistica 6.0, considerando a area relativa da toxina (area DON/
drea 4cido aracdonico) como resposta das varidveis em estudo.

Quantificacdo por cromatografia gasosa

Ap0s a realizagdo das derivacdes sob as diferentes condi¢des
em questdo, o derivatizado foi seco sob nitrogénio, seguido de adi-
¢do de 700 puL de tolueno e 2 mL de 4gua destilada, agitando-se a
mistura em banho ultrasdnico. O sistema foi congelado para me-
lhor separagdo das fases, sendo retirados 500 uL da fracdo de
solvente, que foi seca sob nitrogénio. O residuo foi ressuspenso
em hexano e adicionado padrdo interno metil éster 4cido aracdonico
(1 pg), sendo injetado 1 UL em cromatdgrafo gasoso.

A quantificagdo foi realizada em cromatégrafo gasoso Varian
3400 equipado com injetor “split/splitless” e detector de ionizacdo
de chama, coluna DB-17 (J&W Scientific - EUA) de 30 m, com
0,25 mm de d.i. e 0,25 wm de filme de 50%-fenil metilpolisiloxano.
O equipamento foi monitorado pelo software Star Chromatography
Workstation, versdo 4.1, marca Varian.
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Tabela 4. Efeitos e coeficientes para varidveis significativas obtidas pelo tratamento estatistico

Planejamento Varidvel Efeito Desvio Nivel de Coeficientes
padrao significancia (p)

(a) Meédia/interagio 0,12868 0,021198 0,002154 0,122868
catalisador -0,179964 0,056085 0,023762 -0,089982
1x2 -0,155949 0,056085 0,038876 0,077975

(b) Média/interacdo 0,1850 0,0122 0,0044 0,1850
temperatura (Q) -0,1028 0,0235 0,0483 -0,0514
Tempo (L) -0,1185 0,0206 0,0290 -0,0592
1x2 0,1739 0,0292 0,0270 0,0869

(c) Média/interacdo 0,0439 0,0029 0,0421 0,0439
TFAA (L) 0,0387 0,0065 0,1060 0,0193
NaHCO, (L) -0,0501 0,0065 0,0822 -0,0250

* TFAA x NaHCO, 0,0265 0,0092 0,2125 0,0132

*Nao utilizado para cdlculos de ANOVA. (a) Para tempo, temperatura e catalisador utilizando planejamento fatorial 2° e 6 pontos centrais;
(b) para temperatura e tempo utilizando planejamento fatorial 2> com pontos axiais e 3 pontos centrais; (c) para quantidade de TFAA e
NaHCO, utilizando planejamento fatorial 2> com pontos axiais e 2 pontos centrais.

As condicdes cromatograficas empregadas foram: temperatura
do injetor 250 °C, abertura da vélvula a 0,75 min, fluxo de limpeza
do injetor de 75 mL/minuto, detector 300 °C, atenuagdo de 16 x
10", A programacdo para a coluna cromatogréfica foi de 100 °C
durante 1 min aumentando 50 °C/min até 200 °C, permanecendo 2
min, em seguida aumentando 4 °C/min até 250 °C, permanecendo
11,5 min, completando 29 min de corrida cromatografica.

Confirmacio do tempo de retencio, limite de quantificacio,
detecciio e linearidade

Para a confirmagdo da presenga da toxina no sistema foi reali-
zada uma reacdo de reducido de DON com 200 pL de solucdo de
boridreto de sédio (2 mg/mL), deixando reagir a temperatura ambi-
ente por 24 h. Esta solucdo foi neutralizada com 4cido cloridrico 2
M, seguida da evaporac¢ao'® e derivagdo com TFAA em meio alcali-
no.

Os limites de detecg@o e linearidade da concentraciio x drea
relativa de pico foram determinadas pela inje¢do de solugdes pa-
drdes. O limite de deteccdo foi estabelecido pela inje¢do de con-
centracdes de padrdes que gerassem um sinal no detector trés ve-
zes superior ao desvio padrio das areas relativas no tempo de re-
tencdo da toxina quando se injetava um branco de derivagido?*.

A linearidade foi determinada a partir da injecdo de solugdes
padrdes de DON com concentragdes variando entre 1,4 a 21 ug,
com emprego de padrdo interno estimando a drea relativa como
resposta a varia¢do de concentragdo de padrao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através das condigdes cromatogréficas citadas, o tempo de reten-
¢do de desoxinivalenol foi de 7.4 min confirmado por comparacio
com a alteracdo do tempo de retencdo do padrao de DON reduzido.

O planejamento experimental foi utilizado para possibilitar a
inferéncia estatistica e fornecer informagdes sobre o comportamento
das respostas entre os niveis das varidveis em estudo, evidenciando a
qualidade da repetibilidade, minimizando custos ao nio se repetir
todos experimentos, demanda e desgaste de equipamento e tempo,
menor exposi¢do do analista e menor volume de descarte. Esta ferra-
menta melhorou a qualidade da informagdo através dos resultados,
permitindo otimizar e construir o modelo preditivo dentro da faixa
Otima para a reacdo de derivacdo, através da avaliacdo do erro expe-
rimental estimando a reprodutibilidade dos resultados alcangados®.

A primeira etapa de estudo do efeito das varidveis tempo, tem-
peratura e eficiéncia do catalisador, tem seus resultados apresenta-
dos na Tabela 1 como drea relativa DON/4cido aracdoénico. Este foi
escolhido como padrio interno por sua estabilidade frente a condi-
¢des cromatograficas, tempo de retengdo e disponibilidade no mer-
cado nacional e custo acessivel.

A andlise estatistica mostrou que ocorreu um efeito significati-
vo antagonico (Tabela 4) para catalisador (p=0,024) e para a
interagdo entre tempo e temperatura ( p=0,039).

Quando o catalisador piridina foi utilizado, a drea relativa do
pico detectado foi menor comparada a drea relativa obtida com
bicarbonato de sédio (-0,18). Este resultado concorda com outros
descritos na literatura como Nunes et al.”, Oliveira et al.®, Milanez
et al.'®. No entanto, Gilbert er al.”, Scott'®, Kientz e Verweij* en-
contraram resultados contrarios utilizando detector de captura de
elétrons e/ou de massas.

Considerando a interagio tempo e temperatura varidveis signi-
ficativas para a eficiéncia da reagdo, foi realizado um planejamen-
to completo com pontos axiais e centrais para obtencdo do ponto
otimo de reacdo (Tabelas 2 e 4). Este permitiu otimizar e construir
modelo preditivo dentro da faixa 6tima para a reagdo de derivacio
e conforme o previsto, efeito significativo ocorreu para as duas
varidveis e a interagdo.

As varidveis estudadas isoladamente mostraram que quanto
maior o intervalo de tempo e temperatura testados, menores foram
as dreas relativas do pico detectada. Isto pode indicar que estdo
sendo formados outros compostos decorrentes da fragmentagdo do
derivatizado tanto pelo longo periodo de exposi¢do ao meio quanto
pela alta temperatura. A interagdo destas duas varidveis apresentou
o efeito significativo previsto, demonstrando que em menores tem-
pos e temperaturas de reacdo, maiores foram as dreas detectadas.
Estes resultados foram significativos e preditivos para a acdo com-
binada destes parametros nas dreas relativas detectadas (Tabela 5),
originando a Equac@o 1 e Figura 1.

Area relativa detectada = 0,1850 — 0,0514 x
temperatura’. - 0,0592 x tempo,, + 0,0869 x (1)
temperatura X tempo,

COD

COD

Nas condig¢des 6timas para tempo e temperatura, o estudo da
quantidade de agente derivatizante, anidrido trifluoroacético
(TFAA) a ser adicionado, e a quantidade de catalisador, bicarbona-
to de s6dio (NaHCO,) como determinado anteriormente, permitiu
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Tabela 5. Dados da ANOVA para planejamento experimental avaliando tempo, temperatura e catalisador

Planejamento Fonte de Soma Graus de Média Teste F E b o5
variagdo quadrdtica liberdade quadritica
(a) Regressdo 0,113414 2 0,056707 5,109 3,98
Residuo 0,122085 11 0,0111
Falta de ajuste 0,090629 6
Erro puro 0,031456 5
Total 0,235499 13
(b) Regressao 0,0746 3 0,0249 8,89 4,35
Residuo 0,0197 7 0,0028
Falta de ajuste 0,0180 5
Erro puro 0,0017 2
Total 0,0943 10
(c) Regressao 0,0079 2 0,00395 0,223 49,50 g5,
Residuo 0,0177 1 0,0177
Falta de ajuste 0,0176 6
Erro puro 0,0001 1
Total 0,0256 9

(a) Para tempo, temperatura e catalisador utilizando planejamento fatorial 23 e 6 pontos centrais; (b) para temperatura e tempo utilizando
planejamento fatorial 2*> com pontos axiais e 3 pontos centrais; (c) para quantidade de TFAA e NaHCO, utilizando planejamento fatorial 2*

com pontos axiais e 2 pontos centrais.

verificar que para o derivatizante, o intervalo significativo foi de
100 a 300 pL (p=0,11), e o aumento da adi¢do deste agente foi
acompanhado por uma maior (0,0387) drea relativa detectada.

Para bicarbonato de sédio, a adi¢do de maior quantidade na
proporcdo de 30 para 90 mg causou um efeito significativo
(p=0,0029). Este aumento resultou em uma diminuicdo da drea re-
lativa do pico. Isto foi verificado por Scott'® e Garda er al**, de-
monstrando que a utilizagdo em excesso de bicarbonato como meio
de reagdo poderia causar diminui¢do no seu rendimento possivel-
mente pela reversdo da reacdo de derivagao.

Estes resultados significativos correspondem a equacdo preditiva
(Equacdo 2) para os parametros de agente derivatizante TFAA e
catalisador bicarbonato de sédio quanto a drea relativa.

Area relativa detectada = 0,0439 +
0,0193 x TFAA ., — 0,0250 x NaHCO, | 2)

Estes dados confirmam a utilizagdo de 30 mg de bicarbonato
de sddio e 300 uL de TFAA anteriormente utilizados por Nunes et
al.”, Garda et al.*, Milanez et al.’', Oliveira et al.’®.

O emprego do intervalo 6timo para a reagdo de derivacdo, no
entanto, utiliza a interacio entre os componentes da reagdo, que
para agente derivatizante e catalisador (p=0,2125) ocasiona um
aumento na drea relativa quando comparada com varidveis isola-
das, indicando que 18 mg de bicarbonato de sédio e 200 puL de
TFAA seriam as melhores condi¢des reacionais similar as utiliza-
dos por Milanez et al.3'. O que ¢ bastante interessante, pois menor
é o gasto de material, menor a geracdo de residuos para descarte e
menores s30 0s sinais espirios no cromatograma (Figura 3).

Confirmacio do tempo de retencio, limite de quantificacao,
detecciio e linearidade

A reacgdo de redug@o para confirmar a presenca de DON mos-
trou que o padrio reduzido apresentava respostas semelhantes as
condi¢des de derivacdo otimizadas, apresentando apenas um au-
mento no tempo de retencdo relativo.

A linearidade da curva padrdo foi realizada nas condigdes Oti-
mas de derivagdo: adicdo de 18mg de bicarbonato de sédio, 200 uL.

Figura 1. Superficie de resposta para temperatura e tempo

N

AR\

Figura 2. Superficie de resposta para agente derivatizante e catalisador
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Figura 3. Cromatograma de desoxinivalenol com adi¢do de padrdo interno. 2
13.
de TFAA, reac@o a 74 °C durante 6 min. A linearidade da curva foi 14.
significativa a partir de 50 ng/uL ou 7ug de desoxinivalenol, 1.
correspondendo os pontos de 7,10, 13, 15, 18, 21 ug, preparados 16.
em triplicatas em ordem randomica tendo um R’= 0,9852%.

O limite de detec¢do determinado pelas sucessivas dilui¢des foi };
de 10 ng/uL gerando um sinal do detector trés vezes superior ao des- ’
vio padrio das dreas relativas no tempo de retencéo das toxinas quando 19.
se injetou branco de derivacdo. Esta concentragio correspondeu a 1,4 20.
ug de desoxinivalenol derivado, valor que permite detectar DON con- 21
taminando amostras em concentragdes 10 vezes inferiores aos esta- ”
belecidos pelas legislagdes de vdrios paises. 23

- 24.
CONCLUSAO
25.

Empregando trés etapas de planejamento experimental para a
reagdo de derivagdo pela acetilagdo, foi possivel determinar as con- 26.
digdes 6timas de reagdo para emprego das varidveis tempo, tempe-
ratura, agente derivatizante e catalisador com resultados significa-
tivos e preditivos para drea relativa detectada. As condigdes 27
otimizadas ocorriam quando foram derivados de 1,4 a 21 pg de 2.
DON com adic@o de 18 mg de bicarbonato de sédio e 200 uL de
TFAA, reagindo durante 6 min a 74 °C. 29.

N 30.
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