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RESUMO

A aflatoxina M; (AFM,) tem sido detectada em leite de animais alimentados com ragdo contaminada por aflatoxina B;
(AFB;), possuindo efeitos tdxicos e carcinogénicos muito proximos. Constitui-se um problema de Saide Publica, pois sua toxi-
dez é preocupante, quando os individuos mais jovens estdo entre os maiores consumidores de leite e estes sdo 0s mais sensiveis a
seus efeitos. O objetivo deste trabalho foi determinar a presenca de aflatoxinas em alimentos destinados a bovinos e de AFM; em
amostras de leite cru e apds pasteurizagdo. Trabalhou-se inicialmente com 12 produtores de leite, permanecendo apenas 2 produ-
tores que apresentavam valores significativos de aflatoxina M;. A coleta de leite foi realizada 24 h apés a coleta do alimento. O
método utilizado para a detec¢do de aflatoxinas no alimento foi a cromatografia em camada delgada. A determinagdo de AFM;
em leite foi realizada empregando-se coluna de imunoafinidade para a purificacdo e deteccdo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversa. Ndo foram detectadas aflatoxinas nas amostras de ragdo. Entretanto, detectou-se AFM; em 19 (52,8%)
das 36 amostras de leite cru, em valores que variaram de tracos a 74,1 ng L. Em leite pasteurizado, a AFM; foi detectada em 13
(38,2%) das 34 amostras, em niveis que variaram desde tracos a 58,9 ng L. Os valores encontrados de aflatoxina no leite estdo
dentro dos padrdes tolerados pela legislagdo brasileira. As concentracdes de aflatoxina nos leites cru e pasteurizado ndo diferiram
entre si (p>0,05). O fato de ndo se ter detectado aflatoxinas na ragdo pode ser explicado pela sua ocorréncia em baixas concen-
tracOes, isto €, inferiores ao limite de deteccdo do método utilizado (2 png/Kg), o que ndo impediria o aparecimento da AFM; no
leite e a deteccdo mediante metodologia mais sensivel (2 ng/L).

Termos para indexacao: aflatoxina My, leite, alimento.

ABSTRACT

The M; (AFM,) aflatoxin has been detected in milk from animal fed with aflatoxin B; (AFB;) contaminated ration,
with close toxic and carcinogenic effects. This is a potential a health public problem, because young individuals are among the
greater milk consumers and more sensible to their effects. This study was developed to determine the aflatoxins presence in
ration and AFM; in raw and pasteurized milk. Twelve milk producers were used, and only two presented significant aflatoxin M,
values in milk. Milk samples were taken 24 hours after the collection of the ration. The method used for the aflatoxins detection
was a thin layer in silica 60 G chromatography. For determination of AFM; in milk, the immunoafinity column method was used
for purification, with subsequent detection by reverse phase HPLC. The aflatoxins were not detected in ration samples, with the
quantification limit being 2 ug Kg™ In milk samples, where the quantification limit was much lower (2 ng L), AFM; was detected
in 19 (52,8%) from 36 raw milk samples in trace values of about 74.1 ng L™, In pasteurized milk, the AFM; was detected in 13
(38.2%) from 34 samples, in trace values of about 58.9 ng L. The aflatoxin concentrations found are within tolerated standard
according to Brazilian legislation. There was no difference among the aflatoxin concentration in raw and pasteurized milk.

Index Terms: aflatoxin M1, milk, feed.
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O preconizado por esse Orgéo é de 175 litros de lacteos
equivalente litros por habitante (CONSUMO..., 2002).

A contaminag&o de alimentos humanos e animais
com fungos e producdo de micotoxinas representam
perdas econdmicas bastante significativas, além de
representar riscos a saude.

A producdo de aflatoxinas By, B,, G; e G, pode
ocorrer por 3 espécies de fungos: Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus e, o mais raro, Aspergillus
nomius. As trés espécies sdo produtoras de aflatoxinas
B1, B,, G; e Gy, entretanto, citagdes sobre a produgdo de
aflatoxina G; e G, por cepas de A. flavus sdo bem recen-
tes. A aflatoxina B, é considerada o mais potente hepa-
tocarcinogénico para mamiferos (CREPPY, 2002).

O estudo sobre a presenca de micotoxinas em
leite apresenta relevante importancia. A primeira pes-
quisa sobre micotoxinas teve inicio no ano de 1960.
Dentre as micotoxinas, as aflatoxinas tém sido as mais
pesquisadas em leite e seus derivados. A presenca de
aflatoxina M; em leite se deve a presenga aflatoxina B;
no alimento destinado ao consumo animal. Seu efeito
cronico que é evidenciado pelo aparecimento de carci-
noma hepatico ¢ bastante preocupante.

As aflatoxinas sdo primariamente metabolizadas
por um misto de fun¢des oxidases (MFO) no figado.
Tais enzimas sdo responsaveis pelo metabolismo oxida-
tivo de um grande nimero de xenobiéticos (BIEHL e
BUCK, 1987). A absorcéo gastrintestinal é a primeira
etapa de entrada da aflatoxina M; na corrente sangui-
nea. Apés a absorcao gastrintestinal, esta é transportada
pelo sangue, podendo se ligar as suas células ou protei-
nas plasmaticas (TAVEIRA e MIDIO, 1999).

A taxa de conversdo de AFB1 em ra¢do animal
para AFM; no leite estd em torno de 0,3 a 6,2%
(CREPPY, 2002). Para Oliveira e Germano (1997), a
imprecisdo dos valores de conversdo da AFB1 em
AFM; reforca a importancia da realizagdo de anélises
rotineiras no leite e em seus derivados como fator
imprescindivel para o controle da ocorréncia de
AFM;.

A ingestdo diaria aceitavel de aflatoxina M; é de
6,8 ng/pessoa/dia na Europa; 3,5 ng/pessoa/dia ha Amé-
rica Latina; 12 ng/pessoa/dia no Extremo Oriente e 0,7
ng/pessoa/dia na Africa (CREPPY, 2002).

Pesquisas realizadas no Brasil quanto & presenca
de AFM; em leite, apresentam valores variados para o
leite cru e pasteurizado. Os valores encontrados apre-
sentam-se entre 30 e 2920 ng/L (SABINO et al.,
1988; SOUZA, 1997; PRADO et al., 1999). O Minis-
tério da Saude por meio da RDC n° 12/2002 estabele-

ce como tolerdncia maxima de AFM; 500 ng/L
(BRASIL, 2002).

Face a importancia da deteccdo deste metabdlito
em alimento, esta pesquisa visa quantificar a presenca
de aflatoxina B; em alimentos destinados a bovinos e
aflatoxina M; em leite cru e ap0s pasteurizacao.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras de alimentos destinados a
bovinos

Amostras de aproximadamente 1 Kg foram cole-
tadas em fazendas da Regido Sul de Minas Gerais, Bra-
sil. Foram analisadas um total de 33 amostras, corres-
pondendo a 18 amostras de ragdo, 2 de milho, 4 de fare-
lo de soja, 6 de silagem de milho e 3 de capim.

Realizou-se a coleta das amostras 24 horas antes
da coleta do leite, sendo as mesmas armazenadas em ge-
ladeira a +/- 7°C. Analisou-se apenas as amostras de
alimento destinadas a bovinos as quais, as amostras de
leite correspondente apresentaram detec¢cdo de AFM;.

Determinacgédo de aflatoxinas em amostras de
alimentos destinados a bovinos

e Preparo e determinacdo das solucGes
padrdes de aflatoxinas

Foi realizado segundo o método descrito pela

AOAC (1998). A gquantificagdo foi realizada por croma-

tografia em camada delgada empregando-se os padrdes

de AF B,, B, G; e G, da Sigma Chemical Company.

A concentracdo dos padrdes foi determinada pelo méto-
do da AOAC (1998).

e Preparo das amostras
As amostras de silagem e capim foram previa-
mente moidas e homogeneizadas em liquidificador, de
modo a se obter particulas pequenas em torno de 1mm.
As amostras de racdo, milho e farelo de soja ja tritura-
das, foram entdo passadas em peneira de aproximada-
mente 0,84 mm (20 mesh).

e Extracdo das toxinas

A metodologia utilizada para a quantificagdo das
toxinas foi a descrita por Soares e Rodriguez-Amaya
(1989) e o limite de deteccdo de 2ug/Kg.

Foram pesados 50 g das amostras, em duplicata,
em Erlenmeyer de 500 mL. Adicionaram-se 270 mL de
metanol e 30 mL de KCI 4%. Em seguida, o material foi
agitado em shaker/agitador por 30 minutos e filtrado em
papel de filtro comum e em papel de filtro Whatman
n°® 4 ou similar e foram recolhidos 150 mL.
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e Purificacdo do extrato
Transferiu-se aliquotas de 150 mL do extrato
para um béquer de 600 mL, ao qual adicionaram-se 150
mL de sulfato de cobre a 10% (farelo de soja, silagem
de milho e capim) ou sulfato de aménio 30% (milho e
racdo) e 50 mL de celite para todas as amostras. Em
seguida, foi filtrado em papel Whatman n° 4 ou
similar e foram recolhidos 150 mL em uma proveta de
250 mL.
e Particdo liquido-liquido
Transferiu-se a aliquota de 150 mL para um funil
de separacdo de 500 mL com torneira de teflon e tampa
de polietileno, contendo 150 mL de agua destilada.
Realizaram-se duas extragbes com 10 mL de
cloroférmio sob agitacdo vigorosa por 3 minutos. Apos
separacdo das fases, recolheu-se o extrato em um
béquer de 25 ml, do qual se retirou 6 mL.
e Concentracao e diluicao
O extrato cloroférmio foi evaporado em banho-
maria, sob atmosfera de nitrogénio, sendo
posteriormente solubilizado conforme a amostra, com
100 a 500 pL de solucéo de benzeno:acetonitrila (98:2).
Em seguida, o extrato seco foi acondicionado em
freezer.
e ldentificacdo e quantificacéo
A identificacdo e a quantificacdo das aflatoxinas
foram realizadas em placa de cromatografia de silica gel
60G, cromatofolha 20x20 cm, sem indicador de
fluorescéncia, 0,25 mm de espessura, em luz
ultravioleta (366 nm).

Coleta das amostras de leite

Foram coletadas 36 amostras de leite cru. As
coletas foram realizadas inicialmente com 12 produtores
e depois permaneceram apenas com dois produtores, 0s
quais apresentaram valores significativos de AFM; nas
primeiras analises.

Tratamento das amostras de leite

As amostras de leite foram avaliadas quanto a
quantidade de aflatoxina M; no leite cru e apds o
tratamento térmico. A temperatura utilizada foi 63 °C
+/- 2 por 30 minutos.

Teste de recuperacdo de aflatoxina M; em
leite cru

A metodologia utilizada foi a descrita por Tuins-
tra et al. (1993), mediante a da qual foram utilizadas co-

lunas de imunoafinidade para purificacdo das amostras
e CLAE (Cromatografia liquida de alta eficiéncia) para
determinacdo da aflatoxina M;. As concentracbes de
AFM; utilizadas foram: 0,0, 40,0, 80,0 e 120,0 ng/L
com duas repeti¢des. O limite de quantificagdo do mé-
todo é 6,0 ng/L e o de deteccdo 2 ng/L e tragos corres-
pondem ao intervalo entre 2 e 6 ng/L.

Determinacdo de aflatoxina M, em leite

e Preparo da solucdo padréo de aflatoxina
M,

Utilizou-se o padrdo da Sigma Chemical Com-
pany dissolvido em benzeno:acetonitrila (90:10) para
obter uma concentracdo de aflatoxina M; em torno de
10 ug/mL (AOCAC, 1998).

e Purificacdo das amostras de leite em
coluna de imunoafinidade

As amostras foram aquecidas em banho-maria
até atingir 37 °C +/- 1 °C. Apds o aquecimento, centri-
fugaram-se 100 mL de cada amostra a 3578 g por 15
min. Filtrou-se a amostra em papel de filtro Whatman n°
4,

Retirou-se 50 mL da amostra para uma proveta
ou Erlenmeyer. Uma aliquota de 10 mL de leite do so-
brenadante foi transferida para uma seringa adaptada a
coluna de imunoafinidade AFLA- M; (Vicam) eluindo-
se sem aplicacdo de véacuo. ApGs a eluicdo de toda a
amostra (ndo se deixou secar), a coluna foi lavada com
10 mL de &gua ultrapura colocando aos poucos + 2 mL.
Esgotou-se por completo toda a dgua empregando-se o
vacuo. Foram transferidos para a coluna 4 mL de aceto-
nitrila ficando em contato com a coluna de 6 a 7 minu-
tos, e entdo, recolheu-se o eluato para um frasco &mbar
de 5 mL. O eluato foi evaporado até completa secura em
banho-maria 50°C sob fluxo de nitrogénio.

Apds a secagem, a amostra foi ressuspendida
imediatamente em 200 puL da fase mével de injecdo (&-
gua:acetonitrila 70:30). Agitou-se em seguida em agita-
dor de tubos e filtrou-se em membrana de celulose re-
generada de 13 mm de diametro e 0,45 um de poro para
um pequeno frasco ambar com auxilio de uma seringa
de insulina tipo longa.

e Condicles cromatogréficas

A separacdo e quantificacdo da AFM; foram
conduzidas em um sistema de cromatografia Shimadzu
com detector de fluorescéncia (excitacdo: 366 nm e
emissdo 428 nm), coluna de fase reversa C18 (250x4,6
mm) com particulas de 5 um, guarda-coluna C18 (25x4,6
mm), loop de 20 uL (injecdo 20 pL), fluxo 1,0 mL/minuto,
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fase mdvel: agua: isopropanol:acetonitrila (80:12:8),
filtrada em membrana de 0,45 um a vacuo. O tempo de
retencdo nessas condicGes foi de aproximadamente 10
minutos.
e Preparo da curva de calibracdo da a-
flatoxina M,

Foram injetadas aliquotas de 20 uL das solucdes
padrdes de aflatoxina M; com concentracfes na faixa de
0,15 a 0,30 ng/mL, nas condigdes cromatograficas des-
critas em 4.5.3.

Construiu-se o grafico da area versus massa de
aflatoxina M; injetada, e verificou-se a linearidade da
curva de calibracéo, em que: r* > 0,99.

e Determinacdo da aflatoxina M; no
extrato da amostra

Foram injetadas aliquotas de 20 pL do extrato da
amostra purificado, usando as mesmas condi¢fes cro-
matogréficas utilizadas na elaboragdo da curva de cali-
bragéo.

Identificou-se o pico da aflatoxina M; da solucdo
da amostra por comparacdo com o tempo de retencdo ob-
tido na injecdo das solucdes padrdes da aflatoxina M;.

e Calculo

Com base na curva de calibragdo, calculou-se a
massa de aflatoxina M; pela equagdo da reta através de
regressdo linear do Programa Excel-E.

Anadlises estatisticas

A andlise estatistica foi realizada mediante
0 teste ndo paramétrico. Utilizou-se o Teste de
Wilcoxon - Mann-Whitney, o qual foi realizado pela
"aproximacdo normal” (CAMPOS, 1983).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todas as 33 amostras de alimento animal
analisadas ndo foi detectada a presenca de
aflatoxinas, no entanto, detectou-se a presenca de
AFM; no leite. Os percentuais de conversdo de AFB;
para AFM; encontrados por alguns autores variam de
0,03% a 6,2% (CREPPY, 2002; TRUCKSESS et al.,
1983). O maior teor de AFM; encontrado foi de 74,1
ng/L (Tabela 1); considerando que este valor repre-
sente 6,2% do total de AFB; consumida, isso repre-
senta em torno de 1,2 ug de AFBy, ou seja, o valor de
AFB; presente no alimento esta bem abaixo do limite
de deteccdo do método utilizado.

Na Tabela 1 estdo expressos os valores médios
de AFM; em leite cru e leite com tratamento térmico.

Ap0s o tratamento térmico observou-se uma reducédo
média de 15,6% da AFM;, considerando as amostras
em que foi detectada presenca da AFM; em quantida-
de > ao limite de quantificacdo; no entanto, ndo hou-
ve diferenca significativa (p > 0,05) entre os trata-
mentos.

No leite cru (Tabela 1) em 19 amostras (52,8%)
foi detectada a presenca da AFM;, com os valores vari-
ando de tragos a 74,1 ng/L; em 17 amostras (47,22%)
ndo foi detectada aflatoxina. No leite pasteurizado a
presenca de aflatoxina foi detectada em 13 amostras
(38,2%) e os seus valores variaram de tracos a 58,9
ng/L; e em 21 amostras (61,76%) ndo foi detectada afla-
toxina. Os valores obtidos estdo dentro dos padrbes es-
tabelecidos pela legislacdo que estabelece como padréo
500 ng/L (BRASIL, 2002).

Os valores de recuperacdo pelo método de
CLAE (4.4) apresentaram um percentual de 95,4%,
82,1% e 87,8%. A recuperacdo deve ser de no minimo
70% para nivel de aflatoxina M; > 50 ng/L, o que de-
monstrou que o método e as condi¢bes empregadas es-
tavam dentro dos padrfes esperados. Prado et al. (1999)
utilizando CLAE, encontraram valores de recuperagéo
variando de 88,9% a 104,9%, e as médias de recupera-
¢do encontradas por Souza (1997) utilizando CCD em
trés métodos para purificacdo do extrato (cartucho de
silica gel, cartucho de florisil e colunas de florisil) esta-
vam entre 60,0 e 127,4%, em que 58,0% destes valores es-
tavam acima de 90,0%; 32,0% entre 71,0 e 90,0% e ape-
nas 10,0% apresentaram-se com valores menores ou iguais
a 70%. Os valores obtidos neste trabalho foram superiores
ao minimo estabelecido e aceitavel (CEN, 1999).

Em produtos alimenticios e racbes animais analisa-
das por Sabino et al. (1988) em um total de 974 amostras,
93,2% nao apresentaram contaminagdo por aflatoxinas. Do
total de amostras, as ragBes representavam 276 das quais, em
89,6% ndo foi detectada a presenca de aflatoxinas.

Entre as varias pesquisas de AFB; em alimen-
tos destinados ao consumo animal no Brasil, observa-se
uma grande variedade dos dados, ou seja, valores de 0 até
7400 ppb, 0 que demonstra a necessidade de uma vigilan-
cia constante para garantir a qualidade do alimento
(SALAY e MERCADANTE, 2002).

Para Scussel e Rodriguez-Amaya (1984), a confia-
bilidade dos resultados analiticos na determinacéo de mi-
cotoxinas é preocupante, tendo em vista varios fatores,
como a distribuicdo ndo uniforme das micotoxinas nos
alimentos e ragBes animais, as baixas concentragfes, em
que os niveis encontrados estdo em pg/kg e ainda a
presenca de interferentes.
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TABELA 1 - Valores médios de aflatoxina AFM; em amostras de leite cru e pasteurizado da regido de Lavras, Sul
de Minas Gerais.

Leite
Amostras Cru Pasteurizado
AFM; (ng/L) AFM; (ng/L)
1 tracos nd
2 tragos nd
3 nd nd
4 35,0 36,9
5 22,4 23,8
6 nd nd
7 nd nd
8 nd nd
9 nd nd
10 6,2 tracos
11 nd nd
12 nd nd
13 65,0 58,9
14 74,1 57,6
15 45,9 44,6
16 nd nd
17 tracos nd
18 tragos nd
19 nd tracos
20 6,8 tracos
21 nd nd
22 nd nd
23 nd nd
24 nd nd
25 nd nd
26 nd nd
27 nd nd
28 tracos nd
29 8,3 7,1
30 nd nd
31 27,2 18,8
32 28,4 24,6
33 26,8 -
34 48,5 -
35 26,5 16,1
36 26,5 25,9

nd: ndo detectado; limite de deteccdo: 2 ng/L; limite de quantificacdo 6 ng/L; tracos: entre 2 e <6 ng/L
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A estabilidade da aflatoxina no leite tem sido
pesquisada e os resultados apresentam discordancia en-
tre os varios pesquisadores. Stoloff et al. (1975) e Eg-
mond (1983) ndo observaram redugdo da AFM; apds
pasteurizagdo do leite. Os primeiros autores trabalharam
com leite artificialmente contaminado em tempo e tem-
peratura de 62°C/30 minutos e o segundo, com leite natu-
ralmente contaminado. Purchase et al. (1972) observaram
uma reducédo de 32% da AFM; mediante uma temperatura
de 62°C /30 minutos. A reducdo foi de 45 e 64% quando o
leite foi submetido a temperatura de 72 e 80 °C por 45 se-
gundos, respectivamente. A reducdo foi proporcional ao
aumento da temperatura, mesmo quando ocorreu a redu-
¢ao do tempo de exposicdo ao tratamento.

No leite ap6s a pasteurizacdo, a taxa de reducéao
encontrada por Kiermeier e Buchner (1977) foi de 6 a
13%. Resultado similar que constatou uma reducéo de 5
a 17%, com uma média de 7,62%, ndo havendo, no en-
tanto, diferenca significativa entre o leite cru e o pasteu-
rizado; tais valores sdo proximos ou similares aos en-
contrados neste experimento.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste traba-
lho, pode-se concluir que:

a) Nas amostras de alimentos analisadas destina-
das a bovinos ndo foi detectada a presenca de AFB;.

b) A presenca de aflatoxina M, foi constatada em
52,8% das amostras de leite e todas encontravam-se dentro
do limite maximo permitido pela legislacdo brasileira.

c) As concentraces de AFM; nos leite cru e pas-
teurizado néo diferiram entre si.
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