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RESUMO
A aflatoxina M1 (AFM1) é um produto da biotransformação da aflatoxina B1, a qual é excretada no leite de
animais que ingerem alimentos contaminados. Os objetivos deste trabalho foram otimizar o método por
cromatografia em camada delgada (CCD) para análise de AFM1 em leite de cabra e avaliar sua ocorrência no
Estado da Bahia. Foram coletadas 100 amostras de leite em cinco propriedades, localizadas na região do
Recôncavo Baiano, durante o período de novembro de 2000 a agosto de 2002. A AFM1 foi determinada no
leite por meio de método de CCD conforme Sabino et al. (1989) modificado com a utilização de acetato de
chumbo na fase de purificação para promover a precipitação de proteínas do substrato, possibilitando a
visualização da AFM1 na placa cromatográfica. Os limites de detecção e quantificação obtidos pela técnica
modificada foram de 0,2 e 0,5μg/L, respectivamente, com percentual de recuperação de 89,6% e coeficiente
de variação igual a zero. Estes resultados revelaram que esta metodologia mostrou-se eficiente para a
determinação de AFM1 em leite caprino. Em todas as amostras analisadas não foi detectada a presença de
AFM1, demonstrando a boa qualidade deste produto quanto à contaminação por esta toxina.
Palavras–Chave: aflatoxina M1, leite caprino, metodologia por CCD, ocorrência.

ABSTRACT
Aflatoxin M1 (AFM1) is a biotransformation product from aflatoxin B1, which is excreted in milk from
animals that ingest contaminated foodstuff. The objectives of this study were to improve the thin layer
chromatography (TLC) technique for analyzing AFM1 in goat milk, and to evaluate its occurrence in
samples from State of Bahia. One hundred raw milk samples were colleted from five farms, located at the
Recôncavo Baiano, during the period from November 2000 to August 2002. Milk samples were analyzed for
determining aflatoxin M1 by means of TLC technique (Sabino et al. 1989) with some modifications. For that,
lead acetate was employed during the purification process in order to precipitate proteins found in substrate,
and allowed the visualization of AFM1 on chromatography plate. By means of modified TLC technique the
detection and quantification limits of aflatoxin M1 were of 0.2 and 0.5 μg/L, respectively. The percentage of
recoveries average and coefficient of variation for AFM1 detection were 89.6 e 0%, respectively. These
results revealed that this technique was efficient for determining AFM1 in goat milk. AFM1 was not detected
in any of the analyzed samples, demonstrating the good quality of these products regarding to contamination
by this toxin.
Key Words. aflatoxin M1, goat  milk, TLC technique, occurrence.
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INTRODUÇÃO

O efetivo de caprinos leiteiros do Brasil representa o
oitavo maior rebanho do mundo1. Atualmente, a produção
nacional de leite de cabra é estimada em 7.920.000 litros, sendo
que 45,4% desta produção concentram-se na região Nordeste2.
Devido ao seu alto valor nutricional, excelente digestibilidade
e baixo potencial alergênico, o leite de cabra vem sendo bastante
utilizado na alimentação humana, especialmente de crianças,
idosos e indivíduos portadores de alergia ao leite bovino3.

O leite de cabra é composto principalmente de gordura,
proteínas, açúcares, vitaminas e sais minerais. Sua composição
média é comparável à do leite de vaca, apresentando um teor de
gordura e proteínas ligeiramente mais elevado. As cinco
principais proteínas do leite de cabra são β-lactoglobulina, α-
lactoalbumina, κ-caseína, β-caseína, αs2-caseína, as quais têm
grande semelhança com seus homólogos no leite de vaca,
embora algumas variações na composição e seqüências de
aminoácidos destas proteínas têm sido observadas. O leite de
ambas as espécies contem níveis similares de β-lactoglobulina,
enquanto que o leite caprino apresenta um nível bastante
reduzido de αs1 caseína e aproximadamente o dobro da
quantidade de ²-caseína e α-lactoalbumina encontrada no leite
bovino4.

O êxito comercial da produção de leite, a nível nacional
e internacional, está diretamente relacionado ao monitoramento
da qualidade do produto. Nesse sentido, dentre outros
agravantes, a presença de resíduos de micotoxinas,
particularmente aflatoxinas no leite, representa um dos mais
sérios problemas no controle de qualidade alimentar,
consistindo em fonte potencial de risco à saúde pública5.

A aflatoxina M1 (AFM1) é um produto da
biotransformação da aflatoxina B1(AFB1), excretada no leite de
mamíferos que ingerem alimentos contaminados por esta toxina6.
Apesar deste metabólito apresentar menor toxicidade quando
comparado com o seu precursor, também tem sido referido como
agente mutagênico e carcinogênico7.

A ocorrência de AFM1 tem sido observada em leite de
búfalos8, caprinos9,10, bovinos11,12, ovinos13 e humano14. No
Brasil, os estudos têm demonstrado a presença desta toxina
principalmente no leite de bovinos15,16 e humano17, e até o
momento, nenhum relato cientifico sobre o monitoramento de
AFM1 em leite caprino tem sido descrito.

A análise de AFM1 em leite é geralmente realizada por
cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE)18,19, sendo o
método de cromatografia em camada delgada (CCD) também
recomendado para laboratórios que não dispõem deste
equipamento20,21. Entretanto, os relatos científicos sobre a
determinação desta toxina em leite de cabra, empregando este
último método são escassos22,8.

O presente trabalho teve como objetivos otimizar o
método de cromatografia em camada delgada (CCD) para análise
de AFM1 em leite de cabra, e verificar a ocorrência desta toxina
em leite caprino no estado da Bahia.

MATERIAL E MÉTODOS

Coleta das amostras
Foram realizadas quatro coletas de leite em cinco

propriedades de caprinos leiteiros, localizadas no Recôncavo
Baiano (municípios de Amélia Rodrigues, Camaçari, Feira de
Santana e Simões Filho), durante o período de novembro/2000 a
julho/2002. A escolha das propriedades foi estabelecida em
função da maior concentração de caprinos leiteiros encontrada
nesta região, enquanto que o período das coletas foi determinado
de acordo com as condições de manejo relacionadas às épocas
de produção de leite dos animais, sendo portanto realizadas em
novembro/2000, fevereiro/2001, fevereiro/2002 e julho/2002. Em
cada propriedade e por coleta, foram obtidas quatro amostras
individuais (150 mL cada) dos animais de maior produção de
leite e uma amostra (1L) constituída do pool de leite de todos os
animais em lactação, perfazendo um total de 100 amostras.

Todas as coletas foram realizadas no período da tarde,
durante a segunda ordenha do dia. As amostras foram
acondicionadas em frascos de vidro, envoltos em papel alumínio,
e em seguida transportadas para o laboratório de Toxicologia da
Escola de Medicina Veterinária da Universidade Federal da Bahia,
sendo mantidas sob congelamento, à temperatura de - 200C, até
o momento da análise.

Questionários foram aplicados para obtenção de
informações sobre o manejo do rebanho, origem e composição
da ração, duração e condições de estocagem da ração e utilização
de antifúngicos nas propriedades.

Preparação da solução padrão de AFM1
O padrão de AFM1 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO,

USA) foi diluído em benzeno: acetonitrila (9:1), conforme a
metodologia 971.22 descrita pela AOAC23.

Otimização do método analítico
A otimização do método de CCD para análise de AFM1

em leite descrito por Sabino et al.24 foi realizada na fase de
purificação do extrato, na qual, foi incluída uma etapa de
precipitação de proteínas. Para tanto, após a extração com
metanol e obtenção do filtrado, aproximadamente 5 mL de uma
solução saturada de acetato de chumbo, foi lentamente
adicionada a este filtrado, até a completa precipitação das
proteínas, procedendo-se em seguida, a centrifugação (3000 x
g) durante 10 minutos. Nesta modificação do método, as
quantidades da amostra de leite e dos solventes empregadas
na fase de extração foram proporcionalmente reduzidas à metade
(Figura 1).

A eficiência do método proposto foi avaliada através da
obtenção de seus limites de detecção, quantificação, percentual
de recuperação e coeficiente de variação. O limite de detecção
corresponde à concentração mínima da substância medida e
declarada com 95% ou 99% de confiança de que a concentração
do analito é maior que zero, enquanto o limite de quantificação
é a menor concentração do analito que pode ser determinada
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Figura 1. Esquema de extração e purificação da amostra de leite de cabra pelo método SABINO et al. (1989) modificado para a
determinação de AFM1
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com um nível aceitável de precisão e exatidão25. Para a
determinação dos limites de detecção, quantificação e percentual
de recuperação do método, amostras, em que não foram
detectadas AFM1, foram artificialmente contaminadas
sequencialmente com níveis de 0,2; 0,3 e 0,5 μg/L de AFM1.
Para cada nível de contaminação foram realizadas três repetições.
O percentual de recuperação foi obtido pela diferença entre o
valor real (valor inicial adicionado na amostra – 0,5μg/L) e o
valor observado na análise, ou seja, valor da leitura do extrato
desta amostra na cromatofolha, conferindo a exatidão do
método. A precisão da metodologia foi avaliada pelo coeficiente
de variação (CV) obtido em condições de repetibilidade.

Análise de AFM1 em leite caprino
Das 100 amostras de leite coletadas, 80 foram analisadas

pelo método de CCD segundo Sabino et al.24 e 20 avaliadas por
este mesmo método acrescido das modificações descritas no
item anterior. Para a detecção e a quantificação da AFM1, as
cromatofolhas de sílica gel G 60 (Art.1.05553, Merk, Alemanha)
foram submetidas a um desenvolvimento unidimensional, ao
abrigo da luz, utilizando-se como fase móvel a mistura
clorofórmio-acetona-alcool isopropílico (85:10:5).

Estas cromatofolhas foram examinadas em câmara escura
sob luz ultravioleta de ondas longas (366nm), e a quantificação
da AFM1, efetuada através da comparação visual das
intensidades de fluorescência entre os pontos da solução
padrão (1, 3, 5 e 7 μL) e aqueles referentes ao extrato da amostra.

A confirmação da identidade química da AFM1 foi
realizada através da reação com ácido sulfúrico (método 975.37
AOAC23) e por cromatografia em camada delgada bidimensional,
utilizando-se clorofórmio – acetona – álcool isopropilico (85:10:5)
e éter-metanol - hexano - água (85: 4: 5:1), como primeira e
segunda fases móveis, respectivamente.

Dados climáticos
As informações climáticas referentes à temperatura

mínima, média e máxima, precipitação pluviométrica e umidade
relativa do ar dos municípios estudados foram fornecidas pelo
Instituto Nacional de Meteorologia do Estado da Bahia (INMET-
BA).

Análise estatística
A avaliação das variáveis climáticas das microrregiões

estudadas e a sua influência sobre a presença de AFM1 nas
amostras de leite de cabra foi realizada através da Análise de
Variância Univariada utilizando-se o programa estatístico SPSS
(versão 10.1).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A utilização do método de Sabino et al.24 para a análise
de AFM1 em leite de cabra, mostrou resultados não satisfatórios,
uma vez que, os extratos obtidos apresentavam muitos
interferentes, que dificultavam a visualização da AFM1 após a

contaminação da amostra para a obtenção do percentual de
recuperação, ou quando a solução padrão de AFM1 era aplicada
sobre o extrato na placa cromatográfica (Figura 2). Os relatos
de utilização deste método têm sido referidos para análise de
AFM1 em leite de vaca24,26; no entanto, nenhuma referência
sobre sua adequação para a análise desta toxina em leite de
cabra tem sido descrita.

Estes resultados sugerem que as diferenças na
composição química entre o leite caprino e bovino podem
interferir na eficiência do método analítico. O leite de cabra
apresenta teor de gordura e proteína ligeiramente mais elevado
quando comparado com o leite de vaca, contendo um nível
bastante reduzido de αs1 caseína e aproximadamente o dobro
da quantidade de β-caseína e α-lactoalbumina encontrada no
leite bovino. Devido a estas diferenças, a sedimentação por
centrifugação da caseína do leite caprino é menor do que em
leite de vaca. Além disso, diferenças na composição e
seqüências de aminoácidos, que compõe estas proteínas, entre
os dois tipos de leite têm sido verificadas4.

A otimização do método através da utilização de acetato
de chumbo associado à centrifugação do extrato metanólico
do leite, objetivando a precipitação das proteínas contidas no
mesmo, resultou na obtenção de extratos mais limpos que
permitiram uma melhor visualização da toxina sob a luz
ultravioleta (Figura 3), quando comparados aos resultados
obtidos com a utilização do método original (Figura 2). A
utilização de acetato de chumbo para precipitação de proteínas
tem sido recomendada em diferentes metodologias para a
análise de aflatoxina em leite20,27. Entretanto, Sylos e Rodriguez-
Amaya28 relataram que o uso deste produto a 20% não foi
eficiente na remoção de constituintes indesejáveis em leite de
vaca, uma vez que, os extratos obtidos apresentavam manchas
com caudas e interferentes, quando aplicados sobre placas de
CCD.

A redução das quantidades do substrato (leite) e
solventes empregados na modificação do método durante a
fase de extração pode também contribuir para a redução dos
custos da análise de AFM1 em leite de cabra.

As modificações realizadas no método descrito por
Sabino et al.24, ainda permitiram a obtenção de um bom
percentual de recuperação da toxina (89,6%), com coeficiente
de variação igual à zero. Estes resultados indicam que a
otimização do método mostrou-se adequada para a determinação
de AFM1 em leite caprino, uma vez que atendem aos critérios
adotados pela CE29 e Horwitz et al.30, que estabelecem valores
de 60 a 120% como percentuais de recuperação aceitáveis e
25% como valor máximo de coeficiente de variação para níveis
de contaminação entre 0,01 a 0,5 μg/L.

Os limites de detecção e quantificação, do método
modificado para a determinação de AFM1 em leite de cabra,
foram de 0,2 e 0,5 μg/L, respectivamente. O limite de detecção
do método descrito por Sabino et al.24 foi de 0,5 μg/L para a
análise de AFM1 em leite de vaca. No entanto, os autores não
fazem referência sobre o limite de quantificação, percentual de
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recuperação e coeficiente de variação. Limites de quantificação
de 0,02 e 0,3 μg/L foram obtidos, respectivamente, pela
associação de colunas de imunoafinidade e realização de
pequenas modificações na fase de extração do método de CCD
para a análise de AFM1 em leite de vaca21.

Os resultados da análise de AFM1 nas amostras de leite
de cabra avaliadas pelo método Sabino et al.24 ou pela técnica
modificada não revelaram a presença desta toxina, e isto
provavelmente decorreu da utilização de rações de boa
qualidade, cujo acondicionamento era realizado em tonéis de
plástico tampados, mantidos em depósitos em bom estado de
conservação e arejados e por um curto período (8 a 15 dias). A
ausência de AFM1 em todas as amostras de leite avaliadas teve
correlação direta com estudos paralelos, que também não

evidenciaram a ocorrência de AFB1 nas rações ingeridas pelos
animais durante o mesmo período experimental.

A AFM1 é um produto da biotransformação da AFB1, a
qual é excretada no leite de animais que ingerem alimentos
contaminados por esta toxina6,7. Investigações cientificas sobre
a excreção da AFM1 em leite de cabra, revelam taxas de
eliminação entre 0,45 a 3,67%31,32,33, podendo ocorrer variação
destes níveis entre os animais, ordenhas e fases de lactação34.

Em todas estas propriedades estudadas predominava o
sistema de criação semi-intensivo e intensivo, com regime
alimentar semelhante, constituído de volumoso, ração e
suplemento mineral. A ração era fornecida duas vezes ao dia
para os animais em lactação, em quantidades diárias variáveis
de 300 a 700g/animal, a depender da produção de leite do
rebanho.

Nossos resultados revelaram que, apesar da AFM1 não
ter sido detectada no leite, nem a AFB1, avaliada em estudos
paralelos, ter sido encontrada nas rações destes animais,
observou-se predominância de condições climáticas favoráveis
ao desenvolvimento fúngico e conseqüente produção de
aflatoxinas, tais como temperatura média em torno de 250C e
umidade relativa do ar acima de 70% (Tabela 1), condições estas,
correlatas com a literatura35,36.

A análise dos fatores climáticos revelou que não houve
diferença significativa dos índices de temperatura (mínima,
média e máxima) e umidade relativa do ar entre as microrregiões
das propriedades em estudo, embora valores significativamente
elevados de precipitação pluviométrica tenham sido observados
nas propriedades B e C (Tabela 1).

Os maiores índices de temperatura mínima média e
máxima ocorreram nos períodos das 2a. e 3a. coletas enquanto
que os níveis de precipitação pluviométrica e umidade relativa
do ar foram significativamente mais altos durante a 1a. e 4a.
coletas (Tabela 1).

As variações dos fatores climáticos não tiveram
influência sobre a presença de AFM1 nas propriedades
estudadas. Corrêa et al.26 também não verificaram a presença
de AFM1 em amostras de leite de vaca coletadas em diferentes
estações climáticas. Entretanto, diversos estudos têm
demonstrado uma tendência sazonal na contaminação do leite
de diferentes espécies animais por AFM1, e a maior incidência,
geralmente ocorre durante o inverno, quando os animais são
alimentados principalmente com concentrados5,10,12,34. Neste
estudo, o manejo alimentar dos animais não sofreu modificações
durante todo período experimental.

Estudos realizados por Martins et al.22 em Portugal e por
Tiwari e Chauhan8 na Índia, também não evidenciaram a
presença de AFM1 em amostras de leite de cabra analisadas.
Entretanto, esta ocorrência tem sido verificada no leite destes
animais na Alemanha37, Itália9 e Grécia10, em percentuais
variáveis de 30 a 53,5%, das amostras analisadas, e em níveis
de contaminação inferiores a 0,05μg/L, limite permitido pela
legislação da Comunidade Européia. A presença de AFM1 em
amostras de queijos produzidos com leite caprino provenientes

Figura 2. Cromatograma obtido por CCD de amostras de leite
caprino contaminadas artificialmente com AFM1 (0,5mg/L) e
analisadas pelo método descrito por Sabino et al. (1989)

Figura 3. Cromatograma obtido por CCD de amostras de leite
caprino contaminadas artificialmente com AFM

1
 (0,5mg/L) e ana-

lisadas pelo método descrito por Sabino et al. (1989) modificado
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da Espanha e Itália, em níveis variáveis de 0,019 a 200μg/kg,
também tem sido relatada por Barrios et al.38 e Finoli e Vecchio9,
respectivamente.

No Brasil, a ocorrência de AFM1 tem sido verificada
principalmente em leite bovino, evidenciando níveis de
contaminação superiores a 0,5μg/L15,16,24, limite estabelecido
pela legislação brasileira39, e no leite humano, embora em baixa
concentração (0,024μg/L)17. O presente estudo representa o
primeiro relato científico sobre o monitoramento de AFM1 em
leite de cabra no país.
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