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RESUMO

A aflatoxinaM, (AFM,) €um produto da biotransformagao daaflatoxinaB,, aqual éexcretadano leitede
animais que ingerem alimentos contaminados. Os objetivos deste trabalho foram otimizar o método por
cromatografiaem camadadelgada(CCD) paraandisedeAFM, em |eite de cabraeavaliar suaocorrénciano
Estado da Bahia. Foram coletadas 100 amostras de |eite em cinco propriedades, localizadas naregido do
Reconcavo Baiano, durante o periodo de novembro de 2000 aagosto de 2002. AAFM, foi determinadano
|eite por meio de método de CCD conforme Sabino et al. (1989) modificado com autilizac&o de acetato de
chumbo nafase de purificacdo para promover a precipitacéo de proteinas do substrato, possibilitando a
visudizagdo daAFM, naplacacromatografica. Oslimites de deteccdo e quantificagdo obtidos pelatécnica
modificadaforam de 0,2 e 0,5ug/L, respectivamente, com percentual de recuperacéo de 89,6% e coeficiente
de variacdo igual a zero. Estes resultados revelaram que esta metodol ogia mostrou-se eficiente para a
determinagdo de AFM, em |eite caprino. Em todas as amostras analisadas néo foi detectadaa presencade
AFM , demonstrando a boa qualidade deste produto quanto a contaminagéo por esta toxina.
Palavras-Chave: &flatoxinaM, |eite caprino, metodol ogiapor CCD, ocorréncia.

ABSTRACT

Aflatoxin M, (AFM,) is a biotransformation product from aflatoxin B,, 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 AFM, in goat milk, and to evaluate its occurrence in
samplesfrom State of Bahia. One hundred raw milk sampleswere colleted from fivefarms, located at the
Recdncavo Baiano, during the period from November 2000 to August 2002. Milk sampleswere analyzed for
determining aflatoxin M, by meansof TL C technique (Sabino et al. 1989) with some modifications. For that,
|ead acetate was empl oyed during the purification processin order to precipitate proteinsfound in substrate,
and allowed the visualization of AFM, on chromatography plate. By means of modified TL C techniquethe
detection and quantification limits of aflatoxin M, were of 0.2 and 0.5 ug/L, respectively. The percentage of
recoveries average and coefficient of variation for AFM detection were 89.6 e 0%, respectively. These
resultsrevealed that thistechnique wasefficient for determining AFM, ingoat milk. AFM, was not detected
inany of theanalyzed samples, demonstrating the good quality of these products regarding to contamination
by thistoxin.

Key Words. aflatoxin M, goat milk, TL Ctechnique, occurrence.
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INTRODUCAO

O efetivo de caprinos leiteiros do Brasil representa o
oitavo maior rebanho do mundo!. Atualmente, a producéo
nacional deleitede cabraéestimadaem 7.920.000 litros, sendo
que 45,4% desta producdo concentram-se naregiao Nordeste?.
Devido ao seu ato valor nutricional, excelente digestibilidade
ebaixo potencial alergénico, o leitede cabravem sendo bastante
utilizado na alimentac&o humana, especiamente de criancas,
idosos e individuos portadores de alergia ao leite boving®.

O leite de cabra é composto principal mente de gordura,
proteinas, aglicares, vitaminas e sais minerais. Sua composi¢ao
médiaécomparavel ado leitede vaca, apresentando um teor de
gordura e proteinas ligeiramente mais elevado. As cinco
principais proteinas do leite de cabra sdo 3-lactoglobulina, o-
lactoal bumina, k-caseina, f-caseing, o -caseina, as quais tém
grande semelhanca com seus homélogos no leite de vaca,
embora algumas variagdes na composi¢do e sequéncias de
aminoécidos destas proteinas tém sido observadas. O leite de
ambas as espécies contem niveissimilares de 8-lactoglobulina,
enquanto que o leite caprino apresenta um nivel bastante
reduzido de o caseina e aproximadamente o dobro da
quantidade de 2-caseina e a.-lactoal buminaencontradano leite
bovino®.

O éxito comercial daproducao deleite, anivel nacional
einternacional, estadiretamente relacionado ao monitoramento
da qualidade do produto. Nesse sentido, dentre outros
agravantes, a presenca de residuos de micotoxinas,
particularmente aflatoxinas no leite, representa um dos mais
sérios problemas no controle de qualidade alimentar,
consistindo em fonte potencial de risco a salde publicar.

A aflatoxina M, (AFM ) €& um produto da
biotransformacao daaflatoxinaB,(AFB,), excretadano leitede
mamiferos queingerem alimentos contaminados por estatoxing’.
Apesar deste metabdlito apresentar menor toxicidade quando
comparado com o seu precursor, também tem sido referido como
agente mutagénico e carcinogénico’.

A ocorréncia de AFM, tem sido observada em leite de
bufalos?, caprinos®', bovinos''*2, ovinos®® e humano. No
Brasil, os estudos tém demonstrado a presenca desta toxina
principalmente no leite de bovinos'>!® e humano'’, e até o
momento, nenhum relato cientifico sobre o monitoramento de
AFM, em |eite caprino tem sido descrito.

A andlise de AFM, em leite € geral mente realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)™®*, sendo o
meétodo de cromatografia em camada delgada (CCD) também
recomendado para laboratdrios que ndo dispdem deste
equipamento®?., Entretanto, os relatos cientificos sobre a
determinagdo destatoxina em leite de cabra, empregando este
ultimo método sdo escassos?.

O presente trabalho teve como objetivos otimizar o
método de cromatografiaem camadadelgada (CCD) paraandise
deAFM, emleitede cabra, everificar aocorrénciadestatoxina
em |eite caprino no estado da Bahia.
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MATERIAL E METODOS

Coletadasamostras

Foram realizadas quatro coletas de leite em cinco
propriedades de caprinos leiteiros, localizadas no Reconcavo
Baiano (municipios de Amélia Rodrigues, Camagari, Feira de
Santanae Sim@es Filho), durante o periodo de novembro/2000 a
julho/2002. A escolha das propriedades foi estabelecida em
funcéo damaior concentragéo de caprinos | eiteiros encontrada
nestaregi&o, enquanto que o periodo das coletasfoi determinado
de acordo com as condi¢des de manejo relacionadas as épocas
de producdo deleite dos animais, sendo portanto realizadasem
novembro/2000, fevereiro/2001, fevereiro/2002 ejulho/2002. Em
cada propriedade e por coleta, foram obtidas quatro amostras
individuais (150 mL cada) dos animais de maior producéo de
leiteeumaamostra(1L) constituidado pool deleite detodos os
animaisem lactacdo, perfazendo um total de 100 amostras.

Todas as coletas foram realizadas no periodo da tarde,
durante a segunda ordenha do dia. As amostras foram
acondicionadas em frascos de vidro, envoltosem papel auminio,
eem seguidatransportadas parao laboratério de Toxicologiada
Escolade MedicinaVeterinariadaUniversidade Federal daBahia,
sendo mantidas sob congelamento, atemperaturade - 20°C, até
0 momento daandlise.

Questionarios foram aplicados para obtencéo de
informacBes sobre 0 manejo do rebanho, origem e composi¢do
daracdo, duracdo e condi¢des de estocagem daragéo e utilizacdo
de antifungicos nas propriedades.

Prepar agdo dasolucgdo padraodeAFM |

O padréo deAFM (SigmaChemical Co., St Louis, MO,
USA) foi diluido em benzeno: acetonitrila (9:1), conforme a
metodologia971.22 descritapelaAOAC?.

Otimizacao do método analitico

A otimizagéo do método de CCD paraanalise deAFM
em leite descrito por Sabino et al.? foi realizada na fase de
purificagdo do extrato, na qual, foi incluida uma etapa de
precipitacdo de proteinas. Para tanto, ap0s a extrago com
metanol e obtencdo do filtrado, aproximadamente 5 mL deuma
solucdo saturada de acetato de chumbo, foi lentamente
adicionada a este filtrado, até a completa precipitacdo das
proteinas, procedendo-se em seguida, a centrifugagéo (3000 x
g) durante 10 minutos. Nesta modificagdo do método, as
quantidades da amostra de leite e dos solventes empregadas
nafase de extragéio foram proporcional mente reduzidas ametade
(Figural).

A eficiénciado método proposto foi avaliadaatravés da
obtencdo de seuslimites de deteccdo, quantificacdo, percentual
derecuperacdo e coeficiente de variagcdo. O limite de detecgdo
corresponde a concentragdo minima da substéncia medida e
declaradacom 95% ou 99% de confianca de que aconcentracdo
do analito é maior que zero, enquanto o limite de quantificacdo
€ amenor concentragdo do analito que pode ser determinada
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37,5 mL Leite

Extra¢d@o com Metanol (150 mL)
Homogeneizagdo (3 min.)
Adicao de Terra Diatomacea (3g)
Homogeneizagao (30 min.)
Filtracao

Filtrado

Adicdo de Sol. Saturada Acetato de Chumbo (+ 5 mL) *
Centrifugacao 3000 x g (10 min.) *

Transferéncia do sobrenadante para funil de separacao
Adicao de Cloreto de sodio 4% (125 mL)

Extracao com Hexano (50 mL) - 3 vezes

Fase: Hexano || Fase: MeOH / H,O
(desprezar)

Extragdo com Cloroféormio (50 mL)-3 vezes

Extrato Cloroférmico Fase Aquosa
(desprezar)

Adicao de Cloreto de sodio 4% (150 mL)
Separacao da fase cloroformica

Filtragao com Sulfato de S6dio Anidro
Evaporacao (banho-maria 60°C)
Ressuspensao do residuo (cloroférmio - 3 mL)
Evaporacao sob corrente de Nitrogénio

CCD

* modificacdo realizada na fase de purificacio

Figura 1. Esquema de extragdo e purificacdo da amostra de | eite de cabra pelo método SABINO et al. (1989) modificado paraa
determinagéo deAFM
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com um nivel aceitével de precisdo e exatiddo®. Para a
determinacdo doslimites de deteccdo, quantificacéo e percentual
de recuperacdo do método, amostras, em que ndo foram
detectadas AFM, foram artificialmente contaminadas
sequencialmente com niveis de 0,2; 0,3 € 0,5 ug/L de AFM..
Paracadanivel de contaminago foram realizadastrésrepeticoes.
O percentua de recuperacdo foi obtido pela diferenca entre o
valor real (valor inicial adicionado naamostra— 0,5ug/L) e o
valor observado naandlise, ou sgja, valor daleiturado extrato
desta amostra na cromatofolha, conferindo a exatiddo do
método. A precisdo dametodol ogiafoi avaliadapelo coeficiente
devariacéo (CV) obtido em condic¢des de repetibilidade.

AnalissdeAFM  em leitecaprino

Das 100 amostras deleite col etadas, 80 foram analisadas
pelo método de CCD segundo Sabino et al.%* e 20 avaliadas por
este mesmo método acrescido das modificagGes descritas no
item anterior. Para a detecgéo e a quantificacdo daAFM, as
cromatofolhasdesilicagel G 60 (Art.1.05553, Merk, Alemanha)
foram submetidas a um desenvolvimento unidimensional, ao
abrigo da luz, utilizando-se como fase mével a mistura
cloroférmio-acetona-al cool isopropilico (85:10:5).

Estas cromatofol hasforam examinadasem cBmaraescura
sob luz ultraviol etade ondasongas (366nm), e aquantificacdo
da AFM_, efetuada através da comparacéo visual das
intensidades de fluorescéncia entre os pontos da soluc&o
padréo (1, 3, 5e7 uL) eaquelesreferentes ao extrato daamostra.

A confirmagéo da identidade quimica da AFM, foi
realizada através dareagao com &cido sulfdrico (método 975.37
AOAC?) epor cromatografiaem camadadelgadabidimensional,
utilizando-se clorof érmio—acetona—alcool isopropilico (85:10:5)
e éter-metanol - hexano - agua (85: 4: 5:1), como primeira e
segunda fases movel's, respectivamente.

Dadoscliméticos

As informag@es climaticas referentes a temperatura
minima, médiae maxima, precipitagdo pluviométricae umidade
relativado ar dos municipios estudados foram fornecidas pelo
Instituto Nacional de Meteorologiado Estado daBahia(INMET-
BA).

Andliseestatistica

A avaliag8o das varidveis climéticas das microrregides
estudadas e a sua influéncia sobre a presenca de AFM, nas
amostras de leite de cabra foi realizada através da Andlise de
VarianciaUnivariada utilizando-se 0 programaestatistico SPSS
(versdo10.1).

RESULTADOSE DISCUSSAO
A utilizag80o do método de Sabino et a.?* paraaandlise
deAFM, em eite de cabra, mostrou resultados néo satisfatorios,

uma vez que, 0s extratos obtidos apresentavam muitos
interferentes, que dificultavam avisualizagdo daAFM, apésa
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contaminagdo da amostra para a obtencdo do percentua de
recuperagao, ou quando asolugao padrdo deAFM, eraaplicada
sobre o extrato na placa cromatogréfica (Figura 2). Osrelatos
de utilizagdo deste método tém sido referidos para andlise de
AFM, em leite de vaca*; no entanto, nenhuma referéncia
sobre sua adequagdo para a andlise desta toxina em leite de
cabratem sido descrita.

Estes resultados sugerem que as diferencas na
composi¢cao quimica entre o leite caprino e bovino podem
interferir na eficiéncia do método analitico. O leite de cabra
apresentateor de gordurae proteinaligeiramente mais elevado
guando comparado com o leite de vaca, contendo um nivel
bastante reduzido de o, caseina e aproximadamente o dobro
da quantidade de B-caseina e a-lactoalbumina encontrada no
leite bovino. Devido a estas diferencas, a sedimentacéo por
centrifugagdo da caseina do leite caprino € menor do que em
leite de vaca. Além disso, diferencas na composicéao e
seqliéncias de aminoécidos, que compde estas proteinas, entre
os doistipos de leite tém sido verificadas®.

A otimizag&o do método através dautilizaco de acetato
de chumbo associado a centrifugagéo do extrato metandlico
do leite, objetivando a precipitacdo das proteinas contidas no
mesmo, resultou na obtencdo de extratos mais limpos que
permitiram uma melhor visualizagdo da toxina sob a luz
ultravioleta (Figura 3), quando comparados aos resultados
obtidos com a utilizagdo do método original (Figura 2). A
utilizacdo de acetato de chumbo para precipitacdo de proteinas
tem sido recomendada em diferentes metodologias para a
andlise de aflatoxinaem leite?®?. Entretanto, Sylos e Rodriguez-
Amaya?® relataram que o uso deste produto a 20% nao foi
eficiente naremogao de constituintesindesgjaveis em leite de
vaca, umavez que, os extratos obtidos apresentavam manchas
com caudas e interferentes, quando aplicados sobre placas de
CCD.

A reducdo das quantidades do substrato (leite) e
solventes empregados na modificago do método durante a
fase de extragdo pode também contribuir para a reducdo dos
custos da analise de AFM, em |eite de cabra

As modificagBes realizadas no método descrito por
Sabino et al.?, ainda permitiram a obtencdo de um bom
percentual de recuperacdo datoxina(89,6%), com coeficiente
de variagdo igual a zero. Estes resultados indicam que a
otimizacao do método maostrou-se adequada paraadeterminacao
de AFM, em |eite caprino, uma vez que atendem aos critérios
adotados pela CE® e Horwitz et al.*, que estabel ecem valores
de 60 a 120% como percentuais de recuperacdo aceitaveis e
25% como valor maximo de coeficiente de variacdo paraniveis
de contaminagdo entre0,01a0,5 ug/L.

Os limites de deteccdo e quantificagdo, do método
modificado para a determinagéo de AFM, em leite de cabra,
foram de 0,2 e0,5 ug/L, respectivamente. O limite de deteccdo
do método descrito por Sabino et a.?* foi de 0,5 ug/L paraa
andlise de AFM, em leite de vaca. No entanto, os autores néo
fazem referénciasobre o limite de quantificagdo, percentua de
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Al(10uL) AZ(10uL) A3 (10uL) A3(10uL)
+ PAFM, (5uL)

Amostras contaminadas com AFM,

Padrio AFM,(5uL)

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

Al (10pL) A1 (15ul) A1 (20uL) P(1pL) P(3uL) P (5ul) P(7ul)

Amostra contaminada cf AFM, Padrio AFM,

Figura 3. Cromatograma obtido por CCD de amostras de leite
caprino contaminadas artificialmentecomAFM (0,5mg/L) eana
lisadas pelo método descrito por Sabino et a. (1989) modificado

recuperacdo e coeficientede variagcdo. Limitesde quantificagdo
de 0,02 e 0,3 ug/L foram obtidos, respectivamente, pela
associacdo de colunas de imunoafinidade e realizacdo de
pequenas modificacdes nafase de extracdo do método de CCD
paraaandise deAFM, em leite de vaca™.

Osresultados daandlise de AFM, nas amostras de leite
de cabra avaliadas pelo método Sabino et al.?* ou pelatécnica
modificada néo revelaram a presenca desta toxina, e isto
provavelmente decorreu da utilizacdo de racBes de boa
qualidade, cujo acondicionamento erarealizado em tonéis de
plastico tampados, mantidos em depositos em bom estado de
conservacdo e arejados e por um curto periodo (8 al5dias). A
ausénciadeAFM, em todas asamostras de leite avaliadasteve
correlacdo direta com estudos paralelos, que também néo

evidenciaram aocorrénciade AFB, nasragdesingeridas pelos
animais durante o mesmo periodo experimental.

A AFM, éum produto da biotransformagéo daAFB,, a
gual é excretada no leite de animais que ingerem alimentos
contaminados por estatoxina®’. | nvestigacoes cientificas sobre
a excregdo da AFM, em leite de cabra, revelam taxas de
eliminacdo entre 0,45 a 3,67%°%2%, podendo ocorrer variagdo
destes niveis entre os animais, ordenhas e fases de lactagao®.

Em todas estas propriedades estudadas predominava o
sistema de criagdo semi-intensivo e intensivo, com regime
alimentar semelhante, constituido de volumoso, ragdo e
suplemento mineral. A ragdo era fornecida duas vezes ao dia
para os animais em lactagdo, em quantidades diarias variaveis
de 300 a 700g/animal, a depender da producdo de leite do
rebanho.

Nossos resultados revelaram que, apesar daAFM, néo
ter sido detectada no leite, nem aAFB,, avaliada em estudos
paralelos, ter sido encontrada nas ragdes destes animais,
observou-se predominanciade condi¢les climéticasfavoraveis
ao desenvolvimento fungico e conseqiiente producdo de
aflatoxinas, tais como temperatura média em torno de 25°C e
umidaderelativado ar acimade 70% (Tabela 1), condicOes estas,
correlatas com aliteratura®-.

A andlise dos fatores climéticos revel ou que ndo houve
diferenca significativa dos indices de temperatura (minima,
médiaemaxima) e umidaderelativado ar entre as microrregides
das propriedades em estudo, emboraval ores significativamente
€elevados de preci pitacdo pluviométricatenham sido observados
nas propriedades B e C (Tabelal).

Os maiores indices de temperatura minima média e
maxima ocorreram nos periodos das 22, e 32 coletas enquanto
gue os niveis de precipitacdo pluviométricae umidaderelativa
do ar foram significativamente mais altos durante a 12 e 42
coletas(Tabelal).

As variacdes dos fatores climaticos néo tiveram
influéncia sobre a presenca de AFM, nas propriedades
estudadas. Corréa et al.?® também ndo verificaram a presenca
deAFM, em amostras de | eite de vaca col etadas em diferentes
estacOes climaticas. Entretanto, diversos estudos tém
demonstrado uma tendéncia sazonal ha contaminagéo do leite
de diferentes espéciesanimais por AFM,, eamaior incidéncia,
geralmente ocorre durante o inverno, quando os animais sdo
alimentados principalmente com concentrados>©1?3, Neste
estudo, 0 manejo alimentar dos animais ndo sofreu modificactes
durante todo periodo experimental.

Estudosrealizados por Martins et al.22 em Portugal e por
Tiwari e Chauhan® na india, também n&o evidenciaram a
presenca de AFM, em amostras de leite de cabra analisadas.
Entretanto, esta ocorrénciatem sido verificada no leite destes
animais na Alemanha®, Itdlia® e Grécia®, em percentuais
varidveis de 30a53,5%, das amostras analisadas, e em niveis
de contaminagdo inferiores a 0,05ug/L, limite permitido pela
legislagéio da Comunidade Européia. A presenca de AFM, em
amostras de queijos produzidos com | eite caprino provenientes
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Tabela 1. Médias dos fatores climéticos medidos nas propriedades produtoras de leite caprino durante o periodo das coletas

FatoresClimaticos Propriedade Coletas

A B C D E 12 28 3 42
Temperaturaminima(° C) 20,52 20,62 20,62 20,12 20,12 206* 203" 218 193
Temperaturamédia(° C) 252 24,9 24, 245 245 25,14 257° 25,6° 27
Temperaturamaxima(® C) 30,22 30° 3 30 3° 30,6 3158 3L1° 26,99
Precip.pluviométrica(mm)  96,3* 106,72 106,72 28 728 129 496° 637° 128"
Umidaderelativa (%) 78,7° 79,77 79,7 77,2 77,2 " 738 754° 88°

* L etras minusculas comparam os valores nas linhas entre as propriedades e letras maiUscul as os valores nas col etas (p<0,05)

da Espanhae Itdlia, em niveis variaveis de 0,019 a 200ug/kg,
também tem sido relatadapor Barrioset a.2e Finoli e Vecchio®,
respectivamente.

No Brasil, a ocorréncia de AFM tem sido verificada

principalmente em leite bovino, evidenciando niveis de
contaminagdo superiores a 0,5ug/L1524, limite estabelecido
pelalegislacdo brasileira®, e noleite humano, emboraem baixa
concentracdo (0,024ug/L)Y. O presente estudo representa o
primeiro relato cientifico sobre o monitoramento deAFM, em
leite de cabrano pais.
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