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RESUMO

A aflatoxina M1 (AFM1) tem sido detectada em leite de animais alimentados com ração
contaminada por aflatoxina B1(AFB1). A ocorrência de aflatoxina M1 no leite de vacas lactantes é
uma questão de saúde pública, pois o leite e seus derivados são consumidos por bebês, crianças e
adultos em todo mundo. Essa toxina é classificada como possível carcinógeno para o homem (classe
2B). O objetivo deste trabalho foi verificar a qualidade do leite consumido em algumas regiões do
Estado de São Paulo, quanto ao teor de aflatoxina M1. Foram analisadas 43 amostras de leite
comercial, coletadas em 27 municípios do Estado de São Paulo. A determinação de AFM1 em leite
foi realizada empregando-se coluna de imunoafinidade para a purificação e detecção por cromatografia
líquida de alta eficiência em fase reversa. AFM1 foi detectada em 17 (39,5%) das 43 amostras
analisadas, sendo que 64,7% destas amostras apresentavam concentrações acima do limite máximo
permitido pela legislação (0,5 µg/L).
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ABSTRACT

OCCURRENCE OF M1 AFLATOXIN IN MILK COMMERCIALIZED IN SOME CITIES OF SÃO
PAULO STATE, BRAZIL. The M1 aflatoxin (AFM1) has been detected in milk from animal fed with
feed contaminated by aflatoxin B1 (AFB1) contaminated. This toxin is a possible carcinogenic to
humans (2B class). This is a potential public health problem, because young individuals are among
the greater milk consumers and more sensitive to it effects. This study was developed to determine
AFM1 in pasteurized milk in same regions São Paulo state. Forty-three samples colected in several
cities were analized. The method used for the M1 aflatoxins purification was the immunoafinity
column, with subsequent detection by reverse phase HPLC. AFM1 was detected in 17 (39.5%) out
of 43 samples, 64.7% of the contaminated samples were above 0.5 µg/L
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INTRODUÇÃO

A contaminação de alimentos humanos e animais
por micotoxinas representa perdas econômicas bas-
tante significativas, além de representar riscos a saú-
de (HUSSEIN & BRASEL, 2001).

Um dos principais gêneros de fungo implicado
nos casos de intoxicação por micotoxinas
(micotoxicoses) é o Aspergillus (OGA, 1996), do qual as
espécies A. flavus e A. parasiticus, produtoras das
aflatoxinas, são de grande importância na agricultu-
ra, sendo conhecidas por contaminar várias culturas,
tanto na pré como pós colheita (STEINHART, 1996).

Aflatoxinas são metabólitos extremamente tóxi-
cos para humanos e animais. Sua estrutura policíclica
deriva de um núcleo cumarínico (OGA, 1996), ligado
a um sistema reativo bifurânico de um lado, e do outro
a uma pentanona (característica da série B) ou uma
lactona de 6 membros (característica da série G).
Foram isolados 17 compostos denominados
aflatoxinas, porém, apenas 4 são bem conhecidos e
estudados do ponto de vista toxicológico (SHARMA &
SALUNKHE, 1991). Esses 4 compostos são designados
por B1, B2, G1 e G2, conforme a fluorescência que
emitem quando expostos à luz ultra violeta (HARTLEY

& O’KELLY, 1963; NESBITT et al., 1962).
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Todas as aflatoxinas tem efeito carcinogênico,
sendo que a aflatoxina B1 (AFB1) é especialmente
relacionada à hepatocarcinogênese (BENNET &
FERNHOLZ, 1978). A AFB1 é considerada uma das
substâncias mais carcinogênicas conhecidas (SHARMA

& SALUNKHE, 1991; ZERINGUE et al., 1993), sendo também
a mais comumente encontrada nos alimentos conta-
minados por aflatoxinas.

A ingestão de aflatoxinas pode levar a um quadro
de intoxicação aguda ou crônica, dependendo da
concentração ingerida. Seus efeitos toxicológicos
somente ocorrem após a ativação metabólica de suas
moléculas pelas enzimas hepáticas. A aflatoxina B1
pode ser biotransformada no fígado de animais,
incluindo o homem, em vários outros metabólitos
tóxicos, tais como aflatoxina M1 (AFM1) que é
excretada pelo leite, daí seu nome (milk toxin). Quan-
do um animal ingere um alimento contaminado com
aflatoxina B1, de 0,5 a 5% da toxina ingerida é
biotransformada em aflatoxina M1 (HUSSEIN & BRASEL,
2001).

A imprecisão dos valores de conversão de AFB1
em AFM1 reforça a importância de realizar análises
rotineiras no leite e em seus derivados como fator
imprescindível para o controle da presença de AFM1
(PEREIRA et al., 2005).

A ocorrência de aflatoxina M1 no leite de vacas
lactantes, é uma questão de saúde pública, pois o
leite e seus derivados são consumidos por bebês,
crianças e adultos em todo mundo (WOOD, 1991).
Essa toxina é classificada como possível
carcinógeno para o homem (classe 2B), sendo tam-
bém observado uma alta atividade genotóxica em
animais de experimentação (LÓPES et al., 2001). Por-
tanto, a Organização Mundial de Saúde recomenda
a redução do consumo de aflatoxina M1 para um
nível que minimize o risco potencial de sua ingestão.
Para isso, muitos países regulamentaram o limite
máximo permitido de aflatoxina M1 no leite (LÓPES,
2001). No Brasil, o limite máximo de aflatoxina M1
permitido segue a definição do Mercosul, GMC/
RES. n°56/94, onde estabelece 0,5 µg/L (ppb) em
leite fluído e 5,0 µg/L (ppb) para leite em pó (BRASIL,
2002).

Face a importância da detecção de aflatoxina
M1 em leite in natura e após a pasteurização, várias
pesquisas foram realizadas na Europa e no Brasil
(ROUSSI  et al . ,  2002; MARTINS &  MARTINS,  2000;
SASSAHARA et al., 2005; GARRIDO et al., 2003; PRADO,
1999.). Desta forma o objetivo deste trabalho foi
verificar a qualidade do leite consumido em algu-
mas cidades do Estado de São Paulo, quanto ao teor
de aflatoxina M1.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostras

Quarenta e três amostras de leite comercial (ori-
ginários de diferentes usinas), foram adquiridas no
comércio de 27 municípios do Estado de São Paulo
e submetidos a análise para detecção de aflatoxina
M1.

Avaliação de AFM1

As amostras foram analisadas através de dois
métodos:

Ensaio imunocromatográfico de interpretação vi-
sual, com limite de detecção 0,5 ng.mL -1

A amostra foi centrifugada a 1.500 rpm por 3min,
separando-se imediatamente a porção desnatada (in-
ferior) para análise. Foram pipetados 300 mL de leite
desnatado na tira teste aquecida a 55º C por 8min e
efetuada a interpretação visual. As amostras que
apresentaram resultados positivos foram submeti-
das a purificação e quantificação.

Cromatografia de imunoafinidade com detecção
por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE)

O leite desnatado (50 mL) foi aplicado em uma
coluna de imunoafinidade para aflatoxina M1. A
amostra foi eluída com 1,25 mL de acetonitrila:metanol
(3:2) e 1,25 mL de água, coletadas no mesmo frasco. A
solução foi agitada e 100 mL da amostra foi injetada
no cromatográfo em triplicata, tendo como fase móvel
água:acetonitrila:metanol (68:24:8), vazão de 1,0
mL.min-1 e detector de fluorescência em 360 nm de
excitação e 440 nm de emissão (DRAGACCI et al., 2001).
O método de quantificação das amostras foi padrão
externo, utilizando curva de calibração com 5 pontos
(0,161; 0,322; 0,643; 1,287; 2,573 ng.mL-1).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Das 43 amostras analisadas, 17 (39,5%) apresen-
taram resultados positivos quanto a presença da
toxina AFM1, pelo método de imunocromatografia.
Estas amostras foram analisadas por CLAE, e a pre-
sença da aflatoxina M1 foi confirmada em todas. As
Figuras 1, 2 e 3 mostram os cromatogramas do padrão
de AFM1 e das amostras de leite comercial com e sem
a toxina, respectivamente. A quantificação mostrou
que a concentração de AFM1 nas amostras contami-
nadas, apresentam valores variáveis, num intervalo
de 0,04 a 4,64 mg/L (fig. 4). Das 17 amostras
quantificadas 11 (64,7%) apresentaram concentração
maior que 0,5 mg/L, limite máximo permitido pela
legislação brasileira para a presença de AFM1 em leite
fluído.
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Fig. 2 - Cromatograma da amostra de leite comercial naturalmente contaminado com aflatoxina M1 (4,025 minutos).

Fig. 3 - Cromatograma da amostra de leite comercial com níveis não detectáveis de aflatoxina M1.
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Fig. 4 - Concentração de aflatoxina M1  nas 43  amostras de leite comercial analisada.

Fig. 1 - Cromatograma do padrão de aflatoxina M1 (4,575 minutos).
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A aflatoxina M1 é encontrada em leite comercial e
seus produtos em vário países, tais como Estados
Unidos, Japão, França, Itália, Alemanha e Espanha
(WOOD, 1991; NAKAJIMA, et al., 2004). No Brasil, o
trabalho de SABINO et al. (1989) analisaram 100 amos-
tras de leite comercial na Cidade de São Paulo e
apenas uma apresentou aflatoxina M1. Estudo seme-
lhante foi realizado em Campinas, onde, das 52 amos-
tras analisadas, 4 estavam contaminadas com
aflatoxina M1 (DE SYLOS et al., 1996). Já na cidade de
Ribeirão Preto, 20,9% das amostras de leite apresen-
taram AFM1 (GARRIDO et al., 2003). Geralmente, baixos
níveis de contaminação são encontrados durante o
verão, quando a suplentamentação alimentar quase
não é inclusa na dieta de animais lactantes (WOOD,
1991).

Os resultados encontrados mostram a necessida-
de de um controle por parte de autoridades competen-
tes na fiscalização do leite consumido pela popula-
ção, visto que a aflatoxina M1 está sendo detectada em
leite comercial em concentrações, muitas vezes, acima
do limite estabelecido pela legislação.
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