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FUIJII, Simone. Métodos imunoquimicos para detec¢cdo de ocratoxina A, producéo de
imunorreagente e aplicacdo em diferentes matrizes alimentares. 2007. 119f. Tese
(Doutorado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2007.

RESUMO

O monitoramento visando controle de ocratoxina (OTA) no sistema agroalimentar requer
métodos analiticos eficientes, devendo-se estimular a produgdo de reagentes para o
desenvolvimento de metodologia acessivel a condicdo nacional. A producdo de
imunorreagentes especificos, associada ao desenvolvimento de ensaios imunoquimicos
possibilitaria aos laboratérios de controle de qualidade o acesso a metodologias que
auxiliariam na preven¢do da contaminagao e conseqiientemente no fornecimento de alimentos
mais seguros. Assim, ELISA competitivo indireto (ic-ELISA) baseado em anticorpo
monoclonal (AcM) anti-OTA.7 foi desenvolvido e seu desempenho comparado mediante
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A analise de 68 amostras de café da regido
Norte do Estado do Parana (safra 2003) demonstrou confiabilidade e eficiéncia de ic-ELISA,
sendo o coeficiente de correlagdo com CLAE de 0,90. OTA foi detectada em 15 amostras
(22,1 %) por CLAE (0,84 a 4,70 pg/Kg) e 10 amostras (14,7 %) por ic-ELISA (3,90 a 7,30
ug/Kg), sendo a relacio ELISA/CLAE de 1,1 a 1,6. Aliada a baixa contaminagdo natural, a
OTA nao foi detectada por ambos os métodos em 77,9 % (53) das amostras, demonstrando
qualidade e seguranca do café pertencente a safra 2003. Considerando a dificuldade ao acesso
de andlise avangada de residuos toxicos na rotina laboratorial € por outro lado, pela
necessidade em minimizar a dependéncia de importagdo de Kits imunoquimicos, foi
introduzida a tecnologia de produ¢do de AcM empregando hibridoma linhagem OTA.1. O
cultivo celular em meio sintético ¢ cavidade peritoneal de camundongo resultou em 387,23
mg de IgG purificada, mantendo-se 80,82 % da atividade anti-OTA. O AcM foi utilizado na
confeccdo de coluna de imunoafinidade (CIA) baseada em silica-hidrazida (CIA-Hz),
testando-se quatro concentragcdes de IgG imobilizada (16,43; 19,79; 23,15 e 22,12 mg 1gG/g
silica). As CIA-Hz apresentaram retengdo de 8,06; 9,62; 11,24 ¢ 10,67 ng de OTA,
respectivamente, e atividade especifica variando de 0,96 a 0,98. A CIA-Hz selecionada (11,24
ng de OTA/11,57 mg de IgG imobilizada) caracterizou-se por eficiéncia na limpeza de
diferentes matrizes (arroz, milho, caf¢) artificialmente contaminados com OTA, com
recuperagdo média de 62,87 (arroz), 71,33 (milho) e 54,58 % (café verde). CIA-Hz
apresentou eficiéncia entre 78,23 a 81,31 % em relagc@o a CIA OchraTest (produto comercial),
demonstrando melhor desempenho da coluna comercial. A reutilizacdo de CIA foi avaliada
apos procedimento de regeneragdo da coluna mediante estudo de recuperagdo de OTA. A
utilizagdo sucessiva de CIA-Hz reduziu gradualmente a recuperagdao de OTA para 29,13 %
(arroz), 44,90 % (milho) e 10,23 % (café), apds cinco usos consecutivos. CIA OchraTest
apresentou recuperagdo aceitdvel apds 4 regeneragdes na analise de arroz e milho, com
manutengdao média de 94,82 % (94,47-95,17 %) e 92,95 % (92,56-93,33 %) da capacidade
original da coluna, respectivamente. A eficiéncia de CIA-Hz em relagdo a CIA OchraTest foi
de 78,23-81,31 % (primeiro uso), 67,41-75,16 % (segundo uso), 48,82-58,40 % (terceiro uso),
40,10-61,09 % (quarto uso) e 39,15-73,33 % (quinto uso), dependendo da matriz. De acordo
com os resultados obtidos pode-se concluir que a CIA-Hz desenvolvida pode ser aplicada na
analise de OTA, com restri¢do ao uso unico, devendo-se prosseguir com o estudo inserindo
novas condi¢des e ensaios de padronizagao.

Palavras-chave: Alimentos — qualidade. Alimentos — industria. Cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Ocratoxinas.



FUIJII, Simone. Immunochemical methods for OTA detection, production of
immunoreagent and application in different food matrices. 2007. 119p. Thesis (Doctor
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ABSTRACT

The monitoring targeted on OTA control in agri-food system should be coupled with accurate
analytical method, where the ready reagent production with analytical development proposal,
accessible at the national condition, should be stimulated. The production of specific
imunorreagent associated with development of immunochemical assay could possible to
laboratories of quality control the access to methodologies to prevention of the contamination
and supply of safe food. Indirect competitive ELISA (ic-ELISA) based on anti-OTA.7
monoclonal antibody (mAb) was developed, and its performance compared by high
performance liquid chromatografy (HPLC). The analysis of 68 coffee samples of the Northern
Parana state (2003 crop) demonstrated reliability and efficiency of ic-ELISA, with HPLC
correlation coefficient of 0.90. OTA was detected in 15 samples (22.1%) by HPLC (0.84 to
4.70 ng/Kg) and 10 samples (14.7%) by ic-ELISA (3.90 to 7.30 pg/Kg), with ELISA/HPLC
relation from 1.1 to 1.6. In addition to low natural contamination, OTA was not detected by
both methods in 77.9 % (53) samples, indicating adequate quality and safety of coffee
belonging to 2003 crop. Taking into account the difficulty in accessing advanced analysis of
toxic residues in routine laboratory assay, and further request on minimizing the dependence
on immunochemical kit importation, the technology of mAb production using hybridoma cell
line OTA.1 was introduced. The cell culture in synthetic medium and mouse ascite tumour
raised 387.23 mg of purified IgG with 80.82 % of anti-OTA activity. This mAb was used to
prepare the immunoaffinity column (IAC) based in hydrazide-sililca (IAC-Hz), carrying out
four concentrations of immobilized IgG (16.43, 19.79, 23.15 and 22.12 mg IgG/g silica). The
IAC-Hz showed OTA retention of 8.06, 9.62, 11.24 and 10.67 ng respectively, and specific
activity ranging from 0.96 to 0.98. The selected IAC-Hz (11.24 ng of OTA/11.57 mg of
immobilized IgG) was characterized by efficient cleaning-up when different artificially OTA
contaminated matrices were tested (rice, corn, coffee), with recovery average of 62.87 (rice),
71.33 (corn) and 54.58 % (green coffee). IAC-Hz showed efficiency from 78.23 to 81.31 %
when compared with IAC OchraTest (commercial product), which confirm higher
performance of the commercial column. The reusability of IAC was evaluated after
regeneration of the column by assessing the recovery of OTA. The successive use of IAC-Hz
gradually reduced the OTA recovery to 29.13 % (rice), 44.90 % (corn) and 10.23 % (coffee),
after five consecutive uses. The IAC OchraTest kept acceptable recovery after 4 regenerations
concerning rice and corn analysis, i.e. average retention capacity of 94.82 % (94.47-95.17 %)
and 92.95 % (92.56-93.33 %) when compared with original column capacity, respectively.
The efficiency of IAC-Hz in relation to IAC OchraTest was 78.23-81.31 % (first use), 67.41-
75.16 % (second use), 48.82-58.40 % (third use), 40.10-61.09 % (fourth use) and 39.15-73.33
% (fifth use), depending on the substrate in concern. Based on data, the developed IAC-Hz
can be used in the OTA analysis, but restricted to only use, and further study should be
continued inserting new condition and standardization of assay.

Keywords: Food — quality. Food — industry. High performance liquid chromatography.
Ochratoxins.
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1 INTRODUCAO

O Brasil tem na agricultura uma das bases mais potentes de economia, o que
garante fornecimento continuo de insumos baseados em cereais, oleaginosas, hortalicas, frutas
e respectivos produtos derivados, oriundos de processamento.

A produtividade da matéria prima e a qualidade do produto final confrontam
com a crescente preocupacdo centrada no aspecto higiénico-sanitario, seja de alimentos
pereciveis de origem animal ou vegetal, com énfase na contaminag@o microbiana (bacteriana
e fingica) de carater inevitavel e de dificil controle.

A busca por qualidade estd relacionada ao controle de fitopatogenos e
fungos toxigénicos, visando minimizar a producao de toxinas naturais nas etapas de pré e pos-
colheita. O envolvimento de fungos toxigénicos na cadeia alimentar humana ¢é direcionado a
espécies pertencentes ao género Fusarium, Claviceps, Aspergillus ¢ Penicillium, sendo os
dois ultimos os contaminantes freqlientes na pods-colheita, constituindo risco de produgdo de
micotoxinas.

As alternativas de controle incluem agentes quimicos, que incrementam o
nivel de residuos indesejaveis e induzem resisténcia anti-microbiana, além de controle
biologico e modificagdo genética de matéria prima visando defesa natural, que exigem alto
custo de implantagdo e estudo a longo prazo. O fato evidencia que o programa de
monitoramento de toxinas ainda constitui procedimento pratico, capaz de garantir a qualidade
e seguranca na cadeia produtiva de alimentos.

A conduta requer desenvolvimento de métodos analiticos eficazes, simples e
econdmicos para a detec¢do de toxinas em alimentos, onde a ocratoxina A (OTA) constitui
um dos representantes toxicos com repercussio direta na satde publica e economia do pais.
Os métodos propostos para proceder a andlise de micotoxina incluem os quimicos e
imunoquimicos. Os métodos quimicos consistem em cromatografia em camada delgada
(CCD), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia liquida-espectrometria
de massa (LC-MS), cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS), cromatografia
gasosa-espectroscopia infravermelho (GC-IR). A metodologia imunoquimica representada
por imunoensaios e cromatografia por imunoafinidade destaca-se por oferecer triagem rapida
e resultados quantitativos confidveis com alto grau de sensibilidade. A limitacdo de tais
métodos consiste na dependéncia de producdo e importacdo de anticorpo monoclonal (AcM)

ou policlonal (AcP) com alta especificidade e sensibilidade para proceder a sua execugao.
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Considerando que a precisdo na reatividade do ensaio imunoanalitico ¢
dependente de anticorpo especifico, a producao de imunorreagente anti-micotoxina despertou
o interesse na analise de alimentos sob o ponto de vista de minimizar a dependéncia atual de
importagdo e o custo de aplicacdo no controle de qualidade. O fornecimento de reagente
imunolégico especifico, associado ao desenvolvimento de ensaio imunoquimico compativel
com aplicagdo pratica, seriam favoraveis para garantir a qualidade e seguranga de produtos

agricolas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Minimizar o custo de reagente imunoldgico, atualmente dependente de
importacdo, produzindo AcM IgG anti-OTA.1 para o desenvolvimento de ensaio
imunoquimico focado em imunossuporte destinado a confec¢do de CIA para o controle de
qualidade de alimentos. Paralelamente, avaliar a aplicabilidade e eficacia de imunoensaio

desenvolvido como ferramenta pratica no diagnostico rapido de OTA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Desenvolver e validar intralaboratorialmente ic-ELISA com AcM IgG anti-OTA.7 para
analise de OTA em café, correlacionando com CLAE;

o Aplicar ic-ELISA desenvolvido no monitoramento de contaminac¢do natural por OTA
em amostras de café verde da regido Norte do Estado do Parana;

o Cultivar e manter hibridoma linhagem OTA.1, secretor de AcM IgG especifico para
OTA;

o Produzir IgG anti-OTA procedendo ao cultivo de hibridoma OTA.1 no meio sintético e
cavidade peritoneal de camundongo, seguido de concentragao e purificagdo;

. Desenvolver imunossuporte empregando silica-hidrazida e IgG anti-OTA.1 oxidada
para a confeccao de CIA-Hz (silica-hidrazida-1gG);

. Validar intralaboratorialmente CIA-Hz quanto a eficiéncia na limpeza e determinacao
de OTA em matrizes alimentares (arroz, milho e caf¢), comparando com CIA comercial

OchraTest.
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3.1 METODOS ANALITICOS PARA DETECCAO DE MICOTOXINAS

A presenga inevitavel de fungos em vegetais, aliada ao dificil controle de
micotoxinas pertencentes a categoria de toxinas naturais exige medidas efetivas para
minimizar a exposi¢do humana e animal, associadas a condi¢cdes adequadas de produgdo e
processamento de alimentos (CERNY et al., 2002; WHITAKER, 2003).

O desenvolvimento de método analitico com alta sensibilidade,
especificidade, rapidez, reprodutibilidade e facilidade de uso, além da exatidao e precisdo ¢
essencial para avaliar exposicdo humana e animal, e a qualidade de matéria prima agricola
(ONO et al., 2000; van der GAAG et al., 2003).

Os métodos desenvolvidos para proceder a analise quantitativa e qualitativa
de micotoxinas incluem cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS),
cromatografia liquida-espectrometria de massa (LC-MS), cromatografia gasosa-
espectroscopia  infravermelho  (GC-IR) (PESTKA et al., 1994; PETZINGER;
WEIDENBACH, 2002; GILBERT; ANKALAN, 2002; PETTERSSON; ABERG, 2003;
REINSCH et al., 2005). Além de metodologia quimica, os imunoensaios representados por
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), imunoafinidade, imunohistoquimica,
biosensores e separacdo imunomagnética vém se apontando pela praticidade acoplada a
sensibilidade (SCOTT; TRUCKSESS, 1997; PETTERSSON; ABERG, 2003; van der GAAG
et al., 2003; SHIM et al., 2004; LOBEAU et al., 2005; NGUNDI et al., 2005).

A CCD constitui técnica conveniente para detec¢do de micotoxinas pela
facilidade e rapidez na execugdo, analise de extratos brutos, baixo custo, deteccdo multipla de
compostos e visualizagdo direta do perfil cromatografico baseado na cor, fluorescéncia e

aspecto da corrida (fator de retencdo do analito - fr) (VALENTA, 1998; VENTURA et al.,
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2005). Entretanto, a baixa sensibilidade do método torna-o pouco eficaz perante os niveis
maximos recomendados de micotoxinas em alimentos, propostos pela Unido Européia (FAO,
2004). A exemplo tem-se OTA com nivel méximo toleravel de 0,5 a 10 pg/Kg (EUROPEAN
COMMISSION, 2005), contrastando com limite de deteccdo e quantificagdo de 5 e 10 pg/Kg
por CCD, respectivamente (PITTET; ROYER, 2002; VENTURA et al., 2005). O fato
evidencia a necessidade de CLAE para analise quantitativa, assim como outros métodos com
sensibilidade equivalente.

O método oficial descrito em Association of Official Analytical Chemists
International (AOAC International) para analise quantitativa de micotoxinas ¢ CLAE
(GILBERT; ANKLAM, 2002; SYDENHAM; SHEPHARD, 1996). Preconizada para a
separacao quantitativa com alta eficiéncia de uma extensa variedade de compostos quimicos e
biologicos, a CLAE permite anéalise com eficiéncia e sensibilidade (GUIMARAES;
COLLINS, 1993; SYDENHAM; SHEPHARD, 1996). Salienta-se ainda a preferéncia pela
CLAE, ja que a letalidade em nivel de pg a pug de substancias bioativas tdxicas ndo volateis
requer sistema de deteccdo de alta sensibilidade. A meta ¢ atingida para compostos
fluorescentes, a exemplo de aflatoxinas e ocratoxinas, através do emprego de sistema detector
de fluorescéncia, com limite de quantifica¢do na faixa de pug/L (SYDENHAM; SHEPHARD,
1996).

Nao obstante, a execucdo de CLAE exige demanda consideravel de
reagentes de alto grau de pureza, equipamento e manutencao de alto custo, tempo de analise
significativo e supervisdo por técnicos especializados, restringindo o emprego na rotina
laboratorial (SYDENHAM; SHEPHARD, 1996; GILBERT; ANKLAM, 2002). Salienta-se
ainda a dificuldade na andlise de compostos ndo fluorescentes como fumonisinas, para os
quais deve-se desenvolver processo de derivatizagdo capaz de atingir nivel de detecgao
compativel com a aplicacdo na rotina laboratorial de controle de qualidade. Mesmo assim, a
sensibilidade atingida ndo se compara a compostos naturalmente fluorescentes, ja que se deve
questionar se durante a rea¢do ocorreu derivatizacdo total de todos os analitos alvos, ou se o
produto derivatizado formado ¢ estavel, ou ainda se ndo houve formacdo de outros
componentes fluorescentes oriundos da matriz alimentar (UENO et al., 1993; SYDENHAM,;
SHEPHARD, 1996). Aliado a estes fatores, a eficiéncia de CLAE na determinagdo de analitos
depende de extensiva limpeza da amostra, tornando indispensavel o emprego de minicolunas
especificas para a remoc¢do de impurezas e concentracdo de toxinas no extrato bruto

(GUIMARAES; COLLINS, 1993; VALENTA, 1998).
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ApoOs detecgdo, a confirmagdo quimica da micotoxina presente na amostra €
essencial para evitar resultados falsos. A coincidéncia do aspecto visivel ou da propriedade
cromatografica ndo garante que o composto isolado do extrato seja quimicamente idéntico ao
padrao de referéncia (VALENTA, 1998). Entre as técnicas disponiveis para a confirmagdo
destacam-se a espectrofotometria de massa de alta resoluc¢ao e ressonancia magnética nuclear

(VALENTA, 1998).

3.2 LiMPEZA E CONCENTRACAO DE ANALITO

A etapa de limpeza ¢ requisito indispensavel em analises que exigem baixo
limite de deteccdo, constituindo fator fundamental na prote¢do de coluna cromatografica
utilizada em CLAE (GONZALEZ-PENAS et al., 2004). Distintas técnicas, sejam classicas
empregando clarificacdo e particdo liquido-liquido, assim como colunas de extracdo em fase
solida (silica, octadecilsilil, fenilsilil, florisil e imunoafinidade) emergiram entre técnicas de
limpeza e concentracio na analise de micotoxinas (POOLE, 2003).

Desenvolvimento de minicolunas eficazes, capazes de atingir nivel de
separacao em apenas uma etapa cromatografica, tem sido desafio constante na metodologia
analitica. Com o intuito, a literatura descreveu minicolunas com materiais de preenchimento
compostos de C;3, QMA, silica, florisil e aminopropil (Waters ®); SAX, Bond Elut DEA e
PSA (Varian ®); colunas HBL Oasis (Waters ®); coluna multifuncional MycoSep 225
(Romer Labs ®) (LLORENS et al., 2002; SIBANDA et al., 2002; POOLE, 2003).

A eficiéncia do processo de limpeza na andlise cromatografica incentivou a
associacao de diferentes técnicas de limpeza antes de prosseguir com CLAE. A seqiiéncia
envolvendo clarificagdo com sulfato de amonio, particdo com cloroférmio, seguido da coluna
de extracdo constituida de carvdo-alumina-celite foi usada para analise de tricotecenos em
trigo, obtendo-se recuperacao de 85 a 91 % (FURLONG; SOARES, 1995).

A combinagdo seqiiencial de diferentes colunas também tem sido utilizada
na limpeza de extratos. Entwisle et al. (2001) utilizaram seqiiéncia de colunas de fenilsilil e
imunoafinidade para andalise de ocratoxina A (OTA) por CLAE em café torrado, obtendo-se
recuperacdo de 65 a 97 %. Sibanda et al. (2002) conduziram andlise semelhante envolvendo
determinag¢do de OTA em substrato café torrado, empregando colunas de limpeza constituidas
de aminopropil (NH;) e imunoafinidade, obtendo sensibilidade de 1 pg/Kg com recuperagdo

na faixa de 72 a 84 %.
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Uma correlagdo positiva existe entre a eficiéncia do processo de limpeza e a
propriedade quimica e fisica do analito a ser separado. A polaridade devido a presenga de
grupamento quimico, aliado a solubilidade em solvente empregado no processo determinam a
interacdo do analito com os radicais ativos da minicoluna. A conseqiiente eficiéncia na
recuperacao do analito pela etapa de limpeza e a remocao adequada de interferentes inerentes
de matéria prima, permitem a quantificacdo favoravel do composto em estudo (MATEO et al.,
2001; VALENTA et al., 1998).

Mateo et al. (2001) evidenciaram baixa eficiéncia de minicolunas Sep-Pak
silica e florisil na recuperagdo de tricotecenos (nivalenol) em extratos obtidos de cereais. Os
autores alegaram que a alta polaridade de tricotecenos favoreceu a interacdo com grupos
ativos da silica, assim como a baixa solubilidade em solventes empregados na limpeza, sendo
estes os fatores determinantes na baixa aplicabilidade das minicolunas testadas.

Nao obstante, as minicolunas preparadas com silica, fenilsilil, alumina,
carbono, aminopropil, octadecilsilil, florisil, cianopropil ou celite constituiram a base para
introduzir ferramenta bioldgica na metodologia analitica, iniciada com a implementacdo da

coluna de imunoafinidade.

3.3 ENSAIOS IMUNOQUIMICOS

As técnicas analiticas quimicas convencionais, baseadas em CCD e CLAE,
sdo oficialmente aceitas e validadas pela AOAC International (SYDENHAM; SHEPHARD,
1996). No entanto, a exigéncia de extrema limpeza dos extratos alimentares para andlise,
demanda de reagentes de alto grau de pureza destinados a analise cromatografica,
instabilidade de derivatizados fluorescentes e alto custo de instrumentagdao e manutengao, sob
supervisdo de técnicos especializados restringem o uso na rotina laboratorial (UENO et al.,
1993; CHU et al., 1988; SYDENHAM; SHEPHARD, 1996; GILBERT; ANKLAM, 2002).

Em vista destas dificuldades, o ensaio imunoquimico constitui técnica
analitica alternativa promissora na analise de micotoxinas em alimentos, com énfase ao ensaio
imunoenzimatico ELISA. As vantagens consistem na alta sensibilidade das reacdes
imunolodgicas, capaz de detectar concentracdes traco de um composto (ng e pg), pouca ou
nenhuma necessidade de limpeza e concentragdo de analito, baixo custo apos padronizacao,

facilidade de operagdo, além do potencial de utilizacdo no campo (GAZZAZ et al., 1992;
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HEFLE, 1995; VALENTA, 1998). Os ensaios imunoquimicos oferecem ampla variabilidade
as modalidades técnicas aplicaveis na pesquisa microbiologica, onde juntamente com a
detec¢do e enumeracdo de microrganismos, a confirmac¢do da presenca de toxinas microbianas
seria fundamental ao controle de qualidade de produtos alimenticios (VALENTA, 1998).

Conseqiientemente, os imunoensaios constituem técnicas bioanaliticas
aplicaveis em diversas areas da ciéncia de alimentos, incluindo analise, microbiologia,
nutri¢ao, controle de qualidade e de processo. A potencialidade de técnicas imunoquimicas ja
¢ reconhecida, podendo ser empregadas no controle de adulteragdes, i.e. na deteccdo de
proteinas (ex., albumina, gliten, gliadina e amilases), hormoénios, inseticidas, herbicidas,
antibioticos, sulfas, histamina, hipoxantina, 4cidos nucléicos, glicoalcaloides, vitaminas,
adogantes, quinina, entre outros (CHOI et al., 2004; FRANK et al., 2004; STANCZYK et al.,
2003). Recentemente, as técnicas imunolodgicas constituem ferramenta basica para o controle
de importagdo de graos geneticamente modificados em paises desenvolvidos importadores de
matéria-prima agropecuaria (JENNINGS et al., 2003).

Embora o custo inicial do desenvolvimento de um ensaio imunoquimico
seja alto, uma vez padronizado a desvantagem ¢ compensada pela praticidade de um
microensaio capaz de reduzir o custo por teste. Técnicas imunoanaliticas tornaram-se
alternativas atraentes na analise de alimentos, oferecendo testes de triagem rapida e resultados
quantitativos confidveis com alto grau de sensibilidade (HEFLE, 1995; SPILLANE;
O’MULLANE, 1998; SIBANDA et al., 2001).

3.3.1 Anticorpos para imunoensaios

Inicialmente, as técnicas imunoquimicas foram padronizadas empregando
anticorpos policlonais, usualmente produzidos em coelhos ou carneiros (THIRUMALA et al.,
2000). Entretanto, as limitagdes na produ¢do de grande quantidade de AcP consistem no
fornecimento continuo de antigeno altamente purificado para as inoculagdes, manutengdo de
biotério, variabilidade individual do animal na qualidade do anti-soro, ou no mesmo animal
devido ao intervalo de sangria, o que resulta em diversidade na especificidade e afinidade a
antigenos (WYATT, 1992). A produg¢do de anticorpo monoclonal superou o problema,
obtendo-se reagente uniforme de alta qualidade, passivel de ser empregado na rotina

laboratorial (LA PINE; HILL, 2001; NAKANO; NAGATA, 2003).
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A qualidade do anticorpo (alta afinidade e especificidade, baixa reatividade
cruzada) ¢ essencial para o desenvolvimento de imunoensaios sensiveis na micotoxicologia, ja
que se baseiam na interacdo especifica entre antigeno-anticorpo (HARLOW; LANE, 1988a;
HEFLE, 1995; NAKANO; NAGATA, 2003). A obtencdo de anticorpos de alta qualidade
depende de imundgenos purificados, protocolo de imunizagdo e critério para sele¢do de
monoclonais especificos (NEWSOME, 1986; HEFLE, 1995; BARNA-VETRO et al., 1996).
Os AcMs caracterizam-se pela uniformidade, alta especificidade e afinidade constante a um
unico epitopo, sendo homogéneos na estrutura e especificidade, caracteristicas estas essenciais
na identifica¢do de antigenos em matrizes complexas (GAZZAZ et al., 1992; HEFLE, 1995).

A tecnologia de hibridomas permitiu o fornecimento ilimitado de AcM com
especificidade definida, obtido pela imunizacdo de camundongo com antigeno especifico,
seguido de fusdao de célula esplénica secretora de anticorpo com célula de mieloma (Figura 1)
(HARLOW; LANE, 1988A; LA PINE; HILL, 2001). A produgdo de IgG procede-se por
cultivo de hibridomas em meio sintético de composicao definida (ex., RPMI, DME) ou na

cavidade peritoneal de camundongo (HARLOW; LANE, 1988Db).
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Figura 1 — Produgdo de AcM: imunizagdo de camundongo, fusdo celular, obtengdo de hibridomas e
cultivo em meio sintético de composi¢do definida e na cavidade peritoneal de
camundongo.

Fonte: (BERG et al., 2002)
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A obtengdo de AcM em tumor peritoneal constitui método pratico e
acessivel a rotina laboratorial, proporcionando alta concentragdao de anticorpo especifico (0,9-
9,0 mg/mL). Entretanto, as limitagdes técnicas baseadas em infra-estrutura para manutengao
de animais, consideracdes éticas para uso experimental, além da presenga de hemadceas,
fibrina e proteinas inespecificas no liquido ascitico, capazes de dificultar a purificagdo,
justificam o avango na pratica do cultivo de hibridomas em meio sintético livre de soro fetal
bovino (SFB) (ex., Hybridoma-serum free medium) (BRUCE et al., 2002).

O cultivo de hibridomas em meio ausente de SFB eliminou problemas
relacionados ao uso de soro, i.e. alto custo, heterogeneidade entre lotes e alto teor protéico,
que interferem na purificagdo de AcM (LIDDELL; CRYER, 1991; BRUCE et al., 2002;
LEGAZPI et al., 2005). Embora a técnica forneca baixa concentragdo de IgG (50 pg/mL)
(HARLOW; LANE, 1988b), o uso de estimulantes de crescimento (ex., L-glutamina) aliado
ao cultivo em sistemas de biorreatores (ex., CELLine, miniPERM) tém proporcionado maior
produgdo de anticorpos especificos em relagdo ao cultivo estatico convencional (BRUCE et
al., 2002; LEGAZPI et al., 2005; HEILMANN et al., 2005).

Atualmente, a tecnologia de anticorpos recombinantes favorecida pela
disponibilidade de bibliotecas de seqiiéncia génicas para anticorpos, associada ao
desenvolvimento de anticorpos exibidos sobre a superficie de fagos filamentosos Phase
Antibody Display, tem apontado como metodologia alternativa a técnica de imunizagdo em
animais (LA PINE; HILL, 2001; MOGHADDAM et al., 2001; MORO; RODRIGUEZ, 2001;
ZHANG et al., 2004). A metodologia gera fragmentos de anticorpos a partir do repertorio
natural de anticorpos, sem necessidade de imunizacao, aliado a habilidade de manipulagdo das
condi¢cdes de selegdo e estrutura dos componentes produzidos (MOGHADDAM et al., 2001;
MORO; RODRIGUEZ, 2001).

A nova tecnologia geraria anticorpos com alta afinidade, caracterizados pela
propriedade de ligagdo ao epitopo, porém instdveis ndo exercendo acdo imune efetora
(protegdo clinica), mas com perspectivas futuras de aplicagdo clinica como
imunomoduladores e imunoprofilaticos em doengas mediadas por anticorpos (SIEGEL, 2002;
LA PINE; HILL, 2001). Conseqiientemente, o uso potencial destes fragmentos de Ac se
restringe ao preparo de colunas de imunoafinidade, ou seja, ligagdo em resinas visando
separagdo cromatografica dos respectivos antigenos (MOGHADDAM et al., 2001; MORO;
RODRIGUEZ, 2001). Anticorpos recombinantes especificos para haptenos, a exemplo de
aflatoxina Bj, tém sido selecionados a partir da seqiiéncia génica de anticorpos e

caracterizados quanto a capacidade de ligacdo a aflatoxinas (MOGHADDAM et al., 2001).
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3.3.2 Producéo de anticorpos contra haptenos

Micotoxinas mostram-se incapazes de estimular o sistema imune para
produzir anticorpos devido a estrutura relativamente pequena (haptenos). Nao obstante, as
moléculas tornam-se imunogénicas se proceder a conjugacdo com proteinas carreadoras de
alta massa molecular (ex., albumina de soro bovino-BSA). Portanto, deve-se empregar
sistema de acoplamento adequado, que garanta manutencdo de grupos determinantes de
identidade do hapteno (GAZZAZ et al., 1992; HEFLE, 1995; KIM et al., 2003; XIAO et al.,
1995a). Conseqlientemente, o preparo de antigeno para imunizagao (hapteno) requer suporte
peptidico pouco imunogénico, visando obter anticorpos monoclonais e policlonais altamente
especificos (KIM et al., 2003; MORAN et al., 2002; TUOMOLA et al., 2000). Assim, a
imunogenicidade de OTA (403,82 Da) deve-se a conjugacdo de grupo carboxila ativo na
molécula com o grupo amino de carreadores protéico, através do sistema de ativacdo via
carbodiimida, anidrido, carbonildiimidazol ou outros (Figura 2) (HEFLE, 1995;
KAWAMURA et al., 1989; XIAO et al., 1995a).
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Figura 2 — Conjugagio de grupo carboxil de hapteno (H) com grupo amino de carreador protéico (N)
através de ativacdo via carbonildiimidazole (C). A reag@o entre o hapteno (H) e reagente
de ativagdo (C) forma o composto intermediario carbamato acilimidazole (I) que reage
com grupo amino de carreador protéico (nucledfilo) (N) para formagdo de ligagdo
peptidica estavel.

Fonte: (XIAO et al., 1995a)

A sele¢dao de proteina carreadora e método de conjugacdo para sintese de
imundgeno representam etapa critica na producgdo de anticorpo especifico (DANILOVA, 1994;
MORAN et al., 2002; TUOMOLA et al., 2000). Entre os carreadores e adjuvantes destacam-
se albumina de soro bovino (BSA), keyhole limpet hemocyanin (KLH) e ovalbumina (OVA). A
partir destes reagentes, a tecnologia permite sintese dos conjugados de ocratoxina A (OTA-BSA,

OTA-OVA, OTA-KLH), ou fumonisina (FB;-KLH, FB;-OVA), destinados a imunizagdo de
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animais para obten¢do de linfocitos sensibilizados, sendo a qualidade de anticorpos
produzidos dependente do suporte protéico (HO; DURST, 2000; KAWAMURA et al., 1989;
KIM et al., 2003).

KAWAMURA et al. (1989) prepararam 7 anticorpos monoclonais para
OTA, designados de AcM OTA.1, 2, 3,4, 5, 6 ¢ 7 utilizando BSA como proteina carreadora.
Procedendo ao ELISA competitivo indireto (ic-ELISA), os AcMs OTA.1, 3, 4, 5 ¢ 7
apresentaram reatividade cruzada com OTA (100 %) e OTC (63,1-99,5 %), enquanto que
reagiram fracamente com os analogos pertencentes a OTB (0,63-1,14 %), OTa (0,04-0,07 %)
e 4-hidroxi-OTA (1,19-1,51 %), demonstrando a especificidade imunoldgica do reagente
produzido.

Os resultados sugeriram que o residuo L-fenilalanina, cloreto e hidrogénio
nas respectivas posi¢des Ci2(R;), Cs(Ry) e C4(R3) na molécula de OTA, conforme apresentado
na Figura 6, exerceram grande influéncia na interagdo OTA-anticorpo. O AcM OTA.2 reagiu
igualmente com OTA e OTB, indicando que a presenca de cloreto na posi¢do 5 (R;) ndo atuou
como epitopo para o anticorpo. O limite de detecg¢do para OTA por ic-ELISA utilizando AcM
OTA.1 e OTA.7 foi de 50 pg/mL, evidenciando a alta sensibilidade dos anticorpos
(KAWAMURA et al., 1989).

As técnicas imunolédgicas visando producdo de anticorpos especificos vém
sendo sofisticadas, empregando carreadores cada vez menos imunogénicos. Candlish et al.
(1988) produziram anticorpos monoclonais em camundongos imunizados com conjugado
OTA-KLH. Analisando por ic-ELISA, os autores obtiveram reatividade cruzada de 8,2 %
com OTC e limite de detec¢do de 5 pg OTA/Kg, assim como auséncia significativa de reagao
com outros analogos, micotoxinas e interferentes, indicando alta especificidade deste

anticorpo a OTA.

3.3.3 ELISA para micotoxinas

Tendo em vista que a baixa complexidade e massa molecular de micotoxinas
conferem baixa imunogenicidade, a modalidade de ELISA indicada para proceder a
determinagdo de OTA ¢ o competitivo indireto (ic-ELISA), ja que esta requer apenas um

anticorpo especifico (CHU, 1984; HEFLE, 1995). A alta especificidade ¢ fundamental para
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evitar reacoes falso-positivas, sendo a reatividade do ic-ELISA dependente exclusivamente de
anticorpo primario (CHU, 1984; HEFLE, 1995).

O principio de ic-ELISA baseia-se na competi¢do entre a toxina presente na
amostra e aquela imobilizada na microplaca (OTA-BSA), pelo sitio de ligagdo especifico do
anticorpo monoclonal (NEWSOME, 1986). Nesta modalidade de ELISA, a adsor¢do do
anticorpo a superficie sensibilizada ocorre em propor¢ao inversa a quantidade de analito
presente. Isto €, a concentracdo de toxina na amostra ¢ quantificada indiretamente pela reacao
oriunda de anticorpo especifico anti-micotoxina adsorvido, que atua como sitio de liga¢do ao
anti-IgG (anticorpo secundario) marcado com enzima, responsavel pela reacdo colorimétrica
(NEWSOME, 1986; HARADA et al., 1988; HEFLE, 1995). A Figura 3 mostra o esquema de
ic-ELISA para analise de OTA.

Indirect

¢: analito (OTA); CP: proteina carreadora complexada ao analito;
AB: anticorpo especifico anti-micotoxina (OTA); ab: anticorpo anti-
IgG conjugado a enzima.

Figura 3 — Esquema de ic-ELISA para detecgdo de OTA.
Fonte: (PESTKA et al., 1995)

Em contraste ao preparo de antigeno para imuniza¢do (imundgeno), o
acoplamento de OTA a microplaca se procede com peptideo aderente, visando obtengao de
conjugado estavel (OTA-proteina) e economicamente vidvel (NEWSOME, 1986;
KAWAMURA et al., 1989; DANILOVA, 1994; KIM et al., 2003). Conjugados de OTA-
BSA, KLH e OVA apresentaram razdo molar de 16,7; 19,1 e 0,3-0,5, respectivamente
(KAWAMURA et al., 1989). Embora KLH constitua uma melhor carreadora de OTA,
depara-se com alto custo. A OTA-OVA apresenta menor estabilidade em relacdo ao mesmo
reagente preparado com BSA, além da perda de atividade devido ao congelamento. Embora as
referéncias anteriores justificassem a utilizagdo de BSA pela maior estabilidade, menor custo

e eficiéncia na conjugagao com OTA (KAWAMURA et al., 1989), os trabalhos recentes vém
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modernizando as técnicas de haptenizacdo inserindo novas moléculas (lipossomos) para
incorporagao de haptenos (HO; DURST, 2000; HO; DURST, 2003).

A desvantagem de analise por ELISA limita-se a determinados tipos de
alimentos, em vista ao efeito de matrizes que resultam em interferéncia nas reagdes
imunoldgicas. Isto ¢, interagdes inespecificas de anticorpo a componentes alimentares
(proteinas, acidos graxo), ou bloqueio estérico da ligacdo entre anticorpo e analito
superestimariam a concentracdo da micotoxina, resultando em reagdo falso-positiva (HEFLE,
1995; BARNA-VETRO et al., 1996). Conseqiientemente, a vantagem na eliminacdo da
extensiva etapa de pré-limpeza ostentada pelo ELISA resulta na permanéncia de constituintes
alimentares inconvenientes, capazes de reagir com os anticorpos. O fato acentua a resposta
inibitéria no imunoensaio por competicdo, afetando o sitio de ligagdo do anticorpo. Esta
inespecificidade pode ser minimizada diluindo o extrato bruto, ou adotando processo simples
de limpeza (BARNA-VETRO et al., 1996; PESTKA et al., 1994).

Para obter resultados mais consistentes no ic-ELISA ¢ aconselhdvel que a
especificidade seja obtida empregando anticorpo monoclonal (um sitio especifico), capaz de
aumentar a reprodutibilidade, facilitando a padronizagdo do ensaio e estabilidade do reagente
(ONO et al., 2000; HEFLE, 1995). Todavia, deve-se minimizar a reatividade cruzada com os
mais variados componentes alimentares, problema de dificil solu¢do, devido ao langamento
continuo de novos produtos processados, visando aumento da competitividade para atender o
mercado cada vez mais exigente e globalizado.

O procedimento adotado para contornar o problema consiste na analise
comparativa através de correlacio com CLAE dos imunoensaios desenvolvidos, o que
permite estabelecer a relagdo entre as metodologias e a confiabilidade do ensaio
imunoquimico. Estudos comparativos de ic-ELISA com CLAE vém sendo desenvolvidos
visando a implementacdo de imunoensaio como ferramenta pratica no diagnostico rapido de
micotoxinas para o controle de qualidade em alimentos. Os resultados obtidos demonstraram
a aplicabilidade de ic-ELISA como método alternativo em relacdo ao método confirmatorio
CLAE (FUJII et al., 2006b).

Apesar de criticas e limitagdes, o ensaio imunoquimico vem gradativamente
ocupando o espago na micotoxicologia (HEFLE, 1995). Aliada as vantagens mencionadas, a
simplicidade e rapidez de andlise, reprodutibilidade, necessidade de pequeno volume de
amostra, baixo custo apds a padronizacdo do ensaio e potencial de triagem em campo,
comparado aos métodos analiticos convencionais, emergem como caracteristicas destacaveis

do ensaio imunoenzimatico (HEFLE, 1995; BARNA-VETRO et al., 1996).
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3.3.4 Coluna de imunoafinidade para detecgdo de micotoxinas

A técnica cromatografica por imunoafinidade pode ser considerada como
uma inovag¢ao na area de metodologia analitica para deteccdo de toxinas de origem biologica
de baixa massa molecular, anteriormente centrada em procedimentos quimicos. A modalidade
introduziu componente bioldgico (anticorpo imobilizado em minicoluna) na etapa de limpeza,
seguida de andlise qualitativa-quantitativa empregando CLAE, ou outras metodologias
analiticas de alta sensibilidade (JURADO; JARRET, 2003; KONDO et al., 2002).

A incorporagdo de procedimento biologico (coluna de imunoafinidade) a
metodologia quimica analitica consistiu em alternativa promissora as técnicas convencionais
de limpeza na analise de micotoxinas, conferindo rapidez e especificidade na etapa do preparo
de amostra (WATANABE et al., 2001; ZHAO et al., 2003).

As CIA preparadas com anticorpos anti-micotoxinas destacam-se por
proporcionar simplicidade, alta especificidade e recuperagdo, melhorando limites de deteccao
e possibilitando andlise de variedade de compostos em distintas matrizes complexas. Uma
vantagem incontestavel estd na utilizagdo de solugdo tampao, dispensando o emprego de
grandes volumes de solventes toxicos durante o preparo de analito, além de automatizagao
técnica e disponibilidade comercial (SCOTT; TRUCKSESS, 1997).

As colunas compoem-se de um suporte de fase solida ativada, a exemplo de
Sepharose®-CNBr, onde se imobilizam os anticorpos especificos contra determinada
micotoxina (SCOTT; TRUCKSESS, 1997; JURADO; JARRET, 2003). O processo de
limpeza baseia-se na retencdo seletiva de micotoxinas presentes no extrato a anticorpos
imobilizados da coluna, seguido de eluicdo com solvente apropriado (Figura 4). A
imobilizacao de anticorpos a matriz da coluna e a afinidade do analito especifico durante a
limpeza da amostra, lavagem e condigdes de elui¢do sdo fatores determinantes da eficiéncia e

aplicabilidade da CIA (WIMALASENA; WILSON, 1991; SHELVER et al., 2002).
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Coluna de Extrato de amostra AcM retém a Passagem de
imunoafinidade contendo micotoxina na eluente rompe a
contendo AcM micotoxina ¢ coluna. Os ligacdo antigeno-

especifico eluido através da interferentes sao anticorpo e libera a

imobilizado. coluna. eliminados. micotoxina.

Figura 4 — Procedimento de limpeza de amostra em coluna de imunoafinidade.
Fonte: (R-BIOPHARM RHONE Ltd., USA)

Distintas técnicas de limpeza em fase solida (Cig, silica, florisil, SAX e
CIA) foram avaliadas quanto a determinagdo de OTA e outras micotoxinas em produtos
alimenticios (de GIROLAMO et al., 2001; DRAGACCI et al., 2001; LLORENS et al., 2002).
Os resultados apontaram a eficiéncia da CIA na remocdao de interferentes nos extratos
alimentares, melhorando o limite de detec¢do por CLAE.

Para a andlise de OTA, encontram-se disponiveis colunas de
imunoafinidade comerciais OchraTest (Vicam®); OchraPrep ¢ Ochrascan Easi-Extract
ochratoxin (Rohne Diagnostics®); Rida ochratoxin A column (R-Biopharm®)
(CASTELLARI et al., 2000; SCOTT; TRUCKSESS, 1997).

A cromatografia por afinidade tem sido amplamente difundida na analise de
OTA em matrizes complexas, como café (SIBANDA et al., 2002), vinho (DALL’ASTA et al.,
2004), cerveja (VISCONTI et al.,, 2000); aflatoxina em ragdo (SHARMA; MARQUEZ,
2001), produtos lacteos (DRAGACCI et al., 2001), alimentos infantis (STROKA et al., 2001),
amendoim e paprica (STROKA et al., 2000); fumonisinas em milho e produtos derivados
(CHENG et al., 2002); tricotecenos em pipoca, milho (OLIVEIRA et al., 2001), trigo, cevada
e malte (TACKE; CASPER, 1996), arroz, aveia e sorgo (PASCALE et al., 2003); zearalenona
em cereais e ragdes (FAZEKAS; TAR, 2001) e microcistina em agua (KONDO et al., 2002;
AGUETE et al., 2003).
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3.3.4.1 Colunas de imunoafinidade de alta resolugéo

Recentemente, a incorporacdo on line de coluna de imunoafinidade de alta
resolucdo a coluna de CLAE resultou em método caracterizado por rapidez e simplicidade no
preparo de amostra, reducao de solventes organicos, além de alta eficiéncia na separagdo. A
técnica, denominada de cromatografia por afinidade de alta resolugdo (HPAC), combina a
especificidade inerente de cromatografia por afinidade a eficiéncia e sensibilidade da CLAE
para separagdo de distintos compostos (HOLTZAPPLE et al., 2001; JURADO; JARRET,
2003).

HOLTZAPPLE et al. (2001) reportaram a relevancia da associacio
biologica-quimica na analise de fluoroquinilonas em soro, onde evidenciaram a redu¢do no
tempo de preparo e andlise de amostras, com vantagem da reutilizacdo e estabilidade da
coluna HPAC, i.e. obtencao de resultados confidaveis apds multiplas analises.

A disponibilidade comercial de CIA, para andlise de micotoxinas em
diferentes matrizes visando controle de qualidade em alimentos, ¢ universal. Nao obstante, o
fator limitante nos paises em desenvolvimento tem sido o alto custo dos Kits produzidos pelas
empresas multinacionais. A auto-suficiéncia da produgdo de reagentes para suprir parte da
demanda nestes paises agricolas torna-se fundamental para garantir a competitividade de
insumos basicos no mundo globalizado. Outrossim, o interesse despertado tem estimulado a
possibilidade de preparo de colunas a partir da produgdo de anticorpos monoclonais e
policlonais especificos, bem como o uso de suportes solidos adequados (CASTELLARI et al.,

2000; ENTWISLE et al., 2001; NAKANO; NAGATA, 2003).

3.3.4.2 Fase estacionaria para coluna e regeneracéo de CIA

Suportes solidos constituidos de polissacarideos (ex., Sepharose, celulose,
agarose) sdo freqiientemente empregados para proceder a cromatografia por afinidade, devido
a simplicidade de ativacdo e acoplamento de ligantes, mas a instabilidade mecanica limita o
uso em cromatografia por afinidade de alta resolucdo. Suportes de silica empregados em
CLAE surgiram como alternativa para HPAC, caracterizando-se pela alta eficiéncia e

estabilidade mecanica em relagdo ao gel de Sepharose, além de permitir modificagdo
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superficial por adicao de grupo funcional. O fato minimiza a adsor¢ao inespecifica e favorece
a acessibilidade a ligantes especificos (ex., [gG) (RHEMREV-BOOM et al., 2001; TONHI et
al., 2002; JURADO et al., 2002; JURADO; JARRET, 2003).

Novas estratégias tém sido descritas para o desenvolvimento de suportes de
fase solida destinados a cromatografia de imunoafinidade, com énfase ao procedimento de
ativacdo de matriz e acoplamento de ligantes especificos (anticorpo), visando obter
imunossuporte com alta atividade especifica, estabilidade e seletividade (WIMALASENA;
WILSON, 1991; RHEMREV-BOOM et al., 2001; SHELVER et al., 2002). Destaca-se o
método desenvolvido por Jurado e Jarret (2003), consistindo em ativagdo e acoplamento
dindmico da coluna de silica-diol através de fluxo de solugdes contendo brometo cianogénico
(CNBY) e trietilamina, em sistema de CLAE. A técnica foi caracterizada pela reducdo de custo
e tempo de preparo, aliada a eficiéncia no acoplamento e menor toxicidade durante o processo
de ativagao da matriz.

A orientacdo da imobilizagdo de biomolécula (ex., IgG) a matriz sélida
constitui fator decisivo na reatividade do imunossuporte, ¢ ¢ dependente do método de
ativacao da matriz e grupo reativo disponivel no anticorpo para o acoplamento (PFEIFFER et
al.,, 1987; WIMALASENA; WILSON, 1991). O acoplamento aleatorio de IgG via grupo
amino, carboxil ou sulfidril livre ocasiona orientagdo inadequada, desnaturagdo, ou fixagao de
Ac em pontos multiplos na matriz, resultando em baixa eficiéncia de CIA. A imobilizagdo
direcionada de IgG (via molécula de carboidrato ou grupo tiol) superou o problema,
favorecendo a acessibilidade estérica do sitio Fab ao antigeno (Figura 5) (WIMALASENA;
WILSON, 1991; RUHN et al., 1994; RHEMREV-BOOM et al., 2001; GERING et al., 2002).
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Acoplamento orientado. Acoplamento aleatdrio.

IgG imobilizado via carboidrato IgG imobilizado via grupo
da regido Fc em gel contendo amino diretamente em gel, com
grupo funcional hidrazida, com inativagdo do sitio ativo Fab.
sitio ativo Fab livre para ligagdo

ao antigeno.

—o Moléculas de carboidrato na regido Fc de IgG
Lo Grupo funcional hidrazida na superficie do suporte sélido

\ ( Imunoglobulina G (IgG)

Figura 5 — Imobilizacdo orientada e aleatoria de IgG em suporte sélido (gel de agarose).
Fonte: (BIO-RAD LABORATORIES, USA)

As desvantagens referentes ao alto custo de coluna comercial e alto teor de
IgG requerido para a confeccdo de CIA tendem a ser minimizadas aplicando processo de
regeneragdo da coluna, capaz de permitir reutilizacdo sem perda significativa na atividade
(SCOTT; TRUCKSESS, 1997; FAZEKAS; TAR, 2001; WATANABE et al., 2001; KONDO
et al., 2002).

KONDO et al. (2002) desenvolveram CIA reutilizavel para a purificagdo de
microcistinas em agua de lagoa, acoplando anticorpos monoclonais anti-microcistina em
suporte Formyl-Cellulofine® ativado. A eficiéncia da coluna na recupera¢do da toxina foi
mantida por trés usos consecutivos, apos simples processo de regeneragdo em tampao Tris-
HCI com BSA, sendo de 87-88 % para 1° uso, 83-88 % para 2° e 3° usos, seguido de 63-77 %
referente ao 4° e 5° usos. A reutilizacdo da CIA repercute em diminuicdo de custo e

quantidade de anticorpos requeridos para a analise de amostras.

3.3.5 Métodos imunoquimicos alternativos

O preparo de imunorreagente destina-se também ao desenvolvimento de

ensaios imunoquimicos alternativos ao ELISA (HO; DURST, 2000; HO; DURST, 2003;



33

MELUCCI et al., 2003). A exemplo cita-se a produ¢dao de anticorpos policlonais contra
fumonisina B; em carneiro imunizado com conjugado FB;-KLH, direcionada a padronizagao da
técnica de flow injection lipossome immunoanalysis (FILIA), para detecgdo de FB; em alimento
(HO; DURST, 2000; HO; DURST, 2003).

Considerando que imunoensaios baseados em ELISA constituam técnicas
qualificadas de alta especificidade e sensibilidade, métodos imunoquimicos similares ao
microensaio tém sido reportados, com a vantagem em disponibilizar menor tempo de andlise e
maior praticidade (SPILLANE; O'MULLANE, 1998; SIBANDA et al., 2001; de SAEGER et
al., 2002). Spillane e O'Mullane (1998) desenvolveram ELISA em coluna de afinidade
constituida de Sepharose e anticorpos anti-ferritina imobilizados para analise de ferritina. A
técnica apresentou simplicidade, rapidez e confiabilidade destacdveis, permitindo a
reutilizacdo da coluna de ELISA apos tratamento adequado sem perda significativa na
atividade, com sensibilidade de 0,7 pg/L e recuperacao de 101,9 %. Lobeau et al. (2005)
desenvolveram imunoensaio enzimatico em coluna para analise semi-quantitativa de OTA em
café torrado. A coluna compreendeu uma camada de silica-aminopropil, capaz de adsorver os
interferentes oriundos da matriz alimentar, seguida de imunossuporte contendo anticorpo anti-
OTA, para prosseguir com ensaio colorimétrico na mesma coluna. O ensaio proporcionou
triagem rapida, simples e de custo acessivel, apresentando cut-off de 6 ug/Kg com
sensibilidade e especificidade de 92 e 100 %, respectivamente.

Ensaio imunoenzimatico (ELISA) baseado em membrana imobilizada com
anticorpos anti-micotoxinas, flow through enzyme immunoassay, aponta entre métodos de
diagnostico rapido, com eficiéncia comparavel a CLAE na andlise de micotoxinas em cereais
(de SAEGER et al., 2002; SIBANDA et al., 2001). A triagem de OTA em graos de café por
este ensaio foi avaliada por Sibanda et al. (2001), empregando membranas com anticorpos
policlonais anti-OTA e conjugado OTA-HRP, atingindo sensibilidade de 8 ng/Kg.

A utilizacdo de lipossomos no desenvolvimento de imunoensaios tem
despertado interesse entre os métodos analiticos rapidos, com custo acessivel a analise de
micotoxinas. A técnica designada FILIA acopla antigenos ou haptenos na membrana do
lipossomo contendo composto fluorescente encapsulado e, baseia-se na competicdo entre
antigeno da amostra e Ag de referéncia adsorvido ao lipossomo, pela ligagdo especifica ao
anticorpo (HO; DURST, 2000; HO; DURST, 2003). Estudo comparativo de FILIA com
CLAE na detec¢dao de fumonisina B; (FB;) em alimentos foi desenvolvido por Ho e Durst

(2003), que avaliaram a reprodutibilidade e eficacia do ensaio baseado em lipossomos,
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atingindo recuperagdao de 80 a 92 % e sensibilidade de 0,1 ng de FB;. A pesquisa apontou
correlagdo favoravel entre as metodologias (r = 0,945), caracterizando FILIA por desempenho

comparavel a CLAE, associado a menor complexidade na etapa de preparo de amostra.

3.4 OCRATOXINA

As ocratoxinas constituem metabodlitos secundarios produzidos por
Aspergillus spp. e Penicillium spp., capazes de contaminar uma ampla variedade de produtos
agricolas. A. ochraceus e P. verrucosum constituem as principais espécies toxigénicas
(PETZINGER; WEIDENBACH, 2002; ACCENSI et al., 2004; LIN et al., 2005; BAU et al.,
2005) Outrossim, novas espécies principalmente pertencentes ao género Aspergillus vém
sendo investigadas e relatadas, em vista da inser¢do de biologia molecular na caracterizagao
taxonomica de grupos toxigénicos (SWEENEY; DOBSON, 1999; MOUYNA et al., 2002).

Entre as ocratoxinas e andlogos que compdem o grupo, a literatura relata
ocorréncia de ocratoxina A, ocratoxina B, ocratoxina C, ocratoxina o, ocratoxina 3, metiléster
de OTa, 4-hidroxi-OTA entre outros (XIAO et al., 1995b; HARRIS; MANTLE, 2001;
KAWAMURA et al., 1989). A Figura 6 apresenta os principais representantes do grupo. OTA
destaca-se pela maior toxicidade e ocorréncia natural em produtos vegetais, envolvendo-se em
intoxicacdes clinicas e subclinicas em animais e na etiologia de doengas humanas (IARC,
1993; FINK-GREMMELS et al., 1995; PETZINGER; WEIDENBACH, 2002; GROSSO et
al., 2003).

Quimicamente, a OTA (7-[L-B-fenilalanil carbonil]carboxil-5-cloro-8
hidroxi-3,4 diidro-3R metil isocumarina) constitui uma molécula de massa molecular 403,82
dalton (Da) com polaridade média e alta estabilidade térmica, caracterizada pela presenca de
grupos cromoforos com propriedades fluorescentes sob luz UV a 335nm (VALENTA et al.,
1998) Por outro lado, o carater isocumarina da molécula e o grupo carbonil lactona conferem

a atividade toxica (XIAO et al., 1996).
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Ocratoxina R R, R

Ocratoxina A C¢H5;CH,CH(COOH)NH- Cl- H-
Ocratoxina B CsH5;CH,CH(COOH)NH- H- H-
Ocratoxina C CsH5;CH,CHCOO(C,Hs)NH- Cl- H-
Metilester ocratoxina o CH;0- Cl- H-
4-hidroxi-ocratoxina A CsH5sCH,CH(COOH)NH- Cl- OH-
Ocratoxina o OH- Cl- H-

Figura 6 — Estruturas de ocratoxinas e seus analogos.
Fonte: (KAWAMURA et al., 1989)

O estudo sobre estrutura quimica de OTA constitui etapa essencial a
producdo de reagente imunoldgico para direcionar a sintese de anticorpo especifico. Isto €,
sendo molécula de baixa massa molecular, incapaz de induzir a producdo de anticorpo, a
conjugacdo desta toxina com proteina carreadora torna-se essencial para expor os grupos
ativos da molécula de micotoxina (XIAO et al., 1995a).

A evidéncia de propriedades toxicoldgicas da OTA em diversas espécies
animais se deve a efeitos nefrotoxico, teratogé€nico, citotdxico, imunotdxico, genotdxico,
imunossupressor ¢ possivelmente carcinogénico (IARC, 1993; FINK-GREMMELS et al.,
1995; HUSSEIN; BRASEL, 2001; KAMP et al., 2005). Os mecanismos envolvidos decorrem
da redugdo na sintese protéica, ocorrendo inibigdo competitiva na atividade de fenilalanina-
RNA-sintetase, inibicdo de respiragdo mitocondrial com deplecdo de sintese de ATP e
aumento na peroxidagdo lipidica (XIAO et al., 1995b). Aliado aos efeitos primarios, o
processo de biotransformagao hepatica da OTA, com formacgdo de intermediarios reativos
instaveis, emerge como elemento contribuinte na genotoxicidade e mutagenicidade (FINK-
GREMMELS et al., 1995; HUSSEIN; BRASEL, 2001).

Baseado na toxicologia de OTA ¢ presenc¢a em produtos alimenticios, Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives and Contaminants (JECFA) estabeleceu um
limite toleravel provisério de ingestdo semanal (PTWI) em 100 ng/Kg de peso corporeo,
visando assegurar auséncia de efeitos nefrotoxicos (BERG, 2003). Limites méaximos para

OTA sdo regulamentados em diversos paises, cujos valores variam de 5 pug/Kg para cereais
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crus, 3 ng/Kg para derivados de cereais, 10 png/Kg para frutas secas, 5 a 20 ug/Kg para café
verde, 5 pg/Kg para café torrado, 10 pg/Kg para café instantaneo, 2 pg/Kg para vinho/suco de
uva e 0,5 ng/Kg para alimento infantil/dietético (EUROPEAN COMMISSION, 2005; FAO,
2006). No Brasil, ainda ndo existe legislacdo especifica definindo OTA em qualquer tipo de
alimento ou ragdo (BERG, 2003).

A exposi¢ao humana decorre da ingestdo de uma variedade de alimentos,
sendo os cereais e derivados as fontes representativas de OTA na dieta (40-50 % de ingestao
total). Entre os contribuintes secundarios destacam-se os produtos carneos, especiarias,
cerveja, cacau, frutas secas, vinho, chés, sucos de frutas e caf¢ (CHOLMAKOV
BODECHTEL et al., 2000; TANIWAKI et al., 2003; SAEZ et al., 2004; BERENTE et al.,
2005; FAO, 2006; MATRELLA et al., 2006).

3.5 CONSIDERACOES FINAIS

Embora as perspectivas futuras indiquem que os ensaios imunoquimicos
representem alternativa atrativa para a analise de alimentos, o risco de reacdes falso positivas
ainda dificulta o enquadramento entre os métodos oficiais reconhecidos pela AOAC. A
confiabilidade da analise de micotoxinas (OTA) conduzidas pelo ELISA, assim como a sua
eficiéncia no contexto de metodologia analitica alternativa devem ser correlacionadas com a
CLAE, que constitui referéncia imposta pela AOAC International.

Entretanto, a atual introducdo de métodos baseados em principios
imunoquimicos ¢ incontestavel. O impacto causado na metodologia analitica se justifica por
ser técnica qualificada de alta sensibilidade, indispensavel na deteccdo de toxinas na
seguranga de alimentos visando diagnostico rapido, bem como se desponta interesse na
producdo de anticorpos especificos para a conducdo da analise.

A cromatografia de afinidade ¢ uma inovagdo na 4rea, que confere
especificidade e eficiéncia ao processo de limpeza, e concentracao na etapa de extragdao de
analito. Com o intuito, a coluna de imunoafinidade vem sendo amplamente difundida na
analise quantitativa de micotoxinas, em associacdo a CLAE, espectrofluorimetria ou ELISA.
O procedimento seqiiencial entre métodos (bioldégico-quimico) solucionaria as desvantagens

descritas sobre cada processo. Isto ¢, a coluna de imunoafinidade garantiria a limpeza
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eficiente dos extratos, enquanto que a CLAE asseguraria a resposta confirmativa da anélise.
Sendo assim, o emprego de anticorpos policlonais € monoclonais constitui a base promissora,
introduzindo procedimento bioldgico na metodologia analitica e mostrando a imprescindivel
necessidade de integracdo das diferentes areas de ciéncia bésica e aplicada, para atingir o

objetivo final da qualidade e seguranca em alimentos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

AcM anti-OTA.7 (79,4 % de reatividade cruzada com OTC) foi previamente
preparado por KAWAMURA et al. (1989). OTA, OVA, anticorpo anti-IgG-HRP, Pristane
(2,6,10,14 acido tetrametil-decandico), 3-glicidoxi-propil-trimetoxi silano, dihidrazida adipica
(25 mmol) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA); TMB (Dojindo, Japan); 30 %
peroxido de hidrogénio (Merck KgaA, Darmstadt, Germany); DMSO (Trade TCI, Japan);
microplacas de 24 e 96 orificios, criotubos (Corning, USA); filtro de microfibra de vidro
(GF/C 2,5 cm i.d) (Whatman International Ltd., Maistone, England); CIA OchraTest (Vicam
Inc., Watertown, USA); acetonitrila e acido acético, grau HPLC (Mallinckrodt Baker, Inc.,
Phillipsburg, USA); meio RPMI 1640, soro fetal bovino, Hybridoma-SFM (serum free
medium), 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 2 mM de L-glutamina,
sulfato de amoénio (Gibco Co., USA); frascos para cultivo de células de 25, 75 e 150 cm’
(Nunc, Denmark); corante vital Azul de Trypan, m-periodato de so6dio 0,1 M, etilenoglicol,
acido periddico (Acros Organics, New Jersey, USA); coluna de Sepharose Proteina G
(Amersham Biosciences, Sweden); silica Polygoprep 300-50 (Machery-Nagel, USA); NaBH,4
(Wako Pure Chemical Co., Tokyo, Japan). Freezer (-20 ° C) (CFC FREE, Sanyo, USA);
recipiente de nitrogénio liquido (-185° C) (Cryo Diffusion, France); incubadora sob 5 % CO,
(Forma Scientific, USA); BOD (TE-391, Tecnal, Brasil); espectrofotometro UV-VIS Cintra
20 (GMB, Brasil); leitora de ELISA (Bio-Tek Instruments ELX800, USA); sistema Stirred
Cell 8400, membranas de exclusdo molecular de 100 Kda (YM 100, celulose) (Millipore Co.,
Bedford, MA, USA); banho ultrasonico (Ultrasonic cleaner Unique); agua ultra-pura (Ultra
Pure Water System Milli-Q plus, Millipore Corp., Bedford, MA, USA); bomba LC-10AT VP,
detector de fluorescéncia RF-10AXL, Shimadzu, Japan); coluna Nucleosil 100 C;g (5 um, 4 x
250 mm, Merck, Germany).

A célula de hibridoma consistiu de linhagem OTA.1 secretora de AcM
(isotipo IgG; kappa) especifico para OTA e reativo com OTC (63,1 %). O hibridoma foi
derivado de mieloma linhagem Sp2/0-Agl4 e célula esplénica de camundongo BALB/c,

produzido por Kawamura et al. (1989) em Faculty of Pharmaceutical Sciences, Science
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University of Tokyo e mantido em Department of Biochemistry and Food Science, Faculty of

Agriculture, Kagawa University, Japao.

4.2 METODOS - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A metodologia executada no transcurso da pesquisa foi esquematizada sob
forma de fluxograma no topico Delineamento Experimental, conforme abaixo apresentado. O
procedimento técnico, redigido em detalhes, foi inserido em cada capitulo descrito no item
Resultados e Discussao, visando posterior publicagao.

Tendo como meta principal o fornecimento de imunorreagente para o
controle de qualidade de produtos alimenticios, o delineamento experimental foi baseado no
fluxograma iniciado no ano de 2001 com a dissertacdo de Mestrado. A confianga dos
pesquisadores japoneses na concessdo de hibridomas foi adquirida ao longo de intercambio
iniciado pelo lider do Grupo Toxinas Microbianas, a partir de 1989. A primeira etapa foi
iniciada com o fornecimento de AcM IgG anti-OTA.7, através do qual houve a possibilidade
de validagdo intralaboratorial de ic-ELISA centrada em OTA, seguido de monitoramento de
contaminag¢do natural por OTA em café da Regido Norte do Parand (n = 68). Posteriormente,
o trabalho em conjunto evoluiu para o fornecimento de hibridoma linhagem OTA.1 pelo Prof.
Dr. Osamu Kawamura de Kagawa University, Japdo. Abaixo, consta a seqiiéncia sucinta

sobre a evolugdo da pesquisa desenvolvida.
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4.2.1 Desenvolvimento e Validagdo Intralaboratorial de ic-ELISA para OTA em Café e
Derivados

O desempenho de ic-ELISA na detec¢do de OTA foi previamente avaliado
mediante café verde e produtos derivados artificialmente contaminados, utilizando AcM anti-

OTA.7 (Figura 7).

5 g café verde ou produtos derivados
negativos para OTA
(< 0,80 ng/Kg, CLAE)

Contaminagao artificial
(5, 10, 25, 50, 70 ug/Kg OTA)

EXTRACAO OTA
(KAWAMURA et al., 1989 modificado
por FUIII et al., 2005)

ANALISE OTA
(CLAE ¢ ic-ELISA)

VALIDACAO
IC-ELISA

|
| , |
Recuperacao Correlagao
(CLAE e ic-ELISA) (CLAE e ic-ELISA)

Figura 7 — Desenvolvimento e validagdo intralaboratorial do método ic-ELISA para
analise de OTA em café verde e produtos derivados, artificialmente
contaminados.
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4.2.2 Extracdo de OTA: Estudo de Contaminagdo em Café Verde

Na andlise de graos de café da regido Norte do Estado do Parand, o ic-
ELISA validado foi aplicado para o estudo de contaminacao natural por OTA em 68 amostras

de café verde, por CLAE e ic-ELISA (Figuras 8 a 10).

“ 5 g café verde

. |
“ 50 mL acetonitrila-agua (3:1)

40 mL extrato bruto +
20 mL cloroformio +
20 mL NaCl a 0,5 %

10 mL camada cloroféormica
(Evaporacdo a 40 °C)

_ |
|| Residuo ||

|| ic-ELISA || || Limpeza em CIA ||
|
I CLAE

Figura 8 — Extrag¢do de OTA para monitoramento de contaminagdo natural em amostras
de café verde do Norte do Parana.
Fonte: (KAWAMURA et al., 1989 modificado por FUJII et al., 2005)



4.2.3 Limpeza de Amostra por CIA e Quantificacdo por CLAE

Residuo

LIMPEZA
(CIA OchraTest)

Lavagem
(PBST e agua ultra-pura)

Eluicdo OTA
(Metanol)

Eluato
(Evaporacao a 40 °C)

Residuo
(1 mL, acetonitrila-agua 3:1)

CLAE

20 uL
Sistema isocratico de fase reversa
Coluna analitica Nucleosil 100 Cig

Fase movel
Acetonitrila-dgua-acido acético
(99:99:2), pH 3,0
Fluxo 0,8 mL/min

A excitagdo: 335 nm
A emissdo: 475 nm

Quantificacao
Curva padrao (0,2 ng a 2,0 ng OTA)
Limite de detecc¢do: 0,80 ug/Kg

Figura 9 — Limpeza de amostra em coluna de imunoafinidade e quantificacdo de OTA por CLAE
Fonte:(PITTET et al., 1996).
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4.2.4 Quantificacdo de OTA por Ic-ELISA

IC-ELISA “

OTA-BSA (100uL; 4,76 pg/mL)
(Sensibilizagdo)

| .
PBS-OVA 0,1% (200 pL) “

(Bloqueio)
|

Amostra ou Padrao (50 pL)
AcM IgG anti-OTA.7 (50 puL)
(Competicao)

|
Anti-IgG ligado a enzima HRP (100 pL)

Substrato cromogeno (TMB; 100 pL) “

(Reacao colorimétrica)

|
H,S041 M (100 pL) “

(Paralizagdo da reacao)

| .
Leitura (450 nm) “

Absorbancia = % Ligacdo

Quantificacao
Curva padrao (7,50 pg a 0,50 ng OTA/poco)
Limite de deteccao: 3,75 ng/Kg

Figura 10— Quantifica¢do de OTA por ic-ELISA
Fonte: (KAWAMURA et al., 1989).
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4.2.5 Manutencéo de Hibridoma Linhagem OTA.1 para Producéo de 1gG Anti-OTA

As Figuras de 11 a 13 delineiam a metodologia para cultivo e manutengao
de hibridoma OTA.1, assim como a produg¢do e purificagdo de IgG anti-OTA.1 destinado ao

desenvolvimento de CIA baseada em imunossuporte silica-Hz-1gG, visando analise de OTA.

(5 x 10° células)
|
Cultivo em meio RPMI + 20 % SFB
(37°C, 5% CO»)
(Reativagao)

Viabilidade celular
(Microscopia)
|
Cultivo em meio RPMI + 10 % SFB
(37°C, 5% CO»)
(Expansao)

Hibridoma linhagem OTA.1 “

Manutencéo celular
(-185° C)

Cultivo em meio RPMI + SFB + H-SFM
(37°C, 5% CO»)
(Adaptacao)

Cultivo em meio H-SFM
(37°C, 5 % CO»)
(Expansao)
| |
Producéo de 1gG anti-OTA.1 “

v

Figura 11 — Reativacdo, cultivo, expansdo ¢ manuten¢do de hibridoma linhagem OTA.1,
visando produgdo de IgG anti-OTA.



4.2.6 Producéo de 1gG Anti-OTA.1 em Meio Sintético e Camundongo

PRODUCAO
19G ANTI-OTA.1

(Cultivo)

“ Hibridoma OTA.1 H

Meio sintético
(Hybridoma-SFM)

2,5a5x 10* células/mL
(Cultivo)

5x10° a1 x 10° células/mL
(Saturacao Celular)

H Morte Celular

Sobrenadante de cultivo
(78,13 pg/mL; 5980 mL)

Cavidade peritoneal de
camundongo

5x10° a5 x 10° células em PBS
(Inoculacao)

Camundongos BALB/c (fémeas,
idade de 6 semanas)

Tumor Peritoneal

Liquido ascitico
(2,58 mg/mL; 20 mL)
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Determinacao de proteina - IgG
Determinacao de atividade anti-OTA

Figura 12 — Producéo de IgG anti-OTA.1 em meio sintético e tumor peritoneal de camundongo.



4.2.7 Purificagédo de 1gG Anti-OTA.1

Solugao total IgG anti-OTA.1
(sobrenadante + liquido)
(87,31 pg/mL; 6,0 L)

CONCENTRACAO
(Ultrafiltragdo em membrana)
(600 mL)

PURIFICACAO
IgG ANTI-OTA.1

H Definicdo Metodologica

Scale up

Ensaio de recuperagao de IgG
(50 mL)

Solugdo concentrada IgG
(550 mL)

Precipitagdo com (NHy4)>,SO4
(243 g/L)

Precipitagdo com (NHy4),SO4
(243 g/L)

H Coluna de Proteina G

IgG purificada
(6,68 mg/mL; 58 mL)

Determinagao de proteina - IgG

Determinacao de atividade anti-OTA

Determinagao de proteina - IgG

Determinacao de atividade anti-OTA

“ Recuperacao IgG

Figura 13 — Purificagdo de IgG anti-OTA.1: definicdo metodoldgica e subseqiiente scale up.
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4.2.8 Preparo de imunossuporte silica-hidrazida-1gG

As Figuras 14 a 16 apresentam o delineamento para a confecgdo e
caracterizagdo da CIA-Hz anti-OTA e o ensaio de validagdo de CIA-Hz para diferentes

matrizes alimentares (arroz, milho, café).

|| IMUNOSSUPORTE SILICA-HZ-1gG

|| Suporte Silica-Hidrazida || Oxidacao 1gG anti-OTA.1

| |
1 g silica (Polygoprep 300-50) + IgG purificada (6,68 mg/mL; 58 mL) +
0,20 mL 3-glicidoxipropiltrimetoxi silano 5,8 mL m-periodato de s6dio 0,1 M
(agitagdo — 5 horas, 90° C) (agitagdo - 30 min, 4° C)

| I

|| Silica-diol || || Dialise
I , I

20 mL acido acético a 90 % + IgG oxidada
1 g acido periddico (5,89 mg/mL, 65 mL)

(agitacao — 2 horas, 25° C) i

‘ I Determinacao de proteina — IgG
|| Silica-aldeido Determinacao de atividade anti-OTA

50 mL tampao fosfato de so6dio 0,1 M pH
5,0 + dihidrazida adipica (25 mmol)
|
|| Silica-hidrazida ||
[

H Imobilizacdo 1gG oxidada a silica-Hz

(23,58 mg IgG oxidada/5 mL + 0,50 g silica-Hz)

v

H CIA-HzZ

(11,57 mg IgG imobilizada/0,50 g silica-Hz)

Figura 14 — Preparo de suporte solido silica-Hz e oxida¢do de IgG anti-OTA.1 para
confeccdo de CIA-Hz baseada em imunossuporte silica-Hz-1gG anti-OTA.



4.2.9 Caracterizagdo de CIA-Hz Anti-OTA

CARACTERIZACAO
CIA-HZ ANTI-OTA
(11,57 mg IgG imobilizada/0,50 g silica-Hz)

“ Andlise de eficiéncia de imobilizacao “

(VANKOVA et al., 1998)

|
“ % = IgG imobilizado/TgG adicionado x 100

Determinacéo de capacidade de retencéo de
OTA
(WATANABE et al., 2001)

I
Solugdo padrao OTA
(5 mL; 10 ng/mL)
|
CIA-Hz “

|
Elui¢cao OTA “

CLAE “

(VANKOVA et al., 1998)

|
Atividade (ng/mg) = OTA retida/IgG imobilizado

H Determinacao de atividade especifica “

Figura 15 — Caracterizagdo de CIA-Hz quanto a eficiéncia de imobiliza¢do de
IgG, retencdo de OTA e atividade especifica.
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4.2.10 Validacéo de CIA-Hz-1gG Anti-OTA para Diferentes Matrizes Alimentares

CIA-HZ ANTI-OTA
|

Amostras artificialmente contaminadas
(arroz, milho, café verde)
(5,0 € 20,0 pg/Kg OTA)

Extracdo OTA
(LEONI et al., 2001)
(15 gramas + 100 mL bicarbonato de sddio a 1 %)
(agitagdo e filtracao)

|
“ Limpeza H

H VALIDACAO INTRALABORATORIAL H

(CIA OchraTest e CIA-Hz)
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“ CLAE ” “ Regeneracédo de CIA

Lavagem

8,5+ NaCl 0,5 M, 5 mL tampao
acetato de sodio 0,1 M pH 4,5 +
NaCl 0,5 M e 5 mL de PBS)
Estocagem
(4° C - 72 horas)

(5 mL tampao TRIS-HCI1 0,1 M pH

H Andlise de reutilizacdo de CIA

“ Teste Tukey ” 4_“ CLAE

Figura 16 — Validacdo intralaboratorial de CIA-Hz-IgG anti-OTA para diferentes matrizes

alimentares (arroz, milho, café verde).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao foram redigidos sob forma de capitulos para

publicacao, listados abaixo:

5.1 RELIABLE INDIRECT COMPETITIVE ELISA FOR OCHRATOXIN A
SURVEY IN GREEN COFFEE FROM THE NORTH OF PARANA STATE,
BRAZIL (Food Additives and Contaminants, v. 12, n. 9, p. 902-909, sept/2006).

52 PRODUCAO DE ANTICORPO MONOCLONAL VISANDO
DESENVOLVIMENTO METODOLOGICO PARA DETECCAO DE OTA EM
ALIMENTOS

5.3 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE COLUNA DE IMUNOAFINIDADE
SILICA-HIDRAZIDA-IgG PARA DETECCAO DE OTA EM ALIMENTOS
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5.1 RELIABLE INDIRECT COMPETITIVE ELISA FOR OCHRATOXIN A SURVEY
IN GREEN COFFEE FROM THE NORTH OF PARANA STATE, BRAZIL

FUIJII S., RIBEIRO RM.R., SCHOLZ M.B.DOS S., ONO E.Y.S., PRETE C.E.C,,
ITANO E.N., UENO Y., KAWAMURA O., HIROOKA E.Y. Reliable indirect
competitive ELISA for ochratoxin A survey in green coffee from the North of
Parana State, Brazil. Food Additives and Contaminants, v. 12, n. 9, p. 902-909,
sept/2006.

Abstract

The performance of an indirect competitive enzyme-linked immunosorbent assay (ic-ELISA)
based on a monoclonal antibody (mAb) for ochratoxin A (OTA) detection was evaluated in a
comparative study with high performance liquid chromatography (HPLC) analysis using 68
freshly harvested coffee samples from the North of Parana State, Brazil. The anti-OTA mAb
showed high specificity and low cross-reactivity with OTA analogues (OTB and OTa), but
cross-reacted with OTC. This ic-ELISA showed a detection limit of 3.75 pg OTA/Kg sample,
when compared to 0.80 ug/Kg by HPLC, with an ic-ELISA/HPLC correlation coefficient of
0.90. Concerning the OTA analysis of these coffee samples, natural contamination was
detected in 10 samples (14.7 %) by both methods, where the ic-ELISA values (range 3.9 to
7.3 ng/Kg) were 1.1 to 1.6-fold higher than HPLC data (2.7 to 4.7 pg/Kg). Five samples (7.4
%) were OTA positive (range 0.84 to 1.30 nug/Kg) only by HPLC assay, probably due to the
higher detection limit reached by ic-ELISA. OTA was non-detectable in 53 samples (77.9 %)
by both methods, while all positive samples (range 0.84 to 7.30 png/Kg) showed OTA levels
lower than 8 pg/Kg (maximum limit recommended by the European Union). The matrix
interference of green coffee was minimized by dilution of sample extracts before carrying out
the ELISA assay. This mAb-based ic-ELISA can be effectively applied for OTA screening in
coffee, because it is simple, sensitive and sample preparation is easy.

Key words: ochratoxin, immunoassay, HPLC, monoclonal antibody, coffee.

1 Introduction

Ochratoxin A (OTA) producing Aspergillus and Penicillium species are
common fungi in food commodities including cereals, coffee, cocoa, spices, dried fruits, beer,
wine and products of animal origin (ACCENSI et al., 2004; HALSTENSEN et al., 2004;
BAU et al., 2005; LIN et al., 2005; ZHENG et al., 2005). The main toxicological effects of
OTA in animals are nephrotoxicity, immunotoxicity, citotoxicity and genotoxicity
(ALVAREZ et al., 2004; KAMP et al., 2005; O’BRIEN and DIETRICH, 2005). OTA has
been associated with nephropathy in humans, and the International Agency for Research on
Cancer (IARC) has classified it as a group 2B carcinogen, i.e., possibly carcinogenic to

humans (IARC, 1993).
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The establishment of strict guidelines on the maximum limit of OTA for
coffee trading should be associated with accurate monitoring throughout the coffee production
chain by exporting countries (van EGMOND, 2004; VARGAS et al., 2004). Studies on OTA
levels have been reported in different countries, targeted on safety of green coffee in
producing areas (LEONI et al., 2001; SIBANDA et al.,, 2001; MARTINS et al., 2003;
PARDO et al., 2004).

Validated methods based on liquid chromatography with fluorescence
detection (LC-FLD) and/or mass spectrometry (LC-MS) have been developed for OTA
analysis in different food matrices (BLESA et al., 2004; PARK et al., 2005; REINSCH et al.,
2005). However, these methods require extensive clean-up of sample extracts, trained staff,
use of harmful solvents, in addition to being time-consuming and costly (SYDENHAM and
SHEPHARD, 1996; PITTET and ROYER, 2002; BUTTINGER et al., 2004).

Immunoassays provide an attractive screening tool for OTA detection in
food, mainly for simple and rapid quality control in producing areas. The availability of an
efficient extraction procedure for chemical analysis, coupled with highly specific polyclonal
(pAb) or monoclonal antibodies (mAb) for development of ELISA and immunoaffinity
column would improve the sensitivity of analytical methods (HEFLE, 1995; BUSCARLET et
al., 2004; SHIM et al., 2004; LOBEAU et al., 2005; ZHENG et al., 2005).

In the present study, an indirect competitive ELISA (ic-ELISA) based on
anti-OTA mADb.7 was developed and evaluated in a comparative study with HPLC to reach a
reliable analysis. The developed methodology was applied in a survey of naturally

contaminated green coffee beans from the North of Parana State, Brazil.

2 Material and Methods

2.1 Reagents

Anti-OTA.7 mAD (79.4 % cross-reactivity for OTC in relation to OTA) and
OTA-bovine serum albumin were previously prepared and standardized (KAWAMURA et
al., 1989). The reagents used were OTA, ovalbumin (OVA), horseradish peroxidase labeled
goat anti-mouse IgG (HRP-anti-IgG) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA); 3,3',5,5'-
tetramethylbenzidine (TMB) (Dojindo, Japan); 30 % hydrogen peroxide (Merck KgaA,
Darmstadt, Germany); dimethyl sulfoxide (DMSO) (Trade TCI, Japan); 96-wells microtitre
plate (Corning, USA); glass microfiber filter (GF/C 2.5 cm i1.d) (Whatman International Ltd.,
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Maistone, England); immunoaffinity column OchraTest (Vicam Inc., Watertown, USA) and

HPLC grade acetonitrile and acetic acid (Mallinckrodt Baker, Inc., Phillipsburg, USA).

2.2 Samples

Sixty-eight freshly harvested green coffee (Coffea arabica, Sachimor
Amarelo cultivar) samples were collected during the July-October 2003 crop in the North of
Parana State, Brazil (23°19°00”S; 51°22°00”W-GR, altitude 576 m). Fifty-two samples
belonged to Experimental Station of the Agronomic Institute of Parand (IAPAR, 45 ha of
coffee crop), while 16 were randomly sampled in coffee producing local farms by Department
of Agronomy (State University of Londrina, UEL - PR). Roasted and instant coffee samples

were acquired from local markets and used to evaluate the mAb performance.

2.3 Sample preparation

The OTA extraction was carried out according to KAWAMURA et al.
(1989) modified by FUJII et al. (2005). Green coffee samples (200 g) were previously dried at
50°C for 16 hours to reach 12% moisture content, ground to 48 mesh in a laboratory mill
(A10, Janke & Kunkel IKA® Labortechnik, Germany), and kept in polyethylene flasks at
—20° C. Five grams of samples (green coffee and coffee-based products) were extracted with
50 mL acetonitrile-water (3:1), shaken at 150 rpm for 10 min and centrifuged at 4000 x g for
10 min. Crude extract (40 mL) was added with 20 mL chloroform and 20 mL 0.5 % NaCl
solution and shaken at 150 rpm for 10 min. The chloroform layer (10 mL) was dried under
nitrogen stream at 40° C, and the residue was dissolved in adequate solvent previous to
immunoaffinity column clean-up for HPLC analysis. For ic-ELISA, the residue was dissolved
in methanol-phosphate buffered saline 10 mM, pH 7.4 (PBS) (1:9, 500 uL), diluted 100-fold

with the same solvent and analyzed directly without clean-up procedure.

2.4 Ochratoxin analysis by HPLC

OTA was analyzed according to PITTET et al. (1996). The coffee residue
was dissolved in methanol-1 % sodium bicarbonate (70:30, 2 mL) (green coffee) or 1 %
sodium bicarbonate (2 mL) (coffee-based products), and 8 mL PBS-0.01 % Tween 20 (PBST)
were added. The crude extracts were filtered (glass microfiber filters GF/C) and applied to an



54

immunoaffinity column under a flow of 1-2 drops/sec. The column was washed with 10 mL
PBST followed by 10 mL ultra-pure water, and ochratoxin was eluted with 1.5 mL methanol.
The eluate was evaporated to dryness under nitrogen stream at 40° C, and redissolved in
acetonitrile-water (1:1, 1 mL). OTA (20 pL) was analyzed by a reversed-phase isocratic
HPLC system (LC10-AD pump, RF 535 fluorescence detector, Shimadzu, Japan) using a
Nucleosil 100 Cig column (5 pm, 4 x 250 mm, Merck, Germany). Excitation and emission
wavelengths were 335 and 475 nm, respectively. The mobile phase was acetonitrile-water-
acetic acid (99:99:2) pH 3.0 and the flow rate was 0.80 mL/min. The detection limit for OTA
(0.80 ng/Kg) was calculated as 3-fold standard deviation (SD) of the blank sample obtained
from seven repetitions (Soares, 2006). OTA concentration was determined using a standard

curve ranging from 0.2 to 2.0 ng OTA (10 a 100 ng/mL in acetonitrile-water, 1:1).

2.5 Ochratoxin analysis by ic-ELISA

OTA levels were determined by ic-ELISA using anti-OTA.7 mAb
developed by KAWAMURA et al. (1989). Microtitre plates were coated with 100 uL OTA-
bovine serum albumin (4.76 pg/mL) in 0.1M carbonate-bicarbonate buffer pH 9.6, overnight
at 4° C. After washing four times with PBS-0.05 % Tween 20 (PBST), the wells were blocked
for 4 h at 25°C with 200 pL 0.1 % ovalbumin in PBS. After washing four times with PBST,
50 pL OTA standard, OTA-related compounds or coffee extracts (100-fold dilution) and 50
uL anti-OTA.7 mAb in PBST were added, and incubation carried out for 18 h at 4° C. After
washing four times with PBST, 100 uL HRP-labeled goat anti-mouse IgG were added,
incubated at 25° C for 1 h, and washed as previously described. Then, 100 uL. TMB substrate
solution were added. After 1 h at 25° C, the reaction was stopped by adding 50 uL. 1M H,SO4
and absorption was estimated at 450 nm (Bio-Tek Instruments ELX800 ELISA reader, USA).
Average absorbance was calculated from individual absorbance obtained from triplicate wells
and results were expressed as the percentage of binding:

Binding (%) = (A"/A") x 100
where A" was the mean absorbance in the presence of the sample, OTA standard or OTA-
related compounds and A~ was the mean absorbance in their absence. The detection limit for
OTA (3.75 ng/Kg) was calculated as the mean plus 3-fold SD of absorbance from three
replicate wells of zero standard (0 ng OTA/well) (Iijima et al., 1996). The OTA concentration
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was determined using a standard curve (7.50 pg to 0.50 ng OTA/well; 0.15 to 10.0 ng/mL in
methanol-PBS, 1:9), plotting percent binding against the log of OTA amount),

2.6 Cross-reactivity of anti-OTA.7 mAb

The specificity of anti-OTA.7 mAb was determined testing OTA and OTA-
related compounds in the ic-ELISA, as above. The OTA analogues tested were ochratoxin C
(OTC), (4R)-4-hydroxyochratoxin A (4R-OH-OTA), ochratoxin B (OTB) and ochratoxin o
(OTa) (KAWAMURA et al., 1989).

2.7 OTA recovery

Uncontaminated green coffee beans and coffee-based products (less than
0.80 nug/Kg by HPLC) were spiked with OTA standard solution (500 ng/mL in methanol) to
reach 5.0, 10.0, 25.0, 50.0 and 70.0 pg/Kg of OTA, and the same procedure as described for
the samples was followed: extraction (iten 2.3), clean-up, HPLC (iten 2.4) and ic-ELISA
quantification (iten 2.5). Recovery tests were based on duplicate spiking and triplicate

analysis.

2.8 Correlation analysis of ic-ELISA against HPLC

The correlation between OTA concentrations detected by ic-ELISA and
HPLC was analysed by Pearson’s correlation test (Statistica software version 5.0, StatSoft

Inc., USA) to obtain a linear regression equation and correlation coefficient.

3 Results and Discussion

Figure 1 shows the linear regression analysis of the standard curve carried
out by ic-ELISA (7.50 pg to 0.50 ng OTA/well) and the high reproducibility, as indicated by
low standard deviations. The detection limit of OTA by ic-ELISA using anti-OTA.7 mAb was
3.75 ng/Kg, corresponding to minimum concentration over 9.3 % inhibition of antibody

binding.
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The cross-reactivity of anti-OTA.7 mAb with OTA analogues was
calculated as OTA/analogue ratio required for 50 % inhibition by ic-ELISA (Table 1). The
anti-OTA.7 mAb cross-reacted with OTC (79.4 %), but was far less reactive with 4R-OH-
OTA (1.24 %), OTB (0.07 %) and OTa (0.06 %). Nevertheless, OTC has been uncommon in
natural food contamination, suggesting minor contribution in assay using this anti-OTA mAb
(KAWAMURA et al., 1989).

HPLC and ic-ELISA showed similar performance for OTA detection in
green coffee and coffee-based products, as shown in the OTA recovery assay of artificially
contaminated samples (Table 2). The green coffee samples spiked with 5 to 70 ng/Kg levels
of OTA showed recovery ranging from 74.8 % to 93.4 % (mean, 80.5 %) by HPLC, while the
values were 55.0 % to 106.1 % (mean, 81.5 %) by ic-ELISA. The ic-ELISA/HPLC ratio of
1.02 and correlation coefficient (r) of 0.98 (Figure 2) calculated from these data indicated the
efficiency of anti-OTA.7 mAb based ic-ELISA. These values were comparable with the data
reported by ZHENG et al. (2005), who reported a 66 % to 84 % recovery range by HPLC and
77 % to 124 % by ELISA, in green coffee samples spiked with 0 to 80 pg/Kg OTA. LIN et al.
(2005) reported higher recovery (range 95.4 to 97.3 %) in coffee spiked with 2 to 8 ng/Kg
OTA. Moreover, PITTET et al. (1996) obtained recovery of 90 % - 108 % in green coffee
samples spiked in a range from 0.5 to 5.0 ug/Kg OTA using immunoaffinity column clean-up
prior to HPLC analysis.

However, OTA recovery in coffee-based products (roasted and instant
coffee) was low by both ELISA and HPLC. In roasted coffee samples spiked with 10 to 50
ng/Kg of OTA, the recovery rates ranged from 32.7 to 55% (mean, 47 %) by ic-ELISA, and
HPLC also showed similar data (45.8 %). The same pattern was obtained from instant coffee
data, where the recovery means were 65.1 % (ELISA) and 54.5 % (HPLC) (Table 2). Despite
the low recovery rates in coffee-based products, the applicability of immunoassay was
supported by an ic-ELISA/HPLC ratio of 1.03 and 1.22, in addition to a correlation
coefficient of 0.99 and 0.90 for roasted and instant coffees, respectively (Figure 2).

The low recovery rates in coffee-based products were probably due to the
extraction procedure used (acetonitrile-water, 3:1). This extraction process had been
previously used in wheat flour (KAWAMURA et al., 1989) and green coffee (FUIJII et al.,
2005) with adequate performance as it minimized the matrix interference, i.e. effect of these
extracts on the binding of anti-OTA mAb to OTA, when the sample was analysed by ic-
ELISA (KAWAMURA et al., 1989). However, it was not efficient to extract OTA from



57

complex matrix as coffee-based products. Improvement in the extraction procedure is in
course (coupling 1 % sodium bicarbonate extraction and immunoaffinity column), taking into
account that PRADO et al. (2000) and LEONI et al. (2000) reached OTA recovery from 80 %
to 99.7 % using sodium bicarbonate as extraction solution and quantification by HPLC.

Natural OTA contamination in green coffee samples from the North of
Parana State is shown in Table 3. Taking into account the overall set of data (68 samples),
HPLC detected OTA in 15 (22.1 %) coffee samples, with a mean level of 2.85 ng/Kg (range
0.84 to 4.70 ng/Kg), while ic-ELISA showed contamination in 10 (14.7 %) samples, with a
mean value of 5.28 ng/Kg (range 3.90 to 7.30 ug/Kg). OTA was non-detectable in 53 (77.9
%) samples by HPLC and 58 (85.3 %) samples by ELISA (Table 4). The higher number of
positive samples by HPLC can be explained by its lower detection limit (0.80 ug/Kg), when
compared to ic-ELISA (3.75 ng/Kg). However, the occurrence of “false negative” samples by
ic-ELISA does not invalidate the immunoassay, as its detection limit was lower than the
maximum residue limit (MRL) recommended by the European Union (8 pug/Kg). In contrast,
the higher mean OTA levels detected by ic-ELISA than by HPLC were probably due to food
matrix interference in the immunoassay (overestimation) and additional recovery loss during
clean-up step in HPLC (PESTKA et al., 1994; ONO et al., 2000; ZHENG et al., 2005).

Food matrix interference in the ELISA could be due to non-specific
interaction caused by protein levels, or steric hindrance of antibody-epitope binding by large
molecules, which would overestimate the real toxin level (HEFLE, 1995; PESTKA et al.,
1995). Diluting the sample extract prior to ELISA could minimize the matrix effect, therefore
OTA analysis by ic-ELISA was carried out starting with dilution at 1/100 (FUJII et al.,
2006a).

OTA levels (range 0.84 to 7.30 ng/Kg) in these coffee samples, as shown in
Table 3, were lower than the MRL of 8 pg/Kg recommended by the European Common
Market for exportation of raw coffee (SIBANDA et al., 2001; MICOTOXINAS ON LINE,
2006; FAO, 2006). Moreover, these data indicated lower OTA contamination when compared
with other reports in Brazilian coffee (LEONI et al., 2001; MARTINS et al., 2003), as well as
in other countries (SIBANDA et al., 2001; PARDO et al., 2004). MARTINS et al. (2003)
with OTA detected levels ranging from 0.2 to 7.3 pg/Kg (mean, 2.38 pug/Kg) by HPLC in
33.3 % of 60 green coffee samples imported from Brazil. LEONI et al. (2001) reported OTA
levels ranging from 0.7 to 47.8 ng/Kg (mean, 7.1 pug/Kg) in 20.5 % of 132 Brazilian green

coffee samples from five producing states (Minas Gerais, Parana, Sao Paulo, Espirito Santo
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and Bahia). PARDO et al. (2004) detected OTA levels >8 ug/Kg in 40.3 % of 57 green coffee
samples from Africa, America and Asia, with significantly higher levels in African samples
(mean, 10.9 ug/Kg) than American (5.4 pg/Kg) or Asian (6.0 ug/Kg). SIBANDA et al.
(2001) detected OTA ranging from 27 to 168 pug/Kg in 5 out of 22 samples in a survey of
green coffee from different countries.

As shown in Table 3, only 3 (4.4 %) samples collected from IAPAR were
OTA positive at levels ranging from 0.84 to 1.07 ug/Kg (mean, 0.95 ug/Kg), whereas 12
(17.6 %) samples from local farms were OTA positive (range of 1.20 to 4.07 ug/Kg, mean of
3.32 nug/Kg). These results indicated that despite the occurrence of potentially toxigenic fungi
detected in previous study (FUJII et al., 2006a), such a profile could not be associated with
high OTA contamination if the post-harvest of coffee grains had been carefully handled. I.e.,
the critical point control should be targeted at coffee production and the post-harvest stage
(URBANO et al., 2001).

Naturally contaminated coffee samples (n = 68) were also evaluated for the
ic-ELISA/HPLC ratio (Table 4), where the OTA levels in 10 (14.7 %) positive samples by
both methods were 1.1 to 1.6-fold higher by ic-ELISA than HPLC data. These data were
similar to spiked green coffee samples (ic-ELISA/HPLC ratio of 1.02, Figure 2), indicating
good performance of ic-ELISA based on mAb in natural contamination survey, which do not
require the clean-up step during sample preparation. These ic-ELISA/HPLC ratios (1.1 to 1.6,
table 4) were lower than data reported by ZHENG et al. (2005) in green coffee samples (ratio
of 1.1 to 2.5) using commercial ELISA (OTA ELISA test kit, AgraQuant®, Romer Labs,
Asia) for OTA analysis.

HPLC and ELISA data of natural OTA contamination in green coffee
samples (n = 10) showed correlation coefficient (r) of 0.90, calculated by the linear equation y
=0.5451x + 0.8519, when compared to 0.98 in artificially contaminated green coffee samples.
Such correlation between ic-ELISA and HPLC can demonstrate the effective use of anti-
OTA.7 mAb in coffee grain and coffee-based product analysis.

This anti-OTA.7 mAb-based ic-ELISA can be effectively applied in OTA
screening of green coffee, with advantages of simplicity, sensitivity, without clean-up or
concentration step. Quality control performed with reliable immunoassay should be essential
to assure the safety of the end product in the coffee trading, which has to be associated with

good harvesting, drying and storage practices.



59

100 +
80 -

60 -

Binding %

40 1

Detection

/ limit

0 1 2 3
Log ochratoxin A (pg)

20 4

Figure 1 —Standard curve of OTA detection by ic-ELISA. Each point and corresponding bars
(standard deviation) were the mean binding data from seven standard curves carried out on
different days during 1-month. The detection limit was 7.50 pg OTA/well, which was the
minimum concentration over 9.3 % inhibition (3-fold SD at 0 ng OTA/well) detected by ic-
ELISA, corresponding to 3.75 ng/Kg OTA in coffee beans.
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Figure 2 — HPLC and ic-ELISA correlation data for OTA detection in artificially
contaminated green coffee and coffee-based products (5 to 70 ug/Kg OTA). Axes x and y
correspond to OTA concentration (pug/Kg) determined independently by ic-ELISA and HPLC,
respectively. (A) Green coffee: correlation coefficient (0.98) was calculated by linear
regression equation y = 1.148 x — 0.57 and the ic-ELISA/HPLC ratio was of 1.02. (B) Roasted
coffee: correlation coefficient (0.99), linear regression equation (y = 1.0212 x — 0.3677), ic-
ELISA/HPLC ratio (1.03), (C) Instant coffee: correlation coefficient (0.90), linear regression
equation (y = 0.9645 x — 1.5704), ic-ELISA/HPLC ratio (1.22).
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Table 1 — Cross-reactivity of anti-OTA mAb with OTA analogues

OTA analogues Cross-reactivity (%)
Anti-OTA.7 mAb

OTA 100.0*

OTC 79.4

(4 R)-OH-OTA 1.24

OTB 1.07

OTa 0.06

* Percentage of cross-reactivity calculated as OTA required for 50% binding inhibition / OTA analogues
required for 50% binding inhibition x 100 (KAWAMURA et al., 1989).



62

Table 2 — Recovery of OTA from spiked green coffee and coffee-based products, by HPLC

and ic-ELISA

Coffee =~ OTA HPLC * (%) Ic-ELISA * (%)
added Recovery CV  Recovery Recovery CV  Recovery
(ug/Kg)"® (mean) (mean)
Green 5 779+1.3 1.6 106.1+12.6 11.9
10 759+85 112 79.8+13.9 174
25 74.8 £ 1.1 1.5 80.5+8.0 81.4+0.8 1.0 81.5+t18.4
50 80.6£6.6 8.1 550+£7.1 129
70 934+0.6 0.7 853+0.6 0.7
Roasted 10 540+11.7 21.7 550+7.1 129
25 506£3.0 6.0 458+11.6 532+1.1 21 47.0+11.5
50 328+0.5 1.4 327+£1.0 3.0
Instant 10 67.1£2.6 39 78.5+10.6 13.5
25 51.9+18.0 34.7 545+13.1 71.5+£04 0.6 651+16.4
50 446+85 54 454+33 74

* Each result represents the mean + SD of six determinations (duplicate spiking, triplicate analysis); ° OTA added
to coffee previously analyzed by HPLC (< 0.80 pg/Kg OTA level).
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Table 3 — Natural occurrence of OTA in freshly harvested coffee samples from the North of

Parana State (2003 crop) evaluated by HPLC and ic-ELISA

Site Number HPLC Ic-ELISA
(%) Positive* OTA (ug/Kg)"® Positive * OTA (ug/Kg)"®
Range Mean Range Mean
Private 16 12 1.20-4.70 3.32 10 390-730 5.28
Government 52 3 0.84-1.07 0.95 n.d.© n.d. n.d.
Total 68 15 0.84-4.70 2.85 10 390-730 5.28

“ Detection limits - HPLC (0.80 pug/Kg OTA); ic-ELISA (3.75 pg/Kg OTA); ® Each result represents the mean of

three determinations; © n.d.: not detected.



Table 4 — Ic-ELISA / HPLC ratio in 68 freshly harvested green coffee samples

Ic-ELISA/HPLC® Numberof % OTA (ug/Kg)®
samples Ic-ELISA HPLC
n.d./n.d.” 53 77.9 n.d. n.d.
n.d./d. 5 7.4 n.d. 1.30 £0.20
n.d. 1.20 £0.30
n.d. 1.07 £0.40
n.d. 0.84 £0.20
n.d. 0.94 +£0.20
d./d. (1.1 -1.6)" 10 10.7 6.70 £0.40 4.40 £0.30
4.00+£0.10 2.70 £0.20
4.60 £0.20 3.50+£0.30
3.90 £0.20 2.70£0.10
4.50+£0.10 3.10+£0.10
4.30 £1.30 3.90 £ 0.60
7.30 £0.60 4.60 +0.30
7.00 £0.20 4.70 +0.20
4.60 +£0.40 3.20+£0.30
5.90 £0.20 4.54 +0.20

64

“ Detection limits - HPLC (0.80 pg/Kg OTA); ic-ELISA (3.75 ug/Kg OTA); ® Each result represents the mean +

SD of three determinations;  n.d.: not detected; d.: detected.; ¢ Ic-ELISA/HPLC ratio range.
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5.2 PRODUCAO DE ANTICORPO MONOCLONAL VISANDO
DESENVOLVIMENTO METODOLOGICO PARA DETECCAO DE OTA EM
ALIMENTOS

1 Introducao

A ocratoxina A (OTA) pertence ao grupo de metabdlito secundario
produzido por Aspergillus spp. e Penicillium spp., com relevante envolvimento em
intoxicacao clinica e subclinica animal, assim como na etiologia de doenca humana (FINK-
GREMMELS et al., 1995; ACCENSI et al., 2004; BAU et al., 2005). As propriedades
toxicologicas incluem efeitos nefrotoxico, teratogénico, citotoxico, imunotdxico, genotdxico e
imunossupressor, sendo classificado pela International Agency for Research on Cancer
(IARC) no grupo 2B, i.e. possivelmente carcinogénico para humanos (IARC, 1993; FINK-
GREMMELS et al., 1995; KAMP et al., 2005).

Devido a toxicidade e ocorréncia natural numa variedade de produtos
agricolas, o monitoramento de OTA empregando método analitico eficiente e vidvel ¢
fundamental para o controle de qualidade (WHITAKER, 2003). Técnicas imunoquimicas
baseadas em diferentes modalidades de ensaio imunoenzimatico como enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) e cromatografia de imunoafinidade tornaram-se alternativas
atraentes na analise de alimento, oferecendo triagem répida e resultado quantitativo confiavel
com alto grau de sensibilidade (CHU, 1984; HEFLE 1995; ZHENG et al., 2005).

O avanco na tecnologia de hibridomas permitiu o fornecimento ilimitado de
anticorpo monoclonal especifico (AcM) de alta qualidade (alta afinidade e especificidade,
baixa reatividade cruzada) e passivel de ser empregado na padroniza¢do de métodos a serem
utilizados na rotina laboratorial (HARLOW; LANE, 1988a; LA PINE; HILL, 2001;
NAKANO; NAGATA, 2003). Aliado a este fator, o processo de purificacdo de anticorpo tem
sido etapa essencial para viabilizar técnicas imunolodgicas, contribuindo na redugdo de
interacdes inespecificas (HARLOW; LANE, 1988c). A limitacido do uso de ensaios
imunoquimicos para o monitoramento da contaminacdo de produtos brasileiros ¢ devido a
dependéncia da importagdo de Kits, baseados em anticorpos policlonais (AcPs) ou
monoclonais (AcMs) com alta especificidade e sensibilidade (CHU, 1984; GAZZAZ et al.,
1992).

Considerando que a producdo de imunorreagentes tornou-se assunto

prioritario para minimizar a dependéncia atual de importacdo e o custo de aplicagdo no
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controle de qualidade, este trabalho se propde a produzir AcM IgG anti-OTA a partir do

cultivo de hibridoma especifico, destinado ao desenvolvimento de ensaio imunoquimico.

2 Material e Métodos

2.1 Cultivo e manutengdo de hibridoma especifico para OTA

2.1.1 Linhagem de célula de hibridoma

A célula de hibridoma consistiu de linhagem OTA.1 secretora de AcM
(isotipo IgG; kappa) especifico para OTA e reativo com OTC (63,1 %). O hibridoma foi
derivado de mieloma linhagem Sp2/0-Agl4 e célula esplénica de camundongo BALB/c,
produzido por Kawamura et al. (1989) em Faculty of Pharmaceutical Sciences, Science
University of Tokyo e mantido em Department of Biochemistry and Food Science, Faculty of
Agriculture, Kagawa University, Japao.

Camundongo BALB/c foi imunizado com conjugado OTA-BSA e as células
esplénicas obtidas foram fundidas com células de mieloma (linhagem SP2/0-Agl4). Os
hibridomas foram selecionados no meio HAT (meio Dulbecco’s modified Eagle’s, contendo
100 uM de hipoxantina, 0,4 uM de aminopterina ¢ 16 uM de timidina) e triados por i-ELISA
quanto a presenca de AcM anti-OTA. Os clones positivos foram clonados por método de
dilui¢do limitante e expandidos em meio de cultura com posterior preservacdo em N, liquido
(-185°C).

O hibridoma OTA.1, secretor de AcM IgG; anti-OTA, foi selecionado
baseado no melhor perfil quanto a especificidade e reatividade cruzada e, encaminhado ao
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (Centro de Ciéncias Agrarias,

Universidade Estadual de Londrina, UEL — PR).

2.1.2 Recepcéo e cultivo de hibridoma

Um cultivo celular correspondente a 5 x 10° hibridomas foi gentilmente
fornecido por Dr. Osamu Kawamura (Faculty of Agriculture, Kagawa University, Japao) para
a continuidade de estudo no Laboratério de Microbiologia do Departamento de Ciéncia e

Tecnologia de Alimentos, CCA, UEL — PR).
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Imediatamente apds a recepgao, as células hibridas foram encaminhadas ao
Laboratorio de Imunologia (Departamento de Ciéncias Patologicas, Centro de Ciéncias
Biologicas, UEL — PR) para prosseguir com a reativagdo e cultivo. Os hibridomas foram
avaliados quanto a viabilidade celular (item 2.1.2.1) e reativados em meio RPMI 1640 (Gibco
Co., USA) suplementado com 20 % de soro fetal bovino (SFB) (Gibco Co., USA) em
microplacas de 24 orificios (Corning, USA), a 37° C (incubadora sob 5 % CO,, Forma
Scientific, USA). Apos reativagio, as células foram expandidas em frascos de 25 ¢ 75 cm’
(Nunc, Denmark) utilizando meio RPMI com 10 % de SFB e avaliadas quanto a producao de
IgG anti-OTA por ELISA indireto (i-ELISA) (item 2.2.4). (HARLOW; LANE, 1988b;

KAWAMURA, informagdo pessoal). O crescimento celular foi monitorado diariamente por

microscopia.

2.1.2.1 Contagem e analise de viabilidade celular

A contagem e viabilidade de hibridomas foram avaliadas
microscopicamente utilizando corante vital Azul de Trypan (Acros Organics, USA)
(HARLOW e LANE, 1988b). Uma aliquota de 100 uL da suspensdo celular foi combinada a
100 pL da solugdo de corante (0,25 % em meio RPMI 1640, p/v) e as células viaveis (aptas a
excluir corante, i.e. refringentes, com citoplasma homogéneo e membrana integra) (Figura 1)
foram contadas em camara de Neubauer:

Células viaveis/mL = (total de células viaveis / namero de quadrantes) x 2 x 10?

2.1.3 Manutencéo e recuperacao de hibridoma

Os hibridomas reativados e expandidos em meio RPMI com 10 % de SFB
(item 2.1.2) foram preservados em nitrogénio liquido (-185° C) utilizando SFB adicionado de
crioprotetor dimetilsulféoxido (DMSO) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) na
propor¢ao de 9:1 (HARLOW; LANE, 1988b; KAWAMURA, informagao pessoal). Com esta
finalidade, as células foram centrifugadas (200x g, 5 min) e ressupendidas em solucao de
SFB-DMSO (9:1) resfriadas a 4° C. Aliquotas de 0,5 mL desta suspensio contendo 2,5 x 10° a
2,5 x 10’células viaveis foram distribuidas em criotubos (Corning, USA), mantidas a -70° C
por 16 horas (freezer CFC FREE, Sanyo, USA), e transferidas para recipiente de nitrogénio
liquido (-185° C) (Cryo Diffusion, France).
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Para uso, os hibridomas congelados a -185° C em nitrogénio liquido foram
recuperados por descongelamento rapido do criotubo em banho de dgua a 37° C, lavados com
5 mL de meio RPMI a 37° C e centrifugados (200x g, 5 min). As células recuperadas foram
avaliadas microscopicamente com corante vital Azul de Trypan e a viabilidade celular pds-
congelamento calculada e expressa como porcentagem:

Viabilidade (%) = (células vidveis pos-congelamento / células viaveis pré-congelamento) x 100

2.2 Producéo de anticorpo monoclonal 1gG anti-OTA

2.2.1 Producéo de 1gG empregando cultivo de hibridoma em meio sintético

Os hibridomas foram cultivados inicialmente em meio RPMI 1640 com 10
% SFB (37° C, 5 % CO,), seguido de adaptagao gradual por adi¢ao de 25, 50 e 75 % de meio
Hybridoma-SFM (serum free medium) (H-SFM) (Gibco Co., USA) suplementado com 100
U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina ¢ 2 mM de glutamina (Gibco Co., USA)
(BRUCE et al., 2002; KAWAMURA, informagao pessoal). As células adaptadas (indculo de
2,5 a5 x 10* células/mL) foram cultivadas em frascos de 150 cm” (Nunc, Denmark) contendo
100 mL de meio H-SFM até saturacdo celular (5 x 10° a 1 x 10° células/mL, por
aproximadamente 4 dias) e removidas por centrifugacdo (200x g, 5 min). Este sobrenadante
do cultivo foi novamente inoculado com 2,5 a 5 x 10* células/mL e mantido sem substitui¢io
do meio por 15 dias para saturagdo celular seguido de morte (HARLOW; LANE, 1988b;
BRUCE et al., 2002). Apds morte celular, o cultivo foi centrifugado (2400x g, 10 min a 4° C)
e o volume total de sobrenadante avaliado quanto a concentragdo protéica (item 2.2.3) e

atividade anti-OTA (item 2.2.4), seguido de manutencdo a 4° C.

2.2.2 Producéo de 1gG em tumor peritoneal de camundongo

Camundongo BALB/c fémea de 6 semanas (4 animais) foi inoculado via
intraperitoneal com 0,5 mL de Pristane (2,6,10,14 acido tetrametil-decanoico) (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Ap6s 14 dias, 5 x 10° a 5 x 10° hibridomas previamente
centrifugados (200x g, 5 min) e lavados em PBS (tampao fosfato de sodio 10 mM, pH 7,4)
foram ressuspendidos em 0,5 mL de PBS e inoculados na cavidade peritoneal do
camundongo. Apds 6 a 10 dias, o liquido ascitico foi coletado, incubado a 37° C por 1 hora

(BOD TE-391, Tecnal, Brasil) e mantido a 4° C por 16 horas (HARLOW; LANE, 1988b).
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Posteriormente, o liquido foi centrifugado (2400x g, 10 min a 4° C) e o pool obtido (20 mL)
avaliado quanto a concentracdo protéica (item 2.2.3) e atividade anti-OTA (item 2.2.4),

seguido de manutencao a -20° C.

2.2.3 Determinacdo de proteinas (1gG)

A concentragao de proteinas (IgG) foi determinada por absor¢do a 280 nm
(Espectrofotdmetro UV-VIS Cintra 20, GMB, Brasil), adotando coeficiente de absor¢ao (Es)
de 1,35 para IgG (LAYNE, 1957; HARLOW e LANE, 1988e):

Concentracao IgG (mg/mL) = absorbancia a 280 nm / coeficiente de absorc¢ao

2.2.4 Determinacao de atividade anti-OTA

A presenga de IgG anti-OTA no sobrenadante de cultura de hibridomas em
meio sintético e no liquido ascitico foi determinada por i-ELISA (KAWAMURA et al., 1989)
em microplaca de poliestireno (96 pocos) revestida com 100 pL de solu¢do de conjugado
OTA-BSA (0,79 pg/mL) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) em tampao carbonato-
bicarbonato 0,1 M pH 9,6. A microplaca foi adicionada de 100 pL. de amostra, incubada (4° C
- 18 horas) e lavada com PBST (PBS + 0,05 % Tween 20). Apds lavagem, 100 uL de
conjugado anti-IgG ligado a HRP (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) foi adicionado,
seguido de incubagdo (25° C - 1 hora) e reagdo com substrato cromogeno TMB (25° C - 1
hora) (Dojindo, Japan). A reacdo enzimatica foi paralisada com 100 uL de H,SO;s 1 M e a
absorbancia lida a 450 nm (leitora de ELISA, Bio-Tek Instruments ELX800, USA).

2.3 Purificacéo de anticorpo monoclonal 1gG anti-OTA

2.3.1 Precipitagdo de 1gG com sulfato de aménio

IgG anti-OTA produzida no sobrenadante do cultivo celular (5980 mL) e
liquido ascitico (20 mL) foram combinadas obtendo um pool de 6,0 L. O pool de IgG foi
previamente submetido a concentrag¢@o por ultrafiltragdo (sistema Stirred Cell 8400, Millipore
Co., Bedford, MA, USA) utilizando membranas de exclusdo molecular de 100 Kda (YM 100,
celulose, Millipore Co., Bedford, MA, USA).
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A solugdo concentrada (550 mL) foi adicionada de sulfato de amonio (243
g/L de sobrenadante) sob agita¢do lenta até concentragdo final de 40 % de saturacdo para
precipitagdo e purificacdo parcial de IgG. O precipitado protéico foi mantido a 4° C por 16
horas sob agitagdo, centrifugado (8000x g, 30 min a 4° C) e ressuspendido em 55 mL de
tampdo acetato de sodio 0,1 M pH 5,5 (/1o do volume original da amostra concentrada). A
amostra suspendida foi dialisada (cut-off de 12000-16000 MM) contra tampdo acetato de
sodio 0,1 M pH 5,5 (4 x 1 L) a 4° C por 16 horas (HARLOW; LANE, 1988c; VANKOVA et
al., 1998). Apos dialise, a concentracdo de IgG e a atividade anti-OTA foram determinadas
conforme os itens 2.2.3 e 2.2.4, respectivamente.

O dializado (58 mL) foi analisado quanto ao grau de pureza por eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) conforme método de Laemmli (1970) e mantido a -20°
C.

2.3.2 Purificacéo de 1gG em coluna de proteina G

A purificagio de IgG em coluna de Proteina G foi conduzida
exclusivamente para avaliar a recuperagdo, conforme o item 2.3.3. A solucdo de IgG
precipitada por sulfato de amonio foi aplicada na coluna de Sepharose Proteina G (Amersham
Biosciences, Sweden), conforme recomendado pelo fabricante. A amostra foi diluida (1:1) em
tampao fosfato de sodio 0,02 M, pH 7,0 e aplicada na coluna de Proteina G pré-equilibrada
com o mesmo tampao. Apds lavagem de coluna com 20 mL de PBS, as fra¢des contendo IgG
foram eluidas a 4° C com tampao glicina-HCI 0,1 M pH 2,7 e coletadas em volumes de 1,0
mL, seguida de imediata corre¢do do pH do eluato com tampao TRIS-HCI 1,0 M pH 9,0. As
fracdes foram lidas a 280 nm e aquelas contendo os maiores valores de absorbancia foram
combinadas e dialisadas (cut-off 12000-16000 MM) contra PBS a 4° C por 16 horas (3 x 1 L).
Apos didlise, a concentragdao de IgG e a atividade anti-OTA foram determinadas conforme os

itens 2.2.3 e 2.2.4, respectivamente e a solucdo purificada mantida a -20° C.
2.3.3 Recuperacao de 1gG pos-purificacéo
A recuperacdo e perda de IgG apods cada etapa de purificagdo foram

avaliadas conforme descrito por Mckinney e Parkinson (1987), visando sele¢do do método de

purificagdo para prosseguir com scale up (produgao total de I1gG).
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Um volume de 50 mL da solucdo concentrada de IgG (ultrafiltragdo) foi
precipitado com sulfato de amoénio, seguido de aplicacdo em coluna de Proteina G, conforme
descrito nos itens 2.3.1 e 2.3.2. Apds cada etapa de purificacio, os AcMs foram
ressuspendidos para o volume original (50 mL) em PBS. A concentragdo protéica e a
atividade anti-OTA pré e pds-purificacdo foram determinadas conforme os itens 2.2.3 ¢ 2.2.4,
respectivamente. Para o imunoensaio, aliquotas da solu¢ao de IgG, pré e pds-purificacao,
foram diluidas em série em PBS (/2 a '/go00) e adicionadas (100 pL) em microplacas de

poliestireno sensibilizadas com o conjugado OTA-BSA (item 2.2.4).
3 Resultados e Discusséo
3.1 Cultivo e manutencao de hibridoma especifico para OTA

A Tabela 1 apresenta a contagem, viabilidade celular e atividade anti-OTA
do hibridoma OTA.1, da recep¢ao a producao de IgG anti-OTA. O transporte de hibridoma
acarretou em perda de 88,79 % de viabilidade celular, restando apenas 5,6 x 10* células
viaveis (3,7 x 10° células/mL) destinadas a imediata reativagdo. A exaustdo de nutrientes (ex.,
glicose), acumulo de produtos inibitorios provenientes do metabolismo (ex., lactato) e
restri¢ao da disponibilidade de CO; e oxigénio constituiram fatores relevantes para a baixa
viabilidade celular (11,21 %) durante transporte (LEGAZPI et al., 2005).

O cultivo celular exaurido de nutrientes foi reativado em meio RPMI
suplementado com 20 % SFB, a 37° C sob 5 % de CO,. Apos 2 dias, a expansdo celular no
fator de 3 vezes (3,7 x 10° para 1,1 x 10" células/mL, Tabela 1) indicou adaptagdo as
condigdes de cultivo, com énfase na recuperagdo de caracteristicas morfologicas (aspecto
membranar e citoplasmatico).

A suplementacdo do cultivo (RPMI 1640) com soro fetal bovino foi
essencial na recuperacdo celular. O soro tem sido utilizado como estimulante de crescimento
na rotina de cultivo de hibridoma por fornecer fatores hormonais e proteinas carreadoras de
hormdnios, minerais, lipideos e outros nutrientes essenciais (LIDDELL; CRYER, 1991;
HARLOW; LANE, 1988B; LEGAZPI et al., 2005).

Os hibridomas reativados foram cultivados por 3 a 4 dias (10 % SFB, 37° C,
5 % de CO,) e avaliados quanto a manuten¢do da capacidade produtora de IgG anti-OTA por
i-ELISA. O cultivo celular atingiu contagem de 6,7 x 10° células/mL, correspondente a uma

expansdo de 60 vezes (contagem inicial, 1,1 x 10* células/mL) e, apresentou atividade anti-
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OTA confirmando sintese de IgG (i-ELISA) (Tabela 1). A expansao celular foi destinada a
producdo de AcM anti-OTA e a conservacdo de hibridomas em N, liquido (-185° C),
utilizando SFB-DMSO (9:1) como agente crioprotetor.

A criopreservacdo mantém a caracteristica bioldgica do hibridoma,
incluindo a capacidade de produgdo de anticorpo monoclonal, por longo periodo (anos), além
de garantir alta eficiéncia na recuperagdo (HARLOW; LANE, 1988b). Esta etapa requereu
alta contagem de células vidveis em fase logaritmica (5,0 x 10° a 5,0 x 10" células/mL) para
obter congelamento adequado, assim como maior recuperagdo pos-estocagem (HARLOW;
LANE, 1988b). Embora o DMSO exerg¢a efeito crioprotetor, a interagdo com a membrana
celular pode acarretar toxicidade e dano celular (WEWETZER; DILMAGHANI, 2001).
Conseqiientemente, o uso de DMSO a 4° C na fase de pré-congelamento, acoplado ao minimo
de contato celular constituem fatores relevantes para minimizar a toxicidade (WEWETZER;
DILMAGHANI, 2001)

A viabilidade celular apds 60 dias de preservacdo foi de 65,31 %, com a
redugdo na contagem de 9,8 x 10° células/mL para 6,4 x 10° células/mL (tabela 1). Em longo
periodo de estocagem (540 dias), a viabilidade celular decaiu para 35,70 % com a contagem
variando de 1,2 x 107 células/mL para 4,4 x 10° células/mL. Embora os resultados indicassem
baixo valor na viabilidade celular pos-criopreservacao (65,31 e 35,70 %), a contagem de 4,4 a
6,4 x 10° células recuperadas/mL foi suficiente para prosseguir com a etapa de expansio.
Nesta fase, as células oriundas da criopreservagdo, assim como as mantidas no meio RPMI
(10 % SFB) foram adaptadas gradualmente durante 5 dias em meio Hybridoma-SFM (H-
SFM), caracterizado por auséncia de SFB, baixa concentragdo de proteina (20 pg/ml de
insulina e transferrina) e, suplementado com antibidticos e L-glutamina (2 mM). Os
hibridomas recuperados (pos-manutengcdo a -185°C) atingiram o perfil de crescimento e
atividade anti-OTA similar as células mantidas em constante expansdo no meio RPMI (10 %
SFB), garantindo a eficiéncia do processo de manutencao celular (Tabela 1).

O cultivo de hibridomas no meio H-SFM eliminou problemas relacionados
ao uso de SFB, i.e. alto custo, heterogeneidade entre lotes e alto teor protéico, que interfere na
purificagdo de AcM (LIDDELL; CRYER, 1991; BRUCE et al., 2002; LEGAZPI et al., 2005).
O aminoacido L-glutamina tem sido apontado como estimulante da producao de anticorpo por
hibridomas sendo, portanto incorporado no cultivo (BRUCE et al., 2002; LEGAZPI et al.,
2005; HEILMANN et al., 2005). Legazpi et al. (2005) dobraram a concentragao final de AcM
adicionando glutamina (1,4 mM) no meio sem SFB para produgdo de IgG; anti-lactoferrina

bovina.
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As células adaptadas ao meio H-SFM foram destinadas a produgdo de AcMs

especificos para OTA.

3.2 Producdo e purificacao de 1gG anti-OTA

Os hibridomas OTA.1 foram cultivados no meio H-SFM e na cavidade
peritoneal de camundongo, obtendo-se IgG anti-OTA produzida no sobrenadante do cultivo
em meio sintético e liquido ascitico, respectivamente.

O liquido ascitico foi coletado de 4 camundongos previamente inoculados
com 5 x 10° a 5 x 10° células (1 x 10°a 1 x 107 células/mL) (Tabela 1), totalizando 20 mL
com concentra¢do protéica de 2,58 mg/mL e atividade anti-OTA confirmada por i-ELISA
(Tabelas 1 e 2). A producdo de IgG em tumor peritoneal constitui método pratico e acessivel a
rotina laboratorial, proporcionando alta concentracdo de anticorpo especifico (0,9 — 9,0
mg/mL). Entretanto, as limitagdes técnicas referentes a infra-estrutura na manutengdo de
animais, consideragdes €ticas para uso experimental, além da presen¢a de hemdceas, fibrina e
proteinas inespecificas no liquido ascitico, capazes de dificultar a purificagdo, justificam o
avango na pratica do cultivo de hibridomas em meio sintético livre de SFB (BRUCE et al.,
2002).

A produgdo de IgG em ampla escala foi conduzida em frascos contendo
meio H-SFM inoculado com 2,5 a 5,0 x 10* células/mL e mantida sob cultivo estético por 15
dias, sem substituicdo do meio, até acarretar na morte celular (Tabela 1, Figura 2). O processo
de cultivo, representado na Figura 2 (células do hibridoma em processo de contagem),
resultou em total de 5980 mL de sobrenadante de cultura celular, com proteina equivalente a
78,13 pg/mL e atividade anti-OTA confirmada por i-ELISA (Tabelas 1 e 2). Embora o cultivo
de hibridomas em meio sintético forneca baixa concentragdao de IgG (50 pg/mL) (HARLOW
e LANE, 1988b), o uso de L-glutamina, aliado a técnica de cultivo até morte celular
permitiram aumento na producao de proteina (78,13 pg/mL).

A Tabela 2 apresenta a concentragdo protéica e atividade anti-OTA durante
0s sucessivos tratamentos nas etapas de definicdo do método de purificagdo e subseqiiente
scale-up. Em suma, o volume total de 6,0 L de AcM anti-OTA produzido apresentou IgG com
concentragdo protéica de 87,31 ug/mL, compreendendo sobrenadante de cultivo celular (5980

mL) e liquido ascitico (20 mL), totalizando 523,86 mg de proteina.
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O volume de 6,0 L (87,31 pg/mL) foi reduzido para 600 mL por
ultrafiltragdo, aumentando a concentragdo de proteina no fator de 9,6 vezes (838,16 pug/mL),
para prosseguir com a etapa de purificagdo.

A definicdo do método de purificagdo foi conduzida procedendo ao ensaio
de recuperacdo de IgG com sulfato de amoénio e coluna de proteina G. O método de
precipitagdo com sulfato de amonio apresentou recuperagdo de 83,78 % de IgG (35,11 mg)
em relagdo a quantidade de proteina inicial (41,91 mg). Mckinney e Parkinson (1987)
obtiveram recuperagdo de 80 a 90 % da fragdo IgG presente no soro de coelho, sem perda
significativa da atividade biologica, utilizando purificagdo por precipitacdo com dacido
caprilico e sulfato de amoénio.

Em contraste, a purifica¢do seqiiencial por afinidade em coluna de proteina
G acarretou em perda de 30,19 mg de IgG (72,04 %) e baixa recuperagao (27,96 %; 11,72
mg) em relagdo a quantidade de proteina inicial.

A proteina G imobilizada a matriz solida ¢ um polipeptideo da parede
celular de estreptococo B-hemolitico do grupo C e G, capaz de interagir com as regides
constantes do dominio Fc da molécula de IgG (HARLOW; LANE, 1988d). Considerando que
IgG, anti-OTA apresente afinidade adequada a proteina G, a baixa recuperacao obtida (27,96
%) foi atribuida a provavel desnaturacdo ou modificacdo estrutural da proteina G durante o
uso da coluna. Soma-se ainda a possivel perda deste reagente por tratamento e manutengao
inadequados da coluna (HARLOW; LANE, 1988d).

A Figura 3 demonstra a manutengdo da atividade anti-OTA de IgG apds
cada etapa de purificacdo, com retencao de 80,82 % (pos-sulfato) e 62,42 % (pds-coluna G)
procedendo a i-ELISA com amostra diluida no fator de 100 vezes (‘/100) (Tabela 2). A
reducdo na atividade anti-OTA foi justificada pela perda na quantidade de IgG, aliada a
provavel inativacdo de AcM no decorrer da purificagdo, que envolveu precipitagdo, agitagdo,
centrifugacdo e exposicao a valores extremos de pH.

Considerando a inviabilidade da purificagao de AcM empregando coluna de
proteina G, resumida em ineficacia na recuperagdo e alto custo, a obtengdo de alta quantidade
de IgG purificado (scale up) foi conduzida empregando sulfato de amoénio. A precipitacdo de
proteinas com sulfato de amoénio caracteriza-se por simplicidade e baixo custo, constituindo
técnica de concentracdo e purificagdo parcial de anticorpos (HARLOW; LANE, 1988c).

Os resultados obtidos no ensaio de recuperacdo de IgG pds-purificacdo

(83,78 %, Tabela 2), aliado ao baixo teor de contaminante protéico no meio H-SFM
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estimularam a aplicabilidade da técnica como etapa tnica na purificagdo de AcM, confirmado
por auséncia de proteinas interferentes em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) (dados nao
apresentados). Sendo assim, o processo de purificacdo de IgG anti-OTA resultou em volume
final de 58 mL de amostra com concentracdo de 6,68 mg/mL, totalizando 387,23 mg de IgG
purificada (Tabela 2).

Os sucessivos tratamentos da solugdo original de IgG (6,0 L; 87,31 pg/mL),
envolvendo ultrafiltragdo e purificacdo, acarretaram em aumento no fator de 76,5 vezes com
recuperacao de 73,92 % (387,23 mg) da quantidade de IgG e retengcdo de 80,82 % da
atividade anti-OTA.

4 Concluséao

Em suma, a pratica de cultivo de hibridoma OTA.1 associada as etapas de
tratamentos de IgG, embora laboriosas, mostra que ha possibilidade de produgao ilimitada de
AcM especifico a ser utilizado na padronizagao de ELISA e CIA. Isto indica que se a
metodologia for otimizada haveria diminui¢do da dependéncia de importagdo de Kits
imunoquimicos e conseqiientemente do custo das andlises de alimentos e matérias primas

realizados nos laboratorios de controle de qualidade.
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Figura 1 — Viabilidade de hibridoma OTA.1 por microscopia utilizando corante vital Azul de
Trypan. (A) Célula viavel caracteriza-se por exclusdo do corante (refringéncia), citoplasma
homogéneo ¢ membrana integra com aspecto liso; (B) Célula morta cora-se com Azul de

Trypan.
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Figura 2 — Vista microscopica de células de hibridoma OTA.1 em meio Hybridoma-SFM
(aumento de 10 vezes). (A) Contagem inicial (2,5 a 5,0 x 10" células/mL); (B) Satura¢io
celular, ap6s 3-4 dias de cultivo (5 x 10° a 1 x 10° células/mL); (C) Morte celular, apds 15
dias de cultivo sem substituicdo do meio.
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Figura 3 — Atividade anti-OTA de IgG produzida por hibridoma OTA.1 durante purificagdo
(pré, pos-sulfato de amonio e pds-coluna de Proteina G), determinada por i-ELISA. O eixo X

representa a diluigio seriada de IgG ('/» a '/s000), enquanto que Y representa a leitura de
absorbancia a 450 nm.
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Tabela 1 — Contagem, viabilidade celular e atividade anti-OTA do hibridoma OTA.1 nas sucessivas etapas de tratamento celular para
implementar producéo de 1gG anti-OTA

Etapas Condicdes Contagem Viabilidade Atividade
(células vidveis/mL) ' celular (%) ¢ anti-OTA"

Temperatura (°C) Tempo (dias) Meio de cultivo Inicial Final
Transporte Ambiente 4 RPMI + 10 % SFB 33x10° 3,7x10° 11,21 n.a
Reativagdo 37°/5% CO, 2 RPMI + 20 % SFB 37x10® 1,1x10° n.a n.a
Expansédo 37°/5% CO, 3-4 RPMI + 10 % SFB 1,1x10" 6,7x10° n.a +
Manutencéo ° -185° 60 SFB - DMSO (9:1) 9,8x10° 6,4x10° 65,31 n.a
-185° 540 SFB - DMSO (9:1) 1,2x10°  4,4x10° 35,70 n.a
Expansdo pds-manutencao 37°/5% CO, 6 RPMI + SFB + H-SFM 44a6,4x10* 48x10° n.a +
Producéo 1gG 37°/5% CO,° 15 Hybridoma-SFM © 2,5a5,0 x 10* n.a n.a i
Corporal * 6-10 Cavidade Peritoneal 1x10°a 10’ n.a n.a +

®Trajeto Japdo-Brasil: Envio de hibridoma OTA 1 produzido na Science University of Tokyo, Japdo por KAWAMURA et al. (1989) e subsequiente recepcio pela Universidade
Estadual de Londrina (UEL, Londrina-PR); ° Preservacdo de hibridomas viaveis em nitrogénio liquido (-185° C); ¢ Producéo de 1gG empregando cultivo de hibridomas em
meio sintético; ® Producdo de IgG a partir de tumor peritoneal em camundongos (liquido ascitico); ¢ Hybridoma-SFM suplementado com penicilina (100 U/mL),
estreptomicina (100 pug/mL) e L-glutamina (2 mM); f Contagem de células viéveis em camara Neubauer utilizando corante Azul de Trypan, no inicio e final de cada etapa; ¢
Contagem final de células viéveis em relacdo & contagem celular inicial em cada etapa; " Confirmacéo de atividade anti-OTA por i-ELISA, ap6s cada etapa (n.a: ndo
analisado).
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Tabela 2 — Producéo e purificagdo de IgG: concentracdo protéica e atividade anti-OTA na etapa de definicdo metodoldgica e subsequente scale-

up

Etapa Ensaio Tratamento Volume (mL) Proteina (1gG) Atividade anti-OTA
Concentraco ° Total  Recuperacio © (%) ¢

(mg/mL) (mg) (%)
Definigéo Recuperacao Pds-Ultrafiltracdo 50 0,838 41,91 100,00 100
Metodoldgica pds- P6s-(NH4)2S04 50 0,702 35,11 83,78 80,82
purificacdo * Pés-Coluna G 50 0,234 11,72 27,96 62,42
Scale up Producio Pré-Ultrafiltraco 6000 0,087 523,86 100,00 n.a
total de 1gG Pés-Ultrafiltracdo 550 0,838 460,99 88,00 100
P6s-(NH4),SO,4 58 6,676 387,23 73,92 80,82

® Recuperagdo de IgG ap6s cada etapa de purificacdo (precipitagdo com sulfato de amdnio e coluna de proteina G) (MCKINNEY e PARKINSON, 1987); ® Concentracéo
protéica determinada por absorcdo a 280 nm; © Total de proteina (IgG, mg) em cada tratamento em relacéo ao total inicial; ® Absorco a 450 nm de IgG anti-OTA em cada
tratamento em relacdo a absorcdo de IgG inicial, determinada por i-ELISA; ® Total de proteina no sobrenadante de cultivo (78,13 pg/mL, 5980 mL) e liquido ascitico de
camundongo (2,58 mg/mL, 20 mL).
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5.3 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE COLUNA DE IMUNOAFINIDADE
SILICA-HIDRAZIDA-IgG PARA DETECCAO DE OTA EM DIFERENTES
MATRIZES ALIMENTARES

1 Introducao

A OTA ¢ uma micotoxina com potencial nefrotdxico, teratogénico,
citotoxico, genotdxico e carcinogénico produzida por Aspergillus spp. e Penicillium spp.,
fungos contaminantes de uma variedade de produtos agricolas (IARC, 1993; FINK-
GREMMELS et al., 1995; KAMP et al., 2005).

Baseado na toxicologia e freqiiéncia natural em alimentos, diversos paises
regulamentaram limites méaximos para OTA, sendo 5 pg/Kg para cereal cra, 3 ug/Kg
(derivados de cereais), 10 pg/Kg (frutas secas), 5 a 20 pug/Kg (café verde), 5 ng/Kg (café
torrado), 10 nug/Kg (café instantaneo), 2 ug/Kg (vinho, suco de uva) e 0,5 ug/Kg (alimento
infantil e dietético) (EUROPEAN COMMISSION, 2005; FAO, 2006). A exigéncia em nivel
residual requer monitoramento analitico empregando nanotécnica para o controle de
qualidade (WHITAKER, 2003). O método oficial descrito em AOAC International para
quantificagdo de OTA ¢ a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), cuja eficiéncia
depende de extensiva limpeza para a remog¢do de impurezas e concentragao de analito alvo
(SYDENHAM; SHEPHARD, 1996; VALENTA, 1998).

A cromatografia de imunoafinidade empregando anticorpo policlonal (AcP)
ou monoclonal (AcM) tem sido ferramenta indispensavel no preparo de analito isento de
impurezas, conferindo rapidez e praticidade na analise de micotoxinas. O fato tem estimulado
o avango no desenvolvimento de imunossuporte com alta atividade especifica, estabilidade e
seletividade, cuja eficiéncia depende do procedimento de ativacdo de matriz e acoplamento de
ligantes especificos (WIMALASENA; WILSON, 1991; RHEMREV-BOOM et al., 2001;
SHELVER et al., 2002).

A perda de reatividade do imunossuporte, devido a imobilizacdo aleatoria de
anticorpo a fase solida (via grupo amino, carboxil ou sulfidril livre), estimulou o acoplamento
direcionado de IgG (via molécula de carboidrato ou grupo tiol), permitindo a acessibilidade
estérica do sitio Fab ao antigeno. Tal fato reduz o efeito de orientacdo inadequada,
desnaturacdo, ou fixacdo de anticorpo em pontos multiplos da superficie solida, garantindo

maior eficiéncia (WIMALASENA; WILSON, 1991; GERING et al., 2002).
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Considerando o acima foi realizado estudo para desenvolver e validar uma
coluna de imunoafinidade baseada em silica ativada com grupos hidrazida (silica-Hz) ¢ AcM
IgG anti-OTA.1, para determinacdo de OTA em diferentes matrizes alimentares, visando
contribuir com a produgdo de imunossuporte destinado ao amplo atendimento no controle de

qualidade.

2 Material e Métodos

2.1 Desenvolvimento de CIA baseada em imunossuporte silica-hidrazida-1gG

2.1.1 Producéo e purificagdo de IgG anti-OTA

Hibridoma linhagem OTA.1 foi cultivado em cavidade peritoneal de
camundongo (4 animais), assim como em meio sintético Hybridoma-SFM (serum free
medium) (Gibco Co., USA) suplementado com 100 U/mL de penicilina, 100 pug/mL de
estreptomicina ¢ 2 mM de L-glutamina (Gibco Co., USA) (BRUCE et al., 2002). IgG anti-
OTA.1, produzida no liquido ascitico e sobrenadante de cultura em meio sintético, foram
combinadas obtendo-se um pool de 6,0 L (87,31 ug/mL de proteina). O pool de IgG foi
concentrado por ultrafiltragao (sistema Stirred Cell 8400, Millipore Co., Bedford, MA, USA)
em membrana de exclusdo molecular de 100 Kda (YM 100, celulose, Millipore Co., Bedford,
MA, USA), seguido de precipitagdo da fracdo IgG com sulfato de amoénio (243 g/L de
sobrenadante). O precipitado protéico foi ressuspendido em tampao acetato de sodio 0,1 M
pH 5,5 (55 mL) e dialisado (cut-off de 12000-16000 MM) contra tampao acetato de sodio 0,1
MpH 5,54 x1L)a4°Cpor 16 horas (HARLOW; LANE, 1988c; VANKOVA et al., 1998).
Ap6s didlise, a concentracdo de IgG foi determinada a 280 nm (valor de absorbancia de 1,35
para 1 mg/mL) e o grau de pureza analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida

(LAEMMLI, 1970).

2.1.2 Oxidacéao de 1gG anti-OTA

A oxidagdo de IgG foi desenvolvida conforme Vankova et al. (1998). A
solucdo de IgG purificada (58 mL; 6,68 mg/mL) foi adicionada de 5,8 mL de m-periodato de
sodio 0,1 M (Acros Organics, New Jersey, USA) (correspondente a 1/10 do volume original

da amostra) e a mistura agitada por 30 min a 4° C no escuro. A reagdo foi paralisada



&3

adicionando etilenoglicol (Acros Organics, New Jersey, USA) para concentragdo final de 20
mM, seguido de 10 min de agitacdo. A solucdo de IgG oxidada foi dialisada (cut-off 12000-
16000 MM) a 4° C por 20 horas contra tampao acetato de sodio 0,1 M pH 5,5 (1 x 2 L),
seguido de tampao acetato de s6dio 0,1 M pH 4,8 contendo NaCl 0,5 M (2 x 2 L). Apos
oxidacdo, a concentracdo de IgG oxidada e a atividade anti-OTA foram determinadas a 280

nm (valor de absorbancia de 1,35 para 1 mg/mL) e i-ELISA, respectivamente.

2.1.3 Preparo de suporte solido silica-hidrazida

A ativac¢ao da silica foi conduzida conforme descrito por RUHN et al.
(1994). Um grama de silica (Polygoprep 300-50, Machery-Nagel, USA) foi adicionado de 8,5
mL de tampdo acetato de sodio 0,1 M pH 5,5 e degaseificado em banho ultrasdnico
(Ultrasonic cleaner Unique) sob vacuo por 15 min. A suspensao foi adicionada de 0,20 mL de
3-glicidoxi-propil-trimetoxi silano (Sigma Aldrich Inc., Milwaukee, WI, USA) e agitada por 5
horas a 90° C. A silica-epoxi formada foi lavada com agua ultra-pura (Ultra Pure Water
System Milli-Q plus, Millipore Corp., Bedford, MA, USA), seguido de solucdo de acido
sulfurico pH 3,0 (3 x 10 mL, cada). Apo6s lavagem, a silica foi ressuspendida em solugdo de
acido sulfarico pH 3,0 (100 mL/g de silica) e submetida a refluxo por 90 min a 100° C. O
produto silica-diol foi lavado com dgua, metanol e éter (3 x 10 mL, cada) e seco a vacuo (25°
C, 16 horas). Apds secagem, 1 g de silica-diol foi ressuspendido em 20 mL de solucdo de
acido acético a 90 % contendo 1 g de acido periodico (Acros Organics, New Jersey, USA) e a
mistura sonicada sob vacuo por 15 min, seguido de agitagdo por 2 horas a 25° C. O produto
silica-aldeido foi lavado com agua deionizada (3 x 10 mL) e adicionado de 50 mL de tampao
fosfato de sodio 0,1 M pH 5,0 contendo dihidrazida adipica (25 mmol) (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA). A mistura foi agitada por 1 hora, centrifugada (8000x g, 15 min) e
lavada com tampao fosfato de sodio 0,1 M pH 7,0 (3 x 10 mL). O produto silica-hidrazida foi
adicionado de 20 mL de tampdo fosfato de sodio 0,1 M pH 8,0 contendo NaBH, (6 mmol)
(Wako Pure Chemical Co., Tokyo, Japan) e agitado por 90 min. A silica-Hz foi lavada com
agua deionizada (4 x 10 mL) e o suporte ativado mantido em tampao fosfato de sédio 0,1 M

pH 7,0 a 4° C até o uso.
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2.1.4 Imobilizacéo de 1gG oxidada a silica-hidrazida

A reagdo de imobilizagdo de IgG oxidada em silica-Hz ativada foi
conduzida essencialmente conforme Vankova et al. (1998). Volumes de 2, 3,4 ¢ 5 mL da
solugdo de IgG oxidada (gsp, 5 mL em tampao acetato de sodio 0,1 M pH 4,8 contendo NaCl
0,5 M), correspondente a 11,79; 17,68; 23,58 e 29,47 mg de IgG, respectivamente, foram
combinados com 0,50 g de silica-Hz seguido de reagdo a 4° C por 16 horas sob agitagdo lenta.
Apoés a reagdo, os quatro imunossuportes de silica-Hz-IgG (i.e. 4 concentracdes de IgG
imobilizada) foram acondicionados individualmente em seringa descartavel de 3,0 mL (Figura
3). As colunas foram lavadas com tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, seguido de tampao fosfato
0,1 M pH 7,0 contendo NaCl 2 M e 4gua deionizada (3 x 5 mL, cada). As quatro CIA-Hz

confeccionadas foram mantidas em tampao fosfato 0,1 M pH 7,0 a 4° C até o uso.

2.2 Caracterizagéo de CIA-Hz anti-OTA

2.2.1 Analise de eficiéncia de imobilizacdo

Apo6s a imobilizagdo, a concentracdo de IgG ndo acoplada e eluida de cada
CIA-Hz foi determinada no tampdo de reagdo e solugdes de lavagem por absor¢do a 280 nm
(valor de absorbancia de 1,35 para 1 mg/mL) (VANKOVA et al., 1998). A quantidade de IgG
imobilizada a silica foi calculada por diferenga entre a quantidade de IgG em solugdo antes e
apos a imobilizagdo. A eficiéncia de acoplamento de cada CIA-Hz foi determinada por razao
entre o total de IgG imobilizado (mg) e total adicionado (mg) e, expressa como porcentagem

de imobilizagao.

2.2.2 Determinacédo de capacidade de retencéo de OTA por CIA-Hz

A capacidade de retencdo de OTA por cada CIA-Hz (ng OTA/g silica) foi
determinada conforme Watanabe et al. (2001). Volume de 5 mL de OTA (10 ng/mL) em
PBS-bicarbonato de so6dio a 1 % (1:1) foi aplicado em CIA-Hz sob fluxo de 1-2 gotas/seg.
Duas fracdes (2,5 mL) foram coletadas de cada coluna e analisadas por CLAE. A coluna foi
lavada com 10 mL de PBST (PBS + 0,01 % Tween 20), seguido de 10 mL de agua ultra-pura
(1-2 gotas/seg). A OTA ligada a CIA-Hz foi eluida com 1,5 mL de metanol (1-2 gotas/seg) e
quantificada por CLAE.
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2.2.3 Determinacao de atividade especifica de CIA-Hz

A atividade especifica de cada CIA-Hz (ng OTA/mg IgG imobilizado) foi
determinada, calculando a razio entre a capacidade de retengdo de OTA (ng) e o total de IgG

imobilizado a silica-Hz (mg), conforme Vankova et al. (1998).

2.3 Validagéo intra-laboratorial de CIA-Hz anti-OTA

A CIA-Hz selecionada, i.e. com melhor perfil referente a imobilizagdo de
IgG, retencdo de OTA e atividade especifica conforme item 2.2, foi avaliada quanto a
eficiéncia na limpeza, determina¢do e recuperagdo de OTA em diferentes matrizes
alimentares, bem como submetida a compara¢do com CIA comercial OchraTest (Vicam Inc.,

Watertown, USA).

2.3.1 Amostras

As amostras utilizadas foram arroz, milho e café verde. Grios de milho
(Hibrido AG7000) e café¢ verde (cultivar Sachimor Amarelo) foram colhidos na estacao
experimental do Instituto Agrondmico do Parand (IAPAR, Londrina-PR), safras 2005 e 2003,
respectivamente, enquanto que arroz branco foi adquirido no comércio local.

As amostras (arroz, milho e café verde) negativas para OTA (< LOD 0,57;
0,72 e 0,75 ng/Kg por CLAE, respectivamente), foram artificialmente contaminadas com
OTA (500 ng/mL em metanol), obtendo-se matrizes contendo 5 e 20 ng/Kg. Apos repouso a
25° C por 24 horas, as amostras foram extraidas, submetidas a limpeza em CIA (OchraTest e

CIA-Hz) e analisadas por CLAE. O estudo de recuperagao consistiu de analise em duplicata.

2.3.2 Extracdo de OTA

A extragdo de OTA foi realizada conforme LEONI et al. (2001). Amostras
de arroz, milho e café (100 g) foram trituradas para 48 mesh (moinho A10, Janke & Kunkel
IKA® Labortechnik, Germany). A seguir, 15 gramas foram extraidos com 100 mL de solugo
de bicarbonato de sédio a 1 % sob agitagdo (175 rpm - 15 min) e filtragao (filtro qualitativo n°

1, Whatman International Ltd., Maistone, England), obtendo-se o extrato bruto.
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2.3.3 Limpeza de extrato bruto

A etapa de limpeza foi conduzida em CIA OchraTest e CIA-Hz,
individualmente. O extrato bruto (40 mL) foi adicionado de 40 mL de PBST (PBS + 0,01 %
Tween 20), filtrado (filtro de microfibra de vidro GF/C, Whatman International Ltd.,
Maistone, England) e 10 mL aplicados em CIA sob fluxo de 1-2 gotas/seg. A coluna foi
lavada com 10 mL de PBST e 10 mL de dgua ultra-pura (1-2 gotas/seg). A OTA foi eluida

com 1,5 mL de metanol (1-2 gotas/seg) e o eluato evaporado a 40° C sob fluxo de N, gasoso.

2.3.4 Determinacgédo de OTA por CLAE

OTA foi analisada conforme Pittet et al. (1996). O residuo foi dissolvido em
acetonitrila-agua (1:1, 1 mL) e 20 pL injetados no sistema de CLAE (isocratico de fase
reversa) (bomba LC-10AT VP, detector de fluorescéncia RF-10AXL, Shimadzu, Japan) com
coluna Nucleosil 100 C;g (5 um, 4 x 250 mm, Merck, Germany). Os comprimentos de onda
de excitagdao e emissdo foram de 335 nm e 475 nm, respectivamente. A fase movel consistiu
de acetonitrila-dgua-acido acético (99:99:2) pH 3,0 sob fluxo de 0,8 mL/min. O limite de
deteccao para OTA foi calculado como sendo 3 vezes o ruido obtido de cada matriz alimentar
(desvio padrao de 10 medidas do branco da amostra) (SOARES, 2006). A concentracdo de
OTA foi determinada utilizando curva padrao confeccionada de 0,04 ng a 1,0 ng OTA,

correspondente a solucao contendo 2 a 50 ng/mL em acetonitrila-agua (1:1).

2.3.5 Regeneracao de CIA

As CIA (OchraTest e CIA-Hz) utilizadas foram regeneradas conforme
Nakajima et al. (1990) e avaliadas quanto a reutilizagdo. As colunas foram lavadas com 5 mL
de tampao TRIS-HCI 0,1 M pH 8,5 contendo NaCl 0,5 M, seguido de 5 mL de tampdo acetato
de sédio 0,1 M pH 4,5 contendo NaCl 0,5 M e 5 mL de PBS. Apo6s lavagem, as colunas foram
mantidas a 4° C por 72 horas e reutilizadas sucessivamente por até 5 vezes, sendo o processo
analisado em amostras de arroz, milho e café verde artificialmente contaminados. A
reutilizacdo de CIA para cada matriz alimentar foi avaliada por CLAE e expressa como

porcentagem de recuperacao de OTA apos cada reuso.
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2.3.6 Eficiéncia de CIA pds-uso

A eficiéncia do processo de regeneracao foi determinada calculando a razio
entre a concentracdo de OTA recuperada apés cada uso de CIA (ng/Kg) e a capacidade

original da coluna referente ao primeiro uso e, expressa como porcentagem.

2.3.7 Relacéo entre CIA-Hz e CIA OchraTest

A eficiéncia de CIA-Hz em relacdo a CIA comercial foi avaliada em cada
utilizagdo da coluna e mediante cada substrato, comparando as concentragdes de OTA

detectadas por ambas as técnicas de limpeza.

2.3.8 Andlise estatistica

A OTA recuperada de cada matriz alimentar, apds limpeza em CIA
OchraTest e CIA-Hz, foram analisadas pelo programa ANOVA/MANOVA (Statistica
software versdo 5.0, StatSoft Inc., USA) mediante teste de Tukey (P < 0,05).

3 Resultados e Discussao

3.1 Desenvolvimento de imunossuporte silica-hidrazida-1gG

A introducdo de AcM na cromatografia de imunoafinidade superou o
problema inerente de AcP, caracterizado por diversidade na especificidade e afinidade a
antigeno. O AcM apresenta especificidade e afinidade uniforme aliado a baixa reatividade
cruzada, conferindo eficiente limpeza de amostra e aplicabilidade na andlise de micotoxinas
em matrizes complexas (PFEIFFER et al., 1987; SCOTT; TRUCKSESS, 1997).

O AcM IgG anti-OTA.1 caracteriza-se por especificidade a OTA e baixa
reatividade cruzada perante os analogos 4R-OH-OTA (1,19 %), OTB (0,63 %) ¢ OTa (0,06
%). A reatividade com OTC (63,10 %) pode ser considerada irrelevante devido a ocorréncia
natural incomum, além de apresentar menor toxicidade (KAWAMURA et al., 1989).

A Tabela 1 apresenta a concentragdo protéica e atividade anti-OTA de IgG

nas etapas de pré, pds-purificacdo e oxidagdo, com obtencao de 58 mL de IgG anti-OTA



88

contendo 6,68 mg/mL de anticorpo purificado, totalizando 387,23 mg destinados a
imobilizacao em matriz solida para confec¢do de imunossuporte especifico.

A extensdo da imobilizagdo de IgG, i.e. quantidade e orientacdo de
biomolécula acoplada ao suporte solido, constitui fator decisivo na reatividade do
imunossuporte, ¢ ¢ dependente do método de ativacao da matriz e grupo reativo disponivel no
anticorpo para o acoplamento (PFEIFFER et al., 1987; WIMALASENA; WILSON, 1991). A
estratégia adotada para a imobilizacdo do AcM anti-OTA envolveu ativagao especifica, para
prosseguir com liga¢do direcionada do grupo aldeido (-CHO) da molécula de IgG ao grupo

hidrazida (-NH-NH,) do suporte sélido, (Figura 1).

HOH,C o IgG HOH,C o |1gG HOH,C o IgG
(:}DH OH — —>
on Mo, | IlloH | [ oH
o o N N
NH NH
_/"'\_"""‘--._
/ T
y "
Residuo de agucar Oxidacao de grupos Ligacao orientada de IgG
de carboidrato na hidroxila vicinais para oxidada ao grupo
regiao Fc de IgG formagao de grupo hidrazida do suporte
aldeido sdlido

Figura 1 — Imobiliza¢do de IgG via molécula de carboidrato ao grupo funcional hidrazida (-
NH-NH,) presente na superficie do suporte sélido.

Fonte: (BIO-RAD LABORATORIES, USA)

A ativacdo de AcM consistiu na oxidagdo do residuo de carboidrato no
dominio Fc, originando grupo reativo aldeido capaz de interagir com o suporte solido e
favorecer a acessibilidade estérica do sitio Fab ao antigeno (Figura 1) (RUHN et al., 1994;
RHEMREV-BOOM et al., 2001). A oxidagdo de AcM anti-OTA purificado resultou em 65
mL de IgG oxidada (5,89 mg/mL), correspondente a 73,14 % (383,17 mg) da quantidade
inicial de IgG (523,86 mg) e manteve 67,05 % da atividade anti-OTA por i-ELISA (tabela 1).
A reducdo na quantidade de IgG e atividade anti-OTA foi atribuida a perda do teor protéico,
aliada a provavel inativacdo de AcM no decorrer de tratamento, que envolveu etapas de
manuteng¢ao, precipitagdo, agitacdo, centrifugacao e oxidagao.

A ativagao da matriz inerte consistiu em modificacao quimica superficial da
silica, envolvendo reacdo do grupo silanol com reagente organosilano e hidrolise acida (etapa

1), oxidagdo (2) e incorporagdo de grupo hidrazida (3), capaz de reagir especificamente com o
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grupo aldeido de IgG, obtendo ligagdo covalente hidrazona estavel (4) (RUHN et al., 1994;
RHEMREV-BOOM et al., 2001) (Figura 2).
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IgG imobilizada & Silica-Hidrazida

Figura 2 — Preparo do suporte solido ativado silica-hidrazida (etapas 1, 2, 3) ¢ imobilizagdo
de biomolécula (etapa 4).

Fonte: (RUHN et al., 1994)

Conforme Ruhn et al. (1994), a limitagdo no uso de reagente dihidrazida
[H,N-NHCO-(CH;),-CONH-NH;] para ativagdo de suporte consiste na possivel interacao de
ambos os grupos hidrazida terminais (-NH-NH;) a superficie da silica. O ataque bifuncional
pode ser controlado por excesso de reagente dihidrazida, associado a reducao do grau de
oxidacao da silica.

A escolha da silica para compor a matriz solida baseou-se na rigidez e
estabilidade térmica e hidrolitica do material, além de permitir modificagcdo superficial por
adicdo de grupo funcional. O fato minimiza a adsor¢do inespecifica e favorece a
acessibilidade a ligantes especificos (ex., [gG) (RHEMREV-BOOM et al., 2001; TONHI et
al., 2002).

Sumarizando, a imobilizagdo de IgG anti-OTA a silica-hidrazida foi
conduzida de forma direcionada, minimizando a possibilidade de orientacdo inadequada e
fixagdo da biomolécula em pontos multiplos na matriz, condi¢des que afetam diretamente a
atividade especifica do imunossuporte. Assim, a concentragdo de IgG oxidada foi o fator
determinante da imunoreatividade, capaz de influenciar a imobilizacdo em silica-Hz ¢ a

atividade especifica anti-OTA (WIMALASENA; WILSON, 1991; VANKOVA et al., 1998).
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3.2 Caracterizacao de CIA-Hz

A Tabela 2 apresenta o efeito da densidade de IgG anti-OTA oxidada na
eficiéncia de imobilizacdo em silica-Hz [i], assim como na retencdo de OTA e atividade
especifica de CIA-Hz confeccionada [ii], conforme abaixo descrito:

[i] — Eficiéncia de imobiliza¢do em silica-Hz

O aumento da concentracdo de IgG de 2,36 a 5,89 mg/mL reduziu a
capacidade de acoplamento de 69,68 para 37,53 %, indicando uma correlagdo negativa (tabela
2). Wimalasena ¢ Wilson (1991) obtiveram o mesmo perfil acoplando fragmento Fab de IgG
em gel ativado com grupo iodoacetil, com aumento na eficiéncia de imobilizagdo de 50 para
67 % diminuindo a quantidade de IgG de 5,0 para 0,94 mg.

O aumento na densidade de IgG durante o acoplamento poderia ocasionar
bloqueio estérico do grupo hidrazida na superficie da silica devido a formagdo de camada de
anticorpo (crowding), minimizando o acesso do grupo reativo livre a biomolécula
(WIMALASENA; WILSON, 1991). Aliado a este fator, a quantidade de IgG adicionada
poderia exceder o numero de grupo hidrazida disponivel na silica, causando efeito de
saturagdo (PFEIFFER et al., 1987, WIMALASENA; WILSON, 1991). RUHN et al. (1994)
atingiram eficiéncia de 76,43 % utilizando processo similar de imobilizacdo com densidade de
66,24 mg de I1gG acoplado/g de silica, indicando alto contetido de grupo hidrazida exposto na
superficie da silica (51,80 pmol/g silica).

Embora tenha ocorrido redu¢ao na imobilizagdo, a adicdo de 11,79 a 23,58
mg de IgG oxidada a silica-Hz (ensaios 1, 2 e 3) resultou em aumento no Ac imobilizado
disponivel para OTA. Nao se recomenda o uso de maior contedo de IgG para o
desenvolvimento do imunossuporte, devido ao menor potencial de acoplamento (37,53 %) e
perda de 18,41 mg de Ac ndo imobilizado (ensaio 4, Tabela 2).

Ruhn et al. (1994), avaliando a intera¢do de biomoléculas ndo oxidadas a
silica-Hz, constataram baixa adsor¢do, indicando imobiliza¢do conduzida essencialmente pela
ligacdo especifica de IgG oxidado via residuo de carboidrato, ao grupo Hz reativo da matriz.

[ii] — Eficiéncia na retengdo de OTA e atividade especifica de CIA-Hz

A imobiliza¢do orientada de Ac favorece a obtengdo de imunossuporte com
alta capacidade de retencdo de antigeno e atividade especifica (HOFFMAN;
O’SHANNESSY, 1988; WIMALASENA; WILSON, 1991). Vankova et al. (1988),
comparando o desempenho de imunossuporte oriundo de acoplamento orientado e aleatorio,

evidenciaram maior atividade especifica de Affi-Gel Hz (0,68 pg citocinas/mg IgG) em
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relacdo a Affi-Gel 10 (0,24 pg/mg). Todavia, deve-se considerar também o efeito da
concentragdo de IgG imobilizada na acessibilidade estérica do sitio de ligacdo ao antigeno
(dominio Fab). Wimalasena e Wilson (1991), procedendo a imobilizagdo orientada via
hidrazida, apontaram potencial especifico do imunossuporte (0,23 e 0,47 mg Ag/mg Ac)
dependente da densidade de IgG utilizada (3,97 e 0,75 mg/mL gel, respectivamente). A alta
concentragdo de IgG imobilizada poderia ocasionar impedimento estérico do sitio Fab da
biomolécula, reduzindo a capacidade especifica da CIA.

Conforme Tabela 2, o aumento na quantidade de IgG anti-OTA imobilizada
(8,22 a 11,57 mg) ndo afetou a atividade especifica da CIA-Hz, obtendo-se valores similares
de 0,96 a 0,98 ng OTA/mg IgG acoplado. Os resultados indicaram que a alta densidade de
IgG imobilizada ndo limitou o acesso estérico a OTA provavelmente devido a baixa massa
molecular (403,82 Da). Conforme Vankova et al. (1998), a quantidade de IgG na superficie
da matriz (7,2 e 4,3 mg IgG/mL gel) ndo afetou o potencial especifico anti-citocina do
imunossuporte celulose-Hz empregando 0,54 ¢ 0,50 pg citocina/mg IgG, respectivamente.

A massa molecular do antigeno pode influenciar a capacidade especifica do
imunossuporte, ocasionando bloqueio estérico do dominio Fab do anticorpo
(WIMALASENA; WILSON, 1991). Sendo a OTA uma molécula de 403,82 Da, o
impedimento estérico pela densidade de IgG ou tamanho do antigeno provavelmente nio
constituiu problema relevante na atividade especifica da CIA (PFEIFFER et al., 1987;
WIMALASENA; WILSON, 1991). Baseado nisso, a baixa quantidade de OTA retida (em
nivel de ng) por mg de IgG acoplado nas quatro CIA-Hz (0,96 a 0,98 ng/mg) provavelmente
decorreu da inativagdo do Ac imobilizado, i.e. perda gradativa da atividade anti-OTA nas
etapas de precipitagdo a oxidacdo (tabela 1).

Além disso, a auséncia de capeamento do imunossuporte silica-Hz-IgG com
agente bloqueador (ex., albumina de soro bovino, gliceraldeido) pode ter contribuido para a
baixa eficiéncia da coluna, expondo a OTA a sitios inespecificos residuais na silica (ex.,
grupo silanol, diol, hidrazida) (TONHI et al., 2002; AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH
AB, 1999). A ligacdo nao seletiva de OTA na silica reduziria a eficiéncia da coluna baseada
em separacdo por bioafinidade (IgG), provocando retencdo adicional do antigeno por
adsor¢@o e conseqiiente subestimagdo da quantidade de OTA eluida (TONHI et al., 2002;
AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH AB, 1999). Soma-se ainda o efeito da dimensao
(didmetro) da coluna na capacidade de CIA-Hz. Coluna de maior comprimento permitiria
maior contato para a reagao Ac-Ag e favoreceria a separagdo cromatografica, melhorando a

capacidade de CIA-Hz.
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Apesar da similaridade nos valores de potencial especifico, os resultados
indicaram maior retencao de OTA pelo ensaio 3, com 11,24 ng de OTA ligada a 11,57 mg de
IgG imobilizado, sendo esta CIA-Hz selecionada para prosseguir com o estudo de validagao

(Tabela 2).

3.3 Validagéo intralaboratorial de CIA-Hz

O desempenho de CIA-Hz foi comparado a CIA comercial OchraTest
quanto a eficiéncia no processo de limpeza e recuperacao de OTA de distintas matrizes
alimentares.

A selecdo de matrizes alimentares (arroz, milho e café) foi baseada na
contamina¢do natural comprovada por OTA, associada a representatividade na producdo e
consumo no mercado interno ¢ ambito internacional (KPODO et al., 1996; NUNES et al.,
2003; PARDO et al., 2004; GONZALEZ et al., 2006; ZINEDINE et al., 2006).

A Figura 4 apresenta o perfil cromatografico de arroz, milho e café
submetidos a limpeza em CIA OchraTest e CIA-Hz e analisados por CLAE. Considerando o
LOD para arroz (0,57 ng/Kg), milho (0,72 pg/Kg) e café¢ verde (0,75 ng/Kg), as matrizes
empregadas demonstraram auséncia de contaminag@o natural por OTA e poucos interferentes
alimentares (Figura 4, B, C, D). Procedendo a contaminacao artificial destes substratos, ambas
as colunas resultaram em cromatogramas livres de picos interferentes (componentes co-
extraidos) proximos ao tempo de retengdo de OTA (tr = 10,8 min), com pico de OTA
nitidamente definido (Figura 4, E, F, G, H, I, J). Os picos adicionais com tr distintos a OTA
provavelmente seja interacdo inespecifica de componentes alimentares inerentes da matriz
alimentar a silica-Hz ou a molécula de IgG, concomitantemente eluidos com OTA.

A Tabela 3 apresenta a recuperacdo de OTA de arroz, milho e café
artificialmente contaminados (5 e 20 ug/Kg), apos limpeza em CIA (OchraTest e CIA-Hz),
seguido de analise por CLAE.

As CIA diferiram significativamente quanto a recuperagdo de OTA para os
trés substratos analisados (P < 0,05). A limpeza em CIA OchraTest apresentou recuperacao
variando de 71,51 a 86,81 % (média, 79,16 %) para arroz; 89,37-93,07 % (média, 91,22 %)
para milho e 62,08-71,95 % (média, 67,02 %) para café. A recuperagdo por CIA-Hz atingiu
valores médios de 62,87 % (faixa de 56,02-69,72 %), 71,33 % (69,85-72,80 %) e 54,58 %

(49,74-59,42 %) para as mesmas matrizes, respectivamente. Os baixos valores de coeficiente
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de variacdo de 0,39 a 2,25 % para CIA OchraTest e 1,09 a 2,09 % para CIA-Hz garantiram a
repetibilidade e confiabilidade dos ensaios.

Os resultados demonstraram um melhor desempenho da coluna comercial,
sendo a eficiéncia de CIA-Hz de 78,23-81,31 % em relagdo a CIA OchraTest (Tabela 3). A
menor recuperagdo por CIA-Hz foi provavelmente ocasionada pelo efeito adicional de
adsor¢do no mecanismo de separagao da coluna (bioafinidade), devido a auséncia de
capeamento (TONHI et al., 2002; AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH AB, 1999). O
fato direciona o efeito de matriz alimentar na competi¢do pelo sitio ativo da CIA-Hz (IgG e
grupo inespecifico na silica), reduzindo OTA disponivel para Ac especifico imobilizado.
Assim, a eficiéncia de CIA-Hz seria melhorada usando bloqueador, capaz de anular os sitios
ativos inespecificos expostos na silica.

Em relagdo as matrizes, o arroz ¢ milho ndo apresentaram diferenca
significativa mediante teste de Tukey (P > 0,05), embora os resultados apontaram maior
recuperagdo de OTA em milho (69,85-93,07 %). Em café verde, a baixa recuperacao (49,74-
71,95 %) pode ser decorrente da complexidade quimica da matriz, caracterizada por excesso
de pigmentacdo natural, cafeina e compostos fenolicos (acido clorogénico) (MONTEIRO;
TRUGO, 2005). Estes componentes afetariam a reacdo imunoldgica na CIA por bloqueio
estérico ou interagdo inespecifica com o anticorpo, resultando em menor retencdo e
recuperagdo de OTA (HEFLE, 1995; BARNA-VETRO et al., 1996).

SUGITA-KONISHI et al. (2006) compararam o desempenho de coluna de
imunoafinidade e multifuncional (Multisep 229, Romer Labs Inc., USA) na detecgdo de OTA
em trigo, milho e café verde artificialmente contaminados (0,5 e¢ 5,0 ng/Kg). A recuperagao
média de OTA por CIA variou de 59,0 a 85,8 % e de 80,8 a 185,0 % para coluna
multifuncional, com énfase na baixa eficiéncia da analise de café verde por ambas as colunas.
Scudamore E Macdonald (1998) constataram auséncia de diferenca significativa entre as CIA
OchraTest (91,0 %) e OchraPrep (93,0 %) na recuperacdo de OTA em trigo contaminado com
5,0 ng/Kg. Todavia, Furlani et al. (1999) revelaram diferenciagdo no desempenho entre duas
marcas de CIA (A e B) na andlise de café verde com 10 ng/Kg de OTA, atingindo
recuperagdo de 97,3 e 73,0 %, respectivamente.

Referente ao nivel de contaminagdo da matriz (5 e 20 pg/Kg), as
recuperacdes nao diferiram significativamente, apresentando valores médios de 75,63 %

(faixa de 59,42 a 93,07 %) e 66,43 % (49,74-89,37 %), respectivamente (Tabela 3).



94

As desvantagens referentes ao alto custo de CIA comercial e alta quantidade
de IgG requerida para a confeccao de CIA-Hz, aliadas as etapas laboriosas na ativagao do
suporte solido, tendem a ser minimizadas aplicando um processo de regeneracdo da coluna,
capaz de permitir reutilizagdo sem perda significativa na atividade.

A Tabela 4 mostra a recuperacdo de OTA de arroz, milho e café
artificialmente contaminados durante os sucessivos usos de CIA OchraTest ¢ CIA-Hz,
seguido de andlise da eficiéncia das colunas e relagdo existente pos-uso sucessivo (Tabela 5).

A CIA OchraTest apresentou recuperagdo aceitavel por 5 usos consecutivos
(ap6s 4 regeneragdes) na analise de arroz e milho, com manuten¢do média de 94,82 % (94,47-
95,17 %) e 92,95 % (92,56-93,33 %) da capacidade original da coluna, respectivamente
(tabela 5), demonstrando eficacia de regeneragdo e conservacgao da atividade biologica de IgG
pos-uso. Em café¢, a recuperacio média de OTA reduziu significativamente de 67,02 %
(62,08-71,95 %) para 13,87 % (11,62-16,11 %) apds 5 utilizagdes em CIA OchraTest (Tabela
4), com queda de eficiéncia ja no segundo uso (57,25-58,61 %) em relacdo a capacidade
original (Tabela 5). Nesta matriz, a composicdo complexa contribuiu para o baixo
desempenho na reutiliza¢ao, enfatizando o emprego unico da coluna.

Referente a CIA-Hz, a utilizagdo sucessiva da coluna reduziu
gradativamente a recuperacdo de OTA nas trés matrizes (Tabela 4). Os baixos valores
atingidos na segunda utiliza¢do da coluna, sendo de 48,10 a 57,65 % para arroz; 58,42-63,82
% (milho) e 26,66-31,88 % (café), recomendaram o uso restrito a aplicagdo tnica de CIA-Hz
(tabela 4). Apds 5 usos, os niveis de OTA recuperada variaram de 8,80 a 49,73 % da
quantidade real adicionada (5 e 20 ng/Kg, tabela 4), com retengdo de 17,69 a 68,41 % da
eficiéncia original da coluna (tabela 5), confirmando a ineficiéncia de CIA-Hz reutilizada. A
diminui¢do gradual na recuperagdo de OTA e na eficiéncia da coluna pos-uso pode ser
atribuida a auséncia de capeamento, inativagdo do AcM pelo solvente de eluigdo (metanol),
aliado a perda de IgG imobilizado durante a regeneragdo da coluna (KONDO et al., 2002),
reforcando novamente o uso de agente bloqueador (ex., BSA) para proteger IgG contra a
desnaturagao pelo metanol.

Kondo et al. (2002) desenvolveram CIA reutilizavel baseada em suporte
Formyl-Cellulofine ativado para analise de microcistina em agua. A aplicabilidade da coluna
foi mantida por 3 usos consecutivos com recuperacao de 83-88 % apos simples regeneracao
em tampao TRIS-HCI com BSA. Watanabe et al. (2001) confeccionaram CIA anti-imazalil,
baseada em suporte Sepharose-4B ativado, que manteve 60,5 % da capacidade original apds

30 usos sucessivos na analise de frutas citricas. O processo de regeneragdo desenvolvido por
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NAKAIJIMA et al. (1990) permitiu a reutilizacdo de CIA anti-OTA (Sepharose-4B ativado)
de até 30 vezes na analise de café¢, sem perda significativa na atividade do anticorpo.

Comparando a recupera¢do de OTA, a eficiéncia de CIA-Hz em relagdo a
CIA OchraTest foi de 78,23 a 81,31 % no primeiro uso, 67,41-75,16 % (segundo uso), 48,82-
58,40 % (terceiro uso), 40,10-61,09 % (quarto uso) e 39,15-73,33 % (quinto uso), dependendo
da matriz.

Em comparacdo a CIA comercial (ex., OchraTest, R$ 28,40/coluna) e
imunossuporte confeccionado com fase solida ativada (ex., Affi-Gel 10, R$ 67,87/coluna), o
desenvolvimento de uma coluna de silica (CIA-Hz, R$ 85,95/coluna) teoricamente aumentou
o custo em 3,03 e 1,27 vezes, respectivamente. Outrossim, o custo obtido na confecgdo
preliminar de CIA-Hz pode ser aceitdvel, considerando que a inovagdo tecnoldgica seja
altamente dispendiosa. Assim sendo, supde-se que o custo para confe¢do de CIA-Hz pode ser
reduzido apds sucessiva padronizagdo e otimizacdo, atingindo condi¢do minima requerida

para executar ensaio de rotina laboratorial.

4 Conclusao

Sendo assim, embora a CIA-Hz confeccionada tenha apresentado menor
desempenho em relacdo a coluna comercial, a eficiéncia na limpeza da amostra e recuperacao
atingida com o primeiro uso comprovou sua aplicabilidade na andlise de OTA, devendo-se
prosseguir com estudo inserindo novas condigdes e ensaios de padronizagdo. Em adicdo, a
disponibilidade de AcM especifico, limpeza de extrato alimentar em unica etapa
cromatografica (rapidez), uso reduzido de solventes toxicos e possibilidade de reutilizagao,
justificam o desenvolvimento de CIA visando minimizar o custo referente a sua aquisi¢do e

aplicag¢ao no controle de qualidade.
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Figura 3 — Coluna de imunoafinidade baseada em imunossuporte silica-hidrazida-IgG
empregando AcM IgG anti-OTA.1.
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Figura 4 — Perfil cromatografico de arroz, milho e café verde submetidos a limpeza em CIA e
analisados por CLAE (condigdes: sensibilidade alta, ganho 1x, resposta 3). (A) Padrdo de
OTA, 25 ng/mL. Controle negativo de substrato pos-limpeza em CIA OchraTest, arroz (B),
milho (C) e café (D). Substratos artificialmente contaminados com 20 pg/Kg de OTA pos-
CIA OchraTest, arroz (E), milho (F) e café (G). Substratos artificialmente contaminados com

20 ng/Kg de OTA pds-CIA-Hz, arroz (H), milho (I) e café (J).
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Tabela 1 — Concentragdo protéica ¢ atividade anti-OTA de IgG nas ectapas de pré, pos-
purificacdo e oxidagdo, para conjugagdo ao suporte ativado silica-hidrazida

Amostra Volume Proteina (IgG) Atividade
amostra  Concentragdo Total Recuperacao anti-OTA

(mL) (mg/mL) (mg) (%) © (%) ¢

IgG total * 6000 0,087 523,86 100,00 100
IgG purificada b 58 6,676 387,23 73,92 80,82
IgG oxidada 65 5,895 383,17 73,14 67,05

*Total de proteina obtida de sobrenadante de cultivo (78,13 pg/mL, 5980 mL) e liquido ascitico de camundongo
(2,58 mg/mL, 20 mL); ° Purificagdo de IgG por precipitagio com sulfato de aménio (243g/L); ¢ Total de IgG em
cada tratamento em relagdo ao total de proteina inicial (523,86 mg); ¢ Absorgdo a 450 nm de IgG anti-OTA em
cada tratamento em relacdo a absorcéo de IgG inicial, determinada por i-ELISA.
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Tabela 2 — Efeito da densidade de 1gG anti-OTA oxidada na eficiéncia de imobilizagdo em silica-hidrazida, capacidade de retencdo de OTA e
atividade especifica de CIA-Hz

Ensaio 1gG adicionada Silica-Hz IgG imobilizada Imobilizacéo CIA-Hz
(9 (%0)°

Densidade Volume Total Total Densidade Retencdo de OTA  Atividade especifica
(mg/mL) (mL) (mg) (mg) (mg/qg silica-Hz) (ng)® (ng OTA/mg IgG) ¢
1 2,36 5,0 11,79 0,50 8,22 16,43 69,68 8,06 0,98
2 3,54 5,0 17,68 0,50 9,89 19,79 55,94 9,62 0,97
3 4,72 5,0 23,58 0,50 11,57 23,15 49,07 11,24 0,97
4 5,89 5,0 29,47 0,50 11,06 22,12 37,53 10,67 0,96

#Total de 1gG oxidada imobilizada (mg) em relago ao total adicionado (mg); ° Total de OTA retida por CIA-Hz e quantificada por CLAE (OTA adicionada = 50 ng); ¢ Total
de OTA retida (ng) em relacdo ao total de 1gG imobilizada a silica-Hz (mg).
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Tabela 3 — Recuperacdo de OTA de arroz, milho e café verde artificialmente contaminados, apos limpeza em CIA OchraTest e CIA-Hz, seguido
de anélise por CLAE

Matriz OTA adicionada CIA OchraTest CIA-Hz?® Relacdo

(ng/g) *OTA recuperada Recuperagdo CcVv OTA recuperada Recuperagdo CV CIA-Hz/CIA OchraTest

(ng/g) (%) (%)° (ng/g) (%) (%) (%) ©

Arroz 5 434+0,05 86,81+0,93abA? 1,08 349+005 69,72+1,03abB 1,48 79,37
20 14,30 + 0,06 71,51 +0,28 abA 0,39 11,20+0,12 56,02+0,61abB 1,09

Milho 5 4,65+ 0,08 93,07+159aC 1,71 3,64 £0,07 7280+1,49aD 2,05 78,23
20 17,87 £0,11 89,37 +0,54aC 0,60 13,97 £ 0,21 69,85+1,04aD 1,49

Café 5 3,60 + 0,08 7195+162bE 2,25 2,97 £ 0,06 59,42 +1,24bF 2,09 81,31
20 12,42 £ 0,10 62,08 +0,52bE 0,84 9,95+0,11 4974+055bF 1,10

¥ Média + desvio padréo de duas replicatas; ® Padrdo de OTA adicionado em arroz, milho e café previamente analisados por CLAE (< 0,57; 0,72 e 0,75 ng/g); ¢ Coeficiente de
variacdo; ® Letras minGsculas iguais na mesma coluna (analise entre substratos) e letras maitisculas iguais na mesma linha (anélise entre CIA) nio diferem significativamente

pelo teste de Tukey (P < 0,05); ® Eficiéncia da CIA-Hz (ng/g) em relacdo a CIA OchraTest (ng/g), para cada substrato.
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Tabela 4 — Recuperacdo de OTA de arroz, milho e café verde artificialmente contaminados, durante os sucessivos usos de CIA OchraTest e

CIA-Hz, seguido de analise por CLAE

Matriz OTA adicionada CIA OchraTest ? CIA-Hz ®
(ng/g) b Uso® OTA recuperada (ng/g)  Recuperagdo (%) CV (%) d Uso® OTA recuperada (ng/g) Recuperacdo (%) CV (%) d
Arroz 5 1 4,34 + 0,05 86,81+0,93a° 1,08 1 3,49 +0,05 69,72+1,03a 1,48
2 4,21 +0,07 84,11+1,30a 1,55 2 2,88 +£0,05 57,65+1,01b 1,75
3 4,16 + 0,06 83,29+1,20a 1,44 3 1,95+ 0,06 39,04+1,29¢ 3,30
4 4,16 + 0,06 83,10+1,22a 1,46 4 1,53 +0,04 30,54 +0,77¢c 2,52
5 410+0,10 82,02 +2,06 a 2,51 5 1,46 £ 0,05 29,21+091c 3,10
20 1 14,30 + 0,06 71,51 +0,28 a 0,39 1 11,20 +0,12 56,02+0,61a 1,09
2 13,86 + 0,07 69,32+ 0,37 a 0,54 2 9,62 + 0,27 48,10+ 135D 2,80
3 13,74 + 0,06 68,68 + 0,28 a 0,41 3 6,70 + 0,06 33,49+0,29 ¢ 0,88
4 13,89+ 0,10 69,45+ 0,48 a 0,69 4 6,03 + 0,07 30,16 £ 0,33 ¢ 1,08
5 13,61 + 0,06 68,04 + 0,28 a 0,42 5 5,81+ 0,07 29,05+0,36 C 1,24
Milho 5 1 4,65+ 0,08 93,07+1,59b 1,71 1 3,64 + 0,07 7280+149a 2,05
2 4,62 +0,09 92,40+ 1,78 b 1,92 2 3,19+ 0,05 63,82+091b 1,43
3 4,56 + 0,08 91,19 + 1,69 bc 1,86 3 2,84 £ 0,05 56,72 + 0,98 bc 1,74
4 4,49 + 0,09 89,82 + 1,90 bc 2,11 4 2,53 +0,04 50,55+0,85¢ 1,68
5 4,34 +0,09 86,76 +1,81¢c 2,09 5 2,49 £ 0,05 49,73+1,06 ¢ 2,14
20 1 17,87 + 0,11 89,37 +0,54 b 0,60 1 13,97 £0,21 69,85+1,04a 1,49
2 17,76 + 0,12 88,81+0,60 b 0,68 2 11,68 £0,10 58,42 +0,50 b 0,85
3 17,52 +£0,11 87,58 + 0,53 bc 0,60 3 9,55+0,10 47,74 + 0,50 bc 1,04
4 17,25+ 0,13 86,27 + 0,64 bc 0,74 4 8,26 +0,11 41,30+ 0,56 ¢ 1,36
5 16,54 + 0,26 82,70+1,29¢c 1,56 5 8,01 +0,19 40,07 +0,95¢ 2,38
Café 5 1 3,60 + 0,08 7195+1,62d 2,25 1 2,97 + 0,06 59,42+ 124a 2,09
2 2,11+0,11 42,15+227¢ 5,39 2 1,59 + 0,07 31,88+1,33b 4,17
3 1,56 + 0,09 31,26 +1,70 f 5,45 3 0,88 + 0,05 17,58 +1,06 ¢ 6,03
4 1,03 + 0,09 20,67 +1,84¢ 8,89 4 0,60 + 0,03 12,03+ 0,66 ¢ 5,52
5 0,81 +0,08 16,11+151¢g 9,40 5 0,58 + 0,04 11,66 £0,74 ¢ 6,36
20 1 12,42 £ 0,10 62,08 + 0,52 d 0,84 1 9,95+0,11 49,74+ 0,55 a 1,10
2 7,11 +0,09 35,53+0,46 ¢ 1,29 2 5,33 +0,05 26,66 +0,27 b 1,03
3 5,07 £ 0,08 25,35+0,38 f 1,50 3 2,81 +0,04 14,06 + 0,22 ¢ 1,60
4 3,16 + 0,09 15,79+ 0,45¢g 2,82 4 2,02 £ 0,04 10,10+£0,20 ¢ 1,95
5 2,32 +0,04 11,62 +0,22 g 1,93 5 1,76 + 0,05 8,80+0,24 ¢ 2,68

¥ Média + desvio padrdo de duas replicatas; ® Padrédo de OTA adicionado em arroz, milho e café previamente analisados por CLAE (< 0,57; 0,72 e 0,75 ng/g); ® Reutilizacao de
CIA ap6s processo de regenerago; ° Coeficiente de variacao; ® Letras mindsculas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05) e
correspondem a analise entre os usos para cada substrato, independente do nivel de contaminagao.
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Tabela 5 — Comparacao entre CIA OchraTest e CIA-Hz na analise de OTA em arroz, milho e café verde artificialmente contaminados e,
eficiéncia das colunas apds cada uso consecutivo

Matriz OTA adicionada Uso® CIA OchraTest ? CIA-Hz*® Relagdo
(ng/g) b OTA recuperada Eficiéncia pds-uso OTA recuperada Eficiéncia pds-uso CIA-Hz/CIA OchraTest
(ng/g) (%) ° (ng/g) (%) (%) °©
Arroz 5 1 4,34 + 0,05 100,00 3,49 £ 0,05 100,00 79,37
2 4,21 +0,07 97,00 2,88 + 0,05 82,52 68,91
3 4,16 + 0,06 95,85 1,95+ 0,06 55,87 47,82
4 4,16 + 0,06 95,85 1,53+0,04 43,84 40,10
5 4,10+0,10 94,47 1,46 £ 0,05 41,83 39,15
20 1 14,30 £ 0,06 100,00 11,20+0,12 100
2 13,86 + 0,07 96,92 9,62 + 0,27 85,89
3 13,74 £ 0,06 96,08 6,70 = 0,06 59,82
4 13,89+ 0,10 97,13 6,03 £ 0,07 53,84
5 13,61 + 0,06 95,17 5,81 +0,07 51,88
Milho 5 1 4,65 + 0,08 100,00 3,64 £ 0,07 100,00 78,23
2 4,62 + 0,09 99,35 3,19+ 0,05 87,64 67,41
3 4,56 + 0,08 98,06 2,84 £ 0,05 78,02 58,40
4 4,49 + 0,09 96,56 2,53+0,04 69,51 56,35
5 4,34 +0,09 93,33 2,49 +0,05 68,41 52,12
20 1 17,87 +0,11 100,00 13,97 £0,21 100,00
2 17,76 £ 0,12 99,38 11,68 £ 0,10 83,61
3 17,52 +0,11 98,04 9,55+0,10 68,36
4 17,25+0,13 96,53 8,26 + 0,11 59,13
5 16,54 + 0,26 92,56 8,01+0,19 57,34
Café 5 1 3,60 0,08 100,00 2,97 £ 0,06 100,00 81,31
2 2,11+0,11 58,61 1,59 £ 0,07 53,54 75,16
3 1,56 £0,09 43,33 0,88 £ 0,05 29,63 55,92
4 1,03 £0,09 28,61 0,60+ 0,03 20,20 61,09
5 0,81 +0,08 22,50 0,58 £ 0,04 19,53 73,73
20 1 12,42 +0,10 100,00 9,95+0,11 100,00
2 7,11+ 0,09 57,25 5,33+0,05 53,57
3 5,07 + 0,08 40,82 2,81+0,04 28,24
4 3,16 + 0,09 25,44 2,02+0,04 20,30
5 2,32 10,04 18,68 1,76 £ 0,05 17,69

¥ Média + desvio padréo de duas replicatas; " OTA adicionada em arroz, milho e café previamente analisados por CLAE (< 0,57; 0,72 e 0,75 ng/g); ¢ Reutilizacio de CIA ap6s
processo de regeneracéo; ¢ Capacidade de CIA p6s-uso (ng/g) em relacéo a capacidade original (uso 1); ¢ Eficiéncia da CIA-Hz em relagdo a CIA OchraTest para cada uso.
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6 CONCLUSOES

o O ic-ELISA desenvolvido com AcM anti-OTA.7 foi aplicavel na andlise de OTA em
café verde, atingindo confiabilidade e eficiéncia equivalentes a CLAE (r = 0,98).

o O emprego de IgG anti-OTA.7 proporcionou sensibilidade e especificidade adequadas
ao ensaio, permitindo aplicacdo direta em analise de OTA em extrato bruto de café.

o A simplicidade, pouca ou nenhuma necessidade de limpeza e concentragdo de analito,
uso reduzido de solventes toxicos e o potencial de utilizagdo em campo apontaram o
imunoensaio desenvolvido como alternativa promissora no controle de OTA em graos
de café.

. O AcM IgG anti-OTA produzido e purificado, empregando a linhagem de hibridoma
anti-OTA.1, foi aplicado para desenvolver ensaios imunoquimicos (ELISA e CIA) na
detecgdo de OTA.

o O desenvolvimento tecnoldgico atingiu com sucesso a obtengdo de imunorreagente, sem
perda significativa na atividade bioldgica.

o Embora a CIA-Hz tenha apresentado menor desempenho nas analises em relagdo a
coluna comercial OchraTest, a eficiéncia na limpeza da amostra e recuperacgao atingida
com o primeiro uso comprovaram a aplicabilidade na anélise de OTA, devendo-se ainda
prosseguir com estudo inserindo novas condigdes e ensaios de padronizagao.

. A disponibilidade de AcM especifico, limpeza de extrato alimentar em Unica etapa
cromatografica (rapidez), uso reduzido de solventes toxicos e possibilidade de
reutilizagdo, justificam o desenvolvimento de CIA nacional, contribuindo para

minimizar o custo referente a sua aquisi¢do e aplica¢ao no controle de qualidade.
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