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RESUMO

Um método para determinacao de aflatoxina M, em leite empregando cromatografia em camada delgada foi otimizado e validado por
procedimentos intralaboratoriais. Foram realizados testes para otimizacao das etapas de extracao, purificacao, deteccao e quantificacao
por analise visual e densitométrica. Para validacao do método foram realizados ensaios de recuperacao com solucoes padroes e amostras
artificialmente contaminadas em niveis entre 0,027ug/L e 0,970ug/L. Foram avaliados linearidade, especificidade, exatidao, precisao,
limites de deteccao e quantificacao. Os valores de porcentagem de recuperacao na faixa de quantificacao do método variaram de 84,2%
a 99,0% na analise visual e de 85,2% a 105,2% na analise densitométrica, com coeficientes de variacao de 2,3% a 9,8% e de 3,6% a
13,9%, respectivamente. O limite de deteccao foi de 0,036ug/L e o de quantificacao de 0,045ug/L, contemplando os niveis de tolerancia
estabelecidos na legislacao nacional e internacional para aflatoxina M, em leite.
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SUMMARY

IN HOUSE VALIDATION OF A METHOD FOR AFLATOXIN M, DETERMINATION IN MILK BY THIN LAYER CHROMATOGRAPHY. A method
for aflatoxin M, determination in milk by thin layer chromatography was otimized and in house validated. Steps of extraction, clean-up,
detection and quantification by visual and densitometric analysis were standardized. In method validation were employed standard
solutions and spiked samples in levels varying from 0.027ug/L to 0.970ug/L. Linearity, specificity, trueness, precision, detection and
quantification limits were the parameters evaluated. Average recovery values in quantification range were from 84.2% to 99.0% for
visual analysis and from 85.2% to 105.2% for densitometric analysis, with CVs values from 2.3% to 9.8% and from 3.6% to 13.9%,
respectively. The detection limit was 0.036ug/L and the quantification 0.045ug/L, according to national and international regulations

for aflatoxin M, in milk.
Keywords: milk; aflatoxin M,; validation; TLC.

1 - INTRODUCAO

A aflatoxina M, € o principal metabélito hidroxilado
da aflatoxina B, presente em leite de animais que inge-
riram racao contaminada [17]. Esta toxina apresenta
toxicidade semelhante a aflatoxina B, [29], além de po-
tencial carcinogénico e genotoxico [8, 36].

Muitos estudos vém sendo conduzidos para monitorar
e controlar o desenvolvimento de fungos toxigénicos e a
producao de micotoxinas em alimentos e racoes, bem como
desenvolver métodos de ensaio simples e eficientes para
determinacao destes metabolitos, avaliando as doses to-
xicas e limites maximos de tolerancia para estas subs-
tancias nos diversos produtos [3, 15, 26].

Diante dos resultados obtidos, cada pais tem tenta-
do definir regulamentacoes, sendo considerados aspec-
tos relacionados a saude publica [3], politicos e economi-
cos [38]. A Uniao Européia adotou o limite de tolerancia
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maximo de 0,05ug/L para aflatoxina M, em leite fluido
[5]. O regulamento técnico do MERCOSUL sobre limites
maximos de aflatoxinas estipulou os niveis de 0,5ug/L e
Sug/kg para leite fluido e em po, respectivamente [23],
sendo estes os limites internalizados pelo Brasil [10].

Com relacao aos métodos de analise para contro-
les eficientes de aflatoxina M, em leite sdo requeridos
elevada sensibilidade, especificidade, precisdo e exati-
dao, além de limites de deteccao e quantificacao sufici-
entes para avaliacdao das baixas concentracdes em que
estas micotoxinas sao encontradas [9, 12, 30, 35].

Os meétodos para a determinacao de aflatoxina M,
em leite utilizam, em sua maioria, extracao com solven-
tes organicos e purificacao cromatografica em fase soli-
da ou imunoafinidade [11, 18, 20, 22, 27, 31]. Tanto a
cromatografia em camada delgada (CCD) como a croma-
tografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), constituem
técnicas adequadas para separacgao, detecgao e quanti-
ficacao de aflatoxina M, em extratos de leite [37]. Em-
bora a espectrometria de massas e a cromatografia li-
quida acoplada a espectrometria de massas tenham sido
estudadas e sugeridas, estas técnicas ainda nao sao
praticadas, possivelmente devido ao alto custo dos equi-
pamentos e a necessidade de pessoal altamente capa-
citado [16]. Técnicas imunoquimicas, como enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA), também tém sido
amplamente utilizadas, principalmente em triagens [21,
33]. Como a maioria das micotoxinas nao sao volateis,
a cromatografia gasosa apresenta limitacoes [19]. En-
tretanto, devido a multiplicidade de técnicas utilizadas

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 23(Supl): 213-220, dez. 2003 213



Validacao de método para determinacgao de aflatoxina M1 em leite, Junqueira et al.

para deteccao e quantificagéo de aflatoxina M,, varian-
do das mais simples, como CCD por analise visual e
densitometria, até as mais complexas, como CLAE com
detectores de ultra-violeta, fluorescéncia e espectrome-
tria de massas, os laboratorios selecionam as técnicas
de acordo com sua situagao econoémica, objetivos da
analise e capacidade dos analistas [4].

A CCD constitui a técnica tradicional para determi-
nacao de micotoxinas e possui grande importancia his-
torica relacionada a estas substancias. Gracas a CCD
as micotoxinas foram detectadas, isoladas e caracteri-
zadas [2]. A AOAC International recomenda esta técnica
para determinacao de aflatoxinas em diversos produtos
[1]. O baixo custo e a simplicidade sao as principais van-
tagens dos procedimentos analiticos baseados na CCD.
A capacidade de separacao das micotoxinas dos compo-
nentes interferentes, em placas de CCD, confere um ra-
zoavel nivel de especificidade e sensibilidade aos méto-
dos. Isto se deve ao fato de que a aflatoxina M, fluoresce
sob luz UV, o que permite que concentracdes da ordem
de nanogramas sejam detectadas em uma placa. A prin-
cipal desvantagem associada a esta técnica € a baixa
repetibilidade associada a aplicacao das amostras, de-
senvolvimento e etapas de interpretagao, o que pode ser
melhorado com a experiéncia dos analistas [7].
STUBBLEFIELD & VAN EGMOND [34] destacaram que
estudos interlaboratoriais com livre escolha do método,
demonstraram que a experiéncia na determinacao de
aflatoxina M, uma analise dificil, €, pelo menos, tao
importante quanto a escolha da técnica para obtengao
de resultados confiaveis.

Os orgaos de vigilancia e as instituicoes de pesquisa
que trabalham com micotoxinas demandam métodos
analiticos simples, de baixo custo e com desempenho
adequado. O presente trabalho teve como objetivo
otimizar e validar, por procedimentos intralaboratoriais,
um método para determinacao de aflatoxina M, em lei-
te por uma técnica acessivel e aplicavel a grande maio-
ria dos laboratorios e, ao mesmo tempo, capaz de con-
templar os limites de tolerancia estabelecidos pela le-
gislacao nacional e internacional.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Reagentes

Os padroes de aflatoxina M, utilizados foram da
marca Sigma (St. Louis, MO, EUA), mantidos sob tem-
peratura de congelamento, devidamente protegidos da
luz e vedados, até o momento do preparo das solugdes.
As solucgdes padroes foram preparadas e padronizadas,
em espectrofotometro, segundo AOAC [1]. Em seguida,
foram armazenadas em frascos para padrao, ambar,
devidamente vedados, sob temperatura de congelamen-
to. A estabilidade das solucoes foi monitorada, repetin-
do-se os procedimentos de padronizagao, durante o pe-
riodo do experimento. As concentracoes das solucoes
estoque foram de 0,4850ug/mL e 0,4531ug/mL enquan-
to as das solucoes de trabalho foram 0,09700ug/mL e
0,09062ug/mL.

Os solventes grau para analise de residuos, o sul-
fato de sodio anidro e o cloreto de sodio foram adquiri-
dos da Merck (Darmstadt, Alemanha). O Florisil e a silica
utilizados para empacotamento das colunas foram Sigma
(St. Louis, MO, EUA) e Merck (Darmstadt, Alemanha),
respectivamente. Os cartuchos comerciais de silica e
Florisil foram adquiridos da Waters, modelo classic de
0,5g (Milford, EUA). As cromatoplacas utilizadas foram
de 10cm x 20cm, com 250um de silica gel, Whatman
60AK6 (Maidstone, Inglaterra).

2.2 - Equipamentos

Os equipamentos utilizados foram: agitador mag-
nético Fenix AT 56; banho-maria com agitacao Yamato
BT 25; centrifuga Sorvall Instruments RC 3B;
cromatovisor UV Products G 70; densitometro Camag
TLC Scanner I, equipado com lampada de mercurio e
registrador / integrador Hewlett Packard 3396; espec-
trofotometro Shimadzu UV-Visivel 160A; evaporador ro-
tatorio Blichi RE 120; shaker Eberbach Corporation.

2.3 - Amostras

Amostras de leite cru foram colhidas, apds orde-
nhas manuais diarias, na fazenda experimental do Mi-
nistério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento/Es-
cola de Veterinaria da UFMG. Estas amostras foram
artificialmente contaminadas, em quantidades conhe-
cidas, pela adicao de solucoes padroes de aflatoxina
M.

1
2.4 - Otimizacao do método

O método otimizado foi baseado nos descritos pela
AOAC [1] e por KAMIMURA [20], que sugere o emprego
de Florisil na etapa de purificagao.

2.4.1 - Etapa de extracéao

Ensaios de recuperacao foram realizados com amos-
tras de leite artificialmente contaminadas em niveis cor-
respondentes a 0,8ug/L de aflatoxina M, para otimiza-
¢ao da forma de incorporagao do solvente de extracgao,
cloroférmio, ao leite. Foram avaliadas: agitagdo magné-
tica por 1 minuto; agitacdo em shaker reciproco a 80
oscilacoes, durante 1 minuto; e agitacao em shaker a
80 oscilagdes, durante 1 minuto, com posterior centri-
fugacao a 1.800 x g, 30°C por 5 minutos. Os ensaios
foram realizados em triplicata para cada forma de in-
corporagao estudada.

2.4.2 - Etapa de purificacao

A eficiéncia da etapa de purificacao foi avaliada para
colunas e cartuchos de silica e Florisil.

Colunas de vidro de 33cm de comprimento por 1,3cm
de diametro foram empacotadas manualmente no labo-
ratorio. Nas de Florisil foram adicionados algodao de vi-
dro, 5g de sulfato de soédio anidro, 0,7g de Florisil pre-
viamente suspenso em cloroféormio e 0,5g de sulfato de
sodio anidro [20]. Para as de silica foram adicionados
algodao de vidro, 5g de sulfato de sodio anidro, 2g de
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silica gel de 70 a 230mesh, previamente ativada e
suspensa em cloroformio e 2g de sulfato de sodio anidro,
adaptando-se o procedimento proposto pela AOAC [1].

Foram realizados ensaios de recuperagdo, varian-
do-se os volumes dos solventes de purificagdo e a con-
centragao da toxina.

Mantendo-se fixos os volumes de eluicdo em 10mL
para os cartuchos e 30mL para as colunas, determi-
nou-se a influéncia do volume dos solventes de purifica-
cao sobre a recuperagao do método. Quantidades de to-
xina, correspondentes a 0,35ug/L, foram adicionadas
diretamente aos cartuchos e colunas. Quatro repeticoes
foram realizadas para cada volume testado e em cada
ensaio foram empregados os mesmos volumes para cada
solvente de purificacdo. Os volumes empregados no caso
dos cartuchos foram 10; 6; 5; 4; 3 e 2mL enquanto para
as colunas foram 60; 50; 40; 30; 20 e 10mL.

Posteriormente ao estudo dos volumes, quatro dife-
rentes niveis de toxina correspondentes a 0,10; 0,14;
0,19 e 0,40ug/L foram adicionados diretamente as colu-
nas de Florisil, cartuchos de silica e cartuchos de Florisil,
com trés repeticoes para cada nivel de concentracao.

2.4.3 - Etapa de deteccdao e quantificacao

Foram comparados os resultados obtidos nas
deteccoes e quantificacées por analise visual e
densitomeétrica, para avaliagdo da correlacao.

Na analise densitomeétrica foi verificada a interferén-
cia dos parametros area e altura no calculo da concen-
tracao de toxina e na escolha da forma de integragao,
sendo realizados estudos de recuperacao, em dez repeti-
¢oes. Empregou-se uma solucao padrao diluida em
benzeno:acetonitrila (9:1, v/v) para simular um extrato
purificado de amostra contaminada, sendo que 10uL des-
ta solugao, aplicados em placa, deveriam conter a mas-
sa de aflatoxina M, correspondente ao ponto interme-
diario da curva padrao adotada. Em cada repeticao, a
integracao por area e por altura dos picos foi testada.

O erro referente a esta etapa, devido a variabilida-
de do equipamento, foi avaliado pela leitura, em tripli-
cata, de dezoito pontos de padrao. Aplicaram-se seis
repeticoes de 4uL, SuL e 10uL de solucao trabalho, cor-
respondentes, em massa, a 0,3880ng; 0,4850ng e
0,9700ng de aflatoxina M, respectivamente. A variabi-
lidade das trés leituras para cada ponto aplicado foi
calculada em termos de coeficiente de variacao.

2.5 - Procedimento analitico

O procedimento analitico estabelecido na otimiza-
cao do método encontra-se detalhado a seguir.

2.5.1 - Extracao

Aliquotas de SOmL de amostras de leite, a tempera-
tura ambiente, foram pipetadas e transferidas para fras-
cos de polipropileno, com tampas, previamente identifi-
cados e protegidos da luz. Adicionou-se 10mL de solu-
¢ao salina NaCl 40 % e 120mL de cloroféormio a 35°C. Em

seguida, o cloroférmio foi incorporado durante 1 minuto
por agitacao magnética. Apos repouso de 2 minutos, a
camada aquosa superior foi aspirada, adicionando-se a
camada cloroférmica restante 12g de sulfato de sodio
anidro, com agitagao ocasional por 3 minutos. A mistura
obtida foi entao filtrada através de papel de filtro, reco-
lhendo-se os primeiros 60mL filtrados. O filtrado obtido
foi evaporado em evaporador rotatério, a aproximadamen-
te 40°C, até um residuo de 1mL a 2mlL.

2.5.2 - Purificacao

O residuo do extrato foi transferido para o cartucho
de Florisil de 0,5g adaptado a uma seringa de vidro de
10mL e colocado sobre tubos de 15mL, utilizando cerca
de 10mL de cloroférmio. O cartucho foi lavado, utilizan-
do fluxo da gravidade, com 4mL de cloroformio:hexano
(1:1, v/v) e 4mL de cloroférmio:metanol (9:1, v/v), des-
cartando-se os lavados. Posteriormente, em um outro
tubo, a aflatoxina M, foi eluida com 10mL de
acetona:agua (99:1, v/v) e o eluato foi evaporado até
secura sob nitrogénio, em banho-maria com agitacao, a
aproximadamente 40°C.

2.5.3 - Cromatografia em camada delgada

Os residuos obtidos na purificagdo foram retomados
com volumes de 30uL a 200uL de benzeno:acetonitrila
(9:1, v/v), homogeneizados e imediatamente aplicados
nas cromatoplacas, sendo duplicatas das amostras e,
no minimo, triplicatas da solugao padrao para cada pon-
to da curva. Foi empregado éter etilico:metanol:agua
(95:4:1, v/v/v) como fase mével. A analise visual foi rea-
lizada por observagao da placa sob luz UV a 366nm em
cromatovisor, comparando a intensidade de fluorescéncia
das manchas das amostras com as do padrao. No caso
de intensidades intermediarias foi considerada uma
média dos pontos adjacentes. Na analise densitométrica
foram comparadas as areas dos picos das amostras com
as do padrao obtidas nos cromatogramas, utilizando
densitometro sob as seguintes condicoes: excitagdo em
366nm, emissao em 450nm, atenuacao 5, velocidade do
papel 1,5mm/s, sensitividade 170 e span 160.

2.6 - Validacdao do método otimizado

Na validacao intralaboratorial foram realizados en-
saios com padrdes e amostras artificialmente contami-
nadas [14], segundo procedimentos analiticos determi-
nados na otimizagcdao do método.

2.6.1 - Linearidade e limite de deteccédo do equi-
pamento

Foram realizados ensaios com solucao padrao para
avaliacao da linearidade da resposta, ou seja, da habi-
lidade do sistema de deteccao apresentar resultados
proporcionais a concentracao do analito [14], em uma
determinada faixa de concentracao, sem interferéncia
da matriz.

O limite de deteccao do equipamento e da analise
visual também foi determinado aplicando-se volumes
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de 1uL a 20uL de solucao trabalho para verificacao da
menor quantidade detectavel de aflatoxina M, por ana-
lise visual e densitomeétrica.

2.6.2 - Especificidade, exatiddao, precisao, limi-
tes de deteccdo e quantificacio do método

Foram realizados ensaios com amostras artificial-
mente contaminadas com solucao padrao para avalia-
cao de:

e especificidade ou capacidade do método em de-
terminar exata e especificamente o analito de in-
teresse na presencga de outros componentes pre-
sentes na matriz [14];

e exatidao, indicada pela diferenca entre o valor obti-
do e o valor real do analito na matriz [14], que foi
expressa em termos de porcentagem de recupera-
cao;

e precisdo ou a dispersao de diversos valores indi-
viduais em torno da média dos valores obtidos
[14], expressa em termos de coeficiente de varia-
cao;

e limite de detecgao, correspondente a menor con-
centragao do analito na matriz que pode ser iden-
tificada com nivel de confianca especificado [14];

e limite de quantificacdo, correspondente a menor
concentracdao do analito na matriz que pode ser
determinada em niveis considerados aceitaveis de
exatidao e precisao [14].

Os niveis de concentracao estudados foram 0,045;
0,07; 0,09; 0,37 e 0,97ug/L, em cinco repeticoes, e
0,027ug/L e 0,036ug/L, em trés repeticoes.

2.6.3 - Valores de referéncia

Os valores adotados como referéncia para avalia-
¢ao da exatidao e precisdao foram os especificos para
aflatoxina M, estabelecidos pelo CEN - EUROPEAN
COMMITTEE FOR STANDARTIZATION [6]. Foram con-
siderados aceitaveis, para concentracoes de aflatoxina
M, entre 10ng/L e 50ng/L, valores de porcentagem de
recuperacao entre 60% e 120%, com coeficientes de
variagao menores ou iguais a 30%. Nas concentracao
maiores que SOng/L foram aceitos valores de porcenta-
gem de recuperacgao entre 70% e 110%, com coeficien-
tes de variacao menores ou iguais a 20%.

2.7 - Analise estatistica

Na verificacao da influéncia da variagao da concen-
tragcao de toxina sobre as recuperacoes obtidas nas dife-
rentes formas de purificacao e na comparacao das for-
mas de purificacdo para uma mesma concentracao estu-
dada, foi adotado o delineamento de parcelas subdividi-
das, em experimentos inteiramente casualizados, con-
siderando-se parcelas os niveis de concentragdo e
subparcelas as formas de purificagao [28]. Para determi-
nacao da consisténcia dos dados foi realizado o teste de
F, sendo as médias comparadas pelo teste de Duncan, a
5% de probabilidade [13]. As formas de detecgao e quan-

tificacao visual e densitomeétrica foram comparadas apli-
cando-se o teste de t para comparacoes pareadas [32].

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Otimizacao do método

3.1.1 - Etapa de extracéao

A incorporacao do cloroférmio por agitacao em shaker
com posterior centrifugacao nao garantiu ao método boa
recuperacao, mesmo apresentando aparente separacao
das fases. Foram obtidas recuperagdes de 40,0% com
coeficiente de variacao de 43,3% para analise visual e
de 32,8% com coeficiente de variacao de 53,2% para
analise densitométrica.

Na incorporacao empregando shaker houve forma-
¢ao de emulsao em duas amostras, o que impossibilitou
a continuidade das analises. A amostra que foi possivel
quantificar apresentou recuperacao de 76,7% na anali-
se visual e 85,6% na densitométrica.

Desta forma, a incorporacao por agitacao magnéti-
ca foi adotada, visto ter garantido boa recuperagao ao
método, sem formacao de emulsao, além de tratar-se
de uma forma de incorporagdo mais simples que as
outras estudadas. Os valores de porcentagem de recu-
peracao obtidos foram de 90,0% e 96,1%, com coefici-
entes de variacao de 11,1% e 20,0%, para as analises
visual e densitométrica, respectivamente.

3.1.2 - Etapa de purificacao

As variacoes dos valores médios de recuperagao em
funcao do volume dos solventes utilizados na purifica-
cao estao representadas na Figura 1. No caso da silica,
as recuperacoes dos métodos que utilizaram cartuchos
diminuiram significativamente para volumes inferiores
a 4mL e superiores a SmL, enquanto para as colunas
reducao na recuperacgao foi observada em funcao do
aumento do volume (p < 0,05, teste de Duncan). Ao con-
trario, os métodos que empregaram cartuchos e colu-
nas de Florisil nao tiveram suas recuperacodes influen-
ciadas pelo volume (p > 0,05, teste de F).

Os resultados confirmam observacoes do fabrican-
te, que cita possiveis interferéncias dos volumes de
solventes empregados na purificacao sobre a recupera-
cao [24] e define a necessidade de uma otimizacao des-
tes volumes, sempre que a silica for empregada. O
aumento do volume reduziu significativamente a recu-
peracao, sugerindo uma fraca adsorcao da toxina pela
silica, permitindo seu deslocamento pelos solventes
de purificacdo, antes da toxina ser eluida. Estes resul-
tados sao condizentes com os observados por
KAMIMURA [20], que sugere a utilizacao do Florisil como
fase estacionaria na etapa de purificacdo de métodos
para determinacao de micotoxinas. SYLOS &
RODRIGUEZ AMAYA [35] também observaram meno-
res valores de recuperacao para métodos empregando a
silica quando comparados com métodos que adotaram
C,, como adsorvente na purificagao.
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Os resultados médios de recuperacao e os coefici-
entes de variacao obtidos nos ensaios realizados vari-
ando-se a concentracdao da toxina, estdo representa-
dos nas Tabelas 1 e 2. Nestes estudos foi mantida a
silica como adsorvente, empregando o volume otimizado,
para verificagao de sua eficiéncia em relacao ao Florisil.
Entretanto, somente a forma de cartuchos foi adotada,
por apresentar maior homogeneidade das particulas,
simplicidade de operacao e rapidez que as colunas.

Comparando os valores de recuperagao obtidos para
cada forma de purificagao foram observadas diferencas
significativas nos diferentes niveis de concentragao es-
tudados. Na deteccao e quantificacao visual, somente o
valor de recuperacao obtido no nivel de concentracao
0,10ug/L, para purificacao com cartuchos de Florisil,
apresentou-se significativamente menor (p < 0,05; tes-
te de Duncan) que os valores obtidos nos outros niveis
estudados. As outras formas de purificacao nao sofre-
ram influéncia da variacao de concentracao (Tabela 1).
Por outro lado, na densitométrica, a purificacao em-
pregando cartuchos de Florisil nao foi influenciada pela
variagao da concentracao. As outras formas de purifi-
cacao apresentaram pelo menos um valor de recupera-
cao significativamente menor (p < 0,05, teste de
Duncan), no nivel 0,14ug/L para purificacao com car-
tuchos de silica e 0,10ug/L para colunas de Florisil
(Tabela 2). De modo geral, a concentragao de aflatoxina
M, néo exerceu grande influéncia sobre a recupera-
¢cao, na faixa estudada. Mesmo nao sendo observada
uma relacao direta de reducao da recuperacao com a
diminuicao da concentragao de aflatoxina M,, nota-se
que, quando obtidas recuperacgdes significativamente
menores, estas corresponderam aos niveis de concen-
tracao mais baixos.

Comparando as recuperagdes obtidas, em um mes-
mo nivel de concentracao, para a deteccao e quantifica-
cao visual (Tabela 1) e densitométrica (Tabela 2) foram
observadas diferencas significativas entre as trés formas
de purificacao. Entretanto, em todos os casos foram
obtidos valores elevados de recuperacao (71,0% a
105,8%). Os coeficientes de variagao obtidos demons-
traram uma menor variabilidade dos resultados quan-
do empregados cartuchos cromatograficos. Isto pode ser
justificado devido a uma maior homogeneidade e pa-
dronizacao dos cartuchos, produzidos em escala indus-
trial, quando comparados com as colunas, as quais fo-
ram manualmente empacotadas.

3.1.3 - Etapa de deteccao

Pode-se observar, pela analise das Tabelas 1 e 2,
que a detecgao e quantificacao visual apresentou valo-
res mais elevados de recuperacao e mais baixos de CV
que os obtidos para a densitometria. Quando estas for-
mas de detecgao e quantificacdo foram analisadas por
comparacgao pareada dos resultados de recuperacao ob-
tidos em cada forma de purificacao, foi observada dife-
renca significativa entre as analises visual e
densitométrica, para a purificacao com cartuchos de silica

(tie = 3,13; p < 0,01). Por outro lado, esta diferenca néao

foi observada na purificagéo com cartuchos (t ., = 0,278;
p > 0,05) e colunas de Florisil (t, .. = 0,197; p > 0,05).
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TABELA 1. Efeito da concentragao de aflatoxina M, sobre
as médias de recuperacao e coeficientes de variacao ob-
tidos nas diferentes formas de purificacao empregando
analise visual

Concentracao Cartucho de silica Cartucho de Florisil Coluna de Florisil

(ng/L) R(%) CV(%) R(%) CV(%) R(%) CV(%V
0,10 90,0%% 0,0 80,07 0,0 95,0%% 0,0
0,14 100,0% 00 875" 00 95,27 87
0,19 100,0™*Y 00 90,0% 00 108,3™ 196
0,40 100,0%% 00 96,7 30 100,0™* 00

Global 975" 46 885" 72 08.4° 102

Numa mesma forma de purificacao, médias (obtidas de 3 repeticoes) indicadas pela
mesma letra (a ou b) nao diferem entre si pelo teste de Duncan a S % de probabilidade.
Para uma mesma concentragao, médias indicadas pela mesma letra (x ou y) nao
diferem entre si pelo teste de Duncan a S % de probabilidade.

R = recuperacao média; CV = coeficiente de variacao.

R e CV global obtidos dos 12 ensaios realizados para cada forma de purificacao.

TABELA 2. Efeito da concentragao de aflatoxina M, sobre
as médias de recuperacao e coeficientes de variacao ob-
tidos nas diferentes formas de purificacao empregando
analise densitométrica

Concentracao Cartucho de silica Cartucho de Florisil Coluna de Florisil

(ug/L) R (%) CV (%) R (%) CV (%) R (%) CV (%)V
0,10 85,27~ 25 94,3%% 155 506" 25
0,14 71.0% 52 83,5 128 104,0** 226
0,19 9567 139 94,9%* 70 992 182
0,40 96.7%* 46 85,8%% 187 105,8%% 109

Global 871 123 89.6° 133 7.4 76

Numa mesma forma de purificacao, médias (obtidas de 3 repeticoes) indicadas pela
mesma letra (a ou b) nao diferem entre si pelo teste de Duncan a S % de probabilidade.
Para uma mesma concentragao, médias indicadas pela mesma letra (x ou y) nao
diferem entre si pelo teste de Duncan a S % de probabilidade.

R = recuperacao média; CV = coeficiente de variacao.

R e CV global obtidos dos 12 ensaios realizados para cada forma de purificacao.

No estudo de comparacao da area e altura como pa-
rametros de integracao, nao foram observadas diferen-
cas significativas (t,,, = 1,520; p > 0,05) entre os valo-
res de recuperagao calculados pelos dois processos (Ta-
bela 3). Entretanto, a AOAC [1] recomenda a utilizacao
do parametro area para integracao dos picos obtidos na
quantificacao densitométrica e NESHEIM & TRUCKSESS
[25] demonstraram que a altura dos picos nao & propor-
cional a concentracao de aflatoxina, e sim a area. Por-
tanto, a area foi adotada como parametro de integragao
nos procedimentos do presente trabalho.

Segundo COKER [7] a etapa de deteccao e quantifi-
cacao, quando realizada densitometricamente, contri-
bui efetivamente para a variabilidade do método, CV
de 19%. Entretanto, neste estudo a variabilidade refe-
rente a esta etapa foi estimada em 9,5%, mostrando-
se maior para maiores concentracoes de aflatoxina de-
tectadas (Tabela 4).

3.2 - Validacao do método otimizado

Linearidade da resposta, sem interferéncia da ma-
triz, foi observada na faixa de 0,1940ng a 1,940ng de
aflatoxina M,, para as curvas submetidas a analise
densitomeétrica, com coeficientes de determinacao supe-
riores a 0,990. O limite de deteccdo do padrao de
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aflatoxina M, foi 0,1940ng, massa correspondente ao
menor volume de solugao trabalho aplicado, detectavel
visual e densitometricamente.

TABELA 3. Interferéncia dos parametros de integracao area
e altura na porcentagem de recuperacao de aflatoxina M,

Experimento Integracao por altura Integracéo por area

R (%) R (%)

1 988 1014

2 108,6 96,2

3 12,9 92,6

4 924 96,7

5 955 90,8

6 107,3 1107

7 903 854

8 924 95,6

9 11,5 99,8

10 101,0 1013

Média das recuperagoes (%) 01,1 97,0
Coeficiente de variagéo (%) 84 71

Teq= 1,520; p > 0,05 (teste pareado para comparagao area x altura).
R ="recuperacao.
Massa de aflatoxina M1 aplicada correspondente a 0,4850ng.

TABELA 4. Coeficientes de variacao obtidos para leituras
densitométricas em triplicata de pontos de uma curva
padrao de aflatoxina M,

Volume de solugdo Massa de aflatoxina CV (%) CV médios (%)
trabalho aplicado  correspondente (ng)
(ub)

4 0,3880 11 27
18
44
65
14
10

5 0,4850 138 9.8
56
135
62
137
59

10 0,9700 41,1 159
69
125
103
12,2
12,6
CV médio global (%) 95

CV = coeficiente de variagao

As médias das recuperacoes e coeficientes de va-
riacao obtidos nos ensaios com amostras artificialmente
contaminadas empregando o método otimizado estao
ilustrados na Tabela 5. Os valores médios de porcen-
tagem de recuperacao do método nao sofreram influén-
cia da variacao de concentracao, dentro da faixa estu-
dada, tanto na detecgdo e quantificacao visual quanto
na densitométrica (p > 0,05, teste de Duncan), varian-
do de 84,2% a 99,0% e de 85,2% a 105,2% nas analises
visual e densitométrica, respectivamente. Os valores
de CV variaram de 2,3% a 9,8% na analise visual e de
3,6% a 13,9% na analise densitométrica. Estes resul-
tados indicaram precisdo e exatidao do método na fai-
xa de concentragao estudada, conforme os valores ado-
tados como referéncia.

Os valores de CV obtidos para o método como um
todo, ou seja, realizando-se as etapas de extracao, pu-
rificacao, deteccao e quantificacao, incluem aqueles ob-

tidos quando realizados ensaios envolvendo somente
as duas ultimas etapas (Tabelas 1 e 2), permitindo de-
duzir que a etapa de extracao pouco contribuiu para a
variabilidade do método. Isto porque, provavelmente,
na extracao, as perdas foram minimizadas devido a in-
corporacao adequada do cloroférmio, sem formacao de
emulsao e ao fato de serem colhidos 60mL do extrato e
nao o volume total.

TABELA 5. Efeito da concentracao de aflatoxina M, sobre
as médias de recuperacao e coeficientes de variacao em-
pregando analise visual e densitométrica

Concentragao Andlise visual Anélise densitométrica
(ug/L) R (%) CV (%) R (%) CV (%)V
0,045 89,6 98 866" 98
0,07 84,2° 86 852" 36
0,09 91,7 51 946" 87
0,37 99,0 23 105,2* 96
0,97 98,0" 28 86,7 139
Global 925 83 91,7 122

Médias (obtidas de S repeticoes) indicadas pela mesma letra (a ou b) nao diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5 % de probabilidade.

R = recuperacao média; CV = coeficiente de variacao.

R e CV global obtidos dos 25 ensaios realizados para cada método.

Analisando as formas de deteccao e quantificagao
por comparacao pareada dos resultados individuais de
recuperacao obtidos, nao foi observada diferenca sig-
nificativa, entre as analises visual e densitométrica
(tyee, = 0,542; p > 0,095).

Para todas as replicatas de amostras no nivel de
concentragdo 0,036ug/L foi detectada aflatoxina M,. Os
valores médios de porcentagem de recuperacao neste
nivel foram de 70,50% para a deteccao e quantificagao
visual e 51,64% para a densitométrica, este ultimo fora
dos intervalos estabelecidos como aceitaveis para
quantificacao. As amostras contaminadas a 0,027ug/L
nao foram detectadas como positivas pelo método em
questao.

Desta forma, foram considerados 0,036ug/L e
0,045ug/L como os limites de deteccao e quantificacao
do método, respectivamente, suficientes para monitora-
mentos da contaminagao de amostras nos limites de to-
lerancia determinados tanto pela Uniao Européia [5]
quanto pelo MERCOSUL [23].

Nos ensaios utilizando amostras artificialmente con-
taminadas também foi evidenciada suficiente especifici-
dade do método. Na faixa quantificavel, os interferentes
presentes na amostra nao foram detectados como
aflatoxina M, e nao foram observados desvios analiti-
cos decorrentes de interferéncia entre os componen-
tes da matriz e a micotoxina estudada.

4 - CONCLUSOES

Apresentaram melhor desempenho na otimizagao
do método a extragdo da aflatoxina M, com cloroférmio,
empregando incorporagdo por agitacao magnética e a
purificacao por extracao em fase solida, com cartuchos
de Florisil.
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FIGURA 1. Influéncia dos volumes de solventes utilizados na purificacao com cartuchos de silica, cartuchos de Florisil,
colunas de silica e colunas de Florisil sobre os valores médios de recuperagao.

O meétodo validado demonstrou eficiéncia para ser
adotado em atividades de monitoramento de
aflatoxina M, em leite apresentando:

¢ linearidade sem interferéncia da matriz na faixa
de 0,1940ng a 1,940ng;

* especificidade para a deteccdo de aflatoxina M,
na presenca dos interferentes da matriz, na faixa
de 0,045ug/L a 0,970ug/L;

e exatidao e precisao na faixa de 0,045ug/L a
0,970ug/L, com valores de porcentagem de recu-
peracao variando de 84,2% a 99,0% na analise
visual e de 85,2% a 105,2% na analise
densitomeétrica e coeficientes de variacao de 2,3%
a 9,8% e de 3,6% a 13,9%, respectivamente; e

e limites de detecgao (0,036ug/L) e de quantifica-
¢ao (0,045ug/L) contemplando os niveis de tole-
rancia estabelecidos na legislacao nacional e in-
ternacional para aflatoxina M, em leite.
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