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Introducéao jA que os cereais tornaram-se importantes

para o agronegoécio brasileiro principalmente
As aflatoxinas sdo uma das classes de em razdo de seu papel como ingrediente na
micotoxinas que ocorrem naturalmente em agroindUstria de ragdes para suinos e aves,
commodities agricolas. Verifica-se maior que contribuem de modo significativo para a
ocorréncia de aflatoxinas em produto vegetal pauta de exportacdo brasileira.

oriundo de debulha manual, principalmente
quando ensacado e armazenado com
umidade elevada ou quando o produto é
reumedecido posteriormente a sua secagem.
Essa toxina pode ser encontrada em diversos
produtos, como amendoim, milho, sementes
oleaginosas, nozes, trigo e feijdo. Estudos
sobre a ocorréncia de aflatoxinas em
diferentes produtos mostram que o
amendoim, o milho e a semente de algodao
s80 0s mais suscetiveis a contaminagao
(FONSECA 1984, JELINEK 1988). O problema
das aflatoxinas ndo pode ser desconsiderado,

As aflatoxinas também ja foram detectadas
em ovos, leite, produtos lacteos, carne e
derivados, além de em alimentos
industrializados. O primeiro residuo de
aflatoxina observado no tecido de vacas e o
mais intensamente estudado foi o de
aflatoxina M encontrada no leite. Mas ela
também é elhcontrada, invariavelmente, no
tecido animal, nas excretas e no leite e seus
derivados (MARTINS, 1986).

As micotoxinas sdo um grupo de metabdlitos
secundarios quimicamente diverso,
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produzidos por diferentes espécies de fungos,
principalmente dos géneros Aspergillus,
Fusarium e Penicillium. As micotoxinas mais
comumente encontradas s&o aflatoxinas,
ochatoxina A, fumosinas, tricotecenos e
zearalenonas (CHEEKE & SHULL, 1985;
GILBERT & VARGAS, 2003). Essas
substancias produzem uma ampla gama de
efeitos téxicos e adversos as saudes animal e
humana (CAST, 2003). Em suinos, a
intoxicagdo com aflatoxinas resulta em perda
de peso, em redugdo da conversdo alimentar
e em imunodepressdo (MALLMANN et al.,
1994; SANTOS et al, 1986). J4 em aves 0s
efeitos geralmente sdo menor ganho de peso
e de consumo de racdo e menor producdo e
peso dos ovos. Essas circunstancias podem
resultar em morte dos animais, ocasionando
grandes perdas econémicas para o
agronegocio e riscos para a saude humana
(CALDAS et al., 2002).

Entre os 18 tipos diferentes de aflatoxinas
produzidas na natureza, a B1 (AFB1) é consi-
derada a de maior toxidade, sendo produzida
principalmente por Aspergillus flavus, A.
niger e A. parisiticus (SMITH & ROSS, 1991;
DUTON, 1988). Os alimentos e ingredientes
utilizados nas dietas dos animais sdo conta-
minados com aflatoxinas nos trés estagios de
preparacdo do gréo: durante o desenvolvi-
mento da planta, ou seja, antes da colheita;
entre o periodo de colheita e secagem; e
durante o periodo de armazenamento
(WILLIAM, 1991; PRADO et al., 1995).

Atualmente, existem normas regulatérias para
as principais micotoxinas em pelo menos 100
paises. Na maioria dos casos, as aflatoxinas
estdo incluidas, mas os niveis de tolerancia
méaxima séo bastante varidveis (EGMOND &
JONKER, 2003). Zheng et al, (2006) citam
que, nos Estados Unidos, os alimentos em
geral devem apresentar valores méximos de
20 ng kg?, enquanto para 0os componentes
de ragdo esses valores variam de 100 a 300
ng kg?, dependendo do produto, da finalida-
de e da idade de animais. No Brasil, de acor-
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do com o Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento e o Ministério da Saude, o
limite de tolerancia varia entre 20 e 30 ng kg-
1 para aflatoxinas totais em alimentos e
matéria-prima para racdes, respectivamente.
Portanto, torna-se necessario o
monitoramento da presenca de AFB1 para
garantir a eficicia das medidas de seguranca
alimentar, do alcance de metas logisticas e
operacionais das industrias e da circulagdo
rapida de commodities e produtos através
dos mercados, economizando tempo e custo
(SCANLAN, 2005).

Os métodos analiticos convencionais para
micotoxinas incluem cromatografia de cama-
da fina, cromatografia liquida de alta resolu-
¢do e cromatografia gasosa (GILBERT &
VARGAS, 2003; ZHENG et al., 2006). Contu-
do, em razdo de extensivas etapas na prepa-
racdo das amostras antes da analise, algumas
vezes torna-se limitada sua aplicagdo pratica.
Como alternativas, tém sido utilizados méto-
dos imunoquimicos, considerados rapidos e
baratos. Dentre esses métodos, a técnica
Elisa enzyme — linked immunosorbent assay),
que inclui testes diversos, tem sido utilizada
por mais de uma década em andlises de
micotoxinas (CHU, 1996), principalmente em
testes competitivos (RAMARISHMA &
MEHAN, 1993). Esta tecnologia baseia-se na
habilidade de um anticorpo especifico para
distinguir a estrutura tridimensional de uma
micotoxina especifica.

Como vantagens, os testes baseados na
técnica Elisa podem ser quantitativos, sim-
ples, especificos, sensiveis e requerem peque-
nos volumes de amostras. Além disso, exigem
procedimentos simples de extracdo se compa-
rados aos métodos analiticos convencionais,
permitindo processamento de um grande
nimero de amostras em tempo relativamente
curto.
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Objetivos

Adaptar e avaliar o teste Elisa indireto
ndo competitivo para deteccdo e
quantificacdo de aflatoxina B1 em
cereais.

Avaliar a influéncia do tipo de grao
sobre a biossintese de aflatoxina B1.

Materiais e Métodos

Os bioensaios foram conduzidos no Laborat6-
rio de Microbiologia e Bioquimica do Solo e

de Fitopatologia da Embrapa Milho e Sorgo,
em Sete Lagoas, Minas Gerais.

Cultura de Aspergillus flavus em gréos e
em meio de cultura

O isolado de Aspergillus flavus, identificado e
cedido pelo Laboratério de Fitopatologia, foi
cultivado em meio &gar-batata durante 10
dias a temperatura ambiente. A partir das
placas, foi preparada uma suspensdo de
micélios e esporos em tampédo fosfato para
inoculacdo dos seguintes tratamentos (trés
tipos de grdos): milho, sorgo e arroz e um
adicional, (meio de cultura). Cinco mL desta
suspensdo foram utilizados para inocular
1509 de gréos de milho, 150 g de sorgo e
150 g de arroz, previamente desinfestados
com cloramina T 1%, contidos em
erlenmeyers de 500 mL. No caso do trata-
mento adicional, meio de cultura, 50mL de
caldo tripticaseina de soja, em erlenmeyers de
125mL, foram inoculados com 1mL da sus-
pensédo de fungos. Em ambos os casos,
utilizaram-se trés repeticdes.

Preparacdo dos extratos

Apos 12 dias de incubacgdo dos erlenmeyers
na camara de crescimento do Laboratério de
Fitopatologia a temperatura aproximada de
22 graus centigrados, uma amostra de 10g de
grdos de cada tratamento (milho, arroz e
sorgo) foi triturada em cadinhos de porcela-
na, em 50mL de metanol 70% e KCI 0,5%.
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No caso do meio, utlizaram-se 10mL da
cultura enriquecida para 50mL na mesma
solugcdo de extracdo. Em seguida, as suspen-
sbes foram centrifugadas a 6000 x g durante
6 minutos e filtradas em papel watman, n°4.
O sobrenadante foi mantido a —18°C e foram
analisadas quatro repeticdes de cada amos-
tra.

Elisa indireto ndo-competitivo

Basicamente as placas Elisa, contendo 100pL
de cada extrato (ou solucdo de aflatoxina
pura) por cavidade, foram incubadas durante
a noite a 37°C. No dia seguinte, as placas
foram lavadas 3 vezes com Phosphate
Buffered Saline Tween (PBS-T) e tratadas
com PBS caseina durante 1 hora a temperatu-
ra ambiente. Em seguida, as placas foram
lavadas novamente, de modo similar, e foram
aplicados 100pL de solugdo de anti-soro
monoclonal anti AFB1 (sigma) na dilui¢cdo
1:5000 por cavidade. Apos duas horas em
temperatura ambiente e posterior lavagem
das placas, foram aplicados, em cada cavida-
de, 100pL do conjugado fosfatase- anti-lgG
de camundongo, diluida 1:3000 em PBS-T.
Incubou-se novamente por duas horas em
temperatura ambiente. Apds a lavagem final,
foram adicionados 100uL da solugcdo do
substrato, p-nitrofenol fosfato (1mg/mL) e a
reacdo foi determinada pela leitura de
absorbancia a 405 nm.

Ajustes de diluicdes 6timas dos extratos

Foram utilizadas cinco diluicBes de cada
extrato (1:5, 1:10, 1:20; 1:40 e 1:80) em
tampao de carbonato de so6dio, em duplicas,
como antigenos para sensibilizagdo das
placas Elisa e conducdo das reaces como
descrito acima.

Ajustes de concentracdes Otimas dos
reagentes e limite de deteccdo de AFB1

As concentracgdes de AFB1: 1, 5, 10, 15, 20,
20, 25, 50, 200, 200, 400 e 800 nykg*
preparadas com AFB1 padrdo (sigma) foram
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avaliadas como antigeno no teste Elisa indire-
to em combinacdo com as seguintes concen-
tracdes de anti-soro anti AFB1: dilui¢cdes
1:2500, 15000, 1:10000, 1:20000; 1:30000;
1:40000 e 1:50000. As reacdes foram
conduzidas como descrito no teste Elisa
indireto.

Estimativa das concentracdes de AFB1 nos
extratos

A curva padrdo para se estimar as concentra-
cOes de AFB1 foi feita a partir da preparacdo
de sete concentracdes de aflatoxina B1 pura
(sigma). Séo elas: 0, 5, 10, 20, 80, 160 e 320
ng kg*. Essas solugBes foram utilizadas para
sensibilizacdo das placas Elisa, de acordo
com o procedimento ja descrito para o teste
de Elisa indireto. Houve analise de nove
repeticbes de cada amostra. As leituras obti-
das foram utilizadas para célculo e ajuste da
curva padréo.

Resultados e Discussao

Nos ensaios preliminares para o ajuste de
concentragfes 6timas dos reagentes puros,
antigenos e anticorpos para o teste Elisa
indireto ndo competitivo, foram utilizadas 12
concentragfes do antigeno AFB1(0 a 800 ngy
kg?') combinadas com 8 concentracdes do
antissoro anti-AFB1 (diluicdo1:2500 a
1:50000).

De acordo os resultados, Figura 1, observa-
ram-se reacdes positivas em todos os casos,
independente das concentrac6es do antigeno
(AFB1) e do anticorpo (As), indicando a
diluicdo do As de 1:5000 como a mais ade-
quada para os bioensaios de biossintese e de
quantificacdo da producdo de AFB1l. Os
resultados destes testes indicaram, ainda, um
limite de deteccdo abaixo de 5,0ng kg?,
independente das diluicbes do antissoro
avaliadas. Quando se utilizaram as diluices
abaixo de 1:20000, o limite de deteccéo foi
ainda menor, de 1,0ng kg*. Este fato, alta
sensibilidade, demonstra o potencial deste
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método para 0 monitoramento da producdo
de AFB1, considerando-se o nivel de toleran-
cia no Brasil entre 20 e 30ng kg?. Esses
resultados sdo proximos aos de WANG et al.
(2006), que relatam limite de detecgédo de até
1,0ng kg? em gréos utilizando o teste Elisa
competitivo.

Ab=cerbinclo 540 ann

Cancestragda de AFE1 | ppbi

Figura 1. Limites de deteccdo de aflatoxina
B1 determinados através do teste Elisa
indireto ndo competitivo, utilizando-se
reagentes puros, aflatoxina Bl e antissoro
anti-aflatoxina B1 em diferentes
concentracfes

A producdo de AFB1 detectada nos quatro
substratos testados, apresentada na Figura 2,
foi estimada através da equacao
Y=0,1343*(1-exp(0,006128*X)),
(R?=0,9513™). Ajustou-se a equacao atraves
da otimizagdo ndo-linear, com minimizagao
de erros usando minimos quadrados, utilizan-
do-se o programa Ky plot, versdo 2.0. Nota-
ram-se diferencas significativas entre os
valores observados para a biossintese de
AFB1 entre as amostras em fungéo do tipo de
gréos utilizado. Foram detectadas as concen-
tracdes de AFB1 de 485,9ng kg* em sorgo,
55,2ng kg* em milho, 52,4ng kg* em arroz e
243,0 ng kg* em meio de cultura liquido. A
menor quantidade de AFB1, detectada em
arroz e em milho, demonstra que a presenca
do fungo ndo implica necessariamente em
alta producdo de AFB1, considerando-se que
se observou crescimento acentuado do fungo
também nestas amostras.
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Figura 2. Biossintese e quantificacdo de
aflatoxina B1 em cereais e em meio de cultu-
ra liquido inoculados com Aspergillus Flavus,
detectada através do teste Elisa indireto néo
competitivo ap6s 12 dias de incubacdo a
temperatura ambiente. Valores médios de
quatro repeticoes

Vale ressaltar que o valor encontrado de
aflatoxinas em meio de cultura pode estar
subestimado. Pois, neste caso, considerou-se
somente AFB1 extracelular, isto é, a
quantificada no meio de cultura e ndo a
acumulada na massa micelial do fungo. Sabe-
se que a producdo de aflatoxina micelial pode
superar a encontrada em meio de cultura
(CHUNG et al., 1989). Pode-se especular que
a producdo de AFB1 observada depende do
isolado de fungo testado, uma vez que a
produc@o de esterigmatocistina (precursor da
AFB1) difere entre isolados de dois fungos
em até 10 vezes (CHUNG et al., 1989).

Observou-se ainda, em alguns casos, uma
variagdo elevada entre repeticdes a cada
amostra, reveladas pelos desvios padrfes das
médias (Figura 1). No caso de meio de cultura
ocorreu a menor variagdo, em torno de 219%,
se comparada aos valores observados nas
demais amostras, em que se observaram
variacOes de 43, 50 e 75% para o desvio
padrdo das médias em sorgo, milho e arroz,
respectivamente. Esses fatos evidenciam uma
distribuicdo heterogénea de AFB1 em gréos,
0 que implica em cuidados especiais com a
amostragem destes materiais para analises
desta natureza. Por essa razdo, amostragens
em andlise de aflatoxinas em grdos tém
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recebido atencdo em diferentes pesquisas
(WHITAKER & DICKENS, 1979; GILBERT &
VARGAS, 2003).

Em raz8o da simplicidade, da sensibilidade e
da rapidez do método avaliado, os resultados
demonstram que o teste Elisa indireto ndo
competitivo pode ser utilizado para a
quantificacdo de AFB1 em cereais, permitindo
andlises de grande parte de amostras com
custos baixos. Entretanto, para uso rotineiro
desse teste, torna-se essencial e critica a sua
validacdo de acordo com a demanda de cada
laboratério, em funcdo da natureza e dos
tipos de amostras a serem analisadas,
conforme comentado em outras pesquisas
(GILBERTO & ANKLAM, 2002; ZHENG et al.,
2005).

Conclusodes

1. Em razdo da sua simplicidade e da rapidez
em relagdo aos demais métodos
disponiveis, os resultados demonstram
que o teste Elisa indireto ndo competitivo
pode ser utilizado rotineiramente para a
quantificacdo de AFB1 em cereais,
permitindo andlises de grande parte de
amostras com custos baixos.

2. Recomenda-se utilizar o antissoro anti
AFB1 na diluicdo de 1:5000, embora seja
possivel o uso de diluicdo de até 1:20
000.

3. O limite de deteccdo observado situou-se
abaixo de 5,0 ppb de aflatoxina B1 nas
amostras analisadas, demonstrando que o
método Elisa indireto ndo competitivo
apresenta sensibilidade adequada para
andlises de AFBL.

4. Os grdos de sorgo inoculados com
Aspergillus Flavus favorecem a biossintese
de AFB1 em relagdo aos de grdos de milho
e de arroz.
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5. A producdo de AFB1 em cereais
inoculados com Aspergillus flavus
depende do tipo de gréo.
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