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SANTOS, J.SAplicacao biotecnoldgica: anticorpo monoclonal antdesoxinivalenol para
monitoramento e avaliagdo da exposi¢cédo pelo consurde trigo (Triticum aestivum L.).
2009. Tese (Doutorado em Ciéncia de Alimentos) 4véisidade Estadual de Londrina,
Londrina-PR. Orientadora Profé Dr2 Elisa Yoko Hkao

RESUMO

Fusariumspp., fitopatdogeno relevante no campo, pode pioduzotoxinas de ocorréncia inevitavel
em produtos de origem veget&l. graminearumcontamina trigo e pode produzir desoxinivalenol
(DON), tricotoceno de carater citotoxico, eméticaoniidor de sintese protéica, responsavel por
perdas na agricultura e produc¢do animal. Analéigm uso de solvente toxico e sem equipamento
sofisticado tem sido a meta de biotecnologia ndrotinde qualidade visando seguranca alimentar. O
trabalho teve como objetivo padronizar método inhbgioo para deteccdo de DON em trigo e
derivados e avaliar a Ingestdo Diéria Estimada )IDé&sta toxina pela populagdo de Londrina-PR.
Para isso, AcM foi produzido por hibridoma linhagBf®N.3 em meio RPMI + 10 % de soro fetal
bovino (SFB), sendo o meio gradativamente subdttyior Hybridoma-Serum Free Mediuii-
SFM), resultando em 2320 mL de sobrenadante de culdosobrenadantes referentes aos meios
contendo RPMI + 10 % SFB, 75 % e 100 % meio H-SEBMBQ mL) foram precipitados com sulfato
de amobnio a 40 % de saturacéo, dialisados cont&adPB7,3 seguido por agua ultra-pura, obtendo-se
71,3 mg de AcM anti-DON semi-purificado para desdvimento deEnzyme linked immunossorbent
assayELISA competitivo indireto (ic-ELISA) e coluna deunoafinidade (CIA). O ensaio ic-ELISA
padronizado consistiu de sensibilizacdo com 2 pugd®mlDON-HG-BSA, anti-DON (1,25 mg/mL)
diluido a 1:200 e anticorpo secundario (anti-IgGHRR diluicdo 1:2000, com limite de detec¢ao
177,12 pg/kg. A performance do ic-ELISA desenvaividi comparada com Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia-Arranjo de Fotodiodo (CLAE-PDA) CLAE-Espectrometria de Massas (CLAE-
EM). A analise de 34 amostras de trigo dos Estddd®arana e Rio Grande do Sul (safras 2006, 2007
e 2008) indicou a eficiéncia de ic-ELISA desenwidyicom coeficiente de correlagdo com CLAE-
PDA de 0,84 para detecgdo de DON em grao de @i\ foi detectado em 24 amostras (70,6 %)
por CLAE-PDA (ND a 1531,5 pg/kg) e 17 (50,0 %) poiELISA (ND a 1362,1 ug/kg), sendo a
relacdo ic-ELISA/CLAE-PDA de 0,68. A analise deattostras por CLAE-EM apresentou correlacdo
de 0,93 com ic-ELISA, com DON detectado em 22 araest50,0 %) por CLAE-EM (ND a 9906,9
ng/kg) e 31 amostras (71,4 %) por ic-ELISA (ND 2924 pg/kg), relacao ic-ELISA/CLAE-EM de
1,64. A recuperacdo de DON por ic-ELISA em amosaréficialmente contaminadas variou de 26,9
% (gérmen de trigo) a 108,4 % (grdos de trigo).ddelogia de extragdo e posterior analise por ic-
ELISA foi satisfatoria para as amostras de gréodgride (recuperagdo 108,43 %, desvio padréo
relativo DPR 11,7 a 16,1 %) e farinha de trigo (00%, DPR 19,0 a 36,2 %), ndo ocorrendo 0 mesmo
para quibe e gérmen de trigo. Em suma, o monitartorde DON por ic-ELISA em 136 amostras de
gréos de trigo, obtidas de campos experimentais pradutores triticolas, pertencentes a safras de
2006, 2007 e 2008, revelou a presenca da toxin® &6 %, média de 2140,19 pg/kg (amostras
positivas de 206,3 a 16076,5 pg/kg). Oitenta araeg®8,8 %) apresentaram nivel de contaminacao
de DON inferior ao limite maximo permitido pela Camdade Européia em cereais para o consumo
humano (< 1750 pg/kg). Amostras oriundas do Pasgmésentaram contaminagdo inferior (845,8
ng/kg) a observada no Rio Grande do Sul (3163,Bglgéendo que também observou-se diferencas
significativas entre as diferentes regides dosdestae, entre as trés safras analisadas (p< 0,05).
Referente a 44 amostras de trigo em diferentes @sg@rocessamento em moinho (grédo na recepcéo,
trigo limpo, trigo Umido, farinha, gérmen e farele trigo), 16 (36,4 %) apresentaram-se positivas po
ic-ELISA (ND a 4262,4 ug/kg). Analisando 22 amostde trigo para quibe coletadas em diferentes
estabelecimentos comercias paranaenses por inspemVigilanica Sanitaria, DON foi detectado em
10 amostras (45,4 %, média de 166,1 pg/kg, ic-ELI®Ara avaliar o consumo de derivados de trigo,
foi utilizado um Questionario de Frequéncia de @ams de Alimentos (270 individuos, baseado em
populacao de 447000 habitantes e erro amostral%de Macarrdo e pao francés foram os derivados
mais consumidos, observando-se correlacdo entensumo de derivados de trigo e dados sécio-
demogréficos e antropométricos. A IDE foi calculadasiderando-se nivel de DON em 76 amostras
de grdos de trigo produzidas no Parana e fatorrdeegpsamento. A IDE de DON apreciando o
consumo de péo francés e macarrdo foi 0,82 pg/kg perporal/dia, sendo que 85 individuos (32,7



%) ultrapassaram a Ingesté@o Diaria Maxima Toler®vel/isoria de 1 pg/kg p.c./dia. A confecgdo de
protétipos de CIA, utilizando AcM anti-DON produpidndo foi concluida com éxito, devendo-se
prosseguir desde etapa de producdo de AcM. A aunaé&le DON em trigo e IDE apontam para
necessidade de medidas de controle da producéuxitha & nivel de campo, ja que os métodos de
processamento atualmente utilizados ndo promovemindicdo e/ou detoxificacdo de DON. As
expectativas futuras prometem a utilizacdo dest®l Aomo ferramenta para desenvolvimento de
imunossensores, contribuindo com avanco metodaldgitavés da automacdo de controle de
qualidade — segurancga alimentar.

Palavras-chave desoxinivalenol, cadeia produtiva de trigo, emsBhunoenzimatico, exposi¢ao
estimada.



SANTOS, J.S.Aplication in biotechnology: anti-deoxynivalenol maoclonal antibody for
monitoring and exposure assessment from wheaft(iticum aestivum L.) intake. Thesis(Doctorate
in Food Science) — Universidade Estadual de Loadtiondrina-PR.

ABSTRACT
Fusariumspp., phytopatogen of field relevance, also matsfémportance by mycotoxins production, of
inevitable occurrence in products of vegetable infrigvidely consumedF. graminearumcontaminate
wheat and can produce trichothecenes, with emplwsideoxynivalenol (DON), citotoxic, emetic and
inhibitor of proteic synthesis, responsible by $ost agriculture and livestock. Analytical withotaixic
solvents and sophisticated equipments are goabt#dihnology in the quality control, aiming foodets.
Immunochemical methods presents advantages, likeeffective, water and buffer use, equipament of
simple operation and rapid execution, being esanfor trial of DON in food. The aim of this woik to
develop an immunological method based on monoclan@body (mAb) for DON detection in wheat and
wheat based products, involving samples from fipldcessing mill and commercial kibbe; as well@s t
evaluate the Estimated Daily Intake (EDI) of thisnpound by the population of Londrina — PR, Brazil.
mAb was produced by hybridoma cell line DON.3 inNRP+ 10 % fetal bovine serum (FBS), that was
gradativelly replaced by Hybridoma-Serum Free Medi(H-SFM), resulting in 2320 mL of cultive
supernatant. The cell culture in synthetic medaamtaining RPMI + 10 % FBS, 75 % and 100 % H-SFM
(1690 mL) was precipitaded with ammonium sulfat® ¢ saturation), dialized against PBS pH 7.3
followed by ultrapure wate, obtaining 71.3 mg ahsgurified anti-DON, used for development of enzym
linked immunossorbent assay indirect competitivéFAL (ic-ELISA) and immunoaffinity column (IAC).
ic-ELISA was standardized in the following conditto 2 pg/mL DON-HG-BSA, anti-DON (1.25 mg/mL)
diluted to 1:200 and HRP-labeled goat IgG dilutedli2000, detection limit was 177.12 p/kg. The ic-
ELISA performance was evaluated by high performdigpgd chromatografy (HPLC) and HPLC-mass
spectrometry (HPLC-MS). The analysis of 34 wheatas from Parand and Rio Grande do Sul states
(2006, 2007 and 2008 crops) demonstrated religbdind efficiency of ic-ELISA, with IAC-HPLC
correlation coefficient of 0.84. DON was detected# samples (70.6 %) by IAC-HPLC (ND to 1531.51
pna/kg) and 17 samples (50.0 %) by ic-ELISA (ND 862.1 pg/kg), with ELISA/IAC-HPLC relation of
0.68. The analysis of 44 samples by HPLC-MS dematest high correlation with ic-ELISA (r= 0.93).
DON was detected in 22 samples (50.0 %) by HPLC{MB to 9906.9 pug/kg) and 31 samples (71.4 %)
by ic-ELISA (ND to 12291.4 pg/kg), with relation BA/HPLC-MS of 1.64. DON recovery in artificially
contaminated samples ranged from 26.9 % (wheat )géonil08.4 % (wheat grain). The extraction
methodology and later ic-ELISA analysis was satisfey for samples of wheat grain and wheat flour.
Wheat kibbe samples presented high relative stdrdiariation. Summary, survey of DON by ic-ELISA in
136 wheat grain samples, obtained from trial fieldd wheat producers, from 2006, 2008 and 2008scrop
revealed the presence of DON in 67.6 %, mean [2%40.2 pg/kg, levels over positive samples ranging
from 206.3 to 16076.5 pg/kg. Eighty samples (58.B presented lower levels than maximum level
permited by European Commision for cereals for humansume (< 1750 pg/kg). Samples from Parana
exhibited lower levels (845.7 pg/kg) when compae®io Grande do Sul (3163.8 pg/kg). Differences in
DON levels were also observed among the Statesmegind three crops analyzed. Regard 44 samples
obtained from different steps of wheat processieggption grains, clean wheat, moist wheat, flgerm
and bran), 16 (36.4 %) presented positive level&cdBLISA (ND to 4262.37 pg/kg). analyzing 22 kibbe
samples collected in Parand commercial stablistsrignthe Sanitary Surveillence inspectors, DON was
detected in 10 samples (45.4 %), mean 166.1 uigkGLISA). To evaluate intake habits of wheat and
wheat products, a Food Frequency Questionnaireappbed in Londrina, Parand, Brazil (270 persons,
based on 447000 inhabitants and 6 % sampling ef@3ta and bread were the most consumed wheat
derivatives and a correlation between wheat pradintéke, social-demographic and anthropometria dat
were observed. Estimated Daily Intake (EDI) waswaked considering DON level in 76 wheat grain
samples from Parand and processing factors. TheoEDION regard bread and pasta consumption was
0.82 pg/kg body weight/day, 85 (32.7 %) individuate above Provisional Tolerable Daily Maximum
Intake settled in Lig/kg b.w./day. The making of 4 immunoaffinity colnsprototypes was not concluded
with success, due to absence on DON retention tiyaaties. The results of DON occurrence in wheat an
EDI pointed to the necessity of toxin productiomirol on field level, since processing methods alttu
used do not promote DON diminish and/or detoxifmatand the DON intake could cause toxic effects i
the population. Future expectatives promised thiBzatton of this mAb produced as a tool for
immunossensors development, contributing to metlogittal advance through quality control automation,
improving food safety.
Key-words: deoxynivalenol, wheat, immunoassay, exposurenesibn.



1 INTRODUCAO

O fator climatico e a extensdo do territorial faacem a posicdo de destaque do Brasil no
cenario mundial agropecuario, favorecido, sendoda® raros paises ainda com possibilidade de
expandir a fronteira agricola sem afetar a arepregservagéo ecologica. O trigbriticum aestivum
L.) € um dos alimentos mais difundidos na alimeiagumana mundial, responsével por cerca de 20
% de calorias diarias.

Entre diversagzommoditiegproduzidas pelo Estado do Parand, o trigo merestague, visto
gue a producéo representa cerca de 53 % da safomal(IBGE, 2009). A Regido Norte do Estado é
a principal produtora de trigo, com area equivaentdl % do total semeado. A producdo nacional
aumentou durante os ultimos anos, reflexo de umiarndea plantada e melhor produtividade,
demostrada pela producdo nacional de 5,8 milh6dsrddadas no ano de 2008 (CEPEA, 2008). No
entanto, as expectativas de aumento de producaoapsafra de 2009 foram frustradas, devido aos
elevados indices de chuva ocorridos. A producéauigie do Parana foi de 3,2 milh6es de toneladas
em 2008, e a previsao inicial de 3,5 milhGes deeltmlas para 2009 terd& uma queda para
aproximadamente 2,7 milhdes de toneladas. Assira, gizastecer o consumo nacional aproximado de
10 milhdes de toneladas, faz-se necessaria a iagdorido produto (CONAB, 2009). Além da quebra
na safra, a chuva também foi fator importante quaepestar associado ao desenvolvimento fungico e
consequente producdo de micotoxinas. Para supl@manda nacional de trigo, com vistas a auto-
suficiéncia, a Regido Centro-Oeste do pais tem sidizada para expansdo da triticultura. Ao
contrario das regides tradicionalmente produtoesta regido apresenta umidade relativa baixa no
inverno, com alta insolacdo, auséncia de geadeas ®granizo e pequena necessidade de secagem
(tempo seco na colheita). Esses elementos clinsafeneorecem a cultura, tanto na produtividade
guanto na qualidade do produto obtido, além dasg®unjdrias causadas por pragas e doengas
(CANOVAS et al., 2004).

O trigo pode estar contaminado por fungos, céumsarium graminearugmmportante produtor
de micotoxinas, metabdlitos secundarios fungicopmsenca natural e inevitdvel em produtos de
origem vegetal.

Entre micotoxinas produzidas em trigo, desoxinivald DON) tem sido a toxina deusarium
spp. mais freqlentemente reportada no mundo, assmo detectada em maior concentracéo,
considerada como “toxina indicadora” de contaminguér este grupo de fitopatdgeno (PRANGE et
al., 2005). DON possui estrutura sesquiterpen@deicoteceno do tipo B responsavel por efeitos
téxicos como decréscimo ou rejeicdo de alimentagdionitos e distlrbios digestivos (com

conseqlente perda de peso) e inibicdo da sintetszdar.
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Micotoxinas causam importantes impactos econdmidesjdo a reducdo na produtividade
vegetal e animal; e toxicolégicos, observados taso humanos como em animais. Assim,
metodologias analiticas capazes de detectar badmentracdes dessas substancias sdo essenciais
para garantir o controle de qualidade de matérmagprfornecida as industrias, e de produtos
industrializados, para alimentagdo humana e aniitaalmente, métodos como cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia gasos@)(€do os mais utilizados, acoplados a detectores
UV-visivel e espectrometro de mashé5[. No entanto, estas metodologias requerem equiptasde
alto custo, com uso de grandes volumes de soheentdensiva extracao e purificacdo das amostras.
Neste sentido, métodos imunolégicos, como ensaima@nzimatico ELISA e cromatografia por
imunoafinidade, tém sido objeto de aprimoramendesjdo a sua grande importancia para triagem
rapida de alimentos contaminados e com resultagmstitativos confiaveis.

Base da producdo de métodos imunoldgicos, antisonpanoclonais (AcM), produzidos em
meios sintéticos a partir de linhagens especifidashibridomas, sdo caracterizados por alta
especificidade, uniformidade e afinidade constanten Unico epitopo. A tecnologia de hibridomas
permitiu a producdo continua de anticorpos em lasgala.

A auséncia de legislacdo especifica para a preskenggaotecenos em alimentos no Brasil é um
dos fatores da falta de monitoramento de trigo teoswgraos. Aliado a isso, existe dificuldade de
implantacdo de métodos de facil execucdo na ratmaontrole de qualidade de cooperativas e
empresas processadoras. Desta maneira, ndo emisteapeamento do trigo importado pelo pais,
havendo apenas trabalho académico isolado (CALCRUDIGUES et al., 2007).

Até o presente momento, o fornecimento kies” de ELISA e colunas de imunoafinidade é
dependente da importagdo destes produtos, o quetaceusto adicional aos fabricantes de alimentos
e racOes. Assim, o objetivo desta Tese de Doutckaalproducdo de reagentes imunoldgicos visando
desenvolvimento de imunoensaio ELISA e coluna denoafinidade para serem utilizados no

controle de DON na cadeia produtiva de trigo.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Produzir reagentes imunolégicos na forma de amasormonoclonais especificos para
desoxinivalenol (DON) e destinados ao uso em imus@ie ELISA e preparo de coluna de
imunoafinidade, visando padronizacéo de ‘kits’ pasa no controle de qualidade na cadeia de trigo.
Paralelamente, monitorar a aplicabilidade e efec&lns reagentes produzidos, empregando-os na

implementacao de imunoensaio como ferramenta praticdiagnostico rapido de DON.

2.2 Objetivos Especificos

* Cultivar e manter hibridoma linhagem DON.3, seare® anticorpo monoclonal (AcM) 1gG
especifico para DON;

e Produzir e purificar IgG anti-DON procedendo aotieal de hibridoma DON.3 em meio
sintético, obtendo anticorpo com especificidaddimidade passivel de ser empregado em
imunoensaios;

» Padronizar ensaio imunoenzimatico ic-ELISA utilidanAcM anti-DON produzido visando
monitoramento de DON em trigo e produtos derivados;

e Avaliar a influéncia do processamento do trigo plataricacdo de derivados nos niveis de
DON,;

» Levantar dados de consumo de produtos derivaddsigiee estimar a exposicdo a DON
através dos dados de contaminagdo de trigo;

« Desenvolver coluna de imunoafinidade empregando Aot4DON e suporte gel ativado.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA: METODOS IMUNOQUIMICOS PARA DETECCAO
DE MICOTOXINAS EM ALIMENTOS COM ENFASE A DESOXINIVA LENOL EM
TRIGO

SANTOS, Joice Sifuentes; ONO, Elisabete Yurie Saad@®NO, Mario
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Resumo
O Brasil ocupa posi¢do de destaque no cendrio rauadropecuario, favorecido pelo fator
climatico e extensdo do territdrio nacional, sengdm dos raros paises que ainda apresenta
possibilidade de expandir a fronteira agricola séetar a area de preservacdo ecologica. Aliado a
preocupagdo com a ampliacdo da area plantada enemtd das mais variada@mmoditieso pais
também deve se preocupar com a qualidade do abmmoduzido, seja para 0 consumo interno
quanto a exportacdo. Micotoxinas constituem toxireggrais de ocorréncia inevitavel em produtos de
origem vegetal, sendo o0 constante monitoramentgaguisito obrigatério na rotina de controle de
qualidade. Metodologias analiticas sem 0 uso deestids toxicos e equipamentos sofisticados tem
sido uma meta na insercdo de nanotecnologia naseni@boratorial. Desoxinivalenol é toxina
produzida principalmente pdfusarium graminearumresponsavel pela fusariose em trigo, um dos
principais alimentos da cadeia alimentar humanagese Estado do Parand o principal produtor
nacional. A revisdo compila informacges enfocandonica, bioquimica, toxicologia, metodologias
analiticas e perigo de contaminacdo de desoximighlgor meio do consumo de trigo e produtos
derivados.

Palavras-chave:micotoxinas, desoxinivalenol, trigo, toxicidade.

Abstract

Brazilian agri-food system plays an important riol¢he world agribusiness, due to its favorable
climatic condition and huge territorial land. Bilam classified as an exceptional country with
possibility of further expansion of agriculturabfitier without ecological preservation damage. In
addition to care concerning the enlargement ofvaittd area and commodities yield, the country has
to improve the food quality for both internal congation and exportation. Mycotoxins are natural
toxins of unavoidable occurrence in vegetable origioducts, where the continuous monitoring is
requested in the routine of quality control. Anadgt methodologies avoiding the use of toxic sotsen
and sophisticated equipments have been the goalthef rapid nano-laboratorial analysis.

Deoxynivalenol is toxin produced mainly lusarium graminearumwhich causes Fusarium head



blight in wheat, that is the major ingredient irodbo The review compiles information focused on
chemistry, biochemistry and toxicological hazare ttu contaminated wheat and derived products.

Key words: mycotoxins, deoxynivalenol, wheat, toxicity.

Introducéo

Alimentos isentos de contaminantes toxicos corstit@ssunto prioritdrio na saude humana,
cuja preocupacdo crescente tem exigido rigorosdraen O trigo {riticum aestivumL.), por
exemplo, é um alimento de consumo mundial, sendaosningredientes mais difundidos na dieta
humana, que pode ser contaminado por micotoxindsotdkinas sdo metabdlitos secundarios
fungicos, relevantes na toxicologia humana e anisethdo classificados na categoria de “toxinas
naturais” (KUIPER-GOODMAN, 1995)Fusarium spp. constitui fitopatégeno freqiente em gréos
como trigo, milho, cevada, entre outrdausarium graminearunmcausa fusariose ou giberela e
predomina no trigo contaminado, sendo a mais imaptet doenca desta cultura. O fato constitui
motivo de perda econémica devido a reducdo na pvidhde, além da producdo de metabdlitos
secundarios toxicos pertencentes ao grupo deddenbs, por exemplo. Entre tricotecenos do grupo
B, desoxinivalenol ou vomitoxina induz vémito e seqglente perda de peso, principalmente em
suinos. Esta revisdo enfoca a quimica, bioquintiagologia, metodologias analiticas e perigo de

contaminagédo de desoxinivalenol oriundo do consdenigo e derivados.

Trigo

O trigo, originario do Oriente Médio (Asia), cukidgo no Brasil desde 1534, foi introduzido
pelos imigrantes portugueses (OSORIO, 1992). Oalpaarca de 20% da area mundial cultivada, &
um dos principais alimentos da humanidade, cujadyg@®o aproximada de 500 milhdes de
toneladas/ano concentra-se na RUssia, Ucraniajdsstanidos, China, india e Franca, responsaveis
pela oferta de 60% da producéo.

No Brasil, a producao de trigo atingiu 4,7 milh@estoneladas no ano 2005, diminuindo para
3,8 milhdes de toneladas na safra de 2007. Em 2068do a maior area plantada e melhor
produtividade, a safra chegou a 6 milhdes de tdaslasendo o Estado do Parana responsavel por 53
% da producédo nacional (IBGE, 2009). No entantoormsumo nacional é de cerca de 10 milhfes de
toneladas, havendo a necessidade de importacaodiat@ (CONAB, 2009).

O trigo brasileiro Triticum aestivuni) atinge 0,5 a 1,5 m de altura e apresenta raifoema
de cabeleira, caule oco e reto (colmo), 6 a 9 folksreitas e compridas; as flores em grupo dé 3 a
formam espiguetas, agrupados em numero de 15 eoB6tituindo a espiga. O fruto (gréo) € uma
cariopse seca e pequena, com desenvolvimento ¢dn@0 dias apds a fecundacdo. Sendo cereal de
clima temperado e moderadamente seco, geadas oo id desenvolvimento favorecem a

produtividade, uma vez que estacionam o crescimeegetativo em favor do sistema radicular.



Todavia, as geadas tardias, no estagio da florag@ototalmente desfavoraveis, com o consequiente
abortamento de flores.

A composigdo centesimal deste gréo € 12,4 g deadwjdL2,8 g de proteinas; 1,3 g de cinzas;
1,9 g de lipidios, 14,7 g de fibra alimentar e 56k carboidratos disponiveis (FUJITA; FIGUEROA,
2003). O teor maximo de umidade tecnicamente recdada para a conservagdo e empacotamento
do trigo é 13% (BRASIL, 2001).

O trigo representa aproximadamente 20% das caloaiaseta humana, tornando-o componente
importante na alimentacdo. Os derivados imediadosfarinha branca e integral para a producao de
pdo, macarrdo, bolo, massas (tortas, empadas,spagi@nqueca, pizza, assim como o triguilho,
utilizado no preparo de quibe, torta de quibe, lleuprodutos diversos (CORNELL; HOVELING,
1998). Os produtos a base de trigo fornecem puwmette alto valor biolégico e carboidratos
complexos (principalmente amido e fibras), bem ceitaminas do complexo B e ferro (CORNELL;
HOVELING, 1998).

Importancia de Fusarium spp. na cultura do trigo

O génerd-usariumspp. se distribui amplamente na natureza, seja caprofitas ou parasitas,
encontrado numa grande variedade de plantas etpsodgricolas, principalmente cereais. Entre as
espécies dé&usarium na cultura do trigo predominaFusariumgraminearum capaz de colonizar
também o milho, cevada e outros cereais (BRIYONESYES et al., 2007).

As toxinas fungicas produzidas na pré-colheita d@nominadas toxinas de campo, como
tricotecenos, fumonisinas e zearalenona. As prddszna pds-colheita constituem as toxinas de
armazenamento, a exemplo de ocratoxinas e afl@X@HAMPEIL et al., 2004).

As espécies dé&usarium spp. sdo responsaveis pela producdo de toxinasam@o, com
destaque aFusarium graminearum Schuwabe, causador da fusariose ou giberela ejyo. .
graminearumé a fase assexual do fungaibberella zeae(CASA et al., 2004). A giberela é
apresentada por envolturas florais da espiga enflectsurgindo pequenas massas rosadas constituidas
pelos esporos do patdégeno (“espiga-branca”). Ariiesa € uma doenca de infeccdo floral, cujos
esporos caem sobre as anteras expostas, germieaniiean micélios e através do filete atingem o
ovario. A instalacdo da infeccdo requer um proldoggeriodo de molhamento da espiga (30 a 48
horas) e temperatura entre 22 e 25°C (OSORIO, 1899@)enca resulta em perdas na producédo de até
50% (PARRY et al., 1995) e contaminacdo adiciorah zearalenona, desoxinivalenol e outros
tricotecenos (nivalenol, toxina T-2, toxina HT-BLACINTA et al., 1999). Além disso, a fusariose
destréi os granulos de amido e paredes celulaietsndo a estocagem de proteinas do endosperma,
resultando em uma baixa qualidade do produto (SBRIRER 2004). Devido a caracteristica
hidrossoltuvel de DON e deslocamento no floema,ragsse que ocorra fluxo desta micotoxina para

tecidos néo infectados pbusariumspp.



Entre os fatores que influenciam o aparecimentdudariose, o clima é determinante. No
entanto, em um determinado ano, campos vizinhosempodesenvolver diferentes niveis de
contaminacgdo, em razao da influéncia do sistemplal@io (CHAMPEIL et al., 2004). O uso de
fungicidas no decorrer do plantio de trigo ndo gira auséncia de toxinas no gréo colhido. Fatores
geogréficos, susceptibilidade da variedade e cOedigde armazenamento também interferem na
producdo de metabdlitos fangicos, podendo ocorresdygdo simultdnea de micotoxinas
(BULLERMAN et al., 1984). Producdo organica pareeduzir as taxas de infec¢do de fusariose e
conseqglente menor contaminacdo por micotoxinascosaparado ao sistema convencional de
producéo (BIRZELE et al., 2002).

O controle estratégico de giberela baseia-se nengtel/imento de cultivares resistentes e uso
de fungicidas aplicados na parte aérea na fasdodw;do. Algumas caracteristicas morfolégicas
contribuem para a protecao contra a infeccaoctai® plantas altas sem barba e plantas com espigas
frouxas, tendem a menores taxas de infeccdo nadorajue plantas de porte menor com barbas
(SNIJDERS, 2004). A giberela classifica-se comongaede dificil controle (CASA et al., 2004),
sendo os fungicidas autorizados para uso metoclengamcloraz, propioconazole e tebuconazole
(REUNIAO..., 2004). A resisténcia a fusariose pedede dois tipos: resisténcia a penetracéo inicial
(tipo 1) e resisténcia a propagacédo do patdgertecido hospedeiro (tipo Il) (SNIJDERS, 2004).

As micotoxicoses produzem uma variedade de sin@igas, dependendo de fatores como o
tipo e concentracdo da micotoxina, duracdo da éx§ms grau, género, idade e saude do animal.
Uma exposicdo prolongada resulta em imunodepresgicaumento da suscetibilidade a doencas
secundarias causadas por virus, bactérias e fU@OBIKOVA et al., 2003). Também deve-se
considerar o fator sinérgico entre as diversas tokaoas e fatores toxicolégicos ambientais,

resultando em multiplicacdo de efeitos advers@sideshumana e animal.

Desoxinivalenol

A toxina desoxinivalenol (DON) pertence ao grupo tleotecenos da familia dos
sesquiterpenoides, contendo uma dupla ligacdo estyosicdes &3, um anel epdxido na posi¢ao
Ci2,13€ um namero variavel de grupos hidroxila e a¢Etgura 1). Embora o numero de tricotecenos
identificados e caracterizados supere os 150 amslagpmente poucos sdo detectados em cereais
naturalmente contaminados, pertencendo principdéngmgrupo de tricotecenos do tipo A ou B. Os
tricotecenos do tipo A (toxina T-2, toxina HT-2pselaniol e diacetoxiscirpenol) ndo possuem funcao
carbonila G conjugada a dupla ligacdo {5, impedindo a absorcdo de radiacdo ultravioleta. Em
contraste, os tricotecenos do tipo B (desoxiniv@lennivalenol) contém um grupo carbonila ng C
portanto, esta conjugacao com a dupja,fermite deteccdo empregando radiacdo ultravioleta.

Devido a toxicidade, os tricotecenos sdo classifisa como toxinas gastrintestinais,
dermatotoxinas, imunotoxinas, hematotoxinas e geires (CONKOVA et al., 2003). Em caes,

gatos e aves, os sintomas agudos incluem inflamaééuica, taquicardia, diarréia, edema, necrose



dérmica, hemorragia ha mucosa estomacal e intestislirbios no sistema hematopoético, incluindo
leucopenia, trombocitopenia, sangramento no cérettmoos aos nervos e rejeicdo a alimentos
(PESTKA et al.,, 2005). Os efeitos crénicos podenn aw#ofia ou hiperplasia do sistema
hematopoético, tumores de tiredide, dutos bilisgekipotalamo, hiperqueratose inflamatéria do
estdbmago, bem como papilomas e efeitos imunossquess (PESTKA et al.,, 2005). Necrose da
cavidade bucal é frequente em aves. Entre osadenbs, DON ou vomitoxina, tem como principal
efeito toxico o decréscimo ou rejeicdo de alimeddacvomitos e distarbios digestivos com

consequente perda de peso. Os suinos sao 0s IsEesigels, se comparados a aves e ruminantes.

PM_ Ry Rz Rz
NIV 32 OH OH OH
DON 206 oH H OH

FUS X 354 OH Oac OH
3-ADON 328 Oac H OH
15-ADON 338  OH H OAc

Figura 1: Estrutura quimica de tricotecenos. NIV= nivalem@OQN= desoxinivalenol, FUS X=
fusarenona X, 3-ADON= 3- acetil desoxinivalenol;ABON= 15-acetil desoxinivalenol, PM= peso

molecular.

Mecanismo de toxicidade de DON é a inibigcdo deeseprotéica em eucariotos. Tricotecenos
se ligam a sub-unidade 60S dos ribossomos e imt@ragpm peptidiltransferases, que inibem a
formacdo de ligacdes peptidicas (SUDAKIN, 2003).Rigura 2 estd apresentado um esquema geral
sobre os efeitos causados por DON. Os leucécithesaprincipais alvos de tricotecenos, que podem
atuar como imunoestimuladores ou imunossupressdeggndendo da dose, freqiiéncia e tempo de
exposicao (PESTKA et al.,, 2004). Exposicdo a baidases de DON regulam a expressado de
citocinas, quemocinas e genes inflamatérios, qlebocam com a estimulacdo imune. Exposicdo a
altas doses de DON promovem apoptose leucocitéoia, simultanea supressdo imune. MAPKs
(proteina quinase ativada por mitdgeno) sao imptasaagentes da cascata de eventos relacionada a
imunoestimulacéo induzida por tricotecenos e ageptBstudos com inibidores e genes silenciadores
indicam que HCK (célula hematopoiética quinaseK® Pproteina quinase ativada por RNA) atuam
na fosforilacdo de MAPK induzida por DON e subsef@énducéo da expressdo génica e apoptose.

Ma e Guo (2008) apontam relacdo de DON e cancéagiso em regides da Africa e China,
bem como associacdo entre tricotecenos e cancétidepNo entanto, a presenga de fatores de
confundimento como aflatoxinas e fumonisinas, difec a prova de que DON tenha sido o Unico
causador de cancer. Reconhecido caso de epidestaiada a ingestdo de tricotecenos ocorreu na
década de 1930, na Russia. A doenga ficou conheoit® leucemia toxica alimentahlimentary

Toxic Aleukia— ATA), quando a populacéo foi forcada a conswaieais contaminados por espécies



de Fusariumspp. Sdo descritos 4 estagios da ATA: (1) sev@msemas gastrintestinas, que duram de
3 a 9 dias; (2) melhora dos sintomas, concomitdatenvolvimento de anemia, trombocitopenia e
leucopenia, apdés um periodo de varias semanasg(Bpuver exposi¢do persistente, surgem lesdes
necroticas nas vias aéreas e complicacdes henmmasadd) convalescenga, com 0 cessamento da

exposicao, finalmente séo resolvidas as lesdestieas e anormalidades hematolégicas.
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Figura 2: Representacdo das interagdes moleculares e mmoanenvolvidos na toxicidade

Imunossupressao

desencadeada por tricotecenos. HCK, PKR, MAPK e &ffam como reostatos moleculares e
definem se ocorrera resposta imunoestimulatorianonossupressiva. Fonte: Riley e Norred (1996).

HCK= Célula hematopoiética quinase; PKR= Proteinmage ativada por RNA; MAPK= Proteina quinase
ativada por mitégeno; TFS= Fator de transcri¢ao.

A elevada estabilidade quimica de DON dificultaua seducdo, seja na estocagem ou durante
processamento térmico como cozimento, assamenfermentacdo (PRANGE et al., 2005). Uma
elevada contaminagdo péusarium spp. em trigo tem sido associada a perda na quiglidie
panificacdo e redugédo no volume de pdo. Portantdjdas preventivas desde o inicio do cultivo no
campo tornam-se essenciais para evitar matériaapomtaminada.

Sabino et al. (1989) avaliando 70 amostras de thigsileiro, detectaram contaminacdo em
apenas 2 amostras de farelo de trigo, com niveis88qg/kg, sendo estas amostradas de matéria-
prima utilizada como ingrediente de racdo em caspeito de intoxicacdo. Segundo os autores, a
ocorréncia de DON nesta avaliacdo de 1989 naditeflna preocupacao alarmante, sendo os baixos
niveis detectados atribuidos as condi¢cdes ambsefuiaidade e temperatura).

Pesquisadores brasileiros (CALORI-DOMINGUES et 2007) detectaram DON em 94 % das
amostras de trigo nacional (50 amostras) analisa8® % de trigo importado (50 amostras, safra de
2005). O trigo nacional apresentou uma contaminap&dia de 332 pg/kg, enquanto o trigo
importado apresentou uma contaminagéo estatistrd@naerior (90 pg/kg; p<0,05). As amostras de
trigo nacional eram provenientes do Estado do Raf2® %), Sdo Paulo (28 %) e Rio Grande do Sul
(8 %); o trigo importado da Argentina e Paragud & de cada pais). Lamardo et al. (2006),
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analisando 28 amostras de trigo comercial naciafetectaram DON em 50 % das amostras de
farinha de trigo, com contaminacdo meédia de 29@/Bgi(amostras positivas), enquanto 33 % das
amostras de trigo em gréo apresentaram contamimEg#@b3,2 pg/kg (média das amostras positivas)
por cromatografia em camada delgada (CCD), segimslconfirmados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). Tutelyan (2004), empregarZoD e CLAE, avaliou 2166 amostras de trigo
estocados entre 1989 e 2002 na RuUssia e detectbued(69%. Entre as amostras positivas, o nivel
de DON variou de 50 a 86Q@/kg, com 37 % ultrapassando o limite maximo deosiqgéio toleravel.
Quiroga et al. (1995) analisaram amostras de wigoArgentina entre 0os anos de 1985 e 1992 e
detectaram contaminagcdo em 49,6 % das amostrasP&ishem niveis variando de ndo detectavel
(safras 1990 e 1992) a 4G48/kg (safra -1986), empregando CCD. Lori et al0O@0analisando 145
amostras de trigo duro de cinco localidades daipcter de Buenos Aires, Argentina, detectaram
niveis entre 0 e 8440 pg/kg por CCD. Schollenbeggeal. (2005) avaliaram 5 amostras de trigo
contaminadas na Alemanha, procedendo andlise de P@Ncromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS). Os niveis de D&Mram de 31 a 95 ug/kg, abaixo dos limites

maximos permitidos naquele pais (500 pg/kg).

Legislacao e detoxificagdo

O limite maximo estabelecido pela Comunidade Eueopéra a presenca de DON em cereais
nao-processados é de 1750 pg/kg para trigo e €2€MUNIDADE EUROPEIA, 2005). Além do
maximo permitido em cereais ndo transformadosterissalores maximos para farinha de cereais
(750 pg/kg), paes, produtos de pastelaria, bolackésicdes leve a base de cereais e cereais para
refeicdes (500 pg/kg), massas alimenticias seda® |(g/kg) e alimentos destinados a lactentes e
criancas (200 pg/kg). A Legislagdo brasileira e erddsul ainda ndo determinaram limite maximo
permitido para DON em trigo ou qualquer outro ahioedestinado ao consumo humano ou animal.
No Canadd, o limite para desoxinivalenol em rag@@ gado e ave € de 500§/kg e para porcos,
novilhas e animais em lactacdo de 10@0kg. Na Alemanha, o limite de DON em gréos pam us
como alimento e seus produtos é 5@0kg, exceto para DON em pées e correlatos, ondelede
exceder 35@g/kg (SCHOLLENBERGER et al., 2005).

Estratégias de detoxificacdo para alimentos e sacdrtaminados para reduzir ou eliminar os
efeitos toxicos de DON e outras micotoxinas porog@s quimicos, fisicos e bioldgicos sao cruciais
para a seguranca, prevencao de perdas econdmieagperacdo de alimentos contaminados. Alguns
processos sao apresentados em revisdo publicadaZipedine et al. (2007). Degradacédo e
detoxificacdo ocorrem sob altas concentracbes dmi@z(O;). Também relata a destruicdo de
micotoxinas por peroxido de hidrogénio,(), dependente de concentracao, temperatura e period
de exposicao. A extrusao de determinados prod@a®kais, amplamente utilizada na indlstria para
fabricacdo de cereais matinais, petiscos e racé& jpaguenos animais melhora a qualidade de

produtos processados, além do potencial redutomivess de micotoxinas. Adigdo de adsorventes
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nutricionalmente inertes (aluminossilicatos e ahomssilicatos contendo argila) tem sido recentes
propostas para reduzir a toxicidade de micotoximas questiona-se o efeito na biodisponibilidade de
nutrientes essenciais tracos (LEMKE et al., 19@®8)estiramina (sal biliar) foi testada e confirmada
como agente protetor contra micotoxinas (AVANTAGG(A et al., 2004). Abordagem promissora
com menor efeito colateral tem sido 0 uso de ptmddeos naturais de origem microbiana, incluindo
bactérias, leveduras e fungos (ZINEDINE et al., J0&stes fatos indicam a importéncia de boas
praticas de producéo do alimento em nivel de caemo armazenagem, devendo-se considerar desde

a escolha de hibridos, manejo, plantio até as ¢oadiclimaticas.

Metodologia analitica

A andlise de contaminantes em graos e produtogtaiegefio é simples. Diversas variaveis
devem ser cuidadosamente controladas, sendo essanm@ amostragem adequada de quantidade
representativa do material inicial; tratamento,oemgem, preparacdo e subamostragem de uma
amostra, para garantir a representatividade dorimatestado. Além disso, a analise também se
complica pela possivel heterogeneidade do matémialal e pela presenca de contaminantes
provenientes da estocagem ou distribuicdo. Durarsealise, testes como precisdo, exatidao e limite
de deteccdo sdo necessarios para garantir queess medidos sejam representativos do material de
partida e que os erros analiticos sejam minimiz8GARES, 2006).

Para pré-limpezaclean-up, as técnicas utilizadas podem ser agrupadas dmicgs e
imunoldgicas. Entre as técnicas quimicas, a exdragéfase solida tem sido o método mais frequente
(SPE, solid phase extractign A metodologia emprega os mais diversificados ens, como
adsorventes, a exemplo de carcoal-alumina (ROMBEB%)1 resina de troca idnica e silica (MATEO
et al.,, 2002), florisii (MATEO et al., 2002; TANAKAet al., 2000), carbono preto grafitizado
(LAGANA et al., 2003) e colunas MycoSep® (ROMER 869 SCHOTHORST; JEKEL, 2001). A
dificuldade no uso destes materiais deve-se aoaleucusto, impossibilidade de reutilizacdo e
manutencdo de interferentes no extrato obtido. Ramatornar estes problemas, colunas de
imunoafinidade (CIA) produzidas com anticorpos naboais de alta especificidade e sensibilidade
tém sido desenvolvidas para obter extratos limposimizando o efeito da interferéncia de matriz
(MATEO et al., 2002; KRSKA, 1998; NURYONO et alQ5).

A CIA contém anticorpo anti-micotoxina imobilizagm suporte como silica ou Affi-gel® em
tampao fosfato, empacotado em pequeno cartuchiicplgBigura 3). A micotoxina (antigeno) se liga
ao anticorpo, sendo a impureza removida com aguaropdo. A micotoxina é eluida com pequena
quantidade de solvente (metanol, metanol:adgua) atisada por métodos como CLAE, CLAE
acoplada a espectrémetro de massa ou espectrofetda.

Métodos analiticos convencionais para andlise deotmiinas incluem cromatografia em

camada delgada (CCD), cromatografia liquida deedité€ncia (CLAE) e cromatografia gasosa (CG).



12

Coluna de Extrato de amost AcM retém a Passagem de
imunoafinidade contendo micotoxina na eluente rompe a
contendo AcM micotoxina é coluna. Os ligacdo antigeno-

especifico eluido através da interferentes sdo anticorpo e libera a

imobilizado. coluna. eliminados. micotoxina.

Figura 3: Procedimento de limpeza de amostra em coluna dedaaiinidade. (Fonte: R-

BIOPHARM RHONE Ltd., USA).

CCD para DON geralmente utiliza silica gel comooadsnte (BETINA, 1985). Para o
desenvolvimento de DON, uma mistura de solventes ganicos, como
cloroférmio:acetona:isopropanol, € indicado pelaAIO(KRSKA et al., 2007). Como DON néo é
fluorescente, para visualizacdo da cromatoplaaarédxio, por exemplo, cloreto de aluminio.

A determinacao de tricotecenos por CLAE empregactiet de ultravioleta (UV) e arranjo de
fotodiodo (KRSKA et al.,, 2007). A Figura 4 apreserdromatograma em 3 dimensdes, sendo
apresentado no eixo z o tempo (em minutos), noedntensidade de absorcdo (em mAU) e o eixo
X 0 comprimento de onda (em nm). Na maioria doodus, a separacdo ocorre em colunas C-18 de

fase reversa, com misturas metanol e agua ou dcédoromo fase mével.
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Figura 4: Cromatograma tridimensional de desoxinivalenoldstna de trigo= 1500 pg/kg)
obtido por cromatografo a liquido de alta efici@naicoplado a detector de arranjo de fotodiodo
(photodiodearray — PDA). Condi¢des cromatograficas: coluna C18& faével: metanol 30 %, fluxo

de 0,7 mL/min, detector de arranjo de fotodiode 20 nm).
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Entre os métodos atualmente disponiveis para deiggdo de DON em diversas matrizes,
CLAE tem sido o método preferido. CLAE proporciamaa maior sensibilidade que CCD e requer
procedimentos de purificagdo mais simples que a®ssdrios para CEGMATEO et al., 2002;
KRSKA, 1998; NURYONO et al., 2005).

A metodologia mais recente tem utilizado CLAE aeadpl com espectrometria de massa
(CAVALIERE et al., 2005), apresentando a vantagenacbplar o carater confirmatério. Para andlise
de DON, a fonte de ionizagdo pode ser AP&impsferic pressure ionizatipou ESI életrospray
ionizatior), nos modos negativo e positivo (ROSENBERG et 198; ZOLLNER et al., 1999;
ZOLLNER; MAYER-HELM, 2006).

A competividade na industria de alimentos e ragi®lve grande reducdo de custo, com
menor mao-de-obra e resultados imediatos. Métodpédas tém conquistado cada vez mais
importancia, devido ao menor custo, facilidade rep e possibilidade de analisa loco.
Normalmente, a expressdo “método rapido” refere-sgm método muito mais rapido do que o
método referéncia, e tem 0 objetivo de promov&IdENG et al., 2006). A maioria destes métodos
fornecem resultados qualitativos ou semi-quantidatem minutos, sendo recomendados para triagem.

As técnicas de imunoensaio sdo procedimentos ianalibaseados na ligacdo ndo covalente
entre antigeno (Ag) e anticorpo (Ac) e, desenvolvigara detectar o Ag ou Ac (ONO et al., 2004). A
producdo de Ac anti-micotoxina envolve anticorpono@onal (AcM) empregando hibridoma.
Devido a caracteristica de hapteno de micotoxioestre a necessidade de obtencdo de conjugado
toxina-proteina de alta pureza, em escala de rd@sahibridomas séo células especiais, produzidas
pela fusédo de linfécitos B e células tumorais (oni@), tendo a capacidade de proliferar, produzindo
AcM especifico para a confec¢cdo de métodos imuinmégcom alta afinidade e especificidade de
ligacdo, homogeneidade e em quantidades ilimitadas.

Os métodos de ELISAEfzyme-linked Immunossorbent A3saara micotoxinas estédo
disponiveis comercialmente ha décadas, sendo aldgim baseada na capacidade de um Ac
especifico distinguir estrutura tridimensional deaunicotoxina especifica.

ELISA competitivo direto baseia-se na sensibilimaga microplaca com Ac (Figura 5). Apos
extracdo, amostra e conjugado enzima-micotoxinad@donados. Qualquer micotoxina (amostra ou
padrdo) competird com o conjugado enzima-micotogéias sitios de ligacdo do Ac. Apds a etapa de
lavagem, o substrato cromégeno € adicionado pasangelver a coloracdo (intensidade da cor
inversamente proporcional a concentracdo de miocwhxA solucdo de bloqueio € adicionada,
interrompendo a reacdo enzimatica e a absorvaatéandinada em leitora de microplacas.

ELISA competitivo indireto baseia-se na sensib@@@a da microplaca com antigeno. Apos
extracdo, micotoxina (amostra ou padrao), seguiddAdanti-micotoxina (Figura 5) sdo adicionadas.
Ap0s lavagem, adiciona-se o Ac marcado com enzinegede-se nova lavagem, seguida de adicdo de
substrato cromogeno para desenvolver a coloragd®olacdo de bloqueio é adicionada e a

absorvancia determinada, sendo esta inversamegerpional & concentracdo de micotoxina.



14

mycotoxin adsorbed to microp late

Antibody adsorbed to microplate

sarnple with sarnple with
W Y Y high myeotoxin L‘s% A | Low mycotoxin
contamination + ’gﬁgﬂﬁ contamination +
sample with sample with antibody A\ A&k& antibody
; - .
s [prgag ) & o] o v
i

contamination +
enzyme labelled

!
mycotoxin addition of
bi %xx enzyme- m
labelled
antibody
E 2
T addition of |55 IR
% 00 substratef é) 0
o chromogen
color
development

enzyme labelled
mycotoxin

& of addition of
substrate/

(}0
GV %% chromogen
5

Caolor
development

Figura 5: Esquema de ELISA competitivo direto (esquerda)Lé5E competitivo indireto
(direita). Fonte: Ono et al (2006).

Os kits de ELISA apresentam vantagens de requeduemo volume de amostra e etapa de
extracdo e limpeza menos laboriosa do que métodiom cCCD e CLAE. Séo rapidos, simples,
especificos, sensiveis e portateis, podendo selosigago campo para deteccdo de micotoxinas em
alimentos e ragfes. Este método pode ser quaditatiuantitativo.

Outros imunoensaios sdo baseados em membranas soottaslipstick flow-through assag
o lateral flow testSCHNEIDER et al., 2004). Nestes testes, Ac esipesitdo imobilizados em uma
membrana, criando uma zona de reacdo para todsstapas subsequientes. Ao final, ocorre
desenvolvimento de uma cor especifica na membdependente da presenca/auséncia de micotoxina
e visualmente avaliada contra um controle negatjue,fornece o maximo de intensidade de cor.

O flow-through assay baseado no mesmo principio do ELISA competitivetd. Ac anti-
micotoxina recobre a superficie de uma membranaiodtoxina extraida € adicionada a membrana,
seguida pela adicdo do conjugado enzima-micotoxAamicotoxina e 0 conjugado enzima-
micotoxina competem pelos sitios de ligacdo docargb. Apds lavagem, o substrato cromdgeno é

adicionado e reage com o conjugado enzima-micatpxiasenvolvendo a cor. Para amostra negativa
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(nivel de micotoxina menor que o limite de deteagdanétodo) havera desenvolvimento de um ponto
colorido visivel no centro da membrana. Para amagxgisitiva, ndo havera desenvolvimento de cor. A
concentracdo de micotoxina das amostras positivds per confirmada por um método quantitativo,
como CLAE.

O lateral flow testse assemelha a um teste de gravidez, baseadtecg&teimunoquimica de
gonadotropina coribnica humana. Este ensaio utlizanarcados (particulas de latex — azul; ou ouro
coloidais — vermelho), onde amostra liquida é @iacem contato com a membrana teste do
dispositivo. Através de capilaridade, o liquido temtlo o analito migra através da membrana,
redissolvendo em certa area 0s Ac especificos adas} na membrana. Enquanto o liquido contendo
as particulas solubilizadas migra pela membranégeno e anticorpo continuam reagindo. No campo
indicador da membrana, o resultado desta reacd@sualizado. A formacao de cor indica a presenca
do Ag (resultado positivo), enquanto auséncia dter@pio indica auséncia de Ag (resultado negativo)
(SCHNEIDER et al., 2004).

No imunoensaio de polarizacdo de fluorescéncia,ictoxina é marcada com fluoréforo.
Micotoxina livre e marcada competem por um sitjpeeffico do Ac. Na auséncia de micotoxina livre,
a marcada se liga ao Ac. O aumento da massa mededalcomplexo afeta a rotacdo da molécula
alvo, mudando a orientacdo da fluorescéncia. A tipeste de alvo ligado pode ser medida
(polarizacéo), sendo inversamente proporcionalatilade de micotoxina livre presente na amostra.
Diferindo de ELISA, a separacdo de micotoxina ligrégada ao Ac ndo € necesséria. A medida da
polarizagéo pode ser feita utilizando um equipameottatil (SCHNEIDER et al., 2004).

Surface plasmon resonanoceede a mudanga na concentracdo de massa na cepeefium
sensor devido a ligagdo de moléculas. Em um coneption de onda e angulo de incidéncia
especificos, luz serd absorvida por elétrons lierasfino filme de metal da superficie de um sensor,
diminuindo a intensidade da luz refletida. O angwém que o fenbmeno ocorre muda
proporcionalmente a mudanga de concentracdo deanmassuperficie do sensor. As mudangas na
concentracdo de massa medida pelo biossensor s@tascdevido a ligacdo e dissociacdo de
moléculas interativas, entre o antigeno imobilizadizotoxina) e o anticorpo especifico adicionado a
amostra (GAAG et al., 2003).

Uma outra abordagem é a analise dos genes de daaécipor PCR pplymerase chain
reaction. Li et al. (2005) desenvolveram um PCR para déiecer. graminearumprodutor de DON
e nivalenol. O método é baseado nos gdmiésTri6, envolvidos no metabolismo de micotoxinas por
Fusariumspp., e foi capaz de detectar um fragmento dep3@€s de base. Os autores afirmam que
este ensaio pode auxiliar no desenvolvimento datégias para evitar ou reduzir a contaminacdo de
micotoxinas em cereais.

Além de métodos cromatograficos e imunoldgicos, oddt espectroscopicos tém sido
desenvolvidos para andlise de micotoxinas em atwserMetodologia utilizada rotineiramente em

elevadores e moinhos para determinagéo de proteimaidade em cereais tem sido recentemente
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testada para avaliar a presenca de micotoxinasemnegtdos. Espectroscopia na regido do
infravermelho proximo (NEAR Infravermelho) foi aiada por Petterson e Aberg (2003) para anélise
de DON em trigo. Os autores observaram que o meimmelo de regresséo foi obtido com
comprimentos de onda entre 670 e 1100 nm e slof®e9d®. O coeficiente de correlagcéo alcangado
foi de 0,984 e o erro padréo de 381 pg/kg de DONm&lhorias no modelo podem ser alcangadas
eliminando ou minimizando os componentes que n&&oesiretamente relacionados com a
concentracdo de DON.

Outro método espectroscopico aplicado na analisenetoxinas é a espectroscopia no
infravermelho médio com transformada de Fouriezfexao total atenuad#&gurier transform mid-
infrared spectroscopy with attenuated total refl@et- FT-IR/ATR). Kos et al. (2002) utilizaram esta
técnica para detectafusarium graminearuntomo indicador da presenca de DON. Uma triagem
rapida do fungo pode aumentar a velocidade doteekulda analise. Neste trabalho, o fungo foi
determinado em milho pressionando a amostra moddérac um diamante ATR-cristal com 3
refletores internos e gravando o espectro de aisarg regido meédia do infravermelho. A analise de
referéncia foi realizada com ergosterol (CLAE —ahijp de fotodiodo) e DON (CG — detector de
captura de elétrons). A porcentagem de amostrastanrente correlacionadas por analise de
componente principal (PCA) para ergosterol varielbl a 90%, enquanto para DON variou de 65 a
100%. A espectroscopia no infravermelho forneceltasos rapidos e confiaveis.

Além de avangos metodolégicos, também tem sidadesresforgos para desenvolver métodos
de amostragem ndo destrutivos e que possibiliteamaise de lotes prontos para expedigdo. A
tecnologia chamadBiscoverypelos seus proponentes (STROKA et al., 2004) édakmsno principio
de que a superficie do material das mercadoriaad&s € coletada em um filtro e levada até um
analisador quimico ou espectroscopico. Esta meatgdoltem sido aplicada a diversas matrizes e
micotoxinas, com énfase as combina¢gBes micotoxm@nue sdo de maior relevancia na legislacéo
atual ou futura. Os testes foram desenvolvidos cema facilidade, demonstrando ser possivel
analisar grandes quantidades de material em ditsr@ontos de operacdo, como em portos.

O bioensaio colorimétrico de proliferacdo celulaf ™ (3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-
brometo de tetrazolium) tem sido utilizado paraliagdo preliminar da presenca de micotoxinas em
cereais (CETIN; BULLERMAN, 2005). O cultivin vitro de células pode ser utilizado em
substituicdo aos estudos toxicoldgicos de micoaxititotoxicas que utilizam animais para os testes.
Este teste determina a habilidade de células walatiavés enzimas mitocondriais desidrogenases)
converterem este sal tetrazélico (MTT) amarelo eistais azul de formazan insollveis. O ensaio
MTT é um ensaio colorimétrico rapido, versétil, giitativo e altamente reprodutivel, utilizado para
avaliar a viabilidade celular e atividade metal®lisendo de boa utilidade comscreeningde

micotoxinas em grande escala.

Exposi¢cdo estimada a micotoxinas
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Nos ultimos anos, énfase tem sido atribuida a agédi da exposicao estimada a micotoxinas,
como complemento as andlises de contaminacdo srardabfis. A exposi¢do estimada a contaminantes
faz parte de uma abordagem maior, a Analise deoR&egundo a Resolucdo n° 17, de 30 de abril de
1999 (BRASIL, 1999), a Analise de Risco (Figura&8)m processo que consta de trés componentes:
avaliacao de risco, gerenciamento de risco e carag@o de risco. A Andlise de Risco é utilizada para
identificar e controlar o risco de uma populagédposka a um dano causado por um organismo,
sistema ou substancia. E imperativo manter o issereno bem estar do consumidor como
consideracdo fundamental, sempre que qualquesart#irisco for executada. A reducdo do dano que
pode estar associado ao alimento e a reducdoatedésefeitos adversos a salde dos consumidores
sao de particular importancia no desenvolvimentoasgrole de qualidade (FAO/WHO, 1997).

A Avaliacdo de Riscorisk assessmené processo fundamentado em conhecimentos coerg;fi
envolvendo fases como: identificacdo do perigoaatarizacdo do perigo, avaliagdo da exposicdo e
caracterizacdo do risco (NAS, 1983). Perigaz@rg é definido como agente bioldgico, quimico ou
fisico, ou propriedade de um alimento, capaz deguar um efeito nocivo a sadde, enquanto o risco
(risk) é uma funcéo da probabilidade de ocorréncia defeito adverso a saude e da gravidade de tal
efeito, como consequéncia de um perigo ou perigesalimentos (BRASIL, 1999).

Para a Avaliacdo de Risco, os resultados da a@ialida exposicdo (ingestéo diaria estimada)
sdo comparados a caracterizacdo do perigo (ingdsiéia toleravel, ou equivalente) para indicar o
grau de preocupacéo (KUIPER-GOODMAN, 1995).

Analise de risco

] T

Avaliacdo derisco Gerenciamento de Comunicacdo de
risco rsco

Identificacio
do perigo

Caracterizacdo do
perigo

Avaliacdo da
Exposicio

Caracterizacdo do
nsco

Figura 6: Esquema conceitual da analise de risco da FAO/OMS.

Identificacdo do perigoidentificacdo dos agentes bioldgicos, quimicd$sieos que podem
causar efeitos adversos a salude e que podem estanies em um determinado alimento ou grupo de
alimentos.

A identificacdo do perigo inicia com a identificacda estrutura da molécula em questéo e sua
atividade nos sistemas bioldgicos, através de st@ést@itro, analise em animais de laboratorio e

estudos epidemiologicos, realizados em humanosmnpa de estudos de caso-controle ou coorte. A



18

identificacdo do perigo deve fornecer uma respoata a questao: “A exposicao a este agente quimico
causa algum efeito adverso a saude?”.

Caracterizagdo do perigcavaliagdo qualitativa e/ou quantitativa dos efeidversos a saude
associados com agentes biolégicos, quimicos eo$isigpie podem estar presentes nos alimentos.
Durante esta fase da avaliagdo de risco, a quast@orespondida é: “Qual é a relacédo entre aalase
incidéncia de reacdes adversas em humanos?”.

A caracterizagcdo do perigo € feita através do thlce dose/resposta. Substancias néo
genotoxicas apresentam limiar de dose para efeiterso (nenhuma resposta bioldgica evidente
abaixo de uma dose especifica). Substancias gecasde/ou carcinogénicas ndo apresentam limiar
para efeito adverso, ndo existindo dose minimaxgesécdo para iniciar o efeito adverso (alteracao
genética) e carcinogénese. Para substancias céan dendose, sdo calculados NOAEIo (observed
adverse effect leveli.e., maior dose na qual nenhum efeito advassoldservado; ou LOAELIgwer
observed adverse effect leyele., menor dose na qual foi observado alguritcedelverso.

Com base em NOAELSs, sao calculados os valores ghstiZio Diaria Aceitavel ou Toleravel
(HERMAN; YOUNES, 1999). O termo Ingestdo Diaria ftéeel é utilizado para substancias que
podem ser controladas (aditivos alimentares, droggsrinarias e pesticidas). Ingestdo Diaria
Toleravel é utilizado para contaminantes naturaten@nesentes, em fung¢é@o de sua permissibilidade,
em contraste a aceitabilidade, para a ingestédo ot¢arminantes inevitavelmente associados ao
consumo de alimentos. Como alguns contaminantesa@oapidamente eliminados do organismo, o
termo Ingestdo Diaria Toleravel Provisoria € wila. Quando se trata de contaminante cuja
propriedade cumulativa ndo € conhecida, estabskcema Ingestdo Diaria Méaxima Toleravel
Provisoria.

Avaliacdo da exposicad@valiacdo qualitativa e/ou quantitativa da inflegirovavel de agentes
bioldgicos, quimicos e fisicos através dos alimgrassim como as exposi¢des que derivam de outras
fontes, caso sejam relevantes (WHO, 1998). A egfosatravés do consumo de alimentos é obtida
através da concentracdo da substancia no alimemiargidade de alimento consumido por unidade
de peso corpdreo. Dessa forma, € possivel ideartificupos de risco a exposicdo de determinado
contaminante, como por exemplo, criancas, que asucnirem alimentos com a presenca de algum
contaminante, até mesmo dentro dos limites acéitddevido ao seu baixo peso corpéreo estardo
mais susceptiveis ao desenvolvimento de danoso@uiipo importante na analise de risco sao 0s
grupos monofagicos, cujas dietas sdo compostanagseente por um dnico alimento, como milho
em diversas tribos africanas. Esta fase deve swluz@la de forma a responder a questdo: “A que
niveis de exposicao os individuos estdo sendo oqasu podem ser estimados para estes individuos,
sob diferentes condi¢cbes?”

Caracterizagdo do riscoestimativa qualitativa e/ou quantitativa, incesdas incertezas

inerentes, da probabilidade de ocorréncia de untoeéelverso, conhecido ou potencial, e de sua
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gravidade para a saude de uma determinada populegdobase na identificacdo do perigo, sua
caracterizacéo e avaliacdo da exposigéo.

A caracterizagdo do risco deve fornecer informagidse a estimativa do risco de uma forma
atil e de facil entendimento por parte dos respegisgpela tomada de decisdes da Saude Publica. Ao
final desta fase, deve ser possivel responder stapie‘Qual é a incidéncia de efeitos adversos a
saude, de uma dada populacéo, sob condi¢cdes éspedié exposicao?”.

A avaliacdo da exposicdo a uma substancia quimicane alimento pode ser feita de diversas
maneiras, e o0 método de escolha dependera da agfaodisponivel e quao precisa e detalhada a
estimativa deve ser (KROES et al., 2002). Nenhurtodeésuprird a todos os critérios, como custo,
precisdo, tempo disponivel, etc. O método devesslationado caso-a-caso. Para isso, 0 primeiro
passo € definir o objetivo da avaliacdo. A AgémgaProtecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA,
1992) define trés propostas na estimativa quaintitde exposicdo a substancias quimicas ambientais:

i) A exposicado pode ser medida no ponto de contatdinghe tanto a concentra¢cdo como o

tempo de contato, integrando os dois parametr@digg@o no ponto de contato);

i) A exposicdo pode ser estimada avaliando separadamearoncentracdo de exposicdo e o

tempo de contato, combinando as informacfes postente (avaliacdo do cenario);

iif) A exposicdo pode ser estimada a partir da dose,pqde ser reconstruida a partir de

indicadores internos (como biomarcadores) apo®aémia da exposicao (reconstrucao).

Duplicatas de dieta sdo avaliagbes no ponto deamprguprimento, aquisicdo e consumo de
alimentos em combinacdo com informacdo da composifentar sdo avaliagbes do cenério e uso
de biomarcadores é exemplo de estudo de reconstruca

A avaliagdo de risco é envolvida por incerteza®@adas a falta de dados adequados, e o
gerenciador de risco deve considerar, além dosiygisslanos causados a saude, o fato de que a
contaminagdo por micotoxinas pode causar impodamgactos no comércio mundial e no

suprimento de alimentos.

Consideracgfes Finais

O trigo e produtos derivados constituem alimentesathplo consumo no pais, portanto, o
controle da contaminagdo por micotoxinas € de dmpartancia. A seguranca irrestrita dos produtos
consumidos depende do monitoramento continuo, eyapd® métodos de alta sensibilidade e baixo
custo, constantemente avaliados e comparados céodoséquimicos oficiais, em continuo avanco.
Os métodos imunoquimicos surgiram como alterngi@wra minimizar o custo de anélise, como uso de
colunas de imunoafinidade para pré-impeza de deisalenol. A aplicacdo de métodos
imunolégicos como biosensoresnicroarrays imunossensores eletroquimicos, polarizacdo de

fluorescéncia constituem alternativas atraentesontrole de qualidade de alimentos.



4 MATERIAL E METODOS

As metodologias utilizadas no transcurso da peagstio apresentadas de forma detalhada nos
artigos cientificos, apresentados no item ResultadDiscussao, visando posterior publicacdo. Neste

item, serdo apresentados fluxogramas dos pringypacedimentos executados.

Produgdo de AcM Monitoramento Exposigéo
anti-DON
‘ l l h%
Cultivo ic-ELISA CIA Grios de tngo Moinho Y_Sﬂf:‘;;‘ Consumo de Ingestdo Didna
celular dcn\;{ados de Estimadade
‘ | ® DON
Proliferagio Padronizagio Acoplam ento Re; ep:i ::Ios Tﬁw.i a8
emorte do AcM a0 gaosce ingo quibe
cehular gl
. ‘ Farelode
Rl rio Eluigio da trigo
Semi- toxina
punficagio Fannha de
do AcM tngo
Campo | Cooperativa —  Gémende
Expenm ental trgo

lMamomnsPR ‘ |32amoﬁmsPR ‘

60 amostrasRS

Figura 1: Esquema geral do trabalho desenvolvido durantesa @le Doutorado.




Hibridoma linhagem DON.3
(-185 °C, SFB:DMSO, 9:1)

Descongelamento e reativacgao celular
(RPMI + 10 % SFB + 2 M glutamina)

37°C,5%CQ

Adaptacéo celular gradual ao meio Hybridoma-SFM

37°C,5%CQ

Atividade anti-DON - . Teor protéico
i-ELISA Producéao de 1gG anti-DON 280 nm

Concentracao (ultrafiltracéo)

Precipitacao - (Ng.SO,

Armazenagem a — 20 °C

Semi-purificacéo (dialise com PBS seguida de agua

ultrapur)
Atividade anti-DON IgG anti-DON semi- Teor protéico
I-ELISA purificado 280 nm

Coluna de

ic-ELISA imunoafinidade

Figura 2: Reativacdo de hibridoma linhagem DON.3 em meité8oo, producao e purificacdo
de anticorpo monoclonal anti-DON (IgG anti-DON).
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5 g de trigo e derivados 40 mL metanol 70 %

Shaker a 150 rpm/30 min

800 x g/5 min

-20 °C/18 h

2250 x g/5 min

400 pL evaporados a 40 °C sol
nitrogénio

ic-ELISA

Figura 3: Extragdo de DON para o monitoramento de contardama@tural em amostras de
trigo, farinha de trigo, quibe e gérmen de trigtidiis dos Estados do Paran& e Rio Grande do Sul.
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DON-BSA (100 pL, 2 ug/mL)

PBS-OVA 0,01 % (200 pL)
37°C/1h

Anti-DON (50 pL, 1:200, Padrao ou amostra (50 pL)

1,25 mg/mL)

37°C/1h

Anti-IgG + enzima HRP (100 pL)
37°C/1h

Substrato cromégeno (TMB, 100 uIJ)
25 °C/20 min

Leitura a 450 nm

Figura 4: ELISA competitivo indireto para quantificacdo d®® em trigo.
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15 g de trigo 120 mL agua + 3 g NaCl
I |

Shaker a 150 r.p.m/30 min

Filtro de papel e de microfibra dL
vidro

2 mL extrato + 2 mL agua

Clean up- CIA®
|

Lavagem (agua ultrapura)

Eluicdo de DON (metanol)

iIc-ELISA CLAE

20 pL
Sistema isocratico de fase reversa
Coluna nucleosil 100 g

Fase mével metanol 30 %
Fluxo 0,7 mL/min

Detector UV
A 220 nm

Figura 5. Extracdo de DON através de coluna de imunoafiltida quantificacdo por

cromatografia liquida de alta eficiéncia e ic-ELISA
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Validacéo ic-ELISA

Amostras artificialmente Amostras naturalmente contaminad@s
contaminadas (grao de trigo, farinha,

gérmen e trigo para quibe)
0, 350, 1250 e 1750 pg/kg
ic-ELISA
Extragdo DON
| CIA - CLAE
ic-ELISA
| CLAE - MS
Interferéncia de Matriz e
Recuperacéo

Teste de correlacdo

Figura 6: Validacdo intralaboratorial de ic-ELISA para analdee DON em gréo de trigo,

farinha, gérmen e trigo para quibe.



Recebimento da matéria-prima

Silo de pré-secagem

Secagem (13 %)

Silo de p6s-secagem

Limpeza dos graos

Umidificacéo (15 %/12 h)

Moagem umida

Farelo de trigo

Farinha de trigo

Figura 7: Processamento de trigo em Moinho.
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Gérmen de trigo
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao foram redigidos sob falenaapitulos para publicacéo, listados

abaixo:

5.1 Monoclonal antibody-based immunoassay for dewwgjenol screening in wheat and wheat

products

5.2 Avaliacdo da ingestdo de derivados de trigoLemdrina, PR, por meio de Questionario de

Frequéncia de Consumo de Alimentos

5.3 Natural occurrence of deoxynivalenol in wheatl avheat products from south Brazil and

estimated daily intake by wheat products

5.4 Desoxinivalenol: monitoramento e perigo de sigim por trigo e produtos derivados em

Londrina-PR, Brasil

5.5 Testes preliminares para confeccao de colurauteoafinidade paralean upde desoxinivalenol



28

5.1 MONOCLONAL ANTIBODY-BASED IMMUNOASSAY FOR DEOXY NIVALENOL
SCREENING IN WHEAT AND WHEAT PRODUCTS

Joice Sifuentes dos SANTOS, Elisabete Yurie Sata@dO, Eiko
Nakagawa ITANO, Carlos Augusto MALLMANN, Osamu
KAWAMURA, Elisa Yoko HIROOKA. Brazilian Archives of Biology
and Technology Artigo a ser submetido.

Introduction

Trichothecenes are a structurally related cytotayicup of secondary metabolites produced
mainly by Fusariumspp. as field mycotoxin, where such commodities moges the essential human
dietary ingredient, as wheat, accounting with 2@m®/aaily calories. Deoxynivalenol (DON; 2,13-
epoxy-3,7a,15-trihydoxytrichotecec-9-en-8one) is a type Bhdthecene produced Hyusarium
graminearum F. culmorum F. crookwellenseF. sporotrichioidesF. poae F. tricinctum andF.
acuminatum(PITTET, 1998). International Agency for ReseaothCancer classified DON in group
3: “not classifiable as to its carcinogenicity tantans” (IARC, 1993). It is also named vomitoxin due
to vomiting and digestive disorders effects, deseda food intake or refusal, with subsequent lpsse
of weight gain mainly in swine, resulting in impant economic losses (MILLER, 2008). Besides,
trichothecenes are potent protein inhibitors, ado@m&chanism of their toxicity. The immune systam i
extremely sensitive (PESTKA et al., 2004). Expodorw trichothecene doses induces upregulation
of proinflammatory cytokines causing immune stiniola, whereas high doses cause apoptosis in
lymphoid tissues resulting in immunosuppressiore ifaximum level of DON in unprocessed durum
wheat is set at 1750ug/kg (COMMISSION OF THE EURGRECOMMUNITIES, 2007). In Brazil,

a specific guideline for DON has not been estabtistiven for food or feed.

The detection of trichothecenes, initially estdidid using gas chromatography based on
electron-capture (KOCH, 2004), advanced to highfgperance liquid chromatography (HPLC)
coupled with ultraviolet (UV), photodiode array (R]) fluorescence (FL), or MS detection (KRSKA
et al., 2007). Current advance introduced attraatiulti-mycotoxin analysis techniques, which allows
detection at ng/kg level, with analysis withoutaegive clean-up step of sample extracts, and minima
use of harmful solvents (KRSKA et al.,, 2008, LATTAND et al., 2009). However, the major
problems of those methods are the requirementgfiyhitrained technical staff, costly equipments,
which avoids its inclusion in routinely analysis dield or small mills, especially in the food
producing countries, sited mainly as developingtoes. Thus, it is indispensable the developmént o
fast, reliable and economic methods. In this wagmunoassays such ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), are a valuable tool as sogenethod for mycotoxin contamination. The

ELISA advantages are mainly related with the midioranot necessary clean up step, besides not
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requirement of costly equipment, can be performéth wnly little experience of the analyst and
minimal use of chemicals.

ELISAs for DON have been developed using polyclofmb) and monoclonal antibodies
(mADb), prepared against DON-protein conjugates (BANet al., 1995, SCHNEIDER et al., 2000,
MARAGOS; MCCORMICK, 2000). Various studies scregnimycotixins use ELISAs for the most
diverse matrices, like DON in beer (KOSTELANSKA@&t, 2009 PAPADOPOULOU-BOURAQUI
et al., 2004), T-2 toxin in corn (PRADO et al., I990chratoxin A in coffee (FUJII et al., 2006),
ochratoxin A in wines (FLAJS et al., 2009), fumadngsin corn (ONO et al., 2000; IIJIMA et al.,
1996), aflatoxin in peanut products (KAWAMURA et,al988), aflatoxin Min milk products (PEI et
al., 2009).

In the present study, an indirect competitive ELIEAELISA) based on anti-DON monoclonal
antibody was standardized and evaluated in a catiparstudy with IAC-HPLC and HPLC-MS to

reach a reliable analysis.

Material and methods

Safety note

Deoxynivalenol is cytotoxic, and should be handledth extreme care. Mycotoxin-
contaminated material should be decontaminated avitaqueous solution of sodium hypochlorite (5
%).

Sampling

During the 2006, 2007 and 2008 crops in the SthRacana (PR) and Rio Grande do Sul (RS),
Brazil, wheat samples were taken from Brazilianig&gjtural Research Corporation (EMBRAPA),
units Londrina-PR and Passo Fundo-RS, from fieddsticarried out to study the yield performance of
wheat cultivars in different locations; and fronudks at delivery post of one cooperative (20
producers) located in South-Western Parana. ThHusaBples were analysed by ic-ELISA and IAC-
HPLC and 44 samples by ic-ELISA and HPLC-MS. WHbatr and germ samples were provided by
a local mill, while kibbe samples were randomlydakby Health Surveillance Agency (ANVISA)

inspectors.

Deoxynivalenol standard

Deoxynivalenol (98 % purity DON) purchased fromr8&gChemical Co. (St. Louis, MO, USA)
was dissolved in ethyl acetate, and analyzed atrZB0(extinction coefficient of 1,410; UV-VIS
Cintra 20, GMB, Melbourne, Australia). The stockrstard solution was dissolved at 1 mg/mL in
acetonitrile, and stored at —20 °C. Calibratiorveuf250, 500, 750, 1000 and 1500 ng/mL) used in
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HPLC analysis was prepared in methanol:water (30:/A0. Calibration curve (50, 100, 250, 500,
750, and 1000 ng/ml)sed in ic-ELISA analysis was prepared in meth&RET (1:9, v/v).

Production of anti-DON monoclonal antibody

Hybridoma cell line DON.3 (KAWAMURA, 2005) was praged at Kagawa University (Japan).
Briefly, the immunogen was prepared reacting 3ydd@®N (3-ADON) with anhydride hemiglutarate
to obtain 3-ADON hemiglutarate (SADON-HG). Thenwas deacetylated, and DON-HG produced
was conjugated with bovine serum albumin (BSA) todpce DON-HG-BSA to immunize the mice.
The spleen cells of immunized mice were fused \Bi##2/0-Ag1l4 myeloma, and DON.3 hybridoma
was selected and cloned using HAT medium (0.1 mbkgnthine, 0.1 mM aminopterine, and 0.16
mM thymidine). The hybridoma was stored in fetavibe serum (FBS) and dimethyl sulfoxide
(DMSO) (FBS:DMSO, 9:1, v/v) under liquid,N

Anti-DON monoclonal antibodies (mAb) hybridoma wgr®wn in RPMI 1640 supplemented
with 10 % FBS and 2 mM L-glutamine, routinely cuéid in a humidified incubator at 37 °C with 5 %
CO,. After a 2-week adaptation time, RPMI was graduadiplaced with 25, 50, 75 and 100 %
Hybridoma-SFM (serum free medium, H-SFM) suppler@énwith 100 U/mL penicillin, 10@ug/mL
streptomycin and 2 mM L-glutamine. Subsequent tbseguration and death (close to 15 days), cells
were removed by centrifugation (2,400 x g, 10 MiAC) and the supernatant was maintained at 4 °C.
The mAbs were concentrated by ultrafiltration (®ur Cell 8400, Millipore, Billerica, United States)
and semi-purified from supernatant by ammoniumadelprecipitation (40 % saturation, 243 g/L) and
centrifugation (11,000 x g). The precipitates wezdissolved in appropriates amounts of 0.1 M PBS
pH 7.3, and then dialyzed against PBS followed ftyapure water (Purelab Elga, Lane End,
England). IgG concentrations were determined byigii®n at 280 nm, using 1.35 as absorption
coefficient (HARLOW; LANE, 1988).

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electaygkis (SDS-PAGE) of the purified anti-
DON mAbs was performed according to Laemmli (197 purified mAb was denatured at 100 °C
for 5 min in sample buffer (5 % SDS, 5 % 2-mercaftanol, 0.5 M Tris—HCI, 50 % glycerol, and
0.05 % bromophenol blue), and applied onto the &b6king gel and resolved in 12% separating gel.
Each lane was loaded with 5.4 ug of proteins. &fdtoresis was carried out at constant voltage of
150 V until bromophenol blue marker reached thedmotof the gel. After, the gel was stained with

silver nitrate.

Indirect ELISA (i-ELISA)

Indirect ELISA was used for the determination oftilaody titers and activity. In brief,
polystyrene microtitre plate wells (Corning, NewrkKoUSA) were coated with 100 pL of DON-HG-
BSA (2.0 pg/mL) in 0.2 M carbonate/bicarbonate euffiH 9.6 at 4 °C overnight. Plates were washed

five times after each step of incubation with PESBS with 0.05 % Tween 20). In order to minimize
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nonspecific binding, wells were blocked with 200 RBS-ovalbumine 0.1% at 37 °C for 1 h. Serial
dilutions (100 pL) of anti-DON mAb in PBST were &l and incubation was carried out at 37 °C for
1 h. Then, 100 pL Horse Radish Peroxidase-lababed anti-mouse 19G (HRP, 1:2000) were added
and incubated at 25 °C for 1 h. Then 100 pL sutessalution (3,3’,5,5'-tetramethylbenzidine, TMB;
Sigma, St. Louis, USA) were added and incubate&2b#C for 20 min. The reaction was stopped by
adding 50 pL 1 M K5O, and absorbance read at 450 nm (Expert Plus, A3gs\bridge, United
Kingdom).

Indirect competitive ELISA (ic-ELISA)

DON analysis was carried out according to Kawan(2e®5). Briefly, wheat grains (50 g) were
ground to 20 mesh in a laboratory mill (A11, Iker@any) and 5 g wheat sample were extracted with
40 mL 70 % methanol and shaken at 150 rpm for 30 firtie mixture was centrifuged at 800 x g for 5
min, the supernatant kept at — 20 °C/overnight @amtrifuged at 2250 x g for 5 min. Two aliquots
(400 pL) were evaporated to dryness under nitragezam at 40 °C and maintained at — 20 °C until
analysis.

DON levels were determined by ic-ELISA using an®® antibody (1.2 mg/mL). Polystyrene
microtitre plate wells were coated and blockedofwlhg i-ELISA procedure. After washing, 50 pL
DON standard or wheat extracts (8 and 80-fold wil)tand 50 pL anti-DON mAb (200-fold dilution)
in PBST were added, and incubation was carriecab@7 °C for 1 h. After washing five times with
PBST, 100 pL IgG-HRP (1:2000) were added, incubate2b °C for 1 h, and washed. Then 100 pL
substrate solution (TMB, Sigma) were added andhated at 25 °C for 20 min. The reaction was
stopped by adding 50 puL 1 M,80, and absorbance read at 450 nm. Average absorheace
calculated from individual absorbance obtained fraduplicate wells and results were expressed as
percentage of binding: Binding (%) ="/A" x 100, were A is the mean absorbance in the presence of
DON standard or wheat extract sample and Ahe mean absorbance in their absence. The wetect
limit of DON (22.2 ng/mL, corresponding to 177.1/kg) was calculated as 3-fold the standard

deviation of absorbance from three replicate wadlsero standard (0 ng DON/well).

DON recovery

Wheat samples (grain, flour, germ and kibbe) witin-detectable DON levels by HPLC (<
87.75 ug/kg), were spiked with DON (350, 1250 af®ql ug/kg) dissolved in acetonitrile. The
samples were extracted after standing at 25 °Cnigley to allow solvent evaporation prior to the

extraction. DON quantification and recovery tes&evcarried out by ic-ELISA.

DON analysis by IAC-HPLC
DON extraction was carried out as follows. Fiftegams of wheat sample, finely ground to 20

mesh, were extracted with 120 mL ultrapure water &g NaCl, by shaking at 150 rpm for 30 min.
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The mixture extract was filtered through papekefittollowed by a glass microfiber filter (GF/C pore
size 1.2 um, 2.5 cm, Whatman, Maistone, Englandjp milliliters (equivalent to 0.25 g sample) of
extract was passed through the DON immunoaffingjuimn Dontest® (Vicam, Watertown, USA)
with 2 mL ultrapure water, followed by 17 mL ultrae water. DON was eluted with 2 mL methanol
(J. T. Baker, Xalostoc, Mexico), collected and evraped to dryness under nitrogen stream at 40 °C.
The dried residue was dissolved in 300 pL of mathamter (30:70, v/v) and filtered through a
Millex HV filter (0.45 pum).

DON (20 pL) was analyzed by a reversed-phase isocHPLC system (LC-10AD pump,
Shimadzu, Japan) using a Nucleosil 100 C18 colu2&® k 4 mm, 5 um; Merck, Germany). UV
detection (SPD-10A UV/VIS detector, Shimadzu, Japeas performed at 220 nm. The mobile phase
consisted of methanol:water (30:70, v/v) at 0.7 mik/flow rate, The detection limit for DON (DL=
0.3 pg/kg) was calculated as 3-fold standard diewigSD) of the blank sample obtained from seven
repetitions (SOARES, 2006). The quantification tigQL= 87.7 g/kg) was calculated as 10-fold SD
of the blank sample. Values below QL were assigrsedero in statistical analysis. Calibration curve
used for quantitative determination was construckgdg five points; the linearity of the method was
obtained by the correlation coefficient 0.999. Rexy study was performed in wheat sample spiked
with DON levels of 250, 500, 750 e 1000 pg/kg. Aage recovery was 75.4 %, the results for the

samples were not corrected for the recovery.

DON analysis by HPLC-MS

Twenty-five grams of ground sample were extracted W00 mL acetonitrile:water (84:16, v/v)
for 3 min in a high speed blender. The extract ffesed through Whatman paper filter n. 4 and 20-
fold diluted in water:methanol:acetonitrile (85:6vv/v).

LC separation and MS analysis were performed b&gilent H 1100 LC/MSD system (Agilent
Technologies, Palo Alto, United States). Aub volume of the diluted sample was loaded onto a
Eclipse XDB-C18 column (5 um, 150 x 4.6 mm) at €0 The isocratic mobile phase consisted of 5
mM ammonium acetate:water:methanol (80:11:9, v/wih a flow rate of 0.7 mL/min and a run time
of 7.5 min. The MS analysis was performed using edgctrospray ionization (ESI) interface
(M+H"=297), capillary temperature, 350 °C, sheath gaw flate, 12 L/min. The detection limit for
DON was 4Qug/L, the quantification limit was 146g/kg. The average recovery was 84.1 %.

Measurement uncertainty

Measurement uncertainty is the variability asseciab analytical results. For any analytical
method, each result is reported as the best estifoatthe sample and it is always qualified by a
measurement uncertainty, exgpg/kg +y pg/kg (SCUDAMORE et al., 2008). For this survdye t
measurement uncertainty was calculated followimgftimula U= V(DL/2)*+(a x CY, where U is the

maximum standard uncertainty (ng/kg); DL is theedgon limit of the method (pg/kgk is a
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constant, numeric factor to be used depending ervéilue of C; C is the concentration of interest
(ng/kg), according Comission of the European Comtiaen(2006). In the present work, 1750 pg/kg
was selected as the concentration of interest, theuncertainty associated to developed ic-ELISA

227.9 pg/kg. Therefore, the analytical result cdaddeported as mean + 227.9 pg/kg.

Correlation analysis of ELISA versus IAC-HPLC andll€-MS

DON concentrations detected by ic-ELISA were coregato both HPLC analysis using
Pearson correlation test (Statistica 6.0, Tulsad)JShe extracts obtained from IAC were evaporated
to dryness, ressuspended in methanol:PBST (1:9, athd applied to ELISA microplates. The

extraction carried out for HPLC-MS vs ic-ELISA weenducted independently.

Results and Discussion

In the present work, anti-DON mAb was producedrbyitro cultured hybridoma DON.3 and
used to develop an ic-ELISA for DON detection intumally contaminated wheat samples.
Monoclonal antibodies are produced by a single eloh B cells, with special features: antigen-
specificity and uniformity, which renders them extrely valuable tool in the development of
mycotoxin determination methods in food, feed amghéin or animal serum, urine, blood, etc

Myeloma and hybridoma cell lines can grow in a droange of standard tissue culture medium.
For routine use, RPMI medium (or other commonlyd)se supplemented with fetal bovinum serum
(FBS) to a final concentration of 10 %. FBS is nall;n used because it contains very low
concentration of IgG molecules that may interfatesome assays or purifications. Other growth
supplements are not required, except when the allgrown at very low densities ¢igll/mL). The
ability of hybridomas to grow readily in standarsstie culture medium suggests that these cells have
fairly simple growth requirements. The use of seftee medium has some advantages over serum-
containing solutions, like more defined, controltdl culture environment and avoids animal welfare
issues.

Antibodies produced against a hapten-carrier antigeult in antibodies specific for the hapten.
The cross-reactivity of anti-DON mAb used in thisdy was previously evaluated (KAWAMURA,
2005) and the data is shown in Table 1. This de# lexhibit minor cross reactivity with other
trichothecenes, except for 15-ADON (333 %). Newarhs, 15-ADON is more common in North
America (OPINION ON FUSARIUM TOXINS, 1999) and tlaeetylated derivatives are less toxic
than DON, thus, this cross reactivity is not a pegobto screen DON in samples from South America
(Brazil).

Figure 1 shows the structure of DON and relatedpmmds. It is apparent that there are several
reactive sites at which to form linkages to cargpeoteins. In particular, hybridoma DON.3 was

produced using immunogen linkage with, Rhrough 3-ADON. The probable recognition site by
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antibody is between g. Based on this site of antigen-antibody ligatithrere is the cross reactivity
with 15-ADON.

H H

HaC S 0 . Ri1) PM_ Ry Ry Rz
‘\%//’“W N ' NIV 312 _OH OH OH

. 13— DON 206 OH H OH

o s FUS X 354 OH OAc OH
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Figure 1: Structure of DON and related trichothecenes.

Table 1: Cross reactivity of anti-DON monoclonal antibody.

Trichothecenes Cross reactivity (%)* Trichothecenes Cross reactivity (%)*
Deoxynivalenol (DON) 100 Tetraacetyl NIV <0.5

15-acetyl DON 333 Toxin T-2 tetraol 1.2

3-acetyl DON <0.5 Toxin T-2 <0.5

Nivalenol (NIV) 5 Toxin T-2 acetyl <0.5

4-acetyl NIV 1.2 Diacetoxyscirpenol <0.5

3,4-diacetyl NIV <0.5 Neosolaniol <0.5

* Percent of cross reactivity relative DON wereccddited as amount of DON required for 50 % inhditof
binding/amount of trichothecenes mycotoxins reqlw&50 % inhibition of binding x 100. Kawamura,(0

The potential of acetylated DONs (ADONSs) to conité for the overestimation of results
generated by DON-ELISA tests was discussed by Hie§5993). Due to the relatively low levels of
ADONs commonly occurring in unprocessed cerealgjr ticontribution to DON concentration
overestimation is in most cases insignificant (ZATHASOVA et al., 2008).

Total volume of culture medium containing anti-D@Ntibodies produced was 2,320 mL. A
resume of protein content is shown in Table 2. pitmtein recovery after ultrafiltration was estinthte
at 26 %. Semi-purification was carried out with aominm sulfate [(NH).SQy], that is one of the
most commonly used methods for removing proteiomfsolution. They form hydrogen bonds with
water through their exposed polar and ionic groufpien high concentrations of small, highly
charged ions such as ammonium or sulfate are addese groups compete with the proteins for
binding to water, removing the water molecules frtme protein and decreasing its solubility,
resulting in precipitation. The use of H-SFM isateld to facilitate purification of specific mAb,has
an optimized serum-free basal formulation suppldetenvith trace elements, minerals, and a low
amount (20ug/mL) of defined protein (insulin and transferrifhe use of FCS supplementation (75

% H-SFM) exhibited higher protein concentrationl{lEa?) and no difference in mAb activity (Figure
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2). Bruce et al. (2002) mentionated that smalllle¢é&CS supplementation may dramatically improve

the level of mAb production for the hybridomas istigated in their work.

Table 2: Anti-DON monoclonal antibody protein concentratiaccording Hybridoma-Serum

Free Medium (H-SFM) composition from supernataftgraultrafiltration and after dialysis.

Supernatant After ultrafiltration After precipitatior]

H-SEM and dialysid
content v (ml) P(rg;e)in v (mL) P(rg;e)in v (ml) P(rg;e)in
o* 150 34.0 40 10.0 15 11.4
25% 230 ND 40 18.6 FP ND
50% 400 122.4 50 25.5 FP ND
75% 640 224.6 50 44.8 55 22.6
100% 900 4104 120 121.4 35 37.3
Total 2320 791.5 300 220.4 55.5 ND

H-SFM= Hybridoma Serum Free Medium

V= volume (mL)

ND= not determined

FP= Frozen precipitated, mAb expecting to be dedlyat the moment of use.
! Cell culture medium after cell elimination by cefutgation

2Precipitation with ammonium sulfate

% Antibody solution used for i-ELISA and ic-ELISA

*90 % RPMI + 10 % FBS

Figure 2 shows antibody titer determination (i-EA)Saccording to the culture medium
composition. Antibodies used to determine titereveroduced from the same batch. The differences
are concern H-SFM content and time at 4 °C. mAmfits % H-SFM and 100 % H-SFM (A) were
stored at 4 °C for 3 months before analysis, whilé % H-SFM (B) was stored at 4 °C for 3 weeks.
The marked difference among them is the higher diteecent dialyzed mAb solution, evidencing that
—20 °C is the best temperature storage, and alsondtessity of buffer supplementation with
stabilizing compounds, like glycerol, for convertigrork solution storage at 4 °C (HARLOW; LANE,
1988). Antibody solutions should not be frozen #ralved repeatedly, as this can lead to aggregation,
that can cause the loss of activity by steric fetence of the antigen combining site or by gemegat
insoluble material, that is lost during centrifugator filtration (HARLOW; LANE, 1988).

In the SDS-PAGE profile, anti-DON mAb structuralof@ins were detected, with estimated
molecular weights ranging from 25 to 200 kDa (Fey®). IgG molecule is a glycoprotein with a
molecular weight of approximately 150 kDa, conagtdf two identical light chains (25 KDa) and two
heavy chains (50 KDa), held together as a tetranyedisulfide bonds, that can be reduced by
mercaptoethanol, for example.
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Figure 2: Indirect ELISA titer determination of anti-DON marional antibody produceth
vitro by Hybridoma DON.3.

DON-HG-BSA, anti-DON and anti-lgGHRP antibodies centration were optimized by
comparing dose-response curves obtained usingdaitfeombinations of antigen (1, 2 and 3 pg/mL),
anti-DON dilution (1:100, 1:200, 1:400 and 1:808hd anti-lgGHRP (1:1000, 1:2000 and 1:5000).
The optimized coating antigen concentration, ar@MNand anti-lgGHRP were 2 ug/mL, 1:200 and
1:2000, respectively. Quantitation of DON with fied mAb showed that 6.25 pg/mL was necessary
for an accurate estimation of DON concentratioris Tasult is similar to that obtained by Sinhalet a
(1995), who reported a requirement of 5 pg/mL oftmA

200kDa

70kDa

50kDa

25kDa

Figure 3. Anti-DON monoclonal antibody sodium dodecyl stdfpolyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE), stained with silverati.

For use in the quantitative indirect competitivel &, mAb obtained from 100 % H-SFM (B)
was chosen. The accuracy and precision of ic-ELW&4e determined using DON standards at 0 —
1000 ng/mL range, where the assays were evaluaphtedly in different sets of wells of the same

plate (intra-assay), or different plates in differdays (inter-assay). Reproducibility and religypiof
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the ELISA were demonstrated by the low relativendéad deviations (RSD) of 0.003 — 0.088 % and
6.7 — 11.8 %, respectively. Results are shown llera.

Table 3: Intra- and inter-assay variations of ic-ELISA assesover a range of concentrations
of DON standary

DON found
DON — —
Intraassay (n=3 Interassay (n=7
standard y (n=3) y (n=7)
(ng/mL) Mean + S.D. 0 Mean + S.D. 0
(ng/mL) RSD (%) (ng/mL) RSD (%)
50 49.8+0.04 0.088 49.2 +4.83 9.8
100 99.4 £ 0.05 0.053 96.7 +£ 10.56 10.9
250 249.1 +0.03 0.011 270.3+£18.04 6.7
500 536.8 + 0.04 0.007 521.3+44.54 8.5
750 719.3 +0.03 0.004 680.7 + 80.53 11.8
1000 989.9 + 0.03 0.003 1015.2 + 79.35 7.8

®Intra- and inter-assay variations were determimgdeplicate analysis for each concentration
of standards runs in the same plate (n= 3) anc:pljcate of a set of standards run in different
plates on different days (n= 7), respectively. TRelative Standard Deviation (RSD) was
calculated as standard deviation/mean x 100.

The ic-ELISA standard curve for DON (0 — 1000 ngjnalnd the linear regression analysis are
shown in Figure 4. The detection limit was 22.2nmg/ equivalent to 177.1 pg/kg, minimum
concentration over 5.9 % inhibition. Schneider let(2000) developed the first yolk antibody based

immunoassay for DON and found a detection limit)(L@/kg) similar to the present study.

100

20 v=-14,52In(x) + 134,36

BO - R*=0,9959
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Figure 4: Standard curve of DON detection by ic-ELISA. Galrepresent the mean binding
from seven standard curves performed on differeytsdover a 1-month period. Bars represent
standard deviations. The detection limit was 22)&nh. (117.1 ng/g wheat), wich was the minimum

concentration over 5.9 % inhibition (mean minuoBHSD of 0 ng/mL DON) detected by ic-ELISA.
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Wheat grain, wheat flour, kibbe and germ wheat icedrinterferences in ic-ELISA were tested
using samples with non-detectable DON levels by GRS (Figure 5). Food matrix interference in
immunoassay could be due to non-specific interactaused by protein, pigments, fat and solvents, or
steric hindrance, which would overestimate the t@ah level. Matrix interference in wheat graindan
kibbe was overcome by sample dilution. Otherwisdieat flour did not showed interference
difference in the dilutions testes. Wheat germ ysigalonly was possible with little sample dilution.
Maragos and McCormick (2000) extracted wheat sasnplth a ratio of 10:1 buffer volume to sample
mass, and eliminate the dilution step following tk@mple extraction. Matrix effect could be
minimized by sample dilution prior to ELISA analygiONO et al., 2000). In our work, a ratio of 8:1
70 % methanol to sample mass was used, and a d@lifation (total of 80-fold dilution) was used in

sample analysis.

18 1 m 5-fold

16 - m 16-fold
14 1 ® 40-fold
12 7 BO-fold
10 ~
5
6 -

. .

D T 1
Wheat grain  Wheat flour Kibbe Wheat germ

Interference (3)

[T =

Figure 5: Matrix interference in ic-ELISA: effect of sampélution (8 to 80-fold) on DON

determination in wheat grain, wheat flour, kibbel arheat germ.

Table 4 shows DON recovery in the different magicéhe recovery of DON in wheat grains
ranged from 88 to 122 % (mean 108 %), which wasistent to the recommended recovery (60 — 120
%) by Comission of the European Communities (20@Bdut DON in foodstuffs, with relative
standard deviation (RSD) below 20 %. Wheat flowwvedd good overall recovery (103.0 %), but the
RSD for low DON concentrations was high (36.2 %lilevfor higher concentrations was adequate
(19.0 to 21.5 %). On the other hand, the extractimthod was not efficient to extract DON from
complex matrix as kibbe and wheat germ, observethéyigh RSD in kibbe samples (41.1 to 51.4
%) and low recovery (26.9 %) associated to high RED8 to 44.5 %) in germ samples. Kibbe is
made from germinated wheat, which is firstly cogkedrboiled or steamed; the outer layers of bran
are removed, and then grounded into various sizaithgy In the germination step, the wheat kernel
has increased its nutritional status (MIRANDA, 2)0&nd consequently matrix complexity. Wheat
germ is the core of the wheat kernel, which is resdoduring the milling of white flour and presents

high content of lipids (8 %), vitamins and minerapecially vitamin E. The low recoveries of wheat
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germ can be improved changing the protocol extacidding a step of lipid removal, for example.

Schneider et al. (2004) suggest DON extractionrpEbISA with pure water or neutral buffer

solutions, to avoid sample matrix problems arignogn co-extracted fat.
HPLC and ic-ELISA data of natural DON contaminationwheat samples (n= 34) (Table 5)
showed correlation coefficient (r) of 0.84 (Figwie Such correlation between ic-ELISA and HPLC

can demonstrate the effective use of anti-DON mAbell ic-ELISA in wheat analysis. Immunoassay

recorded lower values of DON than HPLC, indicatpagsible DON degradation in methanol:water

extracts over the time between DON IAC-extraction &-ELISA analysis. In seven samples (20.6
%) DON was detected by HPLC, but it was not detkdig ic-ELISA, probably due to the lower
detection limit of HPLC (87.7 pg/kg) when compatedELISA (177.12 ug/kg). These results were in

accordance with those reported by Ono et al. (2@ umonisin immunoassay.

Table 4: Recovery of deoxynivalenol (DON) in different whewnatrices by ic-ELISA using
anti-DON.3 mAb.

DON (ng/kg)

RSD

Mean recovery

Sample Recovery (%)
Added Recovered (%) (%)
Wheat 350 310.4 £ 43.4 88.7 14.0
ains 1250 1533.1 + 246.2 122.6 16.1 108.4 + 40.0
9 1750 1994.1 + 232.8 113.9 11.7
350 488.7 + 176.7 139.3 36.2
V]}I/heat 1250 1238.1 + 275.8 99.0 21.5 103.0 + 34.4
our
1750 1236.4 + 234.8 70.6 19.0
Wheat 350 347.2 +178.4 99.2 51.4
cibhe 1250 1344.0 + 664.8 107.5 50.0 108.0 +24.9
1750 2028.0 + 832.8 115.9 41.1
Wheat 350 111.3 + 16.4 31.8 14.8
orm 1250 289.6 + 44.5 23.2 44.5 26.9 + 4.4
9 1750 449.9 + 79.4 25.7 17.6

& Data represents the mean of six determinationgli(diie spiking, triplicate analysis). Results presented
as mean = standard deviation.
RSD= Relative Standard Deviation.
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Table 5: Natural occurrence of DON in wheat from Rio Grartie Sul and Parana States

evaluated by IAC-HPLC and ic-ELISA.

IAC-HPLC ic-ELISA
Locality n Positive DON (ug/kg) Positive DON (ug/kg)
samples Mean samples
(%) Range (%) Mean Range
PR 21 (5%;'3) 163.0 ND-609.6 (42.8) 84.3 ND-313.7
RS 13 10 473.0 ND-1531.5 8 363.9 ND-1362.1
(76.9) (61.5)
Total 34 24 273.5 ND-1531.5 17 185.78 ND-1362.1
(70.6) (50.0)

ND= Not detected (below LOQ, HPLC= 87.7 png/kg; ickgA= 177.1 png/kg)
n= number of samples

1500 -+
1250
1000
750

500

IAC-HPLC (ug/kg)

250

0 250 500 750 1000 1250 1500
ic-ELISA (Hg/kg)

Figure 6: HPLC and ic-ELISA correlation data for DON deteatin 34 naturally contaminated
wheat samples. The correlation coefficient (0.84)swalculated by linear regression equation y=

89.218 + 0.099 x, and ic-ELISA/HPLC ratio was 0.68.

A good correlation (r= 0.93) between ic-ELISA an®llC-MS was observed analyzing 44
samples for DON (37 wheat grain, 1 wheat flour, &advheat kibbes, Figure 7). Immunoassay
recorded higher levels of DON than HPLC-MS (Tabj)e ifdicating either recovery losses during
sample preparation in HPLC-MS (clean up step) antbod matrix effect during immunoassay
(Pestka et al., 1995). Fuijii et al. (2006) alsoembsd overestimation in ic-ELISA developed for
ochratoxin A analysis in coffee.

The present anti-DON.3 mAb-based ic-ELISA couldelffectively applied for DON screening
of wheat, with advantages of simplicity and sewsiti The small volume of samples and reagents

required to perform ELISA could also enable thelysis of higher number of samples using an

ecologically safe technique at a relatively lowtcos
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Table 6: Natural occurrence of DON in wheat grain, wheatif] and kibbe from Rio Grande

do Sul and Parana States evaluated by HPLC-MScaBHIBA.

HPLC-MS ic-ELISA
Locality n Positive DON (ug/kg) Positive DON (ug/kg)
samples Mean samples
(%) Range (%) Mean Range
10 16
PR 29 264.8 ND-2094.2 792.9 ND-3033.9
(34.5) (55.2)
RS 15 12 2995.7 ND-9906.9 15 4168.4 435.3-12291.4
(80.0) ' ' (100.0) ' ' '
Total 44 22 1195.8 ND-9906.9 31 1943.6 ND-12291.4
(50.0) ' ' (70.4) ' '

ND= not detected (below LOQ.

HPLC-MS= 140 pg/kgEiclSA= 177.1 ug/kg)

n= number of samples
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Figure 7: HPLC-MS and ic-ELISA correlation data for DON ddten in 44 naturally
contaminated wheat. The correlation coefficien®3pwas calculated by linear regression equation y=

0.7863 x — 319.02, and ic-ELISA/HPLC-MS ratio wag4l

Conclusion
As natural and unavoidable contaminants of imparggricultural commodities, mycotoxins

have continued to severely impact human and anhealth. The MAb-based ic-ELISA may be
effectively applied for deoxynivalenol screeningwheat grains and wheat flour, with advantages of
simplicity, facility in sample preparation and séimgy. The results indicate that deoxynivalenol
concentration determined by ic-ELISA and IAC-HPLE WPLC-MS have a very high correlation

coefficient.
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5.2 AVALIACAO DA INGESTAO DE DERIVADOS DE TRIGO EM LONDRINA, PR, POR
MEIO DE QUESTIONARIO DE FREQUENCIA DE CONSUMO DE AL IMENTOS

SANTOS, Joice Sifuentes; OLIVEIRA, Tatiane Martin§OLEDO
PIZA, Jayme; ONO, Elisabete Yurie Sataque; HIROOHK#Aisa Yoko
Avaliacdo do consumo de trigo e derivados em LoadrPR, Brasil.
Submetido aRevista da Soc. Bras. de Alimentacdo e Nutrig&o:
Nutrire . Reapresentado com as corre¢des sugeridas pelasres.
Resumo
O trigo € um dos alimentos mais consumidos na digtaana, contribuindo com 20 % do total
de calorias diarias. A fim de conhecer o habitcadesumo de trigo e seus derivados pela populacéo
de Londrina, Parand, Brasil, e sua correlacdo cdgunsa fatores sociais, demograficos e
antropomeétricos, foi utilizado um questionario degfiéncia de consumo de alimentos (QFCA). O
questionario foi aplicado a 270 individuos (64,81&@énero feminino e 35,2 % masculino, com idade
entre 8 e 76 anos). Macarrdo (mediana= 150 g/sgmeapao francés (Md= 275 g/semana) foram os
alimentos mais consumidos, observando-se correkagtiie o consumo de derivados de trigo e dados
sécio-demograficos e antropométricos. Quanto adcénde Massa Corporal (IMC), 60,4 % dos
entrevistados apresentavam peso normal (20-24/@kgénquanto 20,8 % e 9,8 % apresentavam
sobrepeso (25,0 < IMC < 29,9 kdgine obesidade (IMC > 30,0 kg/inrespectivamente. Observou-se
que 37 % dos entrevistados apresentavam ensinoiguipeompleto, 84,8 % eram n&o fumantes,
37,8 % dos entrevistados ndo consumiam bebidasligia® com frequéncia, 53 % n&o praticavam
atividade fisica e 79,3 % ndo estavam em dietaFOAQforneceu uma estimativa semi-quantitativa
do consumo de derivados de trigo pela populacdmdeérina.

Descritores: consumo de alimentos, inquéritos nutricionaisicenantropométrico.

Abstract

Wheat is one of the major food components in hudiaty accounting for approximately 20 %
of total daily calories. With the aim of identifgnthe intake habits of wheat and wheat products, it
was applied a food consumption frequency questiogna Londrina, Parana, Brazil. A total of 270
persons (64.8% female and 35.2% male, from 8 tpe@Bs old) were interviewed. Pasta (median= 150
g/week) and bread (Md= 275 g/week) were the masswmed food, and a correlation between wheat
products intake and social-demographic and antimepric data were observed. Regarding nutritional
status, 60.4 % had body mass index within the nbramme (20-24.9 kg/f), while 20.8 % and 9.8%
presented overweight and obesity, respectivelyal observed that 37 % of the subjects interviewed
presented incomplete graduation, 84.8 % had notstheking habit, 37.8 % consumed alcoholic

drinks, 53 % used not to practice some physicaviactand 79.3 % were not on a diet of food
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restriction. The food consumption frequency questare provided semi-quantitative intake
estimation of wheat products by Londrina population

Key-words: wheat intake, nutrition surveys, body mass index.

Resumen

Trigo es uno de los alimentos mas consumidos elieta humana, contribuyendo con méas de
20 % de calorias diarias totais. Con el objetivocdrocer los habitos de consumo de trigo e sus
derivados y su correlacion con algunos factoredak®; demograficos y antropométricos, fue
aplicado un cuestionario de frecuencia de consuealichentos a populacién en Londrina, Parana,
Brasil. Las encuestas fueron sometidas a 270ithdig (35,2 % del género masculino y 64,8 % del
género femenino, con edad entre 8 y 76 afios). Matémediana= 150 g/semana) y pan (Md= 275
g/semana) fueron los alimentos mas consumidos,nabsin-se correlacion entre el consumo de
derivados del trigo y dados socio-demograficostyoométricos. Con relacion al estado nutricional,
60,4 % presentaban el IMC dentro del rango norr@@t24,9 kg/rf), mientras 20,8 % y 9,8 %
presentaban sobrepeso y obesidad. Fue observad@87tuWé de los entrevistados presentaban
graduacién incompleta, 84,8 % no tenian el haldtéucho, 37,8 % no consumian bebidas alcohdlicas,
53 % no practicaban actividad fisica y 79,3 % ralem realizando dieta de restriccion alimentar. El
cuestionario de frecuencia de consumo de alimegurg®orcion6 una estimativa semi-quantitativa del
consumo de derivados del trigo por la populaciohatedrina.

Descriptores: Consumo de alimentos, encuestas nutricionales;draditropomeétrico.

Introducéo

O trigo (Triticum aestivuni.) é originario do Oriente Médio (Asia), ocupan2d % da area
mundial cultivada, com producédo anual de 500 mghde toneladas. Tem sido cultivado no Brasil
desde 1534 pelos portugueses (OSORIO, 1992), spredo Estado do Parana contribui com 60 % da
producdo nacional, seguido pelos Estados do Rioderao Sul, Mato Grosso e Sdo Paulo (IBGE,
2009). No Parana, a regido Norte contribui comaceee 40 % do trigo produzido, sendo o municipio
de Londrina o segundo maior produtor do Estad@oresavel pela producdo de aproximadamente 50
mil ton/ano. Além de grande importancia na produd@ste cereal, Londrina se destaca como terceira
maior cidade da Regido Sul, referéncia regionadreatacao de servicos e industrias de transformacéo
(IBGE, 2009).

A producéo de trigo atingiu 4,7 milnbes de tonetaela 2005, com aumento para 5,8 milhdes
de toneladasia safra de 2008 (CEPEA, 2008), reflexo de uma maiea plantada e melhor
produtividade. No entanto, o consumo nacional dprado de 10 milhGes de toneladas ainda requer a
importacdo do produto (CONAB, 2008).

Este cereal é amplamente consumido e difundido iega chumana, contribuindo com

aproximadamente 20 % do total de calorias dia@ss.derivados imediatos consistem de farinha
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branca e integral. A producédo de farinha brancaiedi do produto final as por¢cdes externas do gréo
de trigo (casca e gérmen), enquanto estes elem&dgsarte essencial da farinha de trigo integval.
farinha branca possui menor valor nutricional qdi@reha integral, pois no processo de extragdo séo
eliminadas algumas vitaminas e minerais, e as ipageremanescentes sdo deficientes em
aminoacidos essenciais. No entanto, ha maior camsienfarinha branca, devido ao seu alto contetido
de glaten, que confere elasticidade as massas zdadu O trigo pode ser destinado a producéo de
pao, macarréo, bolo, biscoitos, cereais matin&zapassim como triguilho para o preparo de quibe,
torta de quibe, tabule e outros produtos diverfmsiecendo proteinas de alto valor bioldgico e
carboidratos complexos (amido e fibras), bem coitaminas do complexo B e fer(@ORNELL;
HOVELING, 1998).

A avaliacao dietética permite identificar grupopulacionais de risco e estimar a exposi¢cao a
contaminantes, elaborar programas de intervenc&icional, assim como predizer a adequacao
alimentar, monitorar tendéncias na utilizacdo dmeaitos e determinar grupos de acordo com os
padrées dietéticos (CINTRA et al., 1997). O métdQaestionario de Freqiiéncia de Consumo de
Alimentos’ (QFCA) apresenta vantagem pelo baixotausapidez na aplicacdo e eficiéncia na
identificacdo do consumo habitual de alimentos (BER et al.,, 2003), sendo apontado como o
método de avaliacdo dietética mais apropriado riesyologia (WILLET, 1990).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a ingesk@alerivados de trigo pela populacdo de
Londrina, Parand, e sua correlagdo com fatoresispdiemograficos e antropométricos, utilizando o

método de Questionario de Frequéncia de ConsurAdirdentos.

Método

Casuistica

Um Questionério de Frequéncia de Consumo de Aliose(@FCA) seletivo e semi-quantitativo
foi aplicado a uma amostra da populacdo da cidadeoddrina, Parand, para avaliar o consumo de
trigo e derivados, no periodo compreendido entrmeses de setembro de 2007 a abril de 2008. O
QFCA, com periodo de referéncia de uma quinzenauto-preenchido pelos integrantes da amostra,
apo6s abordagem explicativa sobre a pesquisa.

O tamanho da amostra foi calculado conforme Bak{@®01) utilizando a formulayn 1/E
onde g € a primeira aproximacdo para o tamanho da amestta é o erro amostral tolerado,
estabelecido neste trabalho como 6 %. O tamanlondatra a ser entrevistada (n), constituida de 270
individuos, foi calculada pela férmula n= N ¥ N + n,, sendo N o tamanho da populagéo (447.000
habitantes; LONDRINA, 2007). A pesquisa foi autada pelo ‘Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos’ da Universidade Estatkidlondrina, através de Parecer n® 173/07. A
participagdo foi voluntaria com consentimento livre esclarecido, assegurando-se a

confidenciabilidade das informagdes. O tempo médipreenchimento foi de quinze minutos.
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Questionario de freqiiéncia de consumo de alimentos

O questionario consistiu de duas partes, sendo eongendo perguntas sobre o perfil do
individuo entrevistado e, outra sobre consumo @@ te seus derivados. Dados de peso e altura
fornecidos pelos entrevistados foram utilizadosaaicular o indice de Massa Corporal (IMC), por
meio da férmula: IMC= peso/altita

A quantidade dos alimentos foi avaliada considergraicéo alimentar por medida caseira para
cada produto (exemplos: 1 unidade, 1 fatia, 4 biss0Y%2 Xicara), segundo ANVISA (2003). Os
alimentos utilizados no questionario foram péo déan pdo de forma, pdo de forma integral, biscoito
agua e sal, biscoitoream craker biscoito recheado, biscoito doce, macarrdo, mégadnstantaneo,
cereal matinal, barra de cereal, bolo a base dehtade trigo, hamburguer, cachorro quente e pizza.
As frequéncias de consumo utilizadas neste trabdiam: “ndo consumo”, “consumo

eventualmente”, “consumo a cada 15 dias”, “1 azggor semana”, “3 a 4 vezes por semana”, “5 a
6 vezes por semana”’, “consumo 1 vez ao dia” e ‘omes2 vezes ao dia”. A quantidade consumida
de cada alimento para um periodo semanal foi @deua partir dos dados de tamanho da porcéo e

freqiéncia de consumo.

Andlise estatistica

A média (M), mediana (Md), primeiro quartil (Q25)terceiro quartil (Q75) dos resultados
foram determinados. Devido a falta de distribuipg@omal inerente aos dados referentes ao consumo
de alimentos, os testes estatisticos realizadasfos ndo paramétricos: correlagdo de Spearméa, tes
de Mann-Whitney e teste de Kruskal-Wallis.sOftware utilizado para os testes estatisticos foi o

programa Statistica versdo 6.0 (Tulsa, Oklahomedes Unidos).

Resultados

Para algumas das questfes abordadas, o niumerddatlkservagdes ndo alcanca 100 %, pois
nem todos os entrevistados responderam a todagaHegs.

A Tabela 1 apresenta o perfil s6cio-demogréficoatusevistados, sendo a maioria (64,8 %) do
género feminino, com idade média de 31,2 anos,anadMd) de 25 anos (n= 269) e intervalo de 8 a
76 anos (Q25= 21 anos, Q75= 40 anos). Houve coaelaegativa entre idade e consumo de biscoito
recheado (r= -0,23), barra de cereal (r= -0,17)amburguer (r= -0,19) (p<0,05; correlacdo de
Spearman). Observou-se, também, consumo semaralisuge cachorro quente (Md= 18,75 vs.
12,50 g; intervalo interquartil= 12,5 — 75,0 g 99 — 25,0 g) e biscoito recheado (Md= 15,0 vsg7,5
intervalo interquartil= 0,0 — 105,0 g vs. 0,0 —01§) pelos individuos do género masculino (p<0,05;

teste de Mann-Whitney).
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Tabela 1 Perfil s6cio-demogréfico da populagédo entrevistamb periodo de setembro de 2007

a abril de 2008, Londrina, PR.

Variavel Classes N (%)
Género Masculino 91 (31,7)
Feminino 175 (64,8)
Idade (anos) Abaixo de 15 10 (3,7)
16 - 30 154 (57,0)
31-45 56 (20,7)
46 — 60 36 (13,3)
Acima de 60 13 (4,8)
IMC* Baixo peso 23 (9)
Normal 154 (60,4)
Sobrepeso 53 (20,8)
Obesidade 25 (9,8)
Regido de origem Sul 157 (58,1)
Sudeste 92 (34,1)
Nordeste 5(1,9)
Centro-oeste 3(1,1)
Ascendéncia Multi-étnica 88 (32,6)
Italiana 51 (18,9)
Japonesa 18 (6,7)
Espanhola 13 (4,8)
Portuguesa 12 (4,4)
Africana 11 (4,1)
Indigena 5(1,9)
Outras 12 (4,4)

* IMC = indice de Massa Corporal. Total de pesseasevistadas= 270. Total de habitantes= 447.@D0.
namero total de observacBes ndo alcanca 100% muis tndos os entrevistados responderam a todas as

questdes.

O peso dos entrevistados variou de 32 a 120 kg,média de 65 kg e mediana de 63 kg (n=

261), enquanto a altura variou de 1,32 a 1,94 m, média de 1,67 m e mediana de 1,66 m (n= 259).
Quanto ao estado nutricional (Tabela 1), 9 % aptasam baixo peso (IMC < 18,5 kghm60,4 %
peso normal (18,6 < IMC < 24,9 kg?)n 20,8 % sobrepeso (25,0 < IMC < 29,9 kj/ra 9,8 %

obesidade (IMC > 30,0 kgAn Cabe ressaltar que o consumo de macarrdo appesenrrelacio

positiva com o peso da populacdo estudada (r= P24,05; correlacdo de Spearman). Avaliando o

consumo de derivados de trigo conforme faixa de,Iblizervou-se que houve diferenca significativa

no consumo de hamburguer e biscoito doce (p<O@&tetde Kruskal-Wallis). O consumo de

hamburguer foi superior em individuos com baixoop@dd= 75,0 g; intervalo interquartil= 12,5 —

75,0 g), mas inferior em individuos com sobrep®&$d< 12,5 g; intervalo interquartil= 0,0 — 25,0 g).

Os grupos que apresentaram peso normal (Md= 12jBtgrvalo interquartil= 0,0 — 75,0 g) e

obesidade (Md= 12,5 g; intervalo interquartil= 8,®25,0 g) ndo apresentaram diferencas com 0s
demais grupos. Com relacdo ao consumo de biscoie, s grupos com baixo peso (Md= 15,0 g;

intervalo interquartil= 7,5 — 45,0 g) e peso noriihtl= 15,0 g; intervalo interquartil= 0,0 — 45,0 g)



a7

apresentaram consumo superior, se comparados po gom excesso de peso (Md= 0,0 g; intervalo
interquartil= 0,0 — 7,5 g). O grupo com sobrepe&o diferiu dos demais grupos (Md= 0,0 g; intervalo
interquartil= 0,0 — 45,0 g), indicando a tendéraéaevitar determinados alimentos em grupos com
sobrepeso ou obesidade.

Entre os entrevistados provenientes de variasesglo pais (Tabela 1; Sul - 58,1 %, Sudeste -
34,1 %, Nordeste - 1,9 % e Centro-Oeste - 1,1 9%)amr consumo semanal de bolo ocorreu entre
aqueles da regido Sul (M; Md; Q25 — Q75: 85,5; 25205 — 75,0 g), seguido do Nordeste (50,0; 25,0;
12,5 — 25,0 g), Centro-Oeste (66,7; 25,0; 0,0 A @} e Sudeste (45,6; 25,0; 12,5 - 75,0 g) (p<s0,05
teste de Kruskal-Wallis).

Quanto a ascendéncia (Tabela 1), a maioria (32,6€lajou ascendéncia multi-étnica ou
brasileira, seguida por italiana (18,9 %), japon@s@ %), espanhola (4,8 %), portuguesa (4,4 %),
africana (4,1 %), indigena (1,9 %) e outras (aleesipvaca, libanesa, siria, austriaca, holandesa,
arabe, polonesa e chinesa; 4,4 %). Cabe regisieango houve diferenca significativa no consumo
dos derivados de trigo segundo a ascendéncia déagdp (p>0,05).

A Tabela 2 mostra os habitos de consumo semaragrilados de trigo, sendo que o0 macarrao
revelou-se como o produto consumido com a maigifacia, fazendo parte da dieta de 91,3 % dos
entrevistados, seguido pelo pao francés (89,2 %)alnentos menos consumidos foram o cereal
matinal (42,2 %) e o péao integral (45,5 %). Coragéb a quantidade de alimento consumida, destaca-
se 0 pédo francés como o mais consumido (Md= 27&n@sa), seguido pelo macarrdo (Md= 150
g/semana).

A Tabela 3 apresenta o consumo de produtos desvaaldrigo conforme as faixas etérias dos
entrevistados, sendo que alimentos como biscaiteeselo, hambuarguer, cachorro quente e pizza séo
pouco consumidos por individuos acima de 60 anaispéssivel verificar que o maior consumo de
biscoito recheado ocorreu entre os individuos peetates a faixa etaria inferior a 30 anos.

A renda familiar da populagéo estudada variou d8EB%$00 a R$ 15.000,00, com média de R$
1.860,00 e mediana de R$ 1.500,00 (n= 139). Ocaroerelacdo positiva (p<0,05; correlacdo de
Spearman) entre a renda e o consumo semanal éedeacereal (r= 0,18), bolo (r= 0,17) e pizza (r=
0,28).

Com relacdo a escolaridade, a maioria dos entaghistapresentava ensino superior incompleto
(37 %). Os demais apresentavam ensino basico idetm{®,9 %), basico completo (8,9 %), médio
incompleto (1,5 %), médio completo (21,1 %), suprecompleto (15,2 %) e pds-graduacéo (3,7 %).
Houve diferenca significativa no consumo de deteads alimentos (pao integral, biscoito recheado,
barra de cereal, hamburguer, cachorro quente @)piznforme nivel de escolaridade (p<0,05; teste

de Kruskal-Wallis). Os resultados estao apresestaddabela 4.
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Tabela 2 Consumo semanal de trigo e subprodutos pela aofolentrevistada, no periodo de
setembro de 2007 a abril de 2008, Londrina, PR.

Quantidade (g/semana)

Alimento Consumo (%)

Mediana (Média) 1° — 3° quartil
Macarrédo 91,3 150,0 (151,0) 50,0 - 150,0
Pao francés 89,2 275,0 (267,54) 75,0 — 350,0
Bolo* 88,9 25,0 (71,2) 12,5-75,0
Pizza 87,5 70,0 (125,5) 35,0-210,0
Cachorro quente 76,1 12,5 (36,6) 12,5-25,0
Pao de forma 68,0 25,0 (123,4) 0,0-175,0
Hamburguer 66,4 12,5 (43,4) 0,0-50,0
Biscoito recheado 65,6 15,0 (57,5) 0,0 -45,0
Macarrao instantaneo 63,8 20,0 (80,1) 0,0-120,0
Biscoito 4gua e sal 62,6 10,0 (76,0) 0,0-60,0
Biscoito doce 57,4 7,5 (48,9) 0,0-45,0
Barra de cereal 52,7 6,25 (34,7) 0,0-37,5
Biscoito cracker 47,7 0,0 (54,8) 0,0-60,0
Pao integral 455 0,0 (79,7) 0,0-75,0
Cereal matinal 42,2 0,0 (37,4) 0,0-45,0

Total de pessoas entrevistadas= 270. Total dedmib#t= 447.000. A colun@onsumorefere-se ao consumo
pelo menos eventual do alimento. *Bolo a base deha trigo.

Poucos entrevistados afirmaram ter o habito de fdB5 %; n= 31), enquanto 84,8 % (n=
229) afirmaram nao apresentar o habito (ndo-fursan@bservou-se maior consumo de pao de forma
(Md= 25 vs. 0 g; intervalo interquartil= 0 — 175/¢. 0 — 75 g) e barra de cereal (Md= 6,25 vs. 0 g;
intervalo interquartil= 0 — 37,5 vs. 0 — 6,25 gJagsendo-fumantes quando comparado aos fumantes
(p<0,05; teste de Mann-Whitney).

Quanto ao consumo de bebida alcodlica, 102 indbgdantrevistados (37,8%) informaram que
tinham esse habito, enquanto os demais (n= 149am@sentavam esse costume. Pdde-se observar a
ocorréncia de um maior consumo de hambuarguer (M5 1s. 12,5 g; intervalo interquartil= 0,0 —
75,0 g vs. 0,0 — 25,0 g) e pizza (Md= 70,0 vs. 3p,dtervalo interquartil= 35,0 — 210,0 g vs. 35,0
70,0 g) entre os consumidores de bebida alco@ica,(5; teste de Mann-Whitney).

Com relacdo a atividade fisica, 143 entrevista88s) ndo eram adeptos, enquanto 123 (45,6
%) afirmaram que praticavam alguma atividade. stide atividades fisicas citadas pelos
entrevistados foram caminhadas (15,6 %), ginasties¢ulacéo (11,1 %), futebol (5,2 %), corrida (3,7
%), danca (3 %), hidroginastica e ciclismo (0,7 ¥8)ei, handball e teatro (0,4 %). Notou-se maior
consumo de biscoito recheado entre aqueles qupraficavam atividade fisica (Md= 15,0 vs. 7,5 g;
intervalo interquartil= 0,0 — 45,0 g vs. 0,0 — 4§)) enquanto que um maior consumo de barra de
cereal foi observado entre os praticantes (Md= 82%,0 g; intervalo interquartil= 0,0 — 37,5 g vs
0,0 —12,5 g; p<0,05; teste de kruskal-Wallis).
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Tabela 3 Consumo semanal (em gramas) de produtos a basgaleconforme faixa etaria de individuos entséailos, no periodo de setembro de

2007 a abril de 2008, Londrina, PR.

Faixa etéria P&o francés Biscoito recheado Biscmte Hamburguer Cachorro quente Pizza
<15 anos 525,0 157,5 15,0 18,75 25,0 35,0
(350,0 — 700,06y (15,0 — 210,0) (7,5 - 105,0° (0,0 — 75,09° (12,5 - 75,0 (35,0 — 35,0)"
15 a 30 anos 175,0 45 15,0 25,0 12,5 70,0
(75,0 — 350,0) (7,5 - 105,0) (0,0 — 45,0) (12,5 -75,0) (12,5 -75,0) 35,0 — 210,0)
31 a 45 anos 350,0 3,75 7,5 0,0 12,5 35,0
(75,0 — 350,0) (0,0 — 45,0 (0,0 — 15,09" (0,0 — 12,59" (0,0 — 25,09" (35,0 - 70,"
46 a 60 anos 75,0 0,0 0,0 0,0 12,5 35,0
(12,5 - 350,0) (0,0 - 7,5 (0,0-7,5 (0,0 — 0,05 (0,0 — 25,09" (35,0 — 210,0)°
> 60 anos 350 0,0 0,0 18,75 0,0 0,0
(175,0 — 350,0)° (0,0 — 0,09 (0,0-3,8}" (0,0 — 75,05° (0,0 — 0,09 (0,0 — 70,09

Total de pessoas entrevistadas = 270. Total daamibs = 447.000. Os valores sdo apresentados swd@na (1° - 3° quartil). Estdo apresentados apesaados de
consumo dos alimentos para os quais foram obsen\diflrencas estatisticamente significativas easr@liferentes faixas etarias (p < 0,05), seguntiesi® de Kruskal-
Wallis. Letras diferentes na mesma coluna indicderehca significativa (p<0,05).
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Tabela 4: Consumo semanal (em gramas) de derivados dedeigondo a escolaridade dos entrevistados, nodpedi® setembro de 2007 a abril de

2008, Londrina, PR.

Grau de escolaridade Pao integral Biscoito reatnead Barra de cereal Hambarguer Cachorro quente Pizza
Basico incompleto 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 35,0
(0,0-25,03" (0,0-75,0) (0,0 — 6,25)° (0,0 — 6,25 (0,0 -12,5) (0,0 — 35,0)°
Bésico completo 0,0 7,5 0,0 12,5 12,5 35,0
(0,0 - 0,09 (0,0 — 45,09" (0,0 - 12,5)° (0,0 — 25,09" (0,0 — 25,03" (0,0 — 35,0
Médio incompleto 0,0 105,0 0,0 0,0 50,0 17,5
(0,0 —175,0° (56,26 — 262,5)° (0,0 — 6,25) (0,0 — 37,5)" (12,5 - 212,5)° (0,0 — 35,0y
Médio completo 0,0 3,75 0,0 12,5 25,0 70,0
(0,0 - 12,59" (0,0 — 45,0) (0,0 - 37,5)° (0,0 — 75,09" (12,5,0 — 75,0 (35,0-210,0%%4¢
Superior incompleto 0,0 45,0 6,25 25,0 12,5 70,0
(0,0 — 75,09" (7,5 — 45,0 (0,0 — 37,5)° (12,5-75,0 (12,5 - 25,0)" (35,0 — 210,0)
Superior completo 12,5 0,0 6,25 12,5 12,5 70,0
(0,0 - 275" (0,0 — 45,0) (0,0 - 37,5)° (0,0 — 25,09" (12,5 - 25,0" (35,0-210,0)%¢
Pés-graduagao 75,0 15,0 37,5 12,5 12,5 70,0
(12,5 — 350,0) (0,0 — 15,09" (12,5 -87,5)" (0,0 — 25,09" (12,5 - 25,0)" (70,0 — 70,00°

Total de pessoas entrevistadas= 270. Total dedmibit= 447.000. Os resultados sdo apresentadosroediana (1° - 3° quartil). Estdo apresentadosaapes dados de
consumo dos alimentos para os quais foram obsendiflgencas estatisticamente significativas eogrgraus de escolaridade, segundo o teste de Kigkhs. Letras
diferentes na mesma coluna indicam diferenca $igiifa (p<0,05).
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Durante a entrevista, 79,3 % (n= 214) dos indivédindormaram néo realizar dieta (seja para
controle de peso ou relacionada a problemas degagmjuanto 17,8 % (n= 48) estavam em dieta. O
consumo semanal de pao integral foi superior peldviduos que estavam em dieta, enquanto o
consumo de biscoito recheado, hamburguer, cachaente e pizza foi superior pelos individuos que
ndo estavam realizando dieta no periodo da enxefps0,05). Os resultados podem ser observados
na Tabela 5. Frequientemente, o surgimento de aljumencas estd diretamente relacionado aos
habitos de alimentac@o da populacéo. Da populagfievestada para a realizacdo deste trabalho, 57
pessoas (21,1 %) relataram apresentar algum praldersadde relacionado a alimentacéo, enquanto a
maioria (206; 76,3 %) afirmou ndo apresentar probke Os problemas mais comumente relatados
foram hipertenséo (25,0 %) e hipercolesterolemia3(%).

Tabela 5 Consumo semanal (em gramas) de produtos a basegdede acordo com a
realizacdo de dieta ou ndo pelos entrevistadogpenimdo de setembro de 2007 a abril de 2008,
Londrina, PR.

Individuos sob dieta Individuos sem dieta

Mediana (média) 1° — 3° quartii  Mediana (média) 1° — 3° quartil

Pao integral 75,0 (172,6) 0,0 - 350,0 0,0 (55,3) 0,0-25,0
Biscoito recheado 0,0 (22,8) 0,0-15,0 15,0 (62,0) 0,0-45,0
Hamburguer 12,5 (15,34) 0,0-25,0 12,5 (44,6) 0,0-75,0
Cachorro quente 12,5 (13,3) 0,0-25,0 12,5 (38,5) 12,5-25,0
Pizza 35,0(91,1) 35,0-70,0 70,0 (125,3) 35,0 -210,0

Total de entrevistados= 270. Total de habitante4Z0D0. Dieta: restricdo calérica de alimentos,meg
Apresentados apenas os dados de consumo dos aémpata os quais foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre as pessoagstavam realizando dieta ou ndo (Mann-Whitne§,35.

Discusséao

Embora em Nutricdo ndo exista um padrdo ouro parmé@odos que avaliam o consumo
alimentar, o QFCA utilizado forneceu uma estimaseani-quantitativa do consumo de derivados de
trigo pela populacédo do municipio de Londrina, PR.

Quanto a idade dos participantes da pesquisa, Marat al. (2007) obtiveram resultado
semelhante em estudo realizado em Brasilia, teadm @amostra individuos com idade média de 35
anos, mediana de 31 anos e faixa de 15 a 89 amosutores também observaram renda média
familiar de R$ 2.194,00 e mediana de R$ 1.594 &fethantes as do presente trabalho.

Em outro estudo, realizado com populacdo univeigitdo interior paulista, Maciel e Silva
(2008) observaram faixas de indice de Massa CdrgtvC) semelhantes, sendo que 23 % das
pessoas apresentavam sobrepeso e 10 % apresentzasidade.

Marinho et al. (2007) apontaram a substituicdoatlrges alimentares tradicionais, baseado em

cereais, raizes e tubérculos, por alimentacdo wEitieada, rica em gorduras e aglcares como causa
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de sobrepeso e obesidade. Aliado a isso, a dindioule atividades fisicas aumenta o risco de doencas
cronicas (MONTEIRO et al., 2000). Ainda, é impoteanomentar sobre o fato de que uma parcela da
populagdo desconhece o fator etiolégico da alingéot@m alguns problemas de saude. No presente
trabalho foi observado que alguns individuos afiema ndo apresentar problemas de salde

relacionados a alimentagéo e posteriormente aasamalopcdes como hipercolesterolemia.

Entre os dados obtidos por Marinho et al. (2008)jficou-se que o péo foi o alimento
consumido (pelo menos semanalmente) por 89,6 % emt®vistados, em relacdo a 76 % de
consumidores que mostraram preferéncia por mddsaRio de Janeiro, pesquisa realizada por Chiara
et al. (2007), tendo como amostra 224 adolescelatesexo feminino com idade entre 12 e 19 anos,
observaram consumo semelhante de pao francés%@8macarrdo (88,7 %), biscoito salgado (76,1
%), pizza (68,6 %), hamburguer (66 %), biscoitoed(®l,7 %) e bolo (61,6 %).

Dados oficiais da Pesquisa de Orcamentos Familiab€®2-2003, realizada pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 200®)acionados a aquisicdo domiciliar anual de
alimentos da populacéo brasileira, revelam quengpcaper capitaanual de farinha de trigo € de 17,9
kg na regido Sul e 12,2 kg no Estado do Paranaisiggo per capitade massas e panificados na
regido Sul (27 kg/ano) se assemelhou a aquisic&arde (34 kg/ano).

Godoy et al. (2006) observaram diferenca signifieafp<0,05) no consumo de cereais, paes e
raizes por adolescentes de 10 a 19 anos, quaniiaesra a escolaridade dos chefes de familia (em
anos), utilizando indice de Qualidade da Dieta (IQPm Santa Maria, RS, Santos et al. (2006)
observaram baixo indice (11,9 %) de fumantes emetsitarios, resultado semelhante ao obtido no
presente estudo. Com relagdo a pratica de ativifisida, Castro et al. (2004) observou a pratiea d

atividade fisica por 50 % dos entrevistados, radolsemelhante ao verificado no presente estudo.

Concluséo

Produtos derivados de trigo sdo amplamente conssnaéch Londrina, PR, com énfase ao pao
francés e ao macarrdo. Diferencas significativeanfioobservadas no consumo de derivados de trigo,
quando avaliadas variaveis como faixa etéaria, &ndie Massa Corporal, escolaridade e procedéncia de
regides do pais, corroborando na diversidade deefatjue influenciam os hébitos alimentares. Soma-
se ainda a diferenca no habito entre os génervijaate fisica, renda familiar, habito de fumar,
consumo de bebida alcoodlica e dieta. A correlagitipa entre peso e a quantidade de macarrdo
consumida sugere que este alimento pode estaitzontto para o sobrepeso da populacao estudada.
Alimentos derivados de trigo sdo importante formergética para o organismo, mas é importante
manter uma dieta balanceada, com aporte equilibda&looutros nutrientes, como proteinas e
vitaminas. O QFCA forneceu uma estimativa semi-tjteiva do consumo de derivados de trigo em

Londrina.
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5.3 NATURAL OCCURRENCE OF DEOXYNIVALENOL IN WHEAT F ROM SOUTH BRAZIL
AND ESTIMATED DAILY INTAKE BY WHEAT PRODUCTS

Joice Sifuentes dos SANTOS, Elisabete Yurie Sata@MO, Eiko
Nakagawa ITANO, Elisabe Hiromi HASHIMOTO, Miguel MZHINSKI
JUNIOR, Osamu KAWAMURA, Elisa Yoko HIROOKAFood Additives
and Contaminantes Artigo a ser submetido com posteriores modifiesco

Introduction

Wheat {riticum aestivumL.) is one of the major food, accounting for 20 &% worldwide
cultivated area, where the 60 % of annual 500 onilton is produced in Russia, Ukraine, United State
China, India and France (INTERNATIONAL GRAINS COUNC2009).

The Southern Brazil accounts for 90 % of nationaleat production of 5.8 million ton, with
emphasis on the State of Parand and Rio GrandeldéB&E, 2009). However, current production has
been unable to supply national demand of 10 milion, which requests additional input through
importation (CONAB, 2009). Brazil searchs for s&lificiency on wheat production. In this way,
government elaborates plans about producer's paymuet invests on the development of specific
cultivars to Brazilian center-western region, reaghgood productivity (CEPEA, 2009). Such
dependence requires carefulness targeted on fdety ssntrol, mainly on undesirable toxic residues
produced by mycotoxigenic fungi that frequently t@minates such commodity from the initial food
productiveness chain in the field.

Fusariumspp. is phytopathogen of relevance on field, capBusariumHead Blight (FHB) and
producing mycotoxins, of inevitable occurrence igetable origin food, widely consumed. Among
Fusarium species,F. graminearumpointed out by frequent contamination in wheat gmdducing
trichothecenes. Trichothecenes are extremely patdittitors of eukaryotic protein synthesis; difat
trichothecenes interfere with initiation, elongati@nd termination stages. The 12,13-epoxide gisup
essential for inhibition of protein synthesis; retion of the 9,10 double bond reduces toxicity (PES;
SMOLINSKI, 2005). Deoxynivlenol (DON; 2,13-epoxy3a,15-trinydoxytrichotecec-9-en-8one) is a
type B trichothecene, classified by InternationaleAcy for Research on Cancer in group 3: “not
classifiable as to its carcinogenicity to human&RC, 1993).

As a global incidence dfusariumtoxins has been reported for cereals, a frequamiamination
can be expected for grain-based products. In Gernsehollenberger et al. (2006) detected DON in 95
% of samples, with a mean level over positive sasolf 309 pg/kg. Jajic et al. (2008) detected mean
contamination of 1235 pg/kg in Serbian wheat. Gddamingues et al. (2007) detected DON in
Brazilian wheat at 332 pg/kg (94 % positivity), vehin imported wheat from Argentina and Paraguai th
levels ranged from 30 to 349 pg/kg (46 % positivi#yccording Lamardo et al. (2006), levels in wheat
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flour commercialized in S&o Paulo, Brazil, where/do (296.3 pg/kg) than levels found in wheat grain
(753.2 pg/kg). Oliveira et al. (2002) detected loverels in bread (78 to 780 pg/kg) when compaoed t
flour (40 to 1205 pg/kg). These results indicate ghobable effect of wheat processing in wheatyoctsd

An effective monitoring should be reached througlfable and fast analysis. Increased efforts have
been made to develop analytical methods suitalbla fapid screening of mycotoxins, where ELISA kits
presents some advantages. They usually providd eaq sensitive detection, are very cost-effecive
easy to use, thus they can be used by non-spéxiahsl under field conditions as well. The assay is
mostly performed in a 96-well plate, allowing sitaumleous analysis of up to 45 samples in duplicate

Dietary ingestion is the main route of human expesa DON, as this toxin is frequently detected
in agricultural commodities such as wheat, ryeldyaroats, and other cereals (SUDAKIN, 2003). The
Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additivesabished a Provisional Maximum Tolerable
Daily Intake (PMTDI) of DON in 1 ug/Kg body weightly, although the committee acknowledged that
considerable uncertainty exists in the estimatesliefary intake (JECFA, 2001). Besides, experts in
pollutant-risk assessment consider mycotoxins tthbanost important chronic dietary risk factorpeds
synthetic contaminants, plant toxins, food addgige pesticide residues (KUIPER-GOODMAN, 1995).

In the present study, an indirect competitive ELIG&ELISA) based on anti-DON monoclonal
antibody was applied in a survey of naturally coniteated wheat and wheat products from Parana and
Rio Grande do Sul States, Brazil, as well as useslaluate the wheat contribution to the dietaryNDO

exposure by the consumers.

Material and methods

Safety note
Deoxynivalenol is cytotoxic, and should be handieth extreme care. Mycotoxin-contaminated

material should be decontaminated with an aqueausian of sodium hypochlorite (5 %).

Deoxynivalenol standard

Deoxynivalenol (98 % purity DON) purchased from i8& Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)
was dissolved in ethyl acetate, and analyzed atn®®@extinction coefficient of 1,410; UV-VIS Cintra
20, GMB, Melbourne, Australia). The stock standsotution was dissolved at 1 mg/mL in acetonitrile,
and stored at —20 °C. Calibration curve (50, 1@, 500, 750, and 1000 ng/mused in ic-ELISA

analysis was prepared in methanol:PBST (1:9, v/v).

Sampling

Field trial wheat belonging to 2006, 2007 and 2@08ps in the States of Parana (PR) and Rio
Grande do Sul (RS), Brazil was collected by BranrilAgricultural Research Corporation (EMBRAPA),
unit of Londrina-PR (44 samples, experimental fidldnd B, Figure 1) and unit of Passo Fundo-RS (60
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samples, experimental field D, E and F, FigureThjrty-two samples of 2008 crop were collected from
trucks at delivery post in a cooperative involv2@ producers in South-Western Parana (site C, &igur
1). Further 44 wheat samples were wheat grain (2€3n wheat (2), moist wheat (6), flour (8), gedn
and bran (4), which were provided by a local nsitg A, Figure 1). Additional 22 commercial wheat
kibbe samples were randomly collected by Healthv&liance Agency (ANVISA) inspectors in seven
Regions of the Paran& State. Wheat grains (50 g gm®und (20 mesh) in a laboratory mill (A11-lka,

Germany), and kept at 4 °C until analysis.

&\V\M W
7
Figure 1: Wheat sampling sites in the state of Parana (Athdon, B: Central, C: South-Western)
and Rio Grande do Sul (D: North-Western, E: Nd&#stern, F: South-Western).

Humid-Milling process

Wheat grain, clean wheat, moist wheat, flour, gammd bran provided by a local mill (site A,
Figure 1) belonged to September/2008 crop. Frestutyested grains were directly collected from the
trucks at the delivery milling post, following salimg protocol established by Brazilian guidelingdBil,
2001). This grain was dried (13 % moisture), cleatigough vibrating aspirators (removal of dockage
and extraneous material), the humidity was brotglit5.5 %, and the material was allowed to stamd fo
12 h prior to sampling of moist wheat. Moist whests transported directly to the mill, where rddler
separated the bran and germ from the endospermefid@sperm was processed using a cyclical process
along double-rolermills and planchisters to obtihiur. Wheat grain, clean wheat, moist wheat, flour
germ and bran samples were collected in paper (iakg) and maintained at 4 °C until analysis analys

of DON as reported below.

Indirect competitive ELISA (ic-ELISA)
DON levels were determined by ic-ELISA using an@®®.3 mAb produced by DON.3 hybridoma
cell culture, as described by Kawamura (2005). fBriehe cell culture was carried out in Hybridoma-

SFM (serum free medium, Gibco, Life TechnologieewNYork, United States) until maximum cell
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proliferation in a humidified incubator at 37 °Ctlwi5 % CQ (Forma Scientific, San Bruno, United
States). Then, mAb supernatant was centrifugatedO@2x g, 10 min, 4 °C), concentrated by
ultrafiltration (Stirred Cell 8400, Millipore, Billrica, United States) and semi-purified by ammonium
sulfate precipitation (40 % saturation, 243 g/Lf arentrifugation (11,000 x g). The precipitates aver
redissolved in appropriates amounts of 0.1 M PBS7@ and then dialyzed against PBS followed by
ultrapure water (Purelab Elga, Lane End, Englalgd.concentrations were determined at 280 nm, using
1.35 as absorption coefficient (HARLOW; LANE, 1988)

Ground wheat samples (5 g) were extracted with B07th% methanol at 150 rpm/30 min. After
centrifugation (800 x g/5 min), the supernatantntaned at — 20 °C/overnight was again centrifuged
(2250 x g/5 min), and two aliquots of 400 pL werigd under nitrogen stream at 40 °C, and stored at
20 °C until analysis. Polystyrene microtitre platglls (Corning, New York, USA) were coated with 100
puL of DON-HG-BSA (DON-hemiglutarate-bovine serum bwhin, 2.0 pg/mL) in 0.2 M
carbonate/bicarbonate buffer pH 9.6 (4 °C/overnid¥iicroplate was washed with PBST (PBS with 0.05
% Tween 20, 5 times), and the nonspecific bindiag Wwiocked with 200 uL PBS-ovalbumine 0.1 % (37
°C/1 h). Then microplate was washed (5 times), ZhqiL of DON standard or diluted wheat extract
samples and 50 pL anti-DON.3 mAb (1.25 mg/mL, 26i@-fdiluted in PBST) were added, and
incubation carried out at 37 °C/1 h. After washHiing times with PBST, 10QL of 1:2000 diluted Horse
Radish Peroxidase-labeled goat anti-mouse IgG weded, incubated at 25° C for 1 h, and washed as
previously described. Then, 100 TMB (3,3",5,5'-tetramethylbenzidine, TMB; Sigm&t. Louis, USA)
substrate solution were added. After 20 min at @h%he reaction was stopped by adding.&01M
H,SO, and absorption was estimated at 450 nm (Expert, PAegs, Cambridge, United Kingdom).
Average absorbance was calculated from individbabebance obtained from duplicate wells and results
were expressed as percentage of binding: BindingH(%/A" x 100, were Ais the mean absorbance in
the presence of DON standard or wheat extract saanud Ais the mean absorbance in their absence.
The detection limit of DON (22.15 ng/mL, correspomgdto 177.12 pg/kg) was calculated as 3-fold the
standard deviation of absorbance (FUJII et al.,620bm three replicate wells of zero standard 0 n
DON/well). DON concentration was determined usinstandard curve (2.5 to 50 ng DON/well; 50 to
1000 ng/mL in methanol:PBST, 1:9), plotting perdeintling against the log of DON amount.

DON recovery

DON recovery was evaluated in uncontaminated graumekat grain, wheat flour, kibbe and wheat
germ (less than 87.7 pg/kg by HPLC). These sampte spiked with DON standard solution (180
png/mL in acetonitrile) to reach 350, 1250 and 1jd§tkg of DON, and after standing overnight at 25 °C
the same procedure as described for the samplescasa®d out for extraction and ic-ELISA

quantification. Recovery tests were based on dagglispiking and triplicate analysis.
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DON analysis by HPLC-MS

Twenty-five grams of ground wheat samples wereaei#d with 100 mL acetonitrile:water (84:16,
v/v) for 3 min in a high speed blender. The extiaas filtered through Whatman paper filter n. 4 #me
filtrate was 20-fold diluted in water:methanol:awtrile (85:6:9, v/v/v).

LC separation was performed by an Agilent 1100 HR&tem (Agilent Technologies, Palo Alto,
United States). A pL volume of the diluted sample was loaded onto lgp&e XDB-C18 column (5 pm,
150x4.6 mm) at 40 °C. The isocratic mobile phasesizted of 5 mM ammonium acetate:water:methanol
(80:11:9, v/viv) with a flow rate of 0.7 mL/min aral run time of 7.5 min. The MS analysis was
performed using an electrospray ionization (ESteriiace (M+H=297). The detection limit for DON

was 40ug/L, and the quantification limit was 14@/kg. The average recovery was 84.1 %.

DON exposure estimation

Wheat products ingestion in Londrina — PR (Brawifs evaluated applying a food Frequency
Questionnaire (FFQ) to a random sample of 260 iddals, calculated from total of 447,000 inhabitant
from Londrina. The sampling was calculated accaydarbetta (2001). The FFQ was designed to collect
semi-quantitative information on wheat productsalet and information about individuals’ profile. A
commercial unity of French bread (50 g) or a portod pasta (100 g) were used as portion size nedere
to facilitate products recall. Based on this pertgize, subjects were asked to express the freguznc
wheat products consumption: twice a day, once afdagto six times a week, three to four timeseelk
once to twice a week, twice a month, eventuallyparconsume. Age, height and weight status, phéce
birth, smoking and drinking habits were also astedefine the individuals’ profile (data not shown)
Estimated Daily Intake (EDI, pg/kg body weight/daygs calculated according the formula: Estimate of
DON intake (1g/kg b.w./day)= DON concentration x Food intakadividual body weight (PACIN et al.,
2010).

Data of bread and pasta contamination were obtdnoed the contamination evaluated for wheat
grain. It was considered the ground to give floithvan extraction rate of about 70 %. Subsequessadr
and pasta production was considered to absorb @03&8n% of water, respectively. Thus, DON
contamination obtained from 76 samples from PR evaduated, considering the values < detection limit
as Y% detection limit (IPCS/GEMS, 1995).

Measurement uncertainty

Measurement uncertainty is the variability assedato analytical results. For any analytical
method, each result is reported as the best estifoatthe sample and it is always qualified by a
measurement uncertainty, exug/kg +y pg/kg (SCUDAMORE et al., 2008). For this survelye t
measurement uncertainty was calculated followirggftrmula U= \(DL/2)*+(a x CY, where U is the
maximum standard uncertainty (ng/kg); DL is theedgon limit of the method (pg/kg is a constant,

numeric factor to be used depending on the valu€;oC is the concentration of interest (ug/kg),
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according Comission of the European Communitie®§20n the present work, 1750 pg/kg was selected
as the concentration of interest, thus, the unegytassociated to developed ic-ELISA is 227.9 gg/k

Therefore, the analytical result could be repoasanean + 227.9 pg/kg.

Statistical Analysis

Level of DON in producers States and EDI accordmthe sex were compared by Student t-test.
Analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey'sde when appropriate, was utilized to evaluate
difference among the regions of the States, ambagctops, the wheat cultivars, the effect of wheat
processing and EDI according categories of consom@nd age. Differences were considered to be

significant when p<0.05.

Results and Discussion

DON in naturally contaminated wheat samples wadyaed by ic-ELISA previously developed
using anti-DON.3 mAbCapitulo 5.3. Table 1 shows adequate mean recovery of DONheatvgrain,
flour and kibbe (103.0 to 108.4 % range), but mogerm (26.9 %), indicating interference of differe
matrices of derived products. Commission of theogaan Communities (2006) recommends that the
recovery of DON in foodstuffs should range from 60120 %, and relative standard deviation (RSD)
should be below 20 %. Therefore, the recovery ieattyrains ranging from 88 to 122 % (mean recovery
of 108.43 %), with adequate RSD (11.68 to 16.06 @oncerning wheat flour with 103.01 % of DON
recovery, the RSD ranged within acceptable levéh aitificially contaminated at 1250-1776/Kg level
(19.0-21.5 %), but not at 35@y/Kg (36.2 %). Concerning kibbe and germ data, application of ic-
ELISA should be improved mainly at the extractiaeps i.e. it was inefficient to remove the complex
matrix interferences (Table 1) The high RSD dat&ilibe samples (41.1 to 51.4 %) may be associated
with processing, where the germinated wheat is edpparboiled or steamed, then the outer layers of
bran are removed prior to ground into various sigexdns (MIRANDA, 2006). The germination process
increases the nutritional status of the grain, fmther heat-processing can cause additional clsaimge
matrix complexity. The germ samples also showetlt R§D (23.2 to 31.8 %), but the low recovery data
of 26.9 % (Table 1) definitively required reformtidan in the protocol and re-test of the ic-ELISANng
anti-DON.3 mAb. The germ is the core of the kermdlich is removed during the milling of white flour
It is characterized by high lipid content (8 %),vesll as high vitamins and minerals content, esplci
vitamin E. The low recoveries of wheat germ carnniygroved changing the protocol extraction, adding a
step of lipid removal, for example. Schneider e{(2004) suggest DON extraction prior ELISA withr@u

water or neutral buffer solutions, to avoid sampkrix problems arising from co-extracted fat.
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Table 1: Recovery of deoxynivalenol (DON) in different wheaatrices by ic-ELISA using anti-
DON.3 mAb.

DON /k
Sample (ng/kg) Recovery (%) R;D Mean g/ecovery
Added Recovered (%) (%)
Wheat 350 310.4+43.4 88.7 14.0
rains 1250 1533.1 + 246.2 122.6 16.1 108.4 + 40.0
9 1750 1994.1 + 232.8 113.9 11.7
350 488.7 +176.7 139.3 36.2
V]jllheat 1250  1238.1£275.8 99.0 215 103.0 + 34.4
our
1750 1236.4 +234.8 70.6 19.0
Wheat 350 347.2+178.4 99.2 51.4
kibbe 1250 1344.0 £ 664.8 107.5 50.0 108.0+24.9
1750 2028.0 + 832.8 115.9 41.1
350 111.3+16.4 31.8 14.8
Wheat
erm 1250 289.6 +445 23.2 44 5 269+44
9 1750 4499+794 25.7 17.6

& Spiked with DON standard solution.
® Mean data of six determinations (duplicate spikiniglicate analysis).
¢ Relative Standard Deviation should be < 20 % (Cossioh of the European Communities Reg. 401/2006).

The ic-ELISA and HPLC-MS correlation was 0.93, whghsamples were analyzed for DON (37
wheat grain, 1 wheat flour, and 6 wheat kibbesuf@). Immunoassay recorded higher levels of DON
than HPLC-MS, indicating either recovery lossesrdusample preparation in HPLC-MS (clean up step)
and/or food matrix effect during immunoassay (PE&Té€ al., 1995). Fujii et al. (2006) also observed

overestimation in ic-ELISA developed for ochratoRiranalysis in coffee
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Figure 2: HPLC-MS and ic-ELISA correlation data for DON dgten in 44 naturally
contaminated wheat. The correlation coefficien®3).was calculated by linear regression equation y=
0.7863 x — 319.02, and ic-ELISA/HPLC-MS ratio wag4l
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Table 2 shows natural occurrence of DON in wheaingoy ic-ELISA in 136 wheat samples from
the State of Parana (PR) and Rio Grande do Sul (®3)\ was detected in 67.6 % of samples produced
in these main producer States, with minimum oveitp@ samples of 206.3 pg/kg, maximum of 16076.5
ng/kg and mean of 2140.2 pg/kg. This frequency \ager than 85 % detected in Argentina
(GONZALEZ et al., 2008). Levels reported in thegaet work were dramatically lower to those obtained
by Bensassi et al. (2010) in wheat from Tunisi2@®,to 54,000 pg/kg, 83 % positivity). Muthomi ét a
(2008) detected lower levels of DON contaminationKienia (105 to 303 pg/kg, 67 % positivity), a
Tropical country, where the fungus is supposeddb grow well. Pinto et al. (2008) detected levels
ranging from 300 to 70,000 pg/kg in Argentina.

PR samples (mean= 845.7 ug/kg) showed lower l@fdlON (Table 2) when compared with RS
(4460.5 pg/kg) (p<0.05, Student t Test). Among thgions, a significant difference was detected
(p<0.05, Tukey's Test), North-Western RS presettechigher levels (4946.7 ug/kg, 84.8 % positivity)
while Central PR the lower (80.1 pg/kg, 25 % pedit). All samples from the South-Western RS were
positive for DON (3374.0 pg/kg). The differencescanm the regions can be due to differences in rhinfa
levels during the crop (May to October in Rio Grarth Sul, and April to September in Parana). It was
observed a tendency of difference between theathimf North-Western RS (1032 mm, 3 crops mean)
versus Northern (430 mm, p=0.06) and Central PR @, p= 0.08). As shown in Figure 3, levels of
DON in PR samples situated in lower levels (<35fkgpwhile majority of samples from RS are situated
in upper levels (> 1750 pg/kg).

Maximum level of DON recommended by Commissiontef European Communities (2005) for
unprocessed durum wheat is settled at 1750 pgigsiGering this value, 80 samples (58.8 %) were saf
to human consume. Considering cereal flour, thesady level is 750 pg/kg, and only one wheat flour
sample (12.5 %) exceeded this value.
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Figure 3: Deoxynivalenol (DON) levels in wheat samples lué State of Parana (n= 76) and Rio
Grande do Sul (n=60) (2006, 2007 and 2008 crops).
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Table 2: Deoxynivalenol levels in wheat grain by ic-ELISfofn Parand and Rio Grande do Sul
States, Brazil (2006, 2007 and 2008 crops).

DON (g/kg)

State Region Samples Positive samples Ramfa;ll
(mm)
n Mean n Mean Range
Northern 40 556 % 12 18545 202.6 — 4262.4 430
) south- 4, 1329.5 25  1701.7 206.3 — 4651.3 831
Parana Western
Central 4 80.5° 1 320.5 320.5 - 320.5 474
Total 76 845.7 38  1713.6 206.3 — 4651.3 578.3
V'\\I'O”h' 33 4946.7 28 5830.0 715.2-160765 1032
estern
Rio North- — oq 2139.%¢ 22 2236.9 273.4 — 7263.8 836
Grande Eastern
do Sul _
South 4 3374.08¢ 4 33740  2052.5—5317.2 766
Western
Total 60 3829.6 56 41842  273.4—16076.5 878
Total 136 2140.2 92 31638  206.3-160765  728.1

Values within the same column that have no commguerscript are significantly different by Tukey'&
(p<0.05).

* Mean rainfall data considering the months fromnting to harvesting period (May to October in B&J April to
September in PR), 2006, 2007 and 2008 crops.

Seventy two samples with identified cultivar beledgto 23 types, which differed according
FusariumHead Blight (FHB) susceptibility: susceptib® (2 samples), moderately susceptilbis(35),
moderately resistantMR, 15) and good resistancésR 8). Any statistical difference in DON
contamination was observed, as DON mean levd éaltivar was 1527.5 pug/kg, 2232.3 ng/kghits,
3910.3 pg/kg inMR, and 4382.4 pg/kg iR However, the evaluation according the State worigi
indicated lower DON level in cultivavlS of PR State (22.9 nug/kg), when compared with sampf RS
State MS= 3705.3 pg/kgMR= 4887.9 pg/kgGR= 5008.5 pg/kg; p<0.05), as shown in Figure 4.
Intercultivar differences in susceptibility to FHEwve been reported by authors who have attempted to
find a source of resistance. In Argentina, Loraket(2009) detected differences in FHB values iftivars
Buck Ponto and Buck Brasil in the second year wdlyat The difference could be due to the fact that B
Ponto cultivar reached anthesis earlier than BsiBrand during this period, there was constamifadli
The authors also observed differences in DON cor(@nPronto= 15600 pg/kg and B. Brasil= 8400
ng/kg). However, also in Argentina, Gonzélez e(2008) observed that the wheat cultivars studidd d

not influence significantly the DON level contartioa.
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Figure 4: Deoxynivalenol levels in wheat according to cw@ti{MR= moderately resistente, MS=
moderately susceptible, GR= good overall resistaisse susceptible). (A) DON levels in different
cultivars from Parana and Rio Grande do Sul S(B)eDON levels in different cultivars from 2006, @0

e 2008 crops. Different superscript are signifigadifferent by Tukey’s Test (p<0.05).

Regard DON levels in the latest three crops (T&hJ2007 and 2008 crops from Rio Grande do
Sul presented the higher levels of DON (3865.1 26128.6 pg/kg, respectively). 2006 crop from Parana
presented the lowest levels (ND). Climatic datarfritiese regions can explain the differences obderve
The accumulate rainfall data from the months fromyMo October in Rio Grande do Sul State in 2007
was around 1000 mm, with mean temperature 15.9rP@®arana, from April to September, rainfall
ranged from 430.9 to 701.0 mm for 2006 and 200Bs;reespectively, and mean temperature 18.6 °C.

Table 4 shows previous results on DON levels olkerwheat processing in a flour-mill. Wheat
grain (raw material) exhibited the higher levels®N (1056.2 pg/kg; p<0.05, Tukey’'s Test) along
wheat processing. DON level in moist wheat, afteaing for extraneous material remotion, decreases
DON in 3.3-fold, and DON levels in flour decreases.7-fold. It was observed that DON remains in
flour, not being detected in germ or bran portionespite not detected levels in germ and brarg it i
worth reminded that extraction of germ was notcedfit, and methodology for bran was not validated
until this moment. Improvements and further analysie necessary to better understand the behdvior o
DON in wheat processing. Besides, the few sampfedyzed are not representative of total wheat

processed in the mill.



Table 3: Deoxynivalenol (DON) levels in wheat by ic-ELISPom Parana and Rio Grande do Sul States, Bra2d@6, 2007 and 2008 crops.

DON (ng/kg)

State Crop Total samples Positive samples Rainfall* (mm) T* (°C)
n Mean n Mean Range
2006 8 ND 0 ND ND 430.9 18.6
2007 8 27.8 1 222.6 222.6 —222.6 504.7 19.0
Parana — ,45g 60 10763 37  1753.9 206.3 — 4651.3 701.0 18.4
Total 76 845.7 38 1713.6 206.3 —4651.3 545.5 8.6
2006 0 NE NE NE 623.2 16.7
Rio Grande 2007 51 38653 46 42852  273.4—16076.5 1034.1 15.5
do Sul 2008 8 3603.6 8 3603.6 2019.5-6325.4 979.6 15.6
Total 60 4460.5 54 4858.7 273.4 - 16076.5 878.9 15.9
Total 136 2140.2 92 3163.78 206.3 - 16076.5 712.2 17.2

Values within the same raw that have no commonrsappt are significantly different by Tukey’s Teg0.05)
ND= not detected (< Detection Limit, 177.1 pg/KgE= not evaluated
* Mean rainfall and Temperature data considerirgrtonths from planting to harvesting period (Mapittober in RS, and April to September in PR).

63
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Schollenberger et al. (2005) analyzed 5 wheat gardh5 wheat bran from Germany and
detected DON in all samples, ranging from 31 tou@@kg to germ and 319 to 389 ug/kg to
bran. Lamardo et al. (2006) also find lower levelsDON in wheat flour (82 to 600 pg/kg)
when compared to wheat grain (166 to 1500 pg/kgaimples commercialized in S&o Paulo,
Brazil. Visconti et al. (2004) evaluated the reduttof DON during durum wheat processing
and spaghetti cooking. They observed a consisthiction of DON during the processing
steps from uncleaned durum wheat to cooked spagidter cleaning step, DON levels
dropped 33 %, while increased 59 % in bran fractideira et al. (1997) observed reduction of
DON contamination with the increase of baking tiale DON-contaminated products, as well
as percentage of DON reduction increases withrihigli level of DON contamination. Thus,
previous works point out for the effect of wheatqessing on DON levels.

Milling usually resulted in a higher concentratiofi DON in outer parts of kernel.
Distribution of DON in the various milling fractienof wheat depends to a large extent on the
degree of fungal penetration of the endosperm (NOKVlet al., 1988), i.e., milling grain in
which the DON contamination is located predominaatithe surface of the kernel would result
in flour with a low DON concentration. Trigo-Stocldt al. (1996) observed highest levels of
DON in bran (3400 pg/kg) when compared to whole ath@800 ug/kg) and flour (1500
png/kg), the high level of toxin in the bran may atributed to the prevalence of the

graminearumnin the aleurone and pericarp tissues.

Table 4: Effect of wheat processing in deoxynivalenol lsvéh wheat and wheat

products.
DON (ug/kg)
Sample type Total samples Positive samples
N Mean N Mean Range

Wheat grain 20 1056.2 8 26405 1154.9 - 4262.4
Clean wheat 2 1271.8 2 1271.8 1126.3 - 1417.2
Moist wheat 6 319.3 3 638.7 221.3-930.2

Flour 8 184.0 3 3538 253.0 — 865.1

Germ 4 ND" 0 ND ND

Bran 4 ND" 0 ND ND

Values within the same raw that have no common rsggpt are significantly
different by Tukey’s Test (p<0.05).
ND= not detected (< Detection Limit, 177.1 pug/kg).

Wheat kibbe DON contamination is shown in Tableéels ranged from not detected to

507.1 pg/kg, mean 166.1 pg/kg. No difference wasenked among the regions of sample
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collection (p>0.05). None sample exhibited a valole DON superior than maximum

recommended by Commission of the European Comnesr(ii005).

Table 5: Deoxynivalenol in wheat kibbe/bulgur samples deteed by ic-ELISA.
DON (ng/kg)

Total samples Positive samples
n Mean n Mean Range
Western 4 269.9 3 359.8 237.9 - 450.5
South-Western 4 196.4 2 392.8 339.4 - 446.1
North 8 193.6 4 387.2 216.2 - 507.1
North-Western 2 ND 0 ND ND
South 1 ND 0 ND ND
South-Eastern 1 ND 0 ND ND
Central 2 120.1 1 240.2 240.2 — 240.2
Total 22 166.1 10 365.4 216.2 — 507.1

ND= not detected (< Detection Limit, 177.12 ug/kg).

The consumption of wheat products by individual&dmdrina, PR, Brazil (n = 260; age
= 31.2, 8-76 years; height = 1.67, 1.32-1.94 mgiater 65, 32—-120 kg) was surveyed. Among
the surveyed individuals 91.3 % and 89.2 % consupasta and bread at least once a month,
respectively. Londrina inhabitants consumed 21.dnd 39.3 g of pasta and bread per day,
respectively. Determination of the exposure degeme of the most important parameters of
the risk assessment of chemical compounds. Then&sd Daily Intake (EDI) of DON from
pasta and bread (Table 6) was calculated from #leeage concentration of DON in wheat
grain, considering a factor of processing (1.10p@sta and 0.89 for bread), the consumption of
wheat products, and the individual body weighthef $surveyed persons.

It was decided to use the NOAEL (0.1 mg/kg b.w.jdafythe chronic dietary study with
mice with the application of an uncertainty facwfr 100. A Provisional Tolerable Daily
Maximum Intake (PTDMI) of 1 pg/kg b.w. was derivdthe PTDMI is made temporary
because it is noted that DON belongs to the grdugewgeral trichothecenes with a common
basic chemical structure which are producedrhgariumfungi (e.g. T-2 toxin, HT-2 toxin,
nivalenol). According to present knowledge theyoashare common mechanisms of toxic
action (OPINION ON FUSARIUM TOXINS, 1999).

Levels of DON in wheat were calculated accordinghi suggestion of the IPCS/GEMS
criteria adopted to estimate the trichothecene contaminatioen values less than the DL are
observed. The criteria are as following: When dlservations are over the DL then the true
mean is calculated; when the proportion of obs@matless than DL is lower than or equal to

60%, the mean is calculated replacing those obsengaby DL/2 and when the proportion is
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over 60%, two estimates are informed: one obtaiegthcing those observations by 0 and the

other replacing them by DL. In present study, lotvem 60 % of observations were less than

DL, the mean was calculated replacing those obsens by DL/2. Evaluating DON

contamination of samples from Parand, the EDI indrma was 0.50 pg/kg b.w./day regard

bread consumption and 0.33 pg/kg b.w./day regastiapeonsumption (Table 6). Considering

EDI by the two foodstuffs investigated, the mealueavas 0.82 pg/kg/day, amounting to 82 %
of the PTMDI, ranging from zero to 4.23 pg/kg bday, 175 individuals (67.3 %) are within

PTMDI.

Table 6: Chronic dietary exposure assessement of deoxwmwehlin Londrina, PR,

Brazil from the consumption of wheat-based products

Source

Estimated daily intake (ng/kg body
weight/day)

Bread

Pasta

TEDI

Mean
Gender

Male

Female

Consume*
HC
MC

LC

Age
<20
21-30
31-40
41-50
>51

0.50 (0.00 — 2.48)

0.45" (0.00 — 1.80)
0.52* (0.00 — 2.48)

1.34(0.83 — 2.48)
0.56 (0.21 — 1.02)
0.17°(0.01 — 0.18)

0.60" (0.00 — 2.48)
0.45“" (0.00 — 1.93)
0.65' (0.00 — 1.52)
0.46 (0.00 — 1.80)
0.3 (0.00 - 1.32)

0.33 (0.00 — 3.01)

0.36' (0.00 — 3.01)
0.32* (0.00 — 1.96)

2.35'(1.63 — 3.01)
1.33(0.83 — 1.96)

0.30 (0.03 — 1.26)

0.37°(0.00 — 3.01)
0.35' (0.00 — 1.63)
0.24' (0.00 — 0.79)
0.29' (0.00 — 1.36)

0.36' (0.00 — 2.42)

0.82 (0.00 — 4.23)

0.80" (0.00 — 4.23)
0.83' (0.00 — 2.75)

0.97 (0.00 — 4.23)
0.80' (0.00 — 2.47)
0.88' (0.09 — 1.73)
0.73 (0.00 — 2.28)

0.67 (0.03 — 2.42)

* Individuals were divided into categories accogliheir consumption of bread and pasta. HG=
High Consumers (indicated ingest the item twiceag; dhread — 700 g/week; pasta 1400 g/week);
MC= Medium Consumers (indicated ingest bread beatwlé® and 350 g/week and pasta between
550 and 700 g/week); LC= Low Consumers (indicategkst bread between 12.5 and 75 g/week
and pasta between 25 and 350 g/week).
Values within the same column that have no commgescript are significantly different by
Student t Test or Tukey’s Test (p<0.05).
TEDI= Total Estimated Daily Intake
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Analyzing EDI by male (1.92 g/kg b.w./day) and féend2.00 ug/kg b.w./day), no
statistical difference was observed (p>0.05, T&leEDI from high consumers of bread (3.21
na/kg b.w./day) and pasta (5.66 pg/kg b.w./day) wigeer than medium (bread= 1.34 pg/kg
b.w./day, pasta= 3.21 pg/kg b.w./day) and low coresg (bread= 0.26 pg/kg b.w./day, pasta=
0.73 png/kg b.w./day, Table 6). When EDI was analylzg different age groups, individuals <
20 years old (1.44 pg/kg b.w./day) and between r&l 40 years old (1.55 pg/kg b.w./day)
presented higher EDI from bread than others gr¢pg$.05). EDI from pasta (0.58 to 0.90
png/kg b.w./day) and total EDI (1.60 to 2.34 pg/kgvlday) not presented differences with
respect to the age groups (Table 6).

In United Kingdom, Turner et al. (2008) detectedND@ 296 of 300 (98.7 %) urine
samples. Wholemeal bread was associated with dategt percent increase in urinary DON per
unit of consumption, but white bread contributeghragimately twice as much as wholemeal
bread to the urinary DON levels because it was uwoesl in higher amounts. Schothorst and
Egmond (2004) affirmed that wheat and wheat coirtgiproducts represent the major source

of intake for DON and other trichothecenes.

Conclusion

This study provides informantion on deoxynivaleqwksent on wheat in the main
production areas in Brazil during 2006, 2007 an@&@rops. As natural and unavoidable
contaminants of important agricultural commoditi@&)N has severely impact human and
animal health. The risk is well recognized, bupegsent it has not been quantified accurately.
Exposure assessment can be a valuable tool insasgesk to humans from mycotoxins in the
food chain.

DON contamination from ND to 16076.5 pg/kg in DOKaigs samples for human
consumption was found in 67.6 % of the samplesyardl in the States of Parana and Rio
Grande do Sul, Brazil, and 22.3 % of samples fraraRa and 63.3 % from Rio Grande do Sul
were contaminated with DON levels > 1750 g/kg, tiximum limit suggested to be safe for
wheat destined for human consumption. DON levelth@se samples are a matter of concern,
since the acute effects on human health are kntivisiimportant analyze that the reduction of
mycotoxin contamination is at the field level priorthe harvesting of grain. An important level
of DON reduction occurs during wheat processingt gttcount for 30 % in flour relative to the
uncleaned wheat. Majority of population studiedstones safe levels of DON through bread
and pasta intake.

Levels of DON detected in the present work areetacd concern, once wheat products
are extensively consumed by local population. Qtisar, levels of DON in wheat products

used to be lower than in wheat grains, and shoelldrbad analyzed in further investigation.
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5.4 DESOXINIVALENOL: MONITORAMENTO E PERIGO DE EXPO SICAO POR
TRIGO E PRODUTOS DERIVADOS EM LONDRINA-PR, BRASIL
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Jayme Toledo PIZA FILHO, Elisabete Hiromi HASHIMOTO
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Resumo
O trigo é um dos alimentos mais consumidos na tigteana, contribuindo com 20 % de

calorias diarias. Considerando a predominanciaFdsarium graminearumneste gréo, a
contaminacédo por desoxinivalenol (DON) foi avali@datrigo dos Estados do Parand (n= 21) e
Rio Grande do Sul (n= 15), assim como estimou-8sco da sua ingestdo diaria no municipio
de Londrina-PR, Brasil. Utilizando Cromatografiaqlida de Alta Eficiéncia, DON foi
detectado em 72,2 % das amostras, variando de etéotével a 1592,2 pug/kg, nivel médio
321,6 pg/kg (limite de quantificagcdo= 87,7 pg/kguestionario de Frequéncia de Consumo de
Alimentos foi aplicado a 260 individuos (8-76 an64,8 % do género feminino e 35,2 % do
masculino) para calcular a Ingestéo Diéria Estin{édg) de DON. Macarrdo (151 g/semana) e
pao francés (267 g/semana) foram os derivadoscoamumidos, e baseado nesses alimentos, a
IDE média de DON foi de 0,31 pg/kg peso corporal/dsendo que dois individuos
apresentaram IDE (1,03 e 1,58 pg/kg p.c./dia) soper Ingestdo Diaria Maxima Toleravel
Proviséria (IDMTP) recomendada de fg/kg p.c./dia. A importancia de continuo
monitoramento da exposicdo a DON é evidente, d@seadegulamentar os niveis maximos
em trigo no Brasil.

Palavras-chave:consumo de trigo, exposi¢ao estimada, desoximoale

Abstract

Wheat comprises one of the main ingredients in mudiet, accounting approximately 20
% of daily calories. Concerning the predominangfiency of deoxynivalenol (DON) producing
Fusarium graminearunmin wheat, DON occurrence in the state of Paran@ih and Rio
Grande do Sul (n=15) samples, as well as the rssessment of daily intake of DON in
Londrina-PR, Brazil were evaluated. DON was detkater2.2 % samples by high performance
liquid chromatography (HPLC), which ranged from ra®tectable to 1,592.2 pg/kg, with
average of 321.6 pg/kg (limit of quantification=.8{1g/kg). A total of 260 persons (64.8 %

female and 35.2 % male, from 8 to 76 years-old)ewaterviewed, using a Food Frequency
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Questionnaire to calculate the estimated dailykimt¢EDI) of DON. Pasta (151 g/week) and
bread (267 g/week) were the main food ingested, lasmsbd on these foods, the average
estimated daily intake (EDI) of DON was 0.31 pghapdy weight/day. This EDI was lower
than Provisional Tolerable Daily Maximum Intaketkset in 1 ug/kg b.w./day, although two
persons showed estimated DON ingestion of 1.031a8#l pg/kg b.w./day. The data evidences
the importance of continuous monitoring and riskeasment targeted on DON exposure, and
guideline should be established in wheat in Brazil.

keywords: wheat intake, estimated exposure, deoxynivalenol.

Introducéo

O trigo (Triticum aestivurmL.) ocupa 20 % da area mundial cultivada, com pgéadu
anual de 500 milhdes de toneladas. A producédo malcite trigo atingiu 6 milhdes de toneladas
na safra de 2008, sendo 53 % produzido pelo EstadRarana, seguido pelo Rio Grande do Sul
(30 %). No entanto, o consumo interno de 10 milldiesoneladas ainda requer importacao do
produto (IBGE, 2009). Este cereal contribui com92Qdas calorias diarias, além de fornecer
proteinas de alto valor biolégico e carboidratosnglexos (amido e fibras), bem como
vitaminas do complexo B e ferro.

Fusarium graminearunSchwabe (teleomorf@Giberella zeaeShw.) causa giberela ou
fusariose, doenca de ampla ocorréncia em trig@ pupducdo de desoxinivalenol (DON ou
vomitoxina) em nivel de campo depende de condig@natica, praticas agriculturais e
susceptibilidade de cultivar. DON é tricotecenogiopo B, que além de dupla ligagdo nas
posicdes 10 € um anel epoxido na posicdo 12,13, caracterizassecarbonila no £ A
exposicdo a DON pode desencadear vomito, perdaede, mlores abdominais, diarréia e
imunossupressao, € classificado patarnational Agency for Research on CannerGrupo 3,
i.e., ndo carcinogénico para humanos (IARC, 1993).

A literatura aponta diversas patologias relaciosaaconsumo de cereais contaminados
por Fusarium spp, desde leucemia téxica alimentafinfentary toxic aleukip na RuUssia
(STEYN, 1995) a puberdade precoce, cancer cergit@perplasias (BRIONES-REYES et al.,
2007). No Brasil, os escassos trabalhos limitana-s#corréncia de tricotecenos em trigo e
derivados (CALORI-DOMINGUES et al., 2007; LAMARDQ al., 2006; OLIVEIRA et al.,
2002).

Salienta-se que DON tem sido toxinaFlesariumspp. mais freqiientemente reportada no
mundo, assim como detectada em maior concentragfdp considerada como “indicadora” de
contaminacéao por este fitopatogeno (PRANGE e2@05).

Micotoxinas constituem toxinas naturais de ocoliggéimevitavel em alimentos, apontada

pela avaliacdo de riscarigk assessmentcomo perigo crénico na dieta, somando-se a
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contaminantes sintéticos, aditivos alimentaressédue®s de pesticidas. A avaliacdo de risco e
exposicao estimada sdo importantes ferramentasagaliar os riscos de micotoxinas na cadeia
alimentar a humanos e a animais, devido ao efepentlente da dose consumida, toxicidade do
composto, peso corporal e condi¢éo fisica do iddiwj além da presenca de outras micotoxinas
e fator dietético, capazes de aumentar ou dimisua toxicidade (KUIPER-GOODMAN,
1988).

No presente trabalho procedeu-se avaliacdo prelmde DON em trigo com enfoque
aos dois principais Estados produtores, Parana ésRinde do Sul, bem como estimou-se a
exposicdo a DON através do consumo de derivadosigle em amostra populacional de
Londrina-PR.

Material e Métodos

Amostragem

Um total de 36 amostras de trigo em grdaticum aestivuri.) foram coletadas nas
regides Norte (Londrina e Sertandpolis, entre 238123°50 de Latitude Sul e entre 21°22' e
51°30’ de Longitude Oeste) e Sudoeste do Parana {Dznhos, 25°45’ S e 53°03’ O), além de
Noroeste (Passo Fundo e Trés de Maio, entre 2&°28°30’ O e entre 54°14’ e 50°53' O) e
Nordeste do Rio Grande do Sul (Vacaria, 28°30" 5086'0). As 15 amostras de Norte
Paranaense pertenceram a safras 2006, 2007 e @0&gdas em campos experimentais da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria Unidaderina (EMBRAPA — CNPSo, 11
amostras) e fornecidas por Empresa processadotdggdede Sertanopolis (4 amostras). Seis
amostras recém-colhidas de Sudoeste (safra 200&)mfoadquiridas na Cooperativa
armazenadora de graos. As amostras do Rio Gran8alamnsistiram de 7 amostras cultivadas
na regido Noroeste e 8 na regido Nordeste (safi@8, 2007 e 2008), pertencentes a campos
experimentais da EMBRAPA Unidade Passo Fundo — ChMPdmostra (500 g) foi quarteada
e, 100 g trituradas a 2@esh acondicionadas em frasco plastico e mantida0e&Caté a

determinacgdo. As contra-amostras foram armazerzad&g.

Determinacao de desoxinivalenol

DON com 98 % de pureza (Sigma, St Louis, Estaddaddgh foi suspenso em acetato de
etila e quantificado a 260 nm, empregando absdade molar de 1410 (UV-VIS Cintra 20,
GMB, Melborne, Austréalia), conforme preconizadoopkeistituto Adolfo Lutz (2008).

Quinze gramas de amostra foram adicionandas ded8 NaCl e 120 mL de agua
ultrapura (Purelab Elga, Lane End, Inglaterra)taaigis a 150 r.p.m. por 30 min (Marconi,
Piracicaba, Brasil) e filtrada em filtro de papstguida de microfibra (GF/C poro 1jn,

Whatman, Maistone, Inglaterra). Coluna de imunaoddide (Dontest®, Vicam, Watertown,
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Estados Unidos) foi utilizada para pré-limpeza dael2do extrato, lavada com 20 mL de agua
ultrapura, seca e o eluato obtido com 2 mL de neétggrau HPLC, J. T. Baker, Xalostoc,
México) e seco sob fluxo de,M 40 °C. A pelicula foi ressuspensa em 300 plade movel
(metanol:agua, 30:70, v/v) e 20 pL analisados epiichta em cromatografo a liquido de alta
eficiéncia (LC-10AD, Shimadzu, Kyoto, Jap&o) dotaéocoluna nucleosil 100 C18 (5 pum; 250
X 4 mm; Merck, Darmstadt, Alemanha) sob fluxo dé GL/min e detector de arranjo de
fotodiodo (PDA) na faixa entre 180 e 400 nm (SPB-10V/VIS, Shimadzu, Kyoto, Japé&o),
sendo o comprimento de onda de absor¢do maximarga20

A curva de calibracdo foi confeccionada nas comae@es de 250, 500, 750, 1000 e 1500
ng/mL em metanol:dgua (30:70, v/v), correspondaméveis entre 150 e 1800 pg/kg de DON
em trigo. Trigo artificialmente contaminado com 295D0, 750 e 1000 upg/kg de DON
apresentou recuperacdo média de 75,4 % (faixa de&b318,7 %). Os limites de deteccao
(LD= 0,28 ug/kg, correspondente a 3xDP) e quaatifio (LQ= 87,7 ug/kg, 10xDP) foram
calculados baseados em branco da amostra. Vatdegmies ao LQ foram considerados como
zero e incluidos nos célculos.

Todos os procedimentos envolvidos foram conduzogorme protocolo de seguranca

e descontaminacao descritos para analise de misatof{AL, 2008).

Andlise bromatologica

A composicdo quimica, determinada em porcentagemsistiu de umidade (g %) e
proteinas, lipidios e residuos minerais em basa @é&o), conforme descrito em Normas do
Instituto Adolfo Lutz (2008). A porcentagem de azidratos em base seca (g %) foi obtida por

diferenca.

Avaliacao da frequiéncia do consumo de produtosse lole trigo

O consumo de produtos a base de trigo no muniapid-ondrina-PR foi avaliada,
aplicando Questionéario de Freqiéncia de ConsumAlideentos (QFCA) a 260 individuos.
Além de informag&o sobre o consumo, também fordetamos dados como sexo, peso, altura,
entre outros. A quantidade ingerida foi determinadseada na por¢cédo alimentar por medida
caseira para cada produto (ANVISA, 2003) e freqizérde consumo (“ndo consumo”,
“eventualmente”, “cada 15 dias”, “1-2 vezes/semand3-4 vezes/semana’, “5-6

vezes/semana”, “1 vez/dia” e “2 vezes/dia”).

Exposicdo estimada a DON
O célculo de Ingestao Diaria Estimada (IDE) redofarmacéo perante contaminacao e

consumo do alimento. Portanto, niveis de DON egotdbtidos neste monitoramento foram
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associados aos resultados do QFCA, para determigansumo local de produtos a base de
trigo. Valores de DON em trigo abaixo do LQ forass@midos como %2 LQ para o calculo de
IDE (IPCS/GEMS, 1995). Considerando a quantificaggoDON em gréos de trigo, para o
calculo de provéavel nivel em farinha incorporowdator de processamento de 70 % (extracao
de farinha a partir de triga naturg). Neste valor obtido, para panificagdo assumiaesedo de

60 % de peso devido a absorcédo de 4gua e outnesliegtes, i.e. 100 g de gréo transformado
em 112 g de p&o. Para a producdo de macarrao asseroivalor de 30 % de peso adicional,
i.e. 100 g de gréo transformado em 91 g de macatv#DE individual foi calculada excluindo
os individuos que néo informaram peso, bem comogiadbre quantidade consumida, segundo
a formula:

IDE (1g/kg peso corporal/dia)= DON em trigo (ua/kgdonsumo do alimento (kg/dia)

peso do individuo (kg)

Analise estatistica

O nivel de DON nos Estados produtores foi compataitiaando teste t de Student. A
analise de variancia seguida de teste de Tukewtildiada para avaliar a diferenca entre as
regides dos dois Estados e no peso e IngestaaBistimada de DON a partir de péo francés e
macarrdo, considerando as categorias de idade altmuroidores. A analise foi realizada

empregando o programa Statistica versao 6.0 (TOlahoma, Estados Unidos).

Resultados e Discusséo

Empregando trigo artificialmente contaminado comN)Ga coluna CIA Dontest®
(Vicam) atingiu recuperacdo media de 75,4 %. Osreal variaram dependendo de nivel
adicionado, com menor recuperacdo em maiores t€db€s pg/kg, recuperacdo de 118 %;
acima de 750 pg/kg, recuperagcdo de 55 %), provaveémpela saturacdo de anticorpo
imobilizado na CIA com analito, indicando necesdalde aumentar o fator de diluicdo antes da
aplicacdo na coluna. Kl6tzel et al. (2005) obtiver@cuperacdo de DON entre 27 e 95 % com
coluna Vicam e entre 95 e 98 % com DONPrep (R-BaophRhone, Darmstadt, Alemanha),
atribuindo diferenca ao menor volume e didmetrerivd da coluna Vicam.

Conforme a Tabela 1, a umidade nas amostras aeatnglisadas variou entre 10,5 a 14,2
g %, com oito amostras apresentando nivel supark8 %, recomendado para conservacéo e
empacotamento (BRASIL, 2001). Cinzas, proteinasagxetéreo e carboidratos apresentaram-
se consistentes com a literatura (FUJITA; FIGUERQ®Q3), ndo ocorrendo correlacdo entre
niveis de DON e composi¢do bromatoldgica de trjg(05). Ono et al. (2006) também nao
observaram correlacdo entre os niveis de fumosissneontetdo protéico e lipidico de milho

paranaense. Todavia, Vieira et al. (1999) procealeaddlise de contrastes, obtiveram
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correlacéo entre umidade e cinzas com niveis déoafha, ocratoxina e zearalenona em farinha
de trigo do Rio Grande do Sul. Conforme a Tabela igor de cinzas do trigo paranaense
apresentou-se superior ao riograndense (p<0,08gnolo a diferenca ser atribuida a fatores

como cultivar, condi¢des climaticas e solo.

Tabela 1: Composi¢do bromatologica de trigo cultivado notadiss do Parana e Rio
Grande do Sul (safras de 2006, 2007 e 2008).

Localidade
Composicao - :
(9% Parana (n=21) Rio Grande do Sul (n=15)
Média Faixa Média Faixa
Umidade 12,5 10,5-14,2 12,9% 11,4-14,2
Cinzas* 1.4 1,2-1,74 1,2 08-1,6
Proteinas* 11,4 52-15,5 10,9 8,9-12,2
Extrato etéreo* 1,3 0,7-2,2 1,3 09-2,3
Carboidratos* 73,4 66,8 — 81,0 73,7 71,3-75,7

* em base seca.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferesigpaificativa segundo o teste t de Student (p<0,05)

A Tabela 2 avalia DON em trigo cultivado nos daimg@pais Estados produtores do
Brasil. Dez amostras (27,8 %) exibiram contamindgérior ao limite de quantificacdo (87,7
ug/kg). Houve diferenca nos niveis de DON entreais Bstados, sendo o nivel médio de DON
nas amostras do Parané 163,0 pg/kg e do Rio Goam8el 543,6.19/kg (p<0,05). As amostras
de trigo provenientes da regido Nordeste do Rion@rado Sul apresentaram contaminacgao
média de 741,8 pg/kg, enquanto regido Noroestesapiau 317,0 pg/kg, superior aos valores
detectados na regido Norte (195,1 pg/kg) e Sudd@&t@ pg/kg) do Paranad (p<0,05). A
contaminacdo de DON em 95,2 % em trigo cultivadoPaoana situaram-se entre 0 e 500
na/kg, enquanto aproximadamente 35 % das amostr&ocdGrande do Sul apresentaram-se
entre 750,1 e 1750 pg/kg (Figura 1). Este resultzdwreu devido a condicdo climética do
Estado Gaucho, com maior indice pluviométrico epenaturas mais baixas (1032,7 mm, 14,5
°C, média dos anos 2006, 2007 e 2008, nos meseaidea outubro, quando as amostras foram
coletadas), se comparado ao Parana (581,4 mm?Q@,7rBédia dos anos 2006, 2007 e 2008, nos
meses de abril a setembro), favorecendo a muligiic deF. graminearume consequente
producdo de fusariotoxinas. Outrossim, estes \@ldoegam inferiores ao limite maximo
estabelecido pela Comunidade Européia para car@aiprocessados de 1750 pg/kg para trigo
e aveia (COMUNIDADE EUROPEIA, 2007). A Legislacémsileira e o Mercosul ainda n&o
determinaram limite maximo permitido para DON erigdrou qualquer outro alimento

destinado ao consumo humano ou animal. Na LegisldgdComunidade Européia, além de
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maximo permitido em cereais ndo transformadostemissalores maximos para farinha de
cereais (750 pg/kg), paes, produtos de pastelaolachas, refeicbes leves a base de cereais e
cereais para refeicdes (500 pg/kg), massas aliomtisecas (750 pg/kg) e alimentos

destinados a lactentes e criangas (200 pg/kg).
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Figura 1: Distribui¢cdo dos niveis de DON em trigo cultivatis Estados do Parana (PR)
e Rio Grande do Sul (RS) das safras de 2006, 2Q00&

Calori-Domingues et al. (2007) detectaram 94 %aiitipidade em trigo brasileiro, com
contaminacdo média (332 pg/kg) semelhante ao ntsdalho, analisando 50 amostras
provenientes de cooperativas ou empresas proceasatt Sao Paulo, Parana e Rio Grande do
Sul, enquanto em trigo proveniente da Argentineaeaduai, detectaram niveis de 30 a 349
na/kg (46 % de positividade, 50 amostras). Lamatdal. (2006), analisando 28 amostras de
trigo comercial no Estado de Sdo Paulo, detect®@N em 50 % de farinha, com média em
amostras positivas de 296,3 pg/kg, enquanto era &g grdo com 33 % de positividade, a
média foi 753,2 pg/kg, superior ao presente traballiveira et al. (2002), analisando farinha
de trigo e produtos de panificacdo comercializagibnscidades de Minas Gerais, detectaram
niveis de 40 a 1205 pg/kg em farinha, 78 a 780guepk pdo de sal, 113 a 289 pg/kg em pao de
forma e ndo-detectado em panetone. Pinto et ab8j2@etectaram 80 % de positividade de
DON em trigo na Argentina, com niveis superiorespegsente trabalho, variando de 300 a
70.000 pg/kg, média de 9873,33 pg/kg. Em contradtehomi et al. (2008) detectaram niveis
inferiores de DON em trigo produzido no Quéniasmd clima Tropical e baixa frequéncia de
F. graminearumcom valores variando de 105 a 303 pg/kg na safra0fé (48 amostras,
positividade 75 %).
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Tabela 2: Niveis de desoxinivalenol (DON) em trigo cultivados Estados do Parana e
Rio Grande do Sul (safras de 2006, 2007 e 2008).

DON (ug/kg)

Total Amostras positivas
Localidade Regido
N Média N (%) Média Faixa
Norte 15  195/° 10 (66,6) 288,2 112,7-609,6
Parana  Sudoeste 6 90’8 4 (66,6) 135,5 92,9 - 200,3
Total 21 163,0 14 (66,6) 2445 92,9 - 609,6
, Noroeste 7 317% 4 (57,1) 554,7 89,4 —1592,2
Rio Grande
do Sul Nordeste 8 741%8 8 (100,0) 741,8 122,0-1531,5
Total 15 543,6 12 (80,0) 679,5 89,5 -1592,2
Total 36 321,6 26 (72,2) 445,3 89,5 -1592,2

Letras diferentes na mesma coluna indicam difersiggdficativa segundo o teste de Tukey (p<0,05).
Limite de quantificagcdo= 87,7 png/kg.

Um aumento de positividade e niveis de DON tem slikervado em trigo brasileiro nos
altimos anos (CALORI-DOMINGUES et al., 2007; LAMARDet al., 2006; OLIVEIRA et al.,
2002). Todavia, a contaminagdo por DON dependeoddicdo climética, causando variacdes
entre diferentes safras, devido a condi¢des faes&@o desenvolvimento fangico. Salienta-se a
importancia de continuo monitoramento e desenvenrtmde métodos de facil execugao e alta
sensibilidade, para garantir a qualidade de aliosent

A Tabela 3 mostra o consumo de péo francés e nd@acarringestdo Diaria Estimada
(IDE) de DON de acordo com 5 grupos etarios. Olmese diferenca de peso entre 0s grupos
etarios, sendo que os grupos com idade entre 8lamds, entre 41 e 50 anos e superior a 51
anos apresentaram peso mais elevado (p<0,05). €lagéio ao consumo de pao, observou-se
ingestao inferior pelo grupo com idade superiorlaabos (p<0,05), mas ndo houve diferenca
significativa no consumo de macarrdo entre os grugtérios (Tabela 3). A IDE de DON
considerando péo francés foi superior no grupolda 80 anos com média de 0,17 pg/kg/dia,
enquanto IDE inferior ocorreu no grupo de 41 af@lsacom média de 0,12 pg/kg/dia (p<0,05,
Tabela 3). A IDE de DON considerando consumo deamac variou de 0,09 a 0,14 pg/kg/dia,
ndo observando diferenca significativa entre fagtasias (p>0,05, Tabela 3).

A Tabela 4 apresenta a IDE média de DON atravésahsumo de pdo francés e
macarrdo, comparando a estimativa obtida considerpara o céalculo a contaminag&o global
(Parand e Rio Grande do Sul; média de DON de 3898, total de 36 amostras, incluindo os
valores ndo-detectados como % L@rsusamostras provenientes do Parana (21 amostras,

177,7 pg/kg). Salienta-se que o Parana é o masolupor de trigo brasileiro, contribuindo com
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53 % de producéo, assim como a coleta de dadosrdimo foi conduzida em regido que
conta com diversas industrias processadoras. Npogoonsiderando contaminacdo global
(333,8 pg/kg), a Ingestéo Diaria Estimada (IDEDd2N variou de zero a 158,6 % da Ingestao
Didria Maxima Tolerdvel Proviséria (IDMTP) para DOMendo que dois individuos
ultrapassaram a IDMTP de DON de 1 pg/kg p.c./diabedecida pela JECFA (2001). O
consumo de péo francés contribuiu com 18,7 % deTPMenquanto o consumo de macarréo
contribuiu com 12,5 % de IDMTP. Os individuos cifissdos como “alto consumidor”
(relataram consumir estes alimentos 2 vezes acagi@sentaram IDE de DON a partir de péo
2,7 vezes superior ao consumidor medio, em rela¢cid vezes superior a partir de macarréo.
Direcionando o calculo de IDE considerando a coimagdo das amostras do Parana (média de
177,7 pg/kg), nenhum individuo ultrapassou a IDMddm os valores variando de 6,6 % a 84,4
%. A IDE considerando contaminacao global foi 1le2es superior ao valor considerando as
amostras parananeses (p<0,05, teste t).

Salienta-se que o pao francés e o macarrdo namss#tcos alimentos responsaveis pela
ingestdo de DON na dieta, embora sejam os maiovegrilwintes. Os relatos também
apontaram que altos consumidores excederam a IDMTRanca e Alemanha, conforme dados
da ocorréncia de toxinas deusarium spp. e avaliacdo da ingestdo diaria pela populacéo
Européia (SCHOTHORST; EGMOND, 2004). Turner et(aD08) analisando urina de 300
individuos no Reino Unido, obtiveram positividade38,7 % de DON, com média geométrica
de 9,4 pg/dia (ND-65,9 pg/dia), sendo os cereais ec@nsumidos o pdo, macarrdo, bolos e
cereais matinais, com nivel de DON urinario assfucia quantidade consumida (p<0,0005).
Embora a IDE calculada seja de 0,319 pg/kg p.¢.Alimdividuos (1,3 %) ultrapassaram a
IDMTP, sendo este valor superior ao nosso trab@|81 pg/kg p.c./dia, Tabela 4).

As Tabelas 3 e 4 apresentam a avaliacado iniciiDBede DON através dos derivados de
trigo no pais, estando em andamento estudo englobaraior amostragem. Outrossim, a
Ingestéo Diaria Maxima Provavel (IDMP) estimadadd#5 pg/kg p.c./dia de fumonisina (fB
no milho paranaense pelo nosso grupo (MORENO eP@D9) est4 abaixo da Ingestdo Diaria
Maxima Toleravel de 2 pg/ kg p.c./dia, denotandyusenga do produto nacional perante saude
do consumidor e favorecendo a competitividade noreggdcio globalizado. Caldas et al.
(2007) observaram que a IDMP pela populacédo gepak €onsumidores de milho e derivados
representou 9 % e 159 %, respectivamente, da IDRB] € FB) no Distrito Federal. Amaral et
al. (2006) estimaram ingestédo de 14 ng/kg p.cddiaFB, a partir de fuba brasileiro. Quanto a
aflatoxinas, ndo se calcula Ingestdo Diaria Tokltawevido a sua carcinogenicidade

comprovada, classificada no grupo 1 pela IARC (1993
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Tabela 3:Ingestéo Diaria Estimada de desoxinivalenol (D@tivés do consumo de péo francés e macarréo ecasitb diferentes faixas etarias em

Londrina-PR.

Ingestéo Diaria Estimada de DON (ug/kg p.c./dia)

Consumo
Faixa etéfia Peso (9/semana) P30 francés Macarréo % IDMTP
Pao francés Macarrao Média Faixa Média Faixa
< 20 anos 55 588 285,5° 156,2 0,22 0,0-0,93 0,14 0,0-1,13 36,5
21 — 30 anos 103 642 245 5° 154,2 0,17° 0,0-0,73 0,13 0,0 -0,61 29,9
31 - 40 anos 38 672 361,% 107,¢ 0,24 0,0 - 0,57 0,00 0,0 - 0,30 33,0
41 — 50 anos 31 695  2734" 150,9 0,17 0,0 - 0,68 0,71 0,0 -0,51 27,4
> 51 anos 34 722 190,F 185,2 0,12° 0,0 — 0,50 0,1% 0,0 -0,90 24,9

Total de individuos entrevistados= 260. Total deitaates= 447.000.
Letras diferentes na mesma coluna indicam difersiggdficativa segundo o teste de Tukey (p<0,05).
% IDMTP= porcentagem de Ingestao Diaria Estimadaeadatdo a IDMTP (Ingestéo Diaria Maxima Tolera®ebvisoria= lug/Kg p.c./dia).
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Tabela 4: Ingestdo diaria estimada de desoxinivalenol (DOd)siderando consumo de pé&o

francés e macarrdao em Londrina-PR.

Ingestao Diaria Estimada de DON (ug/kg p.c./dia)

Alimento Todas as amostras* Amostras do Parana**
Média Faixa Alto consumidor*** Média Faixa Alto consumidor***
Pa0 119  0,0-0,93 050 0,10  0,0-0,49 027
francés e (0,31 -0,93) ' e (0,17 -0,49)
0,88 0,47
M a 0,12 0,0-1,13 0,07 0,0-0,60
acarrao (0,61 1,13) (0,32 - 0,60)
Total 0,3® 0,0-1,58 0,1 0,01-0,84

* Calculo de IDE considerando contaminacdo médiaD@N de 333,8 ug/kg (analise de 36 amostras
provenientes de Rio Grande do Sul e Parana)

** Calculo de IDE considerando contaminacdo médiaD®DN de 177,7 ug/kg (21 amostras provenientes do
Parana)

*** |Individuo que relatou consumir o alimento 2 eszao dia
Letras diferentes na mesma linha indicam diferesiguaificativa, segundo o teste t de Student (p<0,05

Concluséo

Niveis de DON em trigo cultivado nos Estados d@Pare Rio Grande do Sul apresentaram-se
abaixo do limite maximo estabelecido pela Comured&liropéia para trigo ndo processado,
apontando garantia dos produtos derivados. Pacoé&saa macarrdo foram os principais derivados
consumidos em Londrina-PR. Dois individuos ultrapeam a Ingestdo Diaria Maxima Toleravel
Provisdria (IDMTP) considerando o consumo de pawearrdo. O continuo monitoramento de DON
em graodn natura bem como o efeito de processamento industriatesituos toxicos constituem
assuntos prioritarios na seguranca de aliment@snAlisso, a regulamentacdo governamental quanto
aos niveis de micotoxinas abrangendo maior numenaradutos agricolas € necessaria, promovendo
melhoria no abastecimento de alimentos seguros.
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5.5 TESTES PRELIMINARES PARA CONFECCAO DE COLUNA DE IMUNOAFINIDADE
PARA CLEAN UP DE DESOXINIVALENOL

Joice Sifuentes dos SANTOS, Cassia Reika TAKABAYASHiko
Nakagawa ITANO, Osamu KAWAMURA, Elisa Yoko HIROOKA.

Material e métodos

Desenvolvimento de coluna de imunoafinidade CIA-DON

Coluna de imunoafinidade (CIA) pacdean upde DON foi desenvolvida utilizando suporte
ativado Affi-Gel 10 (Bio-Rad, Estados Unidos) eie@mpo monoclonal (AcM) anti-DON produzidos
a partir de cultivo de hibridoma linhagem DONC&apitulo 5.3.

O suporte Affi-Gel (éster de N-hidroxisuccinimida) lavado trés vezes com trés vezes 0 seu
volume de &gua ultrapura a 4 °C. Apos a lavageinioadu-se ao gel solucdo de AcM (10,5 — 42,2
mg) em tampao PBS e incubou-se a 4 °C/18 h sohcagitorbital e lenta. O sobrenadante contendo
AcM nao acoplado ao gel foi removido por centriit@ia e os sitios ativos ndo acoplados foram
bloqueados com etanolamina-HCI 1 M pH 8 a 4 °C/A Isolugdo pos-bloqueio foi removida por
centrifugacao e o gel lavado dez vezes com tampB&o(® vezes o volume de gel). O gel acoplado foi

ressuspenso em PBS-azida 0,02 % e mantido a € $@oattagem da coluna.

Eficiéncia de acoplamento de AcM ao gel

A eficiéncia do acoplamento de AcM ao suporte &fét foi determinada por quantificacdo de
proteinas remanescentes no sobrenadante aposdetapgaplamento do AcM ao gel e apds bloqueio
com etanolamina.

A concentragdo de proteinas nestes sobrenadantésitéo através do método de Bradford
(1976). A curva padrao foi confeccionada empregaaidomina de soro bovina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Estados Unidos) nas concentracdes de 38225; 125; 175; 200 e 250 pug/mL, utilizando PBS
como branco de reacdo. A reacdo de cor foi reaizath 10 uL de amostra ou padrdo e 100uL de
reativo de Bradford (Sigma-Aldrich, St. Louis, Ekia Unidos), incubando-se por 15 min e leitura a
650 nm (Expert Plus, Asys, Cambridge, Reino Unido).

A eficiéncia de acoplamento foi estimada empreganseguinte equacao:

Eficiéncia de acoplamento (%)_= (Proteina Totatetdfna Sobrenadante)100

Proteina total

Determinacédo da capacidade de retencdo de DON ein Cl
A capacidade de retencdo de DON na coluna de infinidzde foi testada utilizando 1 mL de

solugédo de DON 1 pg/mL em agua, metanol 10 % eoaitela 4,5 %. O gel contendo AcM anti-
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DON (0,5 — 1,5 mL de gel) foi acondicionado em ol de polipropileno (Muromac Columns,
Japéao) e lavado com 10 mL de tampéo PBS 0,1 M BHEM seguida, adicionou-se solucdo padréo
de DON e CIA foi lavada com PBS (10 mL). A toximma éluida com metanol 30% ou metanol (1 — 2
mL; grau HPLC, JT Baker, México). As fracOes elgigeela coluna (padréo, PBS e metanol) foram
coletadas; as fracOes padrdo e metanol foram se4@<C sob fluxo de nitrogénio, ressuspensas em
300 pL de metanol 30 % e filtradas (0,45 pm). Acd@ PBS foi apenas filtrada (0,45 pum). Estas
fracdes foram utilizadas para quantificacdo de D@N cromatografia liquida de alta eficiéncia
(Capitulo 5.2. Na Figura 1 pode-se observar um fluxograma ekfogmdo o clean upde DON

utilizando as ClAs confeccionadas.

Cla

Acondicionamento com PBS

Padrio de DON {1 pgitnl) em dgua, metanal
ou acetoitrila

Fracdo Padrio »CLAE

Lavagem com PBE

Fragdo PBES = CLAE

Eluicio com metanol ou metanol 30 %%

Fracdo Metanol 2CLAE

Andlizse cromatografica (CLAE)

Figura 1: Uso de coluna de imunoafinidade anti-DON paratdstrecuperacao.

Resultados e Discusséo

A separacao por cromatografia de imunoafinidadeibase no reconhecimento de epitopos de
um antigeno por anticorpos. A alta especificidadsemsibilidade dos anticorpos para com 0s seus
antigenos torna a cromatografia de imunoafinidada importante ferramenta para separacdo de um
composto de uma matriz complexa.

A performance de uma CIA é em grande parte detadmipela qualidade do Ac em termos de
especificidade (e reacdo cruzada), habilidadegdedio (avidez) e capacidade da coluna (quantidade
total de Ac que pode ser ligado ao recheio da eI(BENYUVA; GILBERT, 2009). A reatividade
cruzada do AcM utilizado neste trabalho é de 338o% 15-acetil DON (15ADON), <0,5 % com 3-
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acetil DON e inferior a 5 % com nivalenol, toxing2Te seus derivados (KAWAMURA, 2005). No
entanto, a reatividade com 15-ADON n&o seria iatérfcia na deteccdo de DON no Brasil, pois é
mais comumente encontrado na América do Norte.

O suporte Affi Gel 10 promove ligagdo com a molécula aminas primarias (BIO-RAD,
2000). Depois da adi¢do do IgG, a por¢cado N-hidrexdsimida é deslocada e uma ligacdo amida
estavel é formada. Como o éster reativo esta imalid no gel e apresenta alta seletividade para
grupos amina primarios, falsas rea¢cdes com o kg@m., ligacdo cruzada ou outras modificagdes na

solu¢do) séo eliminadas (Figura 2).

9] O

O A O 2

I S pHE,5a 8,5 I /
ng—ON +R—NH, —» ?C—N—R + H—0—N

N tampéo I N

V4 H 4

@] O

Figura 2: Reacédo de acoplamento de AffiGel 10 com um ligaonhtendo grupos amino livres.

Tabela 1: Nivel de anticorpo adicionado ao gel, anticorpoobitizado e eficiéncia de

acoplamento de anti-DON em suporte ativado Affi Gl

CIA IgG adicionado Volume de gel IgG/mL de Eficiéncia de

(mg) (mL) gel acoplamento (%)
1 15,4 1 15,4 74,6
2 14,4 2 7,7 13,0
3 10,5 1 10,5 78,6
4 42,2 2,5 16,9 54,9

A Tabela 1 apresenta os niveis de AcM adicionadoslana e sua respectiva eficiéncia de
acoplamento. Observou-se que o preparo da CIARtoesem baixa eficiéncia de acoplamento (13
%). O fato pode ter acontecido devido a baixa cotnagdo de AcM em solucéo (7,7 mg/mL de gel)
para um maior volume de gel (2 mL), dificultanddiga¢cdo do anticorpo aos sitios ativos do gel.
Eficiéncia de aproximadamente 55 % foi alcancadaamdieccdo da CIA 4, quando foi utilizado um
pool de anticorpos liofilizados, alcangando umaceatracdo de anticorpo de 16,9 mg/mL de gel.
Assim como uma baixa concentracdo de IgG promovea baixa eficiéncia de acoplamento,
concentracdes elevadas de AcM também nao promowameficiéncia de acoplamento. Para o
preparo de coluna de imunoafinidade utilizando-BA@N, a concentragéo ideal de AcM em solugéo
seria entre 10 e 15 mg de anticorpo/mL de gel.

Brenn-Struckhofova et al. (2007, 2009) elaboraramra de imunoafinidade utilizando vidro

silicato e AcM anti-DON (1 mg/mL). Os autores afeom que o mecanismo de ligagao utilizado
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(entrapping) apresenta diversas vantagens comécekagigacado covalente de Ac ao suporte sélido,
que pode ocasionar deshaturacdo dos anticorposuiiitlo a afinidade pelo Ag. No entanto, a
absorcéo fisica do Ac a fase solida ndo permitetarchinacéo da orientacdo do Ac imobilizado,
havendo a possibilidade de que uma fracdo sighifacalas regides de ligacdo do Ac a Ag estejam
estericamente escondidas (BARTOLINI; RIBELA, 200&8oplamento quimico sitio dirigido do Ac
atinge capacidade de ligagdo do Ag 2 a 8 vezesrjmeno razao da possibilidade de obter melhor
acessibilidade estérica aos sitios ativos de lgaga Figura 3, podem ser observadas as diferentes
posicdes possiveis de acoplamento do Ac ao sugertelA. No caso de suporte ativo Affi Gel 10,
ocorre ligacdo nao dirigida. No entanto, devidoadeia de 10 C de Affi Gel 10, é possivel que o

espaco ocupado por estes atomos permita uma lderdanformacional suficiente para que o

anticorpo encontre a demanda espacial do antiygeKOVA et al., 1998).

I::li __'_f:l Sitio de ligagfio do &g an Ac

Figura 3: Possiveis posicfes dos sitios de ligacdo ao Agiramimobilizacdo randémica do
Ac: 1) ndo expostos a fase mével; 2) parcialmerposos a fase mével; 3) totalmente expostos a
fase movel (BARTOLINI; RIBELA, 2005).

Apbs a confeccdo das colunas, estas foram testadaslacdo a sua capacidade de retencdo e
recuperacao da toxina (Tabela 2). CIA 1 foi testatiiizando solucdo padrdo de DON diluida em 10
% de metanol. Observou-se que nao houve recupedsc®BON na fracdo eluida com metanol (as
outras fracdes, padréo e PBS, ndo foram testddasgnte o segundo uso de CIA 1, padrédo de DON
foi diluido em 4,5 % de acetonitrila. Observou-ggesenca da toxina na fracdo padréo (67 %) e PBS
(13 %). Desta maneira, concluiu-se que a eluicéimxiaa ndo deve ser realizada utilizando solvente
organico, pois influenciou a interagcao entre AgoMAmobilizado na coluna. Brenn- Struckhofova et
al. (2007, 2009) também observaram que retencdaQi¢ s6 pode ser alcangada quando solucdes
aquosas puras sdo utilizadas nas colunas de inniddale. \Watanabe et al. (2001) notaram que a
concentracdo de metanol na solucdo de eluicdouadetdinidade entre imazalil e AcM anti-imizalil,
optando por eluicdo com metanol 40 %. Senyuva ke@i(2009) afirmam que, em geral, o extrato

deve estar em solugdo aquosa, pois solventes oogdpodem danificar o Ac e interferir com a
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interagdo Ag-Ac. A forca de ligacdo com o Ag (avidigd influenciar sua recuperacao durante a fase
de extragao.

O gel obtido para CIA 2 foi dividido em duas colan@lA 2a e 2b). CIA 2a foi eluida
utilizando-se metanol puro e CIA 2b metanol 30 %vido a agressividade do metanol a ligagcédo do
AcM com o gel, a utilizacdo de uma solucédo contem#mos metanol poderia permitir o reuso da
coluna. A eluicdo de metanol foi mais rapida quacdmparada a eluicdo com metanol 30 %.
Também observou-se que o aspecto da coluna écdrastite modificado pelo metanol puro, havendo
a formacéo de bolhas no gel, conferindo aspectwutga Para a coluna CIA 2a, 42,8 % de DON foi
quantificado diretamente na eluicdo da solucao uadr 35,7 % foi eluido na fracdo metanol,
enquanto 38,8 % de DON foi determinado na solugétrgm de CIA 2b e 44,2 % foi recuperada na
fracdo metanol 30 %.

Na CIA 3, nao foi possivel a deteccdo de DON enthuera das fracdes coletadas.

Quanto a CIA 4, 65 % de DON foi eluido na fracddadegem com PBS e 6 % na fracdo de
metanol. Nesta coluna, com maior quantidade decAplado ao gel, foi possivel observar retencéo do
Ag pelo Ac, causada por elevada constante de agSmcexistente entre estas moléculas. No entanto,
ligacdes fortes, como as que ocorrem entre Ag ed@eeriam necessitar de condi¢cbes drasticas para
sua dissociagdo, como valores extremos de pH odaisolventes organicos, o que ndo ocorreu com a
CIA 4, uma vez que 65 % de DON foi eluido duraateabem com PBS.

AcM anti-DON, produzidos a partir da linhagem DO&Joram utilizados com sucesso como
ferramenta ic-ELISA (KAWAMURA, 2005; presente Tesd)o entanto, ainda ndo foram matéria-
prima para confeccdo de coluna de imunoafinidadeprdsente trabalho, observou-se que o anticorpo
ndo apresentou boa interacdo com o seu antigemmnd&rada pelos valores de DON presentes na

fracdo Padréo e na fracdo PBS, utilizada para ¢éamatn coluna.
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Tabela 2 Recuperacdo de desoxinivalenol (DON) utilizastiEan uppor CIA confeccionada

com suporte Affi Gel 10 e anticorpo monoclonal &®@N e quantificagdo por CLAE.

Volume de Solvente do Recuperacao
CIA Uso gel nacoluna ~
padréo .
(mL) Fracéo DON (%)

1° meOH 10 % metanol 0
1 0,5 padrédo 67,0
20 ACN 4,5 % PBS 13,0
Sub-total 80,0
] padrédo 42,8
2a Unico 1,0 H,O metanol 35,7
Sub-total 78,5
padrédo 38,8
2b i H,O metanol 30 % (1%) 42,8
Unico 1.0 metanol 30 % (23) 1,3
Sub-total 83,0

3 Unico 1,5 H,O metanol 0
) PBS 65,0
4 Unico 1,0 H,O metanol (22) 6,0
Sub-total 71,0

Conclusao

A possibilidade de producgédo de reagentes imunadSgeen paises agropecuarios é fundamental
para garantir a competitividade de insumos béasitisando o desenvolvimento de coluna de
imunoafinidade para determinacdo de DON a nivelonat utilizando AcM obtido a partir de
hibridoma linhagem DON.3, sdo necessarios novdededirigidos a definir concentracdo de anti-
DON para promover boa retengéo da toxina, assinoastratégia de limpeza da coluna e eluigédo de

toxina que permitam desfazer a ligacdo Ag-Ac apeaastapa de eluicao.
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6 CONCLUSOES

O cultivo de hibridoma linhagem DON.3 permitiu pugéo de anticorpos monoclonais anti-
DON em quantidade e especificidade suficientes gasgnvolvimento com éxito de ensaio ELISA
competitivo indireto para detecgéo de desoxinival@@ON) em gréos de trigo e farinha de trigo.

O ensaio desenvolvido apresentou confiabilidadécéercia equivalentes a CLAE (r=0,84) e
CLAE-EM (r=0,93). A simplicidade, facilidade no pao da amostra, uso reduzido de solventes
toxicos e a ndo necessidade de equipamento safistepontaram o imunoensaio desenvolvido como
alternativa promissora no controle de DON em trigiveis de DON em trigo produzido nos Estados
do Parana e Rio Grande do Sul variaram de ndotddtea 16076,5 pg/kg, sendo que 80 amostras
(58,8 %) apresentavam niveis abaixo do limite méxiermitido para DON em cereais. Foram
observadas diferencas nos niveis de DON de acomocacregido de cultivo das amostras e safra, em
razdo das condicbes climaticas.

A pequena amostragem realizada e a interferéncinadiéz detectada para gérmen e farelo de
trigo ndo permitiram uma conclusdo efetiva sobefeito do processamento do trigo nos niveis de
DON encontrados em derivados.

O consumo de pao francés pela populacdo de Lond?Raentrevistada foi de 267 g/semana,
enquanto o de macarrdo foi de 151 g/semana. Oatnoentos derivados de trigo amplamente
consumidos foram bolo, pizza, cachorro-quente eoliss. Houve correlacdo positiva entre o
consumo de derivados de trigo e variaveis soOcimpamétricas, faixa etaria, indice de massa
corporal, escolaridade e procedéncia dos individnt®vistados.

A Ingestéo Diaria Estimada (IDE) de DON pela pogéitade Londrina estudada variou de zero
(pessoas que ndo consumiam os alimentos invessipadé, 73 pg/kg peso corporal/dia. O consumo
de pé&o colaborou com 60,9 % da IDE e o de macaonan39,1 %. Oitenta e cinco individuos (32,7
%) ultrapassaram a Ingestéo Diaria Maxima TolerBveVisoria fixada em 1 pg/kg peso corporal/dia.
IDE de DON variou de acordo com o sexo, idade egoaita de consumo dos individuos.

O desenvolvimento de coluna de imunoafinidade eggm#o anticorpos anti-DON né&o
apresentou bom desempenho na retengdo de DON. Des®dra, novos testes devem ser realizados
no sentido de viabilizar a producéo desta imunafeenta.

O anticorpo produzido no presente trabalho poderéuslizado como matéria-prima para o
desenvolvimento de imunossensores, aprofundandm@macoes emergentes capazes de agilizar a
analise. E oportuna a realizacdo de novas pesquiaes 0 aperfeicoamento de técnicas de
processamento do grdo de trigo, uma vez que janfemnstatados niveis de contaminacdo de DON

menores em derivados de trigo.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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