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RESUMO: Duas técnicas, uma delas utilizando cromatografia em camada delgada e outra ensaio
imunoenzimático (ELISA) foram comparadas na determinação de aflatoxinas, ocratoxina A e
zearalenona. Para tal, foram analisadas sete amostras de milho em grão e vinte amostras de fubá prove-
nientes de uma indústria no Estado do Paraná. O método imunoenzimático mostrou-se mais simples e
mais rápido e os níveis obtidos foram um pouco superiores àqueles obtidos por cromatografia em cama-
da delgada. Falsos resultados positivos foram observados com o método imunoenzimático tornando-se
necessária a confirmação da identidade das micotoxinas pesquisadas,

DESCRITORES: ELISA, cromatografia em camada delgada, imunoensaio, aflatoxinas, ocratoxina
A , zearalenona, milho, fubá.

INTRODUÇÃO

Aflatoxinas, ocratoxina A e zearalenona são
metabólitos tóxicos, conhecidos como micotoxinas produ-
zidos por determinadas cepas fúngicas em condições ade-
quadas. Micotoxinas têm grande importância devido aos
danos provocados à saúde humana e animal e também
quanto aos prejuízos financeiros provocados. 10,12

As aflatoxinas são produzidas por algumas cepas de
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus e são
contaminantes naturais de vários produtos como milho,
amendoim e ração animal. Elas são altamente tóxicas, es-
pecialmente a aflatoxina B1 (AFB) que é considerada o
mais potente carcinógeno humano+".

A ocratoxina A (OA) é mutagênica, teratogêniea e
nefrotóxíca principalmente em suínos e parece estar envol-
vida na etiologia da nefropatia endêrnica dos Balcãs. Esta
micotoxina é produzida por algumas cepas de Aspergillus

ochraceus e Penicillium verrucosum em produtos diversos
como trigo, cevada, milho, café cru, feijão. 12,23

A zearalenona (ZEA) é um metabólito produzido por
algumas cepas de Fusarium graminearum(F roseum),F
culmorum e F crookwellense principalmente em cereais
como trigo, cevada, triticale e milho com teor de umidade
superior a 22,0%. O principal efeito em animais é o
hiperestrogenismo, sendo os suínos os animais mais sensí-
veis. 10,12,22,23

Devido aos danos provocados à saúde animal e hu-
mana e em consequência aos prejuízos financeiros provo-
cados tem-se despertado grande interesse no desenvolvi-
mento de técnicas rápidas e sensíveis para determinação
de micotoxinas em alimentos, rações e fluidos biológicos.

Muitos métodos analíticos para determinação de
micotoxinas têm sido desenvolvidos para os mais varia-
dos produtos alimentícios tanto para consumo humano
como animal e também em fluidos biológicos. 3,8,15,18,20,21
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Os métodos variam quanto ao preparo da amostra, sua
complexidade e forma de determinação. Muitos deles são
precisos porém necessitam de um preparo longo das amos-
tras e, às vezes, complexo. 3,8,9,15,18,19.20,21.

Tradicionalmente tem-se utilizado a cromatografía em
camada delgada (CCD) que vem sendo substituída nos
últimos anos pela cromatografia líquida de alta eficiência
(CLAE) e mais recentemente tem sido desenvolvidos mé-
todos imunoquímicos para detectar não apenas AFB 1 como
também outras micotoxinas como ocratoxina A,
vomitoxina, zearalenona, e fumonisinas. ~,13

Existem atualmente no comércio vários tipos de kits
baseados emmétodos imunoenzimáticos (ELISA) tanto para
a detecção qualitativa como para a determinação quantita-
tiva de micotoxinas, 13,14,17 Tem-se observado a grande acei-
tação deste tipo de kits de imunoensaios, tanto pela facilida-
de de uso quanto pela rapidez na obtenção dos resultados.

A legislação brasileira segundo o Ministério da Saú-
de (Resolução 34/76 da CNNPA)2 apresenta um limite
máximo de 30 ug kg' para a somatória das aflatoxina B,
e G1 e de acordo com as normas do MERCOSULll (Gru-
po Mercado Comum) é de 20 ug kg' para a somatória das
quatro aflatoxinas (Resolução 56/94 internalizada pelo
Ministério da Agricultura e Abastecimento pela portaria
nº 183 de 21/03/1996 )1Não existem valores estabeleci-
dos para a ocratoxina A e zearalenona.

O objetivo deste trabalho foi comparar duas técnicas
distintas, uma baseada em cromatografia camada delgada
e outra numa técnica imunoenzimática quanto à determi-
nação de aflatoxinas, ocratoxina A e zearalenona em amos-
tras de milho c fubá.

MATERIAL E MÉTODOS

Material

Foram analisadas sete amostras de milho em grão e
vinte amostras de fubá provenientes de uma indústria no
Estado do Paraná, no período de 24 de agosto à 17 de dezem-
bro de 1994. As amostras de trabalho foram retiradas de vá-
rios pontos da amostra original e acondicionadas em sacos
plásticos sob refrigeração até o procedimento das análises.

Métodos

Foram utilizados dois métodos:

CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

- método descrito por Soares & Rodriguez-Amaya"
que utiliza cromatografia em camada delgada (CCD) usan-
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do placas prontas de sílica. A mudança de fase móvel e
cromatografia bi-dimensional forneceram dados para au-
xiliar a identidade das micotoxinas, porém a confirmação
foi efetuada por derivação química com ácido
trifluoroacético (TFA) com formação dos derivados ca-

" d fl . B G 16racterísncos as a atoxinas 1 e I'

ENSAIO IMUNOENZTMÁ TICO

- método imunoenzimático utilizando Kits ELISA
(VERATOX, kits quantitativos para determinação de
aflatoxinas, zearalenona e ocratoxina A) fabricados por
NEOGEN Corporation, Lansing, MI, EUA. Esta técnica
utilizou 50 g da amostra moída e homogeneizada, extra-
ção com solução aquosa de mctanol 70% com agitação
manual vigorosa por três minutos. Procedeu-se filtração
com papel Whatman nQ 1 e do filtrado retirou -se 100 ftl
para proceder-se a análise imunoenzimática de acordo com
as orientações do fabricante destes "kits".

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados que constam nas Tabelas I e 2 permi-
tem uma comparação entre as duas técnicas na determina-
ção das aflatoxinas, ocratoxina A e zearalenona. O méto-
do irnunoenzimático utilizado permite apenas a determi-
nação do total das atlatoxinas e o método crornatográfico
permite a determinação de cada uma das aflatoxinas B I'

B2' G1 e G2(Tabelas 3 c 4).
Utilizando-se os Kits Veratox os valores obtidos fo-

ram maiores do que aqueles valores encontrados nas aná-
lises efetuadas por CCO, sendo que, de forma geral, os
resultados obtidos pelas duas técnicas foram concordantes.

Grande parte das amostras de fubá analisadas apre-
sentou baixos teores de aflatoxinas pela técnica
imunoenzimática e pelo método CCD os valores foram
menores e próximos aos limites de detecção das aflatoxinas.

Quanto às amostras de fubá 3,4,5,6,8,12,15,17,20
(Tabela 2) supõe-se, no caso das aflatoxinas, de que se
tratam de resultados falsos positivos, pois apesar de terem
sido determinadas pelo método irnunoenzimático não fo-
ram sequer detectadas pelo método CCD. Ainda não está
claro até que ponto o problema de reações cruzadas foi
superado na determinação das aflatoxinas na análise por
métodos imunoenzimáticos.

A amostra 6 de milho (Tabela I )apresentou 44,2 ug
kg' de aflatoxina total pelo método imunoenzimático.
Entretanto pelo método cromatográfico nada foi detecta-
do de qualquer das aflatoxinas, é possível que este com-
portamento possa ser devido ao processo de amostragem
utilizado para as amostras de milho. A distribuição das
micotoxinas é heterogênea exigindo uma amostragern bem
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TABELA 1 - Determinação de micotoxinas em amostras de milho em grão utilizando técnicas de CCD e ELISA (ug Kg').

ELISA
AMOSTRAS Atlatoxlnas * * OA

1 nu nu
2 nel nei
3 nel nd
4 nel nel
5 nel nel
6 44,2 nd
7 38,2 nd

CCD*
ZEA Allafoxin3s** OA ZEA
166,6 2,5 ne! nd
nd nd nd nd
nd nd nd nd
nd nei nd nd
nd nd nu ne!
nd nu nd nd
nu 20,0 nd nd

nd-não detectado
." determinação em duplicata e valores calculados na média de dois analistas
*" somatóría

Limites de detecção para CCD
obtidos no nosso laboratório:
AFBI: 2,5 ug Kg-1
AFBo: 1,0 flg Kg-l
AFG-' 2 5 ug Kgr-ll ' , I

AFGo: 1,0 ~lg Kg-l
OA: 7,0 flg Kg-'
ZEA: 288,0 ~LgKg-l

Limites de detecção dos "kits":
Atlatoxinas: 2,0 ,ug Kg-l
ZEA: 100,0 flg Kg-I
OA: 2,0 flg Kg-I

TABELA 2 - Determinação de micotoxinas em amostras de fubi utilizando técnicas de CCD e ELISA (Ilg Kg-l ).
ELISA

Al\IOSTRAS Atlatoxinas** OA

4,9 2,2
2 6,0 2,4
3 5,0 3,0
4 3,6 2,2
5 4,9 2,3

6 3,7 2,6
7 4,9 nd
8 4,1 9,5
9 7,6 7,3
10 7,3 6,8
II 7,2 5,8
12 G,G 4,4
13 7,8 3,4
14 7,4 4,1

15 8,8 3,4

16 8,3 3,6
17 9,1 2,6

18 9,0 4,6

19 8,4 6,0
20 2,2 4,9

ccn *

ZEA Allatoxinas* * OA ZEA

nd 6,0 nd nd
nei 8,0 nd nd
nei nd nel nel
nd nd nu nd
nel nd nei nei
nd ne! nd ne!
ne! 2,5 nei nd
ne! nd nd !ld
nei 3,0 nd nd
nei 2,5 nel !ld
nei 2,5 nd nd
nd nd nei nei
nei 2,5 nd ne!
!le! 2,5 nel nd
nel nei ne! !ld
nel 4,5 nd !lei
nel ntl nel ne!
nd 3,5 nd nd
nu 3,5 nel nel
nd nel !lei nd

nd-não detectado
:;< determinação em duplicata e valores calculados na média de dois analistas
*'" somatória

Limites de detecção para CCD
obtidos no nosso laboratório:
AFB

I
: 2,5 ,ug Kg-l

AFB7: 1,0 Ilg Kg-l
AFG~: 2,5 ug Kg-l
AFGo: 1,0 ,ug Kg-I
OA: 7,0 ug Kg-l
ZEA: 288,0 ,lLgKg-l

Limites de detecção dos "kits":
Atlatoxinas: 2,0 flg Kg-l
ZEA: 100,0 flgKg-1
OA: 2,0 flg Kg-l
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TABELA 3- Determinação de aflatoxinas por CCD em amostras de milho em grão (ug Kg')".

nd
nei
nei
ne!
1111

nel

AFG, AFG2 Atlatoxinas

2,5 ne! 2,5
ne! nd nd
nLi nei nLi
nd ne! ncl
nei ne! ne!
nu nd nd
nd nd 20,0

AMOSTRAS AFB,
1 nd
2 nd
3 nei
4 nd

ne!
6 2,5
7 15,0

AFB2

nd-não detectado
'" determinação em duplicata e valores calculados nc média de rlois analistas

5,0

Limites de detecção para CCD
obtidos no nosso laboratório:
AFB

1
: 2,5 ,LlgKg-I

AFBo: 1,0 ug Kg-I
AFG~: 2,5 ug Kg-I
AFGo: 1,0 f.tgKg-I
OA: 7,0 ug Kg-l
ZEA: 288,0 ug Kg-l

TABELA 4 - Determinação de aflatoxinas por CCD em amostras de fubá (ug Kg")".

AMOSTRAS AFB,

1 6,2
2 7,5

3 nd
4 2,5

nei
G nd
7 2,5
8 nei
9 nd
10 2,5
11 2,5

12 nd
13 2,5
14 2,5
15 nd
16 2,5
17 nd
18 2,5

19 2,5
20 nd

AFB2

ne!
nei
nei
nei
nd
nu
nei
!lei

nel
nei
ne!
nd
nei
ne!
!lei

2,0
nel
1,0
1.0

nei

AFG, AFG2 Atlatoxinas
nei nei 6,2
nei nei 8,0

nd nel nei
ncl nei ne!
nd nei ne!
nd nei nei
nei nei 2,5
nei nei nd
3,0 nei 3,0
nei nei 2,5
ne! nd 2,5

nd nei nei
ne! nei 2,5
ne! nei 2,5
ne! nel ne!
nei nei 4,5

nd nd nll
nei nd 3,5

nd nd 3,5

nd nel nei
nd-nâo detectado

'" determinação em duplicata c valores calculados na média de dois analistas

Limites de detecção para CCD
obtidos 110 nosso laboratório:
AFB

1
: 2,5 f.tgKg-l

AFBo: 1,0 ,LlgKg-l
AFG~: 2,5 f.tgKg-l
AFGo: 1,0 f.tgKg-l
OA: 7,0 ug Kg-1
ZEA: 288,0 f.tgKg,l
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feita. No caso das amostras do fubá o próprio processa-
monto já garante a homogeneidade das amostras, o que
pode ser observado pelos resultados que foram mais con-
cordantes para as duas técnicas utilizadas.

Observou-se na determinação de ocratoxina A que os
valores encontrados para milho e fubá pelo método
irnunoenzimático, estavam quase na totalidade abaixo do li-
mite de detecção do método CCD. Com exceção das amos-
tras 8 e 10 de fubá que apresentaram 9,5 e 7,3 ug kg' de
ocratoxina A, respectivamente (Tabela 2). Desta forma não é
possível fazer uma comparação efetiva entre as duas técnicas,
apenas considerando que muitos destes valores pequenos en-
contrados possam ser presuntivos positivos pois não havia
metodologia mais sensível à disposição para confirmá-los.

Alguns autores tem estudado a correlação entre os
resultados de CCD e ELTSA. I-IONGYO et al 6 compara-
ram o desempenho de um teste ELTSA com CCD e CLAE
para determinação de AFB 1 em milho contaminado e ra-
ção e os resultados obtidos indicaram boa correlação en-
tre os três métodos analíticos.

Poucos kits ELTSA comerciais tem sido avaliados em
estudos colaborativos interlaboratoriais 18 e de forma ge-
ral observa-se boa correlação desta técnica com métodos
convencionais como CCD e CLAE. Os kits comerciais
avaliados por estudos colaborativos tem causado muita
controvérsia pois alguns deles já estudados tem seus re-
sultados modificados em função do contínuo avanço da
técnica imunoenzirnática. Pestka et al.!' fizeram levanta-
mento dos kits comerciais disponíveis e segundo este le-
vantamento, o kit Veratox tem limites de detccção para
aflatoxinas .5ppb e para zearalenona 2.50 ppb, valores es-
tes que já foram modificados. Estes mesmos autores veri-
ficaram que algumas vezes extratos de alimentos sem
rnicotoxinas podem interferir na ligação micotoxina-enzima
ao anticorpo fase sólida e neste caso a resposta falsa posi-
tiva quando comparada à curva padrão preparada no
sol vente extrato r com tampão.

HORWITZ et al. 7 avaliaram os parâmetros de preci-
são através de dados provenientes de um estudo
colaborativo para detecção de micotoxinas utilizando
CCD, CLAE e ELISA. De acordo com os resultados
obtidos, os autores verificaram uma precisão
insatisfatória entre os laboratórios participantes deste
estudo, pois a precisão dos métodos para determinação
de micotoxinas é interior quando comparada à determi-
nação de rnacroanalitos. Isto é resultado da baixa con-
centração do analito e problemas com calibração e pa-
drões. Os métodos imunoenzimáticos levam a crer que
tem precisão mais pobre comparados aos métodos CCD

e CLAE, além disso os métodos imunoenzimáticos mos-
traram grande variabilidade nos seus resultados (30-
300%) e baixa rcprodutibilidade.

Existem kits de imunoensaio específicos para deter-
minação de aflatoxina BI e outros para determinação do
total de aflatoxinas como o utilizado neste estudo que não
determina níveis exatos de cada uma delas e portanto difi-
culta seu uso nas análises para vigilância sanitária e pes-
quisa. Os laudos emitidos para fiscalização devem
explicitar valores de aflatoxinas BI e G1 presentes nas
amostras para desta forma atender à exigência da Legisla-
ção Brasileira, Resolução 34/76 da CNNPA que determi-
na limite máximo de 3O ug/kg (ppb) na somatória das
aflatoxinas B 1 e G 12 Este fato torna os "kits" pouco indi-
cados para órgãos envolvidos com a fiscalização.

Segundo Horwitz et al. 7 os métodos de triagem são
métodos rápidos e confiáveis na eliminação de um grande
número de amostras negativas (ou positivas) para restrin-
gir o número de amostras que requerem a aplicação de um
método mais rigoroso. No caso de micotoxinas resultados
falsos positivos são aceitáveis pois serão checados por
métodos confirmatórios, mas os resultados falsos negati-
vos devem ser ausentes.

Os "kits" atendem de forma geral às necessidades da
indústria e do campo, pois a técnica de iruunocnsaio é um
teste rápido e simples que permite verificar a qualidade da
matéria-prima que está sendo adquirida, quanto à presen-
ça ele micotoxinas quando comparado por outros méto-
dos, seja CLAE ou CCD, que requerem limpeza por parti-
ção líquido-líquido Oll coluna cromatográfica, o que toma
muito mais tempo de análise.

CONCLUSÃO

Os resultados obtidos permitem concluir que a utili-
zação dos kits se mostrou adequada para a determinação
de aflatoxinas , zearalenona e ocratoxina A em amostras
de milho e derivados desde que os resultados sejam sem-
pre confirmados por outras técnicas para evitar resultados
falsos positivos.

Os kits são fáceis de operar, rápidos, utilizam pouca
vidraria e pequenos volumes de sol ventes orgânicos dimi-
nuindo o risco de exposição do analista. A melhor atitude
ao adotar esta técnica é avaliá-Ia criteriosamente de acor-
do com o nível de precisão e o propósito requeridos.

A maior utilidade destes kits é no campo, armazéns e
indústrias que precisam fazer uma triagem rápida para
aceitar ou rejeitar determinado produto ou lote.
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ABSTRACT:Two techniqucs, one ofthem using thin-layer chromatography and the other enzyme-
Iinked irrununosorbent assay (ELISA)were compared for the detennination of aflatoxins, ochratoxin A
and zearalenone. Seven sampIes of com and twenty samp1csof com meal from an industry in Paraná
State were analysed for this purpose.The ELISA method was simpler to use, faster, showing higher
concentrations than thc thin-layer chromatography mcthod. False positives requiring confirmation of
the mycotoxins were observed with the ELISA method.

DESCRIPTORS: ELISA, thin-layer chromatography, imunoassay, aflatoxins, ochratoxin A,
zcaralenone, com and com meal.
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