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BEAUVERICIN DETECTION IN PINEAPPLE FRUITS INFECTED BY Fusarium guttiforme BY HPLC-DAD AND
MALDI-FT-ICR MS. Pineapple, important in Brazilian fruit growing and highly consumed worldwide, can be affected by fusariosis,
a disease caused by Fusarium guttiforme, which compromises the quality of the fruit and produces a mycotoxin called beauvericin
(BEA), which is harmful to the health of consumers. The importance of detecting BEA and establishing maximum permitted limits

is urgent, as there are few studies on this mycotoxin and there is still no regulation in world legislation. In this work, methodologies
were used to detect BEA using HPLC-DAD and MALDI-FT-ICR MS. The results of HPLC-DAD allowed the detection of BEA in the
tissues of the samples with F. guttiforme, evidenced by chromatographic peaks in the retention time, 6.1 min, similar to the standard,
however, in the samples of visibly healthy tissue the mycotoxin was not detected. With MALDI-FT-ICR MS, BEA was detected with
mass errors of less than 1 ppm in all samples (tissues infected with F. guttiforme and in healthy tissues), showing that, in addition
to the greater sensitivity of the method, there is the possibility of mycotoxin diffusion in the healthy tissues of fruits inoculated with

F. guttiforme, when these tissues are also contaminated.

Keywords: Ananas comosus; fusariosis; high performance liquid chromatography (HPLC); MALDI-FT-ICR MS.

INTRODUCAO

O abacaxi (Ananas comosus L., Merr. var. comosus) é uma
das frutas tropicais mais populares do mundo, e o Brasil ¢ um dos
principais paises produtores.' Estd entre as quatro principais frutas
tropicais produzidas mundialmente e sua comercializagdo vem se
expandindo nos principais mercados nacionais e internacionais
com perspectiva de crescer 1,9% ao ano, atingindo 31 milhdes de
toneladas em 2028.%°

O abacaxizeiro ¢ infectado por diversos patégenos que causam
doencas, responsdveis por perdas significativas na produgdo.*>
Entre as doencas principais, a fusariose causada pelo fungo
Fusarium guttiforme € a mais destrutiva, podendo causar perdas
médias de 30% nos frutos e de 15 a 20% nas mudas. Nessa doenca
ocorre o apodrecimento da polpa do fruto que fica sem valor comercial
e improéprio para o consumo.*®

A doenca ocorre apenas na América do Sul, sendo uma doenga de
quarentena para varios paises produtores de frutas onde o fungo ainda
nao foi relatado e, além de ser limitante para a produ¢ao de abacaxi,
é uma ameaga a saide humana, devido a produc¢do da micotoxina
beauvericina (BEA).*¢

As micotoxinas s3o um grupo estruturalmente diverso
de compostos principalmente de baixo peso molecular. Suas
estruturas variam de anéis heterociclicos simples a anéis arranjados
irregularmente e seus pesos moleculares sdo geralmente inferiores
a 1000 Da. Portanto, eles ndo induzem nenhuma resposta no
sistema imunoldgico humano.” A ingestio desses compostos pode
causar doengas cronicas, morbidade e morte e reduzir a resisténcia
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a patégenos. A maioria das micotoxinas € estdvel durante o
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processamento de alimentos, e estas sdo geralmente resistentes
a mudancas quimicas e térmicas. Podem chegar ao ser humano
através de produtos de origem animal, no caso de os animais terem
ingerido alimentos contaminados.® O potencial toxico de muitos
desses compostos permanece pouco caracterizado, o que dificulta a
estimativa de niveis seguros em alimentos para animais e humanos.’

A ingestdo de alimentos contaminados com micotoxinas pode
levar a efeitos adversos em animais e humanos relacionados a
imunodeficiéncia ou cancer, bem como danos permanentes ao rim,
intestino, sistema nervoso ou sistema imunoldgico.'”

A beauvericina (BEA) (CAS 26048-05-5; PM 783.957,
C,sHs,N;0,) € uma micotoxina emergente, quimicamente, € descrita
como um hexadepsipeptideo ciclico, que foi isolado pela primeira vez
da cultura do fungo entomopatogénico de solo Beauveria bassiana."*
E sintetizada por vérias espécies de Fusarium, parasitas de grios de
cereais importantes, como milho, trigo, arroz e cevada.'>!?

Ainda ndo hd uma resposta clara sobre se o consumo a longo
prazo e em baixa dosagem pode causar danos aos seres humanos e
a sadde animal.'*

BEA causa citotoxicidade em vdrias linhagens celulares e é
capaz de produzir estresse oxidativo molecular. E genotéxica (produz
fragmentaciio de DNA, aberrag¢des cromossdmicas e micronticleos)
e causa apoptose com o envolvimento da via mitocondrial. A acéo
téxica primdria de BEA estd relacionada as suas propriedades
ionoféricas que perturbam o equilibrio idnico fisiolégico e o pH,
formando estruturas diméricas transportando fons monovalentes
através das membranas celulares.'

Um relatdrio recente publicado pela Autoridade Europeia para a
Seguranga dos Alimentos (EFSA) concluiu que, embora a exposicio
aguda a beauvericina ndo seja atualmente ainda considerada um risco
significativo para a saide humana, a falta de dados de toxicidade
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impossibilita a conclusdo da ocorréncia e do risco potencial causado
pela sua exposig¢do cronica.”!®

A beauvericina estd atualmente sob investiga¢do da Autoridade
Europeia para a Seguranca dos Alimentos visto que ainda ndo estd
regulamentada devido a falta de dados disponiveis da ocorréncia e
toxicidade.'®!”

Devido a complexidade de suas estruturas quimicas, as
micotoxinas apresentam um grande desafio analitico. A andlise ¢
essencial para determinar a extensdo da contaminagdo, para andlise
de riscos, confirmagdo do diagndstico de micotoxicoses e para
monitorar estratégias de mitigacdo de micotoxinas, bem como
otimizar os sistemas de produgdo e armazenamento.'® A detec¢io
frequente de micotoxinas € em parte resultado do desenvolvimento
continuo de métodos analiticos sensiveis com baixos limites de
detecc¢do (LODs)."*?° As micotoxinas em concentragdes muito
baixas, a coexisténcia de muitas micotoxinas na mesma matriz e as
diferentes estruturas quimicas ddo origem a dificuldades adicionais
na identificac@o por técnicas analiticas.’!

As técnicas cromatograficas possuem bom desempenho na
detecg@o e quantificacdo de micotoxinas. Destacam-se a croma-
tografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC - high perfor-
mance liquid cromatography), acoplada a vdrios detectores como
fluorescéncia, arranjo de diodos, UV, espectrometria de mas-
sas (MS) e espectrometria de massas no modo tandem (MS/MS),
tém sido ferramentas poderosas para analisar e detectar as principais
micotoxinas. Como desvantagens das técnicas de HPLC pode-se
apontar que, o pré-tratamento da amostra pode ter protocolos de pre-
paro que necessitem de tempo prolongado, muitas vezes € necessario
um analista experiente para operar o equipamento, a instrumentacao
tem custo elevado, e pode ser necessdrio um tempo considerdvel
para o processamento dos resultados.?! Apesar disso, HPLC continua
sendo uma andlise moderna das micotoxinas empregando vérios ad-
sorventes, dependendo da estrutura fisica e quimica da micotoxina.?

Além de HPLC, a técnica de MS € uma poderosa ferramenta
analitica mais amplamente utilizada em dreas como andlise
farmacéutica, ambiental, alimentos e em ciéncias bioldgicas e
médicas. A razdo do sucesso da MS em todos esses campos €
a sensibilidade fornecida pela técnica (podem ser detectadas
quantidades extremamente baixas de, por exemplo, poluentes ou
metabdlitos), a seletividade (mesmo compostos com estruturas
altamente semelhantes podem ser distinguidos) e os recursos de
identificagdo (informacao estrutural para confirmagdo de compostos
conhecidos e identificagéo de novos compostos) da técnica.”® Dentro
das fontes de ionizagdo por MS, destaca-se a matrix-assisted
laser desorption/ionization (MALDI), que tem como vantagem a
simplicidade na preparacdo das amostras e € considerada ideal para
andlises simultineas, rdpidas e de alto rendimento, inclusive no estudo
de misturas complexas. Além disso, em comparacio com a fonte ESI,
MALDI nio € tdo suscetivel a supressdo idnica, o que potencializa
sua aplicagdo na andlise direta dos produtos & base de plantas.**

O objetivo desse trabalho ¢ aplicar uma metodologia de
detec¢@o da beauvericina em frutos de abacaxi, usando as técnicas
de HPLC-DAD e MALDI-FT-ICR MS (espectrometria de massas
de ressonancia ciclotronica de fons por transformada de Fourier
combinado com a fonte de matrix-assisted laser desorption/
ionization), avaliar um substrato com potencial de crescimento
do fungo e possibilitar a producdo e deteccdo da micotoxina em
diferentes isolados do fungo.

Como nao existem ainda dados disponiveis, a demanda crescente
para a certificacio de alimentos seguros requer estudos de métodos
de detecgdo, visto que a contaminacdo, ainda que ndo seja visivel,
¢ real e pode trazer riscos para a saide. No caso do abacaxi, apds
evidenciada a importancia da producdo mundial, € necessdrio que
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seja estudada a presenca da beauvericina e que esteja disponivel uma
metodologia precisa de detecgdo, visto que além de alimento para
seres humanos, seus residuos culturais servem de alimentagdo para
animais, que além de serem contaminados podem ter contaminados
0s seus subprodutos.

METODOLOGIA

Foram analisados nove tratamentos ((7) padrdo de beauvericina
- BEA (diluido 1 mg mL™"); (i) tecido de abacaxi inoculado com
E guttiforme, que representa a parte visivelmente lesionada do fruto;
(iii) tecido de abacaxi inoculado com F. guttiforme + padrao BEA
(diluido 1 mg mL"); (iv) tecido de abacaxi sadio, que representa a parte
visivelmente sadia do abacaxi inoculado com F. guttiforme; (v) tecido
de abacaxi sadio + padrao BEA (diluido 1 mg mL"); (vi) substrato arroz
inoculado com F. guttiforme; (vii) substrato arroz inoculado com F.
guttiforme + padrdao BEA (diluido 1 mg mL™); (viii) substrato arroz sem
F. guttiforme; (ix) substrato arroz + padrdo BEA (diluido 1 mg mL™")),
utilizando o delineamento experimental inteiramente casualizado com
trés repeticoes, analisadas separadamente, para cada tratamento.

Amostras com e sem micotoxinas foram usadas como material
em branco para o estudo de validagdo das andlises. Dois métodos
analiticos (HPLC-DAD e MALDI-FT-ICR MS) foram utilizados
para detectar a presenca de beauvericina nas amostras de abacaxi e
substrato de arroz.

Fungo Fusarium guttiforme

Usou-se como referéncia o fungo Fusarium guttiforme (E514)
pertencente ao Laboratdrio de Fitopatologia do Instituto Capixaba
de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (INCAPER),
que previamente havia sido identificado como portador do gene da
beauvericina. O isolamento, a cultura monospdrica e a caracterizagao
morfoldgica foram realizados de acordo com o protocolo descrito
para as espécies de Fusarium," sendo preservado em microtubos
e armazenado a 4 °C no escuro. A cultura do isolado foi feita em
placas de Petri contendo meio de cultura batata dextrose dgar (BDA),
incubada a 28 °C, com fotoperiodo de 12 h, por um periodo de 7 dias.
Destas culturas foi preparada uma suspensao de conidios que foram
inoculados em frutos de abacaxi e em substrato de arroz.

Amostras de abacaxi

Foram usados neste trabalho frutos de abacaxi comercializados
no mercado local, da cidade de Vila Velha, ES, Brasil. Os frutos
foram inoculados com um isolado de F. guttiforme (E-514) e as
amostras para as andlises quimicas, foram retiradas dos frutos apés a
inoculacio. Foram obtidas para andlise amostras do tecido lesionado
(infectado pelo fungo) e da parte do fruto sem sintomas de infeccdo
considerado tecido sadio.

As partes visivelmente lesionadas foram consideradas nos
tratamentos como amostras inoculadas com F. guttiforme, enquanto
as partes visivelmente sadias do fruto, para fins de andlise, foram
consideradas sadias, conforme descrito no detalhamento dos
tratamentos.

Frutos de abacaxi da cv. Pérola, suscetivel a fusariose, originalmente
sadios, no estadio de maturacéo 2, ou seja, quando aproximadamente
a metade do fruto estava com a casca amarela, foram inoculados com
discos de 5 mm de didmetro da cultura pura de F. guttiforme (E514),
inseridos em seis orificios de 5 mm de didmetro previamente feitos
nos frutos. Os frutos inoculados foram mantidos separados em cimara
umida por 14 dias para o desenvolvimento dos sintomas. Apds esse
periodo, foram coletadas amostras de tecido das regides da polpa
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com a lesdo (descrito nesse trabalho como abacaxi inoculado com
F. guttiforme) e da parte sadia do fruto inoculado com F. guttiforme
(descrito nesse trabalho como abacaxi sadio) (Figura 1). As amostras
foram acondicionadas a —80 °C antes da extragdo para a andlise no
HPLC, Agilent Technologies 1260 Infinity (Palo Alto, CA, EUA).

Figura 1. (a) Frutos de abacaxi da cv. Pérola. (b) Corte longitudinal de fruto
14 dias apds inoculagdo com F. guttiforme (E - 514), mostrando as lesoes
causadas pela infec¢do do fungo (fonte: autor)

Substrato de arroz

Como substrato para crescimento do fungo e detec¢do da
micotoxina in vitro pelo isolado do fungo, foi utilizado arroz
comercializado no supermercado no Brasil, para verificar a produgao
de BEA do fungo em cultura pura e na auséncia do abacaxi.

Foi feita uma adaptacdo da metodologia descrita anteriormente, >’
usando uma suspensio de 10° conidios mL"! do fungo F. guttiforme
repicado para erlenmeyers contendo arroz/dgua na propor¢do de
60 wt.% de dgua (75 g) para 50 g de arroz branco, com trés repetigdes.
Ap6s 7 dias de crescimento em incubadora com fotoperiodo de 12 h,
a 28 °C, as amostras foram acondicionadas a 8 °C, e em seguida, as
culturas foram secas em temperatura ambiente (estufa de circulacdo a
28 °C) por 48 h. Ap6s esse periodo, iniciou-se a extragdo para andlise
da micotoxina em HPLC.

Preparo das amostras para analise quimica

O preparo das amostras foi realizado usando como referéncia o
trabalho de Stepien et al.”’

Um sistema Mili-Q (Milipore®, Bedford, MA, EUA) foi usado
para fornecer dgua para os experimentos. O padrdo de massa
certificado de beauvericina (> 97% HPLC) foi adquirido da Sigma-
Aldrich (PCode 102284458; CAS 26048-05-5; PM 783,95 g mol ™).

Os demais reagentes utilizados; acetonitrila, cloroférmio,
diclorometano, metanol, 2-propanol e heptano, foram adquiridos da
Dinamica Quimica Contemporanea Ltda. (Indaiatuba, SP, Brasil),
todos com grau de pureza para HPLC.

Preparagdo de amostras de abacaxi e substrato de arroz

Das amostras de tecido dos frutos de abacaxi foi extraido o suco a
fim de determinar o teor de micotoxinas in natura. Para o preparo do
suco, a polpa da fruta madura, apés o periodo de 14 dias de inoculagdo
do fungo, de acordo com cada tratamento estabelecido, foi cortada
em pedagos, acondicionada em tubos falcon de 50 mL e congelada
a—80 °C; apo6s esse processo foi descongelada, triturada em um gral
de 4gata com o auxilio de um pistilo, misturada até a obtenc@o de
um suco e centrifugada a 11.000 x g, e 6 °C para a recuperagdo do
suco limpido. Apds a filtracao, o suco foi usado para o protocolo de
extrag@o de micotoxinas, de acordo com a metodologia desenvolvida
por Stepien et al.”’

Foi utilizado 2 mL do suco preparado como descrito acima, que
foi desengordurado duas vezes com 25 mL de heptano. A camada
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inferior foi evaporada em rotaevaporador a 60 °C até a secura e
o residuo resultante subsequentemente dissolvido em 50 mL de
metanol:dgua (55:45, v/v %) e extraido duas vezes com 25 mL de
diclorometano (CH,Cl,). A fase contendo diclorometano (contendo
BEA) foi evaporada em rotaevaporador (SL-126, Solab) a 100 °C
até a secura e purificada de acordo com o método descrito por
Kostecki et al.®

O extrato evaporado contendo BEA foi dissolvido em ImL de
metanol, e 0,5 mL foi aplicado no topo de uma coluna contendo 2 g
de silica gel 60 (200 + 400 mesh, Aldrich), ativada por 2ha 110 °C.
A coluna foi pré-condicionada com 5 mL de cloroférmio e 2-propanol
(CHCl;:2-propanol), (95:5, v/v %). O extrato na coluna foi lavado
com o mesmo solvente (3 mL, CHCl,:2-propanol, (95:5, v/v %))
e depois a BEA foi eluida com outra por¢do de 5 mL do mesmo
solvente (CHCl,:2-propanol), (95:5, v/v %). A BEA foi detectada
usando o equipamento HPLC, Agilent Technologies 1260 Infinity
(Palo Alto, CA, EUA).

Para as amostras do substrato de arroz, usou-se 15 g de arroz
previamente inoculado, que foi homogeneizado com 75 mL de
acetonitrila:metanol:dgua (16:3:1, v/v/v %) e filtrado em papel de
filtro Whatman n° 4. O filtrado foi desengordurado duas vezes com
25 mL de heptano. A camada inferior foi evaporada até a secura
e o residuo resultante subsequentemente dissolvido em 50 mL de
metanol:dgua (55:45, v/v %) e extraido duas vezes com 25 mL
de diclorometano. A fase CH,Cl, (contendo BEA) foi evaporada
até a secura e purificada de acordo com o método descrito por
Kostecki et al.”

O extrato evaporado contendo BEA foi dissolvido em 1 mL de
metanol, e 0,5 mL foi aplicado no topo de uma coluna contendo 2 g
de silica gel 60 (200 + 400 mesh, Aldrich), ativada por 2h a 110 °C.
A coluna foi pré-condicionada com 5 mL de cloroférmio e 2-propanol
(CHCl;:2-propanol), (95:5, v/v). O extrato na coluna foi lavado com
o mesmo solvente (3 mL, CHCI;:2-propanol, (95:5, v/v)) e depois
a BEA foi eluida com outra por¢do de 5 mL do mesmo solvente
(CHCl;:2-propanol), (95:5, v/v). A BEA foi detectada usando o
equipamento HPLC, Agilent Technologies 1260 Infinity (Palo Alto,
CA, EUA).

Deteccio da beauvericina

HPLC-DAD

Para a andlise em HPLC-DAD, todas as amostras preparadas em
propanol e cloroférmio, foram evaporadas em capela de exaustdo
por 5 h e ap6s completa evaporagdo foram ressuspendidas em
50:50 v/v % de H,O:ACN (500 pL), para que as mesmas amostras
pudessem ser analisadas posteriormente no MALDI-FT-ICR MS. O
padrao de BEA foi diluido em dgua ultrapura e acetonitrila na mesma
proporcao 50:50.

As amostras a que foram adicionados o padrio de beauvericina
(diluido 100 uL em 900 puL dgua/ACN = 1 mg mL"), foram preparadas
usando-se 200 uL da amostra para 20 puL do padrdo diluido, com essas
proporcdes, a concentracido do padrdo apds adicionado as amostras
foi de 0,1 mg mL".

Para a deteccdo da BEA, foi utilizada a metodologia descrita
por Stepien et al.,”” usando-se um cromatdgrafo HPLC, Agilent
Technologies 1260 Infinity (Palo Alto, CA, EUA), que consiste de
uma bomba utilizada no modo isocrdtico, um injetor automatico
e um detector de arranjo de diodos (DAD). O equipamento foi
controlado pelo software Agilent Open LAB Chromatography
Data System®. A separagdo cromatogrifica foi realizada usando
uma coluna Phenomenex Gemini C18 110 A (250 mm X 4.6 mm,
5 um) com controle de temperatura (25 °C). As condi¢gdes de HPLC
para BEA incluiram uma taxa de fluxo constante de 1,0 mL min’,
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acetonitrila:agua (85:15, v/v %) que foi usada como fase movel,
volume de injecdo foi 10 uL e comprimento de onda 205 nm.

MALDI(+)FT-ICR MS

As andlises de MALDI-FT-ICR MS foram feitas em um
espectrometro de massas de alta resolu¢ao modelo 9.4 T Solarix,
Bruker Daltonics (Bremen, Germany), equipado com um [aser
smartbeam 11 (355 nm), usando o modo positivo para detecc¢do de
fons, MALDI(+). Todos os espectros foram calibrados externamente
usando uma solu¢@o de arginina (m/z 200-1500).

A técnica de MALDI(+)MS foi utilizada para detectar BEA nas
amostras preparadas de arroz e abacaxi. Para isso, foram selecionadas
todas as amostras dos nove tratamentos, resultando em um total de
25 andlises por MALDI-FT-ICR MS.

Cerca de 2 uL de cada produto da extracdo foi individualmente
depositado na placa MALDI, para posterior adicdo do reagente
matricial dcido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) na concentra¢ao
de 10 mg mL! (H,0:MeOH) (1:1 v/v %) e 0,1% de 4cido férmico.
Por fim, apds a evaporacdo do solvente e cristalizacdo da matriz, a
placa MALDI foi digitalizada e inserida no analisador FT-ICR MS.

Os espectros de massas foram adquiridos no modo de ionizacéo
positivo, na faixa de massa entre m/z 200 e 1500, e os demais
parametros experimentais foram: frequéncia do laser: 200 Hz; plate
offset: —=100,0 V; deflector plate: —=210.0 V; laser shots: 100; foco
do laser: small; scans: 16, e modo do laser: enable random walk. A
intensidade do laser foi 30% no abacaxi sadio e no inoculado com
F. guttiforme, e também no arroz sadio e inoculado com F. guttiforme.

Nas andlises de MS, a precisdo de massa® foi determi-
nada a partir do erro de massa representado pela equacgdo
(erro = (Mnedigso — MieoricoMiesrico) X 109), € 0 valor de double bond
equivalent (DBE)* calculado com a Equagio (1):

DBE = [IV] - [172] + [III/2] + 1 (1)

onde, I representa 4tomos monovalentes, como o hidrogénio, cloro,
bromo e iodo; III atomos trivalentes, por exemplo nitrogénio e
fosforo; e IV representa os dtomos tetravalentes, como o carbono,
na férmula molecular.

RESULTADOS E DISCUSSAO
HPLC-DAD

As andlises das amostras de abacaxi com o HPLC-DAD
evidenciaram a deteccio da beauvericina conforme demonstrado na
Figura 2. No tempo de retenc@o de 6,1 min, as amostras dos diversos
tratamentos contendo a BEA permitiram a detec¢do da micotoxina,
e sdo descritos a seguir: padrdo de BEA (representado pela cor
azul, diluido a 1 mg mL™), abacaxi inoculado com F. guttiforme
(representado pela cor vermelha), tecido de abacaxi inoculado com
F. guttiforme adicionado do padrdo (representado pela cor verde,
adigdo de padrdo 0,1 mg mL™"), tecido sadio de abacaxi adicionado do
padrio (representado pela cor preta, adi¢do de padrdo 0,1 mg mL™").
Na amostra do tecido de abacaxi sadio (parte sadia do fruto inoculado
com F. guttiforme) (representado pela cor rosa) ndo se detectou a BEA
(t = 6,1 min). A intensidade do pico da BEA no abacaxi inoculado
com F. guttiforme (representado pela cor vermelha) mostrou-se
mais intensa do que nas demais amostras, enquanto que as amostras
de tecido dos frutos de abacaxi sadio e de abacaxi inoculado com
F. guttiforme dopados com BEA (representados respectivamente
pelas linhas preta e verde) mostraram dreas de absorcao similares.

Considerando os resultados obtidos pode-se concluir que os
isolados de Fusarium guttiforme usados neste trabalho produziram
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beauvericina. Em estudo recente para avaliar genétipos e a producio
de beauvericina e fumonisinas (outro tipo de micotoxina produzida
por Fusarium), Fumero et al.* concluiram que 75% das cepas de
F. temperatum analisadas no experimento podiam produzir BEA, mas
nenhuma das cepas de F. subglutinans teria a mesma caracteristica.

(mnAU)
3000 T T T T
Legenda
[ Padrio de Beauvericina
2500+ I Abacaxi inoculado com F. guttiforme |
W Abacaxi inoculado + padrio
B Abacaxi sadio
| B Abacaxi sadio + padrio
20001 E
15001 .
10001 E
5001 .
0 = i
_50 L 1 1 1 1
2 4 6 8 10 12

(Tempo de retengio)
(Min.)

Figura 2. Cromatogramas produzidos pela técnica de HPLC-DAD contendo:
padrdo de BEA (representado pela cor azul, diluido a 1 mg mL"'), abacaxi
inoculado com F. guttiforme (representado pela cor vermelha), abacaxi
inoculado com F. guttiforme dopado com BEA (representado pela cor verde,
adi¢do de padrdo 0,1 mg mL'), abacaxi sadio (representado pela cor rosa),
abacaxi sadio dopado com o padrdo de BEA (representado pela cor preta,
adi¢do de padrao 0,1 mg mL")

Na Tabela 1 estdo descritos os resultados das andlises por
HPLC-DAD de todos os tratamentos de abacaxi e arroz. No tempo
de retencdo 6,1 min, com variagdo de até 0,05 min, onde € expresso o
sinal da BEA, podemos verificar que houve a detecgido da micotoxina
nas amostras, ou seja, em todos os tratamentos onde houve a
inoculacd@o do F. guttiforme e nos tratamentos onde houve a adi¢io
de padrdo. Nos tratamentos de amostras de tecido de abacaxi sadio
e do substrato de arroz sem o fungo, no tempo de retengio 6,1 min
(referente ao sinal da BEA) ndo houve detecgdo de pico, estando o
valor ausente e sinalizado na tabela com “-”.

MALDI(+)FT-ICR MS

As amostras de tecido de abacaxi e de substrato de arroz (sadios
e inoculados com F. guttiforme), com e sem adi¢cdo de padrio de
BEA também foram analisadas pela técnica MALDI-FT-ICR MS.
O modo positivo de ionizagdo foi escolhido, MALDI(+), pois o
padrdo monitorado possui em sua estrutura quimica pares de elétrons
disponiveis (bases de Lewis).

Abacaxi

A partir dos espectros de MALDI(+)MS adquiridos, foi observado
que em todas as amostras analisadas o sinal correspondente a BEA
M = C;sHy;N,0,, PM = 783.9 Da) foi detectado na forma de fon
sodiado ([C,sHy;N;0+Nal*, m/z 806,39814, Figura 3a), DBE = 19
(devido ao seus trés anéis aromaticos (DBE = 12), ligagao C=0 dos
trés grupos ésteres (DBE = 3), trés grupos amidas (DBE = 3), e um
anel central (DBE = 1)). Além disso, em todos os casos, erros de
massas inferiores a 1 ppm foram observados, provando a altissima
resolu¢@o do analisador FT-ICR MS, Tabela 2.
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Tabela 1. Resumo dos dados das andlises por HPLC-DAD - amostras dos tratamentos de abacaxi e arroz, para a detec¢do da BEA

Andlises de amostras para detec¢do de BEA por HPLC-DAD

Amostra ” ”

TR® Largura (min) Area (mAU*s) Altura (mAU) Area (%)
Padrio de beauvericina 6,164 0,1999 2290,86 167,16 88,25
Abacaxi
Abacaxi infectado com F. guttiforme 1 6,164 0,2053 2195,51 154,97 45,60
Abacaxi infectado com F. guttiforme 2 - - - - -
Abacaxi infectado com F. guttiforme 3 - - - - -
Abacaxi infectado com F. guttiforme 1 + padrao 6,157 0,2185 5413,13 353,88 71,60
Abacaxi infectado com F. guttiforme 2 + padrao 6,190 0,2029 1142,66 81,86 3,20
Abacaxi infectado com F. guttiforme 3 + padrdo 6,196 0,2027 1139,44 81,72 6,49
Abacaxi ndo infectado (sadio) 1 - - - - -
Abacaxi ndo infectado (sadio) 2 - - - - -
Abacaxi ndo infectado (sadio) 3 - - - - -
Abacaxi ndo infectado (sadio) 1 + padrao 6,189 0,2081 4519,43 317,44 5,59
Abacaxi ndo infectado (sadio) 2 + padrao 6,171 0,2048 4793,89 339,33 8,33
Abacaxi ndo infectado (sadio) 3 + padrao 6,208 0,2121 4861,01 333,41 8,64
Arroz
Substrato de arroz com F. guttiforme 1 6,181 0,1921 165491 125,32 1,15
Substrato de arroz com F. guttiforme 2 6,178 0,1989 3408,75 250,285 2,95
Substrato de arroz com F. guttiforme 3 6,184 0,1993 2115,54 154,91 1,65
Substrato de arroz com F. guttiforme 1 + padrao 6,194 0,1990 5939,31 435,79 3,88
Substrato de arroz com F. guttiforme 2 + padrao 6,181 0,1959 7321,43 547,84 6,21
Substrato de arroz com F. guttiforme 3 + padrdo 6,157 0,1978 7142,47 528,19 12,91
Substrato de arroz sem F. guttiforme 1 - - - - -
Substrato de arroz sem F. guttiforme 2 - - - - -
Substrato de arroz sem F. guttiforme 3 - - - - -
Substrato de arroz sem F. guttiforme 1 + padrao 6,160 0,2090 5198,01 358,89 2,84
Substrato de arroz sem F. guttiforme 2 + padrao 6,207 0,2083 1194,42 81,81 1,57
Substrato de arroz sem F. guttiforme 3 + padrido 6,200 0,2076 4459,41 314,11 2,30

Fonte: Autor. “TR: Tempo de retengao.

Tabela 2. Informacdes de férmula, m/z medido, IA, intensidade relativa, resolu¢ao de massas, erro de massas e DBE do sinal monitorado de BEA nas amostras

de abacaxi
Amostra MALDI(+)-FT-ICR MS - [C,sHs;N;O,+Na]*
m/z¢ 1A® I (%) Res? Erro® (ppm) DBE'!
Padrao 806,39814 24 % 107 100 130341 0,69
Abacaxi infectado com F. guttiforme 1 806,39839 1,3 % 10° 11,4 132656 0,39
Abacaxi infectado com F. guttiforme 2 806,39879 2,1 x 107 100 132104 -0,11
Abacaxi infectado com F. guttiforme 3 806,39899 1,6 x 10° 4.8 140785 -0,36
Abacaxi infectado com F. guttiforme 1 + padrao 806,39816 4.4 x 107 100 131015 0,67
Abacaxi infectado com F. guttiforme 2 + padrao 806,39818 4,1 x 107 100 130988 0,65
Abacaxi infectado com F. guttiforme 3 + padrao 806,39823 8,8 x 107 100 132293 0,59 19
Abacaxi ndo infectado (sadio) 1 806,39808 2,8 x 107 100 130990 0,78
Abacaxi ndo infectado (sadio) 2 806,39865 43 % 10° 1,98 135745 0,06
Abacaxi ndo infectado (sadio) 3 806,39844 7,7 x 10° 37,1 132476 0,33
Abacaxi ndo infectado (sadio) 1 + padrdo 806,39859 3,1 x 108 100 134995 0,14
Abacaxi ndo infectado (sadio) 2 + padrdo 806,39817 1,5 x 107 100 130659 0,66
Abacaxi ndo infectado (sadio) 3 + padrdo 806,39816 2,4 x 107 100 131240 0,68

Fonte: Autor. “m/z: relagdo massa/carga. °IA: intensidade absoluta. °I: intensidade relativa. ‘Res: resolugdo de massas. °Erro: erro de massa. ‘'DBE: double bond
equivalent (ligagao dupla equivalente).
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Na Tabela 2 seguem as informacdes referentes a molécula
estudada (BEA) - [C,sHs;N;0,+Na]*, bem como a relacdo massa/
carga (m/z) medida, a intensidade absoluta (IA), a intensidade relativa
(I%), aresolucdo de massas (Res), o erro de massas, medido em ppm,
e o DBE. Nessa tabela podemos perceber que em todas as amostras,
o sinal referente 2 molécula da beauvericina foi detectado, inclusive
nas amostras ndo infectadas, ou seja, coletadas de partes visivelmente
sadias do fruto inoculado.

Inicialmente, nas anélises de abacaxi inoculado com F. guttiforme,
Figuras 3b-3d, foi possivel observar a variagdo da intensidade
absoluta (IA) do sinal referente ao ion [BEA + Na]* de 2,4 x 107 a
1,3 x 10° maior a menor intensidade entre as amostras infectadas,
respectivamente. Apds a adicdo de aliquotas do padrdo de BEA, na
concentracdo de 0,1 mg mL"', houve um perceptivel aumento na IA
deste mesmo sinal, variando de 8,8 x 107 a 4,1 x 107, maior a menor
valor entre as amostras contaminadas com a adi¢do do padrdo,
respectivamente. Isso representa um aumento percentual de 3.183,9%
(Figuras 3b e 3e), 91,7% (Figuras 3c e 3f), e 5.189,3% (Figuras 3d
e 3g) dos valores de IA para essas amostras, confirmando que apds
a adicdo do padrdo de BEA todas as amostras tiveram a intensidade
absoluta aumentada.

De forma semelhante, nas andlises de abacaxi sadio, isto €,
regido do abacaxi que ndo apresentava visualmente lesdo causada
pela fusariose € possivel observar a manifesta¢ao do depsipeptideo
BEA. Ele também foi detectado como ion sodiado, [BEA + Nal*,
Figuras 4b-4d, onde todos os erros de massa inferiores a 1 ppm,
Tabela 2, e valores de IA variando de 2,4 x 107 a 4,3 x 10°,
respectivamente, foram observados. As amostras sadias nas quais
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adicionou-se aliquotas do padrdo de BEA, na concentragdo de
0,1 mg mL"!, também apresentaram aumento na IA deste mesmo
sinal, variando de 3,1 x 10%a 1,5 x 107, maior a menor valores entre
as amostras com a parte sadia acrescidas do padrdo, respectivamente.
Isso representa um aumento percentual de 1019,2% (Figuras 4b e
4e), 3439,6% (Figuras 4c e 4f), 1,5% (Figuras 4d e 4g) dos valores
de IA para essas amostras, indicando além do aumento da IA apds
a adi¢do do padrdo de BEA, a possivel detec¢do de BEA nas partes
ndo perceptiveis do fruto, asseverando a eficiéncia e sensibilidade
da técnica de MALDI-FT-ICR MS. Logo, devido a sensibilidade do
equipamento e sua altissima exatiddo de massas, mesmo as amostras
das partes sadias do abacaxi, apresentaram o sinal correspondente
a molécula da BEA.

Arroz

A partir dos espectros de massas obtidos, foi observado que
em todas as amostras analisadas o sinal correspondente a BEA
M = C,sHs,N;0,, PM = 783,9 Da) foi detectado na forma de fon
sodiado ([C,sHs;N;O4+Na]*, m/z 806,39814, Figura 5a), DBE = 19,
Tabela 3.

Na Tabela 3 seguem as informagdes referentes a molécula
estudada (BEA) - [C,;sHs;N;Oy+Na]*, bem como a relacdo massa/
carga (m/z) medida, a intensidade absoluta (IA), a intensidade relativa
(I1%), aresolucdo de massas (Res), o erro de massas, medido em ppm,
e o DBE. Nessa tabela podemos perceber que em todas as amostras
o sinal referente a molécula da beauvericina foi detectado, inclusive
nas amostras sem F. guttiforme.

Inicialmente nas andlises das amostras do substrato de arroz
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Figura 3. Espectros de MALDI(+)MS do padrdo da BEA (a), e das amostras do tecido de abacaxi inoculado com F. guttiforme sem padrdo (b-d) e com o

padrdo de BEA (e-g) (fonte: autor)
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Figura 4. Espectros de MALDI(+)-FT-ICR MS do padrdo da BEA (a), e das amostras do tecido de abacaxi ndo inoculado com F. guttiforme (b-d) comparadas

as dopadas com o padrdo de BEA (e-g) (fonte: autor)

Tabela 3. Informagdes de férmula, m/z medido, IA, intensidade relativa, erro de massas e DBE do sinal monitorado de BEA nas amostras de arroz

MALDI(+)-FT-ICR MS - [C,;H;,N;O,+Na]*

Amostra
m/z* IA® 1(%)° Erro? (ppm) DBE*®

Padrao 806,39814 2,4 x 107 100 0,69

Substrato de arroz com F. guttiforme 1 806,39817 3,3 x 107 100 0,66

Substrato de arroz com F. guttiforme 2 806,39864 5,1 x 107 100 0,07

Substrato de arroz com F. guttiforme 3 806,39906 2,4 x 107 76,91 -0,45

Substrato de arroz com F. guttiforme 1 + padrao 806,39864 1,4 x 108 100 0,07

Substrato de arroz com F. guttiforme 2 + padrao 806,39838 9,8 x 107 100 0,39

Substrato de arroz com F. guttiforme 3 + padrao 806,39822 2,7 x 107 100 0,59 19
Substrato de arroz sem F. guttiforme 1 806,39903 1,1 x 10° 16,62 -0,41

Substrato de arroz sem F. guttiforme 2 806,39990 1,4 x 107 24,7 -1,49

Substrato de arroz sem F. guttiforme 3 806,39915 3,8 x 10° 1,3 -0,55

Substrato de arroz sem F. guttiforme 1 + padrido 806,39831 2,4 x 107 100 0,49

Substrato de arroz sem F. guttiforme 2 + padrido 806,39831 1,1 x 107 100 0,48

Substrato de arroz sem F. guttiforme 3 + padriao 806,39836 1,8 x 107 82,5 0,42

Fonte: Autor. *m/z: relagio massa/carga. °TA: intensidade absoluta. I: intensidade relativa. “Erro: erro de massa. °DBE: double bond equivalent (ligagdo dupla

equivalente).

inoculado com F. guttiforme, Figuras 5b-5d, foi possivel observar
a variacdo da intensidade absoluta (IA) do sinal referente ao fon
[BEA +Na]*de 5,1 x 107 a2,4 x 107, respectivamente. Apds a adi¢io
de aliquotas do padrdao de BEA, na concentragdo de 0,1 mg mL",
houve um perceptivel aumento na IA deste mesmo sinal, variando
de 1,4 x 10% a 2,7 x 107, entre as amostras contaminadas com a
adi¢do do padrdo, respectivamente. Isso representa um aumento
percentual de 337% (Figuras 5b e 5e), 94% (Figuras 5c e 5f), e 10,5%

(Figuras 5d e 5g) dos valores de IA para essas amostras, confirmando
que apds a adicdo do padrdo de BEA todas as amostras tiveram a
intensidade absoluta aumentada.

Nas andlises do substrato de arroz sem o fungo, também foi
detectado o sinal correspondente ao composto monitorado na forma
de fon sodiado, [BEA + Na]*, Figuras 6b-6d, onde todos com erros
de massa inferiores a 2 ppm, Tabela 2, e valores de IA variando
de 3,8 x 10° a 1,4 x 107, entre as amostras do substrato de arroz
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Figura 5. Espectros de MALDI(+)-FT-ICR MS do padrao da BEA (a), das amostras do substrato de arroz inoculado com F. guttiforme (b-d) e inoculado com

F. guttiforme e dopado com BEA (e-g) (fonte: autor)

sem o fungo. As amostras do substrato de arroz sem o fungo que
foram adicionadas aliquotas do padrdo de BEA, na concentracio
de 0,1 mg mL"', também apresentaram aumento na IA deste mesmo
sinal, variando de 1,1 x 107 a 2,4 x 10".

A Tabela 4 apresenta um comparativo entre os resultados obtidos
nas andlises de abacaxi e arroz por HPLC-DAD e por MALDI(+)
FT-ICR MS. Nas andlises por HPLC-DAD, das trés amostras do
abacaxi inoculado com F. guttiforme, em apenas uma amostra foi
detectada a presenca da BEA, enquanto nas trés amostras do abacaxi
inoculado com F. guttiforme + a adi¢ao do padrao BEA (adicdo de
padrio 0,1 mg mL™"), em todas foram detectados os sinais referentes
a BEA. Nas amostras de abacaxi ndo infectado com F. guttiforme
(sadio), referente as partes visivelmente sadias do fruto previamente
inoculado, em nenhuma das trés amostras analisadas a micotoxina
foi detectada, enquanto nas trés amostras do tecido de abacaxi nio
infectado (sadia) dopadas com o padrdao BEA (adi¢do de padrdo
0,1 mg mL"), em todas houve a detec¢do de BEA.

Nas andlises das amostras do substrato de arroz por HPLC-DAD,
das trés amostras inoculadas com F. guttiforme e as trés inoculadas
com F. guttiforme + adi¢do do padrido de BEA (adi¢do de padrio
0,1 mg mL™"), em todas foi identificada a presenga da micotoxina.
No entanto, no substrato de arroz sem F. guttiforme (controle), em
nenhuma das trés amostras foi detectada a presenca da micotoxina.
Nas trés amostras do substrato de arroz sem F. guttiforme dopadas
com BEA (adi¢do de padrdo 0,1 mg mL"!") foi detectada a presenca da
micotoxina. Diferentemente do que foi observado por MALDI(+) MS,
que apresentou detec¢do de BEA em todas as amostras de arroz e de

abacaxi, inclusive nas amostras sadias. O padrao de BEA foi detectado
tanto pelo HPLC-DAD como pelo MALDI(+)FT-ICR MS.

Os resultados mostraram que a deteccido pelo HPLC-DAD foi
satisfatéria, mas com sua sensibilidade limitada para a detec¢ao
da micotoxina nas amostras sadias. Pelo método usado com o
MALDI-FT-ICR MS, foi detectada a presenca da BEA em todas as
amostras, inclusive nas amostras do tecido visivelmente sadio do fruto
inoculado e de controle negativo do arroz, possivelmente pela sua
alta sensibilidade de deteccdo (Tabela 4). No entanto, estes resultados
nas amostras dos frutos infectados sdo sugestivos de que os frutos
infectados ndo poderao ser usados para aproveitamento industrial ou
consumo, mesmo retirando a parte lesionada. Com relacéo a deteccdo
da micotoxina pelo método MALDI-FT-ICR MS, nas amostras do
substrato de arroz sem o fungo, ainda que com intensidades muito
baixas, hd o indicativo de que as amostras sem o fungo podem estar
contaminadas pela BEA originalmente, ou seja, pode ter havido
contaminag@o ainda na fase de produg@o ou armazenamento do
gréo, visto que essa micotoxina € sintetizada por outras espécies de
Fusarium, parasitas de grdos de cereais importantes, como milho,
trigo, arroz e cevada como referenciado neste trabalho, todavia
estudos e testes complementares sdo necessarios.

CONCLUSOES

A espécie de referéncia Fusarium guttiforme (E514) utilizada
na inoculac@io para a verificagdo da producio e deteccdo da BEA
mostrou que produz a micotoxina beauvericina (BEA). Nas andlises
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Figura 6. Espectros de MALDI(+)-FT-ICR MS do padrdo da BEA (a), e das amostras do substrato de arroz sem o fungo (b-d) e dopado com o padrdo de

BEA (e-g) (fonte: autor)

Tabela 4. Resultados da detec¢do de beauvericina (BEA) por HPLC-DAD e MALDI(+)FT-ICR MS nas amostras de abacaxi e no substrato de arroz inoculado

com o fungo F. guttiforme

Amostra Detecgdo®
HPLC-DAD MALDI(+)FT-ICR MS

Abacaxi inoculado com F. guttiforme 1/3 3/3
Abacaxi inoculado com F. guttiforme + BEA 3/3 3/3
Abacaxi sadio 0/3 3/3
Abacaxi sadio + BEA padrio 3/3 3/3
Substrato arroz com F. guttiforme 3/3 3/3
Substrato arroz com F. guttiforme + BEA 3/3 3/3
Substrato arroz sem F. guttiforme (controle) 0/3 3/3
Substrato arroz sem F. guttiforme + BEA padrdo 3/3 3/3
BEA padrio 1/1 1/1

Fonte: Autor. “Nimero de amostras positivas/nimero total de amostras.

por HPLC-DAD e MALDI-FT-ICR MS, pdde-se constatar que nas
amostras de tecido colonizado naturalmente pelo fungo e nas amostras
dopadas com BEA foi detectada a micotoxina. Entretanto, nos
tecidos sadios dos frutos inoculados, onde néo era visivel nenhuma
caracteristica de colonizacio do fungo, apesar de por HPLC-DAD
ndo ser detectada a presenca da micotoxina em nenhuma amostra,
quando as amostras foram analisadas por MALDI FT-ICR MS,
houve a deteccdo da micotoxina, ou seja, mesmo se retirando a
parte visivelmente lesionada, a parte aparentemente sadia pode
estar contaminada, o que compromete o aproveitamento de frutos
com fusariose, ainda que as lesdes sejam em dreas especificas. A

sensibilidade de MALDI FT-ICR MS foi mais apurada na detec¢do
da micotoxina em amostras de tecido ndo infectado. Os resultados
obtidos sdo relevantes na contribuicdo de dados referentes a deteccéo
da micotoxina, para a cria¢do de legislagdo sobre a regulamentagio de
limites da beauvericina. Conforme pode ser observado nos resultados,
0 arroz também € um substrato importante para o desenvolvimento
de F. guttiforme e consequente producdo de BEA, e pode estar
sendo comercializado com a micotoxina. Por ndo haverem limites
estabelecidos para a quantidade permitida e seus efeitos na saude
dos consumidores, torna-se necessdrio otimizar e padronizar a
metodologia de detec¢@o e quantificagdo, bem como a realiza¢do
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de testes de toxicidade para efeitos maléficos aos consumidores e
animais.
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