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Introducao

As aflatoxinas M1 e M2 sdo metabdlitos hidroxilados das
aflatoxinas B1 e B2, respectivamente, produzidas por
animais e geralmente excretadas no leite e urina de gado
e de outras espécies de mamiferos que consumiram
alimento ou ragdo contaminada por essas aflatoxinas
(CREPPY, 2002).

biotransformagéo

em animais i

Figura 1. Estrutura das aflatoxinas B1 e M1 (CREPPY,
2002).

A designacéao “M” origina-se de milk toxin por ser uma
toxina excretada no leite. A concentragao de aflatoxina
M1 (AFM1) encontrada no leite é cerca de 1% do
valor existente na racao. A aflatoxina M1 possui alta
atividade genotdxica, embora seja aproximadamente
10 vezes menos carcinogénica que a aflatoxina B1
(BAGGIO, 2006). Segundo o IARC Working Group on
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the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans (2002),
a aflatoxina B1 e a aflatoxina M1 estéo classificadas
como grupo 1, carcinogénicas para humanos, tendo a
Organizagdo Mundial de Saude recomendado a redugéo
dos niveis de AFM1 ao minimo, de modo a minimizar

0 risco potencial, desde que até 0 momento n&o ha
informacao suficiente para estabelecer um nivel de
exposicao razoavel. A maioria dos paises regulamenta
0s niveis maximos de Aflatoxina M1 para leite e seus
derivados (BRASIL, 2011; EUROPEAN UNION, 2010).

Leite e derivados sao alimentos importantes na

dieta humana, sendo a melhor fonte de calcio para

0 organismo, e servindo de alimento basico para a
alimentagao infantil. A pasteurizagao ou o processamento
do leite ndo destroem a AFM1, uma vez que a mesma
associa-se a fragao proteica (caseina), ficando nela
retida. Porém, a literatura é contraditéria quando se
refere a influéncia do processamento no conteudo de
AFM1 no leite (SCUSSEL et al., 2008). A exposicao
humana a AFM1 pela ingestao de leite contaminado pode
trazer riscos a saude humana, sendo potencializado
principalmente na populagéo infantil. Neste contexto, é
recomendado um monitoramento para controlar os niveis
de contaminacéo de AFM1 em leite para que, em longo
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prazo, ndo haja danos a saude da populagéo. O objetivo
deste trabalho foi implantar uma metodologia de analise
de AFM1 em amostras de leite bovino fluido e em poé.

Método de Analise de Aflatoxina M1

O método proposto para quantificacao de AFM1 foi
validado para a matriz leite bovino, e utiliza, como
primeira etapa da analise, a centrifugacdo da amostra
para separar a gordura da parte aquosa do leite,

como foi descrito por Dragacci et al. (2001). AAFM1
permanece na fase aquosa e nao ha extracao da
aflatoxina com solventes - 0 analito é quantificado
diretamente na parte aquosa da matriz. No presente
método, a etapa de clean up consiste na purificagao da
parte aquosa através de colunas de imunoafinidade.

A quantificagao é feita por padronizacao externa em
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de fluorescéncia - CLAE/DFL.

Amostras

Foram analisadas 62 amostras de leite fluido do tipo
UHT e de leite em p6. Dentre estas amostras, 39 eram
de leite integral, sendo 31 de leite fluido e oito em pd (3%
de gordura), 17 de leite desnatado (0,5% de gordura) e
seis de semidesnatado (2% gordura).

Preparo das amostras

As amostras de leite fluido foram analisadas
diretamente, enquanto que as amostras de leite em pé
foram reconstituidas com agua ultrapura na proporgéo
1:10 (p/v). Para andlise do leite, fluido ou em pd
reconstituido, um volume de 100 mL de cada amostra
foi pesado em balanga analitica. As amostras de leite
integral e semidesnatado foram centrifugadas a 5000 g
a 4°C por 15 min, sendo retirada a camada de gordura.
Para o leite desnatado nao foi necessaria a etapa de
centrifugacao.

Purificagao

O procedimento de purificagdo consistiu em passar o
volume de 50 mL do leite na coluna de imunoafinidade
Aflaprep® M com fluxo de 2-3 mL/min. A seguir as
colunas foram lavadas com 10 mL de tampao PBS
(phosphate buffered saline). AAFM1 retida na coluna
foi eluida com 2 mL de metanol. O eluato foi levado a
secura, sob atmosfera de nitrogénio, em banho-maria
a 40°C. A seguir, ressuspendeu-se com 1 mL da fase
movel agua: acetonitrila: metanol (55:30:15).

Quantificagao pelo Sistema CLAE/DFL
Curva analitica

Partindo de uma solugao padrao certificada, foram
preparadas sete solugbes com concentragdes
diferentes da AFM1 para os sete pontos da curva. As
concentragdes nas curvas de calibragao para AFM1
variaram na faixa de 0,05 a 2,50 ug/L.

Sistema CLAE/DFL

Utilizou-se um sistema cromatografico Waters,
composto de amostrador automatico WAT717, bomba
quaternaria WAT600, degasser, forno de colunas a
35°C e detector de fluorescéncia WAT2475.

Parametros cromatograficos

Coluna cromatografica: X Terra® RP 18, (4,6 x 250
mm; 5 um); fase movel: fase ternaria composta por
acetonitrila, metanol e agua ultrapura (30:15:55) com
fluxo de 1 mL/min em modo isocratico. Detector de
fluorescéncia: A excitagao - 360nm e A emisséo -
430nm; volume de injecdo: 40 L.

Ensaios de recuperagao

Foram conduzidos ensaios de recuperagao em trés
niveis de contaminagao com sete replicatas em cada
nivel. Nestas analises foram usados os procedimentos
descritos para o modo de preparo e extragao seguidos
da quantificagéo pelo sistema CLAE-DFL. Os niveis de
contaminagéo aplicados foram: 0,012 pg/kg (nivel 1),
0,025 pg/kg (nivel 2) e 0,050 pg/kg (nivel 3). Em cada
analise, a concentragcéo encontrada foi comparada

a quantidade tedrica adicionada em cada nivel de
fortificagcao para efeito do calculo da porcentagem de
recuperagao.

Avaliacao do Método de Analise

O cromatograma obtido para a andlise da solugdo
padréo de AFM1 esta mostrado na Figura 2. Pode-se
observar que 0 mesmo apresenta uma 6tima resolugéao
cromatografica com as condi¢des cromatograficas
aplicadas.

A validagao de um procedimento analitico tem
como objetivo a comprovagao de que o método a
ser utilizado é apropriado a finalidade para a qual
foi desenvolvido. Os parametros considerados
neste trabalho incluem a linearidade (coeficiente de
correlagéo), a taxa de recuperagéo e os limites de
quantificagdo e de detecgéo.

Alinearidade do método, avaliada para uma
determinada faixa de trabalho, corresponde ao intervalo
de concentragdes do analito usadas na composigcao

da curva de calibragdo e deve, obrigatoriamente,
apresentar coeficiente de correlagéo (R?) adequado. A
construgao das curvas analiticas para a AFM1, que foi
realizada através do método de ajuste pelos minimos
quadrados, permite a quantificagao da aflatoxina
devendo, obrigatoriamente, apresentar linearidade
adequada. A curva obtida, com seu respectivo
coeficiente de correlacdo (R?), encontra-se na Figura 3.
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Figura 2. Cromatograma da solugéo padrdo de AFM1
no sistema CLAE-DFL
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Figura 3. Curva Analitica da AFM1 obtida no sistema
CLAE-DFL

O valor obtido de R? para a curva de AFM1 (0,997)
demonstra a linearidade da curva obtida. Assim, a

faixa de trabalho do método, que corresponde ao
intervalo de concentragdes usado na composicao da
curva de calibragao, foi linear e pode ser usada para
quantificagcdo. Outro parametro importante na validagéo
de um método é a porcentagem de recuperagéo. Este
valor corresponde a razao entre a quantidade do analito
adicionada a amostra e a quantificada pelo método
analitico e a quantidade tedrica adicionada a matriz
antes do procedimento.

massa analito quantificada

% recuperagdo = X 1009

massa de padrao teérica adicinada

As médias das recuperagdes obtidas das sete
replicatas para a AFM1 analisada pelo presente
método encontram-se na Tabela 1. O valor médio dos
ensaios de resuperacao foi de 85% e esta adequado
as exigéncias da Uniao Europeia, pois todos os valores
encontrados se encontram na faixa aceita pelo DG
SANCO (METHOD..., 2012) que é de 70 a 120%.

Fluorescéncia - CLAE/DFL

Tabela 1. Taxas de recuperagéo das aflatoxinas em
leite fluido para os trés niveis de fortificagéo.

Aflatoxina M1 Nivel 1* Nivel 2* Nivel 3*
Média 92% 83% 80%
RSD 8% 11% 4%

*os valores apresentados representam a média de sete replicatas

Os limites de detecgao (LDI) e quantificagdo (LQI)
instrumentais foram calculados através da relagao
sinal/ ruido do detector de fluorescéncia para o padrao
de AFM1 nas condi¢des da analise. Foram assumidos
os valores de 3 e 10 vezes o ruido para os limites

de detecgdo e de quantificagao, respectivamente.

Os valores de LDI e de LQI da aflatoxina M1 para o
método proposto foram 0,001 e 0,003 pg/kg.

As amostras de leite fluido UHT avaliadas neste
estudo mostraram concentragdo média de 0,039 g/
kg de AFM1 e concentragdes que variaram na faixa
de 0-0,183 pg/kg. O limite maximo tolerado no Brasil
para AFM1 em leite fluido é de 0,5 pg/kg, conforme
estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (2011).

Consideragoes Finais

O método proposto para analise de aflatoxina M1

com uma etapa de purificagdo com colunas de
imunoafinidade e posterior analise por CLAE-DFL
demonstrou ser adequado para as matrizes de leite
bovino fluido e em po, além de ser de execucao
relativamente simples. O uso de um detector seletivo

e sensivel como o detector de fluorescéncia, permitiu

a obtencao de cromatogramas onde a presenga de
interferentes nao prejudicou a quantificagcdo do analito
nas amostras. Observou-se comportamento linear para
a curva na faixa de trabalho do método e os limites

de detecgédo (LD) e de quantificagdo (LQ) obtidos

sao apropriados e possibilitam a quantificagdo desta
micotoxina em baixas concentra¢cdes, mesmo para a
Comunidade Europeia onde o limite maximo toleravel
para AFM1 é de 0,05 pg/kg (EUROPEAN UNION,
2010), 10 vezes mais baixo que o limite da legislagéo
brasileira (BRASIL , 2011). Desta forma, o método
proposto € capaz de atender aos limites minimos
exigidos para quantificacdo desta aflatoxina para
qualquer legislagéo, além de ser de facil execugéo, ndo
envolvendo o uso de solventes para a extragéo e de ter
mostrado alta sensibilidade e precisao.
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