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RESUMO: Duas técnicas, wina delas utilizando cromaiografia em camada delgada e outra ¢nsaio
imunocpzimitico {(ELISA) foram comparadas na determinagiio de afllatoxinas, ocraioxina A ¢
zearalenona, Para tal, foram analisadas scle amostras de milho em grio ¢ vinie amostras de fubd prove-
nientes de wma inddstria no Estado do Parand. O método imnnoenzimatico mosirou-sc mais simples e
mais rapido e os niveis obtidos foram um pouco superiores dqueles obtidos por cromatografia em cama-
da delgada. Falsos resultados positivos foram observados com o método imunoenzimatico tornando-se

necessdria a confirmagio da identidade das micotoxinas pesquisadas,

DESCRITORES: ELISA, cromatografia em camada delgada, imunocnsaio, afiatoxinas, ocratoxina

A, zearalenona, milho, fubi.

INTRODUCAO

Aflatoxinas, ocratoxina A ¢ zearalenona sio
metabdiitos toxicos, conhecidos como micotoxinas produ-
zidos por determinadas cepas fungicas em condigdes ade-
quadas. Micotoxinas t&m grande importincia devido aos
danos provocados a satde humana ¢ animal e também
quanto aos prejuizos financeiros provocados. '

As aflatoxinas sfo produzidas por algumas cepas de
Aspergillus flavus ¢ Aspergillus parasiticus ¢ sdo
contaminantes naturais de véarios produtos como milho,
amendoim e ragdo animal. Elas s3o altamente téxicas, es-
pectalmente a aflatoxina B, (AFB,} que ¢ considerada o
mais potente carcindgeno humano®?,

A ocratoxina A (OA) ¢ mutagénica, teratogénica ¢
nefrotoxica principalmente em suinos e parcce estar envol-
vida na ectiologia da nefropatia endémica dos Baleds. Esta
micotoxina ¢ produzida por algumas cepas de Aspergiilus

ochraceus ¢ Pewicillium verrucosum em produtos diversos
como trigo, cevada, mitho, café cru, feijio.'=*

A zearalenona (ZEA) ¢ um metabdlito produzido por
algumas cepas de Fusarium graminearum{l roseum), A
culmorum ¢ F. crockwellense principalmente em cercais
como trige, cevada, triticale ¢ milho com teor de umidade
superior a 22,0%. O principal efcito em animais ¢ o
hiperestrogenismo, sendo os suinos os animais mais sensi-
VCiS. 112,222

Devido aos danos provocados 4 saude animal ¢ hu-
mana e em consequéncia aos prejuizos financeiros provo-
cados tem-se despertado grande interesse no desenvolvi-
mento de téenicas rapidas e sensiveis para determinagio
de micotoxinas em alimentos, ragdes ¢ fluidos bioldgicos.

Muitos métodos analiticos para determinagido de
micotoxinas t€m sido desenvolvidos para os mais varia-
dos produtos alimenticios tanto para consumo humano
como animal ¢ também em fluidos biologices, 41318202

*  Realizado nas Scgdes de Microscopia Alimentar ¢ Quimica Biologica da Divisdo de Bromatologia e Quimica ~ INSTITUTO
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Os métodos variam quanic ao preparo da amostra, sua
complexidade ¢ forma de deferminagio. Muitos deles siio
precisos porém necessitam de um preparo longo das amos-
fras e, as vezes, complexo, #$AIHISI2A

Tradicionalmente tem-se utilizado a cromatogratia em
camada delgada (CCD) que vem sendo substituida nos
ultimos anos pela cromatografia liguida de alta eficiéoceia
(CLAE) e mais recentemente tem sido desenvelvidos mé-
todos imunoquimicos para detectar nio apenas AFB, como
também outras micotoxinas como ocratoxina A,
vomitoxing, zearalenona, ¢ fumonisinag, *'3

Existem atualmente no comércio virios tipos de ks
bascados em métodos imunoenzinuiticos {ELISA) tanto para
a deteecdo qualitativa como para a determinagfio quantita-
tiva de micotoxinas. %7 Tem-se observado a grande acei-
tagfo deste tipo de kits de imunoensazos, tanto pela facitida-
de de usc guanto pela rapidez na obtengfio dos resultados.

A legislagfio brasiletra segundoe o Minssiério da Sad-
de (Resoluclio 34/76 da CNNPA)? apresenta um limite
maximo de 30 pg kg para a somatéria das aflatoxina B,
¢ G, ¢ de acordo com as normas do MERCOSULY (Gru-
po Mercado Comum) & de 20 pg kg para a somatoria das
quatro aflatoxinas (Resolugdo 36/94 internalizada pelo
Mumustério da Agricultura e Abastecimento pela portaria
u? 183 de 21/03/1996 )’ Nio existem valores estabeleci-
dos para a ocratoxina A e zearalenona,

O objetivo deste trabalho foi comparar duas téenicas
distintas, uma baseada em cromatografia camada delgada
¢ outra numa téenica imunoenzimatica guanto a determi-
nagio de aflatoxinas, ocratoxina A ¢ zearalenona em amos-
trag de milho ¢ fuba.

MATERIAL E METODGS

Material

Foram analisadas sete amostras de milho em grio ¢
vinte amostras de fubd provenientes de wima industria no
Estado do Parand, no periodo de 24 de agosto 4 17 de dezem-
bro de 1994, As amostras de trabaiho foram retiradas de va-
rios pontos da amostra orignal ¢ acondicionadas em sacos
plasticos sob refrigerago até o procedimento das andlises.

Métodos

Foram utilizados dois metodos:

CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

- método descrito por Soares & Rodriguez-Amaya™
que atiliza cromatografia em camada delgada (CCD) usan-
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do placas prontas de silica. A mudanca de fase movel ¢
cromatografia bi-dimensional forneceram dados para au-
xiliar a identidade das micotoxinas, porém a confirmacgio
foi efetuada por derivagiio guimica com Aacido
triflucroacético (TFA) com formacio dos derivados ca-
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racteristicos das aflatoxinas B, ¢ G!
ENSAIO IMUNOQENZIMATICO

- método imunoenzimatico utilizando Kits ELISA
(VERATOX, kits guantitativos para determinagdo de
aflatoxinas, »earalenona ¢ ocratoxing A) fabricados por
NEOGEN Corporation, Lansing, MI, EUA. Esta técnica
utilizou 56 g da amostra moida e homogeneizada, extra-
¢fo com solugdio agquosa de metanol 70% com agitagio
manual vigerosa por trls minutos. Procedeu-se filtragiio
com papel Whatmian a2l ¢ do filtrado retirov-se 100 ul
para proceder-se a analise immoenzimatica de acordo com
as ortenfacdes do fabricante destes “kits”,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados que constam nas Tabelas | e 2 permi-
tem uma comparagio entre as duas téenicas na determina-
¢do das aflatoxinas, ocratoxina A ¢ zearalenona, O méto-
do imunoenzimatico utilizado permite apenas a deternu-
nagiio do total das aflatoxinas ¢ o método eromatografico
permite a determinagdo de cada uma das aflatoxinas B,
B, G, ¢ G (Tabelas 3 ¢ 4).

Utilizando-se os Kits Veratox os valores obtidos fo-
ram matores do que aqueles valores encontrados nas ana-
lises efetuadas por CCD, sendo gue, de forma geral, os
resultados obtidos pelas duas téenicas foram concordantes.

Grande parte das amostras de fuba analisadas apre-
sentou baixos teores de aflatoxinas pela técnica
imuncenzimatica ¢ pelo método CCD os valores foram
menares e proximos aos limites de detecgio das aflatoxinas.

Quanto as amostras de fubi 3.4,56,8,12,15,17,20
{Tabela 2) supde-se, no caso das aflatoxinas, de que se
tratam de resultados falsos positivos, pois apesar de terem
sido determinadas pelo método imunoenzimatico ndo fo-
ram sequer detectadas pelo método CCB. Ainda ndo esta
clare até que ponto ¢ prebiema de reagdes cruzadas foi
superado na determinacio das aflatoxinas na analise por
métodos munoenzimaticos.

A amostra 6 de nulho (Tabela | ) apresentou 44,2 ug
kg™ de aflatoxina total pelo método imunoenzimatico.
Entretante pelo método cromatografico nada foi detecta-
do de qualquer das aflatoxinas, € possivel que este com-
portamento possa ser devide ao processo de amostragem
utilizado para as amostras de mitho. A distribuigdo das
micotoxinas ¢ heterogénea exigindo uma amostragem bem
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TABELA ! - Determinagfio de micotoxinas em amostras de milho em grio utilizando técnicas de CCD ¢ ELISA (ug Kg').

ELISA CCh~
AMOSTRAS Allatoxinas** OA ZEA Affatoxinas*®* OA ZEA

i nd nd 166,6 2.5 nd nd
2 nd i nd nd nd nd
3 wd nd nd nd nd nd
4 nd nd nd nd nd nd
5 it nd nd nd nd nd
[ 44,2 nd ) i 1d nd nd
7 38,2 nd id : 20,0 nd nd

rebndo detectado

* determinagdo em duplicata o valores calculados na média de dois analistas

% somattra

Limites de detecgdio para CCD Limiles de detecedo dos Tkis™

obtidos no nosso laboratério: Aflatoxinas: 2.0 ng Kg!

ATFB, 2.5 ug Kg-1 ZEA; 100,0 ug Kg*

AFB. 1,0 pg Kg-1 OA: 2.0 pg Ky

AFG 12,5 pg Kg*
AFG, 1,0 ng Kg*
0A: 70 ug Kg*
ZEA 2880 ug Kg!

TABELA 2 - Determinacio de micotoxinas em amostras de fuba utilizando técnicas de CCD e ELISA {ug Kg™').

ELISA CCn
AMOSTRAS Altatoxinas®* OA LEA i Aflatexinas** QA ZEA

1 4.9 2,2 nd 6.0 1d ued
2 60 2.4 nd 8.0 nd ad
3 5.8 3,0 nd td nd td
4 3,6 2,2 i nd nd nd
5 4.9 2.3 wd i nd nd
6 37 2,6 nd nd e nd
7 4,9 5d ad 2,5 1 ad
8 4,1 9,5 nd e nd 1
9 7.6 7.3 el 3,0 nd nd
16 73 6.8 nd 25 nd ndl
13 7.2 5.8 nd 2.5 e id
12 G5 4,4 nd ek ik ad
13 7.8 3.4 nd ; 2,5 nd nd
14 7.4 4.1 nd 2.5 e nd
13 8.8 14 nd ad 3] ned
16 83 3,6 1l ; 4,3 1l e

7 9.1 2.0 nd nd nd uel
18 9.0 46 ad 3.5 nd nd
19 %4 6.0 nd 3.5 e nd
20) 2.2 4.9 nd nd nd nd

rebndo detestado
* doterminngdio em duplicata e valores caleitiadeos pa msdi de dads analistas
* soinatenia

Limites de detecgio para CCD Limites de detecgdo dos “kits™
obtidos no nosso laboratorio; Aflatoxinas: 2.0 wg Kg!
AFB 02,5 ng Kg~ ZEA: 100,0 ng Kg

AFB,: 1,6 pg Kg* OA: 2,0 ug Kg'
AFG,: 2,5 ng Kg*

AFG,: 1,0 ug Kg*

0A: 7.0 ug Kg!

ZEA; 288,0 ng Kyl

67



MILANEZ, TV ATUL M. & LAZZARL FA - Comparagiio entre imunoensaio ¢ : eromatograiia em camada deigads na determinagio de abiatoxinas,
ocraioxina A ¢ zearalenona e amostras de nmitlio em griio e fubd. Rev fnst. Adoffey Luiz, ST 65711998,

TABELA 3- Determinagiio de aflatoxinas por CCD em amostras de milho em griio (ug Kg')*

AMOSTRAS AFB, AFB: AFG AFG, Aftatoxias
1 ad nd 2.5 nd 2,5
2 el ud net nd nd
3 nd 1l wd nid nd
4 el nd ned nd nd
5 el il nd nd nd
G 2,5 ud ud ] nd nd
7 13,0 5.0 nd nd 24,0

Bd-nie delestato
* deierstinagdo e doploat ¢ valores colodados na mddia de doss anadisins

Limites de detecgdo para CCD
cbtidos no nosse laboratorio:
AFB,: 2,5 ng Kg!

AFB.: 1,0 ug Kg”

AFG.: 2.5 pg Kg'!

AFG 1,0 ug Kg!

OA: 7.0 ug Kg”

ZEA; 2880 ug Kg*

TABELA 4 - Deternunagio de afiatoxinas por CCD e amostras de fubd (ug Kg')*

AMOSTRAS AT AFR, AFL, ATG, Aflatoxinas
(6,2 nel nd nd 6,2
s 7.5 and sael sl 5,0
3 nd net ml i d
4 2.3 nd nd 1l wil
3 nd nd nd 114 ud
& nd nd ed nd 11l
7 2.5 nd e il 2.5
b nd ml nd nd nd
9 nd nd 3.0 nil 3.0
10 2.5 nd ud nd 2.3
il 2.5 nd nd nd 2,5
12 nd nd d fud 11
13 2.5 nd sxd nd 2.5
14 2.5 tc nd e 2.5
| 3] nd i el md nd
S 2.5 2,0 % el 4,3
17 ik tid nd 1id nd
18 2.3 1o nd il 33
19 2.3 Lo el jn 3.3
20 nd g el wd nd

heb-afio deteosade

* detenningdo om duplicats e viiores caleulados na médie de doss analistas

Eimites de detecgio para CCD
obtidos no nosso laboratorio:
AFB: 2,5 ug Kg'

AFB.: 1,0 ug Kg

AFG—I: 2.5 ug Kg™

ARG, 10 ug Kg

OA: 7.0 ug Kg'

ZEA: 2880 ug Kg!
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feita. No caso das amosiras de fubd o proprio processa-
mento 14 garante a homegencidade das amostras | o que
pode ser observado pelos resultados que foram mais con-
cordanies para as duas téenicas vtilizadas

Observou-se na determinagfo de ocratosdna A que os
valores encontrados para milhe ¢ fubd pelo método
imuneenzinatico, estavam quase na fotalidade abaixo do fi-
mite de detecgdio do método CCD. Com excegiio das amos-
tras 8 ¢ 10 de fubd que apresentaram 9,3 ¢ 7.3 ug kg de
ocratoxing A, respectivamente (Tabela 23, Desta formanfo &
possivel fazer uma comparagio efetiva entre as duas téenicas,
apenas considerando que muaitos destes valores pequenos en-
contrados possam ser presuntivos positivos poers niie havia
metodologin mass sensivel & disposicio para confirmd-los,

Alguns antores tem estudado a correlagiio entre oS
resultados de CCD e ELISA. HONGYO et al ¢ compara-
ram o desempenho de um feste ELISA com CCD ¢ CLAE
para deferminagdo de AFB, em nulbo contaminado ¢ ra-
¢io ¢ os resultados obtidos indicaram boa correlacio en-
tre os trés métodes analiticos.

Poucos kits ELISA comerciais tem sido avalindos em
estudos colaborativos interlaboratoriais ' ¢ de forma ge-
ral observa-se boa correlagiio desta téenica com métodos
convencionais como CCD ¢ CLAE. Os kits comerciais
avaliados por estudos colaborativos tem causado muita
controvérsia pois alguns deles jd esrudados tem seus re-
sultados modificados em funcio do continuo avango da
téenica imunoenzimatica. Pestka et al.'! fizeram fevanta-
mento dos Kits comercias disponives ¢ segundo este le-
vantamento, o kit Veratox tem limiles de detocelo para
aflatoxinas 3 pph ¢ para zearakenona 230 pph, valores es-
tes que 1a foram moditicades. Estes mesmos autores veri-
ficaram que algumas vezes extratos de alimentos sem
micotoxinas podem interfertr na igacio micotoxina-ctizima
ao anticorpo fase soélida e nesie caso a resposta falsa posi-
tiva quando comparada 3 curva padrio preparada no
solvente extrator com tampdo.

HORWITZ ct al.” avaliaram os parimetros de preci-
sao através de dados provenientes de um estudo
colaborative para detecgio de micotoxinas utihizando
CCD, CLAE ¢ ELISA. De acordo com os resuitados
obtidos, o autores verificaram uma precisio
insatisfatoria entre os laboratdrios participantes deste
cstudo, pois a precisiio dos métodos para determinagio
de micotoxinas ¢ infertor quando comparada a determi-
nagdo de macroanalitos. Isto ¢ resuliade da baixa con-
centragdo do analito ¢ problemas com calibracio ¢ pa-
droes. Os métodos imunoenzinaticos levam a crer gue
tem precisdo mas pobre comparados aos métodos CCD

¢ CLAE, além disso os métodos mmunoenzimaticos mos-
traram grande vanabilidade nos scus resultados (30-
300%) e baixa reprodutibilidade.

Existem kits de imuncensaio especificos para deter-
minagdo de aflatoxina B, e outros para determinagio do
total de atlaroxinas como ¢ utilizado neste estudo que nio
determina niveis exatos de cada uma delas e portanto difi-
culta seu uso nas andlises para vigildncia sanitaria ¢ pes-
quisa, Os landos emitidos para fiscalizaglio devem
explicitar valores de aflatoxinas B, e G, presenies nas
amosiras para desta forma atender 3 exigéneia da Legisla-
¢io Brasileira, Resolugiio 34/76 da CNNPA que determa-
na limste maximo de 30 pgfkg (pph) na somatdria das
aflatoxinas B, ¢ G °. Este fato torna os “kits™ pouco indi-
cados para Orgfos envolvidos com a fiscalizagdo.

Segundo Henwitz et al.” os métodos de triagem sfio
métodes rapidos ¢ confidvels na eliminagdo de um grande
namero de amostras negativas {ou positivas) para restrin-
gir o ngmere de amosiras que requerem a aphicagdo de um
método mais rigoreso. No casoe de micotoxinas resuitados
falsos positives sio aceitivers pois serdo checados por
métodos confirmatdrios, mas os resuitados falsos negati-
vos devem ser ausentes,

Os “late” atendem de forma geral ds necessidades da
industria ¢ do campo, pois a técnica de ynunosnsalo € um
teste rapido ¢ simples que permite verificar a qualidade da
matéria-prima que esta seado adguirida, quanto a presen-
¢a de micotoxinas quando comparado por outros méto-
dos, sgja CLAE ou CCD| que requerem limpeza por parti-
¢iio Hquido-liguido ou coluna cromatografica, o que toma
muito mais tempo de andlise.

CONCLUSAD

Os resultados obtidos permitem concluir que a ufili-
zagdo dos kits se mostrou adequada para a determinacio
de aflatoximas | zearalenona ¢ ceratoxina A em amostras
de milho ¢ derivados desde que os resultados sejam sem-
pre confirmadoes por outras éenicas para evitar resuitados
falsos positivos.

Os kits sdo facers de operar, rapidos, utilizam pouca
vidraria ¢ pequenos volumes de solventes orgénicos dimi-
nuindo o risco de exposigio do analista. A melhor atitude
ao adotar esta técnica ¢ avalia-la criteriosamente de acor-
do com o nivel de precisdo e o proposito requeridos,

A maior utilidade destes kits € no campo, armazéns ¢
industrias que precisam fazer uma triagem rapida para
acettar ou regeitar determinade produto ou lote.
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ABSTRACT: Two techniques, onc of them using thin-layer chromatography and the other enzyme-
Tinked immunosorbent assay (ELISA) were compared for the determination of aflatoxins, ochratoxin A
and zearalenone. Seven samples of corn and twenly samples of corn meal from an industry in Parand
State were analysed for this purpose. The ELISA method was simpler to use, faster, showing higher
concentrations than the thin-layer chromatography method. False positives requiring confirmation of
the mycotoxins were observed with the ELISA method.

DESCRIPTORS: ELISA, thin-laver chromatography, imunoassay, aflatoxins, ochratoxin A,

zearalenone, corn and corn meal, :
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