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RESUMO: Um método imunoenzimatico (ELISA) e a cromatografia em camada delgada (CCD)
com comparacdo visual, foram comparados na determinagio de aflatoxinas em amosiras de amendoim
cru naturaimente contaminado. Para niveis de aflatoxing total até 30 ug/Kg ndo houve diferenga signi-
ficativa (p < 0,001} entre os resuliados obtidos pelos dois métodos. Para valores de aflatoxinas total
superiores a 30 ug/Kg, a téonica de ELISA fol estatisticamente equivalente i cromatografia em camada
delgada (p < 0,001) somente quando as amostras foram diluidas para obter niveis de aflatoxina total até
o méximo de 50 ug/Kg. Nio foram observados falsos positivos ou negativos por ELISA quando com-

parado com cromatogratia em camada deigada.
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INTRODUCAQ

Aflatoxinas sdo produtos do metabolismo secundi-
rio de Aspergilius flavus ¢ Aspergillus parasiticus, que
contatinam as cultwras no campo, os graos durante o
armazenamento ¢ também os produtos alimenticios des-
tinados ao consumo humano, apresentando atividade
carcinogénica, teratogénica ¢ mutagénica.™

No Brasil, tdm-se estudado a presenca de aflatoxi-
nas em varios alimentos de consumo humano, como
amendoim, arroz, feijdo, trigo, milho, mandioca, sendo
que a maior contaminagio com aflatoxinas ocoire em
amendoim e milho.m"**=%

Para um centrole e monitoramento eficientes, as
indastrias ¢ os laboratdrios oficiais dos Ministérios da
Sadde e Agricultura devem dispor de métodos analiticos
de boa sensibilidade, especificidade, rapidez e facilidade
de uso, além de boa exatiddo ¢ precisao.™

A quantificagio de aflatoxinas pode ser realizada
por uma grande variedade de técnicas, sendo a2 cromato-
grafin em camada delgada (CCD) ¢ a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLLAE) as mais utilizadas. A
mais significativa vantagem da CCD € que € relativa-
mente barata, fornecendo adequada resolugdo para um
nimero considerdvel de amostras. A principal desvanta-
gem € a falta de potencial para a automacio ¢ a natureza
subjetiva da etapa de quantificaciio (para agueles labora-
torios que ndo possuem densitOmetro). A metodologia
para CLAE apresenta alta sensibilidade e um grande
potencial para automacdo. Entretanto, requer equipa-
mentos caros € pessoal altamente especializado para
operagiio, B2

Dificuldades associadas com CCD e CLAE na ang-
lise de micotoxinas €m levado ao desenvolvimento de
métodos imunoldgicos rapidos, como o teste cnzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA). As vantagens
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oferecidas envolvem redugdo do tempo de andlise, pro-
cedimentos simples de extracgo e capacidade de proces-
sar um grande nimero de amostras em um tempo redu-
zido MO teste ELISA detecta e amplifica a reac@o
antfgeno-aniicorpo pela ligag&o covalente entre enzima-
anticorpo ou enzima-analito, cuja presenca é posterior-
mente determinada pela adigio de enzima no substrato.
A gquantidade de substrato converiido a um dado tempo €
indicativo da concentragio original do composto a ser
analisado.**® No Brasil, apesar de alguns laboratdrios de
andlise de micotoxinas. executarem a técnica de ELISA
em seus procedimentos de rotina, seja como método de
triagem ou de quantificaciio, existe uma deficiéncia de
estudos  comparativos com métodos oficiais ou com
aqueles Ja radicionalmente utilizados e recomendados.

O objetivo deste trabalho fol comparar téenicas de
quantificacio de aflatoxinas em amendoim em grio
naturalmente contaminado: a cromatografia em camada
delgada com guantificagdo visual, a mais utilizada no
Brasil”e a técnica de ELISA.

MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

2.1.1 Substrato

As amostras de amendeim em grio (1Kg) foram
previamente mofdas, homogeneizadas ¢ passadas em
tamiz 20 mesh. Posteriormente, fez-se ¢ quarteamento
até aproximadamente 300 g e acondicionadas em frascos
pldsticos ¢ guardadas em freezer até o momento da and-
lise (- 15°C).

2.1.2 Kit de ELISA

Fot utilizado o Kit Veratox para determinagio quan-
titativa de aflatoxinas total (B, + B, +G + G) da Neogen
Corporation. Hsse material foi armazenado a uma tempe-
ratura de 2-8°C, conforme instrucio do fabricante, e utili-
zado dentro do tempo de validade (06 meses).

2.2 METODOS

2.2.1 Determinacdo de aflatoxinas por

Cromatogratia em Camada Delgada (CCD)

A técnica utilizada fol basicamente a descrita por
VALENTE SOARES & RODRIGUES AMAYA® utili-
zada por um grande niimero de laboratdrios no Brasil, e
recomendado pelo Programa Nacional de Micotoxinas,
A extragiio das aflatoxinas foi executada com amostras
em duplicata, de acordo com o item 2.1.1, que foram
colocadas em um copo de liquidificador com 270 mL de
metanol e 30 mbL de KC1 a 4%. Apds a mistara por 3
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minutos em velocidade alta, liltrou-se em papel
Whatman n® 4. Para purificacio, adicicnou-se 150 mL de
sulfate de cobre a 10% e 50 ml. de celite & 150 mL deste
filtrado. Apds homogeneizar, a mistura foi filtrada em
papel de filtro Whatman n° 4. Esse segundo filtrado fol
submetido a uma particae liquido-liquido, empregando-
se aliquota de 150 mL do filirado, 150 mL de dgua des-
tilada ¢ 10 mL de cloroférmio (duas extractes). A partir
dos extratos cloroférmicos reunidos, transferiu-se 6 mL
para wm frasco dmbar, Seguin-se a4 evaporagdo em
atmosfera de nitrogénio até secura. Para a identificacfio ¢
gquantificagice das aflatoxinas, o residuo foi diluido em
benzeno:acetenitrila (98:2), agitado por I minuto em
ultrasom e aplicado em cromatoplaca de silicagel G-60,
de 250 mm de espessura e sem indicador fluorescente. O
desenvolvimento da cromatografia foi feito em tolueno :
acetato de etila © cloroférmio  dcido férmico 90%
(70:50:50:20) segundo GIMENO®™. Apds a corrida, a
placa foi seca a 105°C por 10 minutos ¢ examinada sob
luz ultravicleta & 360 nm. A quantificagio foi feita apds
comparacdo da intensidade das fluorescéncias das ali-
quotas da amostra, com a intensidade das fluorescéncias
dos padrGes de concentraciio conhecida. Os teores das
aflatoxinas B, , B, .G, e G, foram somados, obtendo-se
vatores de aflatoxina total.

2.2.2 Determinagdo de aflatoxing por ELISA

A técnica utilizada fol um ensaio competitivo dire-
to de ELISA que apresenta uma menor variabifidade na
andlise'’. Aextracio das aflatoxinas foi feita em amostras
de 50 g, em duplicata, preparadas como descrito no item
2.1.1, que foram colocadas em um copo de lguidificador
com 250 mL de metanol a 70%, em dgua deionizada.
Apds a mistura por 2 minutos em alta rotacio, foram fit-
tradas em papel de filtro Whatman n® 1, recolhendo-se
pelo menos 150 mlL do filtrado,

Para aquelas ameostras, cujos niveis de aflatoxmas,
determinados pela técnica de cromatografia em camada
delgada (item 2.1.1), foram superiores a 50 ug/Kg, que ¢ o
valor méximo da curva padrdo de aflatoxina utilizado pelo
kit de FELISA da Neogen, foram feitas diluicGes dos filtra-
dos com Metanol 70%, a fim de se obter niveis de aflatoxi-
na dentro da curva padrio (até 50 pg/Ke)”. Desta forma
foram obtidos para essas amostras dois resultados de aftato-
xina por ELISA: um sem e outro com dilui¢iio do extrato.

Para amostras com valores de aflatoxinas inferiores
a 50 ng/Kg, foram seguidos diretamente as instrugdes do
fabricante a partir do filtrado, obtendo-se portanto um
tinico resuliado pela técnica de E1LISA.

2.2.3 Andlise estatistica
Os valores de aflatoxinas obtidos pelas técnicas
descritas, por apresentarem uma proporcionalidade entre
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as médias e seus respectivos desvios padroes nos niveis
acima de 50 ug/Kg e violagio dos limites naturais entre
as médias e desvios nos valores abaixo de 50 ng/Kg,
sofreram uma (ransformacfo logarftmica para serem
submetidos 2 andlise de variancia, sendo as médias com-
paradas pelo Teste t de Student a um nivel de significin-
cia de (0,19,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de aflatoxina total (B + B, +G + G,)
das amostras de amendoim com valores inferiores a 50
ug/Keg estio apresentados na Tabela |. Em 27 amostras,
8§ mostraram-se negativas, tanto pelo método ELISA
como pelo método CCD. Observa-se que ndo foram
registrados falsos negativos ¢ falsos positivos quando se
compara as téenicas de CCD ¢ ELISA.

Na Tabela 2 sdo mostradas as médias totais e os
respectivos desvios padrdes das duas metodologias
empregadas, sendo que por ELISA a média geral foi
menor quando comparada 4 CCD. Resultados idénticos
foram obtidos por CHU ez aF. Verificou-se também que
ndo houve diferenca significativa ( p < 0,001 ) entre os
niveis de aflatoxina ioial obtidos por ELISA e CCD,
apos andlise de varifincia efetuada com os dados trans-
formados (item 2.2.3). AZER & COOPER’ compararam
os resultados de aflatoxinas totais ebtidos em amendoim
¢ pasta de amendoim por ELISA e CLAE. Foi observa-
do um coeficiente de correlagio de 0,963 entre as duas
técnicas, e o Test t de Smdent mostrou que nido havia
diferenca significativa entre 0s resultados dos dois siste-
mas (p < 0,001}, Entretanto, falsos negativos foram
observados na faixa de 2-4 pg/Kg. CHU er ol observa-
ram também uma exceiente correlagio (0,91) entre
niveis de aflatoxina B quando foi quantificada em
diversos produtos dUﬂCO]ciS {milho, amendoim) por
ELISA e CCD.

No Brasil, a presenca de aflatoxinas em alimentos
& regulada pela Resolucio No. 34/76 do Ministério da
Satide”, que estabelece 30 ug/kg para a soma das aflato-
xinas B, e G, , ¢ pela Portaria No. 183 do Ministério da
Agmui{um do Abastecimento ¢ da Reforma Agrdria’,
que estabelece o Hmite mdximo de 20 pg/kg, para a
somatdria das aflatoxinas B , G, B, e GG, acompanhando
o estabelectdo pelos pafses do MERC OSULY, Se seguir-
mos a legislagio do Ministério da Agricultura ¢ MER-
COSUL teriamos uma correspondéncia de 92,6% entre
os resultados apresentados por ELISA e CCD. Somente
as amostras 6 ¢ 7 da Tabela 1 estariam fora dos padrdes
legais se a metodologia utilizada fosse CCD. Pela téeni-
ca de ELISA essas amostras estariam aprovadas (menor
que 20 pgkg).

Tabela 1. Niveis de aflatoxina total (B, + B, + G, + ()
em amendoim em grio quantificados por cromatografia
em camada delgada e enzyme linked imumunosorbent
assay (CCD ¢ ELISA).

AFLATOXINA TOTAL (ng/Kg)*

AMOSTRA CCD ELISA
1 14 19,5
2 2 6,5
3 2 3,3
4 5,5 4,7
5 5,5 6,3
6 30.5 11,5
7 24 10,5
8 39,5 53,5
9 4.5 3
10 8 2,6
11 1,6 3
12 9,5 6
13 8.5 55
14 1.6 4,7
15 8 6,6
16 5 5]
17 3 6
18 25 2
19 50 49,6

* Média de duplicata

Tabela 2. Média geral de aflatoxina total ( B, + B, + G,

+ G ) em amendoim em grio quantificados por croma-

tografia em camada delgada ¢ enzyme linked imumumo-
sorbent assay (CCD e ELISA).

AFLATOXINA TOTAL  (pg/Kg)*
Método Média Total Desvio padrio Total
CCD 8,64 a 13,9
ELISA 7,77 a 13.4

* Médias seguidas da mesma letra na vertical nfio diferem entre
si pelo Teste  Student ao nivel de 0,1% de probabilidade.
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Os resultados de aflatoxina total (B, + B, +G, + G))
e as médias e desvios totais das amostras de amendoim
com valores superiores a 50 nug/Kg estio apreseniados
nas Tabelas 3 ¢ 4. Observando-se os valores médios de
aflatoxina total entre os diversos tratamentos verifica-se
que nfio ha diferenca significativa ao nivel de 0,1%,
entre as técnicas de CCD e ELISA com diluicgo.
Entretanto, valores de aflatoxina obtidos por essas téeni-
cas diferem significativamente com o0s niveis defermina-
dos por ELISA sem diluicfio (p < 4,001). O fato da faixa
de concentragdo da curva padrio da técnica de ELISA
ser efetivamente de 5 a 50 ng/Kg, quantificacdes fora
deste mtervalo possivelmente comprometem a exatidio
das respostas obtidas. Esses resaitados sugerem que em
amostras com niveis elevados de contaminagdo, hd ama
maior competiciio entre o analito livre ¢ 0 analito ligado
a enzima com o anticorpo sensibilizado na cavidade de
ELISA. podendo resultar em indicagdes de niveis falsa-
mente menores de aflatoxina. Resultados idénticos
foram obtidos por OLIVEIRAY quando aflatoxinas
foram quantificadas em milho por ELISA e CCD.

Tabela 3. Niveis de aflatoxina total ( B, + B_ + G +G,)
eql amendoim em grio qudntlﬁcadoe. por cmmatowxaila
em camada deigada e enzyme linked immunosorbent
assay (CCD ¢ ELISA com ¢ sem dituiciio).

AFLATOXINA TOTAL { giKg)®
Amostra __CCD___ ELISA c/dil.__ ELISA s/dil.

20 440 512 *283
21 161 93 27
22 727 4365 170,5
23 602,5 777, 272
24 53 45 10,5
25 573.5 2445 157
26 8215 810 352
27 192, 85 52
28 152 75 4
29 4585 5725 281
30 119,5 92 31
31 613,5 800 229,5
32 1000,5 1135 268,5
33 1938 1010 510
34 11455 1546 374
35 260 2225 123
36 653 795 2945
a7 2325 3375 173,5
38 89 96,5 28,5
39 65 95,5 61,5
40 834 587,5 485
41 229 3225 232
42 2755 279 283,5
43 118 77 73,5
44 2587 1485 807

* Média de duplicats
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Tabela 4. Média geral de aflatoxina total { B + B, + G,
+ G, ) em amendoim em grio quantificados por croma-
tografia em camada delgada e enzyme linked immuno-
sorbent assay (CCD e ELISA).

AFLATOXINA TOTAL (ng/Kg)*

Método Média Total ~ Desvio padrfio total
CCb 573.7a 602.5
BLISA c/dil. 442,54 442.5
ELISA S/dil. 223.4b 188.8

* Médias seguidas da mesma letra na vertical ndo diferem entre
si pelo Teste 1 Student a0 nivel de 0,1% de probabilidade.

Os coeficientes de variagio {(CV) dos ensaios
foram 28% e 7,9% para valores de aflatoxina total infe-
rior e superior a 30 ug/Kg, respectivamente. Os valores
de CV encontrados esidio proximos aos observados nos
ensaios congéneres. ™13

CONCLUSAO

Os resnltados obtidos sugerem a utilizagdo do tesie
de ELISA para quantificacfio de aflatoxinas em amostras
de amendoim com niveis inferiores a 50 ug/Kg . Para
valores superiores a 30 ug/Kg , os extratos devem ser
diluidos para a quantificaciio ou ELISA pode ser utiliza-
do apenas como método de triagem. Entretanto, novos
estudos devem ser executados com outros Xits comer-
ciats e testes de recuperagio devem ser realizados com
padrdes em qualquer kit a ser gtilizado, como uma roti-
na de confrole de qualidade.
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Comparision between BLISA and thin layer chromatography in the

quantification of aflatoxios in peanut. Rev. Inst. Adolfo Lutz 58(2): 99-104, 1999

ABSTRACT: A method of enzyme linked immunosorbent assay (EL1SA) and a thin layer chroma-
tography were compared fo determine the aflatoxins in naturaily contaminated peanut samples. For val-
ues of total aflatoxin concentration until 30 ng/Kg , a significant difference was not observed at the level
of p < 0.001 , when compared o the results obtained by the two methods. For values of total aflatoxin
conceniration higher than 50 ng/Kg | the ELISA method was only statiscally equivalent to thin layer
chromatography { p < 0,601 ) when the samples were diluted at maximum level of 50 ug/Kg. No false
positives and negatives were obtained by ELISA when it was compared with thin layer chromatography.

KEY WORDS; peanut; aflatoxing; thin layer chromatography; ELISA.
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