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Resumo:

E proposto o desenvolvimento de métodos cromatograficos baseados na
cromatografia em papel para identificar a presenca de fungos patogénicos em
amostras de alimentos. Esta estratégia visa diminuir o tempo de identificacdo de
fungos em amostras de alimentos, pois 0s métodos microbiologicos,
tradicionalmente utilizados para este fim, normalmente, necessitam de 14 dias de
inoculacdo das amostras em meio de cultura para posterior analise microbioldgica.
Neste trabalho, a estratégia utilizada para reduzir o tempo de analise para horas é
separar, identificar e correlacionar as substancias quimicas produzidas pelo fungo
(metabdlitos secundéarios) com a presenca dele nas amostras. Como sistema modelo
foi estudado o fungo Fusarium oxysporum, que quando presente em amostras de
cereais pode produzir substancias téxicas que inviabilizam o comércio e 0 consumo
do alimento, causando prejuizos econdmicos e/ou comprometimento da saude
humana. Técnicas analiticas simples como a cromatografia em papel e extracdo em
fase liquida e solida foram selecionadas para extrair e identificar os metabdlitos
secundarios do fungo em amostras de alimentos de forma répida, barata e limpa;
podendo tais métodos se constituir em alternativas aos métodos tradicionais com
vantagens em relacdo ao custo, tempo de andlise, sensibilidade, seletividade,
reprodutibilidade e menor uso de reagentes toxicos. O estabelecimento destes
métodos é relevante para a regidao de Maringa e para o Brasil; onde os produtos
agroindustriais sao fontes de divisas junto aos mercados nacional e internacional e,
o controle de qualidade destes produtos contribuem para aumentar as vendas.

Introducéo

O desenvolvimento de métodos analiticos que possam melhorar a qualidade de vida
das pessoas, com enfoque na saude, alimentagcdo, conservacdo e preservacao do
meio ambiente e na geracdo e distribuicio de renda tem tido um destaque
internacional. Neste sentido, o desenvolvimento de métodos analiticos que possam
ser aplicados na analise de alimentos tem sido uma tendéncia, como observado em
artigos cientificos publicados nos principais periédicos internacionais dedicados a
Quimica Analitica [1,2].
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A producdo agroindustrial ocupa lugar de destaque no Brasil gerando divisas e
disponibilidade de alimentos; neste cenario, € de suma importancia que esta
producdo seja acompanhada de um rigoroso controle de qualidade que, garanta a
seguranca alimentar da populacdo e evite que os produtos brasileiros possam ser
alvo de bloqueios alfandegéarios durante o processo de exportagdo. O Brasil tem
enfrentado problemas na exportacdo de alimentos devido as falhas no controle de
gualidade; desta forma, o estabelecimento de métodos analiticos que sejam rapidos
e sigam os preceitos da Quimica Limpa é altamente relevante para ajudar a garantir
que toda esta producéo agroindustrial possa ter a qualidade necessaria.

Fungos podem contaminar diferentes tipos de amostras através do contato dos
esporos presentes no ambiente, sobretudo no solo, durante os procedimentos de
colheita, armazenamento, secagem e transporte de alimentos. Assim, a utilizacao de
praticas agricolas incorretas, que prolongam o contato dos produtos com o solo, as
lesdes na superficie dos grdos provocadas por insetos e 0 armazenamento
inadequado em locais Umidos e sem ventilacdo sdo apontados como as principais
causas que favorecem a contaminacdo e o desenvolvimento de fungos toxigénicos
em produtos agroindustriais [3]. A presenca de fungos em alimentos pode levar a
uma série de alteragcbes dentre as quais se destacam: reducdo do poder
germinativo, descoloracdo, odores desagradaveis, alteracbes quimicas e
nutricionais, queda da qualidade do produto e produgcdo de micotoxinas. Ainda,
metabdlitos secundarios toxicos podem causar danos aos animais, a saude humana,
recusa do produto no mercado e perdas econdémicas gigantescas; inclusive com o
descarte total dos lotes contaminados, pois gastos para remover as substancias
toxicas sdo inviaveis e podem gerar efeitos perigosos sobre a saude [4]. Desta
maneira, a identificacdo de fungos presentes em alimentos € essencial para o
controle da contaminacdo gerada por estes microrganismos, bem como da possivel
producdo de micotoxinas para assegurar a qualidade e seguranca dos alimentos,
reduzindo as perdas econdmicas e 0s riscos a saude humana e animal [5]. Estes
fatos deixam clara a necessidade de se desenvolver métodos para o controle da
qualidade de alimentos, sobretudo os de controle microbiol6gico.

Materiais e métodos

Preparacdo dos meios de cultura Potato Dextrose Agar (PDA) — pesou-se 2,1000 g
do meio agar batata dextrose (HIMEDIA) e adicionou-se a um erlenmeyer contendo
50,00 mL de agua destilada. Aqueceu-se a mistura em forno de em micro-ondas até
completa solubilizacdo, sem deixar atingir a fervura. O contetdo foi, entdo, tampado
com uma esponja e papel, identificado e levado para a autoclave.

Czapek Dox Agar (CZP) — foram pesados 2,4505 g de CZP em 50,00 mL de agua
destilada e foram adotados os mesmos procedimentos quando da preparacdo PDA.
ApoOs a autoclavagem, ambos os meios de cultura foram transferidos para placas de
petri esterilizadas para fazer os repiques utilizando uma cultura de uma cepa de
referéncia certificada de Fusarium Oxysporum ATCC (American
TypeCultureCollection) de niumero 9643, fornecida pelo Laboratério de Toxicologia
da Universidade Estadual de Maringa.
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Extracdo dos metabolitos - Com o ambiente descontaminado, os fungos contidos no

meios PDA e CZP foram distribuidos em tubos que foram submetidos a extracdo
com etanol gerando dois extratos provenientes dos dois diferentes meios de cultura.

Cromatografia em papel - papéis de filtro foram recortados em forma retangular de
5x10 cm, altura da base de 1,0 cm marcada para aplicacdo de cada extrato com
auxilio de um capilar. O papel foi colocado um béquer saturado com metanol e
deixou-se correr até atingir 1,0 cm antes da borda superior do papel. O papel foi
retirado do béquer apds a separacao, foi marcada o ponto maximo atingido pela fase
movel e foi borrifado solucdo reveladora (solucdo de KMnO4 a 0,1 mol/L) e
marcados nos papéis as manchas que podem indicar a presenc¢a de metabdlitos.

Resultados e Discussao

Os experimentos mostraram que existe a possibilidade de separar os compostos
produzidos pelo fungo Fusarium Oxysporum utilizando cromatografia em papel.
Obviamente que mais experimentos devem ser feitos para otimizagdo dos
parametros fase mével, natureza do revelador e o tempo de revelagcéo para se obter
melhores resolu¢cdes cromatograficas. Analise dos dados indicam que ocorreu a
separacdo de trés compostos que podem ser metabdlitos do fungo Fusarium
Oxysporum indicados por trés manchas marrons observadas no papel de filtro apos
revelacdo com solucdo de KMnO4 a 0,1 mol/L por 2 minutos (Fig. 1A). Estas
manchas marrons devem ter sido originadas da oxidacdo dos metabdlicos organicos
pela solucdo de KMnO4. Estes 3 compostos devem corresponder aos acidos
fusarindlico; 9,10-deidroduséarico e fusarico, respetivamente; pois analises por
HPLC-MS de extratos semelhantes (recuperados em acetonitrila) mostraram que
trés compostos foram eluidos da coluna cromatografica C18 com tempos de
retencdo de 4,67 min e m/z de 196 (acido fusarinélico); 5,77 min e m/z 178 (acido
deidrofusarico) e 6,05 min e m/z 180 (acido fusarico) (Fig. 1B). Como no
experimento de cromatografia em papel as condicdes cromatograficas séo
invertidas, ou seja, a fase estacionaria € mais polar que a fase mével, o composto
gue mais se deslocou no papel € o acido fusarico, o0 composto com retencéo
intermediaria corresponde ao 4cido deidrofuséarico e o que menos se locomoveu é o
acido fusarinolico.
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Figura 1. A- Cromatogramas de cromatografia em papel e HPLC-MS da separacéo dos metabdlitos
do fungo Fusarium Oxysporium. A - Extrato do tubo 1, fase movel etanol e KMnO4 como revelador. B-
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Cromatograma HPLC-MS (BPI) modo positivo para o extrato de acetonitrila (Fase organica).
Compostos com tempo de retencéo de 4,67; 5,77 e 6,05 correspondem aos acidos fusarindlico,
deidrofusarico e fusarico, respctivamente. Gradiente de eluigdo entre os solventes (A) 0,1% de &cido
férmico em agua (B) acetonitrila com 0,1% acido férmico comecando 98% da fase A e 2% da fase B e
chegando em 9,0 min com 5% de A e 95% de B que, foi mantido até 11. Entre 11 e 13 min o sistema
voltou a composicao inicial da fase movel.

Conclusdes

Os resultados obtidos até o presente momento dao fortes indicios que o fungo
Fusarium Oxysporium podera em breve ser identificado utilizando cromatografia em
papel, no entanto, mais alguns experimentos precisam ser realizados. A pandemia
tem atrapalhado sobremaneira a conclusao da pesquisa.
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