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RESUMO

Foi realizado a avaliacdo da eficiéncia do kit Reveale Q+ desenvolvido pela Neogen para detecgéo de
aflatoxinas Bi, Bz, G1, € G2 e fumonisinas B1 e B2 em 26 amostras de alimento pet e 4 amostras com
contaminacgdo positiva entre 5 a 20 ppb para aflatoxinas. Ele foi comparado com a metodologia
cromatografia liquida. Foram analisadas 56 amostras de alimento pet. Os resultados demonstraram
boa concordancia entre as duas técnicas para deteccdo de aflatoxinas e fumonisinas. O método
desenvolvido pela Neogen mostra-se mais rapido, menos complexo, utiliza menos reagentes quimicos
e resultados com o6tima confiabilidade, tornando assim uma 6tima ferramenta para controle de
qualidade e deteccdo de micotoxinas.
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ABSTRACT

It was realized an efficiency evaluation about the Kit Reveale Q+ developed by Neogen for aflatoxins
B1, B2, G1 and Gz e fumonisins B1 e B2 detection in 26 samples of pet foods and 4 samples with positive
contamination between 5 to 20 ppb for aflatoxins. It was compared to the liquid chromatography
methodology. It was analyzed 56 samples of pet food. The results demonstrated a good concordance
between these two techniques for aflatoxins and fumonisins detection. The method developed for
Neogen shows faster, less complex, uses less chemistry agents and results with great confiability,
becaming it a great tool for quality control and mycotoxins detection.
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INTRODUGCAO
As micotoxinas estdo espalhadas pelos cinco continentes. Na América do
Norte, observa-se a presenca das micotoxinas aflatoxinas, deoxynivalenol,
zearalenona e ocratoxina. Na América Central e do Sul ocorrem aflatoxinas,
deoxynivalenol, fumonisinas, ocratoxinas e a toxina T-2. Ja na Europa e Asia observa-
se a presenca de aflatoxinas, deoxynivalenol e zearalenona. Na Africa observam-se
as aflatoxinas, as fumonisinas e a zearalenona; e na Oceania verificam-se as
aflatoxinas e as fumonisinas (DEVEGOWDA,1999).
As aflatoxinas (AFs) sdo produzidas por fungos do género Aspergilus, A.flavus
e A. parasiticus, sendo as micotoxinas mais abundantes e mais toxicas que se
conhecem (ALDRED et al., 2004; SANTOS et al.,1998; PITT & HORKING, 1999). Sdo

conhecidos, atualmente, 18 compostos similares designados pelo termo aflatoxina,



porém, os principais tipos de interesse sdo identificados como Bi, B2, Gi1 e G2
(COULOMBE, 1991).

A toxicidade cronica destas micotoxinas pode levar a alteracdes hepaticas,
reducdo do crescimento do animal e protecdo imunolégica. Na toxicidade aguda
causa hemorragias subcutaneas e intramusculares resultando na morte do animal.
Suinos e caninos séo as espécies mais sensiveis, sendo normalmente animais jovens
os mais afetados pela aflatoxicose (YU et al., 2005; ZLOTOWSKI et al., 2004;
MALLMANN et al. 1994).

O conhecimento cientifico sobre as fumonisinas (FBs) é relativamente menor,
quando comparada as aflatoxinas, embora sua ocorréncia seja também bastante
frequente. Com distribuicdo mundial, os fungos do género Fusarium, produtores de
fumonisinas, sdo importantes patégenos de cereais em todas as suas fases de
desenvolvimento, incluindo o periodo ap6s a colheita quando os graos sédo
armazenados (DIAZ; BOERMANS, 1994).

As dietas contaminadas por FBs provocam inapeténcia e depresséao, induzindo
toxidade cardiovascular, edema pulmonar e degeneracdo hepatica, e, em
concentracbes elevadas, podem provocar lesbes pancreaticas, hepaticas e renais
(LOVATTO et al., 2007).

Os principais ingredientes presentes na composicdo dos alimentos pet s&o
milho, soja, e arroz. O fato das aflatoxinas e fumonisinas estarem presentes como
contaminante natural em produtos de origem vegetal, faz com que haja um grande
interesse no desenvolvimento de técnicas rapidas e sensiveis para deteccdo de
micotoxinas em alimentos pet.

Os métodos disponiveis para detec¢cdo das micotoxinas em sua maioria sédo
precisos, porém necessitam de um preparo longo as amostras e com grande
complexidade.

Entre os varios métodos de andlises, a cromatografia ocupa um lugar de
destaque. A quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é
também conhecida por HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromathography.
Este é um tipo de cromatografia liquida que emprega colunas e uma fase movel que &
eluida sobre altas pressdes. Os componentes que compdem um CLAE séo
reservatorio da fase movel, bomba de alta presséo, valvula de injecdo, coluna,
detector e registrador (GILBERT e ANKLAM, 2002; YANG et al., 2005).



Nos Ultimos anos vem aumentando a aceitacdo pelas técnicas de
imunocromatografia de fluxo lateral para deteccdo quantitativa, que apresenta
resultados de forma rapida para micotoxinas. Atualmente esta disponivel no mercado
um grande numero de kits rapidos para deteccdo de diversas micotoxinas como:
aflatoxinas, zearalenona, ocratoxina A, deoxynivalenol, toxina T2 e fumonisinas
(PESTRKA et al., 1995).

O objetivo deste trabalho foi verificar a eficiéncia do Kit Reveale Q+ Aflatoxin
para deteccdo de aflatoxinas Bi, B2, G1, e G2 e Kit Reveale Q+ Fumonisin, para
deteccdo de fumonisinas FB1 e FB2 em alimentos pet. Foram também analisadas 4
amostras com concentragfes estimadas entre 5 e 20 ppb, contaminadas com
aflatoxinas. Essas avaliacbes também foram realizadas com o método de

cromatografia liquida de alta eficiéncia como forma de comparativo.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 26 amostras de alimento pet para deteccéo de aflatoxinas e
fumonisinas. E também 4 amostras pré contaminadas com aflatoxinas.

Na preparacdo da amostra foram utilizados 4 kg de alimento pet para a analise
de aflatoxinas e fumonisinas por CLAE e para a analise por Kit Reveale Q+ para cada
amostra. Foi efetuado o quarteamento, em quarteador 16 canais das amostras até
adquirir a quantidade de duas amostras de 500 g cada, sendo em seguida moida a
uma granulometria de 20 mesh.

O método utilizando cromatografia liquida foi realizado no laboratério SAMITEC
— SOLUGOES ANALITICAS MICROBIOLOGICAS E TECNOLOGICAS LTDA,
localizado na cidade de Santa Maria — RS.

O método utilizando imunocromatografia de fluxo lateral foi realizado através
do Kit Reveale Q+ aflatoxin e Kit Reveale Q+ fumonisin, estas metodologias foram
desenvolvidas pela Neogen Corporation (NASDAQ: NEOG).

As determinagbes das micotoxinas aflatoxinas e fumonisinas foram realizadas
conforme metodologia descrita pela Neogen do Brasil, sendo o limite de deteccéo
(LOD) para AFs = 2 ppb e FBs = 300 ppb.



Analises de aflatoxinas

Foram utilizados 10 g de cada amostra extraidos com 50 ml de alcool etilico
65%. A amostra foi agitada neste meio por 3 minutos vigorosamente e, em seguida,
filtrada. Foram adicionados 500 ul do diluente ao tubo de diluicdo e coletado 100 pl
do filtrado, adicionando — o0 ao tubo de diluigcdo, misturando 5 vezes com auxilio de
uma pipeta. Transferiu-se 100 pl do tudo de diluicdo para novo tubo e colocou a tira
do teste Reveale Q+ Aflatoxin, aguardando 6 minutos para leitura dos resultados no

leitor Accuscan® Pro.

Analises de fumonisinas

Foram utilizados 10 g de cada amostra extraidos com 50 ml de alcool etilico
65%. A amostra foi agitada neste meio por 3 minutos vigorosamente e, em seguida,
filtrada. Foram adicionados 200 ul do diluente ao tubo de diluicdo e coletado 100 pl
do filtrado, adicionando — o ao tubo de diluicdo, misturando 5 vezes com auxilio de
uma pipeta. Transferiu-se 100 pl do tudo de diluicdo para novo tubo e colocou a tira
do teste Reveale Q+ Fumonisin, aguardando 6 minutos para leitura dos resultados no

leitor Accuscan® Pro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos pelos dois métodos sdo mostrados nas Tabelas 1, 2, 3,
4 e 5. Onde é possivel fazer a comparacdo dos resultados entre as duas
metodologias.

As amostras com concentracdo com valores estimados entre 5 e 20 ppb para
aflatoxinas, obteve-se resultados de 100% das amostras com resultados positivos
nos dois métodos, podendo verificar uma precisdo satisfatéria na utilizacdo dos
métodos utilizados. Os valores obtidos nas duas metodologias sdo demonstrados na
tabela 1.



Tabela 1 - Comparacédo dos resultados das amostras com presenca positiva para aflatoxinas, entre os
métodos Kit Reveale Q+ e HPLC.

Método Kit Reveale Q+ HPLC
Amostra Aflatoxinas (ppb) Aflatoxinas (ppb)
1 20 20,4
2 13,8 15,1
3 57 5,8
4 10 8,5

LOD = Limite Deteccado — Kit Reveale Q+: = 2ppb — HPLC: = 0,1ppb.

Comparando os resultados de aflatoxinas nas amostras de alimento pet,
analisadas pelo Kit Reveale Q+ Aflatoxin, houve resultado positivo em 11,53% das 26
amostras, enquanto que o método HPLC apresentou resultado positivo em 3,84% das
amostras de alimento pet (tabela 2).

Tabela 2 - Comparac¢do dos resultados de aflatoxinas entre os métodos Kit Reveale Q+ e HPLC.

Meétodo Kit Reveal® Q+ HPLC
Amostra Aflatoxinas (ppb) Aflatoxinas (ppb)

1 <LOD <LOD
2 <LOD <LOD
3 <LOD <LOD
4 <LOD <LOD
5 <LOD <LOD
6 <LOD <LOD
7 <LOD <LOD
8 2,3 <LOD
9 <LOD <LOD
10 <LOD <LOD
11 <LOD <LOD
12 <LOD <LOD
13 <LOD <LOD
14 <LOD <LOD
15 <LOD <LOD
16 <LOD <LOD
17 <LOD <LOD
18 2,2 <LOD
19 <LOD <LOD
20 <LOD <LOD
21 <LOD <LOD
22 <LOD 1,4

23 2,2 <LOD
24 <LOD <LOD
25 <LOD <LOD
26 <LOD <LOD

LOD = Limite Deteccédo — Kit Reveale Q+: = 2ppb — HPLC: = 0,1ppb.



A Tabela 3 demonstra os resultados nas amostras de alimento pet para
deteccdo de fumonisinas, que foram obtidos pelo método do Kit Reveale Q+
fumonisin, que apresentou resultados positivo em 84,61% das 26 amostras
analisadas, assim como a técnica de HPLC que apresentou resultados positivos em
84,61% das 26 amostras.

Tabela 3 - Comparacdo dos resultados de fumonisinas entre os métodos Kit Reveale Q+ e HPLC.

Método Kit Reveale Q+ HPLC
Amostra Fumonisinas (ppb) Fumonisinas (ppb)
1 400 500
2 400 400
3 300 150
4 700 700
5 500 499,8
6 600 547
7 300 373
8 400 373
9 500 661
10 300 429
11 300 523
12 850 747
13 300 382
14 900 910
15 <LOD <LOD
16 600 585
17 400 436
18 500 545
19 500 800
20 400 546
21 <LOD <LOD
22 500 421
23 <LQ <LQ
24 500 696
25 500 580
26 <LOD <LOD

LOD = Limite Deteccéo — Kit Reveale Q+: = 300ppb — HPLC: = 125ppb

Ao interpolar as médias dos resultados conforme mostram as tabela 4 e 5
verifica-se a uma boa correlacéo dos resultados entre os métodos Kit Reveale Q+ e

HPLC, principalmente para analise para detec¢do de fumonisinas.



Tabela 4 — Analise estatistica dos métodos Kit Reveals Q+ e HPLC para analise de aflatoxinas
utilizando Teste t.

Kit Reveal Q+ HPLC
Média 0,2576 0,0538
Variancia 0,5297 0,0753
Amostras 26 26
o] 50
Teste t 1,3361
P(T<=t) bi-caudal 0,1909
t critico bi-caudal 2,7384

Tabela 5 — Andlise estatistica dos métodos HPLC e Kit Reveale Q+ para analise de fumonisinas
utilizando Teste t.

Kit Reveal Q+ HPLC
Média 409,61 454
Variancia 55203,84 63319,76
Amostras 26 26
o] 50
Teste t 0,6573
P(T<=t) bi-caudal 0,5139
t critico bi-caudal 2,6777

Os dados dispostos na tabela 4 e 5 comprovam que nao foram constatadas
diferenca estatisticamente significativa (P>0,05) no comparativos dos métodos HPLC
e Kit Reveales Q+, tanto para aflatoxinas como para fumonisinas, com um total de 26
analises com o método de quantificacéo.

O Kit Reveale Q+ desenvolvido pela Neogen atende a necessidade da
indUstria, pois € um teste rapido e simples que permite verificar a qualidade de
alimento pet quanto & presenca de aflatoxinas e fumonisinas. A deteccdo de
micotoxinas por HPLC também demonstrou eficiéncia nos resultados, contudo requer

maior conhecimento do analista e dispende mais tempo de analise.

CONCLUSAO
As metodologias utilizadas demonstraram resultado satisfatorio. Quanto a
deteccdo de aflatoxinas o método por HPLC apresenta maior sensibilidade para

apresentar positividade com limite de quantificacdo para aflatoxinas igual a 1 pug/Kg



em comparagao com a metodologia desenvolvida pela Neogen. Na comparagdo com
os testes de fumonisinas por HPLC e Kit Reveals Q+, demonstrou proximidades na
sensibilidade entre os métodos. Os o6rgaos fiscalizadores da industria pet food
determinam limites maximo por contaminac¢ao por micotoxinas, sendo aflatoxinas < 20
ppb e fumonisinas < 5000 ppb. Com os resultados apresentados se faz necessario o
controle dos alimentos produzidos para cédes e gatos para garantir a qualidade dos
produtos. O método desenvolvido pela Neogen demonstra desempenho satisfatério
para 0 acompanhamento do alimento pet, por se demonstrar eficiente e de rapida

resposta.
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