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DETERMINACAO QUANTITATIVA DE AFLATOXINAS EM GRAOS DE SOJA
POR MEIO DE METODO FLUORIMETRICO
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No processo realizado do cultivo até a comercializagao/processamento da soja,
0s graos estdo expostos a contaminacdo por fungos, pois esses graos sao fontes
alimentares destes microrganismos. Os géneros mais frequentemente encontrados
sao Aspergillus e Penicilium, os chamados fungos de armazenamento (Sweeney;
Dobson, 1998). O A. flavus pode produzir aflatoxinas, substancias quimicas téxicas
produzidas por fungos oriundas de seu metabolismo secundario (Yu et al., 2005; Bok
et al., 2004). Existem vérios tipos de aflatoxinas, dentre elas, destacam-se quatro, B1,
B2, G1, G2. A biotransformacao, dessas aflatoxinas, em diversas espécies animais
resulta na producao de micotoxinas M1 e M2 (Oliveira; Germano, 1997), que causam
efeitos adversos nos seres humanos, nos animais e na agricultura, resultando em
doengas e perdas econémicas.

Em muitos casos, ndo ha um método efetivo para prevenir a contaminacéo de
grdaos com micotoxinas e ndo existe possibilidade de descontaminacdo. A melhor
maneira usada para regular a concentra¢gdo de micotoxinas consiste na identificagéo e
rejeicao de lotes de gréaos contaminadas. Sendo assim, sera vantajosa a possibilidade
de obtengéo de resultados com a identificacdo de aflatoxinas usando o fluorimetro,
método rapido e simples para identificagéo e quantificagao.

De acordo com a RDC n°7, da ANVISA (Brasil, 2011), o limite maximo tolerado
(LMT) para aflatoxinas varia de 5 a 20 ug.kg™ (ppb) para diversos produtos agricolas e
alimentos.

O objetivo desse trabalho foi identificar a presenca ou auséncia das aflatoxinas
(B1, B2, G1, G2) em 31 amostras de graos de soja utilizando o método fluorimétrico e,
posteriormente, relacionar o indice de presenca do fungo com os valores de
aflatoxinas e com a porcentagem de graos avariados.

As amostras foram selecionadas dentro de um banco de 815 amostras
coletadas na safra 2014/2015, no Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Mato
Grosso do Sul, Sao Paulo, Mato Grosso, Goias, Minas Gerais e Bahia, sendo
provenientes de municipios pertencentes a varias microrregides de cada Estado. O
critério de selecao foi indice de presenca de A. flavus (%), sendo selecionadas as 31
amostras que apresentaram os maiores valores. As amostras foram classificadas pelo
total de graos avariados conforme a Instru¢do Normativa n® 11(2007). As amostras
foram realizadas em triplicata e foram calculados os desvios-padrdes.

As andlises de aflatoxinas foram realizadas pelo método fluorimétrico,
utilizando um kit para deteccdo de Aflatoxina em cereais, composto por: coluna de
imunoafinidade com anticorpos de toxina B1, B2, G1, G2 — 300 ng, marca VICAM
G1010; filtro de microfibra (1,5 micra 11 cm didmetro); cubeta de borosilicato para
leitura em fluorimetro; colunas de imunoafinidade — Aflatest (Vicam, 2009). Foram
pesadas 5g de amostra de soja previamente moida em erlenmeyer de 125 ml,
adicionados 20 ml de solugao de solugcao metanol:agua destilada (80:20) e 1 g de
NaCl, previamente pesado em balanga analitica. Os frascos foram submetidos a
agitacao durante dois minutos em agitador magnético sob baixa velocidade. Apos
agitacao o material foi submetido a filiracdo com papel qualitativo, coletando-se o
filtrado em um béquer, do qual retirou-se uma aliquota de 3 mL que foi diluida com 12
mL de agua purificada. Em seguida, procedeu-se uma segunda filtracdo em papel de
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microfibra de vidro de 1,5 micrometro para posterior aplicagcdo na coluna de
imunoafinidade. Apds a passagem da amostra, a coluna foi lavada com 10 mL de agua
destilada para limpeza completa e, em seguida foi eluida com 1 mL de metanol 100%
de forma lenta (uma gota por segundo) para arraste das aflatoxinas ligadas aos
anticorpos monoclonais da coluna de imunoafinidade. Essa amostra eluida (1,0 mL) foi
coletada em um microtubo de vidro, onde foi posteriormente adicionado 1 mL do
revelador Aflatest® ao eluato e realizada a leitura em fluorimetro calibrado em até 60
segundos.

Todos os valores de aflatoxinas nas amostras de graos de soja das diferentes
microrregides dos Estados do Brasil foram baixos. As médias ficaram entre 0,00 e 2,80
ppb. O desvio padrao das amostras, com exceg¢ao das amostras 235, 833, 979, ficou
baixo, o que é bom, pois quanto menor o desvio padrao menor a variancia e a
dispersao dos dados obtidos (Tabela 1).

Oliveira et al. (2010) avaliaram os valores de aflatoxinas em gréos de soja na
recepcdo e na expedicdo de uma unidade armazenadora na safra 2008/2009 e
encontraram valores variando de 0,00 a 1,00ppb, sendo que das 8 amostras
analisadas apenas 2 apresentaram valores de 1,00 ppb. As demais ficaram abaixo do
nivel de deteccdo que foi de 1 pbb. Cabe destacar que a metodologia utilizada no
trabalho publicado por esses autores foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia e
detecgdo por espectrometria de massas (CLAE MS/MS), apresentando valores
semelhantes de aflatoxinas nos graos de soja quando comparado com a metodologia
do fluorimetro.

Em seguida, as amostras foram classificadas do maior para o menor indice de
presenca de A. flavus (%), com intuito de verificar se existe relagcdo entre a presenca
do fungo e o valor de aflatoxinas nos graos de soja. Nao foi possivel verificar uma
relacdo entre indice de presenca de A. flavus (%) e os valores de aflatoxina. Também
foi possivel verificar uma flutuacao aleatéria da porcentagem de grdos avariados, em
funcéo do indice de presenca de A. flavus (%) (Figura 1).

O tegumento ou casca da soja consiste em uma barreira natural, dificultando a
colonizacdo de fungos e consequentemente a produgcdo de micotoxinas. Assim, em
derivados de soja como, por exemplo, o farelo, onde ndo existe essa barreira natural,
0s niveis de contaminacdo com micotoxinas podem ser superiores. Dessa forma, os
valores de aflatoxinas encontrados nos graos desse trabalho foram baixos como os
relatados por Oliveira et al. (2010) e Calori-Domingues et al. (2014). Nenhuma das
amostras desse experimento apresentou limite superior ao da legislacdo vigente.
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Figura 1. indice de presenca de Aspergillus flavus (%), valores de aflatoxinas e a
porcentagem de graos avariados nas 31 amostras coletadas na safra 2014/2015.
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Tabela 1. Valores de aflatoxinas nas 31 amostras da safra 2014/2015 realizadas no
fluorimetro em triplicata (ppb), com as respectivas médias e seus desvios padroes de
cada amostra.

Repeticoes
AMOSTRAS A B C Média (ppb) Desvio padrao

57 0,00 0,00 0,66 0,22 0,381051178
59 0,00 1,10 1,10 0,73 0,635085296
107 0,00 0,20 0,42 0,21 0,21007935
113 0,00 1,00 0,00 0,33 0,577350269
121 0,00 0,00 0,00 0,00 0

143 0,00 0,00 0,00 0,00 0

167 0,00 0,00 0,00 0,00 0

235 0,00 0,00 4,20 1,40 2,424871131
257 2,60 4,00 1,80 2,80 1,113552873
261 2,10 2,90 2,00 2,33 0,493288286
263 0,00 0,00 0,00 0,00 0

275 0,00 0,00 0,00 0,00 0

371 1,20 0,00 0,00 0,40 0,692820323
377 0,22 1,10 0,00 0,44 0,582065288
389 0,00 0,00 0,00 0,00 0

411 0,00 0,00 0,00 0,00 0

417 0,00 0,00 0,00 0,00 0,001443376
419 0,79 0,00 0,00 0,26 0,456106713
421 0,44 0,41 0,23 0,36 0,113578167
439 0,05 0,28 0,00 0,11 0,150360677
483 0,82 0,00 0,26 0,36 0,419046537
557 0,24 0,00 0,00 0,08 0,138564065
701 0,00 0,00 0,00 0,00 0

721 0,00 0,74 0,82 0,52 0,452106182
723 0,55 0,60 1,30 0,82 0,419324854
747 0,00 0,00 0,02 0,01 0,009814955
795 0,00 0,16 0,00 0,05 0,092376043
833 0,00 5,00 0,56 1,85 2,739440332
885 0,73 2,40 2,30 1,81 0,936642942
979 0,92 1,10 4,80 2,27 2,19000761

1013 0,81 1,50 1,70 1,34 0,466940396






