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As aflatoxinas são metabólitos secundários tóxicos
produzidos por fungos do gênero Aspergillus, principalmen-
te as espécies flavus, parasiticus e, eventualmente o nomius.
Aspergillus flavus e parasiticus são os fungos economica-
mente mais importantes em áreas tropicais e subtropicais
como o Brasil, pois as melhores condições para a prolife-
ração dos fungos e, consequentemente para a produção das
aflatoxinas são encontradas em áreas com  temperaturas
entre 25 a 30ºC e umidade relativa entre 83-85% 3.

A descoberta das aflatoxinas e suas propriedades
carcinogênicas alertaram para inúmeras conseqüências
tanto econômicas quanto para a saúde humana e animal,
ocasionadas pela ocorrência natural dessas toxinas nos ali-
mentos e rações. A partir desta descoberta, foram reali-
zadas extensivas investigações no desenvolvimento de
métodos analíticos para detectar e determinar micotoxinas
em produtos agrícolas e fluídos biológicos. Pelo fato des-
sas substâncias ocorrerem em matrizes complexas, em ní-
veis de ng/g, as etapas de extração, remoção de interfe-
rentes, bem como a separação desses analitos de substân-
cias análogas e sua identificação, tornaram-se procedimen-
tos importantes numa técnica analítica. Diferentes matri-
zes requerem diferentes métodos e procedimentos para
extração, limpeza, separação, quantificação e confirma-
ção do analito que são descritos na literatura.

Geralmente, as micotoxinas são extraídas por di-
ferentes misturas de água com solventes orgânicos, tais
como o clorofórmio, metanol, acetonitrila e acetona. A
limpeza pode ser realizada por extração em fase sólida,
partição líquido-líquido e precipitação. As técnicas tradi-
cionais de cromatografia, como a cromatografia em ca-
mada delgada (CCD), a cromatografia gasosa (CG) e a
cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) são muito
utilizadas para a separação e quantificação2.

O desenvolvimento de métodos imunoquímicos,
também conhecidos como métodos baseados em
imunoafinidade, utilizam anticorpos micotoxinas especí-
ficas para a extração e limpeza da toxina dos extratos das

amostras. Os mais utilizados são o “enzyme-linked
immunosorbent assay” (ELISA) e a coluna de
imunoafinidade2.

Vários tipos de matrizes são encaminhadas para a
seção de Qúimica Biológica para a avaliação da presença
ou não das aflatoxinas. Por se tratar de um contaminante
natural, esta toxina pode estar presente em diversos pro-
dutos, sendo que para alguns deles, existem poucas infor-
mações disponíveis quanto ao procedimento analítico, ha-
vendo a necessidade de adequar uma metodologia para a
detecção e quantificação desta micotoxina e também ava-
liar sua eficiência.

Dentre estas matrizes podemos citar os
bioflavonóides e a quercetina recentemente analisados nes-
te laboratório. Os bioflavonóides são compostos naturais
encontrados numa variedade de alimentos de origem ve-
getal, como por exemplo frutas e chás (principalmente em
erva mate). Estudos demonstram apresentar atividades
antioxidantes, sendo capazes de reduzir a ocorrência de
doenças cardiovasculares e câncer1.

A metodologia empregada consistiu na extração
com água e clorofórmio, seguida de agitação e filtração.
Para a quercetina (Figura 1), a separação e determinação
foi realizada por CCD-bidimencional e quantificação vi-
sual. Para os bioflavonóides (Figura 2) foi introduzido uma
etapa adicional de limpeza e extração por coluna de
imunoaf inidade, seguido de separação por CCD-
bidimencional e quantificação visual. Para ambos, a con-
firmação da aflatoxina foi utilizada a reação com o Áci-
do Trifluoroacético (TFA).

O limite de detecção (LD) foi de 0,5 ng/g para
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mínima visualizada em CCD. Foi realizada uma recupe-
ração para o nível de 2 ng/g para cada aflatoxina. Para a
quercetina, a recuperação média foi de 80,0%, 103,0%,
82,0% e 84,5% e para os Bioflavonóides, a recuperação
foi de 85,0%, 60,0%, 62,5% e 73,5% para as aflatoxinas
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Quercetina

·extração:
Pesar 5 g amostra
Adicionar: 10 mL de água aquecida

50 mL de clorofórmio
Agitar por 30 minutos no shaker
Filtrar em papel de filtro qualitativo
Recolher toda a fase clorofórmica e secar até resíduo para
CCD

·separação e determinação:
CCD bidimensional (10x10 cm)

1ª fase móvel: clorofórmio/acetona (90:10)
2ª fase móvel: tolueno/acetato de etila/ácido

fórmico (60:30:10)
Eluir o extrato com 200 µL de clorofórmio
Cromatografar 40 µL

·confirmação:solução de ácido trifluoroacético (TFA) em
hexano (1+3)

Figura 1. Representação esquemática do procedimento
analítico para determinação de Aflatoxinas B
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Bioflavonóides
·extração:
Pesar 5 g amostra
Adicionar: 10 mL de água aquecida

50 mL de clorofórmio
Agitar por 30 minutos no shaker
Filtrar em papel de filtro qualitativo
Recolher toda a fase clorofórmica e secar até resíduo
Ressuspender com 5 mL de metanol
Adicionar 25 mL de tampão PBS
Centrifugar e filtrar, caso ocorra turvação
Passar pela coluna de imunoafinidade
Lavar a coluna com água (10 mL x2)
Eluir com 2 mL de metanol
Secar até resíduo para CCD

·separação e determinação:
CCD bidimensional (10x10 cm)

1ª fase móvel: clorofórmio/acetona (90:10)
2ª fase móvel: tolueno/acetato de etila/ácido

fórmico (60:30:10)
Eluir o extrato com 100 µL de clorofórmio
Cromatografar 30 µL

·confirmação:
solução de ácido trifluoroacético (TFA) em hexano (1+3)

Figura 2. Representação esquemática do procedimento
analítico para determinação de Aflatoxinas B
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