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RESUMO

A aflatoxina M1 (AFM1) tem sido detectada em leite de animais alimentados com ragao
contaminada por aflatoxina BL(AFB1). A ocorréncia de aflatoxina M1 no leite de vacas lactantes é
uma questdo de saude publica, pois o leite e seus derivados sdo consumidos por bebés, criangas e
adultosemtodo mundo. Essatoxinaé classificadacomo possivel carcinégeno parao homem (classe
2B). O objetivo deste trabalho foi verificar aqualidade do leite consumido em algumas regifes do
Estado de Sdo Paulo, quanto ao teor de aflatoxina M1. Foram analisadas 43 amostras de leite
comercial, coletadas em 27 municipios do Estado de Sdo Paulo. A determinacédo de AFM1em leite
foirealizadaempregando-se colunadeimunoafinidade paraapurificacdo e detec¢do por cromatografia
liquida de alta eficiéncia em fase reversa. AFM1 foi detectada em 17 (39,5%) das 43 amostras
analisadas, sendo que 64,7% destas amostras apresentavam concentragfes acimado limite maximo
permitido pelalegislagdo (0,5ng/L).
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ABSTRACT

OCCURRENCE OF M1 AFLATOXIN IN MILK COMMERCIALIZED IN SOME CITIES OF SAO
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). Thisisapotential public health problem, because youngindividualsareamong
the greater milk consumersand more sensitive to it effects. Thisstudy was developed to determine
AFML1inpasteurized milkin same regions Sdo Paulo state. Forty-three samples colected inseveral
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 ng/L
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INTRODUGAO

Acontaminagdo dealimentoshumanoseanimais
por micotoxinas representa perdas econdmicas bas-
tante significativas, além de representar riscos a sal-
de (HusseiN & Brasel, 2001).

Um dos principais géneros de fungo implicado
nos casos de intoxicacdo por micotoxinas
(micotoxicoses) é o Aspergillus (Oca, 1996), do qual as
espécies A. flavus e A. parasiticus, produtoras das
aflatoxinas, sdo de grande importancia na agricultu-
ra,sendo conhecidas por contaminar variasculturas,
tanto na pré como pos colheita (STENHART, 1996).

Aflatoxinas sdo metabdlitos extremamente toxi-
cosparahumanoseanimais. Suaestruturapoliciclica
deriva de um nucleo cumarinico (Oca, 1996), ligado
aumsistemareativo bifurdnicode umlado, e dooutro
a uma pentanona (caracteristica da série B) ou uma
lactona de 6 membros (caracteristica da série G).
Foram isolados 17 compostos denominados
aflatoxinas, porém, apenas 4 sdo bem conhecidos e
estudados do ponto de vista toxicolégico (SHARMA &
SALUNKHE, 1991). Esses 4 compostos sdo designados
por B1, B2, G1 e G2, conforme a fluorescéncia que
emitem quando expostos a luz ultra violeta (HARTLEY
& O’KELLY, 1963; NEessrT et al., 1962).
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Todas as aflatoxinas tem efeito carcinogénico,
sendo que a aflatoxina B1 (AFB1) é especialmente
relacionada & hepatocarcinogénese (BENNET &
FernHoLz, 1978). A AFB1 é considerada uma das
substancias maiscarcinogénicasconhecidas (SHARMA
& SALUNKHE, 1991; ZErINGUE et al., 1993), sendo também
a mais comumente encontrada nos alimentos conta-
minados por aflatoxinas.

Aingestdo de aflatoxinas pode levaraumquadro
de intoxicagdo aguda ou crdnica, dependendo da
concentracdo ingerida. Seus efeitos toxicoldgicos
somente ocorremapdsaativacdo metabdlicade suas
moléculas pelasenzimas hepaticas. A aflatoxinaB1
pode ser biotransformada no figado de animais,
incluindo o homem, em vérios outros metabdlitos
toxicos, tais como aflatoxina M1 (AFM1) que é
excretadapeloleite, daiseu nome (milk toxin). Quan-
doumanimalingere umalimento contaminadocom
aflatoxina B1, de 0,5 a 5% da toxina ingerida é
biotransformada em aflatoxina M1 (HusseIN & BRASEL,
2001).

A imprecisdo dos valores de conversdo de AFB1
em AFML1 refor¢a a importancia de realizar anélises
rotineiras no leite e em seus derivados como fator
imprescindivel parao controle da presencade AFM1
(PererA et al., 2005).

A ocorréncia de aflatoxina M1 no leite de vacas
lactantes, € uma questdo de saude publica, pois o
leite e seus derivados sdo consumidos por bebés,
criangas e adultos em todo mundo (Woob, 1991).
Essa toxina é classificada como possivel
carcinégeno para o homem (classe 2B), sendo tam-
bém observado uma alta atividade genotdxica em
animais de experimentacgao (Lores et al., 2001). Por-
tanto,aOrganizacdo Mundial de Saude recomenda
a reducao do consumo de aflatoxina M1 para um
nivel que minimize o risco potencial de suaingestéo.
Para isso, muitos paises regulamentaram o limite
maximo permitido de aflatoxina M1 no leite (Lopes,
2001). No Brasil, o limite maximo de aflatoxina M1
permitido segue a definicdo do Mercosul, GMC/
RES. n°56/94, onde estabelece 0,5 ng/L (ppb) em
leite fluido e 5,0ng/L (ppb) para leite em pé (BrasiL,
2002).

Face a importancia da deteccdo de aflatoxina
M1 em leitein naturae apds a pasteurizacao, varias
pesquisas foram realizadas na Europa e no Brasil
(Roussi et al., 2002; MAaRTINS & MaRrTINS, 2000;
SassaHARA et al., 2005; Garripo et al., 2003; Prabpo,
1999.). Desta forma o objetivo deste trabalho foi
verificar a qualidade do leite consumido em algu-
mas cidades do Estado de Sdo Paulo, quanto ao teor
de aflatoxina M1.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Quarenta e trés amostras de leite comercial (ori-
ginarios de diferentes usinas), foram adquiridas no
comeércio de 27 municipios do Estado de Sdo Paulo
e submetidos a anélise para deteccdo de aflatoxina
M1.

Avaliacao de AFM1

As amostras foram analisadas através de dois
métodos:

Ensaio imunocromatogréfico de interpretacéo vi-
sual, com limite de deteccdo 0,5 ng.mL-L

A amostra foi centrifugada a 1.500 rpm por3min,
separando-se imediatamente a por¢ao desnatada (in-
ferior) para anélise. Foram pipetados 300 mL de leite
desnatado na tira teste aquecida a 55° C por 8min e
efetuada a interpretagdo visual. As amostras que
apresentaram resultados positivos foram submeti-
das a purificacéo e quantificagéo.

Cromatografia de imunoafinidade com deteccdo
por Cromatografia Liquidade AltaEficiéncia (CLAE)

O leite desnatado (50 mL) foi aplicado em uma
coluna de imunoafinidade para aflatoxina M1. A
amostrafoieluidacom 1,25 mL de acetonitrila:zmetanol
(3:2) e 1,25 mL de &4gua, coletadas no mesmo frasco. A
solugdo foi agitada e 100 mL da amostra foi injetada
no cromatografoemtriplicata, tendo como fase movel
adgua:acetonitrila:metanol (68:24:8), vazdo de 1,0
mL.min*? e detector de fluorescéncia em 360 nm de
excitacdo e 440 nm de emissdo (Dracacci et al., 2001).
O método de quantificacdo das amostras foi padréo
externo, utilizando curvade calibragdo com 5 pontos
(0,161; 0,322; 0,643; 1,287; 2,573 ng.mL™1).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 43 amostras analisadas, 17 (39,5%) apresen-
taram resultados positivos quanto a presenca da
toxina AFM1, pelo método de imunocromatografia.
Estas amostras foram analisadas por CLAE, e a pre-
senca da aflatoxina M1 foi confirmada em todas. As
Figuras1,2e3mostramoscromatogramasdo padrdo
de AFM1 e das amostras de leite comercial com e sem
a toxina, respectivamente. A quantificagdo mostrou
gue a concentracdo de AFM1 nas amostras contami-
nadas, apresentam valores varidveis, num intervalo
de 0,04 a 4,64 mg/L (fig. 4). Das 17 amostras
quantificadas11(64,7%)apresentaramconcentragao
maior que 0,5 mg/L, limite maximo permitido pela
legislacé@obrasileiraparaapresencade AFMlemleite
fluido.
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Fig. 1 - Cromatograma do padréao de aflatoxina M1 (4,575 minutos).
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Fig. 2 - Cromatograma da amostra de leite comercial naturalmente contaminado com aflatoxina M1 (4,025 minutos).
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Fig. 3 - Cromatograma da amostra de leite comercial com niveis ndo detectaveis de aflatoxina M1.
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Fig. 4 - Concentragdo de aflatoxina M1 nas 43 amostras de leite comercial analisada.
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A aflatoxina M1 é encontrada em leite comercial e
seus produtos em vario paises, tais como Estados
Unidos, Japdo, Franga, Italia, Alemanha e Espanha
(Woop, 1991; Nakaiwma, et al., 2004). No Brasil, o
trabalho de Sasinoetal. (1989) analisaram 100 amos-
tras de leite comercial na Cidade de S&o Paulo e
apenas umaapresentou aflatoxinaM1. Estudo seme-
Ihante foi realizadoem Campinas, onde, das52 amos-
tras analisadas, 4 estavam contaminadas com
aflatoxina M1 (Dt Svios et al., 1996). Ja na cidade de
Ribeirdo Preto, 20,9% das amostras de leite apresen-
taram AFM1 (GarriDoet al., 2003). Geralmente, baixos
niveis de contaminacéo sdo encontrados durante o
verdo, quando a suplentamentacgédo alimentar quase
ndo é inclusa na dieta de animais lactantes (Woop,
1991).

Os resultados encontrados mostram a necessida-
dedeum controle por parte de autoridades competen-
tes na fiscalizagdo do leite consumido pela popula-
¢do, vistoque aaflatoxinaM1estd sendo detectadaem
leite comercial emconcentragdes, muitasvezes,acima
do limite estabelecido pela legislacéo.

REFERENCIAS

BenneT. J.W. & FerntoLz, F.A. Effect of light on aflatoxines,
anthraquinones, and sclerotia in Aspergillus flavusand
Aspergillusparasiticus. Mycologia, v.70, p.106-116, 1978.

BrasiL. Ministério da Saude, Resolu¢do RDC n° 274, de 2002.
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria ANVS. Re-
gulamento técnico Mercosul sobre limites maximos
de aflatoxinasadmissiveis no leite, noamendoim, no
milho. Diario Oficial da Republica Federativa do Brasil,
Brasilia DF, 16 outubro 2002.

De Svios, C.M.; Robricuez-Amaya, D.B.; CarvaLHo, P.R.
Occurrence ofaflatoxin M1in milkand dairy products
commercialized in Campinas, Brazil. . Food Addit.
Contam., v.13, n.2, p.169-172, 1996.

Dracaccl, S.; Grosso, F.; GiLgerT, J. Immunoaffinity column
clean-up with liquid chromatography for determination of
aflatoxin M1 in liquid milk. S&o Paulo: VICAM, 2001. p.1-
24. (Estudo colaborativo: doc. 0219-99¢).

GarriDo, N.S.; HA, M.H.; SanTos, O.M.R.; Duarte, R.M.F.
Ocorrence of aflatoxins M1 and M2 in milk
commercialized in Ribeirdo Preto-SP, Brasil. Food
Additives and Contaminants, v.20, n.1, p.70-73, 2003.

Hartiey, R.D. & O’KeLLy, J. Toxicity and fluorescence
properties of aflatoxins. Nature, v.196, p.1001, 1963.

Hussein, S.H. & Braser, J.M. Toxicity, metabolism, and
impact of mycotoxins on humans and animals.
Toxicology, v.167, p.101-134, 2001.

Lores, C.; Ramos, L.; RamapAN, S.; BuLacio, L.; Rrez, J.
Distribution of aflatoxin M1 in cheese obtained from
milk artificially contaminated. International Journal of
Food Microbiology , v.64, p.211-215, 2001.

MarTins, M.L. & MarTins, H.M. Aflatoxin M1 in raw and
ultrahightemperature treated milk commercialized
in Portugal. Food Additives and Contaminants, v.17,
n.10, p.871-874, 2000.

Nakaima, M.; TaBaTa, S.; Akivama, H.; ItoH, Y.; Tanaka, T;
Sunacawa, H.; Tyonan, T.; YosHizawa, T.; Kumacal, S.
Occurrence of aflatoxin M1 in domestic milk inJapan
during the winter season. Food Additives and
Contaminants, v.21, n.5, p.472-478, 2004.

NessitT, B.F.; O’KELLY, J.; SArRGEANT, K.; SHERIDAN, A. TOXiC
metabolites of Aspergillusflavus. Nature, v.195, p.1062-
1063, 1962.

Oca, S. Fundamentos de toxicologia. 2.ed. Sdo Paulo: Atheneu,
1996. 474p.

Pereira, M. M. G.; CarvaLHo E.P.; Prabo G.; Rosa C.AR.;
VEeLoso T.; Souza L.A.F.; Riseiro J.M.M. Aflatoxinas em
alimentosdestinadosabovinoseemamostras de leite
da regido de Lavras, Minas Gerais — Brasil. Ciéncia e
Agrotecnologia, v.29, n.1, p.106-112, 2005.

Prapo, G.Ocorrénciade aflatoxinaM1em leite consumido
na cidade de Belo Horizonte-Minas Gerais. Ciénciae
Tecnologia de Alimentos, v.19, p.420-423, 1999.

Roussi, V.; Govaris, A.; VaracouLl, A.; BotsocLou, N. A.
Ocorrence of aflatoxin M1 in raw and market milk
commercializedf in Greece. Food Additives and
Contaminants, v.19, n.9, p.863-868, 2002.

SaBINO, M.; PurcHio, A.; ZorzeTto, M.A.P. Variations in the
levelsofaflatoxinincow milk consumed inthe city of
Sao Paulo, Brazil. Food Additives and Contaminants, v.6,
p.321-326, 1989.

SassaHARA, M.; PonTes NeTTo, D.; Yanaka, E.K. Aflatoxina
occurrence in foodstuff supplied to dairy cattle and
aflatoxin M1inraw milkinthe North of Paranastate.
Food and Chemical Toxicology, v.43, n.6, p.981-984, 2005.

SHARMA, R.P. &S aLunkHE, D.K. Introduction to mycotoxins.
In: SHARMA, R.P. & SaLunkhe, D.K. (Eds.). Mycotoxins
and phytoalexins. Londres: CRC Press, 1991. p.775.

SteinHART, C.E.; DovLg, M.E.; CocHrANE, B.AFood safety 1996.
New York: Marcel Dekker, 1996. p.376-394.

Woop, G.E. Aflatoxin M1. In:SHArRMA, R.P. &S ALuNkHE, D.K.
(Eds.). Mycotoxinsand phytoalexins. London: CRC Press,
1991. p.145-164.

ZERINGUE JUNIOR, H.J.;B HATNAGAR, D.; C LEveLAaND, T.E.C15H24
volatile comounds unique to aflatoxigenic strains of
Aspergillus flavus. Applied Environmental Microbiology,
v.59, p.2264-2270, 1993.

Recebido em 9/11/05
Aceitoem 16/12/05

Arg. Inst. Biol., Sdo Paulo, v.72, n.4, p.435-438, out./dez., 2005





