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SUMMARY

The Aflatoxins Bl, B2, Gl e G2 were completely

separated by High Pressure Ligquid Cromathography (HPLC) using a

normal a normal phase colunn (Radial Pak Si 10), in & radial

compression system. The moblle phase was ethyl acetate - n-

Hexane 1in the proportions of 2:1, 3:2 e 3:2,5 by volume. The

solvent flow rate varied from 1,0 to 4,0 ml/min. The components

were detected at 365 nm. The parameters used for the evaluation

of +the three solvent systems were: Selectivity (&), capacity
factor (k7), the number of theoretical plates (N), resolution
(R) and Retention Time (RT). The mobile phase wich showed the

best resolution and the best selectivity was the proportion

3:2,5 v/v at a flow rate of 4,0 ml/min, although the number of

theoretical plates was less than 1000. The recycling of the

mobile phase did not affect the reproductibility, the retention

times., the base line alteration or the occurrence or interfering

peaks.



1 - INTRODUCKO

Com a descoberta das Aflatoxinas no infcio da década de 60 e

a constatacdo de seu envolvimento com a etiologia da Doenca X dos

peris, gque dizimou cerca de 100.000 aves na Inglaterra. deu-se

infcio a uma nova etapa na histéria da Micotoxicologia. 0

interesse da comunidade cientifica internacional foi reforcado

pela constatagdo de que as Aflatoxinas eram os mails potentes

hepatocarcinégenos de origem  bioldgica encontrados  como

CO!‘ltaminaﬂtes natuI"aiS de alimentos e TaQE)E:S. Ao exercerem

influéncias negativas sobre a produtividade agropecuédria e sobre

2 saide humana, as Aflatoxinas passaram a ser as mais estudadas

dentre as dezends de micotoxinas conhecidas.

Com frequéncia, elas s3io encontradas em grande nuimero de

alimentos destinados ao consumo humano, incluindo produtos de

origem animal, uma Ve€z gque ao serem ingeridas pelos animais, elas

podem sSer biotransformadas em outros compostos potencialmente

téxicos (CAMPBELL & HAYES, 1976).

a3 importéncia destas micotoxinoas para sauide piblica

Devido
foram criados, €m muitos paises, regulamentos que estabelecem
limites mé&ximos de aflatoxinas que podem ser tolerados nos

alimentos destinados &o consumo huméano.
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Para a determinacdo destes niveis de contaminacdo, foram
desenvolvidos muitos métodos analfiticos com mzior ou menor poder
de detecgdo.

Biossintéticamente, as aflatoxinas sZo classificadas como
bisfuranocumarinas derivadas de decacet{deos (SMITH & MOSS,
1985). Elas foram isoladas por NESBITT et al. (1962) e por
HARTLEY et al. (1963) a partir de cultivos de Aspergillus flavus.

A determinac¢do de aflatoxinas em produtos vegetais, em
tecidos e fluidos bioldgicos e em subprodutos de orligem animal
baseou—-se fundamentalmente em principios fisico-quimicos que

prrocessos de separag¢do por cromatografia em camada

incluiram
delgada (CCD) e visualizag¢dao dos focos de fluorescéncia
produzidos sob radiacdo ultravioleta. Entretanto os métodos de

ccD sio limitados em detectar qgquantidades t&o pequenas de

aflatoxinas como as gue ocorrem €m tecidos e fluidos bioldgicos.

Além de baixo nivel de detecgdo, os métodos de CCD também sofrem

a interferéncia de outras substdncias que dificultam a detecc¢do

destas micotoxinas. Com a introducdo da cromatografia lidquida de

alta eficiéncla (CLAE) & determinacdo das aflatoxinas recebeu um

significativo  avanco quanto aos niveis de  deteccao e

quantificac&o. principalmente a nivel de tragcos. Este tipo de

sobre a CCD, as vantagens de ser mais répida

v

cromatografia tem.

precisa e puito mais sensivel, além de evitar a degrada¢do das

moléculas das aflatoxinas por nido expb—las a luz e ao ar.

Embora a cromatografia liquida tenha sido aplicada

amplamente para a determinacdo das aflatoxinas em produtos de

origem vegetal, ela nio tem se mostrado t3o eficiente, para a

deteccdo de aflatoxinas em tecidos e fluidos orgénicos. Isto
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ocorre devido &s Dbalxas concentracoes destas micotoxinas
normalmente observadas em tecidos, bem como & producdo de
biotransformados geralmente mais polares, e m»

dificuldades na obtencdo de um método eficiente para fase normal.
Apesar de existirem na literatura metodologias desenvolvidas

especialmente para a separa¢do das Aflatoxinas Bl1,B2,Gl e G2 em

fase normal, os slstemas eluentes descritos possuem em sua

maioria, um grande numero de componentes, muitos deles bastante

voladteis. Esta condigéo dificulta o preparo das fases méveis

acarretando preduizos na resolucdo, eficiéncia e reprodubilidade.

Além disso, 08 cistemas de solventes utilizados em metodologias

Jé estabelecidas, sio compostos téxicos e deletérios .
equipamento utilizado.

0 presente trabalho teve por obJeto desenvolver um sistema

eluente gque apresentasse boa resoluc¢do para a separacdo das

compativel com a coluna de fase normal

aflatoxinas, fosse
(silica) e indicado para a utilizagcdo com detector de
ultravioleta, além de apresentar baixa toxidez e menor agéo

corrosiva sobre 0S5 componentes metédlicos do equipamento.

03



2. REVISXO BIBLIOGRAFICA

Numerosas técnicas tém sido desenvolvidas nas duas ultimas

décadas para extracéo. purificacdo, quantificagdo e confirmacdo

das aflatoxinas em uma grande variedade de produtos.

As aflatoxinas B1.B2.G1 e G2 foram primeiramente 1isoladas

por NESBITT et al. (1962) e HARTLEY et al. (1963) que utilizaram

a cromatografia €m camada delgada de silica gel e como sistema de

solventes a mistura de cloroférmio e metanol (98:2, v/v). Nestas

condictes as aflatoxinas Bl e B2 apresentaram fluorescéncia azul

esverdeada, 80D radiacZo wultravioleta de comprimento de onda
longo (365 nm) -

As estruturas das aflatoxinas Bl e Gl foram determinadas por

NESBITT et al- (1962) . através da andlise dos seus espectros de
infra vermelho € ultravioleta, suas férmulas moleculares sendo
nte C H O e C H O, e pela espectroscopi
respectivame 17 12 6 17 12 7 ria de
massa.
métodos espectroscépicos ASAO et al. (1963)

Utilizando

estabeleceram as estruturas das 4 aflatoxinas e suas semelhangas,

confirmadas através da difracdo com raio X (Figura 1).
micas das aflatoxinas definidas, wvéarios

Com as estrutura gui

pesquisadores passaram a desenvolver sistemas de solventes para

cromatografia em camada fina., & fim de melhorar a separagdo e

04




l l AN
[\‘0’/1\‘0 Z OCH3

AFLATOXINA By

e

koJ\o l > oCH3

AFLATOXINA B2

Figura 1 ~ Estrutura gquimica da

s

OCHz
AFLATOXINA Gy

hoe

OCH3
AFLATOXINA Go

s aflatoxinas Bl, B2, Gl e GZ.




conseguentemente sua jdentificacdo e guantificacédo. Inicialmente

o eistema de solventes fol a mistura Cloroférmio:Metanol (98:2,

v/v) utilizado por NESBITT et al. (1962), posteriormente o
metanol foi substituido por acetona tendo entdo as segulntes

proporg¢oes: 90:10 v/v (ENGELBERCHT et al, 1965; EPPLEY, 1966) e

£5:15 v/v (GENEST et al, 1963). As melhores separacgdes foram

obtidas por HANNA et al. (1968) a partir da utilizacdo da mistura

de solventes composta de Benzeno:Etanol:Agua (46:35:15, v/v/v).

A utilizacao da cromatografia em coluna aberta tem

importédncia na separacdo de aflatoxinas, principalmente & partir

de extratos brutos. com © objetivo de obter-se extratos

purificados Ppara aplicagao em cromatografia em camada fina

preparativa € obtengdo de toxinas puras.

A cromatograia 3 1igquido de alta eficiéncia é uma técnica

que vem sendo utilizada na analise de aflatoxinas e seus

retabslitos desde O ijnfcio da década de 70. Apresenta vantagens

3s técnicas convencionais no tocante a sensibilidade,

em relagdo
especificidade. rapidez e exatiddo. 0s detectores mais utilizados

para anélise de aflatoxinas s8do os de ultravioleta e de
1timo bastante sensivel.

fluorescéncia, sendo este U

Muitos pesquisadores vém se dedicando & procura de um
sistema solventé adequado a uma boa resoluc3o das aflatoxinas.
SEIBER & HSIEH (1973) utilizaram cloroférmio e 1soctano (2:1,
te e coluné s{lica como adsorvente, a deteccdo foi

v/v) como eluen

amas indicaram uma mé resolucdo entre B2

a 254 nm. oSeus cromatogr

e G1 e entre G2 € P1.




PONS em 1976 conseguiu separar completamente as aflatoxinas

B1,B2.G1 e G2 com um sistema solvente composto de cloroférmio

saturado com &gua, ciclohexano e acetonitrila (27:7,5:1,0, v/v/v)

e 1,5% de etanol, em coluna de s{lica e com detecgdo a 360 nm

PANALAKS & SCOTT (1977) estudaram a separacao das

aflatoxinas B1.,B2,Gl1 € G2 utilizando coluna de silica gel e a

influéncia dos detectores de fluorescéncia e ultravioleta (U.V.)

na deteccio a niveis préoximos a 1 ng. Estes pesquisadores

empregaram coluna de vidro empacotada com o mesmo tipo de silica

da coluna analitica e conectaram—na ao detector de fluorescéncia

Assim, aumentou—se a sua sensibilidade, uma Vez gue as
aflatoxinas exibem maior fluorescéncia quando adsorvidas em
s{lica. Quanto a fase movel utilizada por estes autores,

verificou—se dgue a utilizacdo do sistema de solventes contendo

cloroférmio saturado com agua, ciclohexano e acetonitrila

(250:75:10, v/v/V) apresentou alturas de picos mais elevadas

guando comparado com O mesmo sistema de solventes adicionados de

Z2,5% de etanol .

Resultados semelhantes ao de PONS (1976) foram obtidos por

(1980) mna separacio das aflatoxinas em fermentado de

g utilizaram O sistema de solventes clorofdrmio

WEI et al-

soja. Estes autore

ciclohexano, acetonitrila (25:7,5:1,0, v/v/v),

saturado com &gué.
3o a 365 nm.

coluna de s8ilica € detece

A metodologia para extracido e isolamento das aflatoxinas

¥ pi.gr & Mi de SmostEEs de figado e sangue de pacientes com

primério e de pacientes com sindrome de Rey,

hepatocarcinoma
et al. (1981) incluil wuma adaptagdo da

descrita poT SI1RAJ

amostras em cromatografia liguida para

extragdo destas
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quantificacdo destas aflatoxinas. Eles utilizaram como eluente

uma mistura de cloroformio saturado com é&gua, ciclohexano
& L ]

acetonitrila e 1isopropanol (522D, DsdE2, V/V/V/V) e B

adsorvente sflica. A deteccdo a 365 nm fol eficiente para

guantificar nivels de nanograma.

AWE et al. (1981), trabalhando com anélises de aflatoxinas

em condimentos, utilizaram para separa—las de uma coluna de

sflica e detecgdo por fluorescéncia como o proposto por PANALAKS

& SCOTT (1977). A fase moével wutilizada fol a mistura de

diclorometano saturado com &gua, ciclohexano, acetonitrila

(Z25:7,5:1, v/v/v) com 0,5% de etanol, uma vez gue a adigido de

1,5% deste composto resultou em uma m& resolucdo entre as

aflatoxinas Bl € g1. O tempo de anilise fol elevado para 45

minutos. Observaral, ainda, gue & posig¢do dos picos de Gl e B2
na seguinte ordem de elui¢do: Bl1l,Gl1l,B2

foram reversos, resultando

e GZ2.-
A aplicabilidade e reprodutibilidade do sistema de separagéo
foram relatadas por SHEPPHERD et al.

com compressio radial.

(1982), que separaram &S Aflatoxinas B1,B2,G1,G2 e M1 em coluna

as detectaram & 365 nm. Extratos de amostras de

de silica €
figado SOT0 sanguineo € urina foram eluidos no sistema solvente
agua, ciclohexano, acetonitrila

cloroférmio saturado com

(75:22.5:2,5, v/v/v) cOF 2% de 2-propanol, ocorrendo separacio

inas B1.B2.G1 €
tos de analise e com fluxo de 8 mL/min para

das aflatox G2z, com um fluxo inicial de 2,0 mL/min

nos primeiros 1° minu

aflatoxina M1 nos trinta minutos seguintes. A

a eluicdo da

1idade fol eficiente por um periodo de trés dias.

reprodutibi
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A aflatoxina Bl fol detectada em soro sanguineo por TSUBOI

et al. (1984), que utilizaram detector de fluorescéncia para dois

sistemas solventes: cloroférmio saturado com &gua, ciclohexano,

acetonitrila e 2-propanol (75:25,5:3:1,5, v/v/v/v) para coluna de

s{lica e é&gua, metanol e acetonitrila (67:20:13, v/v/v) para

coluna do tipo C ., sendo que neste ultimo sistema a deteccdo foi

18

precedida pela formacio do hemiacetal B2 .
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3. MATERIAL E METODO3

3.1 EQUIPAMENTOS

Foi utilizado um cromatdégrafo liquido de alta eficiéncia

(Waters Associates, Inc., Miliford, M.A.) equipado com duas

bombas modelo 9510, injetor modelo UBK, mbédulo de compressdo

radial RCM 100 RCSS3, detectores de fluorescéncia (modelo 420) e

sncia Lambda—max (modelo 481) e integrador registrador

de absorb

(modelo 740) ., localizado 110 Centro Experimental de
Micotoxicologia (CEM) da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro.

3.2 PADROES
e aflatoxinas B1,B2,G1 e G2 obtidos da Sigma

0s padroes d
(Uspa), foram diluidos e gquantificados

Chemical CO.., OSt. Louis

metodologia descrita mDoO AOAC (1280), wutilizando

segundo a
Spectponic 710 (Bauch & Lomb), protegidos da

eSpectrofotémetrO
armazenados em freezer.

luz por papel aluminio €

3.3 COLUNA
nE separac585 das aflatoxinas foram obtidas em coluna
anal{tica de fase€ normal (Radial Pak Si 10 ) com mdbdulo de
compressio radial (RCM 100) protegidas por pré-coluna de fase
&
normal (Guard Pak RCSS Si)-




3.4 SOLVENTES

0s solventes utilizados tanto na cromatografila guanto
= no

preparo dos padroes foram de grau Uvasol* ou Lichrosolv* e

submetidos a filtracéo. antes do uso, em filtro Millipore tipo

GVWP 0047.

3.5 FASE MOVEL

0 sistema de solventes testado foi Acetato de Etila e n-

Hexano nas proporgbes de 5:1. 3:2 e 3:2,5 volume/volume e

comparado com OS seguintes sistemas de solventes:
-Cloroférmio € Isoctano na proporcéo de 2:1, volume/volume

segundo SEIBER & HSIEH (1973) .

—Diclorometano, n—HBexano, pAcetonitrila (25:7,5:1,0 _

volume/volume) acrescida de 0,5% de Etanol segundo AWE et al.

(1881).

3.6 PARAMETROS DA AVALIACEKO DA SEPARACAO DAS AFLATOXINAS.

0z padroes foram eluidos pelas diferentes misturas de

L)

solventes € getectados POT absorbancia a 365 nm. Os parémetros
utilizados para avaliar os sistemas de elulcdo foram Seletividade
(alfa), Fator de capacidade (k°), Eficiéncia (N), Tempo de
Retencio (TR) € Resolugao (R) -
fluxo da fase movel fol de 1 mL/min até 4.0

A variagdo do
onitoracdo si
dos picos foi feita por co-indecdo dos

multénea da pressdo na coluna

mL/min., com & T
identifica¢5o

racao dos tem

A
pos de retencdo. Usou-se o tempo

padrdes e POT compa

medido no momento da inJegcdo até o aparecimento do

de retengéo




dpice do pico 0
0. termo usado para id
entificar esta
g medida fol

Fator » -
de Capacidade (K7), definido pela seguinte e
- quacao:

A resolucgdo (R) descreve
o grau ou magnitude d
‘ a separagao

gquantificando & separagdo de um componente do outro. O
# s picos sdo

totalmente resolvidos guando R € mailor que 1
) o (=]

considerados
tido como adeguado quando R € jgual a 1,0 & &
’ efinida

matematicamente POT*

1/2 (W1+W2Z)

Fator de Separagdo. Fator de Seletividade ou simple
smente

Seletividade (alfa) & um valor indicativo de onde s
aem dois

utro. E dada pela seguinte féormula:

picos, um €m relag&o ao ©

A eficiéncia fol monitorada pela contagem do nimero d
e

pratos ted6ricosS- Esta nedida & fregquentemente usada como
uma
fedida do desempenio ge uma coluna ou Uma medida do alargament
nto

1culada pela seguinte formula:

dos picos, fol €&

v o2

N =25 )
W
mosque:

1as acima t€

Nas formu
de um componente nao retido, desd
L b= e @)

(em mm)

Ponto de injecgo até © aparecimento do apice do pico.

"




Vn - €& o valor (medido em mm) desde o ponto de inJec&o até

o aparecimento do éapice de cada pico no cromatograma.

Wn - largura de cada pico, medida (em mm) por extrapolacdo

na linha base do cromatograma.

3.7 RECICLAGEM DA FASE MOVEL

Consiste no retorno do efluente do detector para o

e movel.

reservatério gque contém a fas
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4 - RESULTADO3

Os parémetros avaliados mna separacio das £
aflatoxin
as

B1,
Bz, Gl e G2 encontram—se ordenados nas Tabela
s e Figuras

relacionadas @& segulr:

4.1 - Variagdo da presséo d
o sistema Ace
tato de

Etila:n—Hexano (Z:1) & 08 respectivos tempos de rete
5 ngdo obtidos

para as aflatoxinas = Tabela 1-

da ressé
pressdo do sistema Acetato d
e

5.2 T variagéo
Etila:n—HeXé : '
2 5 ano (3:2) e 08 respectivos tempos d
s de retencdo obti
dos
- Tabela 2.

para as aflatoxinas

4.3 ~ variagédo da presséo do sist
ema Acetato d
e

e 0S respectivos tempos d
e retencdo ob
tidos

Eti1as:pn-Hexano (3:2:9)
pary ap aflaboxipas — Tabela 3-
&= Variacﬁo da pressdo do sistema
Clorofér
mio:

4.4
pectivos tempos de retengdo obtid
o8 para

e 0B re®

Isoctano {2:1)
- Tabelad 4.

aflatoxinas




= "r—r.j v 2 130 S (@] l le a ()r'(”netan = -
= da e . -

Hexano:
:acetonitri % &
la:etanol (75,0:25,5:2,5%E
] ~ L] : IO) e (813
respectiv
oS

tempos
de rete
ngdo obtidos para as aflatoxi
nas - Tabel
a 5.

4. A\Ia & e
6 - 1'_'ldC‘.dO da I"ESO]UC%O (R) Selet v Q
L] i j.dad
( )7

eficiénci
a (N)
e fator de capacidade (K°) em f
ungdo das
fases

movels
Cloroférmio:lsoctano (2:1)
- ) Diclorom
etano:n—

Hexano:
-acetonitrila:Etanol (75,0:25,5:2,5 2
g L] - v s ,O) e A
cetato
de 2:1. 2 o
3-2 e 3:215, a um flu}’
0 de

Eti -n-
la:n-Hexano nés proporgdes

4
,O mL/min -~ Tabela 6.

4.7 - geparacdo das aflatoxinas Bl B
, 2, GI
e G2

Obtid'c 4
as com 4 fase movel Acetato de Etila:n-Hex
- ano nd
proporcéo

e 1 ml/min ¢& mostrada na figura 2
a

™ .
2:1, a um fluxo a

4.8 ~ Separacﬁo das aflatoxinas Bl B
(=) 3 2, Gl
e G2

OV Ace ato de Etila:n Hexano i A
t na Propor {
move ¢do

obtidas com & fé
3:
2. a um fluxo de 1 nl/min € mostrada ma figu
ura 3.

5.8 = Separacéo das aflatoxinas Bl B2
L L} G1 e

G2

e Etila:n—Hexano na Pprop

orgéo

m a fase€ povel pcetato d

e 1 ml/mi

obtidas co
n € mostrada na figura 4

e

2.5 a um fluxo d

0o - SBparacﬁo das aflatoxinas Bl B2
L] 5 Gl

il Acetato de & Be

mostrada na figura 5

4.1
Etila:n—Hexano na pro
porgéo

ase lT!(f’Ve

ml/min é

obtidas com & f

2
1, a um fluxo de




R — 2 -4
P ' Bz Gl
4 ]] Se aracdo d L] GZ

Obtidd._:'
@]

3:2
, a um fluxo de 4 ml/min ¢ mostrada na figura 6

4 12 - Separacdo das aflatoxinas Bl B2 G1
, , e Gz

obt
idas com a fase moével Acetato de Etila:n-Hexano na
pProporgdo

3:2,°F
2.5 a um fluxo de 4 ml/min. ¢ mostrada na figura 7

4 13 Separacdo das aflatoxinas Bl BZ G1
] . e Gz
0
btidas com a fas€ movel Cloroférmio: Isoctano na pror
worgdo de
n € mostrada na figura 8

2:1, a um fluxo de 1 mL/mi

414 — Separacao das aflatoxinas Bl, B2, Gl e G2

obtidas com a fase movel Diclorometano:
: 5=
Hexﬂﬂ@:acetonitrila:etanol na proporgéo 75.,0:25,5:2,5:2.0
»9:2,0, & um

n € mostrada na figura 9.

fluxo de 1 mL/mi

- Separacﬁo das aflatoxinas Bl1, B2, Gl e G2
a fas¢€ movel Clorofémio:lsoctano na proporcdo d
? e

obtidas com
/min ¢ mostra

da na figura 10.

das aflatoxinas Bl1, BZ, Gl e G2

4.16 — ~°
fase movel Diclorometano:n-—

obtidas com
proporcéo 75 . 0:95,5:2,5:2,0 .
L v um

Hexano=Acetonitr115:Etan01 e

n é most

rada na figura 14«

fluxo de 4 mbL/mi

o radial foi escolhido por

0 cistemd de compressa
DEDOS by
Proporcionar praticidade no manusei DTN s ——
16




da coluna, aumentando assim o seu tempo de vida util.

Os sistemas de solventes foram Lrocados por novos apoés

a centésima 1indecdo de padrées, sem que fossem observadas

alterac®es mna linha base., nos tempos de retencdo ou ainda o

surgimento de picos interferentes.

17




Tabela 1 - Efeito do aumento do fluxo na pressdo da coluna

o de retencdo das Aflatoxinas usando compressdo radial

e no temp

e como sistema solvente O Acetato de Etila e n-Hexano (2:1).

+ —————————— + ————————— + ————————— -} ————————— '{ __________ | ——————————— I
l | | i |
| FLUXO | PRESSAO Il Tempos de retencgéo :
| | )
| mL/min | psi II AFB1 AFBZ AFG1 AFG2 :
-il-— .:. ————————— B i SRR it ST do—m T +
___________ | | | |
| | | ! .
| 11.1 | 13.6 15.1 | 19.2 |
5 1.0 | 205 | | | | |
| : 1 l } | |
7.3 | 9.1 10.1 | 13.0 [
1 1.5 [ 310 : | | | |
I| : ; ! 5 : , | |
5_5 1 6. <5 | Q.8 |
I 2 0 | 365 : I | I |
: ;l | 1 : [ ,
I 2.5 | 381 : | | | |
I [ | | : ’ | |
l | 3.3 I 4.5 .0 | 6.4 |
3.0 | B7e : ! | ! ,
| ' 1 PR Pt |
| l 3.1 | 3. 1. S ]
l 3.5 t 657 : | | | |
| | | | ; ' |
| | 43 | 2.7 | 3.4 : 3.8 : 4 8 |
7 |
" #-0 : ; : I | ,
[ | b e fom=mmm T o e e e e sl i
P s e I i




- Efeito do aumento do fluxo na pressdo da coluna

o

Tabela

sando compressdo radial

e no tempo de retencdo das Aflatoxinas u

+ - —— e e +
| | |
| ™ | |
| @) | |
“ M “ @ e (s} b~ b~ oy [5)) |
. . ' H
1 | @ (6) < — (97} b~ (8] 1
_ | N i L i l
| |
| | |
| | |
| | |
+ e +
[ o] | |
| w0 — | |
| e O | (@] [6)] ™ () < — ™ |
| n x, | . . . ‘. . |
| Q < | ™~ < - f6)) [ © ITe) |
| + | N — i 1
| )] | |
| — | |
| I [
o QO +F o — e — e — o E——— e — +
| o __ 1
I |
1 )] N l [a\] ™ )] (85 ) < [ |
| Q m i . . . 1
1 SV £ | m m (6] o~ © Tg] <t |
| = < | — — |
| 1)} | \
\ = | 1
1 | |
+ —_——_—_——_———_ e ——————— = — — +
| | \
1 \ \
| mw | Te] e © (18] ™ m o~ _.
| \ . 0 . .
\ f \ e @] b~ O 9] < m \
| << \ — — \
1 \ |
| | |
| | \
+ —_———— —_———— e e — e — . ——— = == -+
] | \
| (@] i \
| (= | \
| 149 -~ | (6)} (49} 9] m [Ip] ) — \
\ 0N 0]} | (6)] [9)) b~ [(e] A N ™ \
\ |£4) (SN | — N m <t e} © o~ \
| [0 \ |
1 ja ¥ | \
| | |
+ —-_————— = +—_—_—_———_ e —_—_— — — — —_———— = =~ — — — +
| 1 1
1 = | |
| - | _ﬂ
| Q E |
| W B | (@) 'p] @) ['s] &) N O 1
| | | . . [ |
I .| g I — — N (o] ™ ™ < I
I [z 1 ]
| | |
| | |
G+ —_———— — +—_——— e —_—_—_——_—— — — —— — ——— = — — “+




Tabela 3 — Efeito do aumento do fluxo na pressdo da coluna
e no tempo de retencdo das Aflatoxinas usando compressdo radial
e Etila e n—-Hexano (3:2,3).

e como slstema solvente O Acetato d

t——_—— e —— 4777 R T S i A prEmesE——— - T
| | I os de retengdo |
| FLUXO | PRESSAO | SHEIIE ]
1 | AFB2 AFG1 AFGZ |
' mL/min | psi i ERR I
I l S i = e st +
T T i B T
2 | 28 : .
{ 1.0 : 210 t 22 | : : :
|
|
| | g | 18.9 | 22.5 | 29.7 |
SRR e i R A
| |
l L [ 222 [
| z.0 1 400 LT : f i
| I I
| ' | qg | 118 w135 | 17.8 |
L 2.8 | 470 : ! : : :
| |
| | T T B o B A L
| =g | 563 : | |[ I E
| | |
' l : 63 | 8.0 : 9.5 : 12.9 :
| 3.5 | 645 | | | | |
: : | : : e e | 1gad B
| i | | |
: 4.0 ' 727 | : | | |
| : I __’___..{. ————————— + _________ + ___________ +
e




T r——

© - + —_———— - o——— e —— - - —— — 4
= ] | I |
=} -— 1 | |
— o] | | |
o] ] I N | ~— (63} (@] (0] O ™ 'e] |
0 ~ I (] | . . . ' |
I T b~ o} @] o~ <+ ™ O |
e} . | < | m N ™~ — — — — I
o @] ~ | | i
«U — | I I
o] [0} L] | | |
g (0] ™ | | |
n o0 - + —_—— e ——— e —— — — — — +
0 “ | 0 | |
m m m | «g | |
{ o | AN o~ ™ o~ O - Te} |
(o} o] d | ] (@) | . ' . ' i |
SR | 0 © @ < - e ® - ]
@ () | 42 < | &\ - ~ — — |
a 6] 0 | )] | |
e} n | [ | \
(e} [ — | i |
X o© + 0 —_ e e — — — — — — — -
) 0 (o] | o 1 |
— =3 | | |
G (i} 1 )] ™~ | Te) < (19} < o~ ™M < |
n | 0 m \ . g . \
0 0 O | & fxy | s8] m @] [se] o~ O 9] |
! [ | g <« | — - — \
-~ g | 0} | \
o ® “ | = | \
4+ (@] Q \ | \
R + Yo i o e B S R ) e i i e e i +
O © e] | | \
=} — “ | \ \
3 U (@] | - | — (63} (s} (9] ™ © ] \
lis] << — 1 fun) \ . . . \
&) | fx 1 < 6)) ™~ (o] W) < Sy \
8] mn | << | — \
o W] (o] | | \
o] | \ \
Q (0] | | \
£ o P +———— = f——— e e e —— — — +
- Wi (& \ \ \
Q O QO | (@] | \
Gy o > | & | \
] o — | 6))] - | (e} o =8} ™~ O @) (8] \
+ 0 | 49} 0] | o~ ] O — ) @) (4)] \
| 13} 0n | 3] oy | ™~ <t 9} b~ w B — \
= | (04 | — — \
A | | oy \ |
© = | | |
T o + —— - — — e —_———_—_— e ——— — — — — — +
[19] + | | |
— (@] 0 | | |
13} O T | o | |
Q =] ] | O -t | |
] ® | 3 = | (@] i @] T} @] Tg] @] |
= + o} | ~ | . . I
= I G ] i — ™~ o~ m m < |
o O | [z, = | i
= 0 I __ h_
|
o 1} e G —— e e — —_——— — — —— — — T +




de capacidade(K),Seletividade( )

Tabela 5 —-Valores de Fator

Eficiéncia (N) e Resolucdo (R) das fases movels:
(SEIBER & HSIEH,1973), Diclorometano:n-

Cloroférmio: Isoctano
(AWE et Hil 1981) e Acetato de

HexanmAcetonitrila:Etanol

proporc6es 2:1, 3:2 € F2D.5.

Etila:n-Hexano nas

P s i R e
iy ST - fm———————————— +
| Fase |Fator de CapacidadelEficienciaIResoluca6!5e13t1Vidad
el
| Mével | (K7) I |
T S S + (N) I (R) | (ALFA) |
| IAFBlIAFBZIAPGlIAFGZI ________ I | |
te———_—— S = i = Ui +
: | | | L : I |
Clorofor-| | ! | I
Imio Isoc—| 8,7|12,2I17.3|24v5' 737,7 1 28 1,4
Itano. | ! I | I | |
14 mL/min. | | l ' I | | !
I ! I I I ________ Al i — |
s T PR s | T _________ +
| I I I
| l | l
Dictoromel || | | | |
ano/n-He | I I G5 Nl ¥0.6 |
IxanO/Acé—I 2,11 2.4/ BT | 3'2I % ' ' 25
tonitrilal | : I | ! !
'Etanol. | | | I | ! | I
4 nl/min.t | o | i }
| | | P s ey P e s S
o ,,,,+ﬂ-~—+*"‘+’ | I i
! N l | L | | |
Etila/n- | I ! | I I I I
(gxens | ' I | | i '
| mL/min. | | I 6 1|10;7I _‘LO'?O [ 1 I 1.2 |
oer Ty BBl TeBlE : | |
| ' | ' joss 1 B fise 2
I I ' ollO-3I13'5I | ! ' |
| 2 : 7'OI =y :23 4I ssa A7 1,3 I
| 7.6 2 | I
| 3:8.5 (11,3114~ :1 | L e Jm R e m I
I gt —*
b I g
______ e
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5. DISCUSSEO

0 pre
sente T &
trabalho teve por obJetivo o desenvolvi
uma fas ) ] i
] de [
movel que fosse., @&o mesmo tempo compativel |
1 ve
N f com colu
2 ase nNoO & -
rmal. € que Nnao aPPEBGHtHSSE interferé .
reéencia
o

onda usado para detecgd
cdo das aflat
oxinas
por

comprimento de

Na maioria dosS métodos desc
grande numero de componentes em sua Ccom
ompPOSicEo

que possulam um
& ST E

PANALAKS

1977; WEI et al., 1980; AWE et

(PONS, 19763
&l , 1981; SIRAJ et al.» 1982 e TSUB

OI et
Os solventes utilizados em 0

1981; SHEPERD et al. .

alores PTOPDPC6ES 830 o
= S

al., 1984).

de  maior volatilidadev o que ©°F incompatibiliza para a

UtilizacZo. em nossas cOﬂdicﬁes amblentais, conforme observado em
os sistemas de solventes

todologléas:

nos me
0ss0s ensaios. Nessas
de gré

compostos

nde toxicidade (por exemplo
a

erem t6xicos, s3o també
ém

a
presentam oré
gue glém de &

acetonitrila) oré composto®
d4gressivos ao equipamentO'(POF exemplo © cloroférmio). ;

0 sistemd i TEnte gescrito POT AWE et al. (19819, |
Composto de dic1OrometBHO’CiCIOhexanopacetOnitri13 (25+7,5+1.,0) ;
com 0,5% de etanol abSOlUtO; e testadoe por nos, embora
apresentasse POTP re 41tados no fluxo je 1 mL/min., guando se
elevou P para 4 ql/ LT apresentou baixos valores de

o u
T (610.6) e com seletividade
resolugio (0.6)° de eficie“"i g€ s
33

o



{(Tabela 5).
0O sistema proposto por STEBER & HSIEH (1573) composto d
L] v e

cloroférmio e isoctano (2:1 v/v), quando testado por né
os,

apresentou presséao elevada na coluna (712 psi) para um fluxo de
2,5 mL/min., com tempos de retencdo de 6,5:8,4:11,7 e 17,6
minutos para as quatro aflatoxinas testadas (Tabela 4). Com um
s valores de resolucdo (2,2) foram elevados,

fluxo de 4 mL/min., ©
paracdo dos compostos,

il 0. Este fluxo acarretou aumento

mostrando boa 5€ mas com pouca eficliéncia

e boa seletividade
para 1.200 psi. Pela anédlise destes dados
i

1 dificulta a operacdo em fluxos

(1747

da pressdo da coluna

verifica-se que €5t8 fase move
mais elevados guando se Pretende a reducio dos tempos de |

retencgé&o.
Acetato de etila € n-Hexano (2:1 v/v)

fluxo de 1,0 & 4,0

743 psi e reducido dos tempos de

movel

Na fase
mL/min. observou-se

s yarliacoes de

submetida &
o de 205 para

um aumento da pressa
a 3-8 minuto

de 15.1 par

s e da AFG2 de 19,2 para

retengdo da AFG1

4,8 minutos (Tabela 1).
zada D& proporcﬁo de 3:2 (v/v), cOm a mesma
199 para 721 psi, com

i observado com a P

Quand
a -se de
variacio de fluxo©:- a pressao elevou
s de retencdo da AFB1 de 15,5 para 3,7
diminuiggo dos +tempoS
2 4,7 minutos., da AFG1 de 22,0 par
19,2 pdra o ‘ ;
minutos. da AFBZ d€
inutos (Tabela 2) !
g,8 paré 6,9 m - |
AFGZ de 28 |
roporcéoc 3:2,5 !
|

5,3 minutos € da
para 727 pei com redugdo

Semelhant
5 ovou de 210
(v/v), quando & pressd® ere "

e 0.2 para 9:3 (AFB1). de 28,2 para 7,0 |
dos tempos deé reten . |
P . - para 8,3 minutos (AFG1) e de 43,9 para

mi e , B
dnutos (AFBZ) oid gemonstrado fna Tabela 3. Com a ;
(AFGZ) |
|
|

10,9 minutos
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diminuica
cao da
pola
ridade da fase mével obte
ve-se aum
nento dos

temp
os de r a
etengao
' proporcionando valores i
maie ele
vados
para o
[ 4

Fator Ca
apacidade :
(K”), como demonstrado na Tabel
a 5. A Eficié
encila

{N) d
o nosso 8l
stema variou de 850 (fase mer
105 polar)
a 1070

(fase
mals ol
polar). 0O menor valor de eficiénci
a fol dev
ido ao

alargam
ento do
f s plcos €m funcao de uma mai
aflat S -
oxinas com & coluna (Tabela 5) G <3
A fase HS
por nos desenvolvida, nas trés pro
porgoes
, ©ocasiona
ferior na coluna do que a encont
ontrada
1 em

uma 3
pressao muito in

com da (i I-CIE
ase de SEIBER & 5 H (19?3) a u
m fluxo de

n
ossos testes.

4 mL/mi
1.
tividade (al
fa) de
12

ontrados para Sele
e 1.3
para a propor¢go 3:2.5

0s resultados enc

mais polar € d

a n

Para a fase moUEl

o] T

P lar fOi a melhor para a E€pa
agcao

a fase menos

d(:':
nce

e aflatoxinas nas condi¢des

da mistura d
tr
abalho e gquande comparadas ¢om os indices de Sel
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