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DORO da SILVA, Dani Luce. Anticorpo monoclonal de alta eficiéncia no
desenvolvimento de imunoquimica aplicada - analise de ocratoxina em vinho. 2010. 132
f. Tese (Doutorado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2010.

RESUMO

O agronegoécio globalizado, cada vez mais competitivo, exige seguranca com enfoque na
legislagdo sanitaria perante alimento saudavel aos consumidores. No cenario, o controle de
Ocratoxina A (OTA) em produtos derivados de uva, com énfase ao vinho, ja ¢ uma realidade
na Comunidade Européia, cujo monitoramento continuo deve ser executado empregando
métodos confiaveis e acessiveis. Em contraste ao iminente lancamento de biosensores,
capazes de conferir rapidez na analise in loco, o Brasil ainda ¢ dependente de Kits analiticos
importados, cujo custo restringe o amplo monitoramento na rotina de controle de qualidade.
Considerando que ensaios imunoquimicos, a exemplo de ELISA, seja a base para avango
tecnologico — biosensores, procedeu-se desde o cultivo de hibridoma OTA.1 em meio
sintético, visando producdo de imunorreagente. O anticorpo monoclonal (AcM) IgG anti-
OTA obtido foi aplicado no desenvolvimento de ELISA competitivo indireto (ic-ELISA) e
coluna de imunoafinidade (IAC). O cultivo de hibridoma OTA.1 iniciado em meio RPMI com
10% de soro fetal bovino foi gradativamente adaptado até 100% de meio H-SFM
(Hybridoma-Serum Free Medium). O AcM de maior pureza produzido (meio 100% H-SFM)
apresentou titulo de 1:10.000, analisado por ic-ELISA, sendo utilizado juntamente com o
conjugado OTA-BSA na diluicdo de 1:30.000. A validagdo intra-laboratorial foi realizada,
procedendo comparagao com CLAE para anélise de OTA em vinho tinto (VT), rosado (VR) e
branco (VB). Os parametros avaliados consistiram de limite de detec¢do (0,17; 0,15 e 0,14
ng/mL para VT, VR e VB respectivamente); quantificacao (1,29; 0,91 e 0,64 ng/mL para VT,
VR e VB); exatidao (recuperagdo média de 90,6%; 89,2% e 89,6% para VT, VR e VB);
linearidade; precisdo avaliada em termo de repetibilidade (RSD de 9,41; 8,01 e 9,29%,
respectivamente para VI, VR e VB) e precisdo intermediaria (RSD de 15,81; 12,66 e
12,65%). A incerteza padrdo maxima foi calculada para trés niveis de contamina¢do de OTA
(0,5; 2 e 5 ng/mL) obtendo-se para 0,5 ng/mL 26, 25 e 24% para VT, VR e VB,
respectivamente, e incerteza de 20% para niveis de OTA de 2 e 5 ng/mL para as trés matrizes.
O ic-ELISA desenvolvido apresentou correlacdo de R=0,975 com CLAE, na andlise de 14
amostras positivas, do total de 70 vinhos comerciais (47 VT e 23 VB). Consequentemente,
CLAE detectou positividade em 14 amostras, divididas em 10 VT (0,14 a 0,99 ng/mL) e em 4
VB (0,33 a 0,90 ng/mL). O ic-ELISA detectou 12 amostras positivas, divididas em 8§ VT
(0,26 a 0,86 ng/mL) e 4 VB (0,29 a 1,12 ng/mL). Paralelamente, CIA baseada em suporte
ativado Affi-Gel 10 foi confeccionada com AcM IgG obtido de cultivo em 75 e 100% H-SFM
(1:1) nas concentragdes de 5, 10 e 20 mg de IgG/mL de gel; as CIAs desenvolvidas foram
denominadas CIA 5, 10 e 20, respectivamente. Comparando a eficiéncia de etanolamina e
glicina no capeamento pos-imobilizacdo de IgG (end-capping), ambas apresentaram
resultados similares. A etanolamina foi escolhida para continuidade da padronizagdao, em
virtude de menor custo, obtendo-se eficiéncia da imobilizacdo de AcM de 86,43% para CIA
5; 85,18 % para CIA 10 e 88,50% para CIA 20. A seguir, a capacidade de retencdo de toxina
pela coluna desenvolvida foi avaliada aplicando 20 ng de OTA; CIA 5 reteve 72,08%, CIA
10, 76,85% e CIA 20, 67,20% de OTA. A atividade especifica foi de 6,54 ng de OTA
retida/mg de IgG imobilizada para CIA 5; 3,58 para CIA 10 e 1,50 para CIA 20. A CIA 10 e
CIA 5 apresentaram a efetividade de recuperagdao de OTA similar, quando testadas em



concentragdes entre 0,5 a 15 ng em tampao PBS-bicarbonato de sodio 1% (p<0,05). Portanto,
a CIA 5 foi selecionada para prosseguir o estudo de validagao (taxa de recuperagdo de OTA
em VT artificialmente contaminado, deteccdo de OTA em vinhos naturalmente contaminados
e reuso de coluna). Assim, a CIA 5 foi comparada com CIA comercial, avaliando a eficiéncia
na recuperacao de OTA em vinho tinto artificialmente contaminado (0,5; 2; 5 ng/mL). A CIA
5 recuperou 80,5 % de OTA em vinho contaminado com 0,5 ng de OTA/mL, em relagdo a
77% de recuperagdo obtida em CIA comercial. Contaminando o vinho tinto com 2 ng de
OTA/mL, a recuperagao atingida pela CIA 5 foi de 76,87%, em relagao a 86,14% pela CIA
comercial. Contaminando com 5 ng de OTA/mL, a CIA 5 recuperou 76,75%, em ralagao
84,97 % pela CIA comercial. Entretanto, CIA desenvolvida e comercial ndo apresentaram
diferenga significativa perante taxa de recuperagdo nas concentragdes testadas (p<0,05). A
aplicabilidade de CIA 5 desenvolvida foi testada perante 14 amostras naturalmente
contaminadas (10 VT e 4 VB). A alta correlagdo, observada entre CIA 5 ¢ CIA comercial
(R=0,954), confirma a aplicabilidade desta imunoferramenta desenvolvida com suporte Affi-
Gel no controle de qualidade de vinho. A regeneragdo de coluna visando reuso foi avaliada,
procedendo cinco determinagdes consecutivas para trés concentragdes de OTA (0,5; 2 e §
ng/mL de vinho). A CIA 5 apresentou possibilidade de reuso apos duas regeneragdes,
demonstrando aplicabilidade em vinho tinto por até trés usos. Resumindo, a alta
especificidade do AcM produzido por hibridoma OTA.1 atingindo titulo de 1:10.000,
preenche a condicdo essencial requerida para desenvolvimento de biossensor que juntamente
com o conjugado OTA-BSA estavel com fator de diluicdo de trabalho de 1:30.000 em ic -
ELISA, constitui-se em reagente promissor para emprego em bioferramentas sensiveis.
Portanto, a melhoria na tecnologia de produgdo de imunoreagentes deve ser continuada, tendo
em vista posicao estratégica no contexto de nanobiotecnologia.

Palavras - chave:  Anticorpo monoclonal. ic-ELISA. Coluna de imunoafinidade.
Ocratoxina.



DORO da SILVA, Dani Luce. Monoclonal antibody with high efficiency in the
development of applied immunochemistry - analysis of OTA in wine. 2010. 132 f. PhD
(Thesis in Food Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

ABSTRACT

The globalized agribusiness, increasingly competitive, requires safety with a focus on health
legislation before healthy food to consumers. In this scenario, the control of Ochratoxin A
(OTA) in grape-derived products, with emphasis on wine is already a reality in the European
Union, whose continuous monitoring should be performed using reliable and accessible
methods. In contrast to the imminent launch of biosensors, capable of making rapid analysis
in situ the Brazil is still dependent on analytical imported kits, which cost restricts the broad
monitoring in routine of quality control. Whereas, immunochemicals methods such ELISA, is
the basis for technological advancement - biosensors, proceeded from the cultivation of
hybridoma OTA.1 in synthetic medium, aiming production of immunoreagent. The
monoclonal antibody (MADb) IgG anti-OTA obtained was applied in the development of
indirect competitive ELISA (ic-ELISA) and immunoaffinity column (IAC). Cultivation of
hybridoma OTA.1 initiated in RPMI medium with 10% of fetal bovine serum was gradually
adapted until 100% of the H-SFM (Hybridoma Serum-Free Medium). The mAb with higher
purity showed titer of 1:10,000, analyzed by ic-ELISA being used with the OTA-BSA
conjugate at a dilution of 1:30,000. Intra-laboratory validation was carried out, proceeding
with comparison to HPLC analysis of OTA in red wine (RE), rose (RO) and white (WH). The
parameters evaluated were the detection limit (0.17, 0.15 and 0.14 ng ml-1 for RE, RO and
WH respectively), quantification (1.29, 0.91 and 0.64 ng ml-1 for RE, RO and WH), accuracy
(average recovery of 90.6%, 89.2% and 89.6% for RE, RO and WH), linearity, precision
evaluated in terms of repeatability (RSD of 9.41, 8.01 and 9.29%, respectively for RE, RO
and WH) and intermediate precision (RSD of 15.81, 12.66 and 12.65%). The maximum
standard uncertainty was calculated for three contamination levels of OTA (0.5, 2 and 5 ng
ml-1), obtained 26, 25 and 24% to 0.5 ng ml-1 for RE, RO and WH, respectively, and
uncertainty of 20% for OTA levels of 2 and 5 ng ml-1 for the three matrix.The ic-ELISA
developed showed correlation of R=0.975 with HPLC analysis of 14 positive samples, out of
70 commercial wines (47 RE and 23 WH). Consequently, HPLC detected positivity in 14
samples, divided into 10 RE (0.14 to 0.99 ng ml-1) and 4 WH (0.33 to 0.90 ng ml-1). The ic-
ELISA detected 12 positive samples, divided into 8 RE (0.26 to 0.86 ng ml-1) and 4 WH
(0.29 to 1.12 ng ml-1). In parallel, IAC based on support activated Affi-Gel 10 was prepared
with mAb IgG obtained from cultivation at 75 and 100% H-SFM (1:1) at concentrations of 5,
10 and 20 mg of IgG /mL of gel; the IACs developed were called TAC 5, 10 and 20,
respectively. Comparing the efficiency of ethanolamine and glycine in the capping post-
immobilization of IgG (end-capping), both showed similar results. The ethanolamine was
chosen to continue the standardization, because of lower cost, resulting in immobilization
efficiency of 86.43% to IAC 5; 85.18% to IAC 10 and 88.50% to IAC 20. Next, the capacity
of retention of toxin by the column was evaluated by applying 20 ng of OTA; IAC 5 retained
72.08%, IAC 10, 76.85% and IAC 20, 67.20% of OTA. The specific activity was 6.54 ng of
OTA retained/ mg of IgG immobilized to IAC 5, 3.58 for 10 IAC and 1.50 for IAC 20. The
IAC 10 and TAC 5 recovered OTA with similar effectiveness at concentrations between 0.5
and 15 ng in PBS-1% sodium bicarbonate (p <0.05). The IAC 5 was chosen to proceed the
intra-laboratory validation by comparing with IAC commercial. Was evaluated the recovery
rate of OTA in red wine (RE) artificially contaminated; detection of OTA in naturally



contaminated wine and reusing column. The effectiveness of IAC 5 was compared with IAC
commercial, evaluating the recovery efficiency of OTA in red wine spiked (0.5, 2, 5 ng ml-1).
The IAC 5 recovered 80.5% of OTA in spiked wine with 0.5 ng ml-1 compared to 77% of
recovery obtained by IAC commercial. RE spiked RE with 2 ng of OTA ml-1, the recovery
achieved by the CIA 5 was 76.87% against 86.14% for CIA commercial. Spiking with 5 ng
OTA ml-1, the CIA 5 recovered 76.75% 84.97% for the CIA commercial. However, was not
found significant difference between TAC developed and commercial in recovery rate for
tested concentrations (p <0.05). Assessing the applicability of the IAC developed against 14
naturally contaminated samples (10 RE and 4 WH). The high correlation observed between
IAC 5 and IAC commercial (R = 0.954) confirms the applicability of immuno tool developed
with Affi-Gel support for the control quality of wine. The column regeneration was evaluated
in order to reuse carrying five consecutive determinations for three concentrations of OTA
(0.5, 2 and 5 ng ml-1 of wine). The IAC 5 presented the possibility of reuse after two
regenerations, demonstrating applicability in red wine for up to three uses. Summarizing, the
high specificity of mAb produced by hybridoma OTA.1 reaching title of 1:10,000 fill up the
essential condition requested by development of biosensor, which coupled with the stable
OTA-BSA conjugate at working-dilution factor of 1:30,000 by ic -ELISA, would be a
promising reagent to engage into sensitive biotool. Therefore improvement on production
technology concerning immunoreagents should be continued, taking to account its strategic
status within the background of nanobiotechnology.

Keywords: Monoclonal antibody. ic-ELISA. Immunoaffinity column. Ocrhatoxin.
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1 INTRODUCAO

A vitivinicultura brasileira tem se destacado como atividade importante para
a sustentabilidade da propriedade de pequeno porte e na geragdo de emprego, em empresas de
processamento, seja de suco, geléia, vinho, passas, entre outros. Por outro lado, o pais tem
buscado expandir a exportacao de vinhos, incentivando o aprimoramento enolégico, com foco
no controle de qualidade e seguranca desde o inicio de cadeia produtiva.

O consumo de vinho no Brasil situa-se em torno de dois litros per
capita/ano, enquanto nos principais paises consumidores como Espanha, Itdlia, Franca e
Portugal, o consumo aproxima-se a 50 litros. A tendéncia atual de aumento no consumo no
Brasil se deve a divulgacdo de beneficios a satide, oriundos de compostos com atividade
antioxidante presentes em vinho tinto.

A crescente producdo de vinho fino nos ultimos anos ¢ evidente, com a
comercializacdo de 50 milhoes de litros em 2003, em relagdao a 78 milhdes em 2007. Uma
reducdo de 4,08% na produgdo, interrompendo a tendéncia crescente, ocorreu em 2009, em
funcdo a fatores climaticos desfavoraveis associados a crise mundial. A cifra correspondeu a
reducdo na producdo de 4,98%, 28,56% e 15,79% de uva, vinho de mesa e fino,
respectivamente, no estado do Rio Grande do Sul, responsavel por 90% da producao. O fato
contrasta a tendéncia positiva na comercializacdo, com aumento de 19,53% no consumo de
suco, vinho, e espumante em 14,57% em relagdo ao ano de 2008, além do estimulo de
visitantes especialistas estrangeiros e destaques em revistas intermacionais (MELLO, 2009,
a).

O agronegocio globalizado exige uma legislacao adequada visando a saude
dos consumidores. A produ¢do de bom vinho requer uva de 6tima qualidade, com controle
desde caracteristica de videira a fitossanidade. Bagas danificadas por insetos, aves ou por
outros fungos, bem como irrigagdo excessiva e chuva na colheita, favorecem a proliferacdo de
fungos de podridao, com destaque a Aspergillus sec¢do Nigri. Determinadas estirpes da
seccdo produzem a Ocratoxina A (OTA), micotoxina nefrotdxica, teratogénica, citotoxica,
neurotoxica, imunossupressora e possivelmente carcinogénica para humano.

Embora cereais contribuam com 40 a 50% de ingestdo de OTA na Unido
Européia, o vinho ¢ a segunda maior fonte (10 a 12%) com limite maximo permitido de 2

pg/L para vinho, suco, néctar e mosto de uva (COMMISSION OF THE EUROPEAN
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COMMUNITIES, 2006). No Brasil, a implantagdo de limite maximo para OTA em vinho,
suco, néctar e mosto de uva esta em pauta, iniciada pela consulta publica, n° 100 de 21 de
dezembro de 2009 (BRASIL, 2009), sendo inicialmente sugerido limite de 10 ug/L, com
segunda proposta em discussdo de 2 pg/L.

Continuo monitoramento de OTA requer métodos analiticos confiaveis,
sensiveis, especificos, rapidos, reprodutiveis e de facil execugdo, com destaque aos métodos
quimicos classicos. M¢étodos imunoquimicos destacam-se pela aplicabilidade no
monitoramento rapido, mas sdo sujeitos a interferéncia de componentes de matriz alimentar.
Os compostos fendlicos funcionais, com destaque a flavondides e nao-flavonodides de
importancia organoléptica perante cor, adstringéncia, € amargor no vinho, podem também
constituir em interferentes na andlise imunoquimica. A eliminacdo de interferentes ¢
fundamental na etapa de limpeza, sendo os principais métodos empregados, a clarificacdo,
parti¢do liquido-liquido, extracdo em fase solida, ou através de coluna de imunoafinidade
(CIA).

O rigido controle de qualidade na cadeia produtiva de vinho, aliada a
dependéncia de kits importados, estimulam a producdo de imunorreagente nacional. O
trabalho visa contribuir com o desenvolvimento de imunotécnica baseada em anticorpo
monoclonal (AcM) IgG anti-OTA desde o cultivo celular empregando hibridoma OTA.1,
padronizagdo e validagdo de ELISA competitivo indireto (ic-ELISA) e CIA destinados a

avaliacdo de OTA em vinho tinto, rosado e branco.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir imunorreagente baseado em anticorpo monoclonal IgG anti-
ocratoxina A para padronizagdo de ic-ELISA e coluna de imunoafinidade, visando aplicagao

no controle de qualidade de vinho.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Adaptar e expandir hibridoma linhagem OTA.l em meio sintético para
producdo de anticorpo monoclonal (AcM) especifico para OTA;

e Purificar a partir de cultivo de hibridoma OTA.1 AcM IgG anti-OTA
com alta especificidade e afinidade para utilizagdo em imunoensaios;

e Padronizar e validar intralaboratorialmente ic-ELISA para andlise de
OTA em e vinho.

e Desenvolver coluna de imunoafinidade (CIA) baseada em suporte Affi-
Gel 10 e AcM IgG anti-OTA.1 para limpeza de extrato proveniente de
vinho.

e Padronizar e validar intralaboratorialmente CIA Affi-Gel quanto a
eficiéncia na limpeza e recuperacdo de OTA de amostras de vinho, bem
como quanto a possibilidade de reuso em comparacio com CIA

comercial.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 VITIVINICULTURA NO BRASIL

A viticultura brasileira iniciou-se com os colonizadores portugueses, no
século XVI, com a introdugdo de primerias videiras na Capitania de Sdo Vicente, atual Estado
de Sao Paulo. A produgdo de vinhos como atividade comercial ocorreu somente no final do
século XIX e de XX com a imigragdo italiana. As videiras européias (Vitis vinifera), nio
obtiveram expressdo no inicio da vitivinicultura comercial devido a incidéncia de doenca
fungica. As variedades Vitis labrusca e Vitis bourquina de origem americana, mais
resistentes, constituiram a base do desenvolvimento da vitivinicultura brasileira, com destaque
as cultivares Isabel e Nidgara, que sdo destinadas a producao de vinho de mesa. Atualmente,
as variedades de vinifera tintas predominante no Brasil sdo: Cabernet Sauvignon, Cabernet
Franc, Merlot, Tannat e Pinot Noir. A partir da década de 90, vinhos de maior qualidade
passaram a ser produzidos. A regido do pais que mais se desenvolveu na producdo de vinhos
foi a serra gaucha, no estado do Rio Grande do Sul, denominada hoje de Vale dos Vinhedos.
(IBRAVIN, 2008).

47A viticultura brasileira ocupa area de aproximadamente 77 mil hectares,
estabelecidos desde o extremo sul do pais, latitude de 30°, até regides proximas a linha do
Equador, latitude de 5°, resultando em diversidade ambiental, com polos de viticultura com
caracteristica de regido temperada a polo tropical. A produgdo de uvas atinge 1,2 milhdes de
toneladas/ano, com 45% destinado a elaboragao de vinho (77% vinhos de mesa, 13% vinhos
finos), suco (9%) e outros derivados (1%), em relacdo a 55% comercializado como uvas de
mesa, cifra compondo metade da uva nacional destinada 4 elaboracdo de vinho, suco de uva e
derivados. O principal produto de exportagdo, em volume, ¢ o suco de uva, com cerca, de
15% do total destinado ao mercado externo (IBRAVIN, 2008).

Na maioria dos estados brasileiros, houve redu¢do na produgdo de uvas em
2009, interrompendo a tendéncia crescente dos ultimos anos. A crise mundial refletiu
fortemente na produgdo de uvas de mesa, sendo que alguns produtores abandonaram parte dos
vinhedos. Além disso, fatores climaticos desfavoraveis resultaram em menor produgdo. A

maior redu¢do ocorreu no Estado de Minas Gerais com 14,13%, seguido por Sdo Paulo com
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7,79% e pela Bahia com 7,15%. O Rio Grande do Sul, principal Estado produtor, responsavel
por aproximadamente 90%, de uvas e vinhos do pais apresentou redugdo de 4,98%. Em
contraste, os estados de Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Pernambuco, apresentaram
aumento tanto na area plantada como na 4rea colhida. Santa Catarina e Parana apresentaram
acréscimo na producdo de uvas de 16,00% e 0,57%, respectivamente. Redugdo da area
plantada em torno de 1,15% e da area colhida de 0,41% (IBGE, 2010) ocorreu principalmente
nos Estados da Bahia, Sdo Paulo ¢ Minas Gerais.

O suco de uva apresentou aumento de 3,39% em relacdo a queda dos vinhos
de mesa em 28,56%, indicando que uvas destinadas a elaboragdo de vinhos de mesa ou suco
dividem o mesmo mercado. Os vinhos finos tiveram sua produ¢do reduzida em 15,79% em
relagdo ao ano a 2008 (MELLO, 2009, a).

No cendrio internacional, em 2007 a vitivinicultura brasileira ocupou o 17°
lugar em 4rea cultivada, 19° em producdo, 11° em quantidade e o 7° em valor das exportagdes
e o 10° maior exportador de suco de uvas. Outrossim, exportagdo de uva de mesa
correspondendo a 54.560 toneladas, nao apresentaram bom desempenho em 2009, sendo
33,65% a menos que 2008 em decorréncia a crise mundial, desencadeando desestimulo e
abandono de parreirais do Nordeste Brasileiro e perda devido a chuva no Vale do Sao
Francisco. A exportagdo de suco de uva reduziu em 11,52% em quantidade e 16,82% no
valor, se comparado ao ano 2008. Nao obstante, o vinho de mesa apresentou em volume
exportado 25,51 milhdes de litros, 146,5% superior ao ano de 2008, embora com reducao no
valor relativo, ja que a maioria referiu-se a vinho de mesa e de vinhos finos de baixo valor
agregado, contemplados pelo Prémio de Escoamento da Produ¢dao do Governo Federal — PEP
(MELLO, 2009, b).

Embora o Brasil tenha apresentado balango desfavoravel perante produtos
vitivinicolas em 2009, o aumento na comercializacdo vem se confirmando, com a visita de
especialistas internacionais interessados em estabelecer relagcdes comerciais. O recente
destaque na revista norte-americana Wine Spectator, uma das mais prestigiadas publica¢des
de vinhos do mundo, consagrou a qualidade do vinho brasileiro, como o sabor de fruta fresca,
leveza com a presenca moderada de alcool aliada a alta qualidade dos espumantes de bom
preco (UVIBRA- Unido Brasileira de Vitivinicultura, 2010).

A globalizacdo exige competitividade, inclusive o préprio consumidor
brasileiro tem cada vez exigido informagdes sobre o vinho perante qualidade, procedéncia de

variedade de uva, safra, estimulando a agregacdo de novos elementos de qualidade aos vinhos
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nacionais. Uma iniciativa implementou indica¢do geografica, que constitui procedimento de
protecdo, visando principalmente, a distingdo da origem de um produto através da
identificacao da area de producao. O produto incorpora competitividade no mercado interno e
internacional, j4 que o certificado projeta imagem associada as virtudes e a tipificacdo,
promovendo uma garantia institucional da qualidade, reputa¢do e identidade (TONIETTO,
2003). No Brasil, a implementacdo de indicacdo geografica tornou-se concreta pela Lei n°
9.279 - "Lei de Propriedade Industrial", de 14 de maio de 1996, com primeira certificagao de
Indicagdo Geografica aprovada em 2002 para os Vinhos Finos do Vale dos Vinhedos no Rio

Grande do Sul (BRASIL, 1996).

3.2 FUNGOS OCRATOXIGENICOS E OCRATOXINA EM UVAS E VINHOS

A preocupagdo com fungos em vinhedo estava relacionada a doenga, a
exemplo de oidio (Uncinula necator), mildio (Plasmopara viticola), antracnose (Elsinoe
ampelina), escoriose (Phomopsis viticola), podridao cinzenta da uva (Botrytis cinerea),
podriddo da uva madura (Glomerella cingulata), podriddo amarga (Melanconium fuligineum),
fusariose (Fusarium oxysporu) e doencas da madeira (Eutypa spp, Botryosphaeria spp.,
Sphaeropsis spp., e Phomopsis viticola) que pela colonizagao sistematica ocasiona podriddo
descendente.

Mas estudos foram apontando que espécies principalmente de Aspergillus
estavam relacionadas 4 produgio de OTA nas uvas (GARRIDO; SONEGO, 2003). Zimmerli
e DicK (1996) detectaram a presenca de OTA em suco de uvas e em vinhos em niveis de
0,003 a 0,451 ng/mL, ao pesquisar varios alimentos, entre os quais cerveja, vinho tinto,
rosado e branco, suco de uva e café. Varios fatores sdo necessarios para o acimulo desta
micotoxina em vinho, destacando-se a composi¢do da micoflora da uva, estdgio de maturacao
das bagas, condig¢des climaticas ¢ técnicas de fabrica¢ao do vinho (DELAGE et al.,2003).

O principal género ocratoxigénico envolvido é o Aspergillus, com destaque
ao agregado A. niger e¢ A.carbonarius pertencentes a sec¢ao Nigri, causadores de podridao
preta, que sendo micoflora do solo, infectam a vinha. O aumento de incidéncia de Aspergillus
ocorre com a irrigagao excessiva no periodo de maturacao, ou chuva abundante na colheita,

favorecendo o rompimento de bagas. Cachos de uva sem contaminagdo aparente também
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podem conter OTA, embora bolor negro visivel sugira maiores niveis de contaminagdo
(LEONG et al., 2006 a).

Uma pesquisa em safra consecutiva de 3 anos (2004-2006) em oito vinhedos
da Italia, mostrou ampla variabilidade nos niveis de OTA entre os anos particularmente na
safra de 2005 com maior contaminagdo por Aspergillus secgiao Nigri devido a maior umidade.
A infec¢do de uva por oportunistas como Botrytis cinerea, causa ferimento na pelicula de
baga, favorecendo a colonizagdo de Aspergillus spp (COZZI et al., 2007). LEONG et al.
(2004) observaram o aumento da incidéncia de Botrytis em uvas cultivadas na Australia, e
consequentemente a de Aspergillus secg¢ao Nigri em ano chuvoso.

No estagio de maturagdo de uva, o agregado A. niger é o principal grupo ¢ a
incidéncia de agregado A. carbonarius ¢ cerca de duas a trés vezes menor (BATTILANI et
al., 2006). Todavia, A. carbonarius apresenta maior propor¢do de cepas ocratoxigénicas e em
niveis mais elevados se comparadas ao agregado A. niger (ABARCA et al, 2001;
BATTILANI; PIETRI 2002; ROSA et al., 2002; MAGNOLI et al., 2003; BELLI{ et al., 2004;
OLIVERI et al., 2008; KHOURY et al., 2008). A. carbonarius ¢é espécie invasiva, capaz de
penetrar nas bagas, mesmo se a pelicula esteja intacta e, as uvas podem ser susceptiveis a
infec¢cdo desde o estagio inicial da maturagao (BATTILANI; PIETRI, 2002). Outras cepas de
Aspergillus spp.,ja tem sido detectadas em baixa frequéncia a exemplo de sec¢do Circumdati
(ROSA et al., 2002; BATTILANI et al., 2003; BAU et al., 2005).

Serra (2005) realizando pesquisa em Portugal para caracterizar fungos
ocratoxigénicos nas regides produtoras de uvas durante trés anos (2001 a 2003) detectou com
maior frequéncia o agregado A. niger e A. carbonarius. Todas as cepas de A. carbonarius
produziram a OTA em relagdo a apenas 4% do agregado A. niger, estabelecendo que A.
carbonarius seja a principal espécie produtora de OTA em uva portuguesa. Quanto a estagio
da maturacdo de uva, OTA foi detectada desde os estdgios iniciais até a vindima, sendo a
produgdo favorecida nos estdgios iniciais de maturagdo. Em uva de vindima aparentemente
normal, o teor de OTA nao excedeu 0,12 ng/mL, contrastando ao cacho com podridao visivel
por A. carbonarius com teor de 7,5 ng/mL, enfatizando principal medida preventiva que deve
evitar o processamento de uvas podres.

Fatores climaticos também afetam o desenvolvimento de fungo e a producao
de OTA (BATTILANI et al., 2006). A temperatura Otima para o crescimento de A.
carbonarius situa-se entre 30 e 35°C, com atividade de agua (Aa) ideal entre 0,93-0,987, ndo

ocorrendo crescimento em temperaturas inferiores a 15°C (ESTEBAN et al., 2004,
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MITCHELL et al., 2004). O agregado A. niger apresenta condi¢des otimas de crescimento
entre 35 ¢ 37°C e Aa de 0,93 a 0,98 ¢ a producao de OTA entre 20 e 25°C com Aa de 0,93 a
0,98 (ESTEBAN et al., 2004). A temperatura acima de 30°C no més precedente a colheita de
uvas, favorece a multiplicagdo de Aspergillus seccdo Nigri capazes de sobrevivéncia sob
armazenagem a 0°C por 30 dias. O aumento da umidade e temperatura também favorece A.
carbonarius, bem como a producio de OTA (BELLI et al., 2005; BELLI et al., 2007).

Produgdao de OTA durante o processo de vinificagdo ¢ pouco provavel que
aconteca, mas a transferéncia de uva para vinho e subprodutos ocorre, sendo este processo
estudado. O processamento de vinho tinto, rosado e branco apresenta diferencas peculiares. O
vinho tinto resulta da fermentacdo de pele das bagas juntamente com o mosto apds o
esmagamento, mas também ¢ nessa fase que ocorre maior extragdo de OTA, se a uva estiver
contaminada. O vinho rosado apresenta essa etapa bem mais curta, enquanto que para o vinho
branco, as peles de bagas sdo separadas de mosto apdés o esmagamento ocorrendo pouco
contato deste com a massa. (FERNANDES et al., 2003). Battilani et al. (2003) detectaram um
aumento de OTA de cerca de 20%, durante a maceracdo das bagas enquanto na fermentagao
ocorreu maior remogdo. Bejaoui et al. (2004) demonstraram que leveduras utilizadas na
fermentagdo sdo capazes de adsorver rapidamente a OTA.

Leong et al. (2006 b) relataram que 24% da concentragdo de OTA
originalmente presentes na uva esmagada transferiram facilmente para o vinho. Estudo de
microvinificagdo in vitro foi realizado por Solfrizzo et al. (2007, visando avaliar niveis de
OTA em cada etapa de vinificagdo empregando uva italiana variedades Negroamaro e
Primitivo naturalmente contaminada. Procedendo a andlise das amostras de mosto, bagagos de
uva, borras e vinho centrifugados para remog¢ao de biomassa, apenas 4% de OTA presente em
uva permaneceram no vinho, enquanto que 95% seja mantido em polpas prensadas (98% na
pele e 2% nas sementes) e 1% ¢ retido na borra.

No Brasil, Nunes (2008), realizou dois estudos de microvinificagdo com
uvas (Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc e Syrah) provenientes do Estado de Santa Catarina
da safra de 2006, sendo um com uvas visivelmente sas e o outro com um ter¢o de uvas
apresentando podriddo. A amostragem representou todo o processo de vinificagdo sendo do
mosto fresco, pés-fermentacao alcoodlica, primeira trasfega, (descuba), segunda trasfega (pds-
fermentagdo malolatica) e terceira trasfega. Detectou OTA no mosto dos dois estudos, sendo
0,27 png/Kg para mosto de uvas sas 2,28 pug/Kg para mosto de uvas com podridao. Durante o

processo de vinificagdo a partir de uvas com podriddo obteve 83,8% de remogdo de OTA,
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permanencendo OTA residual de 0,37 ng/Kg, enquanto na vinificagdo de uvas boas obteve
remocao superior a 81,5%. Conclui que a fermentagao alcoolica foi ¢ etapa mais significativa
na reducdo dos niveis de OTA, em torno de 50%, enfatizando a necessidade de controle no
processo de vinificagdo principalmente no mosto fresco e apds a fermentagdo alcoolica.

A contaminacdo de vinho por OTA tem sido motivo de estudo a nivel
mundial. Vinhos do Sul e regides mais quentes da Europa apresentarm 72,3%, com
contamina¢do média de 0,64 pg/kg na andlise de 635 amostras, enquanto os vinhos da regiao
norte apresentaram 50,3%, com contaminagdo média de 0,18 pg/kg, analisando 835 amostras.
Os vinhos produzidos no Sul da Itdlia, geralmente apresentam ocorréncia e niveis de
contaminagdo maior em relagdo aos vinhos produzidos nas regides Norte e Central da Italia. A
ocorréncia de OTA tem sido maior em vinho tinto (78,4%), com maior nivel de contaminagdo
de 7,63 ug/kg, seguido pelo rosado e branco (VISCONTI et al., 1999; PIETRI et al., 2001;
BRERA et al., 2005; BACALONI et al., 2005). Otteneder ¢ Majerus (2000) também
observaram maior teor de OTA em vinho tinto, se comparado com branco devido ao maior
tempo de contato entre peles das bagas e suco de uva durante a fase de maceragao.

Ospital et al, (1998) apud Visconti et al, (2008), encontraram OTA em 29
amostras com concetra¢do entre 0,01 a 0,27 ng/mL na Franca, enquanto em Portugal, um
inquérito de 340 amostras de vinho revelou presenga em 69 amostras (20%), sendo que trés
apresentaram as concentra¢des mais altas: 0,5 pg/L (vinho do Porto), 1,0 e 2,1 pug/L (vinhos
de mesa) (RATOLA et al., 2004). Vinhos comercializados na Espanha apresentaram 73% de
contaminagdo para vinho tinto de mesa (BURDASPAL; LEGARDA, 1999). Em estudos
posteriores, 51,5% das amostras estavam contaminadas, sendo a maior concentragdo de 15,25
ng/mL em vinho de mesa (HERNANDEZ et al., 2006).

Em relagdo ao vinho americano (EUA), Soleas et al. (2001) analizando 71
amostras de vinho tinto e 40 de branco constataram que apenas oito amostras de vinho tinto
excederam 0,05 ng/ ml. Os mesmos autores avaliaram vinhos comercializadois no Canadé e
detectaram OTA em 16,6% de 580 amostras de vinho tinto e em 3,9% de 362 amostras de
vinho branco. Shephard et al. (2003) detectaram OTA em 15 amostras de vinho branco com
niveis entre 0,04 ¢ 0,33 e média de 0,16 ng/mL e em nove de vinho tinto, com niveis de 0,07 a
0,39 e média de 0,24 ng/ml na Africa do Sul.

Rosa et al. (2004) analizando vinho tinto, rosado e branco, suco e polpa
congelada, de origem brasileira, chilena e argentina, obtidos em mercados no Rio de Janeiro,

apontou a presenga de OTA em 25% das 64 amostras de suco de uva e polpas congeladas,
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sendo o teor médio de 0,037 ng/mL, com concentragio maxima de 0,10 ng/mL. A
concentracdo média detectada no vinho foi de 0,034 ng/mL com 28,75% de positividade em
80 amostras analisadas. Destes, 38% consistiram de vinho tinto com nivel médio de
contaminagdo de 0,037 ng/mL. O vinho branco continha nivel acima de 0,026 ng/mL em
17,75% de amostras analisadas.

Entre poucos dados referentes a contaminacdo de uva e vinho na América
Latina, Shundo et al. (2006) analisaram 101 amostras de supermercados e lojas especializadas
na cidade de Sao Paulo, constituidas de 29 amostras de vinho tinto e 38 de suco de uva
brasileiras ¢ de 34 amostras de vinho importadas (Argentina, Chile, Uruguai, Franca, Itélia,
Portugal, Espanha ¢ Africa do Sul). Todas as amostras de suco foram negativas sendo que
OTA foi detectada em nove amostras de vinho nacional entre nivel de 0,10 a 1,33 ng/mL,
enquanto que 18 importados apresentaram nivel entre 0,03 a 0,32 ng/mL.

Considerando que a contaminagdo por OTA esteja associada a cadeia
produtiva do vinho, melhorias nas praticas vitiviniculturais sdo requisitos basicos a redugdo
(JORGENSEN, 2005; OIV, 2005). Concomitantemente, a disponibilidade de métodos rapidos
deve ser universal para a gestdo do perigo ao longo do processamento de vinho (VISCONTI;

GIROLAMO, 2005).

3.3 OCRATOXINAS

Ocratoxinas s3o metabolitos secundarios pertencentes ao grupo de
micotoxinas produzidas principalmente por fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium,
sendo a ocratoxina A (OTA) reportada primeiramente em Aspergillus ochraceus na Africa do
Sul (VAN DER MERWE et al., 1965).

OTA ¢ uma dihidroisocumarina ligada a L-fenilalanina na posi¢do 7-
carbonila (7-[L-P-fenilalanil carbonil] carboxil-5-cloro-8 hidroxi-3,4 diidro-3R metil
isocumarina) (figura 1) com massa molecular de 403,82 dalton (Da). Com polaridade média, ¢
solivel em solventes organicos polares e solugdo aquosa bicarbonatada, mas fracamente

soluvel em agua (VALENTA et al., 1998).
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Ochratoxins R1 R2 R3
OTA H Cl -NH-CH{COOH)-CH.- Phenyl
OTB H H -MH-CH{COOH)-CH,- Phenyl
oTC H Cl -MNH-CH(COOC ;Hg)-CH-Phenyl
4-hydroxyochratoxin A OH Cl -NH-CH{COOH)-CzH - Phenyl
OTux H Cl -OH

Figura 1 — Estruturas de ocratoxinas e seus analogos.
Fonte: Kawamura et al. (1989); Ringot et al. (2006).

O grupo de ocratoxinas compde-se de andlogos denominados ocratoxina A,

B, C, a, E', metiléster de OTa, 4-hidroxi-OTA entre outros, apresentando cromodforo
fluorescente a 335nm (XIAO et al., 1995b; HARRIS; MANTLE, 2001; KAWAMURA et al.,
1989). A atividade toxica da OTA ¢ dada pelo carater isocumarinico e grupo carbonil da
molécula (XIAO et al., 1996).

Apresenta grande estabilidade a alta temperatura e acidez decorrente dos
processos de extracao, torrefacdo, fermentagdo, cozimento, bem como em solucdes acoolicas
(BLANC et al., 1998; VALENTA, 1998; VARGA et al., 2000). E estavel também em
tolueno/acido acético (99:1, v/v) por oito semanas a 25 - 40°C e, por seis meses a -18 - 4°C,
mas em solucdo de HCI 2,0M por 16 hs ocorre hidrélise da ligagdo amida, originando OTA a
(VALENTA, 1998). Sendo acido fraco, dissocia-se em solug¢des basicas liberando ions
negativos, capazes de interagir com adsorventes positivos. A carboxila e fenol da sua estrutura
também sdo reativos. O grupo fenol adsorve em superficie negativa através de pontes de
hidrogénio, ou através de transferéncia de carga e a carboxila do residuo de fenilalanina ¢ o
maior responsavel pela adsor¢do em adsorventes hidrofobicos e carregados positivamente
como silica-gel, caseinato de potassio e carvao ativado (CASTELLARI et al., 2001).

Entre alimentos implicados em contaminagdo citam-se cereais
representando 40-50 % de ingestdo total (MOLINIE et al., 2005; JUAN et al., 2008), arroz
(TANAKA, 2007, NGUYEN et al., 2007), arroz organico (GONZALEZ et al., 2006), silage
de milho (RICHARD et al., 2007), azeitona (GHITAKOU et al., 2006), produtos carneos
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(TOSCANI et al., 2007), blue cheese (DALL’ASTA et al., 2008), paes (ZINEDINE et al.,
2007), pio organico (GONZALEZ-OSNAYA et al, 2007), pao de milho (JUAN et al., 2007),
especiarias como pimenta, paprika (GORYACHEVA et al., 2006; ZINEDINE et al., 2006;
ALMELA et al., 2007), alcacuz e derivados (ARINO et al., 2007), amendoim (MAGNOLI et
al, 2007), cerveja e vinho (MATEO et al.,, 2007), cacau, frutas secas, uvas (VARGA;
KOZAKIEWICZ, 2006), chas, sucos de fruta e café (FAO, 2006; MATRELLA et al., 2006).

As legislacdes em diferentes paises definem o limite maximo para OTA em
ug/kg variando de 5 para cereais crus, 3 para derivados de cereais, 10 para frutas secas, 5 a 20
para café verde, 5 para café torrado, 10 para café instantaneo, 2 para vinho/suco de uva e 0,5
para alimento infantil/dietético (EUROPEAN COMMISSION, 2005; FAO, 2006). Em relacao
a vinho, no Brasil a Lei no 7.678/1988 do Ministério da Agricultura regulamentada pelo
Decreto no 99.066/1990 regularizou a produgdo, circulagdo e comercializagdo do vinho e
derivados do vinho e da uva no pais (BRASIL, 1990), porém, ndo previu parametros quanto
ao perfil microbioldgico e limites para micotoxinas. Assim, em dezembro de 2009 foi iniciado
através de consulta publica, processo de implantacdo de Regulamento Técnico sobre limite
maximo para micotoxinas em alimentos, sendo sugerido inicialmente limite de 10 pg/L para
OTA em vinho e suco de uva, com uma segunda proposta em discussdo para 2 pg/L.

Em relagdo aos efeitos toxicoldgicos de OTA, destacam-se: nefrotoxico
(SAUVANT et al., 2005), teratogénico, citotoxico, imunotoxico, genotdxico, neurotoxico,
imunossupressor ¢ a International Agency for Reserch on Cancer (IARC) classificou como
carcinogénico para animais e possivel carcindgeno para humano incluindo a substancia no
grupo 2B (IARC, 1993; KAMP et al., 2005, SAVA et al., 2006-a). Em todas as espécies de
mamiferos avaliadas, o rim € o principal alvo para a toxicidade da OTA. Além da Nefropatia
Endémica dos Balcas, elevada exposi¢ao a OTA pode também estar associada a falha renal e
desenvolvimento de tumores no trato urinario humano (PFOHL-LESZKOWICZ et al., 2004;
CASTEGNARO et al., 2006). Sava et al. (2006-b) associaram OTA com parkinsonismo
devido a stress oxidativo e danos ao DNA cerebral decorrentes da deplecdo de dopamina
estriatal ¢ diminuicao de tirosina hidroxilase.

Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives and Contaminants
(JECFA, 2001) estabeleceu um limite toleravel provisdrio de ingestdo semanal (PTWI) em
100ng/kg de peso corporeo (BERG, 2003). Embora os niveis de OTA em alimentos sejam
geralmente baixos, ingestao simultanea de diferentes alimentos e bebidas contaminados, pode

fornecer uma quantidade total proximo ao limite toleravel.
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A absor¢do de OTA estd relacionada aos valores de pKa, de 4,4 para o
grupo carboxilico e de 7,0-7,3 para o grupo 8-hidroxila, sendo que a primeira absor¢do ocorre
no estdmago, € em seguida no intestino. Parece ocorrer absor¢ao passiva de OTA através da
membrana lipidica do trato gastrintestinal, principalmente no duodeno e jejuno, na sua forma
ndo ionizada ou parcialmente ionizada. Na corrente sanguinea, OTA liga-se a proteinas,
principalmente albumina e ao nivel celular causa inibicdo de respiragdo mitocondrial pela
deplecao de sintese de ATP, aumento na peroxidagao lipidica, reducao na sintese protéica e
diminui¢do da homeostase do calcio (XIAO et al., 1995,b).

Sao propostos dois mecanismos para a inibi¢do de sintese protéica: inibi¢ao
da sintese de fenilalanina-tRNA sintetase e fenilalanina hidroxilase, devido ao fato de OTA
ser um analogo estrutural de aminoacidos, podendo entrar em todos os sistemas metabolicos.
Assim, interrrompendo a sintese protéica, pode prejudicar a atividade de diversas enzimas
celulares, principalmente do fosfoenolpiruvato carboxicinase, relacionado a gliconéogenese
(KONRAD; KOSCHENTHALES, 1997).

OTA aumenta a peroxidacao lipidica possivelmente estimulando a
dependéncia de NADPH e de ascorbato no processo de peroxidagdo, nos microssomas, tendo
como cofator Fe™. O complexo OTA- Fe™ podera ser formado, favorecendo a redugio do
Fe™ na presenca do sistema redutase NADPH-citocromo P450. O complexo OTA- Fe™
resultante produz radicais hidroxila, provocando peroxidag¢dao lipidica nas membranas
celulares (SOYOZ et al, 2004). Assim, afeta a permeabilidade da membrana ao Ca™
prejudicando a homeostase culminando em entrada excessiva, podendo alterar todas as
fungdes celulares que estdo relacionadas & concentragio do Ca™.

Existe também evidéncia sobre o envolvimento de OTA na formacdo de
adutos. Experimentos com marcadores radioativos- *°P- postlabeling- demonstraram que a
dose de OTA e o tempo de permanéncia no organismo influenciam a formagdo de adutos.
Segundo Pfohl-Leszkowicz e Manderville (2007) ap6s cinco dias de administracdo de OTA,
todos os adutos desapareceram do figado e bago, enquanto alguns permaneceram nos rins por
16 dias.

OTA ¢ relativamente estdvel no sangue humano e sua meia-vida pode
atingir cerca de 35 dias. A eliminacdo ¢ lenta, devido a reabsor¢do e circulacdo entero-
hepatica e extensa liga¢do a proteinas séricas. Em todas as espécies, o clearance plasmatico
depende de excrecao urindria e fecal e a contribuigdo relativa de cada uma ¢ influenciada por

via de administra¢do, dose, grau de ligagdo com as proteinas do plasma e pela circulacao
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enterohepatica. Em camundongo ¢ de 1-2 dias, em suino de 3-5, em rato de 2-5 e em macaco
de 22 dias (CREPPY, 2002), sendo também excretada no leite (RINGOT et al., 2006).

No figado e rim, principais o6rgaos de biotransformagdo, sdo formados
intermediarios reativos, contribuindo na genotoxicidade e mutagenicidade (HUSSEIN;
BRASEL, 2001). Em todas as espécies analisadas, OTA ¢ hidrolisada a Ocratoxina o (OTa),
principalmente pela microflora bacteriana no intestino. Nos tubulos renais OTA ¢ excretada
através de proteinas aniOnicas, e¢ reabsorvida nos tibulos proximais, o que atrasa sua
eliminagdo e favorece acumulo no proprio rim e outros tecidos (RINGOT et al., 2006;
PFOHL-LESZKOWICZ; MANDERVILLE, 2007).

Em 2002, foi feito um estudo para estabelecer a exposi¢do diaria da
populagdo europeia a OTA (MIRAGLIA; BRERA, 2002). Foram analisados resultados de
ocorréncia de OTA em diversos alimentos, dados de padrdes de consumo alimentar,
ocorréncia de OTA em fluidos biologicos humanos e ingestdo de OTA por bebés através do
leite materno. A exposicdo mais elevada foi verificada no Reino Unido, de 3,55 ng/kg peso

corporal por dia, concentragdo, abaixo do limite recomendado.

3.4 METODOLOGIA ANALITICA PARA ANALISE DE OTA

As etapas que envolvem a andlise de micotoxinas sdo: amostragem, limpeza,
extragdo e concentracdo, deteccdo, separagdo e quantificacdo. Sendo que as micotoxinas
geralmente estdo presentes em baixas concentragdes, a eficiéncia dos métodos analiticos esta
relacionada a limpeza da amostra, processo este associado as propriedades fisicas e quimicas
do analito. Varias técnicas como clarificacdo, parti¢ao liquido-liquido, colunas de extragdo em
fase solida (silica, octadecilsilil, fenilsilil, florisil e imunoafinidade) (GONZALEZ-PENAS et
al., 2004) sao disponiveis. Exemplos: colunas de Cis, QMA, silica, florisil e aminopropil
(Waters ®); SAX, Bond Elut DEA ¢ PSA (Varian ®); colunas HBL Oasis (Waters ®); coluna
multifuncional MycoSep 225 (Romer Labs ®) (LLORENS et al., 2002; SIBANDA et al.,
2002). Enfase tem sido dada a produgdo de mini-coluna capaz de atingir nivel de separagdo
em apenas uma etapa cromatografica.

A limpeza de amostras contendo OTA pode ser realizada através da

separa¢do liquido-liquido utilizando bicarbonato de sddio ou por extracdo em fase solida
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(SPE) estando a amostra em solugdo aquosa (VALENTA, 1998). Colunas de imunoafinidade
baseadas em AcM foram desenvolvidas para substituir a tradicional fase solida de limpeza.
Este método associado a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) permite altas
recuperacdes e limite de detecgdo mais baixo a partir de amostras complexas (VARGA;
KOZAKIEWICZ, 2006). OTA pode ser também detectada/quantificada por cromatografia em
camada delgada (CCD), CLAE associada a espectrometria de massas (LC/MS), cromatografia
gasosa (GC), cromatografia gasosa-espectroscopia infravermelho (GC-IR) (SOLEAS et al.,
2001; PITTET & ROYER, 2002; MEDINA et al., 2005). Eletroforese capilar com
fluorescéncia induzida por laser (CZE-LIF) apds limpeza em colunas de silica e
imunoafinidade também constitui em alternativa (GILBERT; ANKALAM, 2002;
PETTERSSON; ABERG, 2003; REINSCH et al., 2005; VISCONTI; GIROLAMO, 2005;
BASCARAN et al, 2007).

Segundo Association of Official Analytical Chemists International (AOAC
International), a metodologia recomendanda para analise quantitativa de OTA é a CLAE
(AOAC, 1995; SYDENHAM; SHEPHARD, 1996; GILBERT; ANKLAM, 2002), que
permite separacdo eficiente de compostos quimicos e bioldgicos utilizando coluna preenchida
com diferentes modalidades de silica, acopladas a fase modvel eluida sob alta pressao
(GUIMARAES; COLLINS, 1993; SYDENHAM; SHEPHARD, 1996). Todavia, exige
equipamento de alto custo, reagentes puros, treinamento e tempo de execucao consideravel
(GILBERT; ANKLAM, 2002, ONO et al., 2007).

CCD ¢ técnica de baixo custo, baseada em mecanismo de adsor¢do liquido-
solido, sendo que a separagdo ocorre pela diferenca de afinidade dos componentes pela fase
estacionaria. O perfil cromatografico possibilita a analise de multiplos compostos pela
visualiza¢ao de cor, fluorescéncia, fator de retencdo do analito, entre outros (VALENTA,
1998; VENTURA et al., 2005). Porém apresenta baixa sensibilidade, com limite de detecgdo
e quantificagdo em torno de 5 e 10 ng/g, respectivamente, ndo atendendo muitas vezes a
exigéncia de legislacio (EUROPEAN COMMISSION, 2005).

M¢étodos imunoquimicos baseiam-se na interagdo especifica entre antigeno
(Ag) e anticorpo policlonal (AcP) ou anticorpo policlonal (AcM), os quais devem ter alta
afinidade, especificidade, baixa reatividade cruzada e disponibilidade (HARLOW; LANE,
1988a; HEFLE, 1995; NAKANO; NAGATA, 2003), sendo que sua obtengdo depende de
antigenos imunogéncios purificados, protocolo de imunizagdo e técnicas de purificagdao

(NEWSOME, 1986; HEFLE, 1995; BARNA-VETRO et al., 1996). Micotoxinas sao
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haptenos, e se tornam imunogéncias quando conjugadas a proteinas carreadoras (ex. BSA-
albumina de soro bovino), as quais devem ser pouco imunogéncias visando obter AcM e AcP
altamente especificos para a micotoxina (GAZZAZ et al., 1992; HEFLE, 1995; KIM et al.,
2003; XIAO et al., 1995a, MORAN et al., 2002).

Dentre os métodos imunoquimicos destacam-se ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay), imunoafinidade, imunohistoquimica, biosensores ¢ separagdo
imunomagnética (SCOTT; TRUCKSESS, 1997; VAN DER GAAG et al., 2003; SHIM et al.,
2004; LOBEAU et al., 2005; NGUNDI et al., 2005). Exibem alta sensibilidade, facilidade de
execucdo e dispensam etapa de limpeza/ pré-concentracdo de analito, resultando em detec¢ao
semi-quantitativa ideal para rapida triagem (SIBANDA et al., 2002).

Inicialmente, para desenvolvimento de imunoensaios foram utilizados AcP,
produzidos em coelhos ou carneiros (THIRUMALA et al., 2000), mas limitagdes surgiram
para producdo em grande escala, como fornecimento de antigeno altamente purificado,
manutencdo de biotério e variabilidade individual do animal (WYATT, 1992), sendo
superadas com o surgimento da técnica de produgdo de hibridomas que permite producao de
AcM com alta especificidade e afinidade constante a um tUnico epitopo e homogeneidade na
estrutura, sendo produzido a partir de um unico clone de linfocito B. Essa técnica consiste em
imunizacdo de camundongo com antigeno especifico, retirada de células esplénicas secretoras
de Ac, selegdo e fusao com célula de mieloma. O hibridoma resultante, produz ilimitadamente
AcM IgG quando cultivado em meio sintético de composi¢do definida ou na cavidade
peritoneal de camundongo (HARLOW; LANE, 1988a; HARLOW; LANE, 1988b; LA PINE;
HILL, 2001).

Cultivo em cavidade peritoneal proporciona maiores concentragdes de Ac
especifico, mas possui limitagdes como: estrutura para manutencdo de animais, questdes
éticas no uso de animais para experimentacdo, presenga de hemadcias, fibrina e proteinas
inespecificas no liquido ascitico que dificultam a purificagdo (BRUCE et al., 2002). Ja o
cultivo em meio sintético, (ex., Hybridoma-serum free medium) livre de soro fetal bovino
(SFB) elimina esses interferentes, mas fornece menor quantidade de IgG (HARLOW; LANE,
1988 b; LIDDELL; CRYER, 1991; BRUCE et al., 2002; LEGAZPI et al., 2005).

O anticorpo especifico produzido pode ser aplicado no desenvolvimento de
imunoensaio ELISA e uma vez que micotoxinas apresentam estrutura quimica € massa
molecular de baixa complexidade e baixa imunogenicidade, ELISA competitivo indireto (ic-

ELISA) ¢ de escolha para andlise das mesmas ja que requer apenas um Ac especifico (CHU,
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1984; HEFLE, 1995) e baseia-se na competicdo entre a toxina presente na amostra e aquela
imobilizada na microplaca (OTA-BSA), pelo sitio de ligacdo do AcM (NEWSOME, 1986). A
concentragcdo de toxina na amostra ¢ quantificada indiretamente pela reacdo entre o Ac anti-
micotoxina adsorvido na micotoxina e Ac secundario (anti-IgG marcado com enzima), pelo
desenvolvimento de cor (NEWSOME, 1986; HARADA et al., 1988; HEFLE, 1995). A figura
2 mostra o esquema de ic-ELISA para analise de OTA.

Indireci

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

Figura 2 — Esquema de ic-ELISA para detec¢do de OTA
Fonte: Pestka et al. (1995).

Técnicas de ELISA geralmente dispensam etapa de limpeza, mas alguns
constituintes da matriz alimentar podem reagir com os Acs, afetando o sitio de liga¢do ao
analito ou causando bloqueio estérico da ligacdo Ac-analito. Esta inespecificidade pode ser
minimizada diluindo-se o extrato bruto ou realizando processo de limpeza (BARNA-VETRO
et al., 1996; PESTKA et al., 1994). Com a utilizagao de AcM, com sitio especifico para um
unico epitopo, resultados mais consistentes € com maior reprodutibilidade tém sido obtidos
(ONO et al., 2000; HEFLE, 1995).

A confiabilidade de ELISA tem sido avaliada por correlagdo com CLAE.
Estudos comparativos vém sendo desenvolvidos visando a implementacdo de imunoensaio
como ferramenta pratica no diagnoéstico rapido de micotoxinas (FUJII et al., 2006). ic-ELISA
para detecgdo de OTA em café verde, torrado e instantaneo apresentou limite de detecgdo de
3,73 ng/kg. Os coeficientes de correlagdo com CLAE foram: 0,98 (café verde), 0,98 (torrado)
e 0,86 (instantdneo) e taxas de recuperagdo média no ELISA para OTA adicionada (5-70
ng/kg) de 81,53 % para café verde, 46,73 % para café torrado e 64,35 % para instantaneo,
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comparado a 80,54 %; 45,91 % e 55,15 % por CLAE, respectivamente. A interferéncia da
matriz alimentar foi minimizada pela dilui¢do das amostras (FUJII et al, 2007).

ELISA em coluna, constituida de silica-aminopropil para adsor¢ao de
interferentes e imunossuporte contendo Ac anti-OTA, para andlise semi-quantitativa de OTA
em café torrado, proporcionou triagem rapida, simples e de custo acessivel, apresentando cut-
off de 6 ng/kg (LOBEAU et al. 2005).

Outros ensaios de ELISA para micotoxinas tem sido desenvolvidos para
triagem rapida e barata, como Lateral Flow Test, Imunoensaio de Fluorescéncia Polarizada
(FPIAs) (SCHNEIDER et al., 2004), Flow-Through Assay (SIBANDA et al., 2002; SAEGER
et al.,2002) Array Biosensors (NGUNDI et al., 2005), Screen-printed Electrode e outros
biosensores imunoquimicos competitivos baseados em ressonancia de plasma de superficie
(Surface Plasmon Resonance-SPR), microbalanga de cristal de quartzo (Quartz Crystal
Microbalance -QCM) e Molecular imprinted polymer (MIP) (MONACI; PALMISANO,
2004).

O Lateral Flow Test utiliza Ac marcados com particulas de latex na cor azul
ou de ouro coloidal na cor vermelho. A amostra liquida contendo analito ¢ colocada em
contato com a membrana teste, e através de capilaridade, o liquido migra redissolvendo em
certa area da membrana os Ac especificos (marcados). Enquanto o liquido contendo as
particulas solubilizadas migra pela membrana, antigeno e anticorpo continuam reagindo. No
campo indicador da membrana, o resultado desta reagdo ¢ visualizado. A formagdo de cor
indica a presenga do Ag (resultado positivo), enquanto auséncia de colorac¢do indica auséncia
de Ag (resultado negativo) (SCHNEIDER et al., 2004).

Ja 0 modelo denominado Flow Through Enzyme Immunassay, baseia-se no
mesmo principio do ELISA competitivo direto, no qual, o Ac antimicotoxina esta recobrindo
a superficie de uma membrana e a micotoxina extraida vai ligar a ele. Em seguida ocorre a
adi¢do do conjugado enzima-micotoxina. A micotoxina e o conjugado enzima-micotoxina
competem pelos sitios de ligagdo do Ac. Apds lavagem, o substrato cromdgeno € adicionado e
reage com o conjugado enzima-micotoxina, desenvolvendo cor. Se a amostra for negativa
(nivel de micotoxina menor que o limite de detec¢do do método) havera desenvolvimento de
um ponto colorido visivel no centro da membrana. Para amostra positiva, ndo havera
desenvolvimento de cor, sendo necessario proceder a confirmagdo da concentragdo por um

método quantitativo. Estudo utilizando essa metodologia permitiu analise por detec¢do visual
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de amostras de trigo artificialmente contaminadas com 4 pg/kg, em 15 min (SAEGER;
PETEGHEM, 1999).

Imunosensores para a deteccdo de OTA e outras micotoxinas utilizam
diferentes sistemas Opticos de detecgdo como elipsometria, espectroscopia (luminescéncia,
fosforescéncia, fluorescéncia, Raman), interferometria (de luz branca, modal) e ressonancia
de plasma de superficie- SPR (Surface Plasmon Resonance). A quantificagdo do analito ¢
realizada por medidas do indice de refracdo, quantidade de luz absorvida, propriedades
fluorescentes ou por sinal quimico-optico (GAUGLITZ; BRECHT, 1995). A sensibilidade,
rapidez, facilidade e o custo/ efetividade destes métodos sdo desejaveis quando comparados
aos métodos tradicionais (VALENTINI et al., 2003).

O biosensor baseado em SPR tem como principio a medida da mudanga na
concentragdo de massa na superficie de um sensor devido a ligagdo de moléculas. Em
comprimento de onda e angulo de incidéncia especifico, a luz ¢ absorvida por elétrons livres
em fino filme de metal na superficie de um sensor, diminuindo a intensidade da luz refletida.
O angulo em que o fendmeno ocorre muda proporcionalmente a mudanga de concentracdo de
massa na superficie do sensor. No caso das micotoxinas as mudangas ocorrem devido a
ligacdo entre o antigeno imobilizado (micotoxina) e o anticorpo especifico adicionado a
amostra (VAN DER GAAG et al., 2003).

Biosensor para detec¢do de OTA em cereais e bebidas no formato de ELISA
competitivo foi desenvolvido sendo que o limite de detecgdo para cereais variou entre 3,8-100
ng/g, e para café e vinho entre 7-38 ng/g. As amostras nao passaram por etapa de limpeza e
OTA derivatizada imobilizada competiu com a OTA da amostra (em solugao) por liga¢do ao
Ac fluorescente anti-OTA. A quantificagdo foi dada pela medida do sinal de fluorescéncia
emitido na superficie condutora de ondas, sendo inversamente proporcional a concentragdo de
OTA na amostra (NGUNDI et al. (2005).

No imunoensaio de fluorescéncia polarizada, a intensidade da polarizagao
da luz emitida vai depender da rotagdo aleatoria que ocorre na molécula. Quanto menor a
molécula, mais rapido ela gira e menor € a polarizacdo. Para micotoxina, esta ¢ marcada com
fluoroforo e vai competir com micotoxina livre pelo sitio especifico do Ac. Na auséncia de
micotoxina livre, a marcada se liga ao Ac, ocorrendo formacdo do complexo Ac-Ag,
diminuicdo da rotacdo, e aumento da polarizagdo. O valor de fluorescéncia polarizada ¢
indiretamente proporcional a concentragdo do analito na amostra, pois quanto mais

micotoxina marcada se ligar, maior a fluorescéncia polarizada e menor a concentracdo de
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micotoxina na amostra teste. A medida da polarizagdo pode ser feita utilizando um
equipamento portatil (SCHNEIDER et al., 2004; MARAGOS, 2009).

Metodologias para determinagao simultanea de diferentes analitos t€ém sido
exploradas, uma vez que determinada matriz alimentar pode apresentar varias micotoxinas e
mesmo com concentragdo individual abaixo do limite permitido, a associagdo pode
potencializar a toxicidade. A co-ocorréncia de AFB;, OTA e ZEA foi relatada em 86% de
amostras de cereais e amendoins analisadas na Republica de Cote d’Ivoire. Algumas amostras
ndo continham OTA, mas AFB; em concentracdes acima do permitido. Outras continham
quantidades baixas das trés micotoxinas, cuja soma pode representar alta ingestdo de
substancias toxicas (SANGARE et al., 2006). Ensaios multi-micotoxinas apresentam
beneficios como menor custo e tempo de analise, importantes no controle de qualidade.

CCD foi a técnica mais utilizada no passado para analise multimicotoxinas,
mas devido as exigéncias das legislacdes, a sensibilidade foi restringindo seu uso dando lugar
a MS. Anadlise de ragdo por CCD para triagem de aflatoxinas B, B,, Gj, ¢ G, citrinina,
diacetociscirpenol (DAS), OTA, patulina, penitrem A, esterigmatocistina, toxina T-2 (T;) e
zearalenona (ZEA) foi realizada sendo a sensibilidade menor para amostras multi-
componentes. A deteccdo foi em pg/kg, sendo 3 para AFB;, 80 para OTA, 330 para
esterigmatocistina, 600 para patulina e 1.000 para ZEA (ROBERTS; PATTERSON, 1975).
Os mesmos autores melhoraram a metodologia utilizando CCD bi-dimensional e sistema
apropriado de solventes obtendo melhor sensibilidade também em nivel de pg/kg, sendo para
AFB; 0,1-0,3, OTA e esterigmatocistina (5-20), T, (20) e ZEA (200) (PETTERSON;
ROBERTS, 1979).

Soares e Rodriguez-Amaya (1989) utilizaram CCD para pesquisar
micotoxinas em 296 amostras incluindo feijao, produtos a base de milho, farinha de mandioca
e arroz. Os limites de detec¢do foram 2, 5, 15 e 55 pg/Kg para Aflatoxinas, OTA,
Esterigmatocistina e ZEA. A taxa de recuperacdo para amostras artificalmente contaminadas
foi de 91-101% para AFB,, 98-117% para esterigmatocistina ¢ 96-107% para ZEA.

CLAE acoplada a MS tem se destacado na analise multi-micotoxinas.
Determinagdo de trinta e nove micotoxinas em trigo e milho utizando etapa tnica de extracao
(acetonitrila/agua/acido acético 79:20:1, v/v/v) seguida por CLAE acoplada a MS foi
desenvolvida para analise de tricotecenos A e B, ZEA e derivados, Fumonisinas, Enantinas,
Alcaldides do Ergot, Ocratoxinas, Aflatoxinas e Moniliformina, com limite de deteccao

variando entre 0,03-220 pg/kg e duas corridas de 21 min. Foi observada inteferéncia da matriz
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de amostras de trigo artificialmente contaminadas. No ano seguinte, publicaram método para
analise semi-quantitativa de oitenta e¢ sete analitos baseado em CLAE-MS/MS, utilizando
etapa unica de extragdo com acetonitrila/dgua seguida de diluicdo do extrato bruto. O limite
de deteccdo variou entre 0,02-225 pg/kg para todas as micotoxinas (SULYOK et al., 2006;
SULYOK et al. 2007).

Analise simultanea de trinta e trés micotoxinas por CLAE-MS/MS em
amendoim, pistache, trigo, milho, cornflakes, passas e figo foi realizada apds extragdo por
acetonitrila/dgua. Em Unica corrida de 30 min. foram analisadas: aflatoxinas Bj, B, G; e Ga,
OTA, DON, ZEA, T,, toxina HT-2, alfa-zearalenol, beta-zearalanol, esterigmatocistina, CPA,
acido penicilico, fumonisinas B, B, e B3, DAS, 3- e 15-acetial-deoxinivalenol, ergotamina,
ergocornina, ergocristina, alfa-ergocryptina, citrinina, roquefortina C, fusarenona X,
nivalenol, acido micofenoélico, alternariol e alternariol monometil éter. O Ilimite de
quantificacdo para Aflatoxinas e OTA foi 1 pg/kg, para DON 50 ng/kg e para as demais
micotoxinas variou entre 10-200 ug/kg (SPANGER et al., 2008).

M¢étodo simples baseado em ic-ELISA para detec¢ao visual de OTA e AFB;
em pimenta foi desenvolvido em coluna de 1 mL de CNBr ativada-Sepharose 4B. A coluna
consistiu de uma camada para limpeza da amostra e duas imunocamadas para deteccdo dos
analitos. A concentragdo de toxina presente na amostra foi avaliada por relagdo inversa a
intensidade de cor azul desenvolvida e a analise foi realizada em 20 min para seis amostras.
Os limites de deteccdo foram 5 pg/kg para AFB; e 10 ug/kg para OTA, sendo os resultados
confirmados por CLAE ¢ MS (GORYACHEVA et al., 2007).

3.5 COLUNAS DE IMUNOAFINIDADE PARA LIMPEZA DE AMOSTRA E CONCENTRACAO DE

MICOTOXINA

Colunas de imunoafinidade (CIA) com alta atividade especifica,
estabilidade e seletividade utiliza suportes solidos constituidos de polissacarideos como
celulose, agarose, Sepharose, e ligantes especificos acoplados. O processo de ativagdo e
acoplamento desses ligantes ¢ relativamente simples, mas a instabilidade mecéanica pode
limitar uso em cromatografia por afinidade de alta resolucio (WIMALASENA; WILSON,
1991; RHEMREV-BOOM et al.,, 2001; SHELVER et al.,, 2002). Suportes de silica
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empregados em CLAE surgiram como alternativa, caracterizando-se pela alta eficiéncia e
estabilidade mecanica em relagdo ao gel de Sepharose, permitindo modifica¢do superficial
por adicdo de grupo funcional, minimizando adsor¢do inespecifica e favorecendo
acessibilidade a ligantes especificos (ex., [gG) (RHEMREV-BOOM et al., 2001; TONHI et
al., 2002; JURADO et al., 2002; JURADO; JARRET, 2003).

e gl 240
i 25 ' & 4
| | | | [ 1
Coluna de Extrato de AcM retém a Passagem de
imunecafinidade  amostra contendo micotoxina na eluente rompe a
contendo AchM micotoxina é coluna. Os ligacio antigeno-
especifico eluido através da  interferentes sdo Aceliberaa
imobilizado. coluna. elimimados. micotoxina.
Micotoxina gy Interferentes € @

Figura 3 — Procedimento de limpeza de amostra em coluna de imunoafinidade.
Fonte: R-Biopharm Rhone Ltda, USA.

A aplicagdo de minicolunas preparadas com silica, fenilsilil, alumina,
carbono, aminopropil, octadecilsilil, florisil, cianopropil ou celite constituiram a base para a
introdugdo de mini-colunas de imunoafinidade baseadas em Acs (MATEO et al. (2001). As
colunas compdem-se de um suporte de fase solida ativada, como Sepharose®-CNBr e silicas,
no qual sdo imobilizados os Acs especificos contra determinada micotoxina (SCOTT;
TRUCKSESS, 1997; JURADO; JARRET, 2003). Na passagem do extrato da amostra pela
coluna, a micotoxina liga-se ao Ac especifico imobilizado sendo em seguida eluida com
solvente apropriado, o que confere eficiéncia e aplicabilidade (figura3).

A reatividade do imunossuporte ¢ diretamente dependente da orientacao da
imobilizacdo da biomolécula (ex. IgG), bem como do método de ativacdo da matriz e do
grupo reativo disponivel no Ac para o acoplamento (PFEIFFER et al., 1987;
WIMALASENA; WILSON, 1991).
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O acoplamento aleatorio de IgG via grupo amino, carboxil ou sulfidril livre
ocasiona orientacdo inadequada, desnaturagdo, ou fixacdo 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 4) (WIMALASENA; WILSON, 1991; RUHN et al.,
1994; RHEMREV-BOOM et al., 2001; GERING et al., 2002).

Acoplamento orientado. Acoplamento aleatdrio.

lgG imobilizado via carboidrato 1gG imobilizado via grupo
da regidao 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.

—e Moléculas de carboidrato na regiao Fc de IgG

- Grupo funcional hidrazida na superficie do suporte sélido

\ (/ Imunoglobulina G (1gG)

Figura 4 — Imobilizagdo orientada e aleatdria de IgG em suporte solido.
Fonte: Bio-Rad Laboratories, USA.

CIAs apresentam como desvantagem utilizagdo de grande quantidade de
IgG e alto custo, que poderia ser minimizado por regeneragdao das colunas com reutilizagao
sem perda significativa na atividade. Alguns pesquisadores sugerem a regener¢do da CIA
utilizando tampao fosfato salina pH 7,4, seguindo-se manutencdo no minimo de 24 horas a
4°C antes de proceder novo uso (SCOTT; TRUCKSESS, 1997; FAZEKAS; TAR, 2001;
WATANABE et al., 2001; KONDO et al., 2002, FUJII, 2007).

Avaliagdo de reutilizagdo de CIA com suporte Formyl-Cellulofine® ativado
para microcistinas, apontou manutengdo na eficiéncia de recuperagdo da toxina por trés usos

consecutivos, apds simples processo de regeneragdo em tampao Tris-HCl com BSA, sendo de
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87-88 % para 1° uso, 83-88 % para 2° e 3° usos, seguido de 63-77 % referente ao 4° e 5° usos
(KONDO et al. 2002). Regeneracdo de CIA baseada em suporte silica-hidrazida (CIA-Hz)
para OTA ap0s cinco usos consecutivos, teve recuperagdo diminuida de 62,87 para 29,13 %
(arroz), 71,33 para 44,90 % (milho) e 54,58 para 10,23 % (café), comparada a CIA OchraTest
com manutencdo média de 94,82 % e 92,95 % para arroz e milho, apos quatro regeneragdes,
enquanto para café a recuperagao média reduziu significativamente de 67,02 % para 13,87 %,
uma vez que trata-se de matriz de composi¢ao complexa, sendo enfatizado o emprego Uinico
da coluna (FUJIIL, 2007).

Na analise de OTA, tem sido utilizada CIA para 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 ¢ 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 ragoes (FAZEKAS;
TAR, 2001) e microcistina em agua (KONDO et al., 2002; AGUETE et al., 2003).

Colunas comerciais para a analise de OTA encontra™se disponiveis a
exemplo de OchraTest (Vicam®); OchraPrep e Ochrascan Easi-Extract ochratoxin (Rohne
Diagnostics®); Rida ochratoxin A column (R-Biopharm®) (SCOTT; TRUCKSESS, 1997;
CASTELLARI et al., 2000).
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4 MATERIAL E METODOS

Fluxograma experimental

As metodologias utilizadas no decorrer de toda pesquisa estdo apresentadas
em formato de fluxograma abaixo descrito. O detalhamento de etapas metodoldgicas consta

no item Resultados e Discussdo apresentado na forma de artigos a serem submetidos para

publicagdo.
Producio de AcM IgG anti-OTA
Cultive celular
Meio RPMI+SFB (10%)
Adaptagio gradual ao

meio H-SFM

Purificacio
(NH;):S04

Bradford
IzG anti-OTA
| .
ic-ELISA CJA Affi-Gel
DESENVOLVIMENTO INOVACAO TECNOLOGICA
| | Atividade
. i
Padronizacio Caracterizagdo | | Speen
de CIA Capacidade de
| | retengdo de OTA
~ Validagdo Validagie
mtra-laboratorial intra-laboratorial
Vinho tinto. rosade, branco Vinho tinto
(contaminagio artificial) | | | | (contammacdo artificial)
APLICACAO
ANALISE

Amostras de vinho tinto e branco
naturalmente contaminadas

Figura 1 — Fluxograma de delineamento experimental total.



HIBRIDOMA OTA 1
(-185 *C, SFB:DMSO (9:1)
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Descongelamer

(FPMI + 10% SFB + 2 mM Glutamina)

1o /reativacio

MANUTENCAO CELULAR
(-185°C)

37°C, 5% Gy

Adaptacio gradual ao meio Hybridoma-SFM (H-SFM)
EPMI (10% SFB) + H-SFM (10 a 100%)

37°C, 3% OOy

(1-ELISA)

Atividade anti-OTA

IgG anti-OTA

Teor protéico

Bradford

Mi0xg W0mnad"C

SOBRENADANTE DE CULTIVO

-

RPMI (10%SEB): H-SEM 10 a 50%%

H-5FM T5%

H-SFM 100%%

Ultra-filtracio

NHy(S0y)

—

| 209 saturacio |

I

| 60% saturacio |

PRECIPITADO

Armazenagem a -20°C

dialise ( PBS seguido de dgua ultra-pura)

Atividade anti-OTA | 1 oG anti-OTA PURIFICADO Teor protéice
(1-ELISA) Bradford
DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO
|
| |
ic-ELISA COLUNA DE
IMUNOAFINIDADE
Figura 2 — Reativagfo, cultivo e manutencdo de hibridoma OTA.1 para produgdo de IgG anti-OTA

em meio sintético H-SFM.



CONJUGADO

OTA-BSA

1.0mg OTA + 24 uL etanol

qp

1.0 mL tampio fosfato
{NﬂH]PO.p"I xﬂ:HPC}q}
0.1 MpH7.0
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10 mg BSA

Solucio 1 4}. Salug

io 2

s

5 mg de EDPC
(1-et1l-3_3 -dietilaminopropil-
carbodiimmda)

Agitacio
(50 rpm- 25°C- 20 hs)

Dialise PBS (10 mM, pH
7.4; 4°C- 24 hs)

Concentracio proteica

(Bradford)

4°C- uso
- 20°C- estoque

Figura 3 — Preparacdo de conjugado OTA-BSA

Fonte: Kawamura et al. (1989).

Adicionar ao volume final
1% de azida sodica (NalNs) a 10%

ot

1.0 mL NaCl
0.1M




i-ELISA

SENSIBILIZACAO

OTA-BSA
100 pL (1:30.000, correspondente a 77 ng/mL)

BLOQUEIOD
PBS-OVA 0.1% (200 uL)

AcM IgG anti-OTA 1:100 (100 pL)
produzido em RPMI (10% SFB): H-SFM 20_ 30_ 75 e 100%

. Anti-TeG- HRP (100 pL, 1:1.000)
. Substrato cromégeno- TMB (100 ul)

. HyS0,41 M (50 uL)
(Paraliza¢do da reacio)

Leitura (450 nm)
Absorvancia = % Ligacio

Figura 4 — Determinagéo de atividade de AcM IgG anti-OTA por i-ELISA
Fonte: Kawamura et al. (1989).
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i-ELISA

SENSIBILIZACAO

OTA-BSA
100 pL (1:30.000)

BLOQUEIO
PBS-OVA 0,1% (200 uL)

AcM IgG anti-OTA produzide no meio 100% H-SFM (100 uL)

Diluigdes: 1:10: 1:100; 1:1.000; 1:2.000; 1:5.000; 1:10.000; 1:20.000:
1:50.000; 1:100.000; 1:500.000; 1:1.000.000 e 1:10.000.000

. Anti-IgG- HRP (100 uL. 1:1.000)
. Substrato cromégeno- TMB (100 uL)

. H;SO, 1 M (50 L)
(Paralizacdo da reacdo)

Leitura (450 nm)

Absorvancia = % Ligacio

Figura 5 — Perfil do titulo de AcM IgG anti-OTA por i-ELISA
Fonte: Kawamura et al. (1989).
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PADRONIZACAO ic-ELISA

SENSIBILIZACAO

OTA-BSA
Diluigdes: 1:10.000; 1:20.000; 1:30.000

BLOQUEIO
PBS-OVA 0,1% (200 uL)

Padrio OTA (50 uL) AcM IgG anti-OTA (50 pL)
Curva de calibracio Diluicdes
(0,12 10,0 ng OTA/mL) 1:2.000; 1:5.000; 1:10.000

. Anti-TgG- HRP (100 pL. 1:1.000)

. Substrato cromdégeno- TMB (100 uL)

. H;S041 M (50 uL)
(Paralizacdo da reacio)

Leitura (450 nm)

Absorvancia = % Ligacio

Figura 6 — Padronizacdo de ic-ELISA: determinacdo de dilui¢do 6tima de conjugado OTA-BSA e de
titulo de AcM IgG anti-OTA.



5.0 mL vinho

5.0 mL HCL 1M

5.0 mL Cloroformio

Extrato cloroformico

Agitacio 150 rpm- 20 min
(incubadora-shaker)

Lavagem 2.0 mL (bicarbonato 0,1M) 2x

Juntar fases bicarbonatadas

Extragio com 2,0 mL cloroférmio (2x)

Extrato cloroformico
Evaporado a 40 °C - N,

Residuo seco

suspenso em 1,0 mL metanol-PBST (1:9) e diluido a 1:10

ic-ELISA

Figura 7 — Extra¢ao de OTA para analise por ic-ELISA

Fonte: Flags et al. (2009).
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ic-ELISA

OTA-BSA 1:30.000 (77 ng/mL)
(100 uL)

PES-OVA 0,1% (200 pL)
(Bloqueio)

« Padrio - curva calibracio (50 uL)
(0.1 a10.0ng OTA/mL .
de metanol/ PBST (1:9) AcM IgG anti-OTA- (50 ul)

(1:10.000)
. Amostra (50 nL)
WVinho tinto, rosado e branco

. Anti-TgG- HRP (100 uL. 1:1.000)
. Substrato cromogene- TMB (100 puL)

H2S041 M (50 ul)
(Paralizacdo da reagio)

Leitura (450 nm)

Absorvancia = % Ligacio

Figura 8 — Analise de OTA por ic-ELISA para vinho tinto, rosado e branco
Fonte: Kawamura et al. (1989).
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Exatidio M - Contaminacio artificial
ratidao Recuperagio  —— | (0.15:0,5;1.0: 2.0 & 5.0 ng OTA/mL)

1 determinacio

Repetibilidade » (0.5:2.0e5.,0 ng OTA/mL)
/ Andlise: 7 replicatas
Precisio (CV 26)"
\ — 3 deternunacdes, dias diferentes
~ Preasio L . (0,5:2,0e5,0 ng OTA/mL)
intermediaria Andlise: 7 replicatas/dia

Total: 21 replicatas cada concentragio

Linearidade 2 Equacio das curvas de calibragio de
inearidade I OTA-Rep
ic-ELISA Ime-.rferégci:{ de cad:_l matriz no
’ imunoensaio
Especificidade 123
CLAE L . Avaliacio de picos
interferentes no TR de OTA

: LD: média — 3x DP
1c-ELISA o DP e média: 7 replicatas do branco
de cada matriz

. Limite de deteccio: LD 45

. Limite de
Quantificacio: LO ** CLAE LD: 3xDP o LQ:10x
DP: 7 replicatas de cada matriz
Incerteza padrio maxima * UFN'I(LD-"2}2+ (ax C):

Validagdo intra-laboratorial de ic-ELISA para analise de vinho tinto, rosado e branco.
' ANVISA (2003); * INMETRO (2007); * Commission of the European Communities, (2006); *

Soares (2006); ° Tijima et al. (1996).

Figura 9 —
Fonte:



10,0 mL vinho
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10,0 mL

Tinto, rosado. branco

(1% polietilenoglicol + 5% NaHCO;, pH 8.3)

. Agitacio

. Filtragio (filtro de vidro)

10,0 mL do filtrado
CIA Ochra Test (Vicam &)

Lavagem CIA

« 5.0 mL (solucdo 2.5% NaCl+ 0.5% NaHCO;)
« 5.0 mL (agua ultra-pura)

Eluicdo OTA

. 2.0 mL metanol

CLAE
Injecio de 20 pL
Sistema 1socratico de fase reversa
Coluna analitica Nucleosil 100 Cyg
i excitacio: 335 nm
7. emussdos 475 nm

.Fase movel
Acetomtrila/agua‘dcido acético (99:99:2); pH 3.0

JFluxo 0.8 mL/mun

Quantificacio OTA
Curva padrido (5,0 a 1000 ng OTA/mL)

Figura 10 — Extragdo e analise de OTA por CLAE

Fonte: Vicam ®, manual de procedimento (2005).



Suporte Affi-Gel 10 (Bio Rad)

Lavagem 3x agua ulira-pura
(volume agua: 3x o volume do gel)

ADICAO DA SOLUCAOQO DE IgG ANTI-OTA EM PBS
CIA 5: 5 mg IeG/'ml. de gel
CIA 10: 10 mg IgGmlL de gel
CIA 20: 20 mg IgG/mL de gel)

ACOPLAMENTO/ INMOBILIZCAO

incubacio a T ambiente/ 2 horas em agitacio orbital lenta

- e FILTEADO
Filtracio a vacuo m—p  Teor protéico
(remogdo de IgG nio acoplada) Bradford
ADICAO DA SOLUCAO DE BLOQUEIO
Etanolamina-HC1 1,0 M (pH 8.0) ou
Glicina-etil-éster 1,0 M (pH 8.0)

Incubacio em agitacio orbital lenta
(T ambiente’ 1 hora)

Filtracio a vicuo FILTEADO

(retirada de solucio de bloqueio) =  Teorpotéico

Lavagem com PBS FILTRADO

(PBS: 10 x o volume do gel) ="  Teor protéico
(107 lavagem)

ACONDICIONAMENTO DO SUPOETE AFFI-GEL
CONTENDO IgC INOBILIZADO

0.5 mL/CIA (Muromac Columns, Japao)

Figura 11 — Desenvolvimento de CIA Affi-Gel utilizando AcM IgG anti-OTA.



CARACTERIZACAO de
CIA-Affi-Gel anti-OTA

ANALISE DE EFICIENCIA DE INOBILIZACAO
CTA 5: 5 mg IgG/mL de gel
CIA 10: 10 mg IgG/ml de gel
CTA 20: 20 mg IgG/mL de gel

IgG adicionado

% = IgG imobilizado = 100
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20 ng OTA em PBS-bicarbonato de sodioa 1 % (1:1)

BLOQUEIO
Etanolamina-HCL 1,0 M (pH 8.0) Glicina-etil-éster 1,0 M (pH 8.0)
ﬁ RETENCAO de OTA adicionada (20 ng) em
CIA 5; CIA 10 e CIA 20

L J

RETENCAO DE OTA ADICIONADA em CIA 5e CIA 10
(0,5;1:2;5; 10 e 15 ng OTA em PBS-bicarbonato de sodio a 1 % (1:1)

l

L J

Elugio OTA

CLAE

DETERMINACAO DA ATIVIDADE ESPECIFICA
(ng/mg): OTA retida/IgG imobilizado

Figura 12 — Caracterizagdo de CIA Affi-Gel desenvolvida perante eficiéncia de imobilizagdo de

IgG, retencdo de OTA e atividade especifica.
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VALIDACAO INTRALABORATORIAL
CIA 5 (5 mg IgG/mL de gel)

Amostras artificialmente contaminadas Amaostras naturalmente contaminadas
— (vinho tinto) (8 vinho tinto: 4 vinho branco)
(0.5:2.0e 5.0 ng/mL OTA)

Extracio OTA

10 mL vinho + 10,0 mL (1% polietilenoglicol + 5% NaHCO;, pH 8.3)
(Vicam 2005)

Limpeza
(CIA comercial e CIA 5

! v

CLAE REGENERACAO DE CIA

)

Lavagem

«» 5 mL tampdo TRIS-HC1 0.1 MpH 8.5+ NaCl1 0.5 M

.5 mL tamp3o acetato de sodio 0,1 M pH4.5
+NaCl05M

.5 ml de PBS

Estocagem: em PBS + azida (0,02% ) 4° C - 72 horas

}

AVALTACAO DA REUTILIZACAO DE CIA-
(5 USOS)

Figura 13 — Validacao intralaboratorial de CIA Affi-Gel (CIA 5) para vinho tinto e branco.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo foram redigidos sob forma de artigos para

publicagdo, listados abaixo:

5.1 PRODUCAO DE INSUMO ESTRATEGICO: ANTICORPO MONOCLONAL DE ALTA

ESPECIFICIDADE PARA A DETECCAO DE OCRATOXINA

5.2 SINGLE-LABORATORY VALIDATION OF ELISA BASED ON MONOCLONAL ANTIBODY FOR

PRACTICAL OCHRATOXIN DETECTION IN WINE

5.3 COLUNA DE IMUNOAFINIDADE BASEADA EM AFFI-GEL IMOBILIZADO COM ANTI-

OCRATOXINA MONOCLONAL PARA MONITORAMENTO DE OTA EM VINHO
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5.1 PRODUCAO DE INSUMO ESTRATEGICO: ANTICORPO MONOCLONAL DE ALTA

ESPECIFICIDADE NA DETECCAO DE OCRATOXINA

Resumo

Ocratoxina A (OTA) destaca-se pelo risco de exposicdo devido ao envolvimento em extensa
variedade de alimentos, estando sob alvo de exigente legislacdo da Comunidade Européia. No
contexto, as projecdes de agronegocio brasileiro prevéem seguranca alimentar entre as metas, cujo
amplo monitoramento dependente de importagdo de kits para analise tornou-se um gargalo
incontestavel. Visando suprir reagente imunoquimico nacional, o trabalho objetiva a produgdo de
AcM IgG anti-OTA empregando hibridoma OTA.l em meio sintético destinado ao
desenvolvimento de imuno-bioferramentas. O cultivo de hibridoma OTA.1 foi iniciado no meio
RPMI com 10% de soro fetal bovino, seguido de adaptacdo gradativa até¢ 100% de meio H-SFM
(Hybridoma-Serum Free Medium). A precipitagdo com sulfato de amonio, seguida de analise por
eletroforese apontou maior pureza do AcM produzido no meio 100% H-SFM, assim como maior
atividade anti-OTA, analisado por ELISA indireto (i-ELISA). Este AcM de maior pureza permitiu
desenvolvimento de ic-ELISA padronizado para uso sob titulo de 1:10.000, acoplado ao
conjugado OTA-BSA diluido a 1:30.000. Para o desenvolvimento de CIA baseada em suporte
ativado Affi-Gel 10 misturou-se AcM do cultivo em 75 e 100% H-SFM (proporcdo 1:1), para
confeccionar CIAs com 5, 10 e 20 mg de IgG/mL de gel que foram denominadas de CIA 5, 10 e
20, respectivamente. Os sitios de Affi-Gel ndo ligados com IgG foram capeados com etanolamina
ou glicina e, o efeito avaliado perante taxa de imobilizacdo de IgG ao gel, retencdo de OTA e
atividade especifica de CIA desenvolvida. Nao houve diferenga significativa na taxa de
imobilizacdo para as CIAs capeadas com etanolamina, mas houve entre CIA 5 e 20 e entre CIA 10
e 20 capeadas com glicina (p<0,05), obtendo-se 86,43 e 83,75% para CIAs 5; 85,18 e 83,83%
para CIAs 10 e 88,5 e 87,93% para CIAs 20, capeadas respectivamente com etanolamina e
glicina. Em relagdo a taxa de retengdo de OTA (20 ng) pelas CIAs foram obtidas taxas de 72,08 e
70,30 % pelas CIAs 5; 76,85 e 74,23% pelas CIAs 10 e 67,20 e 56,75% pelas CIAs 20 capeadas
respectivamente com etanolamina. Nao foi encontrada diferenca significativa entre as CIAs 5 ¢
entre as CIAs 10, mas sim entre as CIAs 20 (p< 0,05), obtendo-se menor taxa de retencao pela
CIA capeada com glicina. Quanto a atividade especifica (ng OTA retida/mg IgG imobilizado), as
CIAs 5 apresentaram maior atividade, sendo de 6,54 e 6,66, em relagdo as CIAs 10 que
apresentaram 3,58 e 3,52 e as CIAs 20, 1,50 e 1,28 respectivamente para capeamento com
etanolamina e glicina, ndo ndo havendo diferenga significativa entre as CIAs com mesma
concentracdo de IgG imobilizado. Em funcdo de maior taxa de retengdo de OTA e maior atividade
especifica obtidos pelas CIAs 5 e 10, sugere-se que as mesmas sejam aplicadas em estudos de
validagdo em matriz alimentar, sendo capeadas com etanolamina em virtude de menor custo.
Salienta-se que o AcM produzido por hibridoma OTA.1 apresentou alta especificidade atingindo
titulo de 1:10.000 em ic-ELISA e constitui-se em reagente promissor para emprego em
bioferramentas sensiveis enfatizando a necessidade de continuo aprimoramento na tecnologia de
produgdo de imunoreagentes.

Palavras — chave: Anticorpo  monoclonal IgG anti-OTA. ic-ELISA. Coluna de
imunoafinidade.
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IMMUNOCHEMISTRY APPLIED IN THE PRODUCTION OF STRATEGIC INPUT:
MONOCLONAL ANTIBODY WITH HIGH SPECIFICITY FOR THE DETECTION
OF OCHRATOXIN

Abstract

Ochratoxin A (OTA) is noted for risk of exposure due to involvement in an extensive variety
of foods, being under the target of rigorous European Community legislation. In context, the
projections of Brazilian agribusiness provide food security among the goals, whose broad
monitoring dependent on imports of kits for analysis has become an indisputable throat.
Aiming to supply national immunochemical reagent, the work aims at the production of mAb
IgG anti-OTA employing hybridoma OTA.l in synthetic medium for development of
immunebiotools. Cultivation of hybridoma OTA.1 was initiated in RPMI medium with 10%
fetal bovine serum, followed by gradual adaptation to 100% of the H-SFM (Hybridoma
Serum-Free Medium). The precipitation with ammonium sulfate, followed by electrophoresis
analysis showed a higher purity of the mAbs produced in the medium 100% H-SFM, as well
as more activity anti-OTA analyzed by indirect ELISA (i-ELISA). This mAb higher purity
allowed development of ic-ELISA standardized for use under the title of 1:10,000, coupled to
the conjugate OTA-BSA diluted to 1:30,000. For the development of IAC based on support
activated Affi-Gel 10 was mixed mAb cultivation in 75 and 100% H-SFM (1:1), to fabricate
IACs with 5, 10 and 20 mg of IgG ml-1 gel who were named CIA 5, 10 and 20, respectively.
The sites of Affi-Gel uncoupled with IgG were capped with ethanolamine or glycine, and the
effects evaluated for immobilization rate of IgG to the gel, retention OTA and specific activity
of IAC developed. There was no significant difference in the rate of immobilization for the
IACs capped with ethanolamine or glycine (p <0.05), obtaining 86.43 and 83.75% for IACs 5;
85.18 and 83.83% for IACs 10 and 88.5 and 87.93% for CIAs 20, capped with ethanolamine
and glycine respectively. Regarding the retention rate of OTA (20 ng) were obtained by the
IACs rates of 72.08 and 70.30% by the IACs 5; 76.85 and 74.23% for IACs 10 and 67.20 and
56.75% by the 20 IACs with ethanolamine and glycine respectively. No significant difference
was found between IACs 5 and between IACs 10, but between the IACs 20 (p <0.05),
resulting in lower retention rate by the IAC capped with glycine. As to the specific activity
(ng OTA retained mg-11gG immobilized), the IACs 5 showed higher activity, being 6.54 and
6.66, compared to IACs 10 who showed 3.58 and 3.52 and IAC 20s, 1.50 and 1.28
respectively for capping with ethanolamine and glycine, no significant differences between
the IACs with the same concentration of IgG immobilized.Due to a higher retention rate of
OTA and highest specific activity obtained for the IACs 5 and 10, suggests that they are
implemented in validation studies in food matrix, being capped with ethanolamine due to the
lower cost. Is also highlighted that the mAb produced by hybridoma OTA.1 showed high
specificity reaching title of 1:10,000 in ic-ELISA and constituted a promising reagent for use
in sensitive bio tools emphasizing the need for continuous improvement in technology of
production of immunoreagents.

Keywords: Monoclonal antibodie. IgG anti-OTA. ic-ELISA. Immunoaffinity column.
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1 INTRODUCAO

Metodologias analiticas capazes de detectar pequenas concentracoes
residuais sdo fundamentais na garantia de qualidade na cadeia produtiva de alimentos, com
destaque ao método cromatografico (SOLEAS et al., 2001; PITTET & ROYER, 2002). Em
paralelo, a imunoquimica baseada no ensaio imunoenzimatico ELISA e cromatografia por
imunoafinidade (CIA) empregando anticorpo monoclonal (AcM) tem sido aprimorada na
triagem rapida (SCOTT & TRUCKSESS, 1997; SIBANDA et al., 2002, FUJII et al, 2006).

Ocratoxina A (OTA) destaca-se pelo risco de exposi¢ao devido a ocorréncia
em extensa variedade de alimentos, estando sob a legislacgio da Comunidade Européia
(COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES, 2005). OTA ¢ produzida por
géneros Penicillium e Aspergillus, sendo classificada no grupo 2B, i.e. carcinogénico para
animais e possivel carcindgeno para humano pela International Agency for Reserch on
Cancer (IARC, 1993; KAMP et al., 2005; SAUVANT et al., 2005; CASTEGNARO et al.,
2006 ).

Monitoramento continuo tem sido o procedimento recomendado no controle
de qualidade de alimentos. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), acoplada a
coluna de imunoafinidade (CIA), proporciona limpeza, elimina os interferentes e, tem sido a
metodologia recomendada para andlise quantitativa de OTA, conforme Associagao
Internacional de Analistas Quimicos (AOAC, 1995; VISCONTI et al., 1999; GILBERT &
ANKLAM, 2002; HERNANDEZ et al., 2006).

Além de CIA, outros métodos imunoquimicos vém despontando no espago
analitico, a exemplo de ELISA, biosensores e separagdo imunomagnética, baseado em
vantagens como simplicidade, sensibilidade, especificidade, menor quantidade de solventes,
facil execugdo permitindo diagndstico rapido (SCOTT & TRUCKSESS, 1997; LOBEAU et
al., 2005). Aprimorando os imunoensaios iniciais desenvolvidos com anticorpo policlonal-
AcP (THIRUMALA et al., 2000), a técnica de produgdo de hibridomas introduziu anticorpo
monoclonal (AcM), incorporando como principal vantagem a alta especificidade e producao
em larga escala.

A eficiéncia na separagdo de analito dos interferentes de matriz alimentar
depende da qualidade de anticorpo destinado ao desenvolvimento de bioferramenta, i.e.
especificidade e reatividade cruzada com os analogos. Em relagdo a CIA, deve-se considerar

também a quantidade de anticorpo imobilizado, bem como o suporte solido com alta
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capacidade de ligagdo, em detrimento a ligacdo inespecifica (PFEIFFER et al., 1987;
WIMALASENA & WILSON, 1991; RHEMREV-BOOM et al., 2001; SHELVER et al.,
2002,).

As projegdes no agronegécio brasileiro prevéem seguranga alimentar entre
as metas estratégicas, cujo amplo monitoramento dependente de importacdo de kits para
analise tornou-se um gargalo incontestdvel. Além de crescente exigéncia perante
regulamentagdes pelos paises importadores, métodos analiticos sensiveis, especificos e
validados sdo cruciais para atender a demanda nacional, proporcionando efetivo controle de
qualidade na cadeia produtiva de alimentos. Visando suprir reagente imunoquimico acessivel
a realidade nacional, o trabalho pretende contribuir com a producdo e purificacdo de AcM
destinado ao desenvolvimento e padronizagdo de ELISA competitivo indireto (ic-ELISA) e

CIA para analise de OTA.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 CULTIVO DE HIBRIDOMA

O hibridoma linhagem OTA.1 secretora de AcM (isotipo IgG; kappa)
especifico para OTA derivado de mieloma linhagem Sp2/0-Agl4 e célula esplénica de
camundongo BALB/c, foi produzido por Kawamura et al. (1989), na Faculty of
Pharmaceutical Sciences, Science University of Tokyo, Japao.

Os hibridomas estocados em nitrogénio liquido (-185° C) foram
descongelados e reativados em meio RPMI 1640 (GIBCO-Invitrogen life Technologies) com
10 % de SFB (soro fetal bovino) (GIBCO-Invitrogen life Technologies). As células
recuperadas foram avaliadas por microscopia quanto as caracteristicas morfoldgicas e
viabilidade celular, utilizando-se corante vital Azul de Trypan (Acros Organics, USA). O
cultivo dos hibridomas foi iniciado em meio RPMI com 10 % SFB (37° C, 5 % CO,), seguido
de adaptagdo gradual por adi¢ao de 10, 20, 30, 50, 75 e 100 % de meio H-SFM, suplementado
com 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 2 mM de glutamina (Gibco Co.,
USA). Os sobrenadantes dos cultivos foram colhidos apdés 4 a 5 dias de incubacdo sem
reposi¢do de meio e foram centrifugados (2400 x g, 10 min a 4° C), ficando guardados sob
refrigeragdao a 4° C para posterior purificagdo (HARLOW & LANE, 1988b). O volume de

sobrenadante do cultivo em 100% H-SFM foi concentrado aproximadamente trés vezes pelo
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método de ultrafiltragdo antes de ser purificado (sistema Stirred Cell 8400, Millipore Co.,
Bedford, MA, USA) utilizando membranas de exclusdao molecular de 100 kDa (YM 100,
celulose, Millipore., Bedford, MA, USA).

2.2 PURIFICACAO DE ACM IGG ANTI-OTA POR PRECIPITACAO COM SULFATO DE AMONIO

Para purificagdo de IgG foi adicionado sulfato de amonio PA (Nuclear) até
concentragdo final de 50% de saturagdo (313 g/L) para o sobrenadante dos cultivos em RPMI
(10% SFB) e em H-SFM 10% a 50%, enquanto para sobrenadante de 75% e 100% H-SFM
adicionou-se até 60 % de saturacdo (390 g/L), sob agitacdo a 4° C por 16 horas e apds,
procedeu-se centrifugacao (8000x g, 30 min a 4° C). O precipitado contendo IgG foi
suspendido em pequeno volume de tampao PBS (10 mM, pH 7,3) (aproximadamente 10% do
volume original) e dialisado contra mesmo tampao (4 x 1 L) a 4° C por 16 horas, seguida de
agua ultra-pura (Purelab Elga, Lane End, England) por mais 16 horas a 4° C (HARLOW &
LANE, 1988c;. VANKOVA et al., 1998). Apds dialise, a concentracdo de IgG foi
determinada pelo método de Bradford (1976); o grau de pureza por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) conforme método de Laemmli (1970) e a atividade anti-OTA por
i-ELISA (item 2.5) (KAWAMURA et al., 1989).

2.3 PADRAO DE OTA

Padrao de OTA foi adquirido de Sigma (St. Louis, MO, USA) ¢ a
concentragdo determinada por espectrofotometria (M: 403; A: 333 nm; &: 5500M). Todos os

reagentes quimicos utilizados foram de grau HPLC (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

2.4 PREPARO DE CONJUGADO OTA-BSA

O conjugado OTA-BSA foi preparado segundo Kawamura et al. (1989),
dissolvendo-se 10mg de soro albumina bovina (BSA) ( Sigma Chemical Co., St Louis, MO,
USA) em 1 mL de solugao de NaCl a 0,1 M. Paralelamente, preparou-se a mistura de 1 mg de
OTA (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) em 24 pL de etanol e adicionou-se 1 mL de
tampao fosfato (NaH,POs/ Na,HPO,4) 0,1 M pH 7,0 ¢ 5 mg de 1-etil-3,3’-dietilaminopropil-

carbodiimida (EDPC). As duas solu¢des foram misturadas e agitadas lentamente (50 rpm) a



62

25 °C em incubadora (shaker MA830/A, Marconi ® Laboratorio) por 20 horas. A solugdo foi
dialisada trés vezes em 1 L de PBS (10 mM, pH 7,4) a 4 °C por 24 horas ¢ a concentragao
protéica avaliada pelo método de Bradford (1976). O volume final foi adicionado de 1% de
azida sodica (Waco Pure Chemical Industries) a 10% e mantido a 4 °C para uso e a - 20 °C

para estoque.

2.5 PREPARO DE SUBSTRATO TMB

Dez miligramas de 3, 37, 5, 5°- tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma Chemical
Co., St Louis, MO, USA) foi dissolvido em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO) (Lab Sinth) e
estocado a -20 C. Para uso, 100 pL foi adicionado em 10 mL de tampao acetato de sodio 0,1

M (pH 5,0), seguido de 100 pL. de H,0O, a 0,5%, sendo a mistura lentamente homogeneizada.

2.6 PROCEDIMENTO DE ELISA INDIRETO (I-ELISA) PARA DETERMINACAO DE ATIVIDADE DE

AcCM IGG ANTI-OTA

A microplaca (96 pogos) de poliestireno (Corning, USA) foi revestida com
100 pL de conjugado OTA-BSA 1:30.0000 (77 ng/mL; 7,7 ng/pogo) em tampao carbonato-
bicarbonato 0,1 M pH 9,6 e incubada por 18 h a 4 °C. Apds incubacdo, a microplaca foi
lavada quatro vezes com PBST 0,05% (PBS 10 mM, pH 7,3 + 0,05% Tween 20) e bloqueada
(200uL/pogo) com ovoalbumina (OVA) a 0,1% em PBS (10 mM, pH 7,3), com incubagdo por
4 h a 25 °C. Apos nova lavagem (quatro vezes com PBST), 100 uL de IgG anti-OTA na
dilui¢do de 1:100, obtido de cultivo em meio RPMI (10% SFB) e em meio H-SFM (20, 30, 50
75 e 100%) foram adicionados, seguido de incubagdo (18 h a 4 °C). Lavagem (quatro vezes
com PBST) foi realizada ¢ 100 pL de conjugado anti-IgG ligado a HRP- Horseradish
Peroxidase (IgG-HRP) (1:1.000) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) foram
adicionados, seguido de incubagdo (25° C - 1 hora). Em seguida foi realizada lavagem (seis
vezes com PBST) e adicdo de 100 pL de substrato cromoégeno TMB com incubagao de 20
min a 25° C. A reacdo enzimdtica foi paralisada com 50 uL de H,SO4 a 1 M e absorvancia

lida a 450 nm (Expert Plus, Asys, Cambridge, reino Unido) (KAWAMURA et al., 1989).
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2.7 PROCEDIMENTO DE I-ELISA PARA DETERMINACAO DO PERFIL DO TiTULO DE ACM IGG

ANTI-OTA PARA APLICACAO EM IC-ELISA

Realizou-se diferentes dilui¢des do AcM IgG anti-OTA produzido em meio
100% H-SFM a fim de se avaliar a concentragdo necessaria para obter 50% de ligacdo (titulo)
para posterior aplicagdo na padronizacdo do ic-ELISA. A microplaca (96 pogos) de
poliestireno foi revestida com 100 puL de conjugado OTA-BSA 1:30.0000 em tampao
carbonato-bicarbonato 0,1 M pH 9,6 ¢ incubada 18 h . Apos, foi lavada quatro vezes com
PBST e bloqueada (200 puL/pogo) com OVA a 0,1% em PBS, com incubagdo por 4 h a 25°C.
Apds nova lavagem (quatro vezes com PBST), 100 uL de IgG anti-OTA obtido de cultivo em
100% H-SFM foram diluidos em PBST e adicionados nas diluigdes: 1:10; 1:100; 1:1.000;
1:2.000; 1:5.000; 1:10.000; 1:20.000; 1:50.000; 1:100.000; 1:500.000; 1:1.000.000 e
1:10.000.000, seguido de incubacdo (18 h a 4 °C). Lavagem (quatro vezes com PBST) foi
realizada e 100 pL IgG-HRP (1:1.000) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) foram
adicionados, seguido de incubacdo (25° C - 1 hora). Em seguida foi realizada lavagem (seis
vezes com PBST) e adicdo de 100 uL de substrato cromégeno TMB com incubagdo de 20
min a 25° C. A reacdo enzimdtica foi paralisada com 50 uL de H,SO4 a 1 M e absorvancia

lida a 450 nm (KAWAMURA et al., 1989).

2.8 PADRONIZACAO DE IC-ELISA

Para a padronizac¢do de ic-ELISA foi avaliada a combinagdo de diferentes
dilui¢des do conjugado OTA-BSA (1:10.000; 1:20.000 e 1:30.0000) com diferentes diluigdes
de AcM IgG anti-OTA a fim de se determinar a diluigdo 6tima de OTA-BSA e titulo de AcM
IgG anti-OTA. A microplaca foi revestida com 100 pL. de OTA-BSA em tampao carbonato-
bicarbonato 0,1 M pH 9,6 e incubada (18 h a 4 °C). Apos, a microplaca foi lavada quatro
vezes com PBST e bloqueada (200 uL/pogo) com OVA a 0,1% em PBS, sendo a incubacdo
por 4 h a 25°C. Apds nova lavagem (quatro vezes com PBST), para a etapa de competi¢ao
foram aplicados 50 pL de padrdo de OTA nas dilui¢des de 0,1; 0,2; 05; 1; 2; 5 e 10 ng
OTA/mL metanol:PBST (1:9), constituindo a curva de calibragdo e 50 uL de IgG anti-OTA,
nas diluigdes: 1:2.000; 1:5.000; 1:10.000 em PBST, seguido de incubagdo (18 h a 4 °C).
Lavagem (quatro vezes com PBST) foi realizada e 100 pL. de conjugado IgG-HRP (1:1.000)
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foram adicionados, seguido de incubagdo a 25° C por 1 hora. Em seguida foi realizada
lavagem (seis vezes com PBST) e adi¢do de 100 uL de substrato cromégeno TMB com

incubacdo de 20 min a 25° C. A reagdo enzimadtica foi paralisada com 50 uL. de H,SOsa 1 M

¢ absorvancia lida a 450 nm (KAWAMURA et al., 1989).

2.9 DESENVOLVIMENTO DE CIA BASEADO EM IMUNOSSUPORTE AFFI-GEL 10

Primeiramente realizou-se o acoplamento de AcM anti-OTA ao suporte
Affi-Gel 10 (éster de N-hidroxisuccinimida) (BIO RAD). O suporte ativado Affi-Gel foi
lavado por trés vezes com agua ultra-pura (volume igual a trés vezes o volume do gel) e a
seguir adicionado de solu¢dao de AcM IgG anti-OTA (5, 10 e 20 mg, procedentes do cultivo
em 75 e 100% H-SFM, na propor¢do 1:1) em PBS, sendo o volume de solug¢do de IgG em
PBS na propor¢ao de 2:1 em relagdo ao gel. Apds homogenizagio a mistura foi incubada por
2 horas a temperatura ambiente sob agitacdo orbital lenta para que ocorresse a reacdo de
imobilizagao/acoplamento de IgG ao gel. Apds, filtrou-se o gel (& vacuo) para retirada da
solucdo com IgG ndo acoplados (guardada para avaliacdo de teor protéico) e adicionou-se
solugdo de bloqueio para capeamento dos sitios ativos ndo acoplados por IgG, sendo testadas
duas solugdes etanolamina-HCI1 1,0 M (pH 8,0) (Aldrich) e glicina-etil-éster 1,0 M (pH 8,0)
(Aldrich). Apos incubag@o por 1 hora em temperatura ambiente a solucdo de bloqueio foi
retirada por filtragdo (guardada para avaliacdo de teor protéico) e o gel lavado com volume de
PBS correspondente a 10 vezes o volume do gel, sendo que este foi dividido em dez aliquotas,
para se proceder dez lavagens por filtragdao. O filtrado correspondente a décima lavagem foi
guardado para avaliagdo do teor protéico. O gel acoplado foi distribuido em aliquotas de 0,5
mL em colunas de polipropileno (Muromac Columns, Japao) as quais foram armazenadas
com PBS + 0,02% de azida sddica (Waco puré Chemical Industries) e mantidas sob
refrigeracdo a 4 °C até o uso (BIO-RAD LABORATORIES, 2000; MIYAMOTO et al.,
2008).

2.10 AVALIACAO DA EFICIENCIA DE IMOBILIZACAO DE ACM IGG

Foram avaliadas trés concentragcdes de AcM IgG anti-OTA (5; 10 e 20 mg)

determinadas previamente por método de Bradford. Apds cada etapa da confecgdo da CIA foi

coletada solucao remanescente da filtracdo, sendo do pds-acoplamento, pos-bloqueio com
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etanolamina ou glicina e ap6s décima lavagem com PBS para avaliacdo do teor de proteinas
(MIYAMOTO et al., 2008). A quantidade de IgG imobilizada ao gel foi calculada por
diferenca entre a quantidade de IgG em solugdo antes e apds a imobilizagdo, sendo o célculo

representado pela seguinte equacao:

Eficiéncia de acoplamento (%)= (proteina total — proteina sobrenadante*) x 100

Proteina total

*Proteina sobrenadante (pds-acoplamento+ pds-bloqueio+ pds 10° lavagem PBS)

2.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados referentes ao desenvolvimento de CIA Affi-Gel (CIA 5, 10 e
20) foram resumidos por meio de média e desvio padrao apresentados na forma de tabelas. A
comparagdo entre os efeitos de etanolamina e glicina na taxa de imobilizacdo de IgG anti-
OTA, na taxa de retencdo de OTA e na atividade especifica foi feita pelo teste ANOVA e o
post hoc test utilizado foi o de Tukey, sendo que diferengas significativas foram estabelecidas

para p < 0,05 através da utilizagdo do software SPSS versdo 15.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PRODUCAO DE ACM IGG ANTI-OTA ATRAVES DE CULTIVO DE HIBRIDOMA OTA.1,

PURIFICACAO E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-OTA

Imunoensaios baseiam-se na interacdo especifica entre antigeno (Ag) e Ac,
sendo que o Ac deve ter alta especificidade, baixa reatividade cruzada e disponibilidade
(HARLOW & LANE, 1988a; HEFLE, 1995; NAKANO & NAGATA, 2003). Sua obtencao
depende de Ag imunogénico purificado, protocolo de imunizagdo e técnicas de purificagdo
(NEWSOME, 1986; HEFLE, 1995). Ocratoxina, assim como outras micotoxinas sao
haptenos, ndo estimulando o sistema imune para produ¢do de Ac, necessitando conjugacao
com proteinas carreadoras como BSA, para tornarem-se imunogénicas (GAZZAZ et al, 1992;
HEFLE, 1995; XIAO et al (a), 1995; KIM et al, 2003).

Inicialmente, os imunoensaios utilizaram AcP, produzido em coelhos ou

carneiros, mas limitagdes surgiram para producdo em grande escala, como fornecimento de
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Ag altamente purificado, manutencdo de biotério e variabilidade individual do animal
(WYATT, 1992; THIRUMALA et al., 2000). Com o surgimento da técnica de produgdo de
hibridomas foi possivel produzir AcM com alta especificidade e homogeneidade na estrutura.
A técnica consiste em imunizacdo de camundongo com Ag especifico, retirada de células
esplénicas secretoras de Ac, selecdo e fusdo com célula de mieloma. O hibridoma resultante
pode ser cultivado em meios sintéticos de composi¢ao definida ou na cavidade peritoneal de
camundongo (HARLOW & LANE, 1988 a e b; LA PINE & HILL, 2001).

Cultivo em cavidade peritoneal proporciona maior concentragdo de Ac, mas
possui limitagdes técnicas como: estrutura para manutencdo de animais, questdes éticas no
uso de animais para experimentacdo, presenca de hemacias, fibrina e proteinas inespecificas
no liquido ascitico que dificultam a purificagdo (BRUCE et al., 2002). Ja o cultivo em meio
sintético, (ex. H-SFM) livre de SFB eliminou esses interferentes (LIDDELL & CRYER,
1991; BRUCE et al., 2002; LEGAZPI et al., 2005), mas fornece menor quantidade de IgG
(HARLOW & LANE, 1988b), sendo necessario utilizar estimulantes de crescimento como L-
glutamina para se obter maior concentragdo (BRUCE et al., 2002; LEGAZPI et al., 2005).

O hibridoma OTA.1 utilizado neste experimento foi produzido por
Kawamura et al. (1989) sendo a OTA conjugada com BSA para imunizacdo. Através de
analise por ic-ELISA, o AcM IgG anti-OTA produzido apresentou reatividade cruzada com
OTA de 100 %; com OTC de 63,1 %, e reagiu fracamente com os outros andlogos, sendo para
OTB 0,63%, para OTa 0,06 % e para 4-hidroxi-OTA 1,19 % de reatividade, o que demonstra

a especificidade imunolégica do reagente produzido (tabela 1).

Tabela 1 — Reatividade cruzada de anticorpo monoclonal IgG anti-OTA.1

Amnalogos de Ocratoxina Reatividade cruzada
(%0)~*

Ocratoxina A 100

Ocratoxina C 63.1

(4R -4-Hidroxiocratoxina A 1.19

Ocratoxina B 0.63

Ocratoxina o 0.06

* [X/Y] x 100, sendo X, a quantidade de OTA requerida para inibir 50% da liga¢do de IgG; Y,
quantidade de analogo requerido para atingir a mesma % de inibi¢do (Kawamura et al., 1989).

O cultivo do hibridoma OTA.1 foi iniciado em meio RPMI com 10% de

SFB. A suplementacdo com SFB ¢ essencial para recuperacdo celular pds- descongelamento,
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fornecendo fatores hormonais e proteinas carreadoras de minerais, hormoénios, lipideos e
outros nutrientes essenciais. Gradativamente as células foram adaptadas (tabela 2) ao cultivo
em meio H-SFM, iniciando-se com 10%, passando para 20, 30, 50, 75 até atingir 100%. A
producdo de AcM em 100% H-SFM caracteriza-se como condi¢do ideal, visto esse meio nao
conter SFB e possuir baixa concentracdo protéica (20pug/mL de transferrina e insulina),
diminuindo assim o teor de proteinas interferentes no processo de purificagdo de AcM, bem
como na padronizagdo de imunoensaios (HARLOW & LANE, 1988 b; BRUCE et al.,2002;
LEGAZPI et al., 2005).

Tabela 2 — Adaptagdo de hibridoma OTA.1 ao meio H-SFM: produgdo, purificagdo e
atividade de anticorpo monoclonal Anti-OTA

Meio de cultura (%) Producio de AcM anti-OTA

RPMI +10% Sobrenadante Pos-dialise

H-5FM <FB (mL) Volume Proteina® ‘-Hll'n'ﬂadg _
(mL) mg/mL total (ng)  anti-OTA™
0 100 800 80 36.3 2.904 0,900
20 80 120 72 335 2412 0.960
50 50 900 90 235 2.115 1.240
75 25 1.200 120 6.0 720 2.300
100 0 1.200 120 1.3 156 2.460

SFB - soro fetal bovino.
*Determinado por método de Bradford (1979)
**Determinada por i-ELISA450 nm

Purificagdo de Acs utilizando sulfato de amoénio é método comumente
utilizado para remover proteinas de uma solucdo, pois trata-se de sal com alta solubilidade,
baixo custo e baixa toxicidade. A tabela 2 apresenta os volumes de sobrenadantes dos cultivos
obtidos ao longo da adaptacdo do hibridoma OTA.1 ao meio H-SFM, bem como o volume
final e a concentragdo protéica obtidos pos-purificagdo. Foi possivel observar que conforme
foi aumentando a propor¢ao de meio H-SFM ao cultivo, menor teor protéico foi encontrado,
sendo 33,5 mg/mL para cultivo em 20% H-SFM e de 1,3 mg/mL em 100% H-SFM. Mesmo
sendo essa concentragdo menor em relagdo ao obtido nos outros cultivos, provavelmente seja
a mais proxima do valor real de AcM produzido, uma vez que o meio H-SFM ¢ pobre em
proteinas.

Na eletroforese (figura 1) evidencia-se para AcM IgG anti-OTA obtido em

100% H-SFM, menor numero de bandas e estas bem definidas, visualizando-se entre elas uma
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banda de aproximadamente 25 kDa e outra de 50kDa provavelmente decorrentes da quebra
das moléculas de IgG pelo mercaptoetanol, uma vez que IgG é uma molécula glicoprotéica
com massa molecular de aproximadamente 150 kDa, consistindo em tetrdmero com duas
cadeias leves (25 kDa) e duas cadeias pesadas (50 kDa) idénticas. Assim, confirma-se que
cultivo de hibridoma em meio 100% H-SFM possibilita obter AcM com maior pureza, ou
seja, com menor quantidade de outras proteinas que podem interferir na padronizagdo de

imunoensaios, como ELISA por exemplo.

kDa
180
115
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49 S0 kDA
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FPMI HSF-M HSF-M HSF-M HSF-M

Figura 1 —  Perfil eletroforético pos-dialise de AcM IgG anti-OTA produzido durante adaptagdo no
meio H-SFM em SDS-PAGE (Dodecil Sulfato de Sédio- Gel de Poliacrilamida, corado
com nitrato de prata). Padrdo: marcador de proteina (Bench MarkTM protein Ladder,
Invitrogen, USA)

Para purificagdo dos AcM, foi testado inicialmente 40% de saturacdo de
sulfato de amonio para sobrenadante de meio RPMI (10% SFB), e de meio 20, 50 ¢ 75% H-
SFM, obtendo precipitacdo satisfatoria, com excecdo de H-SFM 75%, que formou pequeno
precipitado e o sobrenadante permaneceu turvo. Assim, avaliou-se precipitacdo com 50% de
saturagdo para H-SFM 75%, bem como para o sobrenadante de 100% H-SFM, obtendo-se
rendimento ainda melhor para RPMI (10% SFB) e H-SFM (20 e 50%), enquanto que 75 ¢
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100% H-SFM continuaram turvos e para estes foi avaliada saturacdo com 60% de sulfato de
amoOnio, que proporcionou boa precipitacio. Com base nesses resultados, preconizou-se
utilizar 50% de saturacdo para sobrenadantes provindo de meio RPMI (10% SFB) e de 20 a
50% H-SFM e 60 % de saturagdo para sobrenadantes de 75 a 100% H-SFM.

Como ja exposto anteriormente o cultivo em meio 100% H-SFM
proporciona baixa quantidade de proteinas o que € vantajoso em relagdo a pureza do AcM IgG
produzido, mas por outro lado dificulta o processo de precipitacdo do mesmo pelo sulfato de
amonio, sendo necessaria a concentragdo do sobrenadante antes da precipitagdo. Neste estudo
foi concentrado aproximadamente trés vezes o volume do sobrenadante do cultivo pelo
método de ultrafiltracdo utilizando membranas de exclusdo molecular (100 kDa).

A qualidade do Ac utilizado ¢ fator decisivo para a obtengdo de
sensibilidade e especificidade em imunoensaios. Estudo comparando a eficiéncia de AcP e
AcM em imunoensaio competitivo para micotoxinas, mostrou sensibilidade e especificidade
superior nos ensaios com AcM, sendo que sua utilizagdo garante a competi¢cdo entre Ags pelo
mesmo sitio de ligacdo do Ac, o qual ¢ altamente especifico (HEFLE, 1995).

Neste estudo, a atividade anti-OTA dos AcMs produzidos nos cultivos
durante adaptacdo ao meio H-SFM, poés-didlise foi avaliada por i-ELISA. Observou-se (tabela
2) valores de absorvancia (450 nm) crescentes conforme aumentou a propor¢ao de meio H-
SFM. Os cultivos com menor quantidade de H-SFM apresentaram maior teor protéico e
menor absorvancia, indicando menor atividade de AcM. Esse maior teor protéico ¢ referente a
grande quantidade de proteinas provindas do SFB, sendo que a quantidade de AcM IgG anti-
OTA ainda esta baixa, pois sua producdo esta iniciando, chegando a0 maximo e com maior

atividade em 75 ¢ 100% H-SFM, representada pelos maiores valores de absorvancia.

3.2 PADRONIZACAO DE IC-ELISA: DETERMINACAO DA DILUICAO DE CONJUGADO OTA-BSA E
DE TiTULO DE ACM IGG ANTI-OTA

Para o desenvolvimento e padronizagdo de ic-ELISA neste trabalho foi
escolhido AcM IgG anti-OTA obtido do cultivo em 100% HSF-M, devido a maior pureza o
que possibilita menor interferéncia no ensaio. Foi realizado i-ELISA para determinar o titulo a
ser utilizado na padronizagdo de ic-ELISA, representado pela dilui¢do de IgG necessaria para
atingir 50% de ligacdo em relacdo a concentragdo inicial. A figura 2 mostra que as diluigdes

de 1:2.000, 1:5.000 e 1:10.000 estao préximas a 50% de ligagdo, sendo que a dilui¢dao de
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1:2.000 apresentou absorvancia de 1,680; enquanto 1:5.000, de 1,220 e 1:10.000 de 0,920.
Assim, essas diluicdes foram escolhidas para serem avaliadas com diferentes dilui¢des do
conjugado OTA-BSA. Alguns experimentos foram realizados anteriormente com diferentes
dilui¢des de OTA-BSA (1:5.000 a 1:40.000) e padroes de OTA e observou-se através de ic-
ELISA que as diluigdes 1:10.000; 1:20.000 e 1:30.000, apresentaram resultados de
absorvancia muito proximos, assim decidiu-se avaliar as trés dilui¢des na padronizagdo deste
ic-ELISA, uma vez que este ensaio tem a aplicacao de padrao de OTA (curva de calibragao) e
de amostras que podem estar contaminadas na etapa de competicdo, podendo sofrer algum

tipo de interferéncia.
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Figura 2 — Perfil do titulo de AcM IgG anti-OTA produzido por Hibridoma OTA.1 em cultivo em
meio 100% H-SFM determinado por i-ELISA.

A figura 3 mostra as curvas de calibragdo (concentragdes de OTA de 0,1 a
10 ng/mL) obtidas no ic-ELISA com a combinagdo dessas diferentes dilui¢des de IgG anti-
OTA e OTA-BSA e os coeficientes de determinacdo (R2). A combinacdo de conjugado OTA-
BSA 1:30.000 e de IgG anti-OTA 1:10.000, apresentou R2 de 0,9930, indicando a melhor
combinagdo e ajuste das variaveis. Fujii et al. (2006), padronizaram ic-ELISA para detecgdo
de OTA em café utilizando IgG anti-OTA na diluicdo de 1:1.000, produzido a partir de
hibridoma OTA.7, enquanto neste trabalho foi possivel utilizar IgG anti-OTA produzido pelo
hibridoma OTA.1 na diluicao de 1:10.000. OTA apresenta caracteristica hidrofobica, o que

favorece interacdo de alta afinidade ao sitio ativo de IgG anti-OTA. Este fato, somado a alta
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especificidade e estabilidade do reagente produzido neste trabalho permitiu a utilizacdo de

IgG em altas diluigdes.

oTa-Bsa  IsGamt -
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Figura 3 — Padronizagao de ic-ELISA: determinagao da dilui¢ao de conjugado OTA-BSA e
de titulo de AcM IgG anti-OTA.

Em relagdo ao conjugado OTA-BSA, Fujii et al (2006) utilizaram em
concentragdo de 4,76 pg/mL, muito superior (aproximadamente 60 vezes) ao utilizado neste
trabalho de 77 ng/mL. Em outro estudo realizado pelos mesmos autores, onde avaliaram a
atividade de AcM IgG anti-OTA, produzido pelo cultivo de hibridoma OTA.1, através de i-
ELISA, OTA-BSA foi utilizado na etapa de sensibilizagdo na concentra¢do de 0,79 ng/mL,
aproximadamente 10 vezes o utilizado neste trabalho. Assim, podemos concluir que o
conjugado OTA-BSA, reagente preparado em nosso laboratério foi de excelente qualidade,
podendo ser utilizado em altas diluigdes, somando-se ainda a alta estabilidade apresentada
durante mais de dois anos de utilizacdo, mantendo a mesma dilui¢do de uso de 1:30.000.
Ressalta-se ainda a importancia da padroniza¢do de cada etapa de um imunoensaio, mesmo
quando se utiliza protocolo idéntico ao de outros estudos ja padronizados, pois, observa-se
grande variacdo nas concentragdes dos reagentes, sejam comerciais ou produzidos no proprio

laboratorio.
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Por se tratar de ic-ELISA escolheu-se utilizagdo de marcador enzimatico
HRP conjugado a IgG e o substrato TMB. IgG-HRP apresenta a vantagem de ser disponivel
para compra e poder ser utilizado em outros imunoensaios, independentemente de qual seja o
antigeno. Ja, os conjugados micotoxinas-HRP, utilizados em ELISA competitivo direto (c-
ELISA), restringem-se a cada diferente micotoxina, elevando o custo quando se deseja
analisar diferentes micotoxinas. Optou-se pela preparacdo em laboratério do substrato
cromogénico TMB, em fun¢do de menor custo e maior estabilidade do reagente em po, com

maior validade, uma vez que o preparo vai sendo realizado de acordo com a necessidade.

3.3 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE CIA BASEADA EM IMUNOSSUPORTE AFFI-
GEL 10

CIAs para micotoxinas sdo desenvolvidas utilizando AcP ou AcM
produzido contra micotoxina especifica o qual é imobilizado em um gel. Para que a CIA
possa realizar eficiente separagdao da micotoxina de outros compostos da matriz alimentar,
deve ser constituida de anticorpo (Ac) com alta especificidade e pouca ou nenhuma
reatividade cruzada. Destaca-se a importancia do pardmetro especificidade, em relagdo a
extensdo do reconhecimento da micotoxina, em comparagdo com co-extrativos
estruturalmente similares que podem estar presentes na matriz, os quais ndo devem ser
reconhecidos pelo Ac. A capacidade da coluna em termos de nimero total de sitios de Acs
disponiveis também ¢ fundamental, pois uma sobrecarga da coluna conduzird a baixa
recuperagdo (SENYUVA & GILBERT, 2010). A afinidade da ligagdo entre Ac-Ag pode
ocorrer por interagdo hidrofébica, ligagdo eletrostatica, forca de Van der Waals e pontes de
hidrogénio, todas relacionadas a caracteristicas conformacionais e eletrOnicas
(HOLTZAPLLE et al., 1996).

Importancia também deve ser dada a escolha do imunossuporte utilizado
para imobilizacdo/acoplamento do anticorpo, o qual deve apresentar alta capacidade de
ligacdo e ao mesmo tempo evitar ligagdes inespecificas. Deve ser quimica e biologicamente
inerte; facilmente ativado e mecanicamente estavel. Sua reatividade ¢ diretamente dependente
da orienta¢dao da imobilizacdo do Ac, bem como do método de ativagdo da matriz e do grupo
reativo disponivel no Ac para o acoplamento. Podem ser constituidos de polissacarideos como
celulose, agarose, Sepharose (PFEIFFER et al., 1987;WIMALASENA & WILSON, 1991;
RHEMREV-BOOM et al., 2001; SHELVER et al., 2002, ).
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Acoplamento orientado do Ac propicia maior capacidade de ligagdo ao Ag,
pois possibilita maior acessibilidade estérica aos sitios ativos de ligagdo. No processo de
imobilizacao de IgG ao suporte ativo Affi- gel 10, utilizado neste trabalho, ocorre ligacao nao
dirigida, ou seja, aleatoria. No entanto, pelo fato deste suporte possuir cadeia de 10 C, ¢
possivel que o espago ocupado pelos d&tomos permita certa liberdade conformacional para que
o Ac encontre espago suficiente para ligagdo ao Ag (VANKOVA et al., 1998).

O imunossuporte Affi-Gel 10 promove ligagdo com a molécula de anticorpo
via aminas primdrias (BIO-RAD LABORATORIES, 2000), sendo que depois da adicdo de
IgG ocorre deslocamento da por¢do N-hidroxisuccinimida e uma ligagdo amida estavel ¢
formada. Como o éster reativo estd imobilizado no gel e apresenta alta seletividade para

grupos amina primarios, falsas reagcdes com outros ligantes sao eliminadas (Figura 4).
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Figura4 — Reacdo de acoplamento de AffiGel 10 com um ligante contendo grupos amino livres.

Segundo o fabricante para imobilizacdo de proteinas em suporte ativado
Affi-Gel 10 ¢é recomendado a utilizagdo de 25 mg de proteina por mL de gel e volume da
solucdo contendo a proteina entre 1,5 a 4,5 mL/mL de gel (BIO RAD LABORATORIES,
2000). Em nosso estudo para o desenvolvimento e padronizacdo da CIA Affi-Gel 10 foram
avaliadas trés concentragdes de IgG anti-OTA, sendo 5, 10 e 20 mg/mL de gel e volume da
solugdo contendo IgG de 2mL/mL de gel. Para efeito de simplificacdo de nomenclatura
optou-se denominar as CIAs confeccionadas de CIA 5, CIA 10 e CIA 20. Apods imobilizagao
de IgG ao gel, 0,5 mL de gel foram acondicionados em colunas de polipropileno (Muromac

Columns, Japao) em solugdo de PBS (figura 5).
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Figura 5 — Coluna de imunoafinidade baseada em suporte ativado Affi-Gel-10 empregando
AcM IgG anti-OTA.1.

Na tabela 3 estdo apresentados os resultados da caracterizagcdo das CIAs em
relacdo ao efeito dos agentes bloqueadores etanolamina-HCL 1,0 M (pH 8,0) e glicina-etil-
éster 1,0 M (pH 8,0) na taxa de imobilizacao de IgG, na da taxa de retengao de OTA e
atividade especifica de CIA 5, 10 e 20. Para CIAs bloqueadas com etanolamina, foram
imobilizados 86,43 % (4,3 mg de IgG) para CIA 5; 85,18 % (8,5 mg) para a CIA 10 e 88,5 %
(17,8 mg) para CIA 20. J& para as CIAs bloqueadas com glicina ocorreu imobilizagdo de
83,75 % para CIA 5 (4,2 mg); 83,83% para CIA 10 (8,4 mg) e 87,93 % (17,7 mg) para CIA
20. Nao houve diferenga significativa na taxa de imobiliza¢ao entre as CIAs 5, 10 e 20
bloqueadas com etanolamina. Entre as CIAs bloqueadas com glicina houve diferenca entre
CIA 5 e 10 e entre CIA 10 e 20. Comparando os dois grupos de CIAs capeadas com
etanolamina e glicina, ndo houve diferenca na taxa de imobilizacdo entre as CIAs com a

mesma concentragdo de IgG.
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Tabela 3 — Caracterizagdo de CIA (5, 10 e 20) confeccionada com suporte Affi-Gel 10: concentragdo de AcM IgG anti-OTA adicionado e
efeito de agente bloqueador na eficiéncia de imobilizacao, capacidade de retengao de OTA e atividade especifica

Iz(G anti-OTA Eficiéncia de CIA na retencio de OTA
Agente — — — Volume - - — )
bl dor Adicionado Imobilizado Imobilizado ilizacio (%) CIA Retenciio Retencio Arividade especifica
oqueador (mg/mL) (mg/mL) (ing/C1A) Imobilizacio (%) (mL) (ng)* (%) (ng OTA/mg IgG)°
5 4.3+0.07 2.2 86.43+1.65 abedef 0.5 144026  72.08+1.41 ade 6.54 ad
Etanolamina-
111:[3;11111 10 8.5+0.15 43 85.18+1.55 bace 0.5 1542047  76.85+2.36 be 3.58 be
1.OM (pH 8.0) 20 17.8+0.53 8.9 88,50:£2,65 cabf 0.5 13.4+0.18 6720091 cd 1.50 cf
3 4724004 2.1 83,75+0,96 deba 0.5 14,0034 70.30=1.60 dac 6,60 da
Glicina-etil- ’
éster 10 8.4=0.01 4.2 83.83+0,35 edba 0.5 14 83+0.23 74.23+1.20 eab 3.52¢eb
1.OM (pH 8.0)
20 17.7£0.42 8.9 87.93x2.02 fbea 0.5 11,4030 36.75€1.52 ¢ 1.28 &
*OTA adicionada (20 ng);

® Letras iguais na mesma coluna nio diferem significativamente pelo teste de Tukey (p< 0,05).
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A taxa de imobiliza¢do de IgG foi calculada levando-se em consideracdo a
concentragdo inicial de IgG aplicada ao gel, e as perdas ocorridas em cada etapa da confecgao.
Para confirmar esses resultados, escolheu-se a CIA 5 capeada com etanolamina, com taxa de
imobilizacdo de 86,43% (4,322 mg) e perda de 13,57% (0,678 mg), para avaliagdo da
atividade anti-OTA ao longo das etapas de confeccdo, através de i-ELISA. Avaliou-se a
solugdo inicial contendo Smg de IgG anti-OTA/mL e os sobrenadantes recolhidos no pos-
acoplamento (0,546 mg), pés-bloqueio (0,114 mg) e pds 10° lavagem com PBS (0,0018 mg).
Na figura 6 observa-se entdo o perfil da atividade anti-OTA durante as etapas de confec¢do da
CIA 5. A solucdo inicial de IgG apresentou altos valores de absorvancia, de aproximadamente
2,8 até a diluicdo de 1:1.000, caindo para aproximadamente 2,4 na dilui¢do 1:10.0000, para

2,2 na dilui¢ao 1:100.000, mantendo absorvancia em torno de 1,0 na diluigao 1:1.000.0000.
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Figura 6 — Perfil de atividade anti-OTA nas etapas de confeccio de CIA 5.

A perda de IgG de 13,57% ocorreu durante as etapas de confeccao da CIA,
podendo ser observada na figura 6, através da atividade de IgG anti-OTA demonstrada pelas
absorvancias obtidas para as solucdes recolhidas no pos-acoplamento, pos- bloqueio e pos 10°
lavagem com PBS Observa-se para as solu¢des puras do pds- acoplamento e pds- bloqueio,
absorvancia em torno de 2,6 a 2,7, caindo para aproximadamente 0,6 para pds-acoplamento e
para 0,8 para pos-bloqueio com etanolamina na dilui¢do de 1:100. A partir da diluigcdo

1:1.000, as absorvancias caem para aproximadamente 0,2, significando que j& ndo ha
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praticamente atividade anti-OTA. Para o sobrenadante obtido pos- 10° lavagem com PBS,
absorvancia em torno de 0,6 foi obtida para a solugdo pura, caindo para 0,2 em diluicdo de
1:100.

Em seguida avaliou-se a eficiéncia das CIAs quanto a capacidade de
retengdo de OTA. Foram aplicados a cada CIA, 10 mL de solucdo de padrao de OTA com
concentragdo de 2,0 ng/mL em PBS-bicarbonato de sédio a 1 % (1:1), totalizando 20 ng. Para
as CIAs bloqueadas com etanolamina as recuperagdes de OTA retida foram: 72,08 % (14,4
ng) para CIA 5, 76,85% (15,4 ng) para CIA 10 e de 67,2% (13,4 ng) para CIA 20. Para CIAs
bloqueadas com glicina houve recuperagao de 70,30% (14 ng) para CIA 5; de 74,23% (14,8
ng) para CIA 10 e de 56,75% (11,4 ng) para CIA 20. A analise estatistica revelou que houve
diferenca significativa na taxa de retengao de OTA entre as CIAs 5, 10 e 20, capeadas com
etanolamina, sendo a maior recuperacdo apresentada pelas CIA 10 (76,85%), fato que se
repetiu para capeamento com glicina, sendo a maior recuperagdo da CIA 10 (74,23%). Nao
houve diferenca entre a CIA 5 capeada com etanolamina e CIA 5, com glicina, bem como
entre as CIAs 10 dos dois grupos, mas diferenga foi encontrada entre as CIAs 20, sendo
maior a taxa de recuperagdo com capeamento por etanolamina.

Finalizando o estudo de caracterizagdo das CIAS, avaliou-se a atividade
especifica através da relagdo ng de OTA retida/ mg de IgG imobilizado para cada CIA.
Vankova et al. (1998) comparando o desempenho de imunossuporte oriundo de acoplamento
orientado e aleatorio, evidenciaram maior atividade especifica de Affi-Gel Hidrazida com
acoplamento orientado (0,68 ng citocinas/mg IgG) em relacdo a Affi-Gel 10 (0,24 pg/mg),
cujo acoplamento ¢ aleatdrio. Neste estudo, para as CIAs bloqueadas com etanolamina,
atividade especifica (tabela 3) foi de 6,54 para CIA 5; 3,58 para CIA 10 e 1,50 para CIA 20.
Para bloqueio com glicina, os resultados foram 6,66 ng OTA/mg IgG para CIA 5; 3,52 para
CIA 10 e 1,28 para CIA 20. Pode-se observar que, na medida em que foi aumentando a
concentragdo de IgG imobilizado, foi diminuindo a atividade especifica, fato ocasionado
provavelmente por bloqueio estérico devido a grande quantidade de moléculas de IgG
imobilizadas, diminuindo entdo a possibilidade de ligagdo de OTA ao sitio de ligagao
especifico do Ac (WIMALASENA & WILSON, 1991).

Andlise estatistica demonstrou que houve diferenca significativa entre CIA
5, 10 e 20 bloqueadas com etanolamina, bem como entre CIA 5, 10 e 20 bloqueadas com
glicina, mas ndo houve diferenga entre as CIAs bloqueadas com etanolamina e glicina para as

mesmas concentragdes de IgG. Assim, as CIAs 5 dos dois grupos apresentaram resultados
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superiores, sendo 6,54 e 6,66, respectivamente para etanolamina e glicina, seguido pelas CIAs
10 (3,58 € 3,52), e por fim pelas CIAs 20 que apresentaram os piores resultados (1,50 e 1,28).
Fujji et al, 2006, obtiveram atividade especifica entre 0,96 a 0,98 para CIAs baseadas em
suporte silica-hidrazida, sendo que as CIAs nao foram capeadas. Assim, pode-se afirmar que
as CIAs confeccionadas neste trabalho podem ser aplicadas para estudo de validagdo em

matrizes alimentares.
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CONCLUSOES

O AcM IgG anti-OTA obtido do cultivo de hibridoma OTA.1 em meio
100% H-SFM apresentou maior pureza na eletroforese e foi utilizado na padronizagdo de ic-
ELISA, com titulo de 1:10.000 ¢ o conjugado OTA-BSA produzido foi utilizado na
padronizagdo em diluicao de 1:30.000. Com relagao as CIAs confeccionadas nao houve
diferenca significativa entre etanolamina e glicina na taxa de imobilizacdo, nem na atividade
especifica para as CIAs dos dois grupos com mesma concentracao de IgG (CIA 5, 10 e 20).
Maiores taxas de recuperagdo de OTA bem como maior atividade especifica foram obtidos
pelas CIAs 5 e 10 capeadas tanto por etanolamina como por glicina, em relagdo as CIA 20.
Diferenga significativa foi encontrada na retencdo de OTA entre as CIAs 20, sendo maior para
bloqueada com etanolamina. Em funcdo dos resultados encontrados para as CIAs 20 em
comparagdo as CIAs 5 e 10 e levando-se em consideracdo que CIA 20 é confeccionada com
concentragdo de IgG quatro vezes e duas vezes superior que CIA 5 e CIA 10 respectivamente,
ndo sendo interessante do ponto de vista econdmico, concluiu-se que CIAs 5 e 10 capeadas
com etanolamina sdo indicadas para se continuar estudos posteriores de validagdo envolvendo

testes em matriz alimentar.
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5.2 SINGLE-LABORATORY VALIDATION OF ELISA BASED ON MONOCLONAL ANTIBODY FOR

PRACTICAL OCHRATOXIN A DETECTION IN WINE

Abstract

Ochratoxin A (OTA) contamination in wine food chain is caused mainly due to ochratoxigenic
Aspergillus sp. infection in the field, which can persist during winemaking process. The
widespread exposure of such a concerning toxin lead to the establishment of very low maximum
permitted levels for OTA, which demands high-performing analytical methods. Reliable highly
sensitive rapid techniques are essential for detection of trace residues, where the immunoassays
point out as practical screening tool. The indirect competitive ELISA (ic-ELISA) was developed
for OTA detection using monoclonal antibody (mAb) produced by hybridoma OTA.1, and its
performance was validated in red (RE), rose (RO) and white (WH) wine. The mAb used in
immunoassay was produced in 100% H-SFM (Hybridoma Serum-Free Medium), gradually
adapting hybridoma OTA.1. The ic-ELISA was standardized for mAb at a titer of 1:10,000,
coupled with OTA-BSA conjugate diluted at 1:30,000, indicating high-grade of such main
reagent. The validation of ic-ELISA was carried out by comparing with HPLC, based on the
parameters as detection limit (0.17; 0.15 and 0.14 ng ml-1 for RE, RO and WH, respectively);
quantification limit (1.29; 0.91 and 0.64 ng ml-1 for RE, RO and WH); accuracy (recovery rate of
90.6; 89.2 and 89.6% for RE, RO and WH), precision assessed by repeatability (RSD of 9.41;
8.01 and 9.29% to RE, RO and WH) and intermediate precision (RSD of 15.81; 12,66 and 12.65%
to RE, RO and WH). The values of accuracy and precision were lower than established by
European Commission. The OTA standard curve showed adequate linearity, as shown by equation
y=-15.31 In(x) + 58.506, R2= 0.9934. The matrix interference (specificity) was tested in residue
of dried extract of non-contamined wine (corresponding to 5 mL of wine). No matrix interference
was observed if the residue suspended in 1 mL of methanol:PBST was diluted at 1:10,
independently of wine. The global uncertainty was 26, 25 and 24% for RE, RO and WH,
respectively, when it was tested at 0.5 ng of OTA ml-1; every three wine types showed
uncertainly of 20%, when it was tested at 2.0 and 5.0 ng ml-1 of OTA. Concerning the OTA
analysis of 70 commercial wine samples (47 RE and 23 WH), natural contamination was detected
in 14 samples (10 RE and 4 WH), with an ic-ELISA and HPLC correlation coefficient of 0.975.
OTA was detected in 12 samples (8 RE and 4WH) (17.1%) by both methods. The ic-ELISA
values for RE ranged from 0.26 to 0.86 ng ml-1 and for HPLC ranged from 0.24 to 0.99 ng ml-1.
The ratio ic-ELISA/HPLC ranged of 0.87 to 1.37. Two samples (2.9%) were OTA positive (0.14
and 0.16 ng ml-1) only by HPLC assay. These concentrations were below the detection limit of ic-
ELISA (0.17 ng ml-1). The ic-ELISA values for four WH samples ranged from 0.29 to 1.12 ng
ml-1, whereas HPLC detection ranged from 0.33 to 0.90 ng ml-1, with ic-ELISA/HPLC ratio of
0.88 to 1.24. OTA was non-detectable in 37 RE (53%) samples and 19 WH (27%). Summarizing,
the high specificity of mAb produced by hybridoma OTA.1 reaching title of 1:10,000 fill up the
essential condition requested by development of biosensor, which coupled with the stable OTA-
BSA conjugate at working-dilution factor of 1:30,000 by ic -ELISA, would be a promising
reagent to engage into sensitive biotool. Therefore improvement on production technology
concerning immunoreagents should be continued, taking to account its strategic status within the
background of nanobiotechnology.

Keywords: Ochratoxin A. Immunotechnology. Wine. Validation.
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1 INTRODUCTION

The ochratoxin A (OTA) contamination in wine food chain is caused mainly
due to ochratoxigenic Aspergillus sp. infection in the field, which can persist during
winemaking process (LEONG et al., 2006 a). Since firstly reported in 1996, its occurrence in
wine depends particularly on composition of the grape mycoflora, climate condition
(temperature, humidity), and manufacturing techniques (Zimmerli & Dick, 1996, Delage et
al., 2003). The wine is the second largest source of OTA, which accounts with approximately
10 to 12% of intake for humans, and it is more frequently found in red wine, followed by rose
and white (Brera et al., 2005).

The International Agency for Research on Cancer (IARC) has classified this
nephrotoxic, teratogenic, cytotoxic, immunotoxic, genotoxic and immunossupressive toxin as
group 2B carcinogen, i.e. carcinogenic to animals and possible human carcinogen (IARC,
1993; Kamp et al., 2005). The widespread exposure of such a concerning toxin has conducted
the establishment of very low maximum permitted limits for OTA, which demands high-
performing analytical methods. Reliable highly sensitive rapid techniques are essential for
detection of trace residues, where the immunoassays point out as practical screening tool.

The European Community monitors contamination by adopting specific
guidelines for OTA in several foods, and the maximum allowed level is 2 pg Kg-1 for all
types of wine (Commission of the European Communities, 2006). Most of the countries have
not established specific legislation for OTA in wine yet. In Brazil there is an ongoing public
consultation (Brasil, 2009), in order to implement a Technical Regulation on Maximum
Tolerated Limits for Mycotoxins in Food, suggesting 2 ng ml-1 for OTA in wines.

Several studies have been performed worldwide, and found highly variable
levels of OTA in wines. In Europe, wines from the South and warmer regions had average
contamination levels of 0.64 pg kg-1 in 72.3% of 635 samples analyzed, while wines from the
Northern incidence of 50.3% for 835 samples and average contamination 0.18 pg Kg-1. In
Southern Italy, where climatic conditions favor the growth of ochratoxigenic fungi, higher
levels were found 7.63 ng Kg-1 with a higher incidence in red wine, followed by rose and
white, in France concentrations between 0.01 to 0.27 pg Kg-1 were found while in Portugal
0.5 nug Kg-1for Port wine (Ratola et al., 2004; Visconti et al., 1999; Pietri et al., 2001; Brera
et al., 2005; Bacaloni et al., 2005).
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Considering the diversity of levels of OTA contamination and the
requeriment of the legislation, sensitive and reliable methodologies are needed.
Chromatographic methods are used in OTA analysis in different food matrices, and the High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) is the official methodology for quantitative
OTA analysis, used with immnunoaffinity column (IAC) for sample clean-up (AOAC, 1995;
Visconti et al.; 1999, Hernandez et al., 2006). This methodology requires sophisticated
equipment, expensive maintenance, long analysis time, qualified and trained stuff, which
makes routine use in the food industry.

Immunochemical methods have been an alternative in the analysis of OTA,
such as ELISA, immunoaffinity and biosensores. ELISA shows high sensitivity and ease
implementation, simplifying the cleaning step, but certain constituents of food matrix may
affect the binding site specific of the OTA, and to validate the assay for each matrix (Scott &
Trucksess, 1997; Lobeau et al., 2005).

Some publications present analysis of OTA in wine by commercial kits,
such as the study by Alcaide & Aguilar (2008) for validation of competitive ELISA (c-
ELISA) for quantification of OTA in sweet wines. With use of immunoaffinity columns for
extraction had a detection limit of 0.054 pg L-1 and recoveries of OTA from spiked samples
with 1 to 3 pg L-1 ranging from 94 to 102%. In comparison with HPLC the kit c-ELISA was
more efficient to quantify OTA in the range 0.25 to 9 ug L-1. Flags et al. (2009) also analyzed
wines by the commercial kit, but based in indirect competitive ELISA (ic-ELISA) and the
liquid-liquid extraction, and found a detection limit of 0.1 pg L-1 and correlated well (90%)
with HPLC.

In Brazil, few ELISA-based methods for analysis of OTA have been
developed, given the difficulty in producing specific imunorreactive. Fujii et al. (2006)
developed ic- ELISA Mab-based IgG anti-OTA, getting coffee for the analysis detection limit
of 3.75 pg L-1 and high correlation (90%) with HPLC.

The growing demand for regulation of maximum tolerated limits for
mycotoxins by the importing countries, the importance of quality control in the wine
producing chain and the dependence on imported kits for routine analysis justify the
production of immunological reagents, development, standardization and validation of
analytical methods applicable to Brazilian reality. Therefore, the indirect competitive ELISA

(ic-ELISA) was developed for OTA detection using monoclonal antibody (mAb) produced by
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hybridoma OTA.1, and its performance was validated in red (RE), rose (RO) and white (WH)

wine.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 REAGENTS

The reagents used were: OTA, ovoalbumin (OVA), horseradish peroxidase
labeled goat anti-mouse IgG (HRP-anti-IgG, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA); anti-
OTA.1 (63.1 % cross-reactivity for OTC in relation to OTA) and OTA-BSA (bovine serum
albumin) were previously prepared and standardized (Kawamura et al., 1989); 3,3'5,5'-
tetramethylbenzidine (TMB) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA ); 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 c¢m i.d)
(Whatman International Ltd., Maistone, England); immunoaffinity column Ochra Test
(Vicam Inc., Watertown, USA) and HPLC grade acetonitrile and acetic acid (Mallinckrodt
Baker, Inc., Phillipsburg, USA).

2.2 OTA STANDARD

OTA standard was purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA) and the
concentration determined by spectrophotometry (M: 403; A: 333 nm; &: 5500). Working
solutions were prepared in acetonitrile: water (50:50, v/v) for HPLC and in methanol: PBST
(1:9, v/v) for ic-ELISA. All chemicals used were of HPLC grade (Instituto Adolfo Lutz,
2008).

2.3 PRODUCTION OF IGG ANTI-OTA MAB

The hybridoma cell line OTA.1 secreting mAb (IgG; kappa isotype) specific
for OTA, is derived from myeloma cell line Sp2/0-Agl4 and splenic BALB/c (Kawamura et
al., (1989), was prepared at Kagawa University (Japan) and was stored in fetal bovine serum
(FBS) and dimethyl sulfoxide (DMSO) (FBS:DMSO, 9:1, v/v) under liquid N2. The anti-
OTA monoclonal antibody (mAb) hybridoma was grown in RPMI 1640 supplemented with
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10% FBS and 2 mM L-glutamine, routinely cultured in a humidified incubator at 37 °C with
5% CO,. After a 2-week adaptation period, RPMI was gradually replaced with 10, 20, 30, 50,
75 and 100% Hybridoma-SFM (serum free medium, H-SFM) supplemented with 100 U/ml
penicillin, 100 pg/ml streptomycin and 2 mM L-glutamine. After cell saturation (close 4 to 5
days) the cells were removed by centrifugation (2,400 x g, 10 min, 4 °C) and the supernatant
was maintained at 4 °C. The mAbs were concentrated by ultrafiltration (Stirred Cell 8400,
Millipore, Billerica, USA) and purified from the supernatant by ammonium sulfate
precipitation (60% saturation, 390 g/1) and centrifugation (11,000 x g). The precipitates were
dissolved in appropriate amounts of 0.1 M phosphate-buffered saline (PBS) pH 7.3, and then
dialyzed against PBS followed by ultrapure water (Purelab Elga, Lane End, England).
Immunoglobulin G (IgG) concentrations were determined by Bradford (1976) method.
Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) of the purified anti-
OTA mAbs was performed according to Laemmli (1970) and the activity anti-OTA was
determined by i-ELISA (Kawamura et al., 1989).

2.4 OTA EXTRACTION FROM WINE SAMPLES

OTA was extracted from 5 ml wine according to Flajs et al. (2009), by
adding 5 ml 1 M HCI and 5 ml chloroform followed by shaking at 150 rpm for 20 min (shaker
MAS830/Marconi ® Laboratory) and centrifuged at 2000 x g for 20 min. The chloroform
extract was partitioned twice with 2 ml 0.1 M bicarbonate. The bicarbonate phase was
acidified with formic acid (pH 2). After two extractions with 2 ml chloroform, the chloroform
extract was evaporated in a water bath (40 ° C) under nitrogen stream. The dried residue was

suspended in 1.0 ml methanol: PBST (1:9, v/v), diluted 10 fold and analyzed by ic-ELISA.

2.5 OTA ANALYSIS BY IC-ELISA

The procedure was performed according to Kawamura et al. (1989).
Polystyrene microplate (96 wells) was coated with 100 ul OTA-BSA at a dilution of
1:30.0000 (77 ng / ml, 7.7 ng/ well) in 0.1M carbonate-bicarbonate, pH 9.6 and incubated 18
h at 4 ° C. After washing (four times) with 0.05% PBST, the wells were blocked with 200 ul
0.1% ovoalbumin (OVA) in PBS and incubated for 4 h at 25 ° C. After washing (four times)
with 0.05% PBST, 50 ul OTA standard or wine sample and 50 pl anti-OTA mAb diluted
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1:10.000 (43 ng ml-1, 2.15 ng / well) in PBST were added. After 18 h incubation at 4 ° C the
microplate was washed four times with PBST, added to 100 pl IgG-HRP conjugate (1:1000)
and incubated for 1 h at 25 © C. New washing (four times) with PBST was carried out and 100
ul TMB were added followed by incubation for 20 min at 25° C. The reaction was blocked by
adding 50 pl 1M H,SO4 and the absorbance was determined at 450 nm (Expert Plus, ASYS,
Cambridge, UK). 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 wine sample or OTA
standard and A- was the mean absorbance in their absence. The OTA concentration in the
samples was determined using a standard curve (0.1 to 10 ng OTA/ml in methanol: PBST,

1:9, v/v), plotting the percentage binding against the log of OTA amount.

2.6 OTA ANALYSIS BY HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY

OTA was analyzed according to Vicam manual (2005) with modifications.
An aliquot of 10 ml wine were added to 10 ml 1% PEG + 5% NaHCOs3, pH 8.3. The mixture
was shaker and filtered through a glass filter. Afterwards, 10 ml the mixture was passed
slowly through the CIA-Ochra Test (Vicam). The CIA was washed with 5 ml of solution
NaCl 2.5% + 0.5% NaHCOs; and then with 5 ml of ultra pure water. OTA was eluted with 2
ml methanol and the eluate dried under nitrogen stream. The residue was suspended in 200 pl
mobile phase (acetonitrile:water:acetic acid (99:99:2, v/v/v) pH 3.2 and 20 pl injected into the
HPLC system (isocratic reverse phase) (LC-10AT VP pump, fluorescence detector RF-10A,
Shimadzu, Japan) with Nucleosil 100 Cig column (5 p m, 4 x 250 mm, Merck, Germany).
Excitation and emission wavelengths were 335 and 475 nm, respectively and the mobile
phase flow rate was 0.8 ml/min. The concentration of the samples was determined using a

standard curve (5 to 100 ng of OTA/ml in acetonitrile:water 1:1, v/v).
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2.7 INTRA-LABORATORY VALIDATION FOR IC-ELISA

The intra-laboratory validation for ic-ELISA was performed in comparison
with HPLC based on the following parameters: accuracy, precision, detection limit (LOD),
quantification limit (LOQ), linearity, specificity and the maximum standard uncertainty.
Determination accuracy was assessed by OTA recovery test from three determinations in
triplicate for ic-ELISA and two determinations for HPLC for red, rose and white wine
samples, in which OTA was not detected (concentration < 0.042 ng ml-1 for red wine, <0.036
ng ml-1for rose and <0.033 ng ml-1 for white wine analyzed by HPLC). There was a pool of
different matrices for red wine (Isabel, Bordeaux, Cabernet Sauvignon and Merlot) rose
(Bordeaux and Isabel) and white wine (Chardonnay, Muscat and Niagara), to better evaluate
the interference of the components in ic-ELISA and HPLC. The samples were spiked in order
to obtain concentrations of 0.5, 1, 2 and 5 ng ml-1 wine. After one day, samples were
extracted for HPLC and ic-ELISA determination (Anvisa, 2003, Commission of the European
Communities, 2006).

Precision was assessed by repeatability and intermediate precision, based on
RSD (%). Repeatability was evaluated by one determination (one extraction) of each
concentration (0.5, 2 and 5 ng ml-1) analyzed in seven replicates at the same day.
Intermediate precision was evaluated by three determinations (three extractions) on three
different days from three concentrations (0.5, 2 and 5 ng ml-1), in seven replicates (ANVISA,
2003; INMETRO, 2007; Commission of the European Communities, 2006).

The LOD for HPLC was calculated as 3-fold standard deviation (SD) and
LOQ as 5-fold SD for each food matrix. The SD was obtained from seven replicates of each
matrix (red, rose and white wine) artificially spiked with 0.1 ng OTA ml-1, in which OTA
was not detected, and showed no peak by HPLC analysis. For ic-ELISA, LOD by the formula
LOD = mean - 3 x SD and LOQ by the formula LOQ = mean - 5 x SD. The mean and SD
were obtained from seven replicates of the blank of each matrix, with no detected OTA
(Tijima et al., 1996, Inmetro, 2007).

Specificity was evaluated by interference of each matrix without
contamination. For HPLC, the chromatograms were evaluated by observing whether
interfering peaks appeared in the same retention time as OTA (approximately 9 min) and for
ic-ELISA the proportion of interference by each matrix in the test. The linearity was evaluated

according to the regression equations of seven calibration curves of OTA (for a month)
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obtained from seven points for ic-ELISA and six points for HPLC, and depending on the
coefficients of determination and level of significance (Statistica 7.0, Tulsa, USA).

The correlation coefficient (R) between ic-ELISA and HPLC was calculated
by comparing the OTA concentrations in naturally contaminated wine samples by Pearson
correlation test (software Statistica 7.0, Tulsa, USA) and the maximum standard uncertainty
for ic-ELISA and HPLC was determined by the formula: Uf=\(LOD/2)2+ (o x C)2, where Uf
is the maximum standard uncertainty (ug kg-1), LOD is detection limit (ng kg-1), a is a
numerical factor whose value depends on the value of C, which is the concentration of interest

(ug kg-1) (Commission of the European Communities, 2006; ANVISA (Brasil, 2009).

3 RESULTS AND DISCUSSION

In this study was performed intra-laboratory validation of ic-ELISA
developed and standardized in a previous study, which were determined optimal dilution of
OTA-BSA conjugate of 1:30.000 (77 ng ml-1, 7.7 ng/well) titer of anti-OTA mAb IgG
1:10.000 (43 ng ml-1, 2.15 ng/ well) and secondary antibody IgG-HRP 1:1.000. The
parameters accuracy, precision, LOD, LOQ, linearity, specificity and uncertainty maximum
standard were analyzed in comparison with HPLC official method recommended for OTA
analysis.

Study on matrix interference of red, rose and white wine was carried out
(Figures 1 and 2) to determine the parameter selectivity/specificity, and this is the first step in
the development and validation of a method should be continuously re-evaluated. In the
standardization of an immunoassay used for food analysis it is essential to evaluate the
influence of the components of each matrix, taking into account that the test is based on
antigen-antibody (Ag-Ab) interaction, and there may cross-react with compounds present in
the matrix. Regarding the composition of wine, there are many variations as there are many
different types and a wide variety of grapes that can be used in manufacturing, in combination
or individually. Thus, the wine composition varies greatly depending on the variety, the

winemaking and aging time.
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ELISA.
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Figure 2 — Matrix interference of RE wine pool (Isabel, Bordeaux, Cabernet Sauvignon and

Merlot) RO pool (Burgundy and Isabel) and WH pool (Chardonnay, Muscat and
Niagara) on OTA determination by HPLC. A: pool RE wine; B: pool RO wine; C: pool
WH wine; D: OTA standard (10 ng ml-1). The dried residue, corresponding to 5 ml of
negative matrix for OTA, was suspended in 200 uL of acetonitrile/water/acetic acid
(99:99:2).
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The main compounds in grapes are the phenolics found in large amounts
and contribute to the organoleptic proprieties, especially color, astringency, and bitterness.
There are two groups of flavonoids (anthocyanins, flavonoids, flavonols and
dihidroflavondis), and non-flavonoids (phenolic acids and hydroxybenzoic acid and its
derivatives, stilbenes and phenolic alcohols). During the process of maturation and aging of
wine the composition will be changed such that the anthocyanin concentration has decreased
by taking part in reaction to the formation of more stable pigments (Monagas et al., 2005).
Thus, standardization and validation of a new immunochemical method, or the application of
an existing method for other matrices, require assessment of each matrix effect.

In Brazil, among other grape varieties, the Isabel has been extensively used
for red and rose wine making. A study on the composition of red wine from this variety,
showed the presence of several phenolic compounds, thirty anthocyanins, two visitin, ten-
hydroxy-phenyl piroantocianins and thirteen flavonols (Nixdorf & Gutiérrez, 2010).

In study, different wine samples were extracted and analyzed by HPLC in
order to obtain uncontaminated matrices to carry out the intra-laboratory validation of ic-
ELISA. There was a pool of different matrices for red wine (Isabel, Bordeaux, Cabernet
Sauvignon and Merlot) rose (Bordeaux and Isabel) and white wine (Chardonnay, Muscat and
Niagara), to better evaluate the interference of the components in ic-ELISA and HPLC.

OTA is usually extracted with acidified organic solvents and sample clean-
up can be performed by liquid-liquid separation, and using sodium bicarbonate (VALENTA,
1998). In this ic-ELISA, was used liquid-liquid extraction, and the wine samples were
acidified and extracted with chloroform and then this phase was washed with sodium
bicarbonate solution and again extracted with chloroform. After extraction, the dried residue
was suspended in 1.0 ml of methanol: PBST (1:9, v/ v) and diluted (1:2, 1:5, 1:10, 1:20 and
1:50) prior to application on the microplate. The technique was efficient for OTA
determination from RE, RO and WH wine. Figure 1 shown that matrix interference occurred
at 1:2 dilution for all the wines, i.e, 7% for red, 6% for rose and 4% for white wine. At 1:5
dilution, interference was 3% and 1% for red and rose and there was no interference for white
wine. At 1:10 dilution there was no interference from any of the matrices. Therefore, it was
established that after extraction of 5.0 ml wine, the dried residue should be suspended in 1.0
ml and diluted 1:10 in methanol: PBST 1:9, v/v prior to ic-ELISA.

Fujii et al. (2006) analyzing OTA in coffee by ic-ELISA reported that 1:100

dilution of the sample was required in order to reduce the matrix interference, which ratifies
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the need for standardizing the method for different matrices. For HPLC, samples were
extracted by CIA Ochra Test, and the dried residue suspended in acetonitrile: water: acetic
acid (99:99:2, v/v/v). Figure 2 shows the chromatograms A, B and C, obtained from the
matrix of RE, RO and WH wine, with no detectable OTA (concentration below the LOD of
0.042 ng ml-1 for RE; 0.036 ng ml-1 for RO and 0.033 ng ml-1 for WH wine). The
chromatogram D was obtained for OTA standard (10 ng ml-1). The LOQs for HPLC were
0.07 ng ml-1 for RE wine, 0.06 ng ml-1 for RO and 0.055 ng ml-1 for WH, while for ic-
ELISA were 0.32 ng ml-1 for RE , 0.27 ng ml-1for RO and 0.23 ng ml-1 for WH wine.

The linearity for HPLC and ic-ELISA was assessed by the calibration curve
of OTA standards. For ic-ELISA, the calibration curve consisted of seven points, with
concentration ranging from 0.1 to 10.0 ng ml-1 (Figure 3) and the regression equation was y=
-15.31 In(x) + 58.506 and the R2=0.9934 (p <0.05). The LOD was 0.17, 0.15 and 0.14 ng ml-
1 for RE, RO and WH wine respectively. For HPLC, the calibration curve was made with 6
points, with concentrations ranging from 5 and 100 ng/ ml. The regression equation was y = X
3.4006 - 1.3077, and R2= 0.9998 (p <0.01). These results confirm the linearity of the methods

evaluated.
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Figure 3 —  Standard curve for OTA detection by ic-ELISA. Circles represent the mean binding
from seven standard curves performed on different days over a 1-month period. Bars
represent standard deviations. The detection limit was 0.17 ng.ml-1 for RE wine, 0.15
ng.ml-1 for RO wine and 0.14 ng.ml-1 for WH wine, which was the minimum
concentration over (12.78, 11.19 and 9.76 %, for RE, RO and WH wine) inhibition
(mean minus 3-fold SD of 0 ng ml-1 OTA) detected by ic-ELISA (Tijima et al., 1996).
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The OTA recovery rates from RE wine, RO and WH, allowed to evaluate
the accuracy of the ic-ELISA and HPLC methods (Table 1). The samples were spiked with
OTA from 0.5 to 5 ng ml-1. The recovery rates by ic-ELISA for RE wine ranged from 77 to
94% (mean 85.0%); from 77 to 94% (mean 83.25%) for RO and from 80 to 96 % (mean
86.25%) for WH wine. For HPLC, the recovery rates ranged from 70 to 94% with mean of
79.25% for RE wine, from 73 to 96% (mean 81.75%) for RO and from 76 to 100% (mean
86,25%) for WH wine. Similar results (72.5 to 80.5%) were reported for OTA recovery in
wines spiked from 0.05 to 1.0 ng ml-1 (Serra et al., 2004).

Table 1 — Accuracy of HPLC and ic-ELISA evaluated through OTA recovery from pool of
spiked red, rose and white wines

OTA Recoverv®*®
Wine aadded.l CLAE ic-ELISA
(ng.ml") [ RSD mean=SD [ RSD mean+SD
0.5 94+316 336 944283 301
1 73£282 336 77071 092
Red 2 80+140 175  79.25+10.69 85071  0.83 85.0+6.98
5 70+263 376 84:607 637
0.5 96+2.98 310 94:£283 301
1 73£3.10 424 77636 825
Rose 2 84£278 330  81.75%10.72 82+£354 431 83 25£7 45
5 74£121 163 80+7.63  9.53
0.5 100+5.88 588 96+5.65  5.88
1 76£193 253 82+848 10.34
25+ 5+
White 2 g3:163 196  or2=1030 87495 569 86.25+7.14
5 784266 341 80£2.54  3.17

* Critical values for recovery (%) according to the Commission of the European Communities (2006): < 1
ng.ml-1 of OTA= 50-120%; 1- 10 ng.ml-1 = 70-110%.** Each result represents the mean +SD of six
determinations for ic-ELISA (duplicate extraction and triplicate analysis) and four determinations for HPLC
(duplicate extraction and duplicate analysis).

According to the Comission of the European Communities (2006), recovery
for contamination lower than 1 ng ml-1 should be between 50-120% and for contamination
between 1 and 10 ng ml-1, recovery between 70 to 110%. The recovery rates for both the ic-
ELISA and HPLC were within the recommended range, therefore these methodologies
showed accuracy. In this study the recovery correlation analysis ic-ELISA/CLAE shows the
efficiency of ic-ELISA with a correlation coefficient R: 0.929, compared with HPLC.
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The applicability of ic-ELISA for OTA analysis in wine samples acquired
from local market and wineries was compared with HPLC (Table 2). This study included 70
samples, 47 RE and 23 WHe wines. OTA natural contamination was detected in 14 samples
(10 RE and 4 WH). OTA was detected in 12 samples (8 RE and 4 WH) (17.1%) by both
methods. The ic-ELISA values for RE ranged from 0.26 to 0.86 ng ml-1 (mean level of 0.42
ng ml-1) and for HPLC ranged from 0.24 to 0.99 ng ml-1 (mean of 0.38 ng ml-1). The ratio
ic-ELISA/HPLC ranged of 0.87 to 1.37. Two samples (2.9%) were OTA positive (0.14 and
0.16 ng ml-1) only by HPLC assay. These concentrations were below the detection limit of ic-
ELISA (0.17 ng ml-1). The ic-ELISA values for four WH samples (5.7%) ranged from 0.29 to
1.12 ng ml-1 (mean of 0.68 ng ml-1) whereas HPLC detection ranged from 0.33 to 0.90 ng
ml-1 (mean of 0.58 ng ml-1) with ic-ELISA/HPLC ratio of 0.88 to 1.24. OTA was non-
detectable in 37 RE (53%) and 19 WH (27%) wine samples.

OTA was not detected in 37 (53%) wine samples by HPLC and in 39
(55.9%) samples by ic-ELISA. The occurrence of false negative samples by ic-ELISA does
not invalidate the immunoassay, since the detection limit was much lower than the maximum
allowed limit (2 ng ml-1) (Commission of the European Communities, 2006).

Observed (Table 2) that the 14 samples positive for OTA, ic-ELISA
detected higher value in 9 (64%) samples, while HPLC detected value greater than ic-ELISA
in 5 (36%). In general, immunoassay may overestimate the concentrations when compared
with HPLC, which can be explained taking into consideration that loss analyte may occur in
the pre-cleaning HPLC and to immunoassay interference of some component of the matrix
can occur either by steric effect, or by competition for binding site Ab (Pestka et al., 1995;
Ono et al., 2000). This fact does not affect the applicability of this ic ELISA based in mAb
IgG anti-OTA to screening of OTA in wine, adding further advantages such as high
sensitivity, simplicity, use of smaller volumes of organic reagents and higher volumes of
buffer, possibility analysis of large numbers of samples which reduces the cost of analysis.

Three wine samples detected by ic-ELISA showed concentrations below the
LOQ (0.32 ng ml -1), and with a concentration of 0.26 and two with 0.29 ng ml-1 (Table 2).
Nevertheless, high correlation between HPLC and ic-ELISA data for naturally contaminated
RE and WH wine sample was achieved with correlation coefficient of 0.975 (Figure 4),
demonstrated the applicability of ic-ELISA standardized for OTA analysis in wine. Flags et
al. (2009) analyzed OTA in musts and wines using a commercial kit, and reported a

correlation coefficient of 0.821 which was lower than that shown in this work.
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Parameter precision was also evaluated through the repeatability and
intermediate precision, in terms of RSD (%). Repeatibility evaluates the concordance of
results within a short period of time (Anvisa, 2003), and intermediate precision indicates the
effect of variations in the laboratory, resulting from different days or different analysts and
different equipment, and is considered more representative of the result variability

(International Conference on Harmonisation, ICH, 1995).



94

Table 2 — Comparative study for OTA analysis in naturally contaminated red and white wine samples by ic-ELISA and HPLC.

OTA ngml =

Wine 1c}]i:Il:£fEA ic—ELIS:M samp 1&5 ic-FLISA HPLC
(OTA detection) HP].“(' n® (%) Positive Range Positive Range
(ratio) samples (mean) samples (mean)
ND-ND 37 (53.0) ND ND
ND-D 2 (2.9) ND 0.14=0.20
ND 0.16=0.26
Red 1.08 0.26=0.12 0.24=0.06
(47) 1.16 0.29=0.20 0.25=0.10
1.16 0.29=0.18 0.25=0.10 0.24 - 0.99
1.30 8 (11.4) 0.35+0.10 0.26 - 0.86 0.27=0.03 I-(DSS)“ -
1.24 ' 0.36=0.32 (0.42) 0.29=0.01 ’
1.30 0.39=0.40 0.30=0.02
1.37 0.56=0.10 0.41=0.20
0.87 0.86=0.22 0.99=0.08
19 (27.0) ND ND
White 0.88 0.29=0.40 0.33=0.14
(23) 1.23 4(57) 0.48=0.16  0.29-1.12 0.39=0.12  0.33-0.90
1.18 o 0.84=0.25 (0.68) 0.71=0.07 (0.58)
1.24 1.12=0.10 0.90=0.02

* Each result represents the mean S D of six determinations to ic-ELISA (duplicate extraction and triplicate analysis) and four determinations to HPLC (duplicate
extraction and duplicate analysis); ic-ELISA= LOD (red wine: 0.17 ng ml-1; white: 0.14 ng ml-1); LOQ (red wine: 0.32 ng ml-1; white: 0.23 ng ml-1); HPLC= LOD
(red: 0.042 ng ml-1; white: 0.033 ng ml-1); LOQ (red: 0.07 ng ml-1; white: 0.055 ng ml-1); D= detected; ND= not detected. 90 0.10.20.30.40.50.60.70.80.91.01.11ic-

ELISA (ng mL-1)-0.20.00.20.40.60.81.01 2HPLC (ng mL-1).
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Figure 4 — HPLC and ic-ELISA correlation for OTA determination in positive
red and white wine samples (n=14). x and y axis correspond to OTA
concentration (ng ml-1) determined independently by ic-ELISA and
HPLC, respectively. Correlation coefficient (0.975) was calculated by
linear regression equation (y= 0.0642x + 1.2590).

Precision analysis for ic-ELISA and HPLC are shown in Table 3. The
repeatability for ic-ELISA showed higher RSD when compared to HPLC for RE, RO and WH
wines at three concentrations (0.5, 2 and 5 ng ml-1). The lowest RSD found for ic-ELISA was
6.06% for WH wine (2 ng ml-1) and the highest was 11.85% (5 ng ml-1). For HPLC the
lowest RSD was 1.46% found for RO wine (5 ng ml-1 and the highest was 3.62% for WH
wine (0.5 ng ml-1). Even though ic-ELISA showed higher RSD than HPLC, values were
lower than those determined by the Commission of the European Communities (2006), which
allows the value of RSD < 40% for OTA levels <1 ng ml-1 and < 20% for levels between 1
and 10 ng ml-1 in OTA repeatability conditions. In a study performed for evaluation of two
commercial kits for c-ELISA (competitive ELISA), was found RSD of 7.3 and 5.7% for
repeatability (Angeline et al., 2008), close to the values found in this study.

As for the intermediate precision for ic-ELISA the lowest RSD was 9.84%
found for WH wine (2 ng ml-1) and the highest for red wine, 18.84% (0.5 ng ml-1). As for
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HPLC smaller RSD was 4.42% for RO wine (5 ng ml-1) and greater than 8.22% for RE wine
(0.5 ng ml-1).

The maximum standard uncertainty, associated with the analytical results
was calculated as follows: Uf=V(LD/2)2+ (a x C)2 (Comission of the European Communities,
2006). This parameter is a variability measurement and the consequent reliability of the
analytical method, which combines the individual contributions of all the error sources. For
ic-ELISA, in the concentration of 0.5 ng ml-1 uncertainty for RE, RO and WH wine was
respectively 26, 25 and 24% and to 2 and 5 ng ml-1 was 20% for the three matrices. HPLC for
the uncertainty was 20% for the three concentrations (0.5, 2 and 5 ng ml-1) and for the three
matrices studied. Ratola et al. 2004 found 70% of uncertainty for concentrations of OTA
below 0.5 ng ml-1 and 37% for higher levels. These values represent an obstacle when the
focus is food security, confirming the difficulty of obtaining analytical precision which

reinforces the need to validate the methodology against different food matrices.

Table 3 — Precision analysis under repeatability and intermediate precision conditions of the
ic-ELISA and HPLC method for OTA analysis.

OTA Repeatability Intermediate precision
Wine ]I;l-l RSD, (%) RSDg (%)
mgml’) =ForC  NMean  ic.ELISA Mean HPLC  Mean  ic-ELISA Mean
05 2684 094 822 18.84
Red 2 1.50 235 9.60 041 6.69 7.19 13.17 15.81
5 270 8.68 6.67 1543
05 220 8.18 2.80 13.88
Rose 2 292 219 8.51 8.01 542 421 11.27 12.66
5 1.46 735 442 12.85
05 3.62 096 6.24 14.23
White 2 1.80 273 6.06 929 448 521 984 12.65
5 278 1185 491 13.87

RSD: Relative Standard Deviation.
Critical values RSDr (%) according to the Commission of the European Communities (2006): < 1 ng ml-1 of
OTA <£40%; 1 and 10 ng ml-1 of OTA is <20% to repeatability.
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CONCLUSION

National production of immunoreagents and development, standardization
and validation of analytical methods applicable to national reality is necessary. This ic-ELISA
developed can be applied for screening of OTA in RE, RO and WH, and showed good
correlation with HPLC (R=0.975) and advantages as simplicity, sensitivity, specificity, using
lower quantities of solvents, facility of implementation, and evaluation capacity of a large
number of samples. Also stands out that the high specificity of mAb IgG produced by
hybridoma OTA.1 reaching title of 1:10,000 fill up the essential condition requested by
development of biosensor and others bio tools. Therefore improvement on production
technology concerning immunoreagents should be continued, taking to account the context of
nanobiotechnology in order to minimize dependence on imports and the current cost of

implementing the quality control of agricultural products.
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5.3 COLUNA DE IMUNOAFINIDADE BASEADA EM AFFI-GEL IMOBILIZADO COM ANTI-

OCRATOXINA MONOCLONAL PARA MONITORAMENTO DE OTA EM VINHO

Resumo

Coluna de imunoafinidade (CIA) baseada em anticorpo monoclonal (AcM) destaca-se na
limpeza e concentragdo de ocratoxina A (OTA) em alimento, devido a alta especificidade e
recuperagdo em matrizes complexas. CIA baseada em suporte ativado Affi-Gel 10 foi
desenvolvida com AcM IgG produzido por hibridoma OTA.1, procedendo adaptacdo gradual
de cultivo no meio RPMI com 10% de soro fetal bovino, a 100% de meio H-SFM
(Hybridoma-Serum Free Medium). O AcM produzido caracterizou-se perante rea¢do cruzada
com os analogos, sendo 63,1 %, com OTC; 0,63% com OTB; 0,06 % com OTa e 1,19 % com
4-hidroxi-OTA. As CIAs foram confeccionadas com 5 e 10 mg de IgG/mL de gel, misturando
AcM produzido em 75 e 100% H-SFM (propor¢do 1:1) e, denominadas de CIA 5 e CIA 10,
respectivamente. A eficiéncia de CIA 5 e 10 foi comparada perante retencdo de OTA na faixa
de 0,5 a 15 ng em tampao PBS-bicarbonato de sodio a 1 % e, o eluato analisando por CLAE.
Considerando a similaridade na taxa de retencdo destas CIAs (p<0,05), elegeu-se a CIA 5
para prosseguir a validacao intra-laboratorial, comparando com CIA comercial. Avaliou-se a
taxa de recuperacdo de OTA em vinho tinto (VT) artificialmente contaminado (0,5, 2 ¢ 5
ng/mL de OTA), deteccao de OTA em vinhos naturalmente contaminados e reutilizacao de
coluna. Avaliando vinho artificialmente contaminado, a CIA 5 recuperou 80,5; 76,87 e
76,75% em relagdo a CIA comercial com 76,85; 86,14 ¢ 84,97 %, respectivamente para VT
contaminado com 0,5; 2; 5 ng de OTA/mL, ocorrendo diferenca significativa entre as colunas,
apenas para 2 ng de OTA/mL (p<0,05). Estendendo o teste de aplicabilidade da CIA
desenvolvida para 14 amostras naturalmente contaminadas (10 VT e 4 vinho branco-VB),
CIA 5 e CIA comercial apresentaram correlacdo R de 0,954. A limpeza de VT com CIA 5
permitiu a deteccao de 0,12 a 0,91 ng/mL de OTA (média de 0,35 ng/mL), em relagdo a 0,14
a 0,99 ng/mL (média de 0,34 ng/mL) com CIA comercial. A limpeza de VB com CIA 5
detectou 0,33 a 0,90 ng/mL de OTA (média de 0,58 ng/m) e, CIA comercial de 0,37 a 1,12
ng/mL( média de 0,62 ng/mL). A regenera¢do de coluna visando reuso foi avaliada,
procedendo cinco determinagdes consecutivas em vinho artificialmente contaminado com 0,5;
2 e 5 ng/mL de OTA. A CIA 5 permitiu reuso em VT por até trés analises seqiienciais, sendo
que para 0,5 ng de OTA/mL, a coluna recuperou 80,50; 78,97 e 78,30 % para primeiro,
segundo e terceiro uso, respectivamente; 76,87; 74,45 e 70,75% para 2 ng de OTA/mL e
76,75; 74,37 e 68,55% para 5 ng de OTA/mL. A CIA comercial permitiu trés usos para 0,5 ng
de OTA/mL (recuperacdo de 76,85; 73,15 e 68,10%, respectivamente), mas apenas um ou
dois usos para 2 e 5 ng de OTA/mL. A tecnologia de produgdo de CIA nacional baseada em
suporte Affi-Gel ¢ viavel desde que condi¢des ideais de confeccdo sejam estabelecidas, com
enfoque na producdo de AcM de alta especificidade, visando atender a demanda exigida pelo
controle de qualidade de vinho.

Palavras — chave: Coluna de Imunoafinidade. Suporte Affi-Gel. Ocratoxina A. Vinho.
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AFFI-GEL IMMUNOAFFINITY COLUMN IMMOBILIZED WITH MONOCLONAL
ANTI-OCHRATOXIN INTENDED FOR OTA MONITORING IN WINE

Abstract

Immunoaffinity columns (IAC) based on monoclonal antibodies (mAbs) are noted in the
cleaning and concentration of ocratoxina A (OTA) in food, due to their high specificity and
recovery in complex matrices. IAC based on support activated Affi-Gel 10 was developed
with IgG mAb produced by hybridoma OTA.1, proceeding gradually adaptation of cultivation
in RPMI with 10% fetal bovine serum, until 100% of medium H-SFM (Hybridoma Serum-
Free Medium). The mAb produced was characterized for cross react with analogues, being
63.1% with OTC, 0.63% with OTB, 0.06% with OTa and 1.19% with 4-hydroxy-OTA. The
CIAs were prepared with 5 and 10 mg of IgG / mL gel, mixing mAbs produced in 75 and
100% H-SFM (proportion 1:1) and called CIA 5 and CIA 10, respectively. The efficiency of
CIA 5 and 10 was compared for OTA retention in the range of 0.5 to 15 ng in PBS-sodium
bicarbonate at 1%, and the eluate analyzed by HPLC. Considering the similarity in the
retention rate of these CIAs (p< 0.05), the IAC 5 was chosen to proceed the intra-laboratory
validation by comparing with IAC commercial. Was evaluated the recovery rate of OTA in
red wine (RE) artificially contaminated (0.5 to 5 ng of OTA ml-1); detection of OTA in
naturally contaminated wine and reusing column. Assessing spiked wine, the IAC 5 recovered
80.5; 76.87 and 76.75% compared to IAC commercial with 76.85; 86.14 and 84.97%
respectively for spiked RE with 0.5, 2 and 5 ng OTA ml-1, although there was no significant
difference between columns (p <0.05). Extending the applicability of test for IAC developed
for 14 naturally contaminated samples (10 RE and 4 white wine-WH), IA 5 and TAC
commercial showed correlation of R= 0.954. The cleaning of RE with IAC 5 allowed
detection from 0.12 to 0.91 ng ml-1 of OTA (average 0.35 ng ml-1) for 0.14 to 0.99 ng ml-1
(average 0.34 ng ml-1) with IAC commercial. The cleaning of WH with IAC 5 detected 0.33
to 0.90 ng ml-1 of OTA (average 0.58 ng ml-1) and IAC commercial of 0.37 to 1.12 ng ml-1
(average 0, 62 ng ml-1). The column regeneration was evaluated in order to reuse, carrying
five consecutive determinations in spiked RE with 0.5, 2 and 5 ng ml-1 of OTA). The IAC 5
allowed reuse in RE for up to three sequential analysis being that for 0.5 ng OTA ml-1, the
column recovered 80.50, 78.97 and 78.30% for first, second and third use, respectively; 76.87,
74.45 and 70.75% for 2 ng of OTA ml-1 and 76.75, 74.37 and 68.55% for 5 ng OTA ml-1.
The IAC commercial allowed three uses to 0.5 ng OTA ml-1 (recovery of 76.85, 73.15 and
68.10%, respectively), but only one or two uses for 2 and 5 ng OTA ml-1. The technology of
production of national TAC based on Affi-Gel support is feasible provided that ideal
conditions for production are established, focusing on the production of mAbs with high
specificity, to meet the demand required by the quality control of wine.

Keywords: Immunoaffinity column. Affi-Gel support. Ocratoxin A. Wine.
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1 INTRODUCAO

Ocratoxina A (OTA) ¢ micotoxina produzida por fungos dos géneros
Aspergillus e Penicillium, com efeitos nefrotoxico, teratogénico, citotdoxico, genotoxico e
potencialmente carcinogénico (IARC, 1993; FINK-GREMMELS et al., 1995; KAMP et al.,
2005). Sendo OTA encontrada naturalmente em uvas, legislagdes cada vez mais exigentes
tém sido adotadas. A Comunidade Européia adota regulamentacdo propondo nivel méaximo
tolerado de 2 pg/L para todos os tipos de vinho, bebidas a base de mosto de uvas, suco de uva,
suco de uva como ingrediente em outras bebidas, incluindo néctar de uva e suco concentrado
e reconstituido de uva, destinado ao consumo humano direto (COMMISSION OF THE
EUROPEAN COMMUNITIES, 2006). No Brasil estd em andamento implantacdo de
Regulamento Técnico sobre Limites Méaximos Tolerados, iniciado com Consulta Publica (n°
100, de 21 de dezembro de 2009), que sugere limite de 10 pg/L para OTA em vinhos.

Assim, monitoramento continuo tem sido o procedimento recomendado no
controle de qualidade. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), acoplada a coluna
de imunoafinidade (CIA), proporciona limpeza eficiente de interferentes e, tem sido a
metodologia recomendada para analise quantitativa de OTA, conforme Association of Official
Analytical Chemists International (AOAC, 1995; VISCONTI et al., 1999; GILBERT &
ANKLAM, 2002; HERNANDEZ et al., 2006).

O bom desempenho de uma CIA proporcionando separagdo eficiente do
analito de outros compostos da matriz, estd relacionado a qualidade do anticorpo (Ac)
imobilizado, sua especificidade, avidez, reatividade cruzada, bem como com a quantidade de
anticorpo que consegue imobilizar. A escolha do suporte solido utilizado € importante, o qual
devera apresentar alta capacidade de ligacao e ao mesmo tempo evitar ligagdes inespecificas.
Deve ser quimica e biologicamente inerte, facilmente ativado, mecanicamente estavel e com
particulas de tamanho adequado. Sua reatividade ¢ diretamente dependente da orientacdo da
imobilizagdo do Ac, bem como do método de ativacao da matriz e do grupo reativo disponivel
no Ac para o acoplamento. Podem ser constituidos de polissacarideos como celulose, agarose,
Sepharose (PFEIFFER et al., 1987, WIMALASENA & WILSON, 1991; RHEMREV-BOOM
etal., 2001; SHELVER et al., 2002).

As ClAs utilizam grande quantidade de IgG o que eleva o custo para sua

produgdo, o qual poderia ser minimizado por regeneragdo das colunas com reutilizagdo sem
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perda significativa na atividade (SCOTT & TRUCKSESS, 1997, WATANABE et al., 2001;
KONDO et al., 2002).

Algumas micotoxinas tém sido analisadas em diferentes matrizes utilizando-
se CIA a exemplo de OTA em 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 ¢ sorgo (PASCALE et al.,
2003) e zearalenona em cereais e ragdes (FAZEKAS & TAR, 2001).

Com a crescente exigéncia das legislagdes, permitindo niveis de
contaminagdo de micotoxinas cada vez menores, principalmente pelos paises importadores,
busca-se desenvolver métodos analiticos mais sensiveis, especificos e validados. A produgado
de imunorreagentes para desenvolvimento de metodologias acessiveis aos laboratorios de
controle de qualidade de todo o pais deve ser incentivada. Assim, propos-se validar intra-
laboratorialmente CIA baseada em suporte ativado Affi-Gel 10 e anticorpo monoclonal

(AcM) IgG anti-OTA.1 imobilizado, para determinacdo de OTA em vinho.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 PRODUCAO DE ACM IGG ANTI-OTA

O AcM IgG anti- OTA foi produzido empregando hibridoma linhagem
OTA.1 secretor de AcM (isotipo 1gG; kappa) especifico para OTA, derivado de mieloma
linhagem Sp2/0-Agl4 e célula esplénica de camundongo BALB/c, produzido por Kawamura
et al., 1989, na Faculty of Pharmaceutical Sciences, Science University of Tokyo, Japan.
Apresentou reatividade cruzada com OTC de 63,1 %, com OTB de 0,63%, com OTa de 0,06
% e para 4-hidroxi-OTA 1,19 %. O cultivo do hibridoma foi iniciado em meio RPMI com 10
% de soro fetal bovino (SFB) (37° C, 5 % CO,), seguido de adaptacdo gradual por adi¢do de
10, 20, 30, 50, 75 ¢ 100 % de meio H-SFM (Hybridoma- Serum Free Medium), suplementado
com 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 2 mM de glutamina (Gibco Co.,
USA). Os sobrenadantes dos cultivos foram colhidos apds 4 a 5 dias de incubagdo sem

reposicdo de meio e foram centrifugados (2400 x g, 10 min a 4° C). Na confec¢do das CIAs
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utilizadas neste trabalho, CIA 5 (5mg de IgG /mL de Affi-Gel) e CIA 10 (10mg de IgG/mL de
Affi-Gel) foram utilizados os AcM IgG anti-OTA obtidos dos sobrenadantes de cultivo com
75 e 100% H-SFM os quais foram adicionados de sulfato de amoénio [(NH4)2SO4] até
concentragdo final de 60% de saturacdo e agitados por 16 horas a 4° C para purificagdo de IgG
e apos, centrifugados (8000x g, 30 min a 4° C). Os precipitados contendo IgG foram
suspendidos em pequeno volume de tampao PBS (10 mM, pH 7,3) (aproximadamente 10% do
volume original) e dialisados contra mesmo tampao (4 x 1 L) a 4° C por 16 horas, seguida de
agua ultra-pura (Purelab Elga, Lane End, England) por mais 16 horas a 4° C (HARLOW &
LANE, 1988c;. VANKOVA et al., 1998). Apos dialise, a concentragio de IgG foi
determinada pelo método de Bradford (1976); o grau de pureza por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) conforme método de Laemmli (1970) e a atividade anti-OTA por
i-ELISA (KAWAMURA et al., 1989).

2.2 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE RETENCAO DE OTA PELAS CIAS 5 E 10 BASEADAS EM

SUPORTE AFFI-GEL

A capacidade de retencdo de OTA pelas CIAs 5 e 10 foi avaliada para seis
concentragdes de OTA: 0,5; 1; 2; 5; 10 e 15 ng), sendo aplicados em cada CIA 10 mL de
OTA (0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 1,5 e 2 ng/mL) em PBS-bicarbonato de sédio a 1 % (1:1), sob
fluxo de 1-2 gotas/seg. As CIAS foram lavadas com 5 mL de solugdo de NaCl + Na,CO; e em
seguida com 5 mL de 4gua ultra-pura (1-2 gotas/seg). A OTA ligada a CIA foi eluida com 3
mL de metanol e quantificada por CLAE.

2.3 VALIDAGAO INTRA-LABORATORIAL DE CIA AFFI-GEL (CIA 5)

Para estudo de validagdo a CIA 5 foi avaliada quanto a possibilidade de
reuso, e quanto a eficiéncia na limpeza e recuperagdo de OTA de matrizes de vinho tinto (VT)
artificialmente contaminadas (0,5; 2 ¢ 5 ng de OTA/mL) e de vinho tinto e branco
naturalmente contaminadas, mediante compara¢ao com uma CIA comercial. Nao foi realizada
validagdo em matriz de vinho branco (VB), visto esta ser menos complexa em relagdo a

matriz de VT.
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2.4 AMOSTRAS

As amostras utilizadas nos experimentos foram adquiridas no comércio
local e em vinicolas. Para o estudo de recuperagio de OTA de amostras artificialmente
contaminadas foram utilizadas amostras de VT (pool das variedades: Izabel, Bordd, Cabernet
Sauvignon e Merlot) negativas para OTA (< 0,042ng/ mL por CLAE), as quais foram
contaminadas com OTA diluida em acetonitrila: agua (1:1) obtendo-se matéria prima
contendo 0,5; 2 e 5 ng/mL. Apds repouso a 25° C por 24 horas, as amostras foram extraidas e

submetidas a limpeza em CIA 5 e CIA comercial e analisadas por CLAE.

2.5 LIMPEZA EXTRACAO DE OTA DE MATRIZ VINHO EM CIA

A extragdo e limpeza das amostras artificialmente e naturalmente
contaminadas foi realizada com 10 mL de vinho adicionados de 10 mL da solu¢do 1%
Polietilenoglicol + 5% NaHCOs, pH 8,3. A mistura foi agitada e filtrada em filtro de vidro e
apos, dividida em duas aliquotas de 10 mL que foram aplicadas lentamente através da CIA 5 e
CIA comercial ao mesmo tempo. As CIAs foram lavadas com 5 mL da solucdo 2,5% NaCl +
0,5% NaHCOs e apds com 5 mL de agua. OTA foi eluida de CIA comercial com 2 mL de

metanol e de CIA 5 com 3 mL, sendo o eluato seco sob N2.

2.6 DETERMINACAO DE OTA POR CLAE

A andlise de OTA foi realizada conforme o descrito no manual da Vicam
(2005) com algumas modificacdes. O residuo seco foi dissolvido em fase mdvel (acetonitrila-
agua-acido acético, 99:99:2, v/v/v, pH 3,2) e 20 uL injetados no sistema de CLAE (isocratico
de fase reversa) (bomba LC-10AT VP, detector de fluorescéncia RF-10AXL, Shimadzu,
Japan) com coluna Nucleosil 100 Ciz (5 um, 4 x 250 mm, Merck, Germany). Os
comprimentos de onda de excitacdo e emissao foram 335 e 475 nm, respectivamente e o fluxo
da fase movel de 0,8 mL/min. O limite de detecgdo para OTA foi calculado como sendo trés
vezes o DP e o limite de quantificagdo como sendo 10 vezes (DP foi obtido de sete medidas
de cada matriz contaminada artificialmente com 0,1 ng de OTA/mL) (Soares, 2006). A
concentracdo das amostras foi determinada utilizando-se curva padrao de calibragdo com

concentragdes de 5 a 100 ng de OTA/ mL de acetonitrila-dgua (1:1).
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2.7 REGENERACAO DE CIA E EFICIENCIA POS-USO

As CIAs foram avaliadas quanto a possibilidade de regeneracdo segundo
Nakajima et al. (1990). Apds cada uso as colunas foram lavadas com 5 mL de tampao TRIS-
HC10,1 M pH 8,5 + NaCl 0,5 M, seguido de 5 mL de tampao acetato de sodio 0,1 M pH 4,5 +
NaCl 0,5 M e 5 mL de PBS. Apds lavagem, as colunas foram mantidas em PBS + 0,02% de
azida sodica (NaN3) a 4° C por 72 horas e reutilizadas sucessivamente por até 5 vezes. A
eficiéncia do processo de regeneragdo foi determinada calculando-se a razdo entre a
concentracdo de OTA recuperada apos cada uso de CIA (ng/mL) e a capacidade original da

coluna referente ao primeiro uso expressa como porcentagem.

2.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados referentes a padronizagdo e validagao de CIA Affi-Gel foram
resumidos por meio de média e desvio padrio apresentados na forma de tabelas. A
comparagao das percentagens de recuperagdo de OTA adicionada em CIA 5 e 10, bem como a
compara¢do entre CIA comercial e CIA 5 na taxa de recuperagdo de OTA de vinho tinto
artificialmente contaminado e de vinhos tinto e branco naturalmente contaminados foram
feitas pelo teste ANOVA ¢ o post hoc test utilizado foi o de Tukey, sendo que diferengas
significativas foram estabelecidas para p < 0,05 através da utilizagdo do software SPSS versao
15.0. A correlagdo entre CIA comercial e CIA 5 na determinagdo de OTA de vinhos tinto e
branco naturalmente contaminados foi feita pelo teste de correlacdo de Pearson e pela

regressao linear.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

CIAs para micotoxinas sdo baseadas na intera¢do entre Ac e micotoxina,
sendo que anticorpo policlonal (AcP) ou AcM anti-micotoxina ¢ imobilizado em um gel e na
passagem do extrato pela CIA, a micotoxina se liga ao Ac especifico. A utilizagdo de AcM ¢
mais vantajosa, pois apresenta especificidade e afinidade uniforme, aliado a baixa reatividade
cruzada, conferindo eficiente limpeza de amostra, mesmo para matrizes complexas

(PFEIFFER et al., 1987; SCOTT & TRUCKSESS, 1997).
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A especificidade do Ac ¢ importante, principalmente em relacdo a extensao
do reconhecimento da micotoxina em comparagdo com co-extrativos estruturalmente
similares que podem estar presentes na matriz alimentar, enquanto a avidez ird influenciar a
taxa de recuperacdo durante a elui¢do. Também deve ser levada em consideracdo a
capacidade da coluna em termos de nimero total de sitios de Ac disponiveis, pois uma
sobrecarga da coluna conduzira a recuperagao pobre. Ap6s imobilizagdo do Ac, em torno de
0,2-0,5 ml de gel ¢ acondicionado em coluna com PBS e no momento de uso o extrato bruto
da amostra ¢ aplicado lentamente na CIA (SENYUVA & GILBERT, 2010).

O imunossuporte utilizado para imobilizacdo do anticorpo deve apresentar
alta capacidade de ligacdo ¢ ao mesmo tempo evitar ligagdes inespecificas. Neste estudo foi
utilizado o imunossuporte ativado Affi-Gel 10, o qual promove ligagdo com a molécula de
anticorpo via aminas primarias (BIO-RAD, 2000). Depois da adi¢do do IgG, a por¢do N-
hidroxisuccinimida ¢ deslocada e uma ligagdo amida estavel ¢ formada. Como o éster reativo
estd imobilizado no gel e apresenta alta seletividade, para grupos amina primarios, falsas
reagdes com o ligante sdo eliminadas.

As CIAs utilizadas neste trabalho CIA 5 e CIA 10 foram desenvolvidas
anteriormente baseadas em suporte ativado Affi-Gel 10 e AcM IgG anti-OTA (figura 1)
imobilizado em concentragdes de Smg de AcM IgG/mL de Affi-Gel para CIA 5 e 10 mg para
CIA 10 e capeadas com etanolamina-HCI 1,0 M (pH 8,0), sendo que apds confec¢ao foram
acondicionados 0,5 mL de gel em coluna de polipropileno (Muromac Columns, Japdo). A
eficiéncia de imobilizacdo de AcM IgG foi de 86,43% (4,3 mg) para CIA 5 e de 85,18 % (8,5
mg) para CIA 10. As CIAs foram avaliadas quanto a eficiéncia de retencdo de OTA, sendo
aplicados 20 ng de OTA, sendo que a CIA 5 reteve 72% (14,4 ng de OTA) e CIA 10, 77%
(15,4 ng), resultando em atividade especifica (ng de OTA retida/mg IgG imobilizado) de 6,54
para CIA 5 e 3,58 para CIA 10.

Neste trabalho CIA 5 e 10 foram inicialmente avaliadas quanto a eficiéncia
na recuperagdo de OTA em tampdo PBS-bicarbonato de sodio a 1 % (1:1) para seis
concentragoes: 0,5; 1; 2; 5; 10 e 15 ng visando posterior validagdo em matriz alimentar. Na
tabela 1 estdo elencados os resultados para as duas CIAs. Observou-se que para menores
concentragdes de OTA a taxa de retencdo foi maior, diminuindo a medida que aumentou a
concentragdo de OTA. Para OTA em concentragdo de 0,5 ng, alta taxa de retencao de 94% foi
obtida tanto pela CIA 5, quanto pela CIA 10. Para concentracdo de OTA de 1 ng a retengdo
foi de 82% pela CIA 5 e de 87% pela CIA 10. Ja para 10 ng de OTA, CIA 5 e¢ CIA 10
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mesma percentagem de retencdo (73 %) foi obtida. Uma vez que ndo houve diferenga
significativa (p<0,05) na taxa de retencdo de OTA entre CIA 5 e 10 e que CIA 5 ¢
confeccionada com metade da concentragdo utilizada para confecgao de CIA 10, prosseguiu-

se o estudo de validagdo intra-laboratorial com CIA 5.

Tabela 1 — Percentagem de retencdo de OTA (em tampao PBS-bicarbonato de sodio 1%)
adicionada em CIA Affi-Gel (CIA 5 e CIA 10)

CIA Affi-Gel OTA Total OTA OTA o CcV
(mg IgG/ Adicionada” Adicionada recuperada i fn, - o
mL Affi-Gel (ng/mL) (g) (ng) recuperaciao (%)

imobilizado)
0.05 0.5 0.47=0.02 94,0=4.27 a° 4.54
0.1 1.0 0.82=0.09 82.0+9.83 v 11.98
0.2 2.0 1,60=0.08 80.1=4.40 ¢ 5.49
CIAS 0.5 5.0 3.82=0.08 76.4=1.62 d 2,12
(4.3mg/mL) 1.0 10.0 7.30=0.21 73,0£2.12 e 2.90
1.5 15.0 10.8=0.46 72.0+£3.06 £ 4.25
0.05 0.5 0.47=0.03 94.0=5.16 a 5.49
0.1 1.0 0.87=0.05 87.0+4.92 v 5.66
0.2 2.0 1.68=0.12 84.0=6.13 ¢ 7.29
(ggitﬁl) 0.5 5.0 3.85=0.18 77.0£3.70 4 —‘1.80_
TUE 1.0 10.0 7.30=0.06 73.,0=0.63 e 0.86
1.5 15.0 12.2=0.13 73.0+0.89 £ 1.22

* Foram adicionados a CIA 5 e CIA 10, 10 mL de solu¢do de OTA em tampdo PBS-bicarbonato de sddio 1 %
(1:1) sob fluxo de 1-2 gotas/segundo.

® Letras iguais na mesma coluna significa que nio houve diferenca significativa entre as CIAs pelo teste de
Tukey (p< 0,05).

¢ Média + DP de duas repeti¢cdes em duplicata.

A validacdo intra-laboratorial de CIA 5 foi realizada em comparacdo com
CIA comercial (figura 2), sendo iniciado com avaliagcdo da recuperacdo de OTA de matriz de
VT (negativa para OTA, < 0,042 ng/ mL por CLAE) artificialmente contaminada com 0,5; 2 e
5 ng/mL. Para esta avaliagao utilizou-se um pool de VT constituido com as variedades Izabel,
Bordo, Cabernet Sauvignon e Merlot. Segundo Senyuva & Gilbert, 2010, o desempenho de
uma coluna comercial ou fabricada no proprio laboratério (in house) pode ser avaliado com

base na recuperagdo do analito que pode ser obtida com adigdo de padrdes.
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Figura 1 — Coluna de imunoafinidade Figura 2 — CIA comercial
baseada em suporte ativado
Affi-Gel-10 empregando AcM
IgG anti-OTA.1

Observou-se (tabela 2) que para a concentragdo de OTA de 0,5 ng/mL a
CIA 5 propiciou recuperacao de 80,5 % (0,4 ng/mL), enquanto a CIA comercial recuperou
76,85 % (0,38 ng/mL). Para o nivel de contaminagdo de 2 ng/mL, maximo permitido
Comunidade Européia a CIA comercial mostrou-se superior com taxa de recuperagdo de
86,14 % (1,72 ng/mL) contra 76,87% da CIA 5. Para a maior concentracdo de OTA avaliada
de 5 ng/mL, a CIA comercial recuperou 84,97 % (4,24 ng/mL), enquanto a CIA Affi-Gel
recuperou 76,75% (3,84 ng/mL). Nao foi encontrada diferenca significativa entre CIA
comercial e CIA 5 na taxa de recuperacao de OTA para as concentracdes de 0,5 ¢ 5 ng/mL,

mas diferenga foi observada para 2 ng de OTA/mL (p<0,05).

Tabela 2 — Comparacio entre CIA comercial e CIA 5 na recuperagao de OTA de vinho tinto
artificialmente contaminado.

CIA comercial® CIA 57 =
ota &
ici oTA oTA oV -

adicionada . X Recuperacio Loty . N Recuperacao (%a) CIA
(ng/mL) recuperada (%%) (%) recuperada () A
(ng/ml.) ’ (ng/mL) comercial
0.5 0.38 76.85+5.03 aa® 6.53 0.40 80.50=1.91 bA 2.39 1.04
2 1.72 86.14+6.53 aB 7.59 1.54 76.87+8.50 bC 11.04 0.89
= 4.24 84.97=3.10 aD 3.64 3.84 76.75+3.98 bD 5.94 0.90

* Média + DP de duas repeti¢cdes em duplicata.

® Letras mintsculas iguais na mesma coluna (analise entre as diferentes concentragdes de OTA) e letras
maitsculas iguais na mesma linha (analise entre CIAs) ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(p<0,05);
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Recuperagdo de micotoxina de CIA ocorre em fun¢do da especifidade dos
Acs, das suas concentragdes ¢ da acessibilidade do Ag ao Ac quando o extrato da amostra ¢
aplicado através da coluna, sendo dependente das caracteristicas do gel e da velocidade de
fluxo da passagem da amostra. Quando o fluxo ¢ alto, pode impedir a ligagdo da micotoxina
enquanto fluxo adequado garante boa recuperagdo. O desempenho da CIA pode ser afetado
pela baixa concentra¢do de Acs imobilizados ou Acs com baixa afinidade ou avidez, ou ainda
devido a protocolo de eluicdo ndo adequado, resultando em baixa recuperacdo. Estudos
comparativos entre colunas comerciais e in-house mostram que mesmo as colunas comerciais
podem apresentar falhas na etapa de ligacdo do analito ao Ac imobilizado (SENYUVA &
GILBERT, 2010).

Dentro do processo de validacao de CIA 5 foi avaliada sua aplicabilidade na
limpeza de amostra e recuperacio de OTA de vinhos naturalmente contaminados em
comparac¢do com a CIA comercial. No processo de extracdo das 14 amostras de vinho (10 VT
e 4 de branco-VB), o extrato obtido de cada amostra foi dividido em dois volumes exatamente
iguais e aplicados em cada CIA ao mesmo tempo, reduzindo assim, possiveis erros
decorrentes do preparo e processo de extra¢do. Para VT, CIA 5 apresentou recuperagao
superior para cinco amostras e para vinho branco para duas amostras (tabela 3). A razdo CIA
5/ CIA comercial variou de 0,79 a 1,40 para VT e de 0,85 a 1,24 para VB. A analise de
correlagdo realizada pelo teste de correlacdo de Pearson mostrou alta correlagao (R= 0,9539)

entre CIA 5 e CIA comercial (figura 3).
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Tabela 3 — Estudo comparativo entre CIA comercial e CIA Affi-Gel (CIA 5) na
determina¢do de OTA de vinhos tinto e branco naturalmente contaminados

OTA Recuperada

(ng/mL)* Razio

Vinho  Amostr: = CIA 5/ CIA
mhe - Amostra CIA Media CIA 5 Meédia - :

; . ‘'omercial

Comercial
1 0.14=0.20 0.12%0.03 0.86
2 0.16=0.26 0.18+0.07 1.13
3 0.24=0.06 0.21=0.06 0.79
4 0.25+0.10 0.25+0.04 1.00
Tinto 5 0.27+0.03 0.29+0.04 1.07
6 0.29+0.01 0.34 0.24=0.04 0.35 0.83
7 0.30=0.02 0.32+0.07 1.07
8 0.33=0.04 0.37%0.03 1.12
9 0.41=0.20 0.57=0.02 1.40
10 0.99=0.08 0.91%0.03 0.92
11 0.33=0.14 0.37=0.12 0.89
12 0.39=0.12 0.38=0.01 . 0.97
» gl

Branco 13 0.71=0.07 0.58 0.60=0.08 0,62 0.85
14 0.90=0.02 1.12+0.03 1.24

* Média + DP de duas repeti¢des em duplicata.
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Figura 3 — Correlacdo entre CIA comercial e CIA Affi-Gel 10 na determinagdo de OTA de amostras
de vinho tinto e vinho branco, naturalmente contaminadas. Os eixos X e y correspondem a
concentracdo de OTA (ng/mL) determinadas independentemente pela utilizacdo de CIA
comercial e CIA 5 na etapa de limpeza e concentragdo de OTA para analise em CLAE. O
coeficiente de correlagdo R= 0,9539 foi calculado pela equagdo de regressdo linear Y=
0,03431x +0,88191.
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As desvantagens em relacdo ao alto custo de CIA comercial para aplicagao
na rotina de controle de qualidade e a alta quantidade de AcM IgG necessaria para confec¢ao
de CIA in house, podem ser minimizadas com aplicagdo de eficiente processo de regeneragio
de coluna possibilitando seu reuso sem perda significativa na atividade. Com esse intuito foi
avaliada também neste trabalho a possibilidade de reutilizagdo da CIA 5 em comparagdo com
CIA Comercial durante cinco usos para amostras de VT artificialmente contaminadas.

Apo6s cada uso CIA comercial e CIA 5 foram regeneradas e os resultados de
recuperacdo de OTA durante os sucessivos usos estdo apresentados na tabela 4. A analise de
eficiéncia das CIAs apds cada uso foi realizada calculando-se a razdo entre a concentracao de
OTA recuperada (ng/mL) e a capacidade original de cada coluna referente ao primeiro uso.

Para a concentragdo de OTA de 0,5 ng/mL a CIA comercial apresentou
recuperagdo de 76,81% no primeiro uso; 73,15% no segundo e 68,10% no terceiro, enquanto
CIA 5 recuperou 80,50%, 78,97% e 78,30% respectivamente no primeiro, segundo e terceiro
usos. Tanto para CIA comercial como para a CIA 5 ndo foi encontrada diferenga significativa
entre os trés primeiros usos, mas foi encontrada entre terceiro, quarto € quinto usos para as
duas CIAS. Por outro lado, comparagdo entre as duas CIAs mostrou que ndo houve diferenca
entre elas na taxa de recuperacdo no primeiro e segundo usos, mas houve diferenca entre
terceiro, quarto e quinto usos (p<0,05), sendo que CIA Comercial apresentou recuperacao de
52% e 38,86% no quarto e quinto usos e CIA 5 recuperagdo de 68,10% e 60,15%. Para essa
concentragdo de OTA avaliada (0,5 ng/mL) pode-se inferir que tanto CIA comercial como
CIA 5 apresentaram recuperacdo aceitdvel por até trés usos consecutivos, apds duas
regeneragoes.

Em relacgdo a eficiéncia pds-uso, a CIA 5 manteve 85% de recuperagdo no
quarto uso em relagdo a primeira utilizacdo e 75% apds quinto uso, enquanto CIA comercial
manteve 67,53% e 50,65% apds quarto e quinto usos respectivamente.

Para a concentracdo de 2 ng de OTA/mL de vinho CIA comercial recuperou
86,14% no primeiro uso, caindo para 64,62% no segundo e para 56,37% no terceiro uso,
existindo diferenca significativa entre as trés medidas. Ja CIA 5 apresentou 76,87% de
recuperacdo no primeiro uso, 74,45% no segundo uso e 70,75% no terceiro uso, sendo que
ndo ocorreu diferenga significativa entre as trés medidas (p <0,05). Observa-se na tabela 4 que
para o quarto e quinto uso CIA comercial recuperou 43,75% e 37,52% respectivamente,

enquanto CIA 5 obteve resultados superiores, de 54,47% e 52,48% no quarto e quinto usos.
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Tabela 4 — Recuperacdo de OTA de vinho tinto artificialmente contaminado por CIA Comercial e CIA 5 durante cinco usos sucessivos €
eficiéncia das CIA apds cada uso

OTA CIA Comercial® CIA 5° Razio

adicionada Uso® OTA Recuperacio  CV  Eficiéncia OTA CV  Eficiéncia CIA S
(ng/mL) recuperada (%) %a) pﬁ’s—u;sa recuperada Recup?ragﬁo (%) pda—u:;o Cmﬁihl‘

(ng/mL) (%) (ng/mL) (%) (%) :

1 0.38 76.85+£5.03 aA”  6.53 100.0 0.40 80.50=1.91 a&% 2.39 100.0 1.05

2 0.37 73.15£1.41 aB 1.94 94 80 0,39 7897424 3B 5.37 98.75 1.05

0.5 3 0.34 68.10£2.83aCc 416 88.30 0.38 78.305.65aD 725 97.50 1.12

4 0.26 52.06+£2.83 vE 543 67.53 0.34 68.10=2 83 vF 416 85.00 1.31

3 0.20 38.86x1.41 G 3.63 50.65 0.30 60.15£2.83tH 4.71 75.00 1.50

1 1.72 36.14+6.53 aA 7.59 100.0 1.54 76.87£8.50aB 11.04 100.0 0,89

2 1.25 64.62+4.95 bC 7.67 75.00 1.49 74,4550, 70aD 0,94 93.13 1.19

2 3 1.13 56.37x1.77 cE 3.14 65.47 1.42 70.75£1.06 aF 1.49 58.50 1.26

4 0.88 43.75£2.474G  5.65 50,93 1.10 34 475071 vH 1.30 63.13 1.25

5 0.75 37.52+0.71 el 1.89 4350 1.05 52 48+3 54w 6.73 65.63 1.40

1 4.25 34.97+3.10 aA 3.64 100.0 3,84 T6.75+£3.98 a4 5.94 100.0 0,90

2 3.83 77.15£1.41 aB 1.83 90,82 3.73 7437042 aB 0.57 96.74 0,98

5 3 3.11 62.15+4 38 bC 7.06 73.06 3.42 68.55x0.42 aC 0.62 89.19 1.10

4 238 47.50x1.84 D 3.87 55,88 3.23 64,62+0.85 vE 1.31 84.11 1.36

5 2.14 42 67x1.84 dF 431 50.24 3.18 63571 41w 222 52.81 1.49

CV= Coeficiente de Variagao; a Média + DP de duas repetigdes em duplicata; bReutilizagdo de CIA apds processo de regeneracgdo; ¢ Eficiéncia de CIA pds-uso (ng/g) em
relacdo a capacidade original (uso 1); d Letras mintisculas iguais na mesma coluna (andlise entre diferentes usos da CIA) e letras maiusculas iguais na mesma linha (analise
entre CIAs) ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05); e Razdo CIA 5/CIA comercial para cada uso.
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Foi avaliada também recuperagdo pelas CIAs para 5 ng de OTA/mL de
vinho. CIA comercial atingiu 84,97% de recuperagdo no primeiro uso; 77,15% no segundo e
62,15% no terceiro uso, sendo que ndo ocorreu diferenca significativa entre primeiro e
segundo uso, enquanto CIA 5 atingiu 76,75% no primeiro uso, 74,37% no segundo e 68,55%
no terceiro, ndo ocorrendo diferenga significativa nos trés (p < 0,05). No quarto e quinto uso
CIA comercial recuperou 47,5% e 42,67% respectivamente, contra recuperacao pela CIA 5 de
64,62% e 63,57% respectivamente.

Pode-se observar ainda que CIAS apresentou maior estabilidade no decorrer
dos cinco usos e conseqiientemente maior eficiéncia pds-regeneragdo comparada a CIA
comercial, sendo que para concentracdo de OTA de 0,5 ng/mL, apresentou em relagdo ao
primeiro uso, eficiéncia de 98,76 a 75% do segundo ao quinto uso. J& para 2 ng de OTA/mL
de vinho, apresentou variacdo de 93,13 a 65,63% e CIA comercial de 75 a 43,5 % do segundo
ao quinto uso e para concentra¢do de OTA de 5 ng/mL a CIA 5 apresentou a maior eficiéncia,
sendo variagdo de 96,74 a 82,81% do segundo ao quinto uso, enquanto CIA comercial
apresentou variagao de 90,82% a 50,24%.

A diminuicdo gradual na recuperagdo de OTA e consequentemente na
eficiéncia das colunas apos cada uso, provavelmente se deva a inativagdo de AcM IgG
imobilizado causada pelo solvente de eluicao (metanol), somado a perda gradual de moléculas
de AcM IgG imobilizadas ao gel durante os sucessivos processos de regeneragdo e ainda pela
possibilidade de ter ocorrido interferéncia na ligagdo de OTA-Ac por componentes da matriz
de VT, principalmente pigmentos. Assim testes para detectar ligagdes ndo-especificas devem
ser realizados sempre que uma nova matriz ¢ analisada ou quando surgem problemas com
interferentes, sendo uma maneira de deteccdo a comparagdo com CIA de outros fabricantes
(SENYUVA & GILBERT, 2010).

A CIA 5 confeccionada com suporte ativado Affi-Gel foi capeada com
etanolamina pods-imobilizagdo de AcM IgG, prevenindo assim a ocorréncia de ligacdes
inespecificas ao gel de componentes da matriz alimentar, bem como de OTA, pois ligagcdo nao
seletiva de OTA ao gel, reduziria a eficiéncia da coluna baseada em separacdo por
bioafinidade levando a subestimagao da quantidade de OTA eluida.

Em trabalho realizado anteriormente em nosso laboratério por Fujji (2007)
foi desenvolvida CIA baseada em suporte silica-hidrazida para aplicacdo em estudo de
recuperagao de OTA de arroz, milho e café artificialmente contaminados. Obteve recuperagao

variando de 69,72 a 29,21% para arroz, de 72,80 a 49,73% para milho e de 59,42 a 11,66%
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para café durante cinco usos, enquanto a CIA comercial utilizada para comparagao, recuperou
taxas em torno de 90% durante cinco usos para arroz ¢ milho e menor recuperagao de 67,02%
a 11,62% para café durante cinco usos. A autora atribuiu a baixa percentagem de recuperagdo
pela CIA silica-hidrazida a auséncia de capeamento da CIA. Recomendou uso Unico para as
tré€s matrizes: arroz, milho e café, dado a baixa recuperagdo obtida na segunda utilizagdo apods
regeneragdo, enquanto a CIA comercial apresentou recuperagdo aceitavel por 5 usos
consecutivos para arroz € milho e uso unico para café.

A maior estabilidade e eficiéncia apresentada pela CIA 5, baseada em
suporte Affi-Gel estd associada a alta qualidade do AcM IgG anti-OTA produzido através de
cultivo de hibridoma OTA.1, bem como ao maior volume de gel (0,5 mL) acondicionado na

coluna em comparagao com a CIA comercial confeccionada com volume em torno de 0,3 mL.
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CONCLUSAO

A producdo de reagentes imunologicos aplicada ao desenvolvimento de
imunotécnicas em paises agropecuarios ¢ fundamental a fim de se garantir a competitividade
frente a globalizagdo. A CIA Affi-Gel confeccionada com 5mg de AcM IgG/mL (CIA 5)
comprovou sua aplicabilidade na andlise de OTA em vinho por até trés usos. Uma vez que se
dispde de AcM especifico a partir de cultivo de hibridoma deve-se continuar investindo na
tecnologia de produgdo de CIA baseada em suporte Affi-Gel a fim de atender a demanda

nacional minimizando custo referente a sua aquisi¢ao.
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CONCLUSOES

O AcM IgG anti-OTA produzido em meio 100% H-SFM apresentou alta
especificidade atingindo titulo de 1:10.000 em ic-ELISA, constituindo-se em reagente

promissor para emprego em bioferramentas sensiveis.

O ic-ELISA desenvolvido, padronizado e validado intra-laboratorialmente em
comparagdo com CLAE (R=0,975), proporcionou sensibilidade, especificidade,
precisdo e exatiddo adequados, permitindo aplicacdo em analise de OTA em vinho

tinto, rosado e branco.

CIA Affi-Gel 5 confeccionada com 5mg de AcM IgG/mL obtido de cultivo em 75 e
100% H-SFM (1:1) e capeada com etanolamina foi validada intra-laboratorialmente
em comparagdo com CIA comercial, apresentando alta correlagdo (R=0,954) na
analise de 14 amostras naturalmente contaminadas confirmando sua aplicabilidade no

controle de qualidade de vinho.

A regeneracdo de CIA 5 visando reuso foi avaliada em comparagio com CIA
comercial, apresentando possibilidade de trés usos para as concentracdes analisadas
(0,5; 2 e 5 ng/mL), enquanto CIA comercial permitiu trés usos para 0,5 ng de

OTA/mL mas apenas um ou dois usos para 2 ¢ 5 ng de OTA/mL.

A tecnologia de produgao de CIA nacional baseada em suporte Affi-Gel € viavel desde
que condig¢des ideais de confeccdo sejam estabelecidas, com enfoque na producdo de
AcM de alta especificidade, visando atender a demanda exigida pelo controle de

qualidade de vinho.
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