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Resumo

O uso de leveduras vindas da fermentacdo alcoolica da cana-de-agucar como
suplemento em racGes e outros alimentos constitui-se numa rica fonte de nutrientes. Durante o
processo fermentativo, contudo, séo adicionados na dorna substancias para controlar as
contaminagdes microbiologicas, como por exemplo, a monensina. A monensina constitui-se
de um ionoforo que tem seu uso proibido no Mercado Europeu. Desta forma, anticorpos
policlonais foram produzidos para desenvolvimento de um método de deteccdo da monensina
em leveduras e racdo animal. A validacdo desta metodologia comega com a determinacéo da
sensibilidade do método. Neste caso, em ensiaios com fortificacdo de amostras de ovos, a
sensibilidade foi estabelecida em 40 ng por kg de matriz bioldgica., utilizando ensaio
imunoenzimatico em suporte sélido (ELISA).

Introducéo

Monensina € um iondforo obtido da fermentacdo de espécie de Streptomyces e tem sido
utilizada desde 1971 como agente anticoccidiano em frangos de corte (RIBEIRO, 2000).
Embora haja trabalhos relatando seus efeitos toxicos em cavalos e em outros animais de
producdo, quando utilizada em grandes quantidades, seu uso na avicultura tem sido
incentivado, por ser um excelente coccidiostatico. O uso crescente de Leveduras secas ou
liofolizadas, co produtos da fermentagdo alcodlica em racbes, como suplementos probioticos
e fontes de proteina e vitaminas, principalmente do complexo B, tem sido cada vez mais
frequente, uma vez que se trata de produto de alto valor bioldgico e custo relativamente baixo.
Neste contexto, a monensina vem como contaminante junto com a levedura, uma vez que é
amplamente utilizada no controle de bactérias nas dornas de fermentacdo de alcool e agucar
(figura 1) A identificacdo de monensina em racfes de aves, mesmo que ndo adicionadas na
racdo, ou seja, vindas das leveduras adicionadas, causam um problema para a producédo
organica (onde o uso de ionoforos € proibido) e para exportacdo, onde alguns mercados
certificam os alimentos como livres de antibidticos. De acordo com Rigobello e Millen (2014)
alguns paises, principalmente os da Unido Europeia baniram desde 2006 o uso dos iondforos
como promotores de crescimento, por serem classificados como antibi6tico, e por apresentar
potencial de transferéncia de resisténcia antimicrobiana dos animais para os seres humanos.
.Nosso objetivo foi produzir anticorpos policlonais contra monensina e utilizar tais anticorpos
para identificar residuos de monensina em racdo e matriz bioldgica.
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Figura 1 — Esquematizacdo do uso de leveduras excedentes da fermentacao alcodlica, como
suplemento de alto valor, carregando residuos da monensina para ragdes.

Material e Métodos

Anticorpos policlonais foram produzidos em Coelhas Nova Zelandia, apés
bioconjugacdo da monensina através do metodo das carbodiimidas (Hermanson, 1986) e as
imunizacbes foram feitas a cada 15 dias, com Adjuvante Completo de Freund na primeira
imunizagdo, Adjuvante Incompleto de Freund na segunda imunizag&o e as subsequentes com
tampdo fisioldgico (pH 7,2), segundo metodologia descrita em Duarte et al. (2004). O soro
foi separado e aliquotado para titulacdo por ELISA (ensaio imunoenzimatico em suporte
solido), do tipo PTA (Plate trapped antigen), conforme descrito em Crowther (2009) com
modificagdes (Guarda el al, 2017)

O ELISA foi realizado com peroxidase como sistema enzimatico e SureBlue como
revelador. Os dados foram lidos em Leitor de microplacas a 565 nm, ap6s 30 minutos de
revelacdo. A curva de calibracdo foi realizada com aliquotas de monensina e lidas a 420 nm,
utilizando o sistema enzimético fosfatase alcalina, em leitor de microplacas (Biorad). A
validacdo da sensibilidade foi realizada com amostras de clara e gema de ovos organicos,
fortificados com monensina.

Resultados e Discusséo
A identificacdo da monensina em ragdo animal e produtos da cadeia animal (carne,
ovos e leite) deve ser feita de forma rapida e facil, principalmente para produtos destinados a
exportacdo e para certificacdo de produtos organicos. Os anticorpos produzidos foram
selecionados da coelha 1 (Figura 2) e foram capazes de identificar monensina na concentracao de
50 ng/mL.
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Figura 2 Titulagao por ELISA — PTA, leitura a 565 nm . Soro coletado a cada 15 dias ( S1,

S2, S3 e S4) das coelhas produtoras de anticorpos contra monensina.
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Figura 3 — Fortificacdo de amostras de clara e gema de ovos com monensina, tituladas em

PTA-ELISA, a 420 nm.




Estes resultados mostram que a sensibilidade € de 40 ng por kg ( valores de recuperacéo
maiores que 93%. Segundo Paschoal et al (2004), tais parametros devem estar dentro de 7% a
partir da curva do antigeno.

Tabela 1 — Resultado da fortificacdo de clara de ovos, comparadas & curva de
monensina.

monensina clara fortificada % recuperacao
g/kg D.O. D.O.
0,04000 1,364 1,307 95,82111437
0,00400 1,36 1,288 94,70588235
0,00040 1,345 1,264 93,97769517
0,00004 1,309 1,137 86,86019862
Conclusdes

Os anticorpos produzidos em coelhas foram capazes de identificar a monensina vinda
da fermentacdo alcodlica. Os ensaios de validagcdo mostraram que a sensibilidade do método é
de 40 ng por kg de amostra. Tal informacdo sobre a presenca deste ion6foro nas racdes e na
levedura comercializadas como suplemento deveria estar discriminada, uma vez que sua
presenca ndo é proibida segunda normas brasileiras. A falta desta informacao pode ocasionar
problemas com certificacdo de produtos organicos (carne ou ovos) bem como certificacdo
para exportacdo para 0 mercado europeu.
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