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Measurement of the Inactivation of Ochratoxin by Gamma Radiation. An example of the
Potential use of lonizing Radiation in decontamination of chemical agents

Abstract: Ochratoxin A (OTA) is a compound produced in foods by molds that may cause harm to humans and animals
such as induction of cancer. Therefore, to ensure food security is necessary to reduce the content of OTA in food.
Irradiation is a processing technique that consists in the exhibition of products of ionizing radiation action for technological
improvements. lonizing radiation can also act in the inactivation of toxins by promoting degradation of the same by the
formation of radiolytic products. The present study aimed to verify the action of doses of 1, 3 and 5 kGy in the inactivation
of ochratoxin A (OTA) in model solutions. To quantify the reduction of the content of toxins in the samples tested we used
chromatographic techniques and the data obtained were analyzed statistically. We also investigated the possible radiolytic
products formed by analyzing for Mass Spectrometry High-resolution electro spray ionization. The results reveal that
ionizing radiation has the potential to reduce the toxicity of products contaminated with OTA with considerable
inactivation of the same from the lowest applied dose (1 kGy). It was found that the main radiolytic products are obtained
by oxidation with formation of products of the breaking of bonds, preferably in the branches. The identification of the
main radiolytic products shows that they are less toxic than the original. Thus, the application of ionizing radiation is
presented as a viable alternative to chemical decontamination.

Keywords: Gamma radiation; ochratoxin A; high efficiency liquid chromatography; mass spectrometry; chemical
decontamination.

Resumo

A ocratoxina A (OTA) é uma toxina produzida por fungos em alimentos que podem provocar danos aos homens e animais
como, por exemplo, a indugdo de cancer. Por isso, é necessario reduzir o conteddo de OTA nos alimentos. A irradiagdo é
uma técnica de beneficiamento que consiste na exposicdo de produtos a acdo de radiagdes ionizantes. A radiagdo
ionizante também pode agir na inativagdo de toxinas, degradando-as pela formagdo de produtos radioliticos. O presente
estudo teve por objetivo verificar a acdo de doses de 1, 3 e 5 kGy na inativagdo da OTA em solugGes modelo. Para
quantificar a redugdo do conteudo de toxina nas amostras testadas foram utilizadas técnicas cromatograficas e os dados
obtidos foram submetidos a tratamento estatistico. Foram também investigados os possiveis produtos radioliticos
caracterizados por espectrometria de massas de alta resolugdo com ionizagdo por eletrospray. Os resultados revelam que
a radiagdo ionizante tem potencial para reduzir a toxidez de produtos contaminados com OTA com consideravel inativagdo
desta toxina a partir da menor dose aplicada (1kGy). Verificou-se que os principais radidlitos sdo obtidos pela quebra
oxidativa de ligagGes, preferencialmente nas ramificagdes. A identificagdo dos principais produtos radioliticos revela que os
mesmos sdo menos téxicos que os originais. Sendo assim, a aplica¢do da radiagdo ionizante se apresenta como uma
alternativa viavel para a neutralizagdo de toxinas, com aplicagdo direta na descontaminagdo quimica.

Palavras-chave: Radiagdo gama; ocratoxina A; cromatografia liquida de alta eficiéncia; espectrometria de massas;
descontaminagdo quimica.
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1. Introdugao garantir a seguranga alimentar contra
agentes tanto quimicos quanto bioldgicos
tem sido foco de ag¢Bes nacionais e
internacionais nos ultimos anos. Na fronteira
entre esses dois grupos estdo as toxinas,
compostos quimicos oriundos das atividades
metabdlicas de seres vivos. Classificadas ao

No atual panorama mundial, a seguranca
quimica tem permanecido como uma
necessidade humana bdsica. Nesse contexto
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mesmo tempo como agentes de guerra
quimica e bioldgica as toxinas também se
caracterizam como uma das principais causas
de doencas de origem alimentar.! Fato que
torna as toxinas potenciais agentes de
contaminacdo de estoques de alimentos,
suprimentos de dgua e até mesmo de ragao
animal, em eventuais ataques terroristas.

Como potenciais riscos a seguranga
alimentar, se destacam entre os diversos
tipos de toxinas, as produzidas por micro-
organismos como fungos e bactérias. Os
alimentos sdo frequentemente sujeitos a
contaminagdao por micro-organismos e suas
toxinas em todas as fases de seu
processamento. Mesmo atentando para os
conceitos de seguranca alimentar ja
difundidos atualmente como o uso de boas
praticas e a avaliacdo e controle de riscos é
muito dificil impedir completamente a
contaminagdo.” Esse problema compromete
0 consumo, ja que a ingestdo de alimento
impréprio pode causar um grande niumero de
doengas, que vao desde simples alergias até a
morte.> Devido a essa constante
preocupacao, alimentos contaminados acima
dos niveis aceitdveis para consumo humano e
de animais sdo considerados impréprios e
por isso sdo descartados levando a
significativas perdas econdmicas. Além disso,
esse desperdicio contribui para o aumento do
problema da fome, ja que, com a
disponibilidade menor, o alimento se torna
menos acessivel a populagdo em um
panorama mundial.

Para minimizar as perdas é necessario o
uso de métodos de conservagdo de
alimentos. Os métodos convencionais fazem
uso do calor, do frio e do controle de
umidade, proporcionando uma inativagdo
enzimatica e microbioldgica e prolongando
consideravelmente a vida util dos produtos.*
Entretanto, apesar de diminuirem ou
retardarem a contaminagcdo por micro-
organismos, esses métodos nao sdo efetivos
na diminuicdo do conteddo de toxinas
presentes nos alimentos. Dentre as novas
tecnologias de beneficiamento de alimentos

Vo

que possuem potencial na descontaminacgao
de toxinas, destaca-se a irradiacdo. O
processo de irradiacdo consiste na exposicao
do produto tratado a uma radia¢do ionizante
oriunda de uma fonte especifica. Em sua
aplicacdo em alimentos, sdo alcangados
diversos objetivos como a eliminagdo de
micro-organismos patogénicos, insetos e
larvas, a inibicdo do brotamento de
tubérculos, o retardamento da maturagao de
frutas e o aumento da vida de prateleira dos
produtos.” Para o controle e diminuicdo do
conteudo de toxinas nos alimentos, o
processo de irradiacdo pode  agir
basicamente de duas formas: na eliminacao
dos micro-organismos produtores, o que
previne uma recontaminacgao, e na inativagao
das toxinas, através da promocdo de
transformacgdes quimicas.

O presente trabalho apresenta um estudo
do processo de inativacdo da micotoxina
ocratoxina A com o uso da irradiagcdo gama,
através da andlise de sistemas-modelo
artificialmente contaminados. Foi avaliada a
influéncia da dose aplicada na reducdo
percentual da toxina e feita a caracterizacdo
dos produtos radioliticos formados com o uso
de diferentes técnicas espectroscdpicas.

1.1. Ocratoxinas e a ocratoxina A

Ocratoxinas sdo micotoxinas produzidas
pelos fungos dos géneros Aspergillus e
Penicillium. Quimicamente, sdo descritas
como acidos organicos fracos derivados da
di-hidrometil-isocumarina unida por uma
ligagdo peptidica a L- fenilalanina.’ Ha trés
principais tipos de ocratoxinas geralmente
conhecidas como A, B e C (Figural). Apesar
de serem estruturalmente semelhantes elas
possuem diferencas importantes que
interferem diretamente na sua toxidez. A
ocratoxina A (OTA) é clorada, e é cerca de até
dez vezes mais tdxica que a ocratoxina B
(OTB), segunda na toxicidade, seguida pela
ocratoxina C (OTC), ou OTA etilica, com
pouco potencial téxico.’
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Figura 1. Estruturas das ocratoxinas A, Be C

Um grande numero de espécies de
Penicillium e Aspergillus sdo produtoras de
ocratoxinas. As espécies Penicillium sdo
predominantes em regibes temperadas
enquanto que as espécies de Aspergillus
atuam mais significativamente em regides
quentes. As espécies também variam de
acordo com a cultura, P. verrucosum, por
exemplo, é o principal produtor de
ocratoxinas em cereais europeus, enquanto
A. carbonarius é o principal produtor em uvas
e A.ochraceus é o micro-organismo mais
frequentemente encontrado em café.?

Por ser a mais toéxica e também presente
em maior quantidade como contaminante de
alimentos, a OTA tem especial importancia.
Ela foi primeiramente isolada na Africa do Sul
em 1965, mas sO recentemente o interesse
por ela tem crescido a medida que
aumentam os indicios de que se trata de uma
substancia cancerigena. Esse fato levou a
comunidade europeia a estabelecer a partir
do ano de 2001 limites para esta micotoxina.’
A ocorréncia de OTA como contaminante
natural de diversos produtos tem sido
reportada em todo o mundo. Entre os
produtos de origem vegetal estdo cereais
(trigo, cevada, centeio, arroz, milho e aveia),
café e cacau, leguminosas, uvas-passa,
alcaguz e especiarias. Além disso, a OTA

também pode ser encontrada em suco de
uva, vinho e cerveja.’® A OTA possui um longo
tempo de residéncia no corpo de animais
contaminados, o que implica que animais que
consumam ra¢des com OTA a terdao em sua
carne, leite e derivados.™ Como a maioria das
micotoxinas, a OTA é termicamente estdvel
sendo, portanto, resistente aos tratamentos
térmicos. Como contaminante de alimentos a
OTA também permanece sem se degradar
mesmo durante longos periodos de
armazenamento. Apesar de a OTA pura ser
foto sensivel, o efeito da luz sobre as toxinas
aderidas aos alimentos tem pouca
importancia. Os niveis de contaminacgdo se
mostram similares para amostras estocadas
no escuro ou no claro. Esses fatores indicam
gue é muito dificil a remocdo de OTA de
alimentos pelos meios convencionais.™

1.2. Airradiacao de alimentos

A irradiacdo de alimentos é um meio
alternativo de conservagdo que consiste na
exposicdo do alimento a uma fonte de
radiacdo ionizante por um determinado
tempo, de modo a obter doses controladas.™
E um processo fisico que pode ser aplicado
tanto com o alimento embalado quanto a
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granel com finalidades sanitdria,
fitossanitaria e/ou tecnolégica.14 Como
fontes de radiagdo ionizante sdo autorizados
o uso de raios gama (utilizacdo radioisétopos
de Co® ou Cs*’), feixes de elétrons
acelerados (energias superiores a 10 MeV),
ou raios-X (energia superior a 5 MeV) que
transmitem uma certa quantidade de energia
por unidade de massa de alimento, a
chamada dose de irradiacdo.”® Apds a
conclusdo de pesquisas lideradas,
principalmente, pelo  Exército  Norte-
Americano pode-se verificar que alimentos
irradiados mesmo com altas doses eram
seguros e adequados nutricialmente para o
consumo  humano.” Inicialmente  a
Organizacdo Mundial de Saude (WHO), a
Food and Agriculture Organization of the

Vo

United Nations (FAO) e a Agéncia
Internacional de Energia Atomica (IAEA)
estabeleceram como limite uma dose média
de até 10 kGy nas aplica¢Ges da irradiacdo
em alimentos.'® Contudo, a continuidade das
pesquisas, com doses altas (acima de 10 kGy)
revelou que a irradiacdo pode ser aplicada
em qualquer dose sem apresentar riscos para
os consumidores, desde que o processo seja
adequado para atender a um objetivo
tecnoldgico.”

O tratamento com radiagdo ionizante
pode ser usado para alcancar diferentes
objetivos que dependem diretamente das
doses aplicadas. As principais relacdes entre
dose e efeito em diferentes alimentos estdo
resumidas na Tabela 1.

Tabela 1. RelagOes entre doses e efeitos na irradiacdo de alimentos*

Doses (kGy) ] Efeitos
0,05-0,15 a) inibir germinacdo
Reduzidas (até 1kGy) 0,15-0,75 b) eliminar insetos e pafa.5|tas
c) retardar processos fisicos
0,25-1,00 ~
(maturacdo)
1,00 - 3,00 a) prolongar o tempo de conservagao
3,00-100 °© ¢ -°P ¢
organismos
30,0 - 100,0 a) estenIlzagafol:wdcu;'gjl (combinada
Flevadas (1 100 kGy) b) descontaminacdo de certos
10,0 - 50,0 ¢

aditivos alimentares e ingredientes

*Fonte: (OMS, 1995)

As interagOes da radiagdo ionizante com o
substrato tratado resultam na formagao de
elétrons com alta energia distribuidos de
forma aleatéria em toda matéria, causando a
formacdo de ions e radicais livres. As
transformacGes desses ions e radicais livres
em reagbes com outros compostos,
rearranjos ou mesmo dissociacdes, causam
efeitos sobre a matéria tratada que
dependem do tipo de radiacao utilizada e seu
nivel de energia, da composicdo e estado
fisico do alimento e ainda da temperatura e
das condigdes atmosféricas. As mudancas
guimicas em questdao podem ocorrer através

dos efeitos radioliticos primadrios, causados
pela absor¢do de energia pela matéria, ou
através de efeitos secundarios, resultantes da
alta reatividade dos radicais livres e ions
originados por efeitos primarios. Os produtos
guimicos estaveis, resultados das
transformacbes finais sdo detectados e
referidos como produtos radioliticos.™

Contudo, estudos dos efeitos da
irradiacdo gama na qualidade de alimentos
indicam pequena redugdo nutricional, sendo
as alteragbes, em geral, similares as
alteragdes e perdas nutricionais envolvidas
em outros tipos de beneficiamento. Além
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disso, os beneficios do processo de irradiacdo
como a redugdo no uso de aditivos,
conservantes e inseticidas, prevencdo de
intoxicagoes alimentares e maior
aproveitamento de alimentos, minimizam as
perdas. Os beneficios do processo
incentivaram o consumo, a produgdo e a
comercializagdo de alimentos irradiados em
muitos paises. Atualmente, mais de 55 paises
permitem e aprovam a irradiacdo em cerca
de 60 diferentes tipos de alimentos, incluindo
condimentos, graos, frutas, vegetais e carnes
desossadas de aves, bovinos e peixes. No
Brasil, a ANVISA aprovou a resolucdo RDC n?
21 de 26 de janeiro de 2001, “Regulamento
Técnico para Irradiacdo de Alimentos”, que
permite a irradiacdo de qualquer alimento
com a condicdo de que a dose maxima
absorvida seja inferior aquela que
comprometa as propriedades funcionais e/ou
os atributos sensoriais do alimento e que a
dose minima absorvida seja suficiente para
alcancar o objetivo pretendido.” Na
aplicacdo da radiacdo ionizante na reducdo
do conteldo de micotoxinas em alimentos ja
foram relatados casos de completa inativacao
para irradiagcdes com doses entre 15 e 20
kGy."” Também foram registrados casos de
destruicdo parcial, porém significativa de
micotoxinas. Temcharoen e Thilly™® relataram
que, apds o tratamento com doses de 50 a
100 kGy de radiagao gama, as aflatoxinas, em
farelo de amendoim contaminado perdiam
suas propriedades tdxicas e mutagénicas.
Doses de irradiacdo de 1 a 10 kGy removiam
de 75 a 100% da toxicidade, mas ndo a
mutagenicidade. Quando solugdes padrdo
contendo aflatoxinas Bl e Gl em
concentracdes de 25 ng/10 mL e B2 e G2 em
7,5 ng/10 mL, foram irradiadas a 5 kGy, a
destruicdo foi: 95,3% para B1; 90,2% para
G1;23,3% para G2 e 10.3% para B2." Em
doses de 10 kGy, Hooshmande
Klopfenstein,” apontaram uma significativa
reducdo para DON em graos de soja (33%),
zearalenona em milho (25%) e toxina T-2 em
trigo (16%). Em contraste com estes estudos,
nao ha relatos de inativacdo.

Hooshmande
encontraram

Klopfenstein® nao
reducdo  significativa no
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conteldo de aflatoxina B1 em trigo, milho e
soja mesmo com uso de doses superiores a
20 KGy. A conclusdo de alguns autores indica
gque a dose necessaria para eliminar
totalmente as micotoxinas de determinados
alimentos seria tdo alta que poderia causar
alteracdo das propriedades organolépticas do
produto irradiado a ponto de comprometer
significativamente sua qualidade.”

As reacges quimicas que ocorrem durante
a irradiagdao de alimentos contaminados com
micotoxinas sdo afetadas por uma série de
parametros, entre os quais estdo o teor de
contaminacdo e a dose de irradiacdo. Outro
fator de influéncia sdo as diferencas entre as
matrizes das amostras. Fatores como o teor
de agua, por exemplo, sdo significativos ja
que substratos organicos complexos, como as
toxinas, sdo pouco atacados diretamente
pelos raios gama. Em vez disso, ocorre um
efeito indireto, em que os radicais livres
produzidos na radidlise da dgua reagem com
as toxinas.”? Por esse motivo, o estudo de
sistemas modelo aquosos, ou com solventes
de comportamento similar a agua, frente a
acdo da radiacdo ionizante podem auxiliar a
elucidar a inativacdo de toxinas quando
sofrerem irradiacdo em alimentos.

2. Material e métodos

Para a preparagao dos sistemas modelo
usou-se um padrdo analitico certificado para
andlise ambiental de OTA produzida pelo
Aspergillus ochraceus, com pureza de 99,5%,
da marca FLUKA, que foi conservado a -20 °C.
As solucbes de OTA foram preparadas pela
diluicdo de 1 mg do padrao em 10 mL de
agua e em 10 mL de metanol. As solugbes
modelo obtidas foram divididas em vials
ambar pequenos (2 mL) identificados para
realizagdo de irradiacdo. Os vials foram
separados em 4 grupos: controle, 1 kGy, 3
kGy e 5 kGy. O armazenamento das solugdes
foi feito em refrigeracdo até a realizacdo dos
experimentos. O transporte para o local de
irradiacdo e para os locais de andlise foi feito
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em caixas térmicas com gelo. No processo de
irradiacdo foi utilizado um Irradiador Gama
préprio para pesquisas com fonte de Cs’
localizado no Centro Tecnolégico do Exército
(CTEx), em Guaratiba, RJ. O irradiador é do
tipo “cavidade blindada” que possui volume
util da ordem de 100 L. A fonte é composta
de 28 pastilhas de cloreto de césio 137 com
atividade atual de cerca de 4,5x10* Ci. A taxa
de dose produzida é de 1,8 kGy/h com boa
uniformidade sendo a razdo entre dose
méxima e minima inferior a 20 %.2 O tempo
de exposicio foi calculado usando um
programa computacional desenvolvido
especialmente para o irradiador, com base
em um mapeamento dosimétrico.”* A
irradiacdo das amostras ocorreu a
temperatura ambiente e sob acdo de ar
atmosférico.

Para a quantificacdo da reducdo do teor
de micotoxinas nos sistemas estudados foi
usado um cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia (CLAE) do Laboratério de
Cromatografia  Liquida da  EMBRAPA
Agroindustria de Alimentos. O CLAE é da
marca Waters® composto por moddulo de
separacdo (Alliance® 2695) e detector de
fluorescéncia (2475 Waters®), controlado por
microcomputador através de software de
controle e processamento de dados
(Empower®). Nas andlises realizadas utilizou-
se coluna Waters Nova-Pak C18® (150 x 3,9
mm; 4 um).

As solugbes aquosas e metandlicas
irradiadas nas diferentes doses foram
injetadas de forma direta sem nenhum
tratamento prévio. A fase moével utilizada foi
composta por agua ultrapura (60%),
acetonitrila (40%) e acido fosférico (1%), em
um sistema isocratico. Foi injetado 1 plL de
amostra com fluxo de 0,6 mL/min. Os
comprimentos de onda de excitacdo e de
emissdo foram respectivamente, Aex = 335
nm e Aem = 440 nm.

Para a identificacdo dos produtos
radioliticos as solu¢cdes modelo de OTA foram
analisadas por espectrometria de massas de
alta resolucdo com ionizagao por eletrospray
(EMARIES) utilizando-se o espectrémetro de
Massas Waters® 303 Micromass® Q-Tof

Vo

Micro do Laboratério de Produtos Naturais
do Instituto de Quimica da Universidade
Federal do Rio de Janeiro. O equipamento
operou com ionizacdo em modo negativo
com adicdo de base e foi controlado pelo
software Masslynx®. As analises de EMARIES
foram feitas por injecdao direta, usando
seringa, com bomba na vazdo de 5 pL/min. O
gas de nebulizacdo foi ajustado para fluxo de
500 L/h, a 140 °C. O gés do cone teve fluxo de
50 L/h. A temperatura da fonte foi fixada em
100 °C. A voltagem do capilar e a voltagem do
cone foram respectivamente 4000 V e entre
15 e 30 V. A taxa de aquisicdo dos
analisadores de massa (Q-Tof) foi fixada em
1,0 s, com 0,4 s de atraso entre as
varreduras. Os analitos foram adquiridos
usando spray fixo para garantir precisdao de
massa.

Os produtos radioliticos das solucdes
metandlicas e aquosas de OTA sdo fruto das
reacdes impostas pela radiagdo ionizante em
sua agdo tanto nos solventes quanto na
toxina. Para a caracterizagdo dos produtos
formados foi levada em consideracdo a
massa exata dos compostos obtida na analise
de EMARIES aliada as informacbes da
literatura quanto aos produtos de
degradacdo em outros processos de
inativacdo envolvendo trocas energéticas.25

Os dados cromatograficos obtidos para
cada dose foram submetidos a analise de
variancia e de Médias (ANOVA/MANOVA)
para nivel de confianga de 95%. Uma vez
calculadas as médias e desvios padrao para
os dados obtidos relativos a cada dose
aplicada, os valores foram submetidos a
comparagOes para verificar as alteragbes
obtidas frente as doses aplicadas. Além disso,
para o calculo das curvas de calibragao usou-
se previsdo interna de valores também de
95%. Os valores e graficos foram calculados
com ajuda dos softwares STATISTICA® e
Microsoft Excel®.
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3. Resultados e discussao

Para quantificacdo das amostras de OTA
foi feita uma curva de calibragdo com injecdo
de 4 diluicbes de padrao de OTA em metanol

Cardozo, M. et al.

(10, 20, 50 e 100 20 pg/mL), com duplicata
para os pontos 100 pg/ mL e 20 ug/ mL e
mais o ponto zero, obtendo-se uma boa
linearidade (r* préximo de 1) conforme o
exposto na Figura 2.

y =-2,5314+2,8849E-6"x; 0,95 Pred.Int.

120
100
80 1
60 f

40 t

20 ¢

Concentragdo (pg/mL)

-20

-5E6 0 1E7

1,5E7

2E7 2,5E7 3E7 3,5E7 4E7

Area do pico (UA)

Figura 2. Curva de calibragdo para a OTA

3.1. Inativagdo da OTA em solugdes
metandlicas irradiadas

As solugdes controle de OTA em metanol
(sem aplicagdo de radiagdo ionizante),
irradiadas a 1 kGy, 3 kGy e 5 KGy foram
analisadas por CLAE com detector de
fluorescéncia para a verificacdo da reducdo
do conteddo de OTA frente a aplicacdo de
irradiacdo. Os diferentes cromatogramas
obtidos sdao apresentados na Figura 3.

Devido a especificidade do detector
somente os compostos fluorescentes na
regido da andlise podem ser detectados.
Pode-se observar que em todas as analises
obteve-se um cromatograma bem limpo,
onde foi relevante apenas o pico da OTA. As
analises foram feitas em duplicata e as areas
dos picos cromatograficos no tempo de
retencdo da OTA obtidas. As médias das
areas de OTA para cada dose de irradiacdo
estdo relacionadas na Tabela 2.
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Figura 3. Cromatogramas das solug¢des controle de OTA em metanol irradiadas a 1 kGy, 3 kGy e
5 kGy

Tabela 2. Area média da OTA nos cromatogramas referentes as diferentes doses aplicadas

em solugBes metandlicas

- Area média do pico cromatogréfico (UA)
' Padrdo 1 kGy 3 kGy 5 kGy
OTA 12,01 41323080 10829455 6353730 4687670
De posse das adreas encontradas e significativa do conteddo de OTA em

utilizando-se a curva de calibragdo pode-se
quantificar a concentracdo de OTA presente
nas solugdes controle e irradiadas. A Figura 4
mostra a relacdo entre as concentraces das
solucBGes e a dose aplicada usando 0,95 de
intervalo de confianga.

Percebe-se que a dose de 1 kGy ja é
efetiva para garantir uma redugdo

solu¢Ges metandlicas. Doses de 3 e 5 kGy tem
inativacdo  similar, dado que existe
intercessdo nos intervalos das concentragées
possiveis para as mesmas, contudo essas
doses promovem maior inativa¢ao que a de 1
kGy.
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Figura 4. Grafico da concentracdo de OTA em metanol versus dose de irradiacdo

3.2. Inativagdo da OTA em solugdes
aquosas irradiadas

Também foram feitos estudos por CLAE
com detector de fluorescéncia para as
solug¢Bes aquosas controle e as submetidas a
irradiagdo, obtendo-se os cromatogramas da
Figura 5.

Pode-se observar que a inativagao da OTA
em solu¢des aquosas é maior do que em
solugdes metandlicas. Além disso, na solugdo
aquosa alguns dos produtos de degradagao
obtidos também sdo florescentes nas
condigcdes de anadlise, indicando que as partes
cromdforas da molécula original sdo

mantidas em alguns dos produtos de
degradacdo. Mais uma vez as andlises foram
feitas em duplicata, sendo calculadas as
médias das areas referentes aos picos de OTA
para cada uma das diferentes solugdes. O
resultado obtido pode ser resumido na
Tabela 3.

Com os dados da Tabela 3 e a curva de
calibragdo da Figura 2 pode-se quantificar a
concentragdo de OTA presente nas solugbes
aquosas submetidas as diferentes doses,
chegando-se aos dados da Figura 6 que
mostra a relagdo entre as concentragdes das
solucbes e a dose aplicada usando 0,95 de
intervalo de confianca.
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Figura 5. Cromatogramas das solucdes controle, 1 kGy, 3 kGy e 5 kGy de OTA em 4gua

Tabela 3. Area média da OTA nos cromatogramas referentes as diferentes doses aplicadas
em solugBes aquosas

. Area média do pico cromatografico (UA)
’ Padrio 1 kGy 3 kGy 5 kGy
OTA 11,95 34872808 5976390 4113420 29775

Concentragdo medida p/ agua (pg/mL)
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-20

Hipdtese de Decomposicdo Efetiva
Barras verticais denotam 0,95 de intervalo de confianca
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(8]

Figura 6. Grafico da concentracdo de OTA em agua versus dose de irradiacdo
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Pode-se observar que analogamente ao
observado para solucGes metandlicas, a
irradiacdo a 1 kGy ja promove uma redugao
significativa no conteddo de OTA nas
amostras aquosas. A area em vermelho, no
entanto indica que os tratamentos com as
doses de 1 kGy e 3 kGy promovem uma
inativacdo similar. A dose de 5 kGy é mais
efetiva na irradiacdo que as demais.

Cardozo, M. et al.

3.3. Investigagao dos produtos

radioliticos formados

Usou-se também EMARIES em modo
negativo, com obtencdo de massa exata para
os produtos radioliticos presentes nas
solucbes  metandlicas de  ocratoxina
submetidas a irradiacdo. Foram gerados
espectros de massas para as amostras
submetidas a 1 kGy, 3 kGy e 5 kGy conforme
a Figura 7.
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Figura 7. Espectros de EMARIES para solu¢Ges metandlicas submetidas a 1 kGy, 3 kGy e 5 kGy,
respectivamente

Para  caracterizacgdo dos  produtos
radioliticos formados, usou-se o espectro de
5 kGy. O circulo azul marca o ion [OTA-H], o
pico encontra-se bem intenso com relagdo
aos demais mesmo para a dose de 5 kGy, o
que reforca que a inativacdo da OTA em
solucGes metandlicas ndo foi completa. Em
verde estdo os ions com massa exata para os
dois principais produtos de degradagao
observados. Foram levados também em

©wo OH O
N o)

consideracdao os estudos de Cramer, Konigs
and Humpf® que propuseram dois produtos
de degradacdo com massa compativel com os
ions encontrados para o estudo do efeito do
processo de torrefacdo na inativacdo de OTA
em café. Sendo assim, sugestOes para a
estrutura dos compostos e a fdérmula
molecular calculada para as massas indicadas
em EMARIES estdo na Figura 8.

Formula molecular = C, H,,CINO,

H [M-H] = 358,1826 Da
Cl
O OH O
Formula molecular = C,H,,CINO,
H,N O
[M-H] = 254,0934 Da
Cl

Figura 8. Possiveis radiélitos formados na irradiacdo da OTA em solucdo metandlica

Analogamente, usou-se EMARIES em
modo negativo para as solugdes aquosas
submetidas as diferentes doses de irradiagao.

Foram gerados os espectros de massas para
as amostras submetidas a 1, 3 e 5 kGy
apresentados na Figura 9.
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Figura 9. Espectro de EMARIES para solugdo aquosa de 1, 3 e 5kGy, respectivamente

Em azul esta marcado o pico 402 do ion
[OTA-H] indicando que a inativagdo em meio
aquoso ndo é suficiente para eliminar a OTA

por completo mesmo com doses de 5 kGy,
em conformidade com as informacgGes
obtidas na analise cromatografica. De forma
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analoga, percebe-se que o0s picos em
destaque, referentes aos possiveis produtos
de degradacdo sdo os mesmos selecionados
nas solugdes metandlicas, conforme a Figura
8. Os produtos radioliticos identificados sdo
menos toxicos que a OTA dado que os
mesmos perderam a similaridade de parte da
molécula com o aminoacido feniletilamina e
acredita-se que uma das principais causas da
toxicidade da OTA seja a inibicdo competitiva
da mesma pela fenilalanil-tRNA.*®

4. Conclusoes

Pode-se observar com os resultados
expostos pelas analises de cromatografia
liguida de alta eficiéncia e o tratamento
estatistico com confianca de 0,95, que a agado
da radiacdo ionizante mesmo na menor dose
aplicada (1 kGy) garantiu uma inativacao
efetiva tanto para solu¢gées modelo aquosas
guanto metandlicas. Para solucGes
metandlicas doses de 3 kGy e 5 kGy tiveram
uma acdo similar, mas superior a de 1 kGy.
Para solugBes aquosas a dose de 3 kGy teve
inativacdo similar a de 1 kGy e ambas foram
inferiores a de 5 kGy. Nas analises por
EMARIES pode-se verificar que os dois picos
mais relevantes, com exce¢do do pico
caracteristico da OTA, indicam a formagdo de
produtos radioliticos através de quebras de
ligagdes, principalmente nas ramificagdes. Os
compostos sugeridos pelas massas exatas
encontradas sdo similares aos produtos de
degradacdo obtidos em outros métodos de
tratamento de alimentos como a torrefagao.
Além disso, como a modificagdo quimica
ocorreu na parte da OTA referente a
feniletilamina, os produtos radioliticos
perderam a similaridade com este
aminodcido. Sendo assim podemos inferir
que eles n3ao atuardao mais na inibicdo
competitiva da fenilalanil-tRNA, um dos
principais fatores da toxidez da OTA. Esses
resultados indicam que a acdo da radiagao
ionizante é eficaz na reducdo da OTA em
sistemas-modelo, produzindo compostos
menos toxicos que o original, o que revela
que o tratamento é uma alternativa vidvel

Vo

para a reducdo do conteldo de toxinas em
alimentos. Tratamento esse que pode
também ser empregado na eliminacdo de
toxinas usadas como agentes de guerra
guimica/bioldgica.
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