Utilizacao de kits de imunoensaio para deteccao de insetos e
fragmentos de insetos em graos e alimentos

Marcia Bittar ATUI

Instituto Adolfo Lutz - Divisdo de Bromatologia e Quimica - Secio de Microscopia Alimentar

A presenca de insetos ¢ seus fragmentos, pélos de
roedores, barbulas de penas de aves ¢ outras sujidades em
grios e produtos alimentares sdo indicativos das condigdes
sanitdrias nas quais os produtos sdo armazenados c¢/ou
processados. A detecgio desses contaminantes representa um
desafio constante para os cerealistas ¢ para a industria.

Os fragmentos de insetos encontrados nos alimentos
sdo provenientes do exoesqueleto de insetos vivos ou mortos,
particularmente partes do corpo e apéndices de larvas ou
adultos presentes dentro dos gréios, pois as infestagdes externas
sdo geralmente removidas durante o processo de limpeza do
produto na inddstria. Os testes para verificar a infestagdo por
insetos em produtos armazenados t&m que ter a capacidade de
detectar quantidades minimas de material pertencente aos
insetos em grandes quantidades de outros materiais moidos. A
alta seletividade dos ensaios imunoldgicos os torna bem
adaptados a este objetivo *.

A miosina é uniformemente distribuida nas diferentes
espécies de insetos e presente em grandes quantidades tanto
nos musculos dos adultos como nos dos insetos imaturos ¢
é o melhor indicador da presenca de larvas dentro do gréo,
pois é menos varidvel que a contagem de fragmentos de
insetos *°.

Desta forma, foram desenvolvidos ensaios bioquimicos,
baseados no teste de ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay) para acessar ¢ quantificar a presenga da miosina presente
nos musculos dos insetos . Esta técnica combina precisio e
exatiddo com repetibilidade, além de exigir um treinamento
minimo, ¢ ser aplicdvel a uma grande variedade de produtos
armazenados a baixo custo.

O método de ELISA usa anticorpo policlonal que reage
extensivamente entre as varias espécies de insetos que infestam
grios, de modo que o total da infestacdo dos grédos e
subprodutos pode ser determinado quantitativamente. Este
método é um bom instrumento para andlise de graos e
subprodutos infestados .

O ensaio baseado em uma reac@o colorimétrica, fornece
resposta consistente para a avaliagao de uma grande quantidade
de insetos. E altamente especifico, requer pouco tempo para
treinamento e custa menos que a andlise para contagem de
fragmentos de insetos °.

Para o desenvolvimento de um imunoensaio para uma
protefna especifica de um inseto de produto armazenado €

necessdrio um Anticorpo (Ac) diretamente contra a proteina ou
Antigeno (Ag), que deve estar presente em grandes
quantidades na maior parte da vida do inscto e nos fragmentos.
Necessariamente, o Ac nido deve dar reagOes cruzadas com
nenhum material do grio. O melhor seria usar como Ag uma
protefna que fosse vagarosamente reativa, assim, o Ac
diretamente, contra a proteina de inseto especifica de uma
espécie, poderia reagir com a mesma protefna numa larga
variedade de espécies de insetos. A miosina foi escolhida pois,
estd de acordo com estes critérios. Para o desenvolvimento do
ensaio, a miosina de grilo, Achaeta domestica (Orthoptera:
Gryllidae) foi utilizada, pois existem em grande quantidade na
natureza e pode ser extraida facilmente, de seus miisculos
femurais. Segundo Quinn er al. %, o Ac dirctamente contra a
miosina do ortéptero daria uma resposta uniforme a uma grande
variedade de pragas de produtos armazenados.

Para a elaboracio do imunoensaio, as paredes dos pogos
das placas de pldstico sfo imunizadas (revestidas internamentc)
com Ac policlonais. Quando uma aliquota do extrato de grio ou
farinha ¢é adicionada aos pocos, qualquer material do inseto
presente € seletivamente ligado ao Ac preso a parede dos pogos.
Ap6s a lavagem para remover os materiais estranhos da planta,
um segundo Ac que € conjugado com uma enzima ¢ adicionado
e se liga seletivamente a miosina presente. Apos nova lavagem,
um substrato especifico para a enzima ¢ adicionado para que
ocorra a produgdo de cor. A cor desenvolvida e sua intensidade
sdo proporcionais & quantidade de miosina presente na aliquota
avaliada, correlacionando bem com a massa muscular do inseto
presente na amostra de trigo ou farinha. Existe correlagdo entre
a quantidade de miosina e o ndimero de insetos ¢ fragmentos de
insetos presentes na amostra.

Os imunoensaios oferecem vantagens em relacdo as
metodologias convencionais para detectar a infestagdo por
insetos em produtos alimenticios, pois podem ser usados em
alimentos in natura ou processados, permitem analisar um
grande nimero de amostras de uma sé vez no laboratério ou
poucas amostras em silos ou armazéns. O teste de ELISA detecta
todas as pragas de produtos armazenados nos diversos grios
(trigo, milho, aveia, cevada, soja, sorgo e arroz) e em Vvarios
produtos alimenticios (amendoim, améndoas, frutas secas ¢
especiarias). Assim, este teste representa uma ferramenta versatil
e precisa para a detecgdo destes insetos em gréos e seus
subprodutos.
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As técnicas de imunoensaio utilizando reagentes
marcados paraadeteccdo de Ag e Ac sdo extremamente sensiveis
¢ econdmicas no uso de reagentes. Os ensaios com anticorpos
de fase sélida, com ligantes marcados com isétopos radioativos
ou enzimas sdo, provavelmente, os métodos imunolégicos mais
amplamente utilizados, pela possibilidade de se realizar varios
testes simultaneamente em um periodo de tempo relativamente
curto. Neste imunoensaio tipo sanduiche podem ser testadas
ao mesmo tempo mais de 24 amostras em duplicata em
aproximadamente 2 horas ¢ meia.

O teste requer equipamentos modestos, sendo que o de
custo maior € a leitora de absorbancia que varia de US$ 2.000,00
a US$ 6.000,00. O pessoal técnico pode ser treinado com
eficiéncia em poucos dias °.

Enquanto outros métodos para pesquisa de insetos ¢
fragmentos de insctos vem sendo usados ha muitos anos,
poucos trabalhos foram publicados utilizando o método de
ELISA, portanto mais pesquisas se¢ fazem necessdrias para o
aprimoramento desta técnica.
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