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24.1 INTRODUÇÃO 

Os produtos agrícolas, devido à sua alta qualidade nutricional, consti-
tuem um substrato suscetível à contaminação por fungos toxigênicos1. Essa 
contaminação, além de reduzir a produtividade e a qualidade dos grãos, 
acarretando perdas econômicas, podem causar efeitos tóxicos em seres 
humanos e animais devido à produção de metabólitos secundários tóxicos, 
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denominados micotoxinas2. A contaminação por micotoxinas pode ocorrer 
no campo, durante a colheita, no transporte e no armazenamento dos grãos 
e depende de fatores biológicos e ambientais3.

Os fungos toxigênicos envolvidos na contaminação da cadeia produ-
tiva de grãos pertencem principalmente aos gêneros Fusarium, Penicillium 
e Aspergillus3,4. As micotoxinas de maior impacto econômico a contami-
nar produtos agrícolas em regiões de climas tropical e subtropical são as 
fumonisinas e as aflatoxinas, produzidas principalmente por Fusarium 
verticillioides e Fusarium proliferatum5, e por Aspergillus flavus Link e 
Aspergillus parasiticus Speare, respectivamente6,7.

A ocorrência de aflatoxinas e fumonisinas em produtos agrícolas é um 
problema reportado no mundo todo8-11. Devido à alta frequência e aos riscos 
à saúde associados às aflatoxinas e fumonisinas, diversos países estabelece-
ram ou reduziram os limites regulatórios para micotoxinas. Em 2003, ao 
menos 99 países possuíam alguma legislação para micotoxinas, o que repre-
sentou um aumento de 30% em relação a 199512. As legislações estão cada 
vez mais rigorosas, e os países exportadores de produtos agrícolas estão 
se adequando às novas exigências internacionais sobre os limites máximos 
tolerados para micotoxinas, visando à manutenção de seus produtos no mer-
cado. No Brasil, o limite máximo para aflatoxinas era de 50 µg/Kg em milho 
e em outras matérias-primas13. Contudo, a Agência Nacional de Vigilância 
Sanitária (ANVISA), por meio da Resolução RDC nº 07/2011, reduziu os 
limites máximos tolerados de aflatoxinas em milho e amendoim para 20 
µg/Kg, além de estabelecer limites máximos para as fumonisinas em milho 
(5.000 µg/Kg) e para outras micotoxinas para as quais antes não existiam 
parâmetros no Brasil14. 

Tendo em vista que a contaminação de produtos agrícolas por fungos 
toxigênicos e micotoxinas é difícil de evitar, um monitoramento contínuo de 
grãos, alimentos e rações por meio de métodos sensíveis e precisos é essen-
cial para minimizar os efeitos tóxicos e as perdas econômicas.

Os métodos convencionais de identificação e detecção de fungos incluem 
o cultivo em diversos meios, exame microscópico e análises químicas de 
quitina, ergosterol ou metabólitos secundários. Com exceção do último, que 
inclui micotoxinas, os demais métodos apresentam baixa especificidade e 
reprodutibilidade e consomem muito tempo15. Os estudos de sistemática 
molecular, apesar de possuírem alta especificidade, também apresentam 
custo elevado16.

As micotoxinas são geralmente detectadas por meio de cromatogra-
fia líquida de alta eficiência (CLAE, do inglês, high performance liquid 
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chromatography – HPLC), cromatografia gasosa e espectrometria de 
massa17,18. A cromatografia líquida acoplada a espectrômetro de massa (LC-
MS/MS) tem sido utilizada para a determinação simultânea de várias mico-
toxinas com baixos limites de detecção. Contudo, a necessidade de uma 
extensa pré-limpeza da amostra, o que aumenta os custos, a utilização de 
solventes e as limitações da análise in situ tornam necessária a utilização de 
técnicas alternativas17,19.

Os métodos imunológicos para a detecção de fungos toxigênicos e mico-
toxinas constituem técnicas alternativas promissoras. Esses métodos apre-
sentam várias vantagens, como facilidade de operação, especificidade e alta 
sensibilidade, além de não requererem etapa de pré-limpeza da amostra, 
permitirem a análise simultânea de várias amostras, não utilizarem reagentes 
tóxicos e poderem ser realizados no campo15,20-23.

Neste capítulo, são abordados conceitos básicos relativos a anticor-
pos e antígenos, tipos de imunoensaios, imunoensaios para a detecção de 
Aspergillus spp. e Fusarium spp., assim como para a detecção de aflatoxinas 
e fumonisinas.

Figura 24.1  (a) Estrutura das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2; (b) estrutura das fumonisinas A1, A2, B1, B2 e B3. Fonte: CAST (2003)3, com 

permissão para a reprodução.
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24.2 CONCEITOS BÁSICOS RELATIVOS 
A ANTICORPOS E ANTÍGENOS 

Os anticorpos, ou imunoglobulinas, são glicoproteínas produzidas pelos 
linfócitos B em resposta principalmente a patógenos como vírus, bactérias, 
fungos, protozoários e helmintos. Os linfócitos B podem produzir anticorpos 
contra praticamente qualquer antígeno. Há cinco classes de anticorpos: IgG, 
IgM, IgA, IgD e IgE. Nos ensaios imunológicos, geralmente são utilizados 
anticorpos IgG. Os sítios de ligação, localizados na extremidade N-terminal 
dos anticorpos, ligam-se a regiões dos antígenos denominadas epítopos. Os 
antígenos que induzem uma resposta imune são denominados imunógenos. 
Antígenos de baixa massa molecular que para induzir uma resposta imune 
precisam ser conjugados com moléculas carreadoras (proteínas como albu-
mina bovina e ovalbumina) são denominados haptenos (Figura 24.2).

Devido à propriedade de interagir com antígenos com alta especificidade, 
os anticorpos podem ser utilizados como ferramentas para a detecção qua-
litativa ou quantitativa de diferentes moléculas. Os anticorpos podem ser 
produzidos em animais como coelhos, ratos e camundongos por meio da 
inoculação do animal com várias doses do antígeno e posterior purifica-
ção dos anticorpos do soro hiperimune. Embora a produção desses anticor-
pos, denominados policlonais, seja relativamente simples e de baixo custo, 
devido ao fato de ser resultante da ativação de vários clones de linfócitos B 

Figura 24.2  Sistema hapteno-molécula carreadora. A molécula de hapteno, devido à baixa massa molecular, não apresenta imunoge-

nicidade. Porém, quando conjugada à molécula carreadora, torna-se imunogênica.
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pode ocorrer reatividade cruzada com antígenos diferentes dos utilizados na 
imunização.

Os anticorpos monoclonais, por sua vez, são produzidos por meio da 
fusão de células B tumorais com células B de camundongos isogênicos e, 
embora sejam tecnicamente mais difíceis de serem produzidos, constituem 
reagentes homogêneos, de maneira que um determinado anticorpo mono-
clonal possui apenas um tipo de sítio de ligação ao antígeno e, consequente-
mente, liga-se a um único epítopo.

24.3 TIPOS DE IMUNOENSAIOS 

Os ensaios imunoenzimáticos ELISA, do acrônimo enzyme linked 
immunosorbent assay, têm sido amplamente utilizados para a detecção de 
fungos toxigênicos e micotoxinas e baseiam-se na conjugação do antígeno 
ou do anticorpo com uma enzima. Nos ensaios em que se utilizam dois 
anticorpos, o anticorpo não marcado que se liga ao antígeno é denominado 
anticorpo primário, enquanto o anticorpo marcado com enzima que se liga 
ao anticorpo primário é denominado anticorpo secundário. Os principais 
tipos de ELISAs são o indireto, o competitivo direto (dc-ELISA), o competi-
tivo indireto (ic-ELISA) e o ELISA sanduíche. 

O ELISA indireto é uma técnica qualitativa e consiste na detecção da inte-
ração de um anticorpo primário não marcado com o antígeno imobilizado 
na microplaca. A ligação do anticorpo primário ao antígeno é detectada por 
meio de um anticorpo secundário marcado com uma enzima (Figura 24.3). 
Esse método é mais utilizado na detecção de anticorpos em amostra de soro 
para diagnóstico de doenças infecciosas.

Figura 24.3  ELISA indireto. O anticorpo é adicionado à placa contendo antígeno imobilizado. Ao adicionar o anticorpo secundário mar-

cado com enzima e posteriormente o substrato, a coloração desenvolvida será proporcional à ligação do anticorpo primário ao antígeno.
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No ELISA competitivo direto (dc-ELISA), a sensibilização da microplaca 
é realizada com o anticorpo específico, ocorrendo a competição entre o antí-
geno presente na amostra e o antígeno marcado com uma enzima pelo sítio 
de ligação do anticorpo. Assim, quanto maior a concentração de antígeno 
na amostra, menor será a ligação do antígeno marcado com o anticorpo24 
(Figura 24.4).

No ELISA competitivo indireto (ic-ELISA), a competição ocorre entre o 
antígeno imobilizado na microplaca e o antígeno presente na amostra, pelo 
sítio de ligação do anticorpo. A amostra contendo o antígeno é misturada 
ao anticorpo e então adicionada à microplaca. A ligação entre o anticorpo 
e o antígeno da placa será tanto menor quanto maior for a concentração 
de antígeno na amostra. Para detectar o anticorpo primário, utiliza-se um 
anticorpo secundário marcado com enzima. Quanto maior a concentração 
de antígeno na amostra, menor será a absorvância24 (Figura 24.5). 

O ELISA sanduíche apresenta duas etapas. Na primeira etapa a amostra 
contendo o antígeno é adicionada à microplaca e ocorre a ligação com o 
anticorpo imobilizado. Na segunda etapa, é adicionado um segundo anti-
corpo marcado com enzima que se liga a um epítopo diferente no antígeno. 

Figura 24.4  ELISA competitivo direto (dc-ELISA). Antígeno marcado com enzima é adicionado juntamente com as amostras contendo: 

(A) alta concentração de antígeno; ou (B) baixa concentração do antígeno a ser analisado. Quanto maior a concentração do antígeno 

na amostra, menor será a ligação do antígeno marcado aos anticorpos e, consequentemente, menor será a coloração da reação após a 

adição do substrato.
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Assim, após a adição do substrato, a absorvância será diretamente propor-
cional à concentração de antígeno presente na amostra24 (Figura 24.6). 

Figura 24.5  ELISA competitivo indireto (ic-ELISA). O anticorpo é adicionado juntamente com as amostras contendo: (A) alta concentra-

ção de antígeno; ou (B) baixa concentração do antígeno a ser analisado. Quanto maior a concentração do antígeno na amostra, menor 

será a ligação do anticorpo primário ao antígeno imobilizado na placa. Ao adicionar o anticorpo secundário marcado com enzima e 

posteriormente o substrato, a coloração desenvolvida será inversamente proporcional à concentração de antígeno na amostra.

Figura 24.6  ELISA sanduíche. Amostras contendo: (A) alta concentração de antígeno; ou (B) baixa concentração do antígeno a ser 

analisado, são adicionadas à placa. Quanto maior a concentração do antígeno na amostra, maior será a ligação ao anticorpo de captura 

imobilizado na placa. Ao adicionar o anticorpo secundário marcado com enzima e posteriormente o substrato, a coloração desenvolvida 

será diretamente proporcional à concentração de antígeno na amostra.
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O desenvolvimento de um ELISA requer a determinação do limite de 
detecção ou sensibilidade e da especificidade do anticorpo para garantir 
resultados mais consistentes25.

A imunocromatografia, também chamada de teste de fluxo-lateral, baseia-
-se em uma membrana (geralmente de nitrocelulose) dividida em várias 
camadas, incluindo uma camada da amostra, uma camada do conjugado 
(anticorpo antimicotoxina conjugado com ouro), uma camada absorvente, 
além de uma zona teste e uma zona controle, que contêm a micotoxina con-
jugada a uma proteína e a um anticorpo secundário (antianticorpo), respec-
tivamente. O extrato de uma amostra é adicionado à camada da amostra, 
fluindo para a camada do conjugado por capilaridade, continuando a migrar 
juntos ao longo da membrana, atingindo a zona teste e controle. Em uma 
amostra positiva, o anticorpo antimicotoxina conjugado com ouro coloidal 
irá se ligar à micotoxina presente na amostra e não estará livre para se ligar 
à micotoxina-proteína imobilizada na membrana. Portanto, não formará 
uma linha visível na zona teste. Por outro lado, em uma amostra negativa, 
o conjugado anti-micotoxina-ouro estará disponível para se ligar à micoto-
xina-proteína imobilizada e formará uma linha visível na zona teste. A zona 
controle será sempre visível, independentemente da presença ou ausência de 
micotoxinas, uma vez que o segundo anticorpo sempre irá capturar o conju-
gado antimicotoxina-ouro, indicando a validade do teste (Figura 24.7)23,26.

A imunocromatografia é um método rápido que fornece resultados em 5 
a 15 minutos e é utilizada para a detecção qualitativa de micotoxinas prin-
cipalmente na triagem de amostras. Recentemente, porém, foram descritos 
métodos imunocromatográficos semiquantitativos e quantitativos para a 
análise de micotoxinas em cereais27,28. 

Os dipsticks são constituídos de uma tira de membrana de nitrocelu-
lose com anticorpo específico antimicotoxina imobilizado. A tira é imersa 

Figura 24.7  (A) Esquema de uma imunocromatografia para a detecção de micotoxinas; (B) detecção visual de uma amostra negativa 

e (C) positiva.
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inicialmente na solução contendo a amostra e o conjugado micotoxina-en-
zima para ocorrer a competição e em seguida na solução de substrato cro-
mogênico. Quando a micotoxina está presente na amostra não ocorre o 
desenvolvimento de cor na área sensibilizada com o anticorpo antimicoto-
xina. Há também um controle que consiste numa área da tira sensibilizada 
com um anticorpo antienzima, que captura o conjugado micotoxina-enzima, 
promovendo o desenvolvimento de cor29. Alguns dispsticks, em vez de utili-
zarem conjugados enzimáticos e substratos cromogênicos, utilizam conjuga-
dos de anticorpos marcados com ouro coloidal30.

Os dipsticks são utilizados para detectar visualmente a presença de mico-
toxinas, fornecendo uma avaliação qualitativa (negativa/positiva) das amos-
tras em aproximadamente 30 minutos. Contudo, estão disponíveis alguns 
leitores fotométricos portáteis para analisar eletronicamente os disptiscks, 
fornecendo resultados semiquantitativos31-34.

24.4 IMUNOENSAIOS PARA A DETECÇÃO 
DE Aspergillus spp. E Fusarium spp.  

24.4.1 Aspergillus spp. 

As espécies de Aspergillus são muito importantes economicamente, tanto 
pelos efeitos benéficos, devido à ampla utilização na síntese de produtos quí-
micos, nas transformações biossintéticas e na produção de enzimas, quanto 
pelos efeitos prejudiciais, devido à deterioração de alimentos e produção de 
micotoxinas15. Esses fungos estão distribuídos em todo o mundo, uma vez 
que crescem em uma ampla faixa de temperatura (de 14 ºC a 43 ºC), sendo 
mais frequentes em regiões de clima subtropical e temperado2,35,36. 

A produção de aflatoxinas foi reportada em três diferentes grupos de 
Aspergilli: Aspergillus seção Flavi, Aspergillus seção Nidulantes e Aspergillus 
seção Ochraceorosei37. No Brasil, foram relatadas apenas três espécies pro-
dutoras de aflatoxinas pertencentes à seção Flavi (A. flavus, A. parasiticus 
e A. nomius). A espécie A. flavus encontra-se amplamente distribuída e é a 
principal produtora de aflatoxina tipo B, enquanto as outras duas espécies 
são mais frequentemente reportadas como produtoras de aflatoxinas tipo B 
e G em amostras naturalmente contaminadas38.

A imunofluorescência, o ELISA e o imunossensor são técnicas imunológi-
cas utilizadas para detectar espécies toxigênicas de Aspergillus em alimentos 
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visando avaliar o nível de contaminação. O ELISA é o principal método imu-
nológico utilizado, e o imunossensor, que começou a ser desenvolvido mais 
recentemente, é um método promissor.

A imunofluorescência utilizando anticorpos de coelho contra antígeno 
micelial de A. flavus foi um dos primeiros métodos imunológicos desen-
volvidos para detectar esse fungo em grãos39. Os grãos eram incubados 
com soro de coelho antiantígeno micelial de A. flavus, lavados e incubados 
com anticorpo anti-IgG de coelho marcado com fluoresceína e examinados 
por microscopia de fluorescência. Os anticorpos antiantígeno micelial de 
A. flavus apresentaram forte fluorescência quando incubados com micé-
lio de A. flavus e A. candidus, fluorescência moderada com micélio de A. 
fumigatus e fluorescência tênue com micélios de espécies de outros gêneros 
fúngicos. Embora esse método possibilite a detecção de A. flavus em grãos, 
apresenta como restrição a necessidade de análise individual dos grãos, de 
modo que não é viável sua utilização na avaliação de contaminação de gran-
des quantidades de amostras.

O ensaio imunoenzimático utilizando microplacas permite a análise de 
diversas amostras simultaneamente e possibilita o monitoramento de grande 
número de amostras. Um ELISA sanduíche baseado em anticorpo de coelho 
para antígenos miceliais de A. parasiticus foi utilizado para detectar fungos 
aflatoxigênicos em cereais (milho, amendoim, arroz e trigo) natural e artifi-
cialmente contaminados. Essa técnica apresentou um limite de detecção para 
A. parasiticus de 1 µg/mL e uma forte correlação positiva com o método 
tradicional de contagem em placa a um nível de atividade de água (aw) de 
0,98, com coeficientes de correlação de 0,94, 0,93, 0,96 e 0,86 para milho, 
arroz, trigo e amendoim, respectivamente. Em níveis de aw mais baixos, essa 
correlação diminuiu, provavelmente devido ao fato de o ELISA quantificar 
o antígeno micelial e a contagem em placa detectar colônias provenientes 
tanto de esporos quanto de micélios, sendo a formação de esporos favore-
cida por aw baixos. Em amostras naturalmente contaminadas, foi necessária 
a hidratação (aw = 0,92) e a incubação a 28 ºC por 29 dias para que o ensaio 
imunoenzimático detectasse fungos aflatoxigênicos em 52% das amostras 
analisadas40.

Yong e Cousin41 utilizaram um ELISA sanduíche42,43 para detectar A. 
parasiticus em amostras de milho naturalmente contaminadas por aflatoxi-
nas e em amostras de amendoim e milho artificialmente contaminadas por 
esse fungo. Os anticorpos policlonais de coelho para antígenos extracelula-
res de A. parasiticus utilizados nesse teste apresentaram reatividade cruzada 
apenas com antígenos extracelulares e miceliais de três espécies (A. flavus, 
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A. oryzae e A. sojae) das 37 analisadas. Todas as amostras de milho natu-
ralmente contaminadas por aflatoxinas foram positivas no ELISA sanduíche 
e estavam contaminadas com fungos aflatoxigênicos, e duas amostras com 
contagem de fungos (103 CFU/g) foram positivas no ELISA apesar da ausên-
cia de aflatoxinas. A análise diária de milho e de amendoim contaminados 
artificialmente com A. parasiticus quanto aos níveis de antígeno e aflato-
xinas demonstrou a capacidade do ELISA sanduíche de detectar antígeno 
antes que níveis detectáveis de aflatoxinas por cromatografia em camada 
delgada fossem produzidos, sugerindo que esse método apresenta potencial 
para detecção precoce de fungos produtores de aflatoxinas.

Anticorpos produzidos contra duas proteínas quiméricas recombinantes 
produzidas em Escherichia coli, resultantes dos genes ver-1 e apa-2 de A. 
parasiticus, que estão envolvidos na biossíntese de aflatoxinas, apresentaram 
potencial para serem utilizados em métodos imunológicos para detecção 
de fungos aflatoxigênicos. Esses anticorpos reagiram mais fortemente com 
antígeno de A. parasiticus e A. flavus em relação a antígenos de outros 
fungos quando analisados por ELISA, enquanto os anticorpos produzidos 
contra o filtrado do cultivo de A. parasiticus reagiram com todas as espécies 
de Aspergillus e Penicillium, indicando a maior especificidade dos anticor-
pos produzidos contra as proteínas quiméricas envolvidas na biossíntese de 
aflatoxinas44.

Villamizar, Maroto e Rius45 desenvolveram um biossensor eletroquímico 
para detecção de A. flavus de forma mais rápida que o ELISA. O dispositivo 
é constituído por um transistor de efeito de campo de nanotubos de carbono 
ligado a anticorpo de coelho anti-A. flavus. A ligação do antígeno fúngico 
ao anticorpo causa alterações na corrente elétrica que podem ser medidas 
em função da voltagem46. O biossensor desenvolvido nesse trabalho apre-
sentou um limite de detecção de 10 µg/g para amostras de arroz artificial-
mente contaminadas por A. flavus e apresentou reatividade cruzada com 
P. chrysogenum a 100 ng/mL. A aplicação do biossensor para detecção de 
espécies de Aspergillus produtoras de aflatoxinas em amostras de arroz é 
promissora, uma vez que não apresentou reatividade com P. chrysogenum 
em concentrações abaixo de 100 ng/mL e o resultado é obtido em apenas 
30 minutos.

Outro biossensor para detecção de espécies de Aspergillus aflatoxigênicas 
baseado na imobilização de anticorpos de coelho antiantígeno extracelu-
lar de A. parasiticus sobre eletrodo de ouro modificado foi desenvolvido 
por Sun et al.47. O biossensor apresentou alta reatividade com antígenos 
de A. parasiticus e A. flavus (88,0% a 98,2%) e baixa reatividade com 
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outras espécies de Aspergillus e outros gêneros fúngicos (4% a 16%). A 
taxa de recuperação média de A. parasiticus inoculado em suspensão de 
soja variou de 81,5% a 113,5%. O método também permitiu a detecção de 
A. parasiticus durante o processo de produção e fermentação da pasta de 
soja. As contagens de Aspergillus aflatoxigênicos foram maiores durante o 
processo de produção e diminuíram gradualmente durante o período de fer-
mentação. Por outro lado, os níveis de AFB1 foram maiores com dois meses 
de fermentação e diminuíram gradualmente, sugerindo que esse imunossen-
sor possibilita a detecção precoce de aflatoxinas durante o processamento 
de alimentos.

24.4.2 Fusarium spp. 

As espécies de Fusarium são importantes fitopatógenos, causando uma 
ampla variedade de doenças tais como apodrecimento de raiz e caule, que 
causam prejuízos econômicos a agricultores por afetar a produtividade e a 
qualidade de produtos agrícolas. Além disso, produzem diversas micotoxi-
nas, como fumonisinas, zearalenona, tricotecenos, desoxinivalenol e toxina 
T-2, que afetam a saúde de seres humanos e animais15. 

As fumonisinas são produzidas principalmente por F. verticillioides 
Nirenberg (= Fusarium moniliforme Sheldon) e F. proliferatum (Mat-
sushima) Nirenberg48 e estão associadas a diversas doenças em animais e 
seres humanos5,49-51.

O ELISA é o principal método imunológico desenvolvido para detectar 
espécies de Fusarium e é utilizado no monitoramento da eficiência de fungi-
cidas, na determinação da resistência de linhagens de plantas e no controle 
de qualidade de grãos52-58.

A detecção é baseada na interação de anticorpos específicos com antíge-
nos do fungo, como componentes miceliais e exoantígenos59-61. Exoantígenos 
são macromoléculas imunogênicas produzidas e secretadas por fungos no 
meio de cultura que podem ser utilizados na detecção e identificação de fun-
gos por serem espécie ou gênero-específicos para muitas espécies fúngicas60.

O ELISA pode detectar a presença de fungos em alimentos processados 
por tratamento térmico, filtração e irradiação gama, e pode detectar quanti-
tativamente a biomassa fúngica62.

Gan et al.59 caracterizaram anticorpos produzidos em galinhas contra 
antígenos miceliais solúveis e exoantígenos de três espécies toxigênicas de 
Fusarium (F. graminearum, F. poae e F. sporotrichioides). Os anticorpos 
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produzidos contra os antígenos miceliais solúveis apresentaram reatividade 
cruzada com antígenos de outros gêneros fúngicos, enquanto os anticorpos 
produzidos contra os exoantígenos de F. graminearum e F. sporotrichioides 
apresentaram especificidade quanto ao gênero, enquanto que os anticorpos 
produzidos contra os exoantígenos de F. poae apresentaram especificidade 
quanto à espécie. Os anticorpos não apresentaram reatividade cruzada com 
extrato de grãos, sugerindo sua aplicabilidade na detecção de Fusarium spp. 
em cereais.

Baseando-se no trabalho de Gan et al.59, Abramson et al.63 desenvolveram 
um ic-ELISA utilizando anticorpos produzidos em galinhas contra exoantí-
geno de F. sporotrichioides para detectar exoantígeno de Fusarium spp. em 
amostras de trigo natural e artificialmente contaminadas. Esse anticorpo 
foi selecionado por ser gênero-específico e pela capacidade de reagir com 
exoantígenos de outras espécies de Fusarium, incluindo as cinco espécies 
toxigênicas mais importantes (F. graminearum, F. poae, F. sporotrichioides, 
F. equiseti e F. verticillioides)59,64,65. O ELISA desenvolvido nesse estudo apre-
sentou potencial para ser utilizado na detecção de exoantígenos de Fusarium 
spp. em amostras de trigo, apresentando um limite de detecção de 0,03 µg/
mL. As concentrações de exoantígenos de Fusarium spp. determinadas por 
esse método variaram de 1,76 µg/g a 52,80 µg/g com valor médio de 13,00 
µg/g em amostras de trigo artificialmente contaminadas e de 1,23 µg/g a 
15,52 µg/g com valor médio de 4,16 µg/g em amostras de trigo naturalmente 
contaminadas. Essas concentrações de exoantígenos apresentaram uma forte 
correlação positiva com os níveis de desoxinivalenol (DON) determinados 
por espectrometria de massa e ELISA, com coeficientes de correlação de 0,8 
para amostras de trigo artificialmente contaminadas e de 0,76 para amostras 
de trigo naturalmente contaminadas.

Outro ic-ELISA gênero-específico para detecção de Fusarium spp. em 
alimentos e grãos foi desenvolvido por Iyer e Cousin66, utilizando anticor-
pos de coelho contra proteínas extraídas do micélio de F. graminearum e F. 
verticillioides, apresentando um limite de detecção para F. graminearum e F. 
verticillioides de 0,1 µg/mL e 1,0 µg/mL, respectivamente.

Meirelles et al.54 desenvolveram um ic-ELISA utilizando anticorpos de 
coelho contra exoantígenos de F. verticillioides com o objetivo de quantifi-
car exoantígenos de F. verticillioides em amostras de milho recém-colhido. 
O limite de detecção desse ensaio foi de 1,6 µg/g, e as concentrações de 
exoantígenos determinadas por esse método variaram de 8,9 µg/g a 965,0 
µg/g, com valor médio de 217,3 µg/g. Essas concentrações apresentaram alta 
correlação positiva (0,84) com a biomassa de F. verticillioides cultivado em 
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caldo de infusão de cérebro e coração, correlação positiva média com os 
níveis de ergosterol (0,52) e não apresentaram correlação com os níveis de 
fumonisinas (0,05). A falta de correlação entre as concentrações de exoan-
tígenos e de fumonisinas pode dever-se à falta de especificidade do método 
ao exoantígeno de F. verticillioides, uma espécie produtora de fumonisinas, 
uma vez que os anticorpos policlonais de coelho contra exoantígenos de F. 
verticillioides apresentaram alta reatividade cruzada com exoantígenos de 
F. graminearum (51%), F. subglutinans (76%) e F. sporotrichioides (65%)67. 
Portanto, esse método foi gênero-específico e permitiu a detecção e quantifi-
cação de exoantígenos de Fusarium spp. em amostras de milho.

A utilização de anticorpo monoclonal específico para Fusarium spp. no 
desenvolvimento de ELISA indireto para detectar espécies de Fusarium cau-
sadoras de giberela em grãos de cevada infectados artificial ou naturalmente 
foi relatado por Hill et al.53. Esse ELISA indireto permitiu a quantificação de 
antígenos extraídos dos grãos e apresentou um coeficiente de correlação de 
0,51 e 0,71 com níveis de DON em grãos de cevada contaminados artificial 
e naturalmente, respectivamente. O método também detectou Fusarium spp. 
em grãos sem sinais de infecção, indicando sua maior precisão em compara-
ção ao método de análise visual de giberela em plantas.

Hill et al.68 compararam a eficiência do ELISA indireto53 com a triagem 
visual e a análise de DON na avaliação da gravidade de giberela em amos-
tras de cevada de diferentes localizações com diferentes condições ambien-
tais. Os autores sugeriram que a quantificação de Fusarium spp. por ELISA 
é uma técnica precisa para avaliar a contaminação fúngica de cevada e apre-
senta menor coeficiente de variação quando comparado à análise de DON 
e do score de giberela.

Na tentativa de desenvolver um método específico para detecção de 
espécies de Fusarium potencialmente produtoras de fumonisinas, Grimm 
e Geisen69 desenvolveram um PCR-ELISA, que apresentou maior especifi-
cidade quando comparado com os resultados da PCR, detectando todas as 
espécies potencialmente produtoras de fumonisinas estudadas e não apresen-
tando reação com as espécies não produtoras de fumonisinas. Esse método 
consiste basicamente em realizar os procedimentos de um ELISA para detec-
ção do produto de uma PCR. Os produtos da PCR são marcados com digo-
xigenina e incubados com sondas oligonucleotídicas marcadas com biotina 
que apresentam sequência complementar à sequência-alvo. Assim, caso os 
produtos da PCR apresentem essa sequência-alvo, ocorrerá a ligação espe-
cífica desses produtos da PCR marcados com digoxigenina às sondas oligo-
nucleotídicas marcadas com biotina. Esse híbrido é então capturado pela 
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estreptavidina presente nos poços da microplaca através da biotina, e os 
produtos não específicos da PCR, que não se ligam à sonda, são removidos 
por lavagens. Em seguida, o híbrido é incubado com conjugado antidigoxi-
genina-peroxidase, ocorrendo a ligação do conjugado com a digoxigenina 
presente nos produtos da PCR. Por fim, é adicionado um substrato que ao 
reagir com o conjugado enzimático resulta em um produto colorido que é 
analisado por espectrofotometria70,71. 

24.5 IMUNOENSAIOS PARA DETECÇÃO DE MICOTOXINAS 

24.5.1 Aflatoxinas 

As aflatoxinas foram descobertas em 1960, após a morte de aproximada-
mente 100 mil perus na Inglaterra (Turkey X disease) que consumiram ração 
contendo torta de amendoim contaminada proveniente do Brasil72,73. 

Estruturalmente, as aflatoxinas são bisfuranos ligados a um anel cuma-
rínico central, sendo conhecidos ao menos 20 análogos, dos quais os prin-
cipais são aflatoxina B1 (AFB1), AFB2, AFG1 e AFG2

74,75. A AFB1 é o análogo 
mais frequente e mais tóxico, seguido por AFG1, AFB2 e AFG2, que exibem 
toxicidade de 50%, 20% e 10% em relação à AFB1, respectivamente76. As 
AFB1 e AFG1 contêm um anel diidrofurano, e as AFB2 e AFG2 contêm um 
tetradiidrofurano3,75.

Os produtos agrícolas com maior risco de contaminação por aflatoxinas 
são amendoim, milho, castanha-do-pará, pistache, pimenta e figo3. A aflato-
xina M1 (AFM1), que é um produto da metabolização da AFB1 dos organis-
mos de animais lactentes, é a forma mais frequente em leite e derivados77.

Os efeitos tóxicos e carcinogênicos da AFB1 são atribuídos aos derivados 
hidroxilados de metabolização pela monoxigenase citocromo P-450-depen-
dente (CYP) nos hepatócitos. Essa enzima catalisa o metabolismo oxidativo 
da AFB1, resultando na formação de vários derivados hidroxilados como a 
AFM1 (mais frequente), AFQ1 e AFP1 (menor toxicidade), bem como a for-
mação do AFB1-8,9-epóxido (AFBO), que é altamente reativo. A interação 
dos metabólitos da AFB1 com DNA promove a formação principalmente de 
aduto macromolecular AFB1-N

7-guanina (8,9-dihidro-8-(N7-guanil)-9-dihi-
droxiaflatoxina B1)

78-81, que pode causar uma mutação somática pontual no 
gene TP53 (transversão GC para TA na terceira base do códon 249) resul-
tando em mutação na proteína p53, que é considerada a alteração genética 
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mais comum associada ao câncer em seres humanos82-86. Adicionalmente, a 
AFB1 pode induzir a formação de espécies reativas de oxigênio (ROS), as 
quais promovem a oxidação do DNA87.

A intoxicação provocada pela ingestão de aflatoxinas, denominada afla-
toxicose, pode ocorrer de forma aguda ou crônica em seres humanos e ani-
mais. A aflatoxicose aguda em seres humanos é caracterizada por febre alta, 
vômito, colúria, edema dos pés, icterícia, desenvolvimento de ascite, hiper-
tensão portal e apresenta uma alta taxa de mortalidade88,89. Além disso, duas 
doenças humanas de etiologia indefinida têm sido associadas ao consumo 
de alimentos contaminados com aflatoxinas: Kwashiorkor e síndrome de 
Reye90-92. Por outro lado, a exposição crônica está associada ao câncer hepá-
tico e pulmonar93-95, alterações na resposta imunológica96 e diminuição na 
concentração de selênio plasmático97.

Os efeitos tóxicos das aflatoxinas em animais incluem redução do peso 
corporal e alterações na atividade de macrófagos em aves98,99; redução do 
ganho de peso em suínos100; hepatite, anorexia, coagulação intravascular 
disseminada, letargia e icterícia em cães e gatos101; carcinoma hepatocelular 
em ratos102; redução do ganho de peso e redução na produção de leite em 
bovinos103,104; lesão hepática e renal, alteração no metabolismo mineral e 
redução no ganho de peso em caprinos105,106. 

As aflatoxinas são classificadas pela Agência Internacional para Pes-
quisa sobre o Câncer (IARC) como carcinógenos do grupo 1(carcinogênico 
para seres humanos)107. A AFB1 é considerada o mais potente carcinógeno 
natural conhecido e, geralmente, o análogo mais produzido pelas cepas 
toxigênicas108,109.

A Comissão Europeia estabeleceu limites máximos tolerados de 20,0 µg/
Kg para aflatoxina B1 em ração animal, com exceção de bovinos leiteiros e 
bezerros, ovelhas leiteiras e cordeiros, cabras e cabritos, leitões e aves (5,0 
µg/Kg)110. 

Não existe uma legislação para os limites máximos tolerados de aflato-
xinas em ração animal no Brasil. No entanto o Grupo de Trabalho sobre 
Micotoxinas do Ministério da Agricultura recomendou um limite máximo 
de 20,0 µg/Kg para aflatoxinas totais em milho em grão e em subprodutos 
destinados à alimentação animal111. O limite máximo recomendado para a 
aflatoxina B1 em ração destinada a ruminantes é de 50,0 µg/Kg; para ani-
mais das demais espécies, incluindo ruminantes lactentes, de 20,0 µg/Kg, e 
para todas as espécies animais nas fases pré-inicial e inicial é de 10,0 µg/Kg 
(Tabela 24.1).
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Em relação à alimentação humana, os limites máximos tolerados em 
diversos alimentos foram estabelecidos para aflatoxinas totais e aflatoxina 
B1, separadamente. Em amendoim, avelã e castanha-do-pará o limite máximo 
tolerado para aflatoxinas totais e aflatoxina B1 é de 15,0 µg/Kg e 8,0 µg/Kg, 
respectivamente; em cereais é de 4,0 e 2,0 µg/Kg, respectivamente; em milho 
e arroz, de 5,0 e 1,0 µg/Kg, respectivamente112.

No Brasil, os limites máximos tolerados para aflatoxinas totais 
(AFB1+AFB2+AFG1+AFG2) foram estabelecidos para diversos alimentos des-
tinados ao consumo humano14. Em cereais, este limite é de 5,0 µg/Kg; em 
castanha-do-pará varia de 10,0 µg/Kg a 20,0 µg/Kg; e em amendoim e em 
milho, incluindo farinha e semolina, é de 20,0 µg/Kg (Tabela 24.1).

Tabela 24.1  Limites máximos tolerados (LTM) para aflatoxinas em alimentos e rações. Fonte: Brasil (2006)111 e Brasil (2011)14

MICOTOXINA ALIMENTOS LMT (µg/Kg)

Aflatoxinas
B1, B2, G1, G2

Cereais e produtos de cereais, exceto milho e derivados, incluindo cevada malteada 5
Feijão 5

Castanhas exceto castanha-do-brasil, incluindo nozes, pistaches, avelãs e amêndoas 10
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 posterior 15
Alimentos à base de cereais para alimentação infantil 1

Amêndoas de cacau 10
Produtos de cacau e chocolate 5

Amendoim (com casca, descascado, cru ou tostado), 
pasta de amendoim ou manteiga de amendoim

20

Milho, milho em grãos (inteiro, partido, amassado, 
moído), farinhas ou sêmolas de milho

20

RAÇÕES

Aflatoxina B1

Rações e concentrados para ruminantes adultos, exceto bovinos em lactação 50
Rações e concentrados para demais espécies, incluindo bovinos em lactação 20

Rações, concentrados e outros alimentos completos para animais 
de todas as espécies nas fases pré-inicial e inicial

10

Diversos métodos imunológicos podem ser utilizados para detecção 
de aflatoxinas, incluindo o ELISA17,113-121, imunocromatografia118,121-126, 
dipstick30,127 e biossensores128-134. 
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Asis et al.113 desenvolveram um ic-ELISA para quantificação de aflatoxina 
B1 em extrato de amendoim e pasta de amendoim. As amostras foram pre-
viamente contaminadas com Aspergillus spp. e analisadas por CLAE e por 
ic-ELISA. O coeficiente de correlação entre os dois métodos foi de 0,977, o 
limite de detecção de 0,5 µg/Kg e a taxa de recuperação de 107%. 

Lipigorngoson et al.117 desenvolveram um dc-ELISA baseado em anti-
corpo monoclonal para detecção de aflatoxina B1 em milho e amendoim. 
O limite de detecção foi de 4,0 µg/Kg, com taxa de recuperação de 88,1% 
e 99,5%. A comparação do dc-ELISA com kits comerciais de ELISA e com 
a cromatografia em camada delgada (CCD) apresentou um bom coeficiente 
de correlação, que foi de 0,912 e 0,802, respectivamente, para o milho, e de 
0,941 e 0,832, respectivamente, para o amendoim. 

Guan et al.115 desenvolveram um ic-ELISA baseado em anticorpo mono-
clonal sensível e específico para detectar AFM1 em amostras de leite e pro-
dutos lácteos infantis. O anticorpo não apresentou reatividade cruzada con-
tra a AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2, e o limite de detecção foi de 3 ng/L e 6 
ng/L para o leite e produtos lácteos, respectivamente. A taxa de recuperação 
variou entre 91% e 110%. O ensaio apresentou uma alta correlação (0,98) 
quando comparado com a CLAE.

Um ic-ELISA baseado em anticorpo monoclonal contra AFB1 foi padro-
nizado e validado para a detecção de aflatoxinas em ração de aves e compa-
rado com a CLAE. O ic-ELISA mostrou uma boa linearidade (0,994) e um 
limite de detecção de 1,25 ng/g em ração de frangos de corte e de 1,41 ng/g 
em ração de galinhas poedeiras. A taxa de recuperação de AFB1 foi 98% 
e 102% para a ração de frangos de corte e de galinhas poedeiras, respec-
tivamente. O ic-ELISA apresentou uma boa correlação com a CLAE para 
ração de frangos de corte (0,97) e para ração de galinhas poedeiras (0,98) 
indicando ser um método eficiente para a triagem de aflatoxinas em rações 
de aves120.

Liu et al.118 desenvolveram um dc-ELISA e uma imunocromatografia uti-
lizando anticorpo marcado com ouro coloidal para a detecção de AFB1 em 
café, arroz-vermelho (red yeast rice) e ração à base de milho. Os limites de 
detecção do dc-ELISA e da imunocromatografia foram de 0,02 ng/mL e 2,00 
ng/mL, respectivamente. A imunocromatografia permitiu distinguir as amos-
tras contaminadas com concentrações acima de 72,40 ng/g de AFB1. 

Zhang et al.126 desenvolveram uma imunocromatografia baseada em um 
ensaio competitivo utilizando anticorpo monoclonal marcado com ouro 
coloidal, para a detecção qualitativa de aflatoxinas totais (AFB1, AFB2, AFG1 
e AFG2) em amendoim. Os limites de detecção foram de 0,03 ng/mL, 0,06 
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ng/mL, 0,12 ng/mL e 0,25 ng/mL para a AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2, respecti-
vamente. O método apresentou alta sensibilidade, rapidez e baixo custo para 
a detecção qualitativa de aflatoxinas em amendoim.

Uma imunocromatografia utilizando anticorpo monoclonal conjugado a 
ouro coloidal e imobilizado em membrana de nitrocelulose foi desenvolvida 
para a detecção qualitativa de AFB1 em ração para suínos, com um limite de 
detecção de 5,0 µg/Kg. A extração da amostra foi realizada utilizando uma 
mistura de metanol:água (80:20 v/v), e a tira de nitrocelulose foi imersa 
nesse extrato por 10 minutos, sendo que o conjugado se dissolveu e perma-
neceu no extrato. Em amostras positivas, a AFB1 presente na amostra foi 
capaz de se ligar ao conjugado. Porém, em amostras negativas, o conjugado 
permaneceu livre e fluiu ao longo da membrana. Ao atingir a linha teste, o 
conjugado livre se ligou à AFB1 imobilizada, formando uma linha colorida. 
A linha controle presente na membrana assegura que o conjugado fluiu ao 
longo da membrana e garante a validade do teste. Portanto, a presença de 
duas linhas coloridas (linha teste e controle) indica que a amostra contém 
uma concentração de AFB1 menor que 5,0 µg/Kg. Por outro lado, a aparição 
de somente uma linha (linha controle) indica que a amostra está contami-
nada com concentrações acima de 5,0 µg/Kg. O método desenvolvido foi 
capaz de discriminar amostras positivas e negativas, indicando seu potencial 
para a triagem in situ30.

Um imunossensor baseado em um imunoensaio competitivo indireto foi 
desenvolvido para a detecção de AFB1 em cevada, utilizando um detector 
eletroquímico (screen printed electrode). O limite de detecção foi de 2,0 ng 
AFB1/g de cevada, e a taxa de recuperação variou de 93% a 117% (média 
de 105% ± 8%) tanto para o ELISA espectrofotométrico quanto para o 
eletroquímico128. 

Um imunossensor desenvolvido pelo Naval Research Laboratory (NLR 
biosensor array) baseado em imunoensaio competitivo indireto foi utilizado 
para a detecção de AFB1 em derivados de milho e em amendoim, nozes 
e manteiga de amendoim. A intensidade da fluorescência diminuiu com o 
aumento da concentração de AFB1. O limite de detecção para amostras de 
pipoca, flocos de milho e farinha de milho variou de 1,5 ng/g a 5,1 ng/g, e, 
para amostras de amendoim, nozes e manteiga de amendoim, variou de 0,6 
ng/g a 1,4 ng/g132.

Um imunossensor eletroquímico baseado na amplificação enzimática por 
deposição de prata foi desenvolvido para a detecção de AFB1 em arroz. O 
imunossensor foi baseado em um imunoensaio competitivo indireto entre a 
AFB1 livre e o conjugado AFB1-soroalbumina bovina (AFB1-BSA) imobilizado 
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na superfície do eletrodo para a ligação do anticorpo anti-AFB1. O anticorpo 
anti-IgG marcado com fosfatase alcalina foi ligado à superfície do eletrodo 
por meio da ligação com o anticorpo anti-AFB1 para converter o substrato, 
2-fosfato de ácido ascórbico, em ácido ascórbico que reduz os íons prata em 
solução a metal de prata depositado na superfície do eletrodo. A voltametria 
de varredura linear foi utilizada para quantificar a prata depositada, a qual 
refletiu indiretamente a concentração do analito. O limite de detecção foi de 
0,06 ng/mL, e a taxa de recuperação em amostras de arroz variou de 88,5% 
a 112%134.

Um imunossensor, utilizando um screen-printed electrode, foi desenvol-
vido para a detecção de AFM1 em leite. O método foi baseado na compe-
tição entre a AFM1 presente nas amostras e o conjugado AFM1-peroxidase 
pela ligação a um anticorpo monoclonal anti-AFM1. Utilizando cronoam-
periometria, o sinal gerado pelo uso de TMB (3,3’, 5,5’ tetrametilbenzi-
dina)/H2O2 foi monitorado para determinar a concentração de peroxidase 
e, consequentemente, a concentração de AFM1 na amostra. Nesse método 
ocorreu um efeito de matriz devido à presença de proteínas de soro do leite. 
Após tratamento com cloreto de cálcio (18 mM), o problema foi eliminado 
e foi obtido um limite de detecção de 39 ng AFM1/L. Comparado com os 
kits comerciais de ELISA, o imunossensor apresentou um limite de detecção 
similar e comparável repetitividade. A CLAE apresentou maior sensibilidade 
que o imunossensor, com limite de detecção de 10 ng/L. Esse método, porém, 
requer a utilização de colunas de imunoafinidade, aumentado os custos do 
método e tornando-o mais complexo135.

24.5.2 Fumonisinas 

Estruturalmente, as fumonisinas consistem em uma cadeia linear com 19 
ou 20 carbonos ramificados com grupos hidroxil, metil e ácidos tricarbo-
xílicos em várias posições ao longo da cadeia136. Ao menos 28 análogos de 
fumonisinas foram caracterizados e divididos em quatro grupos principais, 
identificados como fumonisinas das séries A, B, C e P137. Os análogos da 
série B, incluindo as fumonisinas B1 (FB1), B2 (FB2) e B3 (FB3), são as mais 
tóxicas e abundantes em milho e derivados, sendo que a FB1 é a mais fre-
quente e detectada em maiores concentrações138. 

A FB1 é um diéster de propano-1,2,3-ácido tricarboxílico e um 2-ami-
no-12,16-dimetil, 3,5,10,14,15-penta-hidroxieicosano com grupos hidroxil 
esterificados com o grupo carboxiterminal dos ácidos em C-14 e C-15136,139. 
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A atividade tóxica das fumonisinas está relacionada à similaridade da sua 
estrutura com as bases esfingoides (esfingosina e esfinganina)140-142.

Devido a essa similaridade, as fumonisinas inibem competitivamente a 
ceramida sintase, principal enzima envolvida no metabolismo dos esfingoli-
pídios e, consequentemente, causam o bloqueio da biossíntese da ceramida, 
aumento de esfinganina e, em menor proporção, de esfingosina, redução da 
reacilação das esfingosinas derivadas do turnover dos esfingolipídios, além 
da redução da degradação dos esfingolipídios da dieta143-146. Essas alterações 
estão associadas aos principais efeitos tóxicos das fumonisinas, que incluem 
a leucoencefalomalácia em equinos147, edema pulmonar em suínos148, efeitos 
hepatotóxico e hepatocarcinogênico em ratos149, efeitos nefrocarcinogênicos 
em ratos150 e redução do desenvolvimento em aves151. Além disso, estudos 
epidemiológicos com seres humanos indicam a associação das fumonisinas 
com o câncer esofágico na região de Transkei, África do Sul e China, cân-
cer hepático primário50,152,153 e defeitos no tubo neural na Guatemala e no 
México154-156.

A Agência Internacional para Pesquisa sobre o Câncer (IARC) classificou 
as fumonisinas como carcinógenos do grupo 2B(possivelmente carcinogêni-
cos para seres humanos)107.

Diversos países estabeleceram limites máximos tolerados para fumonisi-
nas em alimentos e rações. A União Europeia recomendou um limite máximo 
tolerado de fumonisinas (FB1 + FB2) em milho e produtos derivados de milho 
destinados à alimentação animal de 60.000 µg/Kg157. Para a alimentação 
humana, o limite tolerado para fumonisinas em milho não processado e 
alimentos à base de milho é de 1.000 µg/Kg, enquanto em cereais mati-
nais e em alimentos infantis à base de milho é de 800 µg/Kg e 200 µg/Kg, 
respectivamente158.

No Brasil, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) esta-
beleceu um limite para fumonisinas de 2.500 µg/Kg, em 2012, para vários 
produtos derivados de milho (farinha de milho, creme de milho, flocos, fubá, 
canjica e canjiquinha) e de 2.000 µg/Kg para o amido e outros produtos à 
base de milho destinados ao consumo humano. Em 2017, os produtores de 
alimentos deverão se adequar à redução desses limites tolerados para fumo-
nisinas, que deverá ser de 1.500 µg/Kg e 1.000 µg/Kg, respectivamente. Em 
2014, o limite máximo tolerado para milho em grãos foi estabelecido em 
5.000 µg/Kg14 (Tabela 24.2).
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Tabela 24.2  Limites máximos tolerados (LTM) para fumonisinas em alimentos e rações. Fonte: Brasil (2006)111 e Brasil (2011)14

MICOTOXINA ALIMENTOS LMT (µg/Kg)

Fumonisinas
(B1 + B2)

Milho de pipoca 2.000

Alimentos à base de milho para alimentação infantil 200

Farinha de milho, creme de milho, fubá, flocos, canjica, canjiquinha 2.500

Amido de milho e outros produtos à base de milho 2.000

Milho em grãos para posterior processamento 5.000

RAÇÕES

Rações e concentrados para monogástricos, exceto aves domésticas 5.000

Rações e concentrados para aves domésticas 10.000

Não há uma legislação sobre os limites máximos tolerados de fumonisi-
nas em ração animal no Brasil. No entanto, em 2006, foi criado o Grupo de 
Trabalho sobre Micotoxinas pelo Ministério da Agricultura que recomendou 
um limite máximo tolerado de fumonisinas em milho e trigo em grãos ou 
seus subprodutos destinados à alimentação animal de 10.000 µg/Kg111. O 
limite máximo recomendado para ração animal destinada a animais mono-
gástricos é de 5.000 µg/Kg (Tabela 24.2).

Diversos métodos imunológicos, tais como ELISA, imunossensores, 
dipstick e imunocromatografia, têm sido desenvolvidos para a detecção de 
fumonisinas, especialmente para a triagem da contaminação de matérias-pri-
mas. Anticorpos monoclonais e policlonais têm sido utilizados para o desen-
volvimento de dc-ELISA e ic-ELISA para a detecção de fumonisinas22,159-162. 

Sydenham et al.162 avaliaram a contaminação por fumonisinas em milho 
utilizando um dc-ELISA comercial baseado em anticorpo monoclonal (Agri 
Screen dc-ELISA). Apesar da superestimação da contaminação natural do 
milho em 50%, uma alta correlação (0,996) entre dc-ELISA e CLAE foi 
obtida utilizando milho artificialmente contaminado com fumonisinas com 
concentração variando de 0,8 µg/g a 12,8 µg/g. 

Yeung et al.163 desenvolveram um ic-ELISA baseado em anticorpo policlo-
nal para a detecção de fumonisinas em milho. A reatividade cruzada ocorreu 
para FB1 (100%), FB2 (55%), FB3 (13%) e para os hidrolisados de fumoni-
sinas HFB1 (11%) e HFB2 (3%). Contudo, não houve reatividade cruzada 
com outras micotoxinas. O limite de detecção em milho foi de 5,0 ng/mL, e 
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a concentração de fumonisinas detectada em milho naturalmente contami-
nado variou de 10,0 ng/g a 500,0 ng/g. 

Ono et al.22 desenvolveram um ic-ELISA baseado em anticorpo monoclo-
nal para a detecção de fumonisinas em amostras de milho. O coeficiente de 
correlação entre a CLAE e o ELISA foi de 0,94, com um limite de detecção 
de 93,0 ng/g, indicando que é um método eficaz para a triagem da contami-
nação de milho por fumonisinas. 

Um dc-ELISA baseado em anticorpo mococlonal foi desenvolvido para a 
detecção de FB1 em cereais. O limite de detecção foi de 7,6 ng/mL e as reati-
vidades cruzadas para a FB1, FB2 e FB3 foram de 100,0%, 91,8% e 209,0%, 
respectivamente. Contudo, não houve reatividade cruzada com hidrolisados 
de fumonisinas. A taxa de recuperação variou de 61% a 84% utilizando 
concentrações de 50 ng/g a 200 ng/g, e a análise comparativa de milho natu-
ralmente contaminado mostrou que o método é adequado para a triagem 
rápida de cereais e rações160.

Kim et al.164 analisaram a ocorrência de FB1 em amostras de alimen-
tos derivados de milho provenientes de Seul, Coreia do Sul, utilizando um 
dc-ELISA comercial. O limite de detecção foi de 5,0 ng/g, e a taxa de recu-
peração de amostras contaminadas artificialmente com concentrações de 10 
ng/g a 1.000 ng/g de FB1 foi de 104%, e, além disso, apresentou uma alta 
correlação com a CLAE (0,992).

Quan et al.165 desenvolveram um ELISA quimioluminescente a fim de 
aumentar a sensibilidade do imunoensaio. Nesse imunoensaio, após a reação 
de competição utilizando anticorpo policlonal, foi adicionado um reagente 
quimioluminescente. O limite de detecção foi de 0,09 µg/L, 10 vezes mais 
baixo que o dc-ELISA convencional. A taxa de recuperação em milho foi de 
93,66% utilizando as concentrações de 100 µg, 250 µg e 500 µg de FB1/Kg. 

Wang et al.166 desenvolveram um teste rápido de ic-ELISA baseado em 
anticorpo policlonal, para a detecção de fumonisinas em diversos grãos 
(milho, cevada, amendoim, arroz e sorgo). O limite de detecção foi de 0,5 
µg/L, e a análise foi realizada em apenas 20 minutos.

Anticorpos policlonais para fumonisinas foram utilizados para o desen-
volvimento de um dc-ELISA. O limite de detecção para a FB1 foi de 0,05 ng/
mL, e a reatividade cruzada do anticorpo com a FB1, FB2 e FB3 foi de 100%, 
70% e 0,5%. De 15 amostras analisadas (alimentos derivados de cereais e 
rações), 12 estavam contaminadas com concentrações que variaram de 2 
ng/g a 2.170 ng/g, confirmadas por CLAE161.

Sheng et al.167 produziram um anticorpo monoclonal para o desenvol-
vimento de um ic-ELISA para a detecção de FB1 em milho. O anticorpo 
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monoclonal apresentou reatividade cruzada com a FB2 e reatividade cruzada 
insignificante com outras micotoxinas. O limite de detecção foi 5,4 µg/Kg, e 
a taxa de recuperação a partir de amostras de milho contaminadas artificial-
mente com FB1 (100 µg/Kg a 500 µg/Kg) variou de 101 ± 7% a 107 ± 4%. A 
análise de amostras de milho naturalmente contaminadas pelo ic-ELISA foi 
comparado com o LC/MS e apresentou um coeficiente de correlação de 0,82, 
indicando que o ic-ELISA pode ser utilizado para a triagem de amostras de 
milho, antes da confirmação por um método instrumental.

Alguns métodos imunocromatográficos foram desenvolvidos para a tria-
gem rápida da contaminação por fumonisinas em cereais27,28,168,169.

Li et al.27 desenvolveram uma imunocromatografia baseada em anticorpo 
monoclonal conjugado com ouro para a detecção de fumonisinas (FB1, FB2 
e FB3) em milho, com um limite de detecção de 2,5 ng/mL. As amostras de 
milho contaminadas artificialmente com fumonisinas (2,5 ng/mL a 40 ng/
mL) apresentaram uma boa correlação com LC/MS, indicando que o teste 
pode ser utilizado na avaliação semiquantitativa de fumonisinas in-situ. 

Para a avaliação quantitativa, a intensidade das linhas teste presentes na 
membrana tem sido avaliada por meio de um leitor fotométrico para deter-
minar a concentração de FB1 com base em uma curva de calibração. O limite 
de detecção para a FB1 foi de 5,23 ng/mL, e o método apresentou uma boa 
correlação (0,96) com o LC-MS/MS, indicando que além de ser um método 
rápido também pode ser utilizado para o monitoramento de FB1

28.
Um dipstick comercial baseado em um imunoensaio competitivo indireto 

foi utilizado para a detecção qualitativa de fumonisinas e outras micotoxi-
nas de Fusarium spp. (zearalenona, toxina T-2 e desoxinivalenol) em milho. 
Os extratos das amostras dos cereais foram adicionados em micropoços 
contendo os anticorpos antifumonisinas e antianticorpo conjugado a um 
complexo de proteína A-ouro, para a linha controle. O dipstick, contendo 
a linha teste composta de conjugado de FB1-albumina bovina foi imerso 
na amostra para que ocorresse a competição. A concentração miníma de 
fumonisinas detectada em milho foi de 3.200 µg/Kg, 80% da concentração 
máxima tolerada pela legislação europeia. Portanto, somente amostras com 
concentrações acima de 3.200 µg/Kg foram consideradas positivas. A detec-
ção das micotoxinas em milho naturalmente contaminado apresentou uma 
boa correlação com o LC/MS, indicando que o dipstick é um método rápido 
(30 minutos) e de baixo custo para a triagem de micotoxinas em grãos32. 

Nos últimos anos, os biossensores têm sido utilizados como uma alterna-
tiva promissora devido à alta sensibilidade, seletividade, simplicidade, faci-
lidade de uso, baixo custo e, em alguns casos, a possibilidade de integração 
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com dispositivos automatizados e portáteis19. Os biossensores mais utili-
zados para a detecção de micotoxinas são baseados em imunoensaio com-
petitivo ou não competitivo acoplados a diferentes tipos de detectores. 
Imunossensores acoplados a detectores eletroquímicos170, ópticos171,172 e qui-
mioluminescentes34 têm sido desenvolvidos para a detecção de fumonisinas.

Um biossensor, integrando um imunoensaio de fluxo lateral acoplado 
a um detector de quimioluminescência enzimática e a um dispositivo de 
carga-acoplada (DCA) de alta sensibilidade, foi desenvolvido para a detec-
ção de fumonisinas (FB1 e FB2) em milho. Nesse imunoensaio que utilizava 
tiras de fluxo lateral, uma solução contendo os anticorpos antifumonisinas, 
os anticorpos conjugados à enzima e extrato das amostras de milho foram 
aplicados em uma membrana de nitrocelulose, seguido de migração ao longo 
da membrana por capilaridade até atingir as zonas teste e controle. Após a 
adição de um substrato quimioluminescente, o sinal foi detectado por um 
DCA, e a determinação da concentração de fumonisinas realizada por meio 
dos fótons emitidos nas zonas teste e controle. O limite de detecção foi de 
2,5 µg fumonisinas/L, e a faixa de trabalho de 25 µg a 5.000 µg de fumoni-
sinas/Kg. A taxa de recuperação do método foi de 95% a 115%34.

24.6 PROTOCOLOS 

24.6.1 ELISA competitivo indireto para detecção 
de exoantígeno de Fusarium spp. em milho54 

Preparação das amostras

•  Misturar 10 g de amostra de milho triturado (granulometria de 50 
mesh) a 90 mL de PBS (Salina tamponada com fosfato) 0,15 M estéril.

•  Filtrar a suspensão de milho com papel filtro Whatman nº 1.
•  Armazenar o filtrado a –20 ºC até o momento de uso.

ELISA competitivo indireto

•  Sensibilizar a microplaca com 100 µL de exoantígeno de F. 
verticillioides em tampão carbonato bicarbonato 0,2 M pH 9,6, a 4 
°C por 16 horas.

•  Lavar três vezes com PBS-Tween 20 0,05% (PBS-T).
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•  Bloquear a microplaca com 150 µL de PBS-leite desnatado 1% por 3 
horas a 25 ºC.

•  Lavar três vezes com PBS-T.
•  Incubar com 50 µL de soro imune anti-F. verticillioides diluído em 

PBS-leite desnatado 1% e 50 µL do filtrado da amostra de milho por 
16 horas a 4 ºC.

•  Lavar com PBS-T.
•  Incubar com 100 µL de conjugado anti-IgG-peroxidase por 1,5 horas 

a 25 ºC.
•  Lavar com PBS-T.
•  Incubar com 100 µL de solução de substrato (H2O2 / 3,3’,5,5’-tetra-

metilbenzidina) a 25 ºC.
•  Adicionar 50 µL de ácido sulfúrico (H2SO4) 1 M.
•  Determinar a absorvância (450 nm).

Observação: a concentração de exoantígeno utilizada na sensibilização da 
microplaca e as diluições do soro e do conjugado deverão ser previamente 
padronizadas.

24.6.2 ELISA competitivo indireto para 
detecção de fumonisinas em milho22 

Preparação das amostras

•  Misturar 10 g de amostra de milho triturado (granulometria de 50 
mesh) com 30 mL de metanol: água (3:1, v/v) e centrifugar 10.000 × g.

•  Diluir o sobrenadante com PBS 0,15 M (é necessário padronizar a 
diluição de acordo com os níveis de contaminação).

ELISA competitivo indireto

•  Sensibilizar a microplaca com o conjugado FB1-ovalbumina (100 µL) 
em PBS a 4 ºC por 16 horas.

•  Lavar três vezes com PBS-Tween 20 0,05%. 
•  Bloquear a microplaca com 150 µL de PBS-leite desnatado 5% por 16 

horas a 4 ºC.
•  Lavar três vezes com PBS-Tween 20 0,05% e adicionar 50 µL de 

padrões de FB1 ou do extrato diluído das amostras de milho e 50 µL 
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de anticorpo monoclonal anti-FB1 em PBS, incubar por 16 horas a 
4 °C.

•  Lavar três vezes com PBS-Tween 20 0,05% e adicionar 100 µL de 
anticorpo anti-IgG-peroxidase, incubar a 25 ºC por 1 hora e lavar 
conforme descrito anteriormente.

•  Adicionar 100 µL de substrato (H2O2 / 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina). 
Após 45 minutos a 25 ºC, bloquear a reação adicionando 50 µL de 
H2SO4 1M e determinar a absorvância a 450 nm (leitora de ELISA). 
Calcular a absorvância média das absorvâncias individuais obtidas de 
duplicata e expressar os resultados em porcentagens de ligação:

(Equação 24.1)	 Ligação (%) = (A+ / A-) × 100

em que A+ é a absorvância média na presença de cada amostra ou padrão e 
A- é a absorvância média na sua ausência. A concentração de fumonisinas é 
determinada utilizando uma curva padrão (0,2 ng/mL a 5,0 ng/mL de FB1) 
plotada em porcentagem de ligação contra a concentração de FB1 transfor-
mada em log.

Observação: a concentração de conjugado FB1-ovalbumina utilizada na 
sensibilização da microplaca e as diluições do anticorpo e do conjugado 
deverão ser previamente padronizadas.

24.7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os métodos imunológicos para a triagem da contaminação de grãos, ali-
mentos e rações por fungos toxigênicos e micotoxinas proporcionam análi-
ses com alta sensibilidade, precisão, rapidez e baixo custo. O imunoensaio 
ELISA para exoantígenos permite a detecção semiquantitativa de fungos 
toxigênicos. O ELISA é um dos métodos imunológicos mais utilizados para a 
detecção de micotoxinas; porém, as possíveis reações falso positivas impedem 
que esse método seja reconhecido como um método oficial pela Association 
of Official Analytical Chemists (AOAC), tornando necessária a confirmação 
dos resultados por métodos químicos. Métodos rápidos como a imunocro-
matografia e o dipstick reduzem consideravelmente o tempo da análise e 
contribuem para a avaliação qualitativa da contaminação de amostras de 
forma precisa. Atualmente há disponibilidade de kits comerciais baseados 
em ELISA, imunocromatografia e dispstick para a detecção das principais 
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micotoxinas. Os biossensores constituem uma alternativa promissora para a 
detecção quantitativa in situ de fungos toxigênicos e micotoxinas em grãos 
com alta sensibilidade. Um dos desafios para o desenvolvimento de novos 
métodos para detecção de fungos toxigênicos e micotoxinas está atrelado à 
produção de anticorpos altamente específicos para a aplicação em disposi-
tivos portáteis que permitam a análise in situ. O controle da qualidade de 
grãos, alimentos e rações depende da disponibilidade de métodos rápidos, 
sensíveis, confiáveis e de baixo custo.
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