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Resumo

O Brasil ocupa posicdo de destaque no cendrio mundial agropecudrio, favorecido pelo
fator climdtico e extensdo do territério nacional, sendo um dos raros paises ainda com
possibilidade de expandir a fronteira agricola sem afetar a drea de preservacao ecoldgica. Aliado
a preocupacao com a ampliagcdo da 4rea plantada e rendimento das mais variadas commodities, o
pais também deve se preocupar com a qualidade do alimento produzido, seja para o consumo
interno quanto a exportagdo. Micotoxinas constituem toxinas naturais de ocorréncia inevitavel
em produtos de origem vegetal, sendo o constante monitoramento um requisito obrigatério na
rotina de controle de qualidade. Metodologias analiticas sem o uso de solventes téxicos e
equipamentos sofisticados t€ém sido uma meta na inser¢do de nanotecnologia na andlise
laboratorial. Zearalenona e desoxinivalenol sdo toxinas produzidas principalmente por
Fusarium graminearum, responsavel pela fusariose em trigo, um dos principais alimentos da
cadeia alimentar humana. A revisdo compila informacdes enfocando a quimica, bioquimica,
toxicologia e perigo de contaminacio por meio do consumo de trigo e produtos derivados.
Palavras-chave: micotoxinas, zearalenona, desoxinivalenol, trigo, toxicidade.

Abstract

Brazilian agri-food system plays an important role in the world agribusiness, due to its
favorable climatic condition and huge territorial land. Brazil is classified as an exceptional
country with possibility of further expansion of agricultural frontier without ecological
preservation damage. In addition to care concerning the enlargement of cultivated area and
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commodities yield, the country has to improve the food quality for both internal consumption
and exportation. Mycotoxins are natural toxins of unavoidable occurrence in vegetable origin
products, where the continuous monitoring is requested in the routine of quality control.
Analytical methodologies avoiding the use of toxic solvents and sophisticated equipments have
been the goal of the rapid nano-laboratorial analysis. Zearalenone and deoxynivalenol are toxins
produced mainly by Fusarium graminearum, which causes Fusarium head blight in wheat, that
is the major ingredient in food. The review compiles recent information focused on chemistry,
biochemistry and toxicological hazard due to the use of contaminated wheat and derived
products.

Keywords: mycotoxins, zearalenone, deoxynivalenol, wheat, toxicity.

INTRODUCAO

Alimentos isentos de contaminantes téxicos constituem assunto prioritdrio na
saide humana, cuja preocupagdo crescente tem exigido rigoroso controle. As
micotoxinas sdo metabdlitos secundarios flingicos, relevantes na toxicologia humana e
animal, sendo classificados na categoria de “toxinas naturais” O Fusarium Spp.-
constitui fitopatégeno freqiiente em graos como trigo, milho, cevada, entre outros. O
trigo (Triticum aestivum L.) € um alimento de consumo mundial, sendo um dos
ingredientes mais difundidos na dieta humana. Fusarium graminearum causa fusariose
ou giberela e predomina no trigo contaminado, sendo a mais importante doenca desta
cultura. O fato constitui motivo de perda econdmica devido a reducao na produtividade,
além da producdo de metabdlitos secunddrios téxicos pertencentes ao grupo de
tricotecenos e zearalenona. Entre tricotecenos do grupo B, o desoxinivalenol ou
vomitoxina induz vOmito e conseqiiente perda de peso, principalmente em suinos,
enquanto que zearalenona causa problemas reprodutivos devido ao hiperestrogenismo.
Esta revisdo enfoca a quimica, bioquimica e toxicologia de zearalenona e
desoxinivalenol, bem como o perigo de contaminacao oriundo de rotineiro consumo de
trigo e produtos derivados.

Trigo

O trigo, origindrio do Oriente Médio (Asia), cultivado no Brasil desde 1534, foi
introduzido pelos imigrantes portugueses @ Ocupando cerca de 20% da drea mundial
cultivada, € um dos principais alimentos da humanidade, cuja producdo aproximada de
500 milhoes de toneladas/ano concentra-se na Rassia, Ucrinia, Estados Unidos, China,
India e Franca, responséveis pela oferta de 60% da producio.

No Brasil, a produgdo de trigo atingiu 4.710.158 toneladas no ano 2005, valor que
diminuiu na safra de 2007, chegando a 3.870.194 toneladas. Em 2005, o Estado do
Parand contribuiu com a maior parcela nacional (60% da producdo, 2.816.253 ton),
seguido pelos Estados do Rio Grande do Sul (1.392.327 ton), Mato Grosso e Sdao Paulo
(136.000 ton cada) ®) No entanto, o consumo nacional é de cerca de 10 milhdes de
toneladas, havendo a necessidade de importacdo do produto @,

O trigo brasileiro (Triticum aestivum L) atinge 0,5 a 1,5 m de altura e apresenta
raiz em forma de cabeleira, caule oco e reto (colmo), 6 a 9 folhas estreitas e compridas;
as flores em grupo de 3 a 5 formam espiguetas, agrupados em nimero de 15 a 20,
constituindo a espiga. O fruto (grao) é uma cariopse seca € pequena, Cujo
desenvolvimento € concluido 30 dias apés a fecundacdo. Sendo cereal de clima
temperado e moderadamente seco, geadas no inicio do desenvolvimento favorecem a
produtividade, uma vez que estacionam o crescimento vegetativo em favor do sistema
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radicular. Todavia, as geadas tardias, no estigio da floragdo, sdo totalmente
desfavoraveis, com o conseqiiente abortamento de flores.

A composi¢do centesimal deste grao é 12,38 g de umidade; 12,81 g de proteinas;
1,53 g de cinzas; 1,89 g de lipidios, 14,67 g de fibra alimentar e 56,72 g de carboidratos
disponiveis . O teor maximo de umidade tecnicamente recomendada para a
conservacdo e empacotamento do trigo é 13% ©.

O trigo representa aproximadamente 20% das calorias na dieta humana, tornando-
o componente importante na alimentagdo. Os derivados imediatos consistem de farinha
branca e integral para a producdo de pdo, macarrdao, bolo, massas (tortas, empadas,
pastéis), panqueca, pizza, assim como o triguilho utilizado no preparo de quibe, torta de
quibe, tabule e produtos diversos ”. Os produtos a base de trigo fornecem proteinas de
alto valor biol6gico e carboidratos complexos (principalmente amido e fibras), bem

. . 7
como vitaminas do complexo B e ferro .

Importancia de Fusarium spp. na cultura do trigo

O género Fusarium se distribui amplamente na natureza, seja como saproéfitas ou
parasitas de plantas, encontrado numa grande variedade de plantas e produtos agricolas,
principalmente cereais. Entre as espécies de Fusarium, na cultura do trigo predomina o
Fusarium graminearum, capaz de colonizar também o milho, cevada e outros cereais ®

As toxinas fungicas produzidas na pré-colheita sdo denominadas toxinas de
campo, onde se enquadram os tricotecenos, fumonisinas e zearalenona. As produzidas
na pos-colheita constituem as toxinas de armazenamento, a exemplo de ocratoxina e
aflatoxinas ©.

As espécies de Fusarium sao normalmente responsaveis pela producdo de toxinas
de campo, com destaque a Fusarium graminearum Schuwabe, causador da fusariose ou
giberela em trigo. F. graminearum é a fase assexual do fungo Giberella zeae 'V. A
giberela constitui em envolturas florais de espiga infectada, surgindo pequenas massas
rosadas constituidas pelos esporos do patdégeno (“espiga-branca”). A giberela € uma
doenca de infeccdo floral, cujos esporos caem sobre as anteras expostas, germinam e
emitem micélios e, através de filete atinge o ovdrio. A instalagdo da infec¢io requer um
prolongado periodo de molhamento da espiga (30 a 48 horas) e temperatura entre 22 e
25°C . A doenca resulta em perdas na producdo de até 50% " e contaminacdo
adicional com zearalenona, desoxinivalenol e outros tricotecenos (nivalenol, toxina T-2,
toxina HT-2 "?. Além disso, a fusariose destréi os granulos de amido e paredes
celulares, afetando a estocagem de proteinas do endosperma, resultando em uma baixa
qualidade do produto ‘. Devido 2 caracteristica hidrossolivel de desoxinivalenol e
deslocamento no floema, assume-se que ocorra fluxo desta micotoxina para tecidos ndo
infectados por Fusarium spp.

Entre os fatores que influenciam o aparecimento da fusariose, o clima é um fator
determinante. No entanto, em um determinado ano, campos vizinhos podem
desenvolver diferentes niveis de contaminacio, em razdo da influéncia do sistema de
plantio ®. O uso de fungicidas no decorrer do plantio de trigo ndo garante a auséncia de
toxinas no grao colhido. Fatores geograficos, susceptibilidade da variedade e condi¢des
de armazenamento também interferem na producao de metabdlitos flingicos, podendo
ocorrer producio simultinea de micotoxinas 90 atual estimulo a producdo organica
parece reduzir as taxas de infec¢do de fusariose e conseqiiente menor contaminagao por
micotoxinas, se comparado ao sistema convencional de producao 1),

O controle estratégico de giberela baseia-se no desenvolvimento de cultivares
resistentes e uso de fungicidas aplicados na parte aérea na fase de floracdo. Existem
caracteristicas morfolégicas que auxiliam na protecdo contra a infeccio . No trigo,
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plantas altas sem barba e plantas com espigas frouxas, tendem a menores taxas de
infeccdo natural do que plantas de porte menor com barbas. A giberela classifica-se
como doenca de dificil controle . Para o controle citam-se os fungicidas
metoconazole, procloraz, propioconazole e tebuconazole . A resisténcia a fusariose
pode ser caracterizada por dois componentes: resisténcia a penetracdo inicial (tipo I) e
resisténcia a propagacdo do patégeno no tecido hospedeiro (tipo IT) **.

As micotoxicoses produzem uma variedade de sinais clinicos, dependendo de
fatores como o tipo e concentragdo da micotoxina, dura¢io da exposicao e grau, género,
idade e satide do animal. Uma exposi¢do prolongada resulta em imunodepressdo, i.e.
aumento da suscetibilidade a doencas secunddrias causadas por virus, bactérias e fungos
U7 Também deve-se considerar o fator sinérgico entre as diversas micotoxinas e fatores
toxicoldgicos ambientais, resultando em multiplicagdo de efeitos adversos a saude
humana e animal.

Zearalenona

A estrutura quimica de zearalenona (ZEA) consiste de 6 (10-hidroxi-6-oxo-trans-
I-undecil)-B-acido resorcilico-lactona, com os comprimentos de onda mdximos de
absor¢do em 236, 274 e 316 nm, sendo solivel em solugdes alcalinas, éter, benzeno,
acetonitrila, dlcool etilico, mas insolivel em dgua ® Sendo um metabélito secundério
estrogénico, causa alteracdes no sistema reprodutivo de animais domésticos e
laboratoriais. A producdo de ZEA tem sido reportada em graos no campo, durante a
colheita, processamento e/ou durante a estocagem de alimentos ou ragdes contendo
graos contaminados. O efeito toxico de zearalenona e respectivos metabdlitos ocorre
principalmente devido a semelhanga com os estrogénios naturais, estradiol, estrona e
estriol, interagindo com receptores estrogénicos através de competicdo com o 17p-
estradiol ®.

Esta micotoxina induz hiperestrogenismo em animais, especialmente em fémea de
suinos '® e gados '?. A sindrome hiperestrogénica inclui aumento uterino, inchamento
da vulva, glandulas mamadrias e mamilos, prolapso da vagina ou reto, prolongamento ou
interrupcdo do cio e pseudo-prenhez “?. O a-zearalenol, um anélogo de zearalenona, foi
produzido sinteticamente a partir de ZEA e utilizado como promotor do crescimento
grll)imal nos Estados Unidos e outros paises, mas banido desde 1985 pela Unido Européia

Diversos efeitos toxicos foram reportados em humanos envolvendo consumo de
cereais contaminados com Fusarium spp., como esofagite e cancer esofdgico na China e
Coréia do Sul *?; puberdade prematura em jovens de Porto Rico e Hungria; cincer
cervical e hiperplasia de endométrio na Polonia ® e leucemia t6xica alimentar
(alimentary toxic aleukia) na Russia @3

OH 0 CH, MW R Ci—Cs
/[ ZON 318 —0 c—=r
H,O HHW"’""\H\H\""\ o—Z 0L 220 ConiOH c=C
B-ZOL 320 —OH C=C
CE e ZAMN 320 —0 c—GC
~ L S,
HO C1 vﬂk"‘u R ci—Z AL aoo o OH c—0C

P—ZAL azo —~—t0IH c—0GC

Figura 1. Estrutura quimica de zearalenona e andlogos. ZON= zearalenona; o-
Z0OL= a-zearalenol, B-ZOL= - zearalenol, ZAN= zearalanona, a-ZAL= a-zearalanol,
B-ZAL= B- zearalanol, MW= massa molecular.
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No Brasil, poucos trabalhos sobre avaliacdo de zearalenona em trigo tém sido
reportados. Vieira et al. * analisando 54 amostras de farinha de trigo no Rio Grande do
Sul, detectaram 25,9 % de amostras com possivel contamina¢do por zearalenona, sendo
esta confirmada em uma amostra com 52,88 ng/kg, empregando cromatografia em
camada delgada (CCD).

Tutelyan *, analisando 839 amostras de trigo da Rissia entre as safras 1992 e
2002, detectou zearalenona em 7 %, sendo que a contaminagdo variou de 10 a 1480
png/kg, estando uma amostra com nivel superior ao limite médximo de exposi¢cdo
tolerdvel.

Quiroga et al. @9 analisaram amostras de trigo das safras de 1986 e 1989-1992 na
Argentina utilizando CCD e detectaram contaminac¢do por ZEA em 8,4 % das amostras,
sendo das safras de 1986 (média total de 109,9 pg/kg) e 1991 (16,6 pg/kg). Os autores
relataram que entre os anos de 1985 e 1986, as condicdes climdticas foram favordveis a
contaminagdo, sendo necessarias medidas de controle rigidas antes do armazenamento.

Desoxinivalenol

A toxina desoxinivalenol (DON) pertence ao grupo de tricotecenos da familia de
sesquiterpendides, caracterizada pela estrutura quimica contendo principalmente uma
dupla ligacdo entre as posi¢cdes C9,10, um anel ep6xido na posi¢cdo 12,13 e um ndmero
variavel de grupos hidroxila e acetil. Embora o nimero de tricotecenos identificados e
caracterizados supere os 150 compostos andlogos, somente poucos sdo detectados em
cereais naturalmente contaminados, pertencendo principalmente a grupo de tricotecenos
do tipo A ou B. Os tricotecenos do tipo A (toxina T-2, toxina HT-2, neosalaniol e
diacetoxiscirpenol) ndo possuem fun¢do carbonila C8 conjugada a dupla ligacdo C9-10,
impedindo a absor¢@o de radiagdo ultravioleta. Em contraste, os tricotecenos do tipo B
(desoxinivalenol e nivalenol) contém um grupo carbonila no C8, portanto, esta
conjugacdo com a dupla C9-10, permite deteccao empregando radiacdo ultravioleta.

DON tem sido a toxina de Fusarium spp. mais frequentemente reportada no
mundo, assim como detectada em maior concentracdo, sendo considerada como “toxina
indicadora” de contaminagdo por este grupo de fitopatdgeno @n,

Devido a toxicidade, os tricotecenos sdo classificados como toxinas
gastrintestinais, dermatotoxinas, imunotoxinas, hematotoxinas e genetoxina 47 Em
caes, gatos e aves, os sintomas de toxicose aguda por tricotecenos incluem inflamacgao
dérmica, taquicardia, diarréia, edema, necrose dérmica, hemorragia na mucosa
estomacal e intestinal, distirbios no sistema hematopoético, incluindo leucopenia,
trombocitopenia, sangramento no cérebro, danos aos nervos e rejeicdo a alimentos @8
Os efeitos cronicos se manifestam principalmente através de atrofia ou hiperplasia do
sistema hematopoético, tumores de tiredide, dutos biliares e hipotdlamo, hiperqueratose
inflamatéria do estdmago, bem como papilomas e efeitos imunossupressores .
Necrose da cavidade bucal € freqiiente em aves. Entre os tricotecenos, DON ou
vomitoxina, tem como principal efeito téxico o decréscimo ou rejei¢do de alimentagio,
vomitos e distirbios digestivos com conseqiiente perda de peso. Os suinos sdo 0s mais
suscetiveis, se comparados a aves e ruminantes.

A elevada estabilidade de DON dificulta a sua reducdo, seja na estocagem ou
durante o processamento térmico como cozimento, assamento ou fermentacio ¢”. Uma
elevada contaminacdo por Fusarium spp. em trigo tem sido associada a perda na
qualidade de panificagdo e reducdo no volume de pao. Portanto, medidas preventivas
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desde o inicio do cultivo no campo tornam-se essenciais para evitar matéria-prima
contaminada.

Ho  H
HaC = _o_| R MW R(1) R(2) R(3)
= : NIV alz OH OH OH
. ~ . DON 226 OH H  OH
P : FUS X 354 OH OAc OH
0 ~ 1

- \H( ] 3-ADON 338 0OAc H OH
&H Iﬁh 2 15-ADON 338 OH H  OAc

(a)

Figura 2. Estrutura quimica de tricotecenos e andlogos. NIV= nivalenol, DON=

desoxinivalenol, FUS X= fusarenona X, 3-ADON= 3- acetil desoxinivalenol, 15-
ADON= 15-acetil desoxinivalenol, MW= massa molecular.
Sabino et al. *” avaliando 70 amostras de trigo brasileiro, detectaram
contamina¢@o em apenas 2 amostras de farelo de trigo, com niveis de 183 pg/kg, sendo
estas amostradas de matéria-prima utilizada como ingrediente de racdo em caso suspeito
de intoxicacdo. Segundo os autores, a ocorréncia de DON nesta avaliacdo de 1989 ndo
refletiu uma preocupacdo alarmante, sendo os baixos niveis detectados atribuidos as
condicdes ambientais (umidade e temperatura). Portanto, o monitoramento deve
prosseguir, ampliando o periodo e envolvendo maior niimero de amostras de regides
distintas, para obter visualiza¢do geral do nivel e freqii€éncia da presenca de DON no
pais.

Pesquisadores brasileiros ©* detectaram DON em 94% das amostras de trigo
nacional (50 amostras) analisado e 88% de trigo importado (50 amostras, safra de
2005). O trigo nacional apresentou uma contaminacdo média de 332 pug/kg, enquanto o
trigo importado apresentou uma contaminacdo estatisticamente inferior (90 pg/kg;
p<0,05). As amostras de trigo nacional eram provenientes do Estado do Parand (28%),
Sédo Paulo (28%) e Rio Grande do Sul (8%); o trigo importado da Argentina e Paraguai
(50% de cada pais).

Lamardo et al. ®" analisando 28 amostras de trigo comercial nacional, detectaram
DON em 50% das amostras de farinha de trigo, com contaminagdo média de 296,3
pg/kg (amostras positivas), enquanto 33% das amostras de trigo em grao apresentaram
contaminacdo de 753,2 ug/kg (média das amostras positivas) por CCD, sendo alguns
confirmados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Tutelyan ® avaliou 2166 amostras de trigo estocados entre 1989 e 2002 na
Rissia e detectou DON em 69%. Entre as amostras positivas, o nivel de DON variou
de 50 a 8600 ng/kg, com 37% ultrapassando o limite maximo de exposicdo toleravel,
empregando CCD e CLAE.

Quiroga et al. *® analisaram amostras de trigo da Argentina entre os anos de 1985
e 1992 e, detectaram contaminacdo em 49,6% das amostras com DON em niveis
variando de ndo detectdvel (safras 1990 e 1992) a 40,8 pg/kg (safra -1986), empregando
CCD.

Lori et a analisando 145 amostras de trigo duro de cinco localidades da
provincia de Buenos Aires-Argentina, detectaram niveis entre 0 e 8,44 ug/kg por CCD,
sendo os niveis inferiores aos registrados na safra 1986.

Schollenberger et al. ®¥ avaliaram 5 amostras de trigo contaminadas na
Alemanha, procedendo andlise de DON por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS). Os niveis de DON variaram de 31 a 95 pg/kg,
abaixo dos limites mdximos permitidos naquele pais (500 pg/kg).

1. (32)
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Legislacao e detoxificacao

O limite maximo de zearalenona em milho e cevada no Uruguai é de 200 pg/kg.
No Canad4, o limite para desoxinivalenol em racdo para gado e ave é de 5000 nug/kg e
para porcos, novilhas e animais em lactacao de 1000 pg/kg. Na Alemanha, os limites de
ZEA e DON em graos para uso como alimento e seus produtos sdo 50 e 500 pg/kg,
respectivamente, exceto para DON em paes e correlatos, onde ndo deve exceder 350
ng/kg G Na Franca, o limite de zearalenona em cereais e Oleos vegetais ¢ de 200
ng/kg.

Estratégias de detoxificacdo para alimentos e racdes contaminados para reduzir ou
eliminar os efeitos toxicos de micotoxinas por métodos quimicos, fisicos e bioldgicos
sd0 cruciais para a seguranga, prevencdo de perdas econdOmicas e recuperacdo de
alimentos contaminados. Alguns processos sdo apresentados em revisdo publicada por
Zinedine et al. Y. Degradacdo e detoxificacdo ocorrem sob altas concentracdes de
0zonio (O3). Também relata-se a destruicao de micotoxinas por peréxido de hidrogénio
(H,0,), dependente de concentracdo, temperatura e periodo de exposi¢do. A extrusdo de
determinados produtos de cereais, amplamente utilizada na inddstria para fabricacao de
cereais matinais, petiscos e racdo para pequenos animais melhora a qualidade de
produtos processados, além do potencial redutor nos niveis de micotoxinas. Conforme
Ryu et al. ®”, os niveis de zearalenona reduziram 83% em cereais extrusados. No
entanto, ainda existe a necessidade de demonstrar se a toxicidade ou atividade bioldgica
de ZEA foi apenas reduzida ou completamente eliminada neste tipo de produto. Adi¢dao
de adsorventes nutricionalmente inertes (aluminosilicatos e aluminosilicatos contendo
argila) tem sido recentes propostas para reduzir a toxicidade de micotoxinas, mas
questiona-se o efeito na biodisponibilidade de nutrientes essenciais tracos ©°.
Colestiramina (sal biliar) foi testada e confirmada como agente protetor contra
micotoxinas ®”. Abordagem promissora com menor efeito colateral tem sido o uso de
polissacarideos naturais de origem microbiana, incluindo bactérias, leveduras e fungos
@ Estes fatos indicam a importancia de boas praticas de producdo do alimento em
nivel de campo e/ou armazenagem, i.e., o melhor procedimento para evitar a
contaminacdo de micotoxinas nos alimentos, devendo-se considerar desde a escolha de
hibridos, manejo, plantio até as condi¢des climaticas.

Metodologia analitica

A anélise de contaminantes em graos e produtos vegetais nao € simples. Diversas
varidveis devem ser cuidadosamente controladas, sendo essencial uma amostragem
adequada de quantidade representativa do material inicial; tratamento, estocagem,
preparacdo e subamostragem de uma amostra, para garantir a real representatividade do
material testado. Além disso, a andlise também se complica pela possivel
heterogeneidade do material inicial e pela presenca de contaminantes provenientes da
estocagem ou distribuicdo. Durante a andlise, testes como precisao, exatidao e limite de
deteccdo sdo necessarios para garantir que os niveis medidos sejam representativos do
material de partida e que os erros analiticos sejam minimizados ©Y.

Para pré-limpeza (clean-up), as técnicas utilizadas podem ser agrupadas em
quimicas e imunoldgicas. Entre as técnicas quimicas, a extra¢do em fase sélida tem sido
o método mais freqiiente (SPE, do inglés solid phase extraction). A metodologia
emprega os mais diversificados materiais, sendo basicamente adsorventes, a exemplo de
carcoal-alumina (39), resina de troca idnica (40), silica (40), florisil “% 41), carbono preto
grafitizado “? e colunas MycoSep® “**. A dificuldade no uso destes materiais deve-
se ao seu alto custo, impossibilidade de reutilizacdo e manuten¢do de interferentes no
extrato obtido. Para eliminar estes problemas, nos ultimos anos, as colunas de
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imunoafinidade (CIA) produzidas com anticorpos monoclonais de alta especificidade e
sensibilidade t€m sido desenvolvidas para obter extratos limpos, minimizando o efeito
da interferéncia de matriz “* 4%,

A CIA contém anticorpo anti-micotoxina imobilizado em suporte como silica ou
Affi-gel® em tampao fosfato, empacotado em pequeno cartucho pléstico (Figura 3). A
micotoxina (antigeno) se liga ao anticorpo, sendo a impureza removida com 4gua ou
tampao. A micotoxina € eluida com pequena quantidade de solvente (metanol,
metanol:dgua) e a micotoxina analisada por métodos como CLAE, CLAE acoplada a

espectrometro de massa ou espectrofluorimetria.

Coluna de Extrato de AcM retém a Passagem de
imunoafinidade =~ amostra contendo  micotoxina na eluente rompe a
contendo AcM micotoxina € coluna. Os ligacdo antigeno-

especifico eluido através da  interferentes sdo  anticorpo e libera

imobilizado. coluna. eliminados. a micotoxina.

Figura 3. Procedimento de limpeza de amostra em coluna de imunoafinidade.
(Fonte: R-BIOPHARM RHONE Ltd., USA).

Métodos analiticos convencionais para andlise de micotoxinas incluem
cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e cromatografia gasosa (CG).

CCD para ZEA e DON geralmente utiliza silica gel como adsovente “%. Para
zearalenona, os solventes empregados geralmente sdo cloroférmio misturado com
metanol, hexano e acetona, ou tolueno:acetato de etila. A ZEA exibe fluorescéncia
esverdeada sob luz ultravioleta a 274 nm, enquanto que o tratamento com dacido
sulfirico a 50% torna ZEA visivel como um ponto amarelo/marrom. Para o
desenvolvimento de DON, uma mistura de solventes organicos, como
cloroférmio:acetona:isopropanol, é indicada pela AOAC @D Como DON nio ¢é
fluorescente, para visualizacdo a cromatoplaca € borrifada, por exemplo, com cloreto de
aluminio.

A determinagdo de tricotecenos emprega CLAE com detector de ultravioleta (UV)
e arranjo de fotodiodo @D, Na maioria dos métodos, a separacao ocorre em colunas C-18
de fase reversa, com misturas metanol e 4gua ou acetonitrila como fase mével. Para
ZEA, o detector de fluorescéncia é o mais utilizado, com comprimento de onda de
excitacdo entre 278-280 nm e emissao 450-470 nm.

Entre os métodos atualmente disponiveis para determinacdo de ZEA e DON em
diversas matrizes, CLAE tem sido o método preferido. CLAE proporciona uma maior
sensibilidade que CCD e requer procedimentos de purificacdo mais simples que os
necessdrios para CG “” * *) No entanto, determinadas micotoxinas nio possuem
grupos croméforos quando expostos a radiacdo UV, necessitando de derivatizagdo para
atingir baixo nivel de deteccio requerido em alimentos naturalmente contaminados “°.
Segundo Ware et al. (49), CLAE com detector de fluorescéncia foi aceito como primeiro
método oficial para determinagdao de ZEA pela AOAC por apresentar fluorescéncia
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natural. No entanto, segundo De Saeger et al. @0 o detector de fluorescéncia apresenta
sensibilidade muito menor, sendo desenvolvidas técnicas de detec¢ao por UV.

A metodologia mais recente tem utilizado CLAE acoplada com espectrometria de
massa “**, apresentando a vantagem de acoplar o cardter confirmatério. Para andlise de
ZEA e DON, a fonte de ionizacdo pode ser APCI (atmosferic pressure ionization) ou
ESI (eletrospray ionization), nos modos negativo e positivo. Todavia, a ionizacdo no
modo negativo tem sido mais aplicada na andlise destas duas micotoxinas, por permitir
a obtencdo de resultados com maior sensibilidade e seletividade ©* "2,

A competividade na industria de alimentos e ragdes envolve grande reducdo de
custo, com menor mao-de-obra e resultados imediatos. Métodos rdpidos tém
conquistado cada vez mais importancia, devido ao menor custo, facilidade no uso e
possibilidade de andlise in loco. Normalmente, a expressao “método rapido” refere-se a
um método muito mais rdpido do que o método referéncia, e tem o objetivo de
promové-lo ©. A maioria destes métodos fornecem resultados qualitativos ou semi-
quantitativos em minutos, sendo recomendados para triagem.

As técnicas de imunoensaio sdo procedimentos analiticos baseados na ligacao nao
covalente entre antigeno (Ag) e anticorpo (Ac) e, desenvolvidos para detectar o Ag ou
Ac ®Y. A producio de Ac anti-micotoxina envolve anticorpo monoclonal (AcM)
empregando hibridoma. Devido a caracteristica de hapteno de micotoxinas, ocorre a
necessidade de obtencdo de conjugado toxina-proteina produzido com toxina
cancerigena de alta pureza, em escala de rotina. Os hibridomas sdo células especiais,
produzidas pela fusao de linfécitos B e células tumorais (mieloma), tendo a capacidade
de proliferar, produzindo AcM especifico para a confec¢do da coluna de imunoafinidade
com alta afinidade e especificidade de ligacdo, homogeneidade e em quantidades
ilimitadas.

Os métodos de ELISA (Enzyme-linked Immunossorbent Assay) para micotoxinas
estdo disponiveis comercialmente hd décadas, sendo a tecnologia baseada na capacidade
de um Ac especifico distinguir estrutura tridimensional de uma micotoxina especifica.

ELISA competitivo direto baseia-se na sensibilizagdo da microplaca com Ac
(Figura 4). Ap6s extragdo, uma aliquota da amostra e o conjugado enzima-micotoxina
sdo adicionados a microplaca. Qualquer micotoxina (amostra ou padrdo) competird com
o conjugado enzima-micotoxina pelos sitios de ligacao do Ac. Apds a etapa de lavagem,
o substrato cromdgeno € adicionado para desenvolver a coloracdo (intensidade da cor
inversamente proporcional a concentracdo de micotoxina). A solucdo de bloqueio é
adicionada, interrompendo a reacdo enzimadtica e, a absorvancia determinada em leitora
de microplacas.

ELISA competitivo indireto baseia-se na sensibilizagdo da microplaca com
antigeno, i.e., a micotoxina (amostra ou padrao), seguida de Ac anti-micotoxina (Figura
4). Apés lavagem, adiciona-se 0 Ac marcado com enzima, procede-se nova lavagem,
seguida de adi¢ao de substrato cromdgeno para desenvolver a coloragdo. A solucdo de
bloqueio € adicionada e a absorvancia determinada, sendo esta inversamente
proporcional a concentracao de micotoxina.

Os kits de ELISA apresentam vantagens de requerer pequeno volume de amostra
e etapa de extracdo e limpeza menos laboriosa do que métodos como CCD e CLAE.
Sdo rdpidos, simples, especificos, sensiveis e portdteis, podendo ser usados no campo
para deteccao de micotoxinas em alimentos e racdes. Este método pode ser qualitativo
ou quantitativo.
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Figura 4. Esquema de ELISA competitivo direto (esquerda) e ELISA competitivo indireto
(direita). ONO EYS, BIAZON L, FUJII S, ONO MA, HIROOKA EY. Advances in
immunochemical methods for mycotoxin/mycotoxigenic fungi detection in the agri-food system
In: Fungi: Multifaceted Microbes ed. New Delhi : Anamaya Publishers, 2006, p. 275-293

Testes ELISA e CIA com fluorimetria também tém sido usados para determinagdo
de ZEA 9 De acordo com Bennett et al. ©”, 0 método de ELISA foi aprovado pela
AOAC como primeira a¢do para triagem em milho, trigo e racao para suinos.

Outros imunoensaios sao baseados em membranas, como sondas dipstick, flow-
through assay e o lateral flow test G Nestes testes, Ac especificos sdo imobilizados
em uma membrana, criando uma zona de reacdo para todas as etapas subseqiientes. Ao
final, ocorre desenvolvimento de uma cor especifica na membrana, que € dependente da
presenca/auséncia de micotoxina e visualmente avaliada contra um controle negativo,
que fornece o mdximo de intensidade de cor.

O flow-through assay € baseado no mesmo principio do ELISA competitivo
direto. Ac anti-micotoxina recobre a superficie de uma membrana. A micotoxina
extraida € adicionada a membrana, seguida pela adicdo do conjugado enzima-
micotoxina. A micotoxina € o conjugado enzima-micotoxina competem pelos sitios de
ligacdo do anticorpo. Apds lavagem, o substrato cromédgeno € adicionado e reage com o
conjugado enzima-micotoxina, desenvolvendo a cor. Para amostra negativa (nivel de
micotoxina menor que o limite de deteccao do método) haverd desenvolvimento de um
ponto colorido visivel no centro da membrana. Para amostra positiva, ndo havera
desenvolvimento de cor. A concentragdo de micotoxina das amostras positivas pode ser
confirmada por um método quantitativo, como CLAE.

O lateral flow test se assemelha a um teste de gravidez, baseado na deteccao
imunoquimica de gonadotropina coridnica humana. Este ensaio utiliza Ac marcados
(particulas de latex — azul; ou ouro coloidais — vermelho). Amostra liquida € colocada
em contato com a membrana teste do dispositivo. Através de capilaridade, o liquido
contendo o analito migra através da membrana, redissolvendo em certa area os Ac
especificos (marcados) na membrana. Enquanto o liquido contendo as particulas
solubilizadas migra pela membrana, antigeno e anticorpo continuam reagindo. No
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campo indicador da membrana, o resultado desta reacdo € visualizado. A formacao de
cor indica a presenca do Ag (resultado positivo), enquanto auséncia de coloracdo indica
auséncia de Ag (resultado negativo) ©n,

No imunoensaio de polarizagao de fluorescéncia, a micotoxina é marcada com
fluor6foro. Micotoxina livre e marcada competem por um sitio especifico do Ac. Na
auséncia de micotoxina livre, a marcada se liga ao Ac. O aumento da massa molecular
do complexo afeta a rotacdo da molécula alvo, mudando a orientacdo da fluorescéncia.
A quantidade de alvo ligado pode ser medida (polarizagdo), sendo inversamente
proporcional a quantidade de micotoxina livre presente na amostra. Diferindo de
ELISA, a separacdao de micotoxina livre e ligada ao Ac ndo € necessdria. A medida da
polarizacdo pode ser feita utilizando um equipamento portatil ©7,

Surface plasmon resonance mede a mudanga na concentragcdo de massa na
superficie de um sensor devido a ligacdo de moléculas. Em um comprimento de onda e
angulo de incidéncia especificos, luz serd absorvida por elétrons livres em fino filme de
metal da superficie de um sensor, diminuindo a intensidade da luz refletida. O angulo
em que o fendmeno ocorre muda proporcionalmente a mudanga de concentracdo de
massa na superficie do sensor. As mudangas na concentracdo de massa medida pelo
biossensor sdo aquelas devido a ligacdo e dissociagdo de moléculas interativas, entre o
antigeno imobilizado (micotoxina) e o anticorpo especifico adicionado a amostra o8,

Uma outra abordagem € a andlise dos genes de toxicidade por PCR (polymerase
chain reaction). Li et al. ®” desenvolveram um PCR para deteccdo de F. graminearum
produtor de DON e nivalenol. O método € baseado nos genes Tri5-Tri6, envolvidos no
metabolismo de micotoxinas por Fusarium spp., € foi capaz de detectar um fragmento
de 300 pares de base. Os autores afirmam que este ensaio pode auxiliar no
desenvolvimento de estratégias para evitar ou reduzir a contaminacdo de micotoxinas
em cereais.

CONSIDERACOES FINAIS

O trigo e produtos derivados constituem alimentos de amplo consumo no pais,
portanto, o controle da contaminacdo por micotoxinas é de suma importincia. A
seguranca irrestrita dos produtos consumidos depende do monitoramento continuo,
empregando métodos de alta sensibilidade e baixo custo, constantemente avaliados e
comparados com métodos quimicos oficiais, em continuo avanco. Os métodos
imunoquimicos surgiram como uma alternativa para minimizar o custo de anéalise, como
o emprego de colunas de imunoafinidade para pré-limpeza de zearalenona e
desoxinivalenol. A utilizacio de métodos imunoldgicos reduziria a exposi¢do dos
analistas a solventes toxicos e a contaminacdo ambiental. A aplicacio de métodos
imunolégicos como biosensores, microarrays, imunossensores eletroquimicos,
polarizacdo de fluorescéncia constituem alternativas atraentes no controle de qualidade
de alimentos.
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