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RESUMO

Um método utilizando coluna de imunoafinidade para limpeza e cromatografia em camada delgada, foi
otimizado em nosso |aboratdrio para determinar Aflatoxina M, em baixas concentrages no leite. Paraa
otimizagdo do método, os parametros avaliados foram: recuperacao, repetitividade, limite de deteccéo e
limite de quantificacdo. Baseado em adi¢&o de padréo nas amostras, osval ores das recuperacfesvariaram
de85,83e73,86% emniveisde 0,01-0,5 ug/L, respectivamente, e o desvio padréo rel ativo pararepetitividade
varioude 7,73-2,08%. O limite de quantificacdo estabel ecido neste método foi de 0,02 ug/L. Osresultados
dasamostras analisadas por este método tiveram boa correl acdo quando comparadas com a Cromatografia
LiquidadeAltaEficiéncia. Adicionalmente, o método AOAC tambémfoi otimizado, resultando em umlimite
de deteccéo e quantificagdo de 0,2 e 0,3 ug/L, respectivamente, indicando baixa sensibilidade desse
método. A utilizago de coluna de imunoafinidade forneceu excelentes resultados na recuperacéo,
sensibilidade e facil operacionalidade.

Palavras-Chave. leite, aflatoxina M, determinagdo, cromatografia em camada delgada, coluna de
imunoafinidade.

ABSTRACT

An immunoaffinity column for cleanup and a thin layer chromatographic method for determining low
aflatoxin M, concentration in milk were performed in our |aboratory. The parameters, such as recovery,
repeatibility, detection and quantification limit were evaluated to carry out this method. Based on spiked
samples, thevalues of recoveriesranged from 85.83to 73.86 % at levelsof 0.01-0.5ug/L, respectively, and
therelative standard deviation for repeatibility (RSDr) ranged from 7.73 to 2.08%. The quantification limit
established in this method was 0,02 ug/L. The results of analysed samples by this method demonstrated
satisfatory correlation when compared with HPL C. In addition, the AOAC method (1975) was a so performed,
resulting in detection and quantification limitsof 0.2 and 0.3 ug/L, respectively, indicating low sensibility
of thismethod. |mmunoaffinity column cleanup gave excellent resultsfor recovery, sensibility and sample
throughput.

Key Words. milk, aflatoxin M, , determination, thinlayer chromatography, immunoaffinity column.

INTRODUCAO

A Aflatoxina M, (AFM,) € um produto hidroxilado da
biotransformagéo daAflatoxinaB, (AFB,), presenteno leite de
mamiferos que ingerem racgdo contaminada com esta
micotoxinal’.

Estudos sobre atoxicidade em animais de experimentacéo
indicam queaAFM, €um carcindgeno hepético, com 2 - 10% da
poténcia da AFB >%*%, Os organismos mais jovens sdo mais

susceptiveisaestatoxina, eoleite e seus derivados sdo produtos
muito consumidos pelapopul agéo infantil. Sabe-se que amaior
preocupagdo com a carcinogenicidade é a exposi¢éo cronica,
pois é através da alta frequéncia de ingestdo de alimentos
contaminados com baixosteores de aflatoxinaonde apopul acéo
expostaémaior.

Oslimites estabel ecidos paraAFM, em alimentos so da
ordem deng/L ou ng/g, niveis muito bai xos que exigem métodos
sensiveis e especificos'.
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A disponibilidade de colunas deimunoafinidade permitiu
melhorar a sensibilidade de métodos analiticos, resultando em
um extrato limpido, seminterferentes*11%,

Estetrabalho teve como objetivo avaliar e otimizar duas
técnicas paradeterminar AFM, em amostras deleite, ambas por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD), uma utilizando
Coluna de Imunoafinidade (Cl)* e outra o0 método daAOAC
(Association of Official Analytical Chemists)?, com pequenas
modificagdes. Adicionalmente, algumas amostras foram
submetidas aandlise por CI/CLAE (Cromatografia Liquidade
Alta Eficiéncia), para verificar a eficiéncia da técnica. Para
otimizagdo dos métodos descritos neste trabalho, foram
avaliados e otimizados os pardmetros: Recuperacao,
Repetitibilidade, Limite de Deteccdo (LD) e Limite de
Quantificagdo (LQ).

Oscritérios adotados como referénciaparaaavalicéo da
recuperacao e preciséo foram os estabelecidos pelo CE
(European Commitee)® onde séo considerados aceitaveis os
seguintes valores: paraa AFM, com concentraggo entre 0,01-
0,5ug/L, valoresde porcentagem de recuperacdo entre 60-120%.
Nas concentracBes maiores que 0,05ug/L, foram aceitosval ores
de porcentagem de recuperacéo entre 70-120%.

MATERIAL E METODO

Preparo dasolucdo padrao

O padréo deAflatoxinaM, (SigmaChemica Co; S. Louis,
MO, EUA) foi preparado segundo o descrito por Scott?®,
procedimento 970.44, 971.22,973.37.

Contaminagdo artificial das amostras de leite

Para o método CI/CCD, foram adicionadas quantidades
de padrdes em amostras de leite cru na qual ndo foi detectada
AFM, que corresponderam aconcentragbesfinaisde0,01; 0,02,
0,03; 0,3 € 0,5 ug/L. Para o método AOAC/CCD, foram
adicionadas quantidades de padrdes que corresponderam a0,2;
0,3; 0,5ug/L. Paracadanivel de concentraggo, foram realizadas
no minimo 5 repeticoes.

Determinagéo de Aflatoxina M,
Meétodo utilizando coluna de imunoafinidade

Extracdo

O meétodo utilizado para AFM, foi baseado no
procedimento descrito por IDF/IUPAC/IAEA™ e Dragacci et
al.®. Umaaliquotade 100 mL deleitefoi centrifugadaa2000 x g
por 15 minutos. Retirou-se acamadade gordurae o volumetotal
foi passado pelacolunadeimunoafinidade com fluxo de 2-3 mL
por minuto. Ap6s a passagem de todo o volume, a coluna foi
lavada com 40 mL de agua para retirada dos interferentes da
coluna, seca para eliminagdo da agua residual e eluida
inicialmente com 2,5 mL de umasol ugéo de acetonitrila/metanol
(3:2, v/v) eem seguidacom 2,5 mL de metanol, evaporando-se
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até residuo em corrente de N,

Cromatografiaem Camada Delgada

Oresiduofoi redissolvido em 150 uL deumasolucdo de
tolueno/acetonitrila(9:1, v/v). Umaaiquotade 50 uL do extrato
da amostra foi aplicada em cromatofolha (silica gel 60),
paralelamente com padroes em diferentes niveis de
concentraggo. Desenvolveu-se o cromatogramaaté 10 cm apartir
do ponto de aplicagéo, ao abrigo daluz. A fase mével utilizada
foi uma solucdo de cloroférmio, acetona e dcool isopropilico
(87:10:3, v/v). A quantificago foi feita através de comparacéo
visual da amostra com padrfes de concentragdes conhecidas e
aconfirmagao por pulverizagdo com &cido sulfirico ederivagéo
com TFA (Acido Trifluoroacético) segundo o descrito por
Scott®®, procedimento 980.21E.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Oresiduo foi redissolvido em 500 uL dafase mével que
consistiu numa solucdo aquosa de acido acético
2%:acetonitrila:metanol (40:35:25, v/v). Umaaliquotade 20 uL
daamostrafoi injetadano cromatégrafo liquido deataeficiéncia
para a separacdo da toxina e a quantificacdo foi efetuada
utilizando detector de fluorescéncia®.

A fasemovel foi previamentefiltradaem sissemaMillipore
avacuo (membranade 0,45 um) e degaseificada. As condicOes
cromatograficas utilizadasforam:

Excitacdo/emissao (A): 360/430 nm
Tempo de corrida: 6 minutos.
Huxo: 1mL/min.

A confirmagéo daAFM nasamostrasdeleitefoi realizada
através de derivagdo com TFA, segundo procedimento descrito
por Scott!®, procedimento 986.16E.

Neste trabalho, foi construida uma curva de calibragéo
onde o volume de cada injec&o de 20 uL correspondeu a 0,01;
0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1; 0,2 ng. Foram realizados testes de
recuperacdo com adicéo de padréo deAFM, noleitenaqual ndo
foi detectadaAFM ,, nas concentragdes de 0,01; 0,02; 0,05 ug/L,
por ocasido da analise das amostras.

Método da AOAC/CCD (1975)

O método utilizado paraAFM, foi baseado no método
daAOAC?2 Emumaaliquotade 75 mL deleite foi adicionado
300 mL de metanol e agitou-se por 3 minutos. Adicionou-se
25g de celite e agitou-se por 30 minutos em agitador mecanico.
Filtrou-se sob vacuo, lavando com 75 mL de metanol. Todo o
volume recolhido foi transferido para um funil de separacéo,
adicionando 225 mL de solugdo aquosa de cloreto de sédio
4%. A gordura e interferentes foram retirados empregando-se
3 por¢Besde 100mL hexano. A fase metandlicafoi extraidacom
3 porgesde 100 mL decloraférmio. O extrato cloroférmicofoi
lavado com 300 mL de solucao de cloreto de sodio 4%, recolheu-
senovamente afase cloroformicae, em seguidafoi filtrado em
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papel de filtro contendo sulfato de sodio anidro. Evaporou-se
o cloroférmio até residuo e estefoi redissolvido em 200 uL de
uma solucéo de tolueno/acetonitrila (9:1, v/v). Uma aliquota
de 10 ul foi aplicada em cromatofolha para separacéo das
amostras, paral elamente com padrdes em diferentes niveis de
concentracdo. A quantificacdo foi feitapor comparagéo visual
da amostra com padrBes de concentragdes conhecidas e a
confirmagao por pulverizagdo com écido sulfurico e derivagéo
com TFA, segundo o método descrito por Scott?®,
procedimento 980.21E.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliagéo da recuperacéo

A recuperacdo e a repetitividade foram realizadas em
amodtras artificialmente contaminadascomAFM , en diferentes
niveis para cada método empregado, com no minimo cinco
repeticoes paracadanivel de concentracdo. A Tabelal apresenta
os niveis de concentracéo e os resultados da avaliagdo da
recuperagéo (exatidéo) daAFM, parao método CI/CCD eAOAC/
CCD. A Tabela2 apresentaaavaiacéo darepetitividade (precisfo)
eaTabela3 aavaliacdo doslimites de deteccdo e quantificacdo
daAFM ..

Pelo método CI/CCD, os dados obtidosindicaram que a
recuperacdo médiavariou de 85,83% a 73,86% paraosniveisde
0,01 e 0,5 ug/L, respectivamente. O DPR foi maior no menor
nivel de concentragdo (7,73%) e menor no maior nivel de
concentracdo (2,08%). Estes resultados indicaram que, quanto
mais proximo do limite de deteccdo, a diferenca entre as
determinagBes sdo maiores (Tabelas 1 e 2).

O LD e LQ foram estabelecidos baseando-se no CES.
Inicialmente, foi estabelecido o limite de detecgdo do método
em 0,01 ug/L. Entretanto, por se tratar de uma quantificagdo
visual, fatores como acuidade visual e experiéncia do analista
podem interferir no resultado daandlise. Assim, foi utilizado LQ
de0,02 ug/L, que coincide com o método original descrito pelo
IDFIUPAC/IAEA™. ComoLQde0,02 ug/L, arecuperacdo média
foi de85,16% e o DPR foi de 6,93%, valoresdentro do limitede
aceitabilidadedo CE®.

Para CCD visual, este valor de 0,02 ug/L pode ser
considerado baixo, quando comparado com dadosdaliteratura.
Entretando, Tuinstra e Brongeest??, utilizando CCD
bidimensiona modificado, obtiveram LD de, em média0,02 ug/
L, atingindo até 0,004 ug/L, dependendo daquantidade detoxina
aplicadanaplaca. Naotimizagdo do método CI/CCD conduzido
nestetrabalho, foi realizada umamodificacdo naquantidade da
amostra aplicada na placa de CCD, aumentando o volume do
mesmo. Observou-se também que neste método, quando
comparado com outros que utilizam CI*2, passa-se um volume
maior de leite pela coluna. A maioria dos métodos preconiza
volumes, emmédia, de50mL.

Segundo Shepherd et al.*’, o L D depende principalmente
do volume deleite passado pelacolunadeimunoafinidade. Um

volume maior do que 1000 mL de leite pode ser utilizado,
resultando em LD extremamente baixo, podendo atingir niveis
abaixo de 50 pg/L (50 ppq) por CLAE™. Segundo estes autores,
autilizac8o de coluna de imunoafinidade resulta em excelentes
resultados de recuperagdo, sensibilidade e fécil
operacionalidade. Suaefetividadefoi demonstradaem analises
com material dereferénciacertificado BCR (Community Bureau
of Reference) contaminados natural mente comAFM .

Pelo método daA OAC/CCD, arecuperacdo médiavariou

Tabela 1. Avaliacéo darecuperagéo (exatidéo) daAFM,

Método Concentracdo Média Recuperacdo Aceitabilidade

(ugl)  (ugl) media(%)

Cl/CCD 001 0,0086 8533 satisfatorio*
002 0,0170 85,16 satisfatério
003 0,0257 8580 satisfatério
005 00404 8083 satisfatério
030 0,2800 80,00 satisfatério
050 0,3693 7386 satisfatério

AOAC/ICCD 020 01350 6740 satisfatorio*
030 0,2690 79,70 satisfatério
050 04260 85,16 satisfatério

* Néo aplicado

CI - Colunade Imunoafinidade
CCD - Cromatografiaem CamadaDelgada

Tabela 2. Avaliagéo da Repetitividade (precisdo) daAFM

Método Concentracdo DPR** (%) Acetabilidade

(ug/L)

Cl/CCD 0,01 7,73 satisfatorio*
0,02 6,93 satisfatorio

0,03 6,00 satisfatorio

0,05 6,03 satisfatorio

0,30 444 satisfatorio

050 208 satisfatorio

AOAC/CCD 0,20 6,15 satisfatorio*
0,30 730 satisfatorio

050 8 satisfatorio

* Néo aplicado

** DPR —Desvio Padréo Relativo

Tabela 3. Avaliac&o dos Limites de deteccéo e quantificacdo da
AFM,

Parémetro Método ug/L Aceltabilidade
LD Cl/CCD 001 satisfatorio*
AOAC/CCD 020 satisfatério
LQ Cl/CCD 0,02 satisfatério
AOAC/CCD 030 satisfatorio
* N&o aplicado
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de 67,40% a 85,16% para os niveis de 0,2 a 0,5 ug/L,
respectivamente. O limite de deteccdo estabelecidofoi de0,2 ug/L,
com recuperacgdo de 67,40% e DPR de 6,15%. O limite de
quantificacdo foi estabelecido em 0,3 wg/L, com recuperacdo
79,70% e DPR de 7,30%. Apesar de atender ao CE, foi utilizado
0,2 ug/L como LD, pois a placa apresentou interferentes
dificultando avisualizacdo. Stubblefield et al .8, estabel eceram
um LD de 0,1 ug/L, valor este ndo obtido neste estudo,
possivelmente devido ao menor volume de amostraaplicadana
placa de CCD, que resultou numa melhor separacéo dos
componentes da amostra, tendo em contrapartida, a perda de
sensibilidade (Tabelas 1, 2e3)

A Figura 1 mostra os dados e a curva de calibrago de
AFM, obtidos por CLAE. O coeficiente de correlagéo foi de
0,99987, valor satisfatorio para andlise de micotoxinas. Testes

de recuperacdo apresentaram resultados de 86,1%, 83,7% e
84,5% nas concentracdes de 0,01; 0,02 e 0,05 ug/L,
respectivamente, por ocasido da andlise das amostras. Este
método é utilizado como rotinano I nstituto Adolfo Lutz, tendo
como LQ=0,01ug/L, pré-determinado por Navas'.

Um cromatograma de padréo de AFM . de 0,06ng/20uL
esta apresentado na Figura 2. A Figura 3 apresenta um
cromatograma de amostra de leite naturalmente contaminado
comAFM, a0,03ug/L.

Algumas amostras analisadas por CI/CCD foram
submetidas aandlise por CLAE, com o objetivo de comparar a
duas técnicas e avaliar a eficiénciada CCD para determinagéo
deAFM, em baixas concentragdes, conforme mostraa Tabela4.

O tratamento estatistico utilizado paracomparar asduas
técnicas (CCD e CLAE) foi o teste “t” de Student, pareado,

Area (109v.5)

0,0 T T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
Concentragao (ngf20uL)

Figura 1. Curva de calibrago de AFM .
1

AFM, 297

15 20 25

Medida de fluorescéncia (10“uV)
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00

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
Tempo {(min)

Figura 3. Cromatograma de amostra de leite naturalmente contaminado
com 0,03 pug/L de AFM .
1
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Figura 2. Cromatograma de padrao de AFM de 0,06ng/20uL.
1

Tabela 4. Resultados de andlises de leite por CI/CCD e Cl/
CLAE*.

Amostra CCD (ugL) CLAE(ug/L)
1 0012 0014
2 0035 0034
3 0014 0,013
4 0,030 0,031
5 0,146 0,136
6 0,051 0,056
7 0234 0231
8 0,263 0278
9 0077 0,073
10 0,085 0,092
* p=0,6059
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utilizando software Bioestat 3.0, obtendo-se um val or de p=0,6059
(o ="0:5345; 1, ., =2,2622; 0=0,05) considerado como n&o
significativo, ou seja, ndo houve diferenca significativa entre
0s dois métodos.

O método empregado para determinagéo daAFM, por
coluna de imunoafinidade mostrou-se especifico, conforme
descrito por vérios autores*®162°, O extrato da amostra
apresentou-se limpido e quando aplicado em cromatografia
em camada delgada, foi visualizada somente uma mancha
correspondente a AFM_, sem nenhum outro interferente
(Figurab).

Pelo método daA OA C?, o extrato apresentou-se sujo na
maioria das vezes e, quando aplicado em camada delgada,
observou-se manchas com caudas e interferentes, destacando
uma substéncia fluorescente verde azulada préxima ao Rf da
AFM, (Figura 4). Algumas vezes foi necessario utilizar uma
segundafase mével (éter etilico:metanol:agua, 95:4:1, v/v) para
melhorar aseparacéo e, em algunscasos, recorrer acromatografia
bidimensional. Sylos et al.’°, em um estudo comparativo para
determinacdo de aflatoxina M, apresentaram resultados
semel hantes.

Apesar do avanco tecnolégico e o advento de
equi pamentos sofisticados, este trabalho mostrou quea CCD é
uma importante ferramenta que pode ser utilizada pelos
laboratorios em analisesrotineiras e de ocorrénciade AFM . O
método CI/CCD mostrou-se especifico, sensivel e preciso,
mesmo em baixas concentragBes. A presentou boas recuperagdes
efécil operacionalidade, ndo necessitando de equipamentos de
alto custo, atendendo as legislages de diferentes paises e, em

Figura 4. Placa CCD de amostras de leite e padrdes de AFM , pelo

método AOAC/CCD !

Legenda: A , Az: Amostras de leite;P , Pz, P3 e P : Padrfes de AFM
1 1 4 1

alguns casos, identificando resultados fal so positivo de métodos
instrumentais. A AOAC/IUPAC incentiva a validacéo de
meétodos anal iticos para micotoxinas por CCD, principa mente
nos paises em desenvolvimento.
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