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RESUMO

O Estado de Séo Paulo se destaca pela maior producdo de amendoim do Brasil, ocupando
92% da producdo nacional. A cultura do amendoim é suscetivel a contaminacdo por
aflatoxinas. Estes metabodlitos secundarios toxicos produzidos por fungos do género
Aspergillus, apresentam efeitos téxicos e carcinogénicos ao homem e animais. O
desenvolvimento de metodologias de triagem confidveis, rapido e simples como o ensaio
imunoenzimatico pode ser alcangado empregando anticorpo monoclonal (AcM). O objetivo
deste trabalho foi desenvolver, padronizar e validar imunoensaio enzimatico indireto
competitivo (ic-ELISA) para quantificacdo de aflatoxina B1 em amendoim. Amendoins da
regido Alta Paulista, estado de Sdo Paulo, foram avaliados, utilizando anticorpo monoclonal
(AcM) anti-aflatoxina B1 produzido in vitro por cultivo da linhagem de hibridoma AFA4.
Sessenta amostras de lotes de amendoim fornecidos por indlstria de processamento localizada
na regido de Marilia-SP (n = 42 amendoim ndo blancheado e n = 18 amendoim blancheado)
foram analisados quanto a umidade, atividade de 4gua e AFBi1. Cada lote representou cinco
toneladas de amendoim da cultivar IAC Runner 886, da safra 2014 / 15 e 2015 / 16. O plano
de amostragem foi realizado segundo estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA. A validacéo intra-laboratorial apresentou boa linearidade (R2=0,9993),
limite de deteccdo e quantificacdo de 1,13 ng/g e 3,59 ng/g, respectivamente, com taxas
médias de recuperacdo de AFB1de 104,4; 101,7 e 107,0% para as concentracdes de 4, 10 e 20
ng/g (CV de 4,9; 7,9 e 0,7%), respectivamente. O ic-ELISA mostrou boa preciséo, expressa
pela repetibilidade através da precisdo intracorrida (CV= 1,87%) e precisdo intermediéria,
através de precisdo intercorrida (CV=6,75%). O teor de umidade variou de 4,03 a 7,89%
(média de 6,09 % £ 0,18), sendo que nenhuma amostra ultrapassou o limite maximo
permitido (8,0%). A atividade de &gua apresentou a variacdo de 0,48 a 0,69. Os resultados
revelaram AFB1 em concentracdo variando de 1,13 a 29,2 ng/g. No entanto, apenas duas
amostras (3,3%) apresentaram niveis de contaminacdo acima de 20 ng/g, limite mé&ximo
estabelecido pela legislacdo Brasileira, sendo que 48,35% (n = 29) estavam abaixo do limite
de quantificacdo. Em relacdo a legislacdo da Comunidade Européia, 76% das amostras (n =
46) apresentaram niveis em conformidade com o limite maximo permitido para amendoim (8
ng/g) a ser submetido a triagem ou outro tratamento fisico antes do consumo humano, sendo
que destas, 35% (n = 21) estavam de acordo se for considerar amendoim processado pronto
para consumo humano (2 ng/g). Concluindo, este ic-ELISA desenvolvido pode consistir numa
ferramenta de uso facil para monitoramento rapido na cadeia produtiva de amendoim,
contribuindo para a reducdo de perigo através da deteccdo e segregacdo de lotes
contaminados.

Palavras-chave: Amendoim. Micotoxina. Aflatoxinas. Contamina¢do. Imunoensaio.
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ABSTRACT

The Séo Paulo State stands out for the greater production of peanuts in Brazil, occupying 92%
of the national production. Peanut cultivation is susceptible to aflatoxin contamination. These
toxic secondary metabolites produced by fungi of the genus Aspergillus, present toxic and
carcinogenic effects to human and animals. The development of reliable, rapid and simple
screening methodologies such as the enzyme-linked immunosorbent assay can be achieved
using monoclonal antibody (mADb). The objective of this work was to develop, standardize
and validate competitive indirect enzyme immunoassay (ic-ELISA) for the quantification of
aflatoxin Bi1 in peanuts. Peanuts from the Alta Paulista region, S&o Paulo State, were
evaluated using anti-aflatoxin B1 monoclonal antibody (MADb) produced in vitro by culture of
the hybridoma AF.4 strain. Sixty samples of peanut batches provided by processing industry
located in the Marilia-SP region (n = 42 non-blanched peanut and n = 18 blanched peanut)
were analyzed for moisture, water activity and AFB1. Each lot represented five tons of
peanuts from cultivar IAC Runner 886, from the 2014/15 and 2015/16 crops. The sampling
plan was carried out according to the National Sanitary Surveillance Agency (ANVISA).
Intra-laboratory validation showed good linearity (R2 = 0.9999), limit of detection and
quantification of 1.13 ng / g and 3.59 ng / g, respectively, with mean AFB1 recovery rates of
104.4; 101.7 and 107.0% for the concentrations of 4, 10 and 20 ng / g (CV of 4.9, 7.9 and
0.7%), respectively. The ic- ELISA showed good accuracy, expressed by the repeatability
through the intra-assay precision (CV = 1.87%) and intermediate accuracy, through inter-
assay precision (CV = 6.75%). The moisture content ranged from 4.03 to 7.89% (mean 6.09%
+ 0.18), and there was no sample exceeding the maximum permitted limit (8.0%). Water
activity varied from 0.48 to 0.69. The results revealed AFB: in concentration ranging from
1.13t0 29.2 ng / g. However, only two samples (3.3%) had contamination levels above 20 ng
/ g, the maximum limit established by Brazilian legislation, and 48.35% (n = 29) were below
the limit of quantification. In relation to European Community legislation, 76% of the
samples (n = 46) showed levels in accordance with the maximum limit allowed for peanuts (8
ng / g) to be subjected to screening or other physical treatment before human consumption. In
total of samples, 35% of them were readyto- eat peanut in according to European Community
(2 ng / g). In conclusion, this ic-ELISA developed may consist of an easy tool for rapid
monitoring in the peanut production chain, contributing to the reduction of danger through the
detection and segregation of contaminated lots.

Key words: Peanut. Mycotoxin. Aflatoxins. Contamination. Immunoassay.
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1. INTRODUCAO

O amendoim (Arachis hypogaea L.) € a quinta oleaginosa mais cultivada no
mundo, com producéo de 40,31 milhdes de toneladas em 2015/2016 e projecéo aproximada de
41,79 milhdes para 2016/2017, tendo em principais produtores a China, india, Nigéria e Estados
Unidos.

O Brasil com 406,1 mil toneladas na safra 2015/2016 é o terceiro maior produtor
no continente americano atras dos Estados Unidos e Argentina, sendo 385,1 mil toneladas
(94,8%) produzidas apenas na regido Sudeste. O Estado de S&o Paulo produz 93% (377,5 mil
toneladas) em uma area de 110,2 mil hectares, com destaque a regido da Alta Paulista - Oeste
do Estado entre os municipios de Marilia e Tupd, responsavel também pelo beneficiamento e
processamento industrial.

Aflatoxina constitui o primeiro grupo de micotoxinas, cujo impacto
internacional dréstico despertou importancia de toxina natural de origem fngica na toxicologia
alimentar; com relevancia apontada a cultura de amendoim, também compromete a qualidade
e deprecia o valor comercial do produto. Este metabolito secundéario produzido por Aspergillus
section Flavi, representado principalmente A. flavus, A. parasiticus e A. nominus apresenta agcdo
imunossupressora, mutagénica, genotdxica, sendo classificada no grupo | - altamente
carcinogénicas para humano pela International Agency for Research on Cancer — IARC.

Considerando o problema de aflatoxina a satde publica, o controle através de
monitoramento na pds-colheita, armazenagem e processamento de amendoim é de extrema
importancia. O ensaio imunoenzimatico (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - ELISA)
destaca-se entre os métodos réapidos, sendo de uso facil, capaz de detectar contaminagdo ao
nivel de nanograma, essencial para evitar matéria-prima contaminada no sistema de
processamento alimentar.

O principio de ELISA competitivo indireto (ic-ELISA) baseia-se na competicao
entre micotoxina presente na amostra com a toxina imobilizada na microplaca, perante 0 mesmo
sitio especifico do anticorpo (Ac). A concentracdo de toxina na amostra é indiretamente
quantificada pela reacdo procedente de Ac especifico anti-micotoxina absorvido a superficie
sensibilizada, que atua como sitio de ligacdo ao anti-lIgG (Anticorpo secundario) marcado com
enzima, responsavel pela reacédo colorimétrica.

O trabalho tem como objetivo desenvolver, padronizar, validar e implementar

ic-ELISA para avaliar a ocorréncia de aflatoxinas em lotes de amendoim provenientes de alguns
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municipios do estado de S&o Paulo, regido da Alta Paulista, empregando anticorpo monoclonal
antiaaflatoxina produzido em laboratério.

O presente trabalho justifica-se como inovacdo tecnoldgica com
desenvolvimento de bioferramenta nacional, a fim de minimizar a dependéncia de importacao
de kits, do uso de solventes toxicos, do tempo de analise, e consequentemente, o custo de analise

de alimentos e matérias-primas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Amendoim: Origem e difusdo da planta

O amendoim (Arachis hypogaea L.) € originario da Regido sul da Bolivia e do
norte da Argentina, e acredita-se que praticamente todas as espécies do género Arachis
(aproximadamente 69) sejam provenientes da América do Sul, hd 5000 anos (KRISHNA, 2013;
MARTINS, 2015).

A difusdo do cultivo do amendoim nas regifes da América Latina, América
Central e México, iniciada pelos indigenas, seguiu para a Europa no século XVIII; difundiu-se
do Brasil para a Africa e do Peru para as Filipinas, China, Japdo e india. Hoje a planta é
amplamente distribuida e adaptou-se em diversos paises (GILLIER; SILVESTRE, 1970;
FAGUNDES, 2002; UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2015).

2.1.1. Caracteristicas botanica

Pertencente a familia Fabaceae, 0 amendoim é uma planta dicotiledénea com
processo peculiar de frutificacdo e geotropismo positivo, embora as flores sejam aéreas (Figura
1 A). Apos a fecundacéo o gindforo, uma estrutura alongada e pontiaguda projeta e penetra no
solo (Figura 1 B), cujo espessamento da extremidade resulta no desenvolvimento de fruto no
subsolo (Figura 1 C) (CAMARA, 1998; NOGUEIRA, TAVORA; 2013; MARTINS, 2015).

Figura 1. Fertilizacdo da flor e desenvolvimento do fruto do amendoim.

Fonte: Extraido e adaptado de Boote, 1982.
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A parte aérea de amendoim é composta por ramificacdes, folhas e flores, com
florescimento em 30 a 45 dias pds-plantio, atingindo 0 maximo em 6 a 7 semanas, para posterior
decrescimento regular, mas pode florescer até préximo ao final do ciclo (ZORZETE, 2010).

As flores pequenas e amarelas agrupam em numero variavel ao longo do ramo
principal ou ramos secundérios (Figura 2 A); ao penetrar no solo, originam raiz aprumada
repleta de vagens. As folhas trifoliadas formam abundante indumento na parte aérea (Figura 2
B) podendo atingir entre 30 - 50 cm de altura nas cultivares de porte ereto (Figura 2 C)
(CAMARA, 1998).

Figura 2. Caracteristicas da planta de amendoim.

Fonte: Acervo pessoal do autor.

2.1.2. Caracteristicas Nutricionais

O amendoim é um alimento de alto valor energético (596 kcal/100 g), composto
por aproximadamente 25-30% de proteina, 20% de carboidratos, 5% de fibras, cinzas e 50% de
6leo, sendo 90% de &cidos palmitico (16:0), oleico (18:1) e linoleico (18:2) (KNAUFT,
WYNNE, 1995; FREIRE et al., 2009).

A semente é uma fonte de vitaminas -niacina (B3), acido folico (B9), tiamina
(B1), riboflavina (B2), vitamina E e de, minerais - magnésio, fésforo, além de antioxidantes,
fendlicos e outros fitoquimicos capazes de prevenir doencas cardiovasculares, controle de
colesterol e triglicérides (HIGGS, 2003; FREIRE et al., 2009; SHEM-TQV et al., 2012; LIU,
2016).



18

2.2. Importéncia econdémica

O amendoim é a quinta maior cultura oleaginosa cultivada em diversas regides
de clima tropical e temperada do mundo, estando atras apenas da soja, algoddo, colza e girassol.
A producéo anual aproximada de 40,31 milhdes de toneladas tem como principais produtores
a China, seguida de india e Estados Unidos (UNITED STATES DEPARTMENT OF
AGRICULTURE, 2016).

A producao mundial estimada em 2016/17 € de 41,79 milhdes de toneladas, com
17,0 e 5,5 milhdes pela China e a india, respectivamente. Os Estados Unidos (2,83 milhdes
ton.) se destaca no continente americano, seguido da Argentina (1,16 milhdes ton.) e Brasil
(430,0 mil ton.) (UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2016).

Argentina, Estados Unidos, Suddo, Senegal e Brasil respondem por 71% da
exportacdo mundial de amendoim. india, Vietnd e paises africanos participam no mercado
internacional dependendo da qualidade de cultura e procura no mercado, enquanto Unido
Europeia, Canada e Japao correspondem a 78% de importacdo (CAMARA ARGENTINA DEL
MANI, 2013).

O amendoim é mundialmente importante seja pela propriedade organoléptica ou
nutricional. A maior parte é convertida em produtos de valor agregado a exemplo de manteiga,
confeitos e snacks (PERREN, ESCHER, 2013; UNITED STATES DEPARTMENT OF
AGRICULTURE, 2015; SHI et al, 2017).

2.2.1. Producdo Brasileira de Amendoim

A producgdo nacional de amendoim vem aumentando na Ultima década, com
406,1 mil ton na safra 2015/2016 (Figura 3), sendo 99% (405,5 mil ton) produzida na Regido
Sudeste, tendo o Estado de S&o Paulo como maior produtor com 93% da produgéo nacional
(377,5 mil ton), cultivado numa area aproximada de 110,3 mil hectares (CONAB, 2016).

Aproximadamente 80% do amendoim produzido no Estado de S&o Paulo
destina-se a exportacdo, principalmente para Unido Europeia como Holanda, Reino Unido,
Russia, assim como Africa e Argélia (CONAB, 2015).
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Figura 3. Producéo de amendoim no Brasil nas safras de 2005/06 a 2016/17.
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Fonte: Conab — Séries histéricas (CONAB, 2016).

Outros produtores sdo os Estados de Tocantins, Minas Gerais, Rio Grande do
Sul e Parana com 1,2; 7,6; 11,6 e 4,8 mil ton na safra 2015/2016, respectivamente. A producao
de amendoim no Nordeste ocupa uma area de 3,4 mil hectares, com melhor produtividade em
Sergipe (1.393 kg/hectare) (CONAB, 2016).

2.2.2. Producéo no Estado de S&o Paulo

As principais regides produtoras de amendoim séo: Alta Mogiana, localizada no
Norte do Estado de Sao Paulo, em municipios proximos a Ribeirdo Preto e, a regido Oeste em
Alta Paulista, nas proximidades dos municipios de Herculandia, lacri, Tupd e Marilia, com
destaque ao ultimo pela instalacéo de diversas industrias de processamento (SANCHES, 2003;
MARTINS e PEREZ, 2006; IEA, 2012).

Sendo cultura de clima tropical, o amendoim pode ser cultivado em todo o Brasil,
permitindo duas safras anuais. A primeira safra, conhecida como safra de primavera/verao, é
responsavel por volume anual superior a 80%; o periodo de plantio ideal situa-se entre setembro
a outubro e colheita em janeiro a fevereiro, correspondente a época de chuva — anteriormente
denominado de “safra das aguas” (FREITAS et al., 2005; AGUIAR et al., 2014).

A segunda safra inicia-se entre fevereiro a marco; € menos produtiva pela

auséncia de chuva na colheita (junho e julho) e, anteriormente denominada de “safra da seca”,
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é indicada para cultivares precoces devido a estiagem no final do ciclo (FREITAS et al., 2005;
LOURENZANI, 2006).

2.2.3. Variedades de amendoim cultivadas no Estado de Sdo Paulo

A classificacdo das variedades de amendoim baseia-se em caracteristica
hereditéria e fenotipica como porte da planta, duracdo de ciclo vegetativo, tamanho de frutos,
nimero de sementes e tipo de ramificacdo quanto a disposicdo de gemas reprodutivas e
vegetativas (GILLIER; SILVESTRE, 1970).

Arachis hypogaea apresenta duas subespécies: A. hypogaea subsp. hypogaea e A.
hypogaea subsp. fastigiata. Este ultimo apresenta porte ereto com ciclo curto, florescimento no
eixo central (Figura 4 A) e, inclui os tipos Valéncia e Spanish. Trata-se de cultivar com ciclo
entre 100 e 120 dias, adequado a safra de verdo e safrinha, destinada a produtores sem
mecanizacdo (FREITAS et al., 2005).

Fonte: GODOQY et al., 2003.

A. hypogaea subsp. hypogaea apresenta porte rasteiro com ciclo tardio, sem flores
no eixo central (Figura 4 B) e, inclui os tipos Runners e Virginia (SANTOS, 2009). A vantagem
consiste na colheita totalmente mecanizada e, sendo de ciclo longo, evita periodo chuvoso
durante a colheita (GODOQY, 2009). As cultivares predominantes na regido sudeste sdo
desenvolvidas pelo Instituto Agrondmico de Campinas, com destaque a cultivar de porte ereto
IAC Tatu e, as de porte rasteiro Runners como, Runner IAC 886, IAC 503 e IAC 505
(SANTOS, GODOY, FAVERO, 2005).

Os tipos principais de amendoim do Estado de S&o Paulo séo as variedade Tatu
ST, Tatu Vermelho, Caiapé e Runner IAC 886. A cultivar Runner IAC 886 apresenta alta
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produtividade, crescimento rasteiro e ciclo de 130 dias na condig¢do paulista, mas exige solo
fértil e controle de doenga, sendo recomendada para cultivo com alto nivel tecnolégico. As
vagens contém duas sementes com rendimento entre 70 e 80% no descascamento e massa entre
0,5 e 0,7 g/grao, pelicula rosada e alto teor de 6leo (SANTOS, GODOY, FAVERO, 2005)

Os amendoins Runners adaptam a mecaniza¢do, sendo os preferidos pelo
mercado importador; com produtividade média de 4000 kg/ha, corresponde a 30% superior a
cultivares de porte ereto. A desvantagem é ciclo tardio entre 130 e 145 dias (FREITAS et al.,
2005; SUASSUNA et al., 2006; PIGHINELLI, 2007). A cultivar Runner é a mais importante
do Estado de S&o Paulo, que ganhou aceitacdo no mercado internacional porque é semelhante
a cultivares de outras espécies de paises como os Estados Unidos e a China (USDA, 2012;
ZORZETE et al.,, 2013). A Tabela 1 apresenta caracteristicas de determinadas cultivares

produzidas na regido sudeste do Brasil e no Estado de Sdo Paulo.

Tabela 1. Caracteristicas de algumas cultivares de amendoim produzidas no Brasil.

Cultivares

Caracteristicas &uc?ggg IAC Caiap6 IAC 22 Tatu ST
Porte Rasteiro Rasteiro Ereto Ereto
Ciclo Tardio Curto Curto Curto
Cor da Semente Rosada Rosada Rosada Vermelha
Potencial Produtivo 6500 kg/ha 6500 kg/ha 5.000 kg/ha 4500 Kg/ha
Produtividade média 5525 kg/ha 3000 kg/ha 3383 kg/ha 2000 kg/ha
Mercado preferencial Externo Externo Interno Interno

Fonte: INSTITUTO AGRONOMICO DE CAMPINAS, 2006.

2.2.4. Consumo per capta de amendoim

De acordo com dados da Associacdo Brasileira das Industrias de Amendoim,
Chocolate, Balas e derivados (ABICAB), o consumo per capta brasileiro de amendoim é de
aproximadamente 0,8 kg/habitante em média, sendo o0 consumo maior nas regides produtoras,
tal como na regido Sudeste (1,08 kg/hab) e menor nas regides Centro-Oeste (0,72 kg/hab),e
Nordeste (0,4 kg/hab) e Sul (0,49 kg/hab) (ABICAB, 2015). Este consumo é relativamente
baixo quando comparado a paises como Nigéria (16,8 kg/hab), China (12,1 kg/h), Estados
Unidos (6,94 kg/hab), india (3,35 kg/hab), Canada (2,48 kg/hab), Alemanha (1,50 kg/hab), ),
Argentina (1,4 kg/hab) e Reino Unido (1,07 kg/hab) (INC, 2016).
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2.3. Processo de beneficiamento do amendoim

A colheita de amendoim inicia-se com 70% de vagens atingindo maturacao
fisioldgica completa, sendo o periodo variado conforme cultivar. Em cultivares de porte ereto,
0 periodo para que 70% atinja a maturidade varia de 85 e 90 dias pds-plantio, enquanto em
cultivares de porte rasteiro ocorre apds 120 e 150 dias (SOFIATTI et al., 2009). O ponto de
colheita é sempre um desafio aos produtores, ja que uma mesma planta apresenta vagens em
diferentes estagios de maturacdo. O periodo de colheita ideal é baseado no ciclo e através do
monitoramento da cor de endoderma (superficie da casca abaixo da epiderme) (AGUIAR et al.,
2014).

Maior nimero de vagens imaturas na colheita afeta a qualidade do produto no
armazenamento, enquanto o atraso causa a perda de vagens por desprendimento no solo, maior
susceptibilidade ao ataque fingico, pragas e ocorréncia de grdos germinados (FAO, 2010;
MARTINS, 2015). A fase final de maturacdo se demonstra pela vagem com textura fina e face
interna com manchas marrom e a pelicula de grdo com coloragédo firme (BOLONHEZI, 2005;
PIGHINELLI, 2007; AGUIAR et al., 2014).

A retirada de planta (arranquio) pode ser manual ou mecanica para remover o
excesso de terra da vagem pos-arranquio com chacoalhamento e, as plantas colocadas
enfileiradas com a parte vegetal para baixo e as vagens para cima para 0 processo de cura, i.e.,
término de maturacdo (CAMARA, 2014). A umidade inicial aproximada de 45% nos graos se
reduz até atingir 16 a 10% no campo, sendo esta uma pré-secagem natural de 2 a 6 dias
conforme as condicdes de insolagio, temperatura, ventilaco e, sem chuva (CAMARA, 2014;
MARTINS, 2015). A seguir prossegue-se o despencamento (bate¢éo), tendo o cuidado em
retirar a quantidade maxima de vagens perfeitas, evitar dano mecanico e remover terra, resto de
planta e outros materiais. Em processo de secagem artificial, o despencamento pode ocorrer
com umidade do grao inferior a 20%; caso contrario, a etapa deve ser realizada ao atingir 8%
de umidade (BRASIL, 2008).

Apds o recolhimento de amendoim despencado, a pré-limpeza através de
vibracdo, peneiramento e ventilacdo antecede a etapa de secagem para remover o solo, pedras,
gravetos, e restos de cultura (CAMARA, 2014). A secagem pode ser natural ou artificial, sendo
que a secagem natural ocorre no campo até a atingir 8% de umidade, enquanto secagem
artificial procede em secador do tipo conjunto de carretas ou silo estatico a aproximadamente
35 °C e umidade relativa de 45% (BRASIL, 2008; SOFIATTI, QUEIROGA; 2009).
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O amendoim seco é debulhado e, os gréos classificados por tamanho em peneiras
de crivos circulares e mesas densimétricas, procedendo selegdo eletrénica seguida de selecdo
manual e, acondicionado em saca (CAMARA, 2014).

Dependendo da finalidade, os grdos podem passar pelo processo de
blancheamento para remover a pelicula. O amendoim é colocado em esteira que se move
lentamente por fornos divididos em zonas de aquecimento com aumento gradual de
temperatura, para provocar a expansao do grdo. O fluxo de ar no forno flui alternadamente de
cima para baixo. O amendoim é resfriado na Gltima zona para contracdo do gréo e, a pelicula
solta é retirada por abrasdo (lixamento). O blancheamento altera a umidade e atividade
enziméatica de grdos, fatores importantes na qualidade de amendoim (ADELSBERG,
SANDERS, 1997; SANDERS et al.,1999; SCHIRACK et al.,2006; MARTINS, 2015).

2.4. Micotoxinas

O termo micotoxina é proveniente do grego ‘mykes’ que significa fungo e do
Latim ‘zoxicum’ que significa veneno. As pesquisas de micotoxinas iniciaram na década de
sessenta devido a perda de 400.000 perus na Inglaterra. A sindrome epidemioldgica
denominada de “Turkey X Disease” decorreu da ingestdo de racdo contaminada por toxina,
sendo o alimento preparado com farelo de amendoim importado da Africa e Brasil (STEVENS
et al.,, 1960; ASPLIN, CARNAGHAN, 1961; SPENSLEY, 1963; BLOUNT, 1961,
BULLERMAN, 1979).

A exposic¢do humana as micotoxinas pelo consumo de alimentos é uma questéo
de salde publica mundial, sendo a contaminacgédo dependente de crescimento flngico seja no
campo, poés-colheita, transporte, processamento e ou armazenamento (SABINO, 1996). As
micotoxinas produzidas em condigdes especificas persistem no armazenamento, assim como
resistem ao processamento, constituindo em perigo natural de maior frequéncia na cadeia
produtiva de alimentos (ANKLAM et al., 2002; TAVCARKALCHER, et al., 2007;
MUSCARELLA et al., 2007; GORYACHEVA et al., 2007).

O crescimento de fungos toxigénicos pode estar diretamente relacionado a

producdo de micotoxinas; a producdo de micotoxinas ndo ocorre sem 0 crescimento, mas a
presenca do fungo produtor ndo indica necessariamente a presenca de micotoxina
(GONCALEZ; PINTO; FELICIO, 2001). A crescente preocupacdo dos paises importadores
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perante micotoxinas resultou na elaboracdo de legislagdes cada vez mais rigidas, no que
concerne aos niveis maximos permitidos (CAST, 2003; FREIRE et al., 2007).

2.5. Aflatoxinas

As aflatoxinas (AFs) pertencem ao grupo de micotoxinas resultantes do
metabolismo secundario produzido principalmente por Aspergillus flavus, A. parasiticus e A.
nomius; destaca-se ndo somente pela maior toxicidade, mas também pelo perigo de producéo
desde o estagio de campo ao armazenamento (CARLSON et al., 2000; JAIMEZ et al., 2000;
CHIAVARO et al., 2001; CHO et al., 2008; DORNER, 2008; LI et al., 2009). A producdo de
aflatoxinas é afetada pela condicdo ambiental, com énfase a temperatura (25-30 °C) e alta
umidade, associada a injdria causada por inseto e/ou mecanica (CARLSON et al., 2000.;
JAIMEZ et al., 2000.; CHIAVARO et al., 2001.; CHO et al., 2008.; DORNER, 2008).

2.5.1. Fungos produtores de aflatoxina: Aspergillus section Flavi

Pier Anténio Micheli (Micheli, 1729) descreveu o género Aspergillus em 1729,
cuja similaridade da estrutura morfoldgica ao instrumento para aspergir &gua benta pelo clero,
originou 0 nome ao fungo. Aspergillus section Flavi apresentam conidios verde amarelado ao
marrom escuro, sendo capazes de produzir esclerécio (VARGA et al., 2011). Os principais
produtores de aflatoxinas sao Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius, embora outras
espécies menos comum sejam capazes: A. arachidicola, A. bombycis, A. minisclerotigenes, A.
parvisclerotigenes, A. pseudocaelatus, A. pseudonomius, A. pseudotamarii, A. togoensis, A.
mottae, A. sergii, A. transmontanensis e A. novoparasiticus (PILDAIN et al., 2008;
GONCALVES et al., 2012; SOARES et al., 2012; MASSI et al., 2014).

Aspergillus flavus caracteriza-se pelo crescimento rapido, colbnias verde-
amareladas de 65-70 mm de diametro apos 7 dias de cultivo a 25 °C, contaminando
praticamente todos os alimentos em paises tropicais, produzem apenas aflatoxinas B1 e B,
sendo que 40% de suas cepas sdo aflatoxigénicas (FRISVAD et al., 2007). O crescimento
ocorre em atividade de &gua minima de 0,78 e, temperatura 6tima na faixa de 33 °C (minima de
10-12 °C; maxima de 43-48 °C), sob variacdo da faixa de pH entre 3,4-10,0 (PITT &
HOCKING, 2009).
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A. parasiticus ndo ocorre em extensa variedade de alimentos por ser
geograficamente restrito se comparado a A. flavus, mas destaca-se pela contaminagdo em
amendoim (HORN et al., 1994). A maioria das cepas de A.parasiticus produzem aflatoxina By,
B2, G1 e G2, podendo crescer entre 12-42 °C (6tima em 32 °C), Aw minima de 0,82 a 25 °C, 0,81
a30°C e 0,8 a 37 °C, faixa de pH de 2,4-10,0 e, apresentam baixa resisténcia ao tratamento
térmico (FRISVAD et al., 2007; PITT & HOCKING, 2009).

2.5.2. Caracteristicas fisico-quimicas e de toxicidade

As aflatoxinas séo bisfurano-cumarinas derivadas de decacetideo sintetizada
pela via de policetideos e, constituem um grupo contendo mais de 20 anélogos, sendo 0s
principais denominados de By, B2, G1 e G2 (Figura 5) (HUSSEIN; BRASEL, 2001). Aflatoxina
M1 e M; derivam da metabolizacéo e biotransformacéo de aflatoxina B1 e B>, respectivamente
e, excretadas principalmente no leite e urina de animais e seres humanos expostos a ingestéo de
alimento  contaminado (COUNCIL FOR AGRICULTURAL SCIENCE AND
TECHNOLOGY, 2003).

Figura 5. Estruturas quimicas das principais aflatoxinas.
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Fonte: MOSS, 2002 modificado.
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As bisfurano-cumarinas da série G diferem quimicamente da série B pela
presenca do anel 3-lactona, ao invés do anel ciclopentanona. Uma dupla ligag&o entre carbono
8 e 9 ocorre como vinil éter no terminal de anel furano em B1 e G1, mas ndo em B2 e G». Essa
pequena diferenca estrutural afeta drasticamente a atividade, aumentando a carcinogenicidade
e toxidez de aflatoxina B1 e G1 em relacdo aos respectivos analogos B2 e G2 (JAIMEZ et al.,
2000).

A conjugacao e rigidez estrutural de aflatoxina conferem caracteristica natural
de fluorescéncia, sendo que as denominacbes B e G decorrem de emissdo em azul (blue,
emissdo cerca de 440 nm) e verde (green, a 460 nm), respectivamente, sob exposicéo a luz
ultravioleta (360-365 nm). As pequenas variacGes estruturais tém influéncia dréstica na
propriedade fluorescente, permitindo a distingdo visual das aflatoxinas, por exemplo, 0s
analogos G2 e B> fluorescem com maior intensidade do que homologos insaturados B1 e G1
(JAIMEZ et al., 2000; MARAGOS et al., 2008).

Estas moléculas de baixa massa molecular, incolores e inodoras, ndo alteram o
sabor do alimento e, sdo extremamente estaveis em altas temperaturas, com ponto de fuséo,
superando 200 °C. Embora apresentem baixa solubilidade em agua, sdo sollveis em solventes
organicos como cloroférmio, benzeno, metanol e etanol (WHO, 1979; BIHEL; BUCK, 1987).

A Tabela 2 descreve algumas caracteristicas fisico-quimicas das principais

aflatoxinas.

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas das principais aflatoxinas.

Emissao de fluorescéncia

Aflatoxinas Formula Massa TempeNratura de comprimento de onda (nm) e
Molecular Molecular Fuséo (°C) cor*
B. C17H1206 312 269 425 — azul
B> C17H1406 314 286-289 425 — azul
G Ci17H1,07 328 244-246 450 — verde
G2 C17H1407 330 237-240 450 — verde

* sob luz ultravioleta
Fonte: OPAS (1983).

A aflatoxina B1 € a mais toxica do grupo e classificada no Grupo 1 - carcindgeno
ao homem pela International Agency for Research on Cancer (IARC, 2002). A toxicidade
manifesta-se pela mutagenicidade, carcinogenicidade e teratogenicidade, dependendo da dose

e tempo de exposicdo. Efeitos agudos causam danos estruturais e funcionais no figado devido
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a necrose celular, hemorragia, lesGes, fibrose e cirrose. Além disso, desencadeiam
imunossupressdo, infeccdo no trato respiratorio inferior, hemorragia gastrointestinal,
indisposicao e febre. Exposicao crénica pode resultar em cancer hepatico, bem como carcinoma
em rins, pulmao, colon e sistema nervoso (COULOMBE, 1993; CARLSON et al., 2000;
JAIMEZ et al., 2000; CHIAVARO et al., 2001; EDINBORO & KARNES, 2005; BINDER et
al., 2007; ROMERO, 2007).

2.5.3. Biotranformacéo de Aflatoxina B:1

A caracteristica lipofilica facilita a absor¢do de aflatoxina inclusive pela
epiderme. A toxina ingerida é distribuida pela circulacdo sanguinea, concentrando-se no figado
devido a alta permeabilidade membranar do hepatdcito e, em menor quantidade no rim
(EATON, GROOPMAN, 1994).

A biotransformac&o de aflatoxina B; tem sido amplamente estudada devido a
estreita relacdo entre mecanismo de toxidez, seja para ativacdo resultando em aductos tdxicos
e carcinogénicos, como na inativacdo e eliminacdo (WU et al., 2009), considerando que a
aflatoxina B1 € um pro-carcinogénico, portanto requer ativagdo metabdlica para manifestar
efeito toxico (OLIVEIRA; GERMANO, 1997; OGIDO, 2003).

A biotranformacdo da aflatoxina B1 é mediada principalmente pelo citocromo
P450 microssomal intra e extra-hepatica, embora haja outras conversdes. Aflatoxina é
metabolizada por hidroxilacdo — formacdo de AFM1 e AFQ1, ou epoxidacdo — AFB1-8,9 exo-
epoxido (Figura 6).

A detoxicacdo hepatica consiste na formacdo de metabolitos hidroxilados como
aflatoxina M1, Q1, P1, B2a, com potencial mutagénico inferior a B1; em contraste, a ativacdo de
aflatoxina B1 gera aflatoxina B1-8,9-epdxido altamente instavel e reativo (EATON et al., 1994).

A biotransformagéo de AFB1em AFP1, AFQ: ou AFM: permite conjugacéo com
acido glicuronico e, subsequente excre¢do. A o-demetilacdo produz AFP1, consideravelmente
menos toxica do que AFB1, mas a epoxidacao pode reconverté-la em composto reativo. AFB2a
origina-se da hidratacdo de dupla ligacdo do anel furano terminal de AFB: (EATON et al.,
1994). O aflatoxicol (AFL) atua como reservatorio, ocorrendo reconver¢cdo em AFB:
(COULOMBE, 1993; ORSI et al., 2007).



Figura 6. Principais reacdes e produtos da biotransformacdo da AFB1.
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A atividade carcinogénica e mutagénica de aflatoxina Bi decorre de alta

afinidade nucleofilica e reatividade de AFB1-8,9-epoxido a qualquer componente celular com

énfase ao DNA, especificamente o ataque nucleofilico ao &tomo N7 de guanina (GROOPMAN
et al., 1984; COULOMBE, 1993). As pesquisas indicam que aflatoxina B seja indutora de
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mutacdo no codon 249 em gene p53 supressor de tumor e ocorre nas maioria dos
hepatocarcinomas (LEE et al., 2004).

A inativacdo enzimética de aflatoxina B1-8,9-epoxido por glutationa (GSH)
consiste em importante via de detoxicacdo em varias espécies animais, sendo que via de
conjugacgdo com sulfato e &cido glicurénico também participam no processo, sendo excretado
através de urina (COULOMBE, 1993).

A aflatoxina My resultante da hidroxilacdo da aflatoxina B; em figado animal
corresponde a aproximadamente 1 a 3 % de aflatoxina B; ingerida; conhecida como “toxina do
leite” por ser a principal via de excrecao, a deteccdo da AFM1 no leite pode ocorrer de 12 a 24
horas ap0s aprimeira ingestdo de AFB; (ARAUJO, 1990; WEIGEL, 2007). Aflatoxina M é
menos carcinogénica e mutagénica que Bi, mas com a toxicidade aguda similar a outras
aflatoxinas.

Embora a susceptibilidade humana a aflatoxinas ndo esteja totalmente
esclarecida, a alta incidéncia de carcinoma hepatocelular no sul da Africa, sudeste da Asia,
Coreia do Sul, Taiwan e China tem sido relacionado a dieta com elevado teor de aflatoxinas,
combinada a infeccdo por virus da hepatite B (SYLLA et al, 1999; ANKLAM et al., 2002; LEE
et al., 2004; POLYCHRONAKI, et al., 2008). Entre patogéneses associando ingestdo de
alimento contaminado com aflatoxinas citam-se a “cirrose infantil indiana”, parcialmente
decorrente de intoxicacao por aflatoxinas e “Sindrome de Reye”, resultando em encefalopatia e

degeneracdo lipidica de visceras em crianca (JAIMEZ et al., 2000).

2.5.4. Ocorréncia de aflatoxinas em amendoim e derivados

A caracteristica de um fruto subterrdneo expde as vagens de amendoim em
contato direto com o solo e consequentemente a contaminacdo por fungos aflatoxigénicos,
considerando que o solo seja reservatério primario de A. flavus e A. parasiticus (HORN, PITT;
1997; HORN, MOORE, CARBONE, 2009; ZORZETE, 2013).

As condicdes meteoroldgicas durante o periodo de enchimento dos gréaos podem
afetar significativamente tanto o rendimento da cultura como a qualidade do amendoim, devido
a contaminac&o por aflatoxinas. Em condigdes de chuva ou irrigacdo adequada, a contaminacao
pela toxina normalmente ndo ocorre. No entanto, nas principais areas de cultivo da cultura de
amendoim pelo mundo, as condic¢des de producéo ndo séo ideais (PITT, TANIWAKI, COLE;
2013; TORRES, et al., 2014).
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Embora se saiba que muitos fatores influenciam a producdo de aflatoxinas no
campo, o estresse hidrico durante o crescimento da planta é o mais importante. Em geral, o
déficit prolongado de umidade durante o periodo de enchimento dos graos aliado a temperaturas
elevadas do solo (>22 °C) aumentam a producdo de aflatoxinas (COLE et al., 1982; DORNER,
BLANKENSHIP, 1989; NAGESWARA et al., 2002; HORN, 2005).

O estresse hidrico também pode influenciar a producéo de aflatoxinas, pois o
mesmo age reduzindo as defesas naturais da planta contra a infeccao; por reduzir a atividade da
agua no solo, o que reduz o crescimento e atividade de bactérias, amebas e fungos concorrentes,
promovendo o crescimento de A. flavus e A. parasiticus, que sdo xerofilicos (PITT et al., 2013).

Cole et al. (1985), sugeriram que mesmo apos o grao ser infectado por fungos
A. flavus e A. parasiticus, a producdo de aflatoxinas ndo ocorre no grao até que 0s mecanismos
de defesa natural da planta sejam rompidos em consequéncia do estresse ambiental (déficit
hidrico e temperatura elevada), e que a manutencdo da alta atividade de agua do grdo até o
momento da colheita preserva o mecanismo de defesa natural do amendoim contra fungos
aflatoxigénicos, devido a producéo de fitoalexinas.

A cultura pode ser contaminada com aflatoxinas ainda no campo, no estagio de
pré-colheita, geralmente associada ao estresse hidrico e ataque de insetos. O amendoim em
desenvolvimento pode ser infectado por diferentes vias, incluindo sistemicamente através das
flores, mas a infeccdo principal e direta ocorre a partir do solo ao redor das vagens (PITT et al.,
2003; ZORZETE, 2010; TORRES, et al., 2014).

As recomendacdes visando reducdo de aflatoxinas em amendoim e derivados
podem ser divididas na adocdo de duas técnicas: (i) Boas Praticas Agricolas (BPA) e Boas
Préticas de Fabricacdo (BPF); (ii) aliado a um sistema de gestdo de complementar baseada em
Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) (KABAK, DOBSON, VAR; 2006).
Estudos tem demonstrado a ocorréncia de aflatoxinas em amendoim e derivados, demonstrando
a constante necessidade de monitoramento dos niveis destes contaminantes em alimentos
(SABINO et al., 2000; GLORIA et al., 2006; CALDAS et al., 2002; JAGER et al., 2013).

2.5.5. Legislacédo Brasileira

Agéncias governamentais, principalmente de paises importadores, tém
estabelecido rigoroso programa regulamentar perante limite de tolerancia de aflatoxina baseado

em Codex Alimentarius, sendo que o nivel varia conforme pais importador ou exportador,
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blocos comerciais, bem como matriz alimentar ou ragédo animal (AKIYAMA et al., 2001,
ANKLAM et al., 2002; XIULAN et al., 2006; VAN EGMOND et al., 2007).

A regulamentacdo do nivel maximo de aflatoxina permitido no Brasil ocorreu
através da Resolucdo n° 34 pela Comissdo Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos
(CNNPA), estabelecendo o limite em 30 pg.kg?, calculada pela soma de AFB; e AFG; e,
publicada no Diério Oficial da Unido em 19/01/1977 (SILVA, 2010). Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério da Saude - Brasil revogou a Resolucdo n° 34 de
1976 através da Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n°274 de 15/10/2002 e, regulamentou
o limite méximo de aflatoxina total (B1+B2+G1+G2) em 20 pg/kg para milho, amendoim e
derivados (BRASIL, 2002). A mesma resolucdo estabeleceu o limite maximo de 0,5 pg/L para

aflatoxina M1 em leite fluido e 5,0 pg/L para leite em po (Tabela 3).

Tabela 3. Limite maximo de aflatoxina no leite, milho e amendoim.

Alimento Aflatoxinas Limite
Leite fluido ou Leite em p6 M 0,5 pg/L e 5,0 pg/kg
Milho em grédo
(inteiro, partido, amassado, moido):; Bi+ B2+ Git G2 20,0 ug/kg
farinhas ou sémolas de milho
Amendoim
(com casca, descascado, cru ou tostado); Bi+ B2+ Git G2 20,0 ugrkg

Pasta ou manteiga de amendoim
Fonte: RDC n°274 de 15/10/2002 (ANVISA, 2002).

A RDC n°7 de 18/03/ 2011 (BRASIL, 2011), revogou a RDC n°274 e incluiu
outras categorias de alimento anteriormente ndo regulamentadas no monitoramento de
aflatoxina (Tabela 4). A Resolugéo n°® 7 manteve o mesmo Limite M&ximo Tolerado (LMT) de
aflatoxina total para amendoim e derivados em 20 pg/kg. A referida legislacéo, além de incluir
novas categorias de alimento para 0 monitoramento de aflatoxina, estabeleceu limite maximo
toleravel para outras micotoxinas - ocratoxina A (OTA), desoxinivalenol (DON), fumonisinas
(FUM), patulina (PAT) e zearalenona (ZEA) ( ANVISA, 2011).



Tabela 4. Limite maximo de aflatoxina em outros alimentos.
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Micotoxinas Alimento L'm'ti
()
Aflatoxina M1 Leite fluido / Leite em p6 / Queijos 05/5/25
Cereais e produtos de cereais, exceto milho e derivados 5
Feijao 5
Castanhas exceto Castanha-do-Brasil, incluindo nozes, 10
pistachios, avelds e améndoas
Frutas desidratadas e secas 10
Castanha-do-Brasil com casca para consumo direto 20
Castanha-do-Brasil sem casca para consumo direto 10
Castanha-do-Brasil sem casca para processamento 15
posterior
Alimentos a base de cereais para alimentacdo infantil 1
(lactentes e criancas de primeira infancia)
Férmulas infantis para lactentes e formulas infantis de 1
Aflatoxinas seguimento para lactentes e criangas de primeira infancia;

(B1+B,+G;1+G2)  Améndoas de cacau 10
Produtos de cacau e chocolate 5
Especiarias tais como: Capsicum spp. (o fruto seco, inteiro
ou triturado, incluindo pimentas, pimenta em pd, pimenta de
caiena e pimentdo doce); Piper spp. (o fruto, incluindo a
pimenta branca e a pimenta preta), Myristica fragrans (noz- 20
moscada), Zingiber officinale (gengibre), Curcuma longa
(curcuma) e misturas de especiarias que contenham uma ou
mais das especiarias citadas.
Amendoim (com casca), (descascado, cru ou tostado), pasta 20
de amendoim ou manteiga de amendoim
Milho, milho em gréo (inteiro, partido, amassado, moido), 20

farinhas ou sémolas de milho)

Fonte: RDC n° 07 de margo/2011 (ANVISA, 2011).

2.6. Importéancia de amostragem na andlise de micotoxinas

A anélise de micotoxinas segue as etapas de amostragem, homogeneizacéo,

extracao e limpeza-concentracdo de extrato, sendo a amostragem adequada crucial na obtengéo

de resultado quantitativo correto de contaminantes residuais (BERTHILLER et al., 2007).

Salienta-e a distribuicdo heterogénea de contaminantes no mesmo lote, onde normalmente

ocorre baixa unidade de grdos contaminados, mas com niveis extremamente elevados
(FONSECA, 2002; VAN EGMOND et al., 2007; DORNER, 2008; KRSKA et al., 2008).
Whitaker, Slate e Johanson (2005) demonstraram a contaminacgdo desuniforme

de micotoxina num mesmo lote de produtos agricolas. Portanto, a amostra deve ser constituida

de pequenas porcOes tomadas de diferentes pontos do lote, capaz de gerar amostragem

representativa do total de lote. Simulando o procedimento, o resultado analitico de uma amostra

¢ afetado pelo tamanho de amostragem, concentracdo de aflatoxina e percentual de graos
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contaminados no lote, sendo a relacdo expressa como tabela de probabilidade de Whitaker et
al. (1974).

Considerando a variabilidade na distribuicdo de aflatoxina, € sempre
conveniente realizar a amostragem em lotes em movimento. l.e., a probalidade de obter teor
real de aflatoxina num lote dependeria de amostras representativas tomadas durante a
construcdo ou desmantelamento de pilha, carregando ou descarregando caminh&o, vagéo, ou
navio (FAO, 1993; FONSECA, 2002). Se nao for possivel proceder a movimentacdo do lote,
devem retirar incrementos distribuidos sistematicamente no lote estatico. O lote deve ser
previamente organizado de maneira a permitir que o amostrador circunde toda a pilha de sacas,
ou acessar todas as faces (BRASIL, 2013).

2.6.1. Critérios na amostragem de amendoim

O critério de amostragem visando determinacdo de aflatoxina em amendoim
deve seguir o plano de amostragem oficial. O Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) publicou a Instrucdo Normativa para o Regulamento Técnico de Boas
Préaticas Agricolas através da Portaria N° 65 de 10/09/2004 para controle de aflatoxina na cadeia
produtiva (BRASIL, 2004).

O plano de amostragem proposto pela Portaria N° 65 tem como base o0 projeto
de referéncia e plano de amostragem para aflatoxina em amendoim elaborado por Codex
Alimentarius em 1999 e, revisto em 2001 (CODEX ALIMENTARIUS, 1999). No plano, o
tamanho de amostra total (amostra global) é de 20 kg para amendoim descascado (lote com até
25 toneladas), devendo ser coletada conforme a massa total do lote. A amostra global de 20 kg
deve ser integralmente triturada, homogeneizada, quarteada até obter sub-amostra de 5 kg de
amendoim em casca. Portanto, trata-se de amostragem mais rigorosa do que a proposta pela
Resolucdo RDC n° 274 de ANVISA (BRASIL, 2002).

No procedimento usual de amostragem do amendoim em saca, anteriormente a
amostragem procede-se a verificacdo fisica (exame visual) do lote, ou partida no local de
armazenamento, ou no estabelecimento para avaliar a condi¢do geral do ambiente e produto,
devendo estar isento de pragas (BRASIL, 2002).

Outro item importante no lote a ser amostrado € a identificacdo devida para
permitir adequada relagdo com a Amostra de Trabalho. No sistema de amostragem de
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amendoim emprega-se determinadas nomenclaturas para descrever as variagdes de tamanho de
amostra coletada: sub-lote, incremento, amostra global e amostra de trabalho (BRASIL, 2002).

O sub-lote é a parte designada de um lote, fisicamente separado, quantificado e
identificado, devendo apresentar as mesmas caracteristicas de lote original; Incrementos sdo as
pequenas porc¢des tomadas para compor uma amostra global; A amostra global é a por¢éo de
produto composta pela reunido de todos os incrementos extraidos de lote ou sub-lote
representativo; A amostra de trabalho é resultante do quarteamento de amostra global para
envio ao laboratorio de andlise e classificacdo, sendo a homogeneizacdo obrigatoria para
garantir a representatividade (BRASIL, 2002).

A coleta de incrementos em lote em sacaria ou a granel procede-se com calador
manual, sonda ou similares com comprimento e didmetro compativeis com o tipo de embalagem

a ser amostrada e com a massa do incremento (Figura 7).

Figura 7. Amostragem do amendoim em sacas com calador

Fonte: Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento, 2013.

A RDC n° 274 de 2002 estabelece Planos de amostragem para analise de
Aflatoxina em Milho, e Amendoim baseado em recomendacdo de Food and Agriculture
Organization (FAO, 1993). O tamanho de lote e subsequente sub-lotes, bem como tamanho de
amostras coletadas para andlise de aflatoxina e classificacdo de grdos devem estar em
conformidade com a Tabela 5 (BRASIL, 2002).
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Tabela 5. Amostragem para anélise de micotoxina em amendoim.

© Massa Massa da amostra

Tamanho Massados @ Namero  ® Massa de da De Trabalho
do Lote Sub-lotes ou de Incrementos Amostra  Amostra  Amostra
n° de Incrementos global para de
(Toneladas) sub-lotes (9) Micotoxinas Classifica-
(kg) (kg) ¢ao
>500t 100t
>100e <500t 5 sub-lotes
100 20
>25e<100t 25t
>10e<15t 80 16
>5e<10t 60 12
>le<5t S 40 8

@ Numeros de pontos aleatérios a serem amostrados em todo o lote; ®) Massa de cada ponto amostrado; © Porgio
de produto formada pela reunido de todos os incrementos extraidos do lote.

Fonte: Adaptado de BRASIL, 2002.

Conforme plano acima, a amostra de trabalho de amendoim a ser encaminhada
para o laboratério é de 5 kg, devendo a totalidade ser transformada em pasta homogénea ou
moida em malha 14, para posterior divisdo em trés partes, sendo uma tomada para analise de
rotina, podendo ser tomada mais uma quarta amostra para analise de rotina (BRASIL, 2002).

Além do tamanho de lote, sub-lote, nimero de incrementos, massa da amostra
global e amostra de trabalho, a legislacdo estabelece a frequéncia (F) de amostragem. l.e.,
baseado no tamanho de lote (toneladas), é possivel estabelecer a frequéncia de incrementos

coletados em saca para compor a massa de amostra global, conforme equacéo 1.

Equacao 1. Férmula para determinar a frequéncia de amostragem (F).

(F) = Massa do lote (kg) x Massa do incremento (kq)
Massa da amostra global (kg) x Massa de uma embalagem individual (kg)

A equacdo permite obter um valor numérico capaz de representar a frequéncia
de amostragem (F) a ser adotada em cada caso, sendo necessario o arredondamento de casas

para um numero inteiro mais proximo (BRASIL, 2002).
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2.7. Meétodos de analise de Micoxinas

A extensa diversidade estrutural dificulta a utilizacdo de método padrdo Unico
capaz de analisar todas as micotoxinas, ja que técnica satisfatoria para determinada molécula
pode ser inadequado para outras com propriedades similares, ou mesma molécula em matrizes
diferentes (TURNER, SUBRAHMANYAM, PILETSKY; 2009).

Métodos analiticos tradicionais para a deteccdo de aflatoxina empregam na etapa
de limpeza, a coluna cromatografica, particdo liquido-liquido, ou adsor¢do quimica para
remover componentes interferentes. A quantificacdo é geralmente realizada apds separacéo por
Cromatografia de Camada Delgada (CCD) ou Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), seguida de deteccdo fluorimétrica, CLAE acoplado a Espectrometria de Massas
LC/MS (BRADBURN et al., 1995, XIULAN et al., 2006).

A separacdo de analitos de interesse é comumente obtida por técnica baseado em
principio cromatogréfico, seguida de deteccdo por método fisico-quimico e imunoquimico. A
cromatografia tem como vantagem separar inimeros analitos, enquanto que o método
imunoquimico utiliza anticorpo (Ac) altamente especifico (RODRIGUEZ-AMAYA, 1989;
BERTHILLER et al., 2007).

2.7.1. Métodos Cromatogréaficos

A analise cromatografica iniciou-se com a camada delgada devido a
simplicidade e praticidade. Usada para fins quantitativos e semiquantitativos, a técnica tem
baixo custo de operacdo e facilidade na deteccdo de compostos na faixa de ultravioleta-visivel
(UV-visivel). O método é realizado em placas cromatograficas, sendo as aflatoxinas
quantificadas procedendo comparacao simultanea perante rf do spot de amostra com padréo de
toxinas sob luz UV (analise semi-quantitativo), ou densitometria. As desvantagens consitem na
necessidade de pré-tratamento de amostra, elevada quantidade de solventes, protocolos
validados utilizando solventes clorados como diclorometano e cloroférmio nocivos ao meio
ambiente, além da falta de automatizacdo, com precisdo e confianca analitica dependente da
habilidade e experiéncia do técnico, principalmente na analise visual das placas (STROKA &
ANKLAM, 2000, 2002; TURNER, SUBRAHMANYAM, PILETSKY, 2009).
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é o método padréo de escolha
na micotoxicologia atual, estando acoplado a diversas estratégias de deteccdo (EDINBORO &
KARNES, 2005). Diferentes colunas cromatograficas sdo empregadas conforme caracteristica
fisico-quimica de moléculas, sendo que pode empregar sistema CLAE de fase normal ou
reversa na separagdo de aflatoxinas. A fase reversa € mais frequente pela facilidade de
manipulacdo, assim como menor toxicidade de fase movel aquosa (JAIMEZ et al., 2000;
CALLERI etal., 2007). Os detectores comuns séo de UV ou fluorescéncia, ja que determinadas
micotoxinas como ocratoxina, aflatoxina e citrinina contém cromaforo fluorescente natural na
estrutura molecular. A vantagem consiste na deteccao direta de toxinas fluorescentes, enquanto
fumonisina, sem cromoforo natural, a andlise por fluorescéncia requer derivatizacdo da
molécula (TURNER, SUBRAHMANY AM, PILETSKY, 2009).

A analise de aflatoxina por CLAE exige uma sequéncia de operac6es incluindo
amostragem e preparo de amostra, extracdo, purificacéo e concentracao do extrato, sendo etapas
de fundamental importancia para garantir a correta separagdo, quantificacdo e confirmacéo.
Devido a diversidade de matrizes passiveis de contaminacdo por aflatoxina, ndo existe um
método unico adequado de extracdo, devendo-se considerar as propriedades fisicoquimicas de
cada matriz. As aflatoxinas séo ligeiramente sollveis em solventes polares e insolUveis em
solventes totalmente apolares, sendo normalmente extraidas com metanol, acetona e
cloroférmio. A etapa de purificacdo/limpeza de amostra procede-se por particdo liquido —
liquido, colunas de extracdo em fase solida (silica, Cis, Cg, entre outros), e colunas de
imunoafinidade preparada com anticorpo especifico (JAIMEZ et al., 2000).

A CLAE é um método robusto e sensivel; o acoplamento a espectrometria de
massas permitiu analise de compostos em menor limite de deteccéo, reduziu a necessidade de
derivatizacao, gera informacdes estruturais de analitos aliado a enorme variedade de compostos.
Outrossim, trata-se de técnica de alto custo e sofistificado, requer reagentes de alta pureza e
operadores treinados, impossibilitando emprego na rotina laboratorial in loco (BERTHILLER
etal., 2007; ONO et al., 2007; TABARI et al., 2011).

2.7.2. Métodos Imunoquimicos

Métodos baseados em sistema biolégico tem ocupado espaco na deteccdo de
micotoxinas devido ao menor custo, sensibilidade, especificidade e rapidez. A geracdo de
anticorpo monoclonal e policlonal de alta especificidade e sensibilidade permitiu o

desenvolvimento da coluna de imunoafinidade na limpeza de amostra, obtendo extrato com
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baixo nivel de interferentes de matriz, assim como ELISA (Enzyme-Linked immunosorbent
Assay) na triagem rapida perante contaminagdo de micotoxinas, facilitando e reduzindo o uso
de sistemas cromatograficos (ANKLAM; STROKA; BOENKE, 2002).

Entre os métodos imunoquimicos, o0 ELISA se destaca entre os pioneiros na
detecc¢do rapida visando andlise rotineira de micotoxinas (ANKLAM et al., 2002; CALLERI et
al., 2007; XIULAN et al., 2006). Diversos kits comerciais de ELISA tém sido disponibilizados
para uma variedade de micotoxinas, incluindo deteccdo de aflatoxinas, ocratoxinas,
fumonisinas, zearalenona, deoxinivalenol, citrinina e toxina T-2 (OLIVEIRA; PRADO;
JUNQUEIRA, 2000; PITTET, 2005; KRSKA et al., 2008; SANTOS, 2009).

Uma das modalidades de ELISA € o método competitivo indireto (ic-ELISA)
(Figura 8), 0 mais indicado na deteccao de micotoxinas de baixa imunogenicidade. O principio
baseia-se na competicdo entre a toxina contaminante da amostra e toxina imobilizada na
microplaca pelo sitio de ligacdo especifico de anticorpo monoclonal. Quanto maior a
concentracdo de toxina na amostra ocorrera menor ligacdo de anticorpo com a toxina
imobilizada na placa. l.e., a reacdo colorimétrica enzimatica do anticorpo marcado (anticorpo
secundario) serd indiretamente proporcional a concentracdo de toxina (FUJII; GARCIA;
HIROOKA, 2004; LI; ZHANG; ZHANG, 2009), ou seja, a concentracdo de micotoxina na
amostra é inversamente proporcional a intensidade de cor desenvolvida (HEFLE, 1995; ONO
et al., 2004).

Figura 8. Esquema de ELISA competitivo indireto (ic-ELISA).

Micotoxina B lod .
adsorvida a S e A ;( ’(\
microplaca com qlta copcentrac;ao ,,{
de Micotoxina + Ac
b Adicdo de conjugado  Adigdode  Desenvolvimento
e imunoenzimatico substrato de cor
Exemplo de amostra
com baixa concentragdo | "{ .A M M
de Micotoxina + Ac AN AN Y,
Fonte: Adaptado de Ono et al. (2004).

O ensaio ELISA apresenta rapidez, alta especificidade, limite de deteccédo
comparavel a métodos cromatograficos (ng a pg), requer pouca limpeza e concentragdo do
analito e, pode ser portatil. A desvantagem consiste em possiveis resultados falso positivos

devido a reacdo cruzada entres anticorpo com matriz alimentar, assim como falso negativos,
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portanto a validacdo € essencial perante confiabilidade dos resultados. Além disso, o kit deve
ser descartado apds cada analise (ANKLAM; STROKA; BOENKE, 2002; FUJII; GARCIA,;
HIROOKA, 2004; TURNER; SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009).

O componente central dos imunoensaios € o anticorpo, imunoglobulina
secretada pelos linfocitos B em virtude da presenca de substancia estranha no organismo
(antigeno), a molécula consiste de glicoproteina com massa molecular de aproximadamente
150 kDa, na forma de um tetrdmetro com duas cadeias leves de 25 kDa e duas cadeias pesadas
de 50 kDai dénticas (HARLOW & LANE, 1988).

Antigamente, a producgdo de anticorpo ocorria pela inoculacdo do antigeno de
interesse em ratos e camundongos, que atraves do sistema imunolégico produziam anticorpos
contra 0 antigeno, posteriormente os anticorpos eram retirados do animal pela cavidade
ascética, porém esse método de producéo é limitado pela prépria capacidade de producdo do
animal, além disso, a busca por técnicas de producdo in vitro foi conduzida pela preocupacgéo
ética com os animais e pela maior eficiéncia na producdo (HEILMANN et al., 2005).

Kohler e Milstein (1975) desenvolveram a técnica de producao por hibridomas,
e permitiu a producdo ilimitada de anticorpo monoclonal (AcM) com alta especificidade,
uniformidade e afinidade por um Unico epitopo (ROITT, BROSTOFF, MALE; 1999). Células
de hibridomas séo fusdes de células de mieloma e células de ba¢o de camundongos imunizados,
assim as primeiras garantem a viabilidade aos hibridomas por tempo indeterminado e as células
de baco sdo produtoras dos anticorpos monoclonais de interesse (HEILMANN et al., 2005; LI,
ZHANG, ZHANG,; 2009).

2.7.2.1.  Analise de aflatoxina em amendoim por ic-ELISA

Devido a susceptibilidade e elevada ocorréncia de aflatoxinas na cultura de
amendoim, sdo necessarios métodos analiticos rapidos e rentaveis capazes de identificar o
produto contaminado, antes que este seja industrializado e seja colocado no mercado (BIOMIN,
2014). Os testes ELISA para as aplicacfes comerciais devem ser de facil uso, com o minimo
de passos possivel e método de extracdo simples (LI et al., 2009).

Li et al. (2009), desenvolveram trés anticorpos monoclonais para rastreio de
aflatoxina total em amendoim; os autores selecionaram o anticorpo 10C9 por apresentar elevada
reatividade cruzada (65%) a aflatoxina Gz e por apresentar maior sensibilidade para cinco
aflatoxinas (AFB1, AFB2, AFG:1, AFG, e AFM1) cujos valores estavam na faixa de 2,1-3,2
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ng/mL. Os resultados de recuperacgdo encontrados pelos autores (87,5% a 102,0% em amostras
contaminadas artificialmente com niveis de 0,1 a 0,2 ng/mL de AFBy, e 0,2 a 0,4 ng/mL de
AFB;, AFG;: e AFG,) indicaram que o ELISA desenvolvido poderia ser empregado para
determinacéo de aflatoxinas totais em amostras de amendoim apds procedimento de extracdo
simples e rapido.

Oplatowska-Stachowiak et al. (2016), desenvolveram e validaram dois
prototipos de kit ELISA competitivo, sendo um para a deteccdo de aflatoxina B1 e outro para
aflatoxina total em amendoim. Apoés a producdo de sete anticorpos monoclonais, dois foram
selecionados por apresentar elevada sensibilidade e bom perfil de reatividade cruzada. Os
autores validaram os testes, demonstrando a aplicabilidade do método de deteccdo de AFB:
(LD = 0,43 ng/g) e soma de aflatoxinas (LD = 0,38 ng/g) abaixo dos teores maximos fixados
pelo Regulamento (CE) N°1881/2006 (2 e 4 ng/g, respectivamente).

A disponibilidade de anticorpos monoclonais adequados e de baixo custo contra
aflatoxinas é de extrema importancia para ampla adocdo de procedimentos analiticos
imunoguimicos, especialmente nos paises tropicais em desenvolvimento, onde a contaminacao
por aflatoxina é frequente (GATHUMBI, USLEBER, MaERLBAUER, 2001).
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Padronizar e validar imunoensaio ic-ELISA para aflatoxina B; em amendoim.

3.2.  Objetivos Especificos

» Aplicar ic-ELISA para andlise de lotes de amendoim provenientes da regido
Alta Paulista, Estado de S&o Paulo.

» Determinar a umidade e a atividade de dgua das amostras e correlaciona-las
com a contaminacgéo de aflatoxina.

> Empregar analise estatistica para comparar possiveis diferencas nos
resultados de andlise de umidade, atividade de agua e aflatoxina entre os lotes

de amendoim blancheado e ndo blancheado.
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4. MATERIAL E METODOS

Fluxograma Experimental

Os fluxogramas abaixo apresentados compilam as metodologias utilizadas no
decorrer da pesquisa, sendo a descrigdo técnica detalhada de etapas redigida no formato de
artigo.

Figura 9. Fluxograma geral do experimento.

Municipios Produtores de Amendoim da Regido
da Alta-Paulista, SP.
lacri, Herculandia, Marilia e Queiroz
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> Runner IAC 886 comum (n=42)
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Figura 10. Amostragem de amendoim.
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Fonte: Elaborado pelo autor.




Figura 11. Padronizacéo de ic-ELISA: curva de calibracdo e interferéncia da matriz.
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Figura 12. Extracdo de aflatoxinas do amendoim.
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Figura 13. Validacdo intralaboratorial de ic-ELISA para analise de AFB1 em amendoim.

(*INMETRO, 2007.; 2CE n° 401/206 e ANVISA, 2003).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo, redigidos em formato de artigo, assim como apéndice,

consta conforme listado abaixo:

ARTIGO:

Desenvolvimento de Imunoensaio ic-ELISA para Aflatoxina: aplicagdo em amendoim da
Regido Alta Paulista - Estado de Sao Paulo, Brasil
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ARTIGO

Desenvolvimento de Imunoensaio ic-ELISA para Aflatoxina: aplicacdo em amendoim da

Regido Alta Paulista - Estado de Sao Paulo, Brasil
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo analisar amendoim da regido Alta-Paulista, Sdo Paulo, quanto
a contaminacao por aflatoxina Bi1. Imunoensaio enzimatico indireto competitivo (ic-ELISA),
foi padronizado e validado intralaboratorialmente, utilizando anticorpo monoclonal (AcM)
anti-aflatoxina B: de hibridoma AF4. Em seguida aplicou-se o ic-ELISA para analisar 60
amostras de lotes de amendoim (42 amostras de amendoim nédo blancheado e 18 de amendoim
blancheado). Cada lote representou cinco toneladas de amendoim da cultivar IAC Runner 886,
da safra 2014/15 e 2015/16. As amostras foram analisadas também quanto ao teor de umidade
e atividade de agua. Os parametros de desempenho analitico avaliados para validacao de ic-
ELISA foram: Extaiddo, repetibilidade, precisdo intermediaria, linearidade, especificidade,
robustez, limite de deteccdo e de quantificacdo. A validacdo intra-laboratorial apresentou boa
linearidade (R?=0,9993), limite de deteccao e quantificacdo de 1,13 ng/g e 3,59 ng/g,
respectivamente, com taxas médias de recuperacdo de AFB; de 104,4; 101,7 e 107,0% para as
concentracdes de 4,10 e 20 ng/g (CV de 4,9; 7,9 e 0,7%), respectivamente. O ic-ELISA mostrou
boa precisdo, expressa pela repetibilidade através da precisdo intracorrida (CV= 1,87%) e
precisdo intermediaria, através da precisdo intercorrida (CV=6,75%). O teor de umidade das
amostras variou de 4,03 a 7,89% (média de 6,09 %), sendo que nenhuma amostra ultrapassou
o limite maximo permitido (8,0%). A atividade de agua apresentou a variacdo de 0,48 a 0,69.
Os resultados revelaram AFB: em concentragdo variando de 1,13 a 29,2 ng/g. No entanto,
apenas duas amostras (3,3%) apresentaram niveis de contaminacdo acima de 20 ng/g, limite
méaximo estabelecido pela legislacdo Brasileira, sendo que 48,35% (n= 29) estavam abaixo do
limite de quantificacdo (< 3,59 ng/g). Em relacdo a legislacdo da Comunidade Européia, 76%
das amostras (n=46) apresentaram nivel de contaminacao de acordo com o maximo permitido
para amendoim a ser submetido a triagem ou outro tratamento fisico antes do consumo humano
(8 ng/g), sendo que destas, apenas 35 % (n=21) estavam de acordo com os limites para
amendoim pronto para consumo humano (2 ng/g). Em suma, este ic-ELISA desenvolvido
mostrou ser uma ferramenta de uso facil para monitoramento rapido na cadeia produtiva de
amendoim. Podendo contribuir para a reducdo de perigo através da deteccdo e segregacdo de
lotes contaminados.

Palavras-chave: amendoim, micotoxina, aflatoxinas, contaminacdo, imunoensaio.



50

ABSTRACT

The objective of this work was to analyze the peanut of the Alta-Paulista region, Sdo Paulo,
regarding aflatoxin B1 contamination. Competitive indirect enzyme immunoassay (ic-ELISA)
was standardized and validated in-house using monoclonal antibody (MADb) anti-aflatoxin B
from hybridoma AF.4. The ic-ELISA was then applied to analyze 60 samples of peanut batches
(42 samples of non-blanched peanut and 18 samples of blanched peanut). Each batch represents
five tons of peanut from the cultivar Runner IAC 886, from the 2014/15 and 2015/16 crops. As
samples were also analyzed for moisture content and water activity. The analytical performance
parameters for ELISA validation were: accuracy, repeatability, intermediate precision,
linearity, specificity, robustness, limit of detection and quantification. An intra-laboratory
validation showed good linearity (R? = 0.9999), limit of detection and quantification of 1.13 ng
/ g and 3.59 ng / g, respectively, with mean AFB; recovery of 104.4; 101.7 and 107.0% for the
concentrations of 4, 10 and 20 ng / g (CV of 4.9, 7.9 and 0.7%), respectively. The ic-ELISA
showed good precision, expressed by the repetition for the intra-assay precision (CV = 1.87%)
and intermediate precision, through the inter-assay precision (CV = 6.75%). The moisture
content of the samples ranged from 4.03 to 7.89% (mean 6.09%), and it was lower than 8.0%
of moisture. Water activity varied from 0.48 to 0.69. The results revealed AFB; in concentration
ranging from 1.13 to 29.2 ng / g. However, only two samples (3.3%) presented contamination
levels above 20 ng / g, the maximum limit established by Brazilian legislation, with 48.35% (n
= 29), 59 ng / g). In according to European Community legislation, 76% of the samples (n =
46) presented contamination level within the maximum allowed to be submitted to physical
treatment before human consumption (8 ng / g). Only 35% (n = 21) were within maximum
limits for human consumption (2 ng / g). In conclusion, this developed ic-ELISA proved to be
an easy-to-use tool for rapid monitoring in the peanut production chain. It can contribute to a
reduction of danger through the detection and segregation of contaminated lots.

Key words: peanut, micotoxin, aflatoxins, contamination, Immunoassay.
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1. INTRODUCAO

A Regido Sudeste do Brasil € a maior produtora de amendoim, sendo responsavel
por 94,8% da producdo nacional, cuja safra 2015/16 atingiu o total de 406,1 mil toneladas. O
Estado de Séo Paulo é o maior produtor, responsavel por 93% do producgéo brasileira (USDA,
2016; CONAB, 2016). Salienta-se a regido da Alta Paulista no Oeste do Estado entre os
municipios de Marilia e Tupd, pois a regido também é responsavel pelo beneficiamento e
processamento industrial por varias inddstrias alimenticias (SANCHES, 2003; MARTINS e
PEREZ, 2006; IEA, 2012).

A aflatoxina constitui um dos maiores problemas associada a cultura de
amendoim, capaz de comprometer a qualidade e depreciar o valor comercial. Este metabdlito
secundario é produzido pelo género Aspergillus com énfase a A. flavus, A. parasiticus e A.
nomius, sendo AFB1, AFB2, AFG: e AFG2, 0s principais analogos em amendoim (PITT &
HPCKING, 2009). A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer classificou a aflatoxina B:
no Grupo 1, i. e., carcinogénico a humano (IARC, 2002).

A contaminacdo por aflatoxinas € rigorosamente controlada no mundo, com
limite méximo estabelecido em diferentes commodities. O Regulamento (CE) N° 1881 da
Comunidade Europeia estabelece o limite maximo de 15 ng/g para aflatoxina total (AFB;1 +
AFB; +AFG: +AFG;) e 8 ng/g AFB1 em amendoim a ser submetido a triagem, ou outro
tratamento fisico anterior ao consumo humano (EC, 2006). No Brasil, a RDC N° 07 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério da Saude estabelece desde
mar/2011, o limite méximo de aflatoxinas total em 20 ng/g (BRASIL, 2011).

Método de rastreio rapido, sensivel, especifico e simples é essencial para
controlar aflatoxina de ocorréncia comum e de maior repercussdo em amendoim. A
imunoguimica se destaca entre os métodos rapidos com sensibilidade atingindo faixa de
nanograma (ng) a picograma (pg). A producéo de anticorpo monoclonal (AcM) anti-aflatoxina
especifico permite o desenvolvimento irrestrito de ensaios quantitativos ou semi-quantitativos
destinados ao monitoramento, a exemplo de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). A
imunoquimica ndo requer instrumentagcdo dispendiosa, € capaz de analise simultanea de
inlmeras amostras sem exigir extensiva limpeza, tornando-se em método de escolha para
aplicacdo na rotina de diagnostico rapido (ANKLAN; STROKA; BOENKE, 2002; CALLERI
etal., 2007; KRSKA et al., 2008; LI, ZHANG & ZHANG, 2009; ZHANG, WANG & FANG,
2011; ROSSI et al., 2012).
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O ensaio ELISA apresenta alta especificidade, com limite de detecgédo
comparavel ou inclusive inferior a métodos cromatogréaficos (KOLOSOVA et al., 2006).
Pesquisas relatam o desenvolvimento de ELISA baseado em anticorpo monoclonal para
deteccdo de aflatoxina em diversas matrizes alimenticias (KOLOSOVA et al., 2009; LI et al.,
2009; ROSSI et al., 2012; LIU et al., 2013; OPLATOWSKA-STACHOWIAK et al., 2016).

Considerando a ocorréncia de aflatoxinas em amendoim, o perigo associado e a
necessidade de contante monitoramento destas substancias na cadeia produtiva de forma rapida
e eficaz, o objetivo deste trabalho foi desenvolver, padronizar e validar ensaio ELISA
competitivo indireto (ic-ELISA) baseado em anticorpo monoclonal anti-AFB; e aplica-lo para
andlise de aflatoxina B1 em lotes de amendoim provenientes da regido da Alta-Paulista, no
Oeste do Estado de Séo Paulo.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Amostragem

As amostras foram provenientes de 60 lotes de amendoim da variedade Runner
IAC 886 (n=42 amendoim Runner comum e n=18 amendoim Runner blancheado) cultivados e
beneficiados na safra 2014/15 e 2015/16 e, cedidos por uma indUstria processadora de
amendoim e derivados do municipio de Marilia-SP. Os lotes foram produzidos em cinco
municipios da Regido da Alta-Paulista no Estado de Sdo Paulo, Brasil (lacri, Herculandia, Tupd,
Marilia e Queiroz). A amostragem foi baseada na Resolucéo da Diretoria Colegiada RDC n°
274 de 2002 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2002). Este
plano de amostragem estabelecido para analise de aflatoxina em amendoim foi adaptado, i.e.
foi inserido aumento no numero de incrementos e frequéncia de amostragem.

Cada lote com 5 toneladas de amendoim, foi composto por 100 sacas de 50 kg.
A coleta de amostra global foi realizada manualmente em todas as 100 sacas com auxilio de
calador, durante o descarregamento de lote na industria processadora. Em cada saca coletou-se
cinco incrementos de amendoim em pontos diferentes, através da perfuragdo nas extremidades
e centro das sacas, totalizando aproximadamente 100 g amendoim por saca. A soma dos 500
incrementos constiuiu-se em amostra global de 10 kg, sendo esta totalmente triturada em
moinho para granulometria de 18 mesh, e homogeneizada por 5 min (misturador do tipo “Y”

de fabricacdo propria com capacidade para 30 kg). Ap6s a homegeneizacdo, a amostra de
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trabalho de aproximadamente 200 g foi coletada, identificada (lote, origem e data de recepcéo)
acondicionada em embalagem de polipropileno e armazenada a -18 °C até a andlise.

2.1.1. Umidade

O teor de umidade das amostras de amendoim foi determinado em triplicata em
estufa a 105 °C (MOD NV 1.5, Nevoni®, Sdo Paulo, Brasil) até peso constante. O percentual
de umidade foi calculado como a diferenca entre o peso final e peso original dividido pelo peso

original da amostra, e multiplicado por 100 (IAL, 2008).

2.1.2. Atividade de Agua

A atividade de agua (Aw) foi determinada em triplicata com equipamento
Aqualab (MOD 4TE, Decagon Devices®, Pullman, USA), seguindo especificagdes descritas

pelo fabricante.

2.1.3. Extragéo de aflatoxina

Uma aliquota de 4 g de amostra de amendoim moido (18 mesh) foi adicionada
de 0,4 g de NaCl e 20 mL de solucdo metanol grau HPLC:H20 (70:30, v/v) e agitada a 150
rpom por 10 min. Em seguida foi sonicada por 3 min, posteriormente foi filtrada
qualitativamente, e em membrana de vidro de 0.45 pm (Macherey-Nagel, Alemanha).
Aliquotas de 500 pL do filtrado foram secas em banho a 40 °C sob fluxo de nitrogénio. No
momento da andlise os extratos foram ressuspensos em 500 pL de Tampao Fosfato de Sédio-
Tween (PBS + 0.05% Tween 20) PBST: Metanol (9:1, v/v) e diluidas no mesmo solvente.

2.2. Producao do Anticorpo Monoclonal Anti-AFB1

O hibridoma linhagem AF4 secretor de AcM especifico para AFB; (isotipo 1gG1
lambda), derivado de mieloma linhagem SP2/0-AG14 e célula esplénica de camundongo
BALB/c, foi desenvolvido por Kawamura et al. (1988) em Faculty of Pharmaceutical Sciences,
Science University of Tokyo e, mantidas em Department of Biochemistry and Food Science,
Faculty of Agriculture, Kagawa University, Japdo e no Departamento de Ciéncia e Tecnologia

de Alimentos, na Universidade Estadual de Londrina. A linhagem celular do hibridoma AF4
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foi cultivada em meio RPMI (Gibco Co., USA) com 10 % de Soro Fetal Bovino (37 °C, 5 %
de CO») foram adaptados em meio Hybridoma-SFM (serum free medium H-SFM, Gibco Co.,
USA), adicionado gradualmente 25, 50, 75 e 100% de H-SFM suplementado com 2 mM de
glutamina, 5000 U/mL de penicilina e 5000 pg/mL de estreptomicina (HEUSSNER, 2007;
TAKABAYASHI YAMASHITA, 2013; KAWAMURA, informagdo pessoal, Kagawa
University).

O sobrenadante filtrado contendo AcM anti-AFB; foi precipitado com
(NH4)2SO4 (243g/L) sob agitagdo lenta até concentragdo final de 50 % de saturagdo para
precipitacdo e purificacao parcial de 1gG. O sobrenadante foi mantido a 4 °C por 16 h sob
agitacdo, posteriormente foi filtrado e o precipitado proteico transferido para tubo limpo e
mantido a -80 °C (Kawamura, informacao pessoal, Kagawa University). Antes da utilizacdo, o
concentrado proteico precipitado foi dissolvido em tampédo fosfato de sédio (PBS) pH 7,3
(adicionou-se 1-2 mL de PBS para o precipitado oriundo de 500 mL de sobrenadante) e depois
dialisado (cut-off de 12000-16000 MM, tamanho 25 mm x 16 mm) empregando-se PBS (4 x 1
L) a 4 °C por 16 h. O AcM anti-AFB;: foi utilizado para determinagédo de aflatoxinas por ic-
ELISA. Este AcM IgG anti-AFB é caracterizado pela reatividade cruzada com AFB; (100%),
AFB:> (2,3%), AFG1 (3,4 %) e AFG2 (2,4%), mostrou baixa reatividade cruzada contra AFL;,
AFL,, AFM1, AFQ1, AFP; e AFB2, (KAWAMURA et al., 1988).

2.3 Analise de aflatoxinas por ic-ELISA

Aflatoxinas foram determinadas por Ic-ELISA seguindo o protocolo descrito por
Kawamura et al. (1988) com adaptacdo. As microplacas de poliestireno (Corning, New York,
NY) foram sensibilizadas com 50 pL de AFB:-BSA (albumina de soro bovino) (250 ng/mL,
em Tampdo PBS 0,015 M pH 7,3) e incubadas a 4°C por 18 h. Apds 3 lavagens com PBST
(PBS + 0,05 % Tween 20), as placas foram bloqueadas com 150 puL de solucdo de Albumina
de Soro Bovino (BSA) Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA) 0,1% em PBS para minimizar
ligagdo ndo especifica e incubadas por 1h a 25 °C. Apds 3 lavagens com PBST, adicionou-se
50 pL de padrdes de AFB1 (0,1 — 5,0 ng/mL) ou matriz de amendoim, seguida de 50 uL AcM
anti-AFB; produzido em H-SFM 1:30000 em PBS (concentragio 4,9 x 10°8), procedendo reacéo
em triplicata, sendo incubado a 25 °C por 1 h. A placa foi lavada 3 vezes com PBST, adicionada
de 50 pL de conjugado anti-lgG de camundongo marcado com horseradish peroxidase (HRP)
(1: 5.000 em PBST) e incubada a 25 °C por 1 h. Ap6s 6 lavagens com PBST 100 pL da solugédo
de substrato cromogeno TMB (3,3°,5,5’-Tetrametilbenzidina/H20,) foi adicionado. Apés 20
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min a 25 °C a reacdo enzimatica foi interrompida com a adi¢do de 50 pL de H.SO4 1M e a
absorbéncia lida a 450 nm em leitora de microplaca ELISA (Bio-Tek Instruments ELX800,
USA).
A média de absorbancia foi calculada a partir de valores individuais obtidos e 0s

resultados expressos em porcentagem de ligagéo:

% ligacdo = (A*/A") x 100

Onde A" corresponde a média de absorbancia na presenca de amostra ou padrao,
enquanto que A°, a média da absorbancia na auséncia de toxina (controle negativo). A
concentracdo de AFB; foi determinada pela curva padréo (0,1 a 5 ng/mL de AFB:), plotando a
porcentagem de ligacdo contra log da concentracdo de AFB:.

3. Validacao intralaboratorial de ic-ELISA para quantificacdo de AFB:

A validacdo intra-laboratorial do método foi baseado nos seguintes parametros:
linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), exatiddo, preciséo,
especificidade e robustez. A exatiddo foi avaliada através da metodologia de recuperacéo,
utilizando trés concentracgdes na faixa linear (4,0; 10,0 e 20,0 ng/g de AFB1) para contaminar
artificialmente um pool de amostras de amendoim, procedendo extracdo (item 2.1.3) e
determinacdo de aflatoxina (item 2.3) em trés repeticbes em triplicata (INMETRO, 2007,
Regulamento (CE) n° 401/2006, 2006). A precisdo foi avaliada por repetibilidade e precisao
intermediaria. A repetibilidade, realizada pela precisdo intracorrida, foi avaliada através de trés
concentragoes analisada (4,0; 10,0 e 20,0 ng/g de AFB1), em sete replicatas no mesmo dia.

A precisdo intermediaria, realizada pela precisao inter-corrida, avaliada através
de trés concentracdes analisadas (4,0; 10,0 e 20,0 ng/g de AFB1), em sete replicatas em trés dias
diferentes (INMETRO, 2007; ANVISA, 2003). A Linearidade, avaliada pela equacdo de
regressdo linear e coeficiente de determinacdo (R?) utilizando cinco pontos da curva de
calibracdo (0,1; 0,2; 0,5; 1,5 e 5,0 ng/mL de AFB1) (ANVISA, 2003; INMETRO, 2007).
Especificidade, pelo estudo da interferéncia da matriz sem contaminacdo, em que foi
comparado a % de ligacdo da matriz (50 pL matriz diluida + 50 pL do AcM 1:30000) em
relacdo a % de ligacdo do AcM (50uL metanol:PBST (1:9, v/v) + 50uL do AcM 1:30000). As
solugbes do extrato da matriz foram diluidas 2x, 5x e 7x em metanol:PBST (1:9, v/v).
Posteriormente, comparou-se a curva padréo obtida na presenca da matriz (0,1; 0,2; 0,5; 1,5 e
5,0 ng/mL de AFB1), em que os pontos da curva foram solubilizados no extrato da matriz

diluido pelo fator pré-definido, com a curva padrdo na auséncia da matriz, em que os pontos da
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curva foram solubilizados em metanol:PBST (1:9, v/v). Dois métodos comparativos foram
usados, de acordo com o INMETRO (2007, sendo a anélise de médias pelo teste t (Student) e a
anélise dos desvios entre a curva de referéncia e a curva matrizada - % de interferéncia
(INMETRO, 2007).

A robustez foi avaliada pela execugdo de curvas padrdo por dois analistas
diferentes, variacdo no tempo de sensibilizagéo da placa (18 e 24h), e uso de pipetas calibradas
de marcas diferentes para preparacdo das solucdes de AcM anti-AFB1 e anti-lgG-HRP
(INMETRO, 2007; ANVISA, 2003). O Limite de Deteccdo do método (LD) foi determinado
pelo calculo de 3,143 vezes o desvio padréo do branco da amostra em 7 replicatas (INMETRO,
2007) e o Limite de Quantificacdo (LQ) foi definido, calculando a média e 5 x desvio padrdo

dos valores de absorbancia do branco padréo, obtidos em 7 replicatas (INMETRO, 2007).

3.1.1. Anélise Estatistica

Os dados paramétricos gerados na validacdo do ic-ELISA foram testatados
guanto a normalidade e avaliados pelo teste de analise de variancia (ANOVA), seguido do Teste
de Tukey, considerando-se o nivel de 5% de significancia, utilizando o software Statistica v.10
(StatSoft®, USA).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Validagao intralaboratorial de ic-ELISA

A especificidade foi avaliada pela interferéncia da matriz sem contaminacao
(Figura 1). A diluicdo 5 e 7x causaram menor interferéncia de matriz, com valor médio de 11,6
% £ 3,50 (CV=3,32%) e 11,2 % £ 2,85 (CV= 3,92), respectivamente (p >0,05). Todas ao
diluicdes testadas apresentaram coeficiente de variacdo inferior ao recomendado pela ANVISA
(CV=15%, 2003).

A diluicdo 2x permitiria obter limites de deteccéo e quantificacdo inferiores ao
obtido, mas comprometeria o resultado pela maior interferéncia (23,2% = 4,76; CV=4,88) e
elevado valor de recuperacdo, com média de 128,3% para amendoim contaminado com 10,0 ng
AFB1/g; o valor aceitavel situa-se entre 70 e 110% (EC 401, 2006). O fato confirma que a
interferéncia de matriz em icELISA pode ser minimizada procedendo dilui¢do do extrato, ou
incluindo limpeza adequada anteriormente ao ensaio (ONO et al., 2000; FUJII, 2002). A
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diluicdo 5x consistiu em melhor escolha por ser a menor diluicdo, e por apresentar boa
recuperacdo (valor médio de 101,7 %) para amostra contaminada com 10,0 ng AFB:.

A interferéncia de matriz € um fator essencial na analise de contaminantes
residuais, sendo causada pela composicéo alimentar bastante complexa. Consequentemente, o
efeito de interferentes de matriz alimentar tem sido principal causa de reagdes falso positivas
em imunoensaio, pela possibilidade de interacdo entre determinados componentes do alimento
com o anticorpo. Por exemplo, procedendo ic-ELISA em vinho, a influéncia de matriz na reacédo
falso positiva poderia ser explicada pela analise de componentes principais, com provavel
interacdo de bioativos inatos ao anticorpo especifico afetando a resposta. Em contraste, taninos
condensados podem inibir a alividade ligante do anticorpo em ensaio ELISA (ISHIKAWA,
2012.; HIROOKA et al,. 2015).

A reacdo falso-positiva em ic-ELISA é notada através de uma visivel diminuicdo
na resposta cromdgena, sugerindo ligacdo de interferentes da matriz alimentar, prejudicando
ligagdo adequada entre analito (antigeno) e anticorpo (LEE et al., 2004).

Definida a diluicdo 5x para minimizar a interferéncia, desenvolveu-se a curva
padrdo sem e com amendoim - matrizada (Figura 2). O método de comparacéo pela analise de
desvio entre a curva padréo sem matriz e a curva matrizada - % interferéncia (INMETRO, 2007)
indicou a sobreposicdo de desvios na maioria de pontos (0,1 ng/mL a 5,0 ng/mL). A
similaridade, demonstrada pela analise de médias por teste t (Student), comprovou que nao
houve diferenca significativa em nenhum dos pontos da curva (p > 0,05).

A linearidade do método foi avaliada pela curva de calibracdo com padrédo de
AFB; (Figura 3). Elaborando curva de calibragdo com cinco pontos ( 0,1 ng/mL a 5,0 ng/mL),
obteve equacdo de regressdo linear y = -13,24In(x) + 52,008 e R? = 0,9993, confirmando a
linearidade com valor superior a0 minimo aceitavel pelo INMETRO ( R?=0,99, 2007) .

O limite de detecgéo obtido de 0,045 ng/mL (1,13 ng/g) atendeu a legislacdo
brasileira (20 ng/g de AF total para amendoim) (BRASIL, 2011), assim como a legislacédo da
Comunidade Européia (maximo de 2 ng/g de AFB1 em amendoim processado pronto para
consumo e 8 ng/g em amendoim submetido a triagem para tratamento fisico anterior ao
consumo humano) (EC 401, 2006).

A partir do teste de recuperacdo de AFB; avaliou-se a exatiddo do método
(Tabela 1). A taxa de recuperacdo em amendoim artificialmente contaminado com 4,0 ng/g
apresentou valor médio de 4,1 ng/g £ 0,20, com recuperacao variando de 97,5 a 108,7% (média
de 104,4%); o amendoim contaminado com 10,0 ng/g apresentou valor médio de 10,1 ng/g +

0,81 e recuperacdo de 93,5% a 109 % (média de 101%); com 20,0 ng/g obteve valor médio de
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21,5 ng/g = 0,16 e recuperagdo de 106,5% a 108% (media de 107,7%). A trés concentracdes
avaliadas apresentaram taxa de recuperacdo dentro de valores recomendados pela CE n°
401/2006, sendo entre 70 a 110% (1 e 10 pg/kg) e, 80 a 110% (> 10 pg/kQg).

Li et al. (2009) obtiveram a taxa de recuperacdo de 97,0 a 102,0% sob
contaminagédo artifical com 0,1 a 0,2 ng/g de AFB;, ao analisar pasta de amendoim por
imunoensaio, empregando anticorpo monoclonal com reatividade cruzada para AFB1 (100%),
AFB:2 (93,6%), AFG: (95,4%) e AFG2 (65,2%).

A andlise de precisdo foi conduzida avaliando repetibilidade e precisao
intermediaria (Tabela 2). A repetibilidade (precisdo intracorrida — anélise no mesmo dia)
apresentou coeficiente de variacdo <15% preconizado pela ANVISA (2003) para todas as
concentragdes testadas, sendo 1,22%, 1,91% e 2,50% para 4,0 ng/g, 10,0 ng/g e 20,0 ng/g,
respectivamente. Coeficiente variacdo baixo indicaria pouca varia¢do entre resultados numa
mesma corrida, com boa repetibilidade. O mesmo ocorreu com a precisdo intermediaria
(precisdo intercorrida - analise em diferentes dias) com valores de 4,38%, 10,58% e 5,28 %.

A avaliacdo de robustez baseou-se na mudanca de operador perante obtencédo de
curva padrao (CV obtido com cinco concentragdes de 0,1 e 5,0 ng/mL em triplicata, sete dias
diferentes). O CV de 4% a 13% demonstrou baixa variacdo perante troca de analista.

O tempo de sensibilizacdo de microplaca com AFB1-BSA (18 e 24h) e uso de
pipetas de marcas diferentes no preparo de anti-AFB; e anti-lgG-HRP obtiveram baixo CV,
demonstrados através da repetibilidade, portanto 0 método apresentou robustez para as trés

variaveis testadas.

4.2.Teor de Umidade e Atividade de Agua (Aw)

O teor de umidade é um fator importante a ser monitorado na cadeia produtiva
do amendoim, por ser considerado um ponto critico através da correlagdo com a producao de
aflatoxinas. Os resultados dos teores de umidade das amostras analisadas variaram de 5,30 a
7,89% (média de 6,31% * 0,17) em amendoim Runner comum, e entre 4,0 e 7,28% (média de
5,54% + 0,82) para as amostras de amendoim Runner Blancheado. Todas as amostras
atenderam ao limite maximo de umidade permitido para amendoim beneficiado sem casca
(max. 8,0%) estabelecido na Resolu¢do RDC n. 274 da ANVISA (BRASIL, 2002).

Outros estudos relataram que o teor maximo de umidade para armazenamento

do amendoim sem casca é de 7,0%, se a umidade relativa ambiente for mantida a 70%, com
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temperatura entre 25-27 °C, sendo o0 armazenamento considerado seguro nestas condigoes pelo
periodo de aproximadamente um ano (ODOGOLA, 1994; WALIYAR et al., 2007; WALIYAR
et al., 2008).

Os lotes de amendoim blancheado apresentaram teor médio de umidade de 5,54
%, valor inferior ao teor médio encontrado nos lotes de amendoim comum (6,31%), sendo esta
diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05, teste t de Student). Os valores médios de
umidade inferiores dos lotes blancheados se comparados aos de amendoim comum, podem ser
explicados pela temperatura empregada no processo de blancheamento.

O processo de blancheamento consiste na remocao da pelicula do amendoim,
através de tratamento térmico. Neste processo o amendoim € colocado em esteiras que se
movem lentamente por fornos divididos em zonas de aquecimento, com aumento de
temperatura de uma zona para outra. O fluxo de ar sobre esses fornos flui de forma alternada
de cima para baixo e a temperatura aumenta gradualmente a cada 30 °C até atingir a faixa de
85-90 °C. O tempo total do tratmento térmico é de aproximadamente 30-45 min.; Apds
aquecimento o amendoim ¢é resfriado provocando a contracdo da semente, desta forma a
pelicula solta-se, sendo removida mecanicamente (ADELSBERG, SANDERS; 1997;
SANDERS, ADELSBERG, HENDRIX, McMICHAEL, 1999; SCHIRACK, DRAKE,
SANDERS, SANDEEP, 2006).

Adelsberg e Sanders (1997) analisaram nove protocolos de blancheamento com
tempos de aquecimento de 5,0; 7,5 e 10,0 minutos por zona de aquecimento, para um total de
seis zonas e tempo total de aquecimento de 30, 45 ou 60 minutos em temperaturas que subiam
progressivamente de 32,2 a 98,9 °C, relatando o decréscimo nos teores de umidade do
amendoim; Amostras com valores iniciais de umidade de 5,5% em media, variaram entre 4,81
e 2,94% ao final do processo.

Neste estudo os resultados de atividade de agua (Aw) variou de 0,4848 a 0,6939
(amendoim blancheado) e entre 0,5013 a 0,6998 para amendoim comum, com média de 0,5855
+ 0,004 e 0,6049 + 0,005, respectivamente. Ndo houve diferenca significativa (p> 0,05) entre o
valor médio de Aw dos lotes de amendoim comum e blancheado.

Zorzete et al. (2013) relataram valores de Aw entre 0,45 a 0,62, ao estudar
mensalmente, por um periodo de seis meses, 35 amostras de amendoim da cultivar Runner 886
e 35 de IAC Caiap0. Os valores médios de Aw encontrados neste trabalho sdo superiores aos
relatados por Nakai et al. (2008), que encontrou valores de Aw entre 0,44 e 0,65 ao estudar a
microflora e a ocorréncia de aflatoxinas em 60 amostras de amendoim Runner 886 estocados

por um ano, na regido de Tupa, estado de Sdo Paulo. Os resultados de Aw encontrados neste
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trabalho (amendoim Runner 886 comum e blancheado), estdo dentro da faixa de seguranca,
quanto a Awminima requerida para o controle do crescimento de fungos A. flavus e consequente
producdo de aflatoxina (0,78 e 0,80-0,82) (LACEY et al.,1991; PITT & HOCKING, 2009).

4.3. Aflatoxina

A Figura 4 apresenta a ocorréncia de AFB1 nos lotes de amendoim da safra
2014/15 — 2015/16. Os valores detectados apresentaram variacdo de 1,13 a 29,2 ng/g (média de
5,77 ng/g). Do total de amostras analisadas (n=60), apenas duas amostras (3,3%) apresentaram
contaminagdo acima do limite de 20 ng/g estabelecido pela legislagdo Brasileira (BRASIL,
2011). Em relagdo a legislacdo da Comunidade Européia, 76% das amostras (n=46)
apresentaram nivel de contaminacao de acordo com o limite maximo permitido para amendoim
a ser submetido a triagem ou outro tratamento fisico antes do consumo humano (8 ng/g) (EC,
2006).

O nivel médio de aflatoxina detectado em amostras de amendoim blancheado
(3,31 ng/g) foi inferior ao detectado em amendoim comum (6,83 ng/g), variando na faixa de
1,13 - 12,2 ng/g e 1,13-29,2 ng/g, respectivamente. A média de contaminacdo entre os dois
tipos de amendoim apresentou diferenca (p < 0,05). A diferenca de contaminacdo por AFB1
entre amendoim runner blancheado e comum, pode estar associada aos menores teores médios
de umidade (5,54%) e de atividade de dgua (0,5855) detectados nas amostras que passaram pelo
processo de blancheamento; indicando que o processo pode ser uma ferramenta util para
prevenir a contaminacao de aflatoxinas durante a cadeia produtiva de amendoim.

Os resultados de contaminag&o por aflatoxina obtidos no trabalho apresentaram-
se inferiores aos descritos por Nakai et al. (2008); ao analisar 60 amostras de amendoim Runner
886 provenientes regido de Tupé por HPLC, os autores observaram contaminagdo com AFB:
em 33,3% (20 amostras, 7,0-116 ng/g) e 28,3% com AFB: (17 amostras, 3.3 — 45,5 ng/g), sendo
que 17 (70,8%) amostras ultrapassaram o limite maximo de 20 pg/kg.

Zorzete et al. (2013) relataram valores de contaminacgdo inferiores ao obtido
neste estudo ao analisar 20 amostras de amendoim variedade Runner 886 e 20 da variedade
Caiapo por HPLC; na variedade Caiap06 a AFB: foi detectada em 10% das amostras, com niveis
médios variando de 0,2 a 0,6 ng/g; na variedade Runner 886 a AFB foi detectada em 20% das

amostras com com niveis medios variando de 0,2 a 1,0 ng/g.
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Perre et al. (2015) relataram a necessidade da adogédo da gestdo de seguranca
alimentar aliado ao plano de amostragem por empresas de beneficiamento, além da
conscientizacdo de produtores implementando boas préaticas agricolas e manufatura e,
consequente reducao no impacto de exposicao e 0s niveis de contaminacao por micotoxinas.

Os resultados quanto a contaminagéo por aflatoxina encontrado neste trabalho,
pode demonstrar a melhora da qualidade do amendoim brasileiro com o passar dos anos, quando
comparado ao relatado por Nakai et al. (2008) e Zorzete et al. (2013).

Segundo Gorayeb (2015), no Brasil, as empresas tém investido muito para a
melhoria da qualidade do amendoim produzido, além de se comprometerem a adotar o
comportamento ético industrial implantando Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), a fim de atender a legislacdo em vigor, em
especial a Resolucdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) RDC N° 275/02,
de 21.10.2002 e Resolucdo ANVISA RDC N° 274/02, de 16.10.2002 (produtos finais)
(BRASIL, 2002), em que séo determinados os limites méaximos permitidos de aflatoxinas, para
oferecer alimentos seguros ao consumidor.

Embora apenas duas amostras (3,3 %) ultrapassarem o limite de AFB; permitido
pela legislagdo brasileira, ressalta-se a necessidade do continuo monitoramento da cadeia
produtiva de amendoim pelo potencial perigo a saude da populacdo. Além disso, paises
fornecedores de commodities podem perder a oportunidade de exportacdo, devido a
regulamentacdo rigorosa de micotoxinas em paises desenvolvidos importadores, tais como a
Unido Europeia (DOHLMAN, 2003).

5. CONCLUSAO

O ic-ELISA desenvolvido consitiu em método imunoquimico rapido
promissor, com diferencial em uso nacional de baixo custo para triagem de AFB: em
amendoim. A sensibilidade, especificidade, limite de deteccdo e quantificacdo sao condizentes
para aplicacdo e avaliagcdo de lotes, seja destinados ao mercado interno como externo. A
vantagem também consiste no uso de menos solvente organico em relagdo a analitica quimica,

além de analise simultanea de 15 a 24 amostras em triplicata por microplaca.



62

Figura 1. Reducdo da interferéncia para determinagdo de AFB; por ic-ELISA em amendoim
a partir da diluicdo da matriz.
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Resultados expressos em média de % de interferéncia, n=7
&b Diferenca significativa ( p < 0.05, one-way-ANOVA).

Figura 2. Anélise de desvios entre curva padrdo e matrizada para determinacdo de AFB; em
amendoim.

_ y =-14,18In(x) + 48,116 .... o.... 3
100 e, < Padréo

90 A y =-1436In(x) + 46,296 ....m--- Matrizada
R2=0,9985

0,01 0,1 1 10
Aflatoxina B, (ng/mL)

Quadrados e losangos representam a média de % de ligacao de trés curvas padrao realizadas em triplicata
em dias diferentes. Barras representam o desvio padréo.
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Figura 3. Curva padréo para deteccdo de AFBL1 por ic-ELISA.
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Losangos representam a média de % de ligagdo de sete curvas padréo realizadas em dias diferentes.
Barras representam o desvio padréo.

Tabela 1. Recuperagdo de AFB; em amostras de amendoim por ic-ELISA.

AFB; adicionada Média £ DP* Ccv Recuperacdo  Valores de Referéncia**
(ng/g) (ng/g) (%) (%) (%)
4,0 4,1+0,20 4,9 104,4
70 a110%
10,0 10,1+0,81 79 101,7
20,0 21,5+0,16 0,7 107,7 80 a110%

* Resultados expressos em média + DP de trés repeticoes analisadas em sete replicatas.
** Segundo Regulamento (CE) n° 401/2006, 2006.
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Tabela 2. Andlise de precisdo na determinacdo de AFB; em amendoim por ic-ELISA.

Repetibilidade @ Precisdo Intermediaria® Valor de referéncia®
AFBL(NG/9) — v eey Media (%)  CV (%)  Média (%) CV (%)
4,0 1,22 4,38
10,0 1,91 1,87 10,58 6,75 15
20,0 2,50 5,28

2 Resultados expressos em coeficiente de variacdo (CV) de uma repeticdo analisada em sete replicatas para cada
concentragéo.

b Resultados expressos em coeficiente de variagdo (CV) de trés repeticdes analisadas em sete replicatas para cada
concentragdo em dias diferentes.

¢ Segundo ANVISA, 2003.

Figura 4. Ocorréncia e faixa de contaminacdo de aflatoxina B1 detectada em amostras de
lotes de amendoim por ic-ELISA.
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APENDICE

Um sistema Waters ACQUITY UPLC® acoplado a um espectrdmetro de massas
(Water ACQUIT TQ detector) foi utilizado para a confirmacdo dos niveis de aflatoxinas em
determinadas amostras analisadas por ic-ELISA, com resultado preliminar positivo e negativo.
A micotoxina foi determinada conforme metodologia preconizada por Waters (Application
Note, reportado por KOK et al., 2007). O método de extracéo foi baseado conforme descrito
por Huang et al. (2010) e adaptado as condi¢des do nosso Laboratério (Figura 1).

A coluna utilizada foi ACQUITY UPLC BEH C18 (2,1 50 mm, 1.7 um). A fase mével
consistiu de de agua + 0,1% éacido formico (A) e acetonitrila + 0,1% acido formico (B) sob
eluicdo isocréatica, com tempo de corrida de 10 min. O espectrometro de massas foi operado no
modo de ionizacao por electrospray positivo empregando os parametros a seguir: tensao capilar
4,0 kV, temperatura da fonte a 120 °C, gas de solvatacdo Nitrogénio, 800L/h, Temperatura a
450 °C.

Os dados obtidos foram processados e analisados empregando software MassLynx
™TargetLynx. A figura 2. mostra MRM (Monitoramento de reagdes multiplas) e tempo de
retencéo das 4 aflatoxinas (By, B2, G1, G>).

Figura 1. Procedimento de extracdo das amostras de amendoim para UPLC-MS/MS.
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Figura 2. Tempo de retencdo e separacdo através de MRM para aflatoxinas (B1, B2, G1 e G»).
(Infuséo de solugoes padréo na concentracdo de 10 pg/kg).
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Um total de 15 amostras previamente analisadas por imunoensaio ic-ELISA foram
analisadas por UPLC-MS/MS, conforme a seguir: 02 consideradas ND pelo imunoensaio (<LD
ic-ELISA); 13 amostras com contaminacdo na faixa de 1,13 a 29,2 ng de AFB;. A Figura 3
mostra o cromatograma de uma amostra com contaminacao abaixo de 1,13 ng/g pelo ic-ELISA
e também mostrou-se ausente para as 4 aflatoxinas (B1,B2, G1 e G2) em UPLC-MS/MS. A
Figura 4 mostra os cromatogramas de uma amostra com teor médio de 7,22 ng/g por ic-ELISA,
sendo a presenca de AFB; confirmada por UPLC-MS/MS

Figura 3. Cromatograma de uma amostra de amendoim considerada como ND para aflatoxinas.
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(7,22 pug/g) e confirmada para aflatoxinas (B1, B2,G1e G2) em UPLC-MS/MS.
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Figura 4. Cromatograma de uma amostra de amendoim considerada positiva em ic-ELISA



