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RESUMO: Produtos derivados de leite, como o queijo, podem estar contaminados com aflatoxina M,
(AFM,) quando o gado leiteiro consome ragéo contendo aflatoxina B, (AFB,). Amostras de queijo tipo
prato e tipo parmesdo ralado foram coletadas na cidade de Belo Horizonte pela Vigilancia Sanitéria de
Minas Gerais— Brasil. Foi obtido um extrato purificado através de extragdo com diclorometano, seguido
de lavagem com n-hexano e purificagéo em colunade imunoafinidade. A quantificaggo da AFM, foi feita
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) usando detetor de fluorescéncia. AFM, foi detectada
em todas as marcas de queijo tipo prato analisadas, em uma faixa de concentracdo de 0,02 a 0,54 ng/g e
média de 0,15 ng/g. Em queijo ralado, tipo parmesdo, AFM, foi detectada em 13 das 14 marcas de
amostras analisadas (93%), em faixa de concentragéo de 0,04 a 0,30 ng/g e média de 0,14 ng/g.
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INTRODUCAO

Aflatoxinas sdo produtos do metabolismo secundério
de Aspergillusflavus, A. parasiticus e A. nomius, que contami-
nam as culturas no campo e durante 0 armazenamento etambém
os produtos alimenticios destinados ao consumo humano, apre-
sentando atividade carcinogéni ca, teratogénicae mutagéni ca?>%,

Mamiferos que ingerem produtos contaminados com
aflatoxinaB, (AFB,) excretam peguenas quantidades de flatoxina
M, (AFM,) noleite. Dessaforma, apopulagio podeestar indireta-
mente exposta a aflatoxina pelaingestdo de leite, queijo, carne e
0vos, de pessoas €/ou animais que consumiram produtos conta
minadog?461011.1517.18202324.2631 - Alguns relatos da literatura des-
crevem, inclusive, niveis elevados de AFM, em |eite materno de
populagBes que ingeriram alimentos contaminados®223,
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Recentemente AFM, foi classificadanaclasse 2 B: pro-
vavel carcinégeno humano, tendo a Organizacdo Mundial de
Satide recomendado areduc&o dos niveis de AFM, ao minimo,
de modo a minimizar o risco potencial, desde que ndo hé sufi-
ciente informagéo para estabelecer um nivel de exposicao ra-
ZOé\/EI 16,25,32_

Em relag8o ao queijo, a presenca de aflatoxina pode ser
fundamental mente devido atrés causas: (1) presencade AFM,
no leite com o qual queijos sdo elaborados, como conseqiién-
ciade alimentos contaminados com AFB, eingeridos pelo gado
leiteiro; (2) sintese de aflatoxinas por fungos que crescem em
queijos e (3) o uso deleite de p6 com AFM, utilizado naelabo-
racdo de queijo?.

Quimicamente, a presencade AFM, no queijo pode ser
devido por um lado, ao fato da toxina se ligar a caseinal318, e
por outro lado, que parte do soro do leite permanece preso ao
coalho. Lopez et al.’¢ verificaram em uma pequena producéo
de queijo, a partir de leite artificiamente contaminado com
AFM,, que 60% da AFM, se encontrava no soro e 40% no
queijo.

Alguns paises tém estabelecido niveis de tolerancia
maximaparaAFM, em queijo: 0,20-0,25 ng/g®. No Brasil, ain-
da néo foi estabelecida nenhuma regulamentacéo para AFM,
em queijo.

Umavez que a pasteurizagdo do | eite ou processamento
do queijo n&o destr6i completamente a AFM,, € prudente que
severifiqueaincidénciade AFM | nessealimento!*2131€, Deve-
seressaltar que estes produtos sdo consumidos largamente por
criancas, que sdo consideradas mais susceptiveis aos efeitos
adversos das micotoxinas’.

Visto que no Brasil ndo existem relatos da incidéncia
de aflatoxina M, em queijo tipo prato etipo parmeséo ralado, o
objetivo deste trabalho foi verificar os niveis de AFM, nesses
produtos consumidos em Belo Horizonte/MG.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram analisados amostras de 9 marcas de queijo tipo
prato e 14 de queijo tipo parmesdo ralado, coletadas no perio-
do de agosto/2000 a fevereiro/2001 pelo Servigo de Vigilancia
SanitariaddM G, representando cerca da totalidade das marcas
oferecidas no comércio de Belo Horizonte/MG. A quantidade
coletada variou de 1 a 2 kg, sendo que as amostras foram
homogeneizadas em liquidificador por 2 minutos e acondicio-
nadas em freezer a—20 °C até 0 momento da andlise.

Extragéo e quantificacdo de AFM

O método utilizado paraa extragéo da AFM, em queijo
foi o descrito por Dragacci et al.”, onde em 10 g de amostrafoi
efetuada uma extragdo com diclorometano seguido de uma
particdo com n-hexano. A purificagdo do extrato foi executada
em coluna de imunoafinidade (Vicam Inc. USA) como reco-
mendado por Tuinstra et al.?°, sendo o extrato final dissolvido
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em 1000 uL dafase moéve deinjegéo &gua acetonitrila(30:70),
agitado no ultra-som por 30 segundos e filtrado através de fil -
tro de 0,45 um.

A separagéo e a quantificagio da AFM, foi conduzida
em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) Shimadzu com detetor de fluorescéncia (excitagao:
366 nm e emissdo: 428 nm) e com coluna Shim — pack CLC —
ODS C,,, 5um, 4,6 x 250 mm, precedida de pré-coluna Shim
— pack G — ODS, 5um, 4 x 10 mm. A coluna foi eluida
isocraticamente com aguaci sopropanol :acetonitrila (80:12:8)
aum fluxo de 1 mL/min. O volume de injecdo foi de 100 uL.
Nessas condicfes o tempo de retencdo foi aproximadamente
10,3 minutos. Todos os solventes utilizados foram os recomen-
dados para cromatografia liquida e a agua purificada pelo sis-
tema de ultrafiltracdo (MILLI — Q). Durante toda a andlise foi
borbulhado gés hélio na fase mével. Para quantificagéo da
AFM, foi utilizada uma curva de calibrag&o como descrito por
Prado et al.. A partir do calculo da area do pico da AFM, do
extrato da amostra e das solucgdes padrdes foi calculado o teor
de AFM, na amostra. Todas as andlises foram efetuadas em
triplicata.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A Figura 1 ilustra a alta seletividade da limpeza atra-
vés da utilizagdo de coluna de imunoafinidade, onde ndo se
observainterferentes proximos ao tempo deretengdo daAFM .

Os valores de recuperacdo apds contaminagdo com 0,1
e 0,3 ng/g de AFM, foram 80,0% e 78,9%, respectivamente.
Dragacci et al.” encontraram em amostras contaminadas com
0,2 e 0,8 ng/g, recuperacdes nafaixade 72,0a87,6% e 71,4 a
81,0%, respectivamente. Os coeficientes de variagdo encon-
trados foram 25,0% e 8,3%, para amostras fortificadas com
0,1 e 0,3 ng/g de AFM,, respectivamente. A linearidade da
curva padréo de calibragéo (0,03 a 0,6 ng/g de AFM,) foi su-
perior a 0,99 nas condic¢des experimentais desenvolvidas.

Nas Tabelas 1 e 2 estdo apresentados os resultados de
AFM, obtidos em queijo tipo prato e tipo parmeséo ralado.
Observa-se que em todas as amostras de queijo tipo prato foi
detectada AFM, em uma faixa de 0,02 a 0,54 ng/g e mediade
0,15 ng/g. Duas das amostras (22%) apresentaram valores de
AFM, superiores a 0,2 ng/g, que € o nivel maximo tolerado
em queijo na Holanda®*. Em queijo tipo parmesdo ralado os
niveis de AFM, variaram de 0,04 a 0,30 ng/g e média entre os
valores positivos de 0,14 ng/g. Em 4 amostras (29%) os niveis
de AFM, foram superiores a 0,2 ng/g. Os valores de coeficien-
tes de variag8o em todas as repeti¢cdes foram inferiores a 30%,
gue é o recomendado para analise de micotoxinas™.

No Brasil, poucostrabalhosrelatam apresencade AFM
em queijo. Sylos et al.%, néo detectaram AFM, em 36 amos-
tras (12 marcas) nos tipos Minas, Mussarela e Cheddar. En-
tretanto, a metodologia utilizada foi a cromatografia em ca-
mada delgada com quantificagéo visual baseada na intensida-
de de fluorescéncia, técnica de menor sensibilidade,
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Figura 1. Cromatograma obtido por CLAE em queijo prato
naturalmente contaminado (0,18 ng/g).
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especificidade e precisdo quando comparado a CLAE?. Prado
et al? verificaram a ocorréncia de AFM, em 75 amostras de
queijo Minas (frescal, canastra e padréo) e em 56 (74,7%), a
AFM, foi detectada em uma faixa de 0,02 a 6,92 ng/g, utili-
zando coluna de imunoafinidade como etapa de purificacdo e
CLAE como técnica de separacdo e quantificacdo. Na Itdlia,
um total de 223 amostras de queijo fabricadas no periodo de
1991-1994 foram analisadas para AFM,. A maior parte das
amostras (91%) estava na faixa de 5-100 ng/kg e somente 1
(0,5%) apresentou AFM, com valor superior a 250 ng/kge.
Barbieri et al.® verificaram a ocorréncia de AFM, em queijo
parmesdo em Modena, Itdlia, em 1991, e em somente 18 amos-
trasfoi detectado AFM, em baixas concentragdes. faixade 0,035
a 0,19 ng/g. Resultados idénticos foram obtidos por Dragacci
e Fremy® em um monitoramento na Franga, no periodo de 1990
a 1995, em varios tipos de queijo. Somente 3 amostras apre-

Tabela 1. Ocorréncia de AFM, em queijo tipo prato.

Marca Niveis de AFM, (ng/g)*  Coeficiente de Variagéo (%)
A 0,04 19,0
B 0,26 1,3
C 0,07 20,0
D 0,54 0
E 0,18 4,0
F 0,08 25,0
G 0,09 8,0
H 0,02 0
| 0,04 13,0

Média 0,15

* Média de Triplicata
Limitede Deteccéo: 0,01 ng/g
Limite de Quantificag&o: 0,02 ng/g

Tabela 2. Ocorrénciade AFM, em queijo ralado tipo parmesso.

Marca Niveis de AFM, (ng/g)*  Coeficiente de Variagdo (%)
1 0,25 7.0
2 0,26 6,0
3 0,08 9,0
4 0,28 10,0
5 0,05 16,0
6 0,30 10,0
7 0,05 14,0
8 0,04 30,0
9 0,11 13,0
10 0,08 8,0
11 0,15 10,0
12 ND -
13 0,12 5,0
14 0,10 7,0

Média 0,14

* Média de triplicata

ND —N&p Detectado

Limitede Detecgéo: 0,01 ng/g
Limite de Quantificacdo: 0,02 ng/g

sentaram AFM, comvalor superior a0,2 ng/g. Damesmaforma,
Pivaet al.»® avaliaram em 1984, queijosdaFranca, Alemanhae
Dinamarca e detectaram AFM, em 19,5%, 26,5% e 53,5% das
amostras analisadas, respectivamente, mas somente em 2 amos-
tras da Franga o valor de AFM, excedia 0,25 ng/g. Entretanto,
Barrioset al.*no sul daEspanha, em 1995, verificaram apresen-
cade AFM, em 16 das 35 amostras (45,7%) em concentragoes
entre 20 €200 ng/g.

Apesar da incidéncia de AFM, em queijo tipo prato e
ralado tipo parmesdo ter sido elevada: presenca em 22 das 23
amostras analisadas, os niveis médios registrados, 0,15 ng/g e
0,14 ng/g, respectivamente, estdo dentro dos niveis de tole-
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ranciamaximaparaAFM, em queijo, exigidaem outros paises:
0,20-0,25 ng/cf.

CONCLUSAO

Os resultados indicam que atualmente, em amostras de

queijo tipo prato e ralado tipo parmesao coletadas no comércio
de Belo Horizonte/M G, a contaminagéo com AFM, néo pode

10.

ser considerada um sério problema de salide publica. Entretan-
to, maisamostras devem ser analisadas em um periodo maior de
tempo para verificar atendéncia observada neste trabal ho.
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ABSTRACT. Aflatoxin M, was determined in Soft and Parmesan cheese by immunoaffinity column
and liquid chromatography. Milk products such as cheese may be contaminated by aflatoxin M, (AFM,)
when dairy cattle have consumed feeds contaminated with aflatoxin B, (AFB,). Samples of Soft and
Parmesan cheese were collected in Belo Horizonte city, by the Inspection Service of Minas Gerais —
Brazil. A purified extract was obtained by extraction with dichloromethane followed by awashing with
n-hexane and immunoaffinity column clean-up. The quantification of AFM, was done by high
performance liquid chromatography (HPLC) using a fluorescence detector. AFM, was detected in all
soft cheese brands analysed, in concentrations ranging between 0.02 and 0.54 ng/g and mean level of
0.15 ng/g. In grated cheese, Parmesan variety, AFM, was detected in 13 of 14 brands analysed (93%),
in the range 0.04-0.30 ng/g with mean level of 0.14 ng/g.

KEY WORDS. Cheeseg; aflatoxin M,; immunoaffinity column; HPLC.
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