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RESUMO: Virias tentativas foramn realizadas para escolher o solvente extratanie mals eficiente ¢
a melhor técaica para remover os interferentes de amostras de leite para a deferminagao de aflatoxina
M, em camada delgada. Na extraciio foram utilizados acetona, metanol e clorofdrmio individualmen-
te. misturados entre $i o4 com dgua Precipitaglo com sais de metais pesados, partie3o entre solvertes
imisciveis e colunas cromatogrificas foram avaliados para promover a limpeza do exirate. A utilizagio
de metals pesados ndo foi eficiente para eliminar os interferentes. £ uso conjunto de clorofonmio ¢
uma coluna cromatografica demonstrou ser a maneira mais eficiente de extrair a aflatoxina M, e remo-
ver substincias interferentes. Colunas cromatogrdficas de sflica e sftica-C, apresentaram melhores
resultados que a coluna de celulose, A cromatografia Hauida de alta eficiénela com extracio em fase
sdlida. lmpeza em coluna de silica gel e derivagio da afiatoxina M por dcido hifluoroacético ¢ detecglio
por fluorescéncia apresentoy sensibilidade e especificidade bem maiores que 0 méfodo por cromatografia
em camada delgada com guantificagfio visual baseada na intensidade de fluorescéncia.

DESCRITORES: Aflatoxina M, lsite. Cromatografia em camada delgada, Cromatografia Hguida
de alta eficidéneia, Andlize

INTRODUCAO cla, poessuindo, inclusive, propriedades carcinogé-

nicas, mutagénicas e teratogénicas. As aflatoxinas B,

B,. G, e G, sdo as mais estudadas, j& existindo

metodologia definida para uma série de produtos agri-

As investigacfes sobre a ocorréneia de micotoxinas  colas. Numercsos levanfamentos sobre sua ocorrérl-

em alimentos e raghes ¢ de suma importincia paraque  cia em alimentos e ragdes também jd foram realiza-

esforgos possam ser concentrados na prevenclio, no  dosihh

controle on na destoxificagiio dos produtos suscepti-

veis a determinadas micotoxinas. Neste sentido e com Quande o gado leiteiro é alimentado com raglo

vistas a garantir a confiabilidade dos resultados rela-  contaminada com aflatoxina B, parte desta pode ser

{ivos & incidéncia de micotoxings em alimentos, es-  convertida em um derivado 4-monocidroxilado, a

tudos visando escolher e aprimorar a metodologiapara aflatoxina M, (AFM,), a qual € excretada no leite®'”.
sua detecclio e quantificacio sfio, sem ddvida, neces-

sdrios e urgentes. Alicroft & Carnaghan', Purchase’® ¢ Bullerman®

verificaram que a toxidez da AFM' em patinhos ¢ ra-

Dentre as micotoxinas existentes, as aflatoxinas s&c  tos aproximava-se da de aflatoxina B'. O seu efeito

as gue podem causar matores danos a0s seres huma-  carcinogénico ainda é controvertido, Sinnhuber et

nos ¢ animais, pela sua alta toxidez e ampla ocorrén-  alii™ observaram o crescimento de tumores similares
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aqueles produzidos peia aflatoxina B, em trutas ali-
mentadas com aflatoxina M, Por outro lado, Barges®
néo observou & formagao de tumores no figado de ratos
que foram alimentados com AFM,. Em experimentos
corn ratos machos, a AFME mostrot menor potencial
carcinogénico gue AFB,

Estudos realizados para determinar a refagéo
entre a ingestdo de aflaioxipnas e a excregio de
AFM, no leite demonstraram uma conversio
média de 1,592 131413,

O conhecimento da incidéncia e dos niveis de afla-
toxina M, em leite e seus derivados, produtos consu-
midos pela populagfo infantil, € imprescindivel, uma
vez gue estndos de toxicidade com animals t8m mos-
trado que a sensibilidade s aflatoxinas é maior em
jovens. No Brasi}, existe ainda vma lacuna de infor-
maghes sobre esta foxina, tanto em relacdo a
metodologia quante & sua incidéncia.

O presente trabatho tem por objetivo avallar as
metodologias, por cromatografia em camada delga-
da (CCD) e cromatografia liguida de aita eficiéneia
(CLAE), para aflatoxina M em leite.

MATERIAL E METODOS
Preparo de Amostras Artificialmente Contaminadas

Para a avaliagio dos métodos de deferminacio da
AFM,, foram utilizadas amostras de leite pasteuriza-
do, artificialmente contaminado com 200 a 400 ng/L.
de APM e amostras de leite em pd, acrescidas com 300
a 500 ng/l. de AFM,. Estas amostras foram preparadas
conforme descrito a seguir:

a) leite em pd: as quantidades necessarias de pa-
drfo, dissolvidas na mistura benzenoacetonitrila
(9:13, foram gotejadas sobre Sg da amostra de for-
ma a evitar gue a scluglio atingisse as paredes e
deixando-se gne o solvente se evaporasse de um
dia para o outro.

b} leite pasteurizado: nesse caso, a guantidade ne-
cessdria de padro, dissolvido em acetonitrila, foi
adicionada a 50 mi de amostra, seguida de homo-
geneizagdo por agitagfo,

A pureza do padrio de AFM, (Sigma, EUA), foi
verificada através de CCD (Cromatografia em cama-
da delgada) e espectrometria de absorcio®

Avaliagdo da Etapa de Extracido
Foram avaliados vérios métodos existentes na lite-
ratura, assim como tentativas de novos procedimen-

tos. Na Tabela 1 estio relacionadas todas as tentativas
que foram feitas com relagiio 3 escolba do solvente
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extrator e sobre a methor maneira de se remover 0s in-
terferentes. Cada teste foi realizado em triphicata.

No caso do leite pasteurizado usou-se 530 mi de
amostra ¢ para leite em pé, 5g de amostra dilaida em
50 mi de dgua destilada.

O procedimento para extragio com metanol puro
foi o proposto por Sabino et alit'®, Na tentativa de eli-
minar-se o problema de emulsde, também foi utiliza-
do metanol-KC1 4%%, seguindo o mesmo procedi-
mento para metanol pure. A exiragfio com a mistura
metanol-acetona {5:2) foi realizada de acordo com
Dominguez ¢t alli’.

O esguema 974.17 da AQACH (Figura 1) descreve
a extragfo de 100 ml de amostra de leite pasteuriza-
do {ou 10g de leite em pd dissolvido em 100mi de
dgua) com acetong pura. Tentativas de se usar 50 ml
de amostra, em vez dos 100 mi originais foram fei-
tas, assim como & extragio com a mistura acetona-
dgua'” e acetona salina.

No caso do uso de cloroférmio puro como solvente
exirator, os métodos utilizados foram o procedimen-
to 980.1 dz AQACH (Figura 2} ¢ o proposto por Ser-
ratheire & Quinta®™.

Avaliacdo da Etapa de Limpeza

Com relagdo so uso de agenies clarificantes para
remocio de substincias indesejiveis, foram testados
os seguintes sais: (1) suifato de cobre 10%%; (2) sul-
fato de amdnia 30%%; (3) sulfato de zincoe 15%%; (4)
acetate de zineo 20% (5) acetate de chumbo 20%
(AQAC, esquema 974.173% (6) cloreto férrico (2g/
30ml de dgua + 170 ml de 0,2N NaOH)/1g de carbo-
nato de cobre hisico®; (7) acetate de zinco 15%/
cloreto de sédio 15% (1:1)°,

Para remogdo dos lipideos, foi efetuado desen-
gorduramento com hexano ou éter de petrdleo antes
da ctapa de particiio com clorofdrmio.

Foram avaliadas também as colunas cromatogra-
ficas de celulose (MERCK, Alemanha) (AQAC,
proc, 974,17 (Figora 17 e de silica gel (MERCK,
Alemanha) (AQAC, proc. 980.213% (Figura 2) para
limpeza.

Considerando gue alguns pesquisadores emprega-
TRl com sucesso o cartucho descartdvel de Sep-Pack
C,, para extragiio de AFM, e limpeza de amostras de
leite a serem utilizadas em CLAE, foi realizada uma
tentativa de proceder & limpeza da amostra em colu-
na empacotada de C,,. Nesse caso a AFM , apds ex-
trago com clorofdrmio, foi transferida para acetona
e 0 exirato colocado numa coluna de vidro (8x300
mm} contendo silica C, (0.5g) (50ium, SEPARATION
TECHNQLOGY, EUA) como fase estaciondria, ¢ a
AFM, eluida com acetona.
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100 ml de lfeite

adicionar 300 ml de acetona, 1G ml de 4gua
e 10g de celite

agitar por 3 min em liquidificador

filtrar

aliquota de 275 ml do filtrado

adicionar 25 ml de Ph (AcO), 20 % e 200 mi
de dgua :

deixar em repouso por 3 min

adictonar 10 ml de Na, SO, 20% ¢ 10 g de
celite

v agitar e filmar

aliquota de 300 ml do filtrado

colocar em fanil de separacio

adicionar de 100 ml de hexano

agitar por 1 min e descartar a fase de hexano

fase aquosa
adicionar 10C ml de CHCL,
agitar por ! min
drenar g fase cloroférmica
repetir com 50 ml de CHCI,
i combinar os extratos de CHCl,
extrato de CHCI,
lavar com 100 ml de NaCl 5%
passar por coluna de Na,50, anidro
evaporar em banho-maria até a secura
redissolver em cloroférmio

k3
coluna de celuiose
lavar a coluna com: 130 ml de hexano-
beazene {3:1) e 1530 ml de hexano-éter-
etilico (2:1}
chir AFPM| com 200 mi de hexaro-
cloroférmio (1:1)
secar 0 eluato em banho-maria sob fluxo de N,
dissolver em benzeno - acetonitrila (9:1)

A 4

CChD
fase estaciondria silica
{ase movel CHCI,-acetona-isopropanol
{85:10:3)

FIGURA 1

Esquema para determinacBo de AFMI1 pelo
procedimento 974.17 da AQACH,

Foi realizada fambém uma lentativa de se
reaproveilar a coluna de C,,, material importado e
caro. Nesse sentido apds a eluicfio da toxina, a colu-
na foi lavada com cloroférmio e a seguir com hexano
para renover as substincias interferentes na mesma,
retidas, sendo o C, recondicionade com acetona, an-
tes de se aplicar uma nova amosira,

50 mi de leite
adicionar 120 ml de cloroférmio ¢ 10 ml de
sclugfio saturada de NaCl
agitar vigorosamente por i min
recolher a fase CHCL

fase CHCP
adicionar [0g de Na,50,
agitar ocasionalmente por 3 min
filtrar & medir o volume

cohuna de silica
lavar a coluna com: 23 mi de tolueno 4cido
aeético (9:1), 25 mi de hexano e 25 ml de
hexano-éter-etilico-acetonitrila (5:3:2)
eluir AFM; com 40 mi de cloroférmio-
acetona {4:1)
evaporar ¢ solvente em banho-maria sob fluxo
de N,
dissolver em benzeno-acetonitrila {9:1)

CCD
fase estacionéria silica
fase mével cloroférmio-acetona-isopropanol
(87:10:3)

FIGURA 2

Esquema para determinagio de AFM,, de acordo
com o procedimento 980.21 da AOCACH.

Separagde e Quantificacdo
Cromatografia em camada delgada
A cromatografia em camada delgada (CCD) de

cromatofolhas de silica gel G60 (MERK, Alemanha)
foi inicialmente realizada, testando-se as seguinies
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fases méveis: (1) clorofdrmio-acetona-isopropansl
(87:10:3)7, {2) clorofdrmic-acetona ($: 137 (3) clo-
rofdrmic-acetona-metano (90:10:2)%, (4) éter etilico~
metanol-dgua (93:4: 13 (5) wohienc-acetato de ctila-
dcido formico (6:3:15°.

O extrato seco da amostra foi dissolvido em 100ul
de benzeno-acetonitrila (9:1), sendo uma alfquota aphi-
cada na camada juntamente com volumes conhecidos
de padrio de AFM, (0,5ug/mi). Apds o desenvolvi-
mento cromatografico. a guantificagdo foi feita por
comparacio visual da intensidade de fluorescéneia da
mancha da amostra com as dos padrdes, sob ilumina-
¢do alravioleta longa (365nm).

Também foi realizado CCD bi«dimensional, usan-
do-se inicialmente o solvente éter etilico-metanol-
dgua (95:4:1} ¢ posteriormente cloroférmic-acetona-
isopropanol (87:10:3).

A confirmacio da AFM, foi feita por reagio com
acido trifluoroacético (THFA) diretamente na camada,
de acordo com a ADACH.

20 ml de leite

adicionar 20 mi de dgua quente

passar pelo Sep-Pak de C

lavar com 10 mi de H O-CH,CN (95:5;

transterir AFM do cartucho para coluna de silica

gel com 7 ml de éter etflico

descartar a fase etérea

lavar a coluna com 2 mi de éter

¥y eluir a AFM; com 7 mi de CH,CL -etanol
{(95:5}

elizato
evaporar ai€ secura sob N,
adicionar 200 pl de hexano ¢ 200 ul de TFA,
agitar em vartex por 10 seg.
deixar a 40°C / 10 min
evaporar até secura sob N,
dissolver em CH CN-H O (25:75}

derivado

CLAE
colung C,, (ODS, 5 m, 250%x4 mm)
fase mdvel H,O-isopropanol-CHLOCN (80:12:8)
detector de fluorescénceia {excitagiio 365 nim /
emissdo 410 nm}

FIGURA 3

Esquema para extragio de AFM; com Sep-paK
de C,_, proc. 986.16 da AOACH

187
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Cromatografia liquida de alta eficiéacia

A AFM, foi extraida da amostra de leite em cartu-
¢ho Sep-Pak de C (WATERS), transferida com éter
para uma coluna de sflica, elulda com diclorometano-
etanol (95:5) e finalmente derivada om acido tri-
fluoroacético, de acordo com o método da AQACY
{proc. 986.16) (Figara 3}

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realt-
zada utilizando-se 0s equipamentos ¢ condigdes des-
critos a seguir: Cromatégrafo Hquido marca VARIAN,
modelo 8500. com sistema de bombeamento de
solvente adaptado com alga de amostra de I0ul;
detector por fluorescBncla VARIAN, modelo 2070,
excitagio a 365nmm ¢ com emissio a 410nm; e
integrador VARIAN modelo 4290; coluna LiChrospher
100 RP-18, Spm (100x4.6mm, Merck). precedida de
coluna de guarda: fase modvel; dgna-isopropanol-
acetonitrila (80:12:8) e vaziic de 0,5 mimin.

A guantificagio fol feita por padronizagBo externa.
Foi construfda wma curva padrfo com solugbes con-
tendo 4, 8, 16 ¢ 32 ng de AFM, por ml de acetonilriia,
que reagiram também dom TFA e injetadas nas mes-
mas condicdes das amosiras, A curva padrac apresen-
tou linearidade ¢ passon pela origem, englobando as
concentragdes de AFM, encontradas nas amosiras,

Os solventes empregados, marca LICHROSOLY,
foram previamente filtrados em sisterma Millipore de
filtracdo a vécuo, empregando-se membrana de 0,45
pi e a seguir desgaseificado por ultrassom. A dgua
utilizada foi purificada por sistema de ultrafiltracio
Milli @ Plus (WATERS) e também degaseificada. As
amostras ¢ os padres foram também filirados em
membrana {Millipore} de 0,451m.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os limites estipulados para aflztoxina M| em ali-
mentes sdo da ordem de ag/l ou ngfkg (ppt), afveis
exiremamente baixos que exigem dos métodos o
maximo de sensibilidade e especificidade. Embora a
amosiragem nio sgja problema devido 4 distribuicio
uniforme dessa toxina pos alimentos, as etapas de
extragiio ¢ de remogio dos interferentes requerem
muito cuidado. Tais problemas nfo sdo tdo criticos nas
metodologias de aflatoxinas B ¢ G cojos limites per-
mitidos estio na faixa de pp/kg {ppb). seado nesses
casos & amostragem o principal desafio,

Extracdo e Limpeza

As caracterfsticas dos extratos finais de aflatoxing
M, obtidos nas virias tentativas com Vvistas & csco-
tha do solvente extrator e da maneira de remover os
interferentes, estio apresentados na Tabela 1.
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Os procedimentos gue utilizam metanol para extra-
¢do proporcionaram certa dificuldade na filtracio, pro-
fongando-z e s vezes demandando centrifugacio. Além
disso, os varios clanficantes festados nfo se mostraram
totalmente eficientes, resultando em extratos ainda su-
jos que. quando aplicados em camada delgada, apresen-
tavam manchas com caudas e imterferentes, merecendo
destagues nma substiineia amarela fluorescente e outra
verde azulada com Rfs muite proximos, ¢ que em mui-
los casos sobrepunham-se & toxina,

A tentativa de fazer a extragio utilizando a mistura
metanol-acetona {5:2), de acordo com o procedimento

de Dominguez et alii’, nfo fol bem sucedida, pois mes-
mo apés a centrifugacio, as fases voltavam a misturar-
se com Tacilidade na hora de recolher a fase desejada

Os procedimentos que utilizam acetona como
solvente extrator ¢ sais como agentes clarificantes néo
mostraram-se eficientes na remogio dos interferen-
tes, O extrato final permaneceu sajo, a substincia que
apresentava fluorescéneia azul esverdeada e compor-
tamento cromatografico muito semelhante & AFM,
nio fol eliminada e as manchas apresentaram cauda
{Tabela 1. O uso coniunto de acetato de chumbo,
hexano e colunas cromatrograficas de celulose ¢ de

TABELA 1
Caracteristicas dos extratos finais de amostras de leite e de lette em pé obtidos das etapas de extraglio e
limpeza para AFM, para CCI.

 APARENCIA NA CD?

) APARENCIA DO
EXTRACAC LIMPEZA EXTRATOFINAL  apa INTERFERENTES
FLUORESCENTES"
partigo com hexano S0 sim presente
CuB0 5H,0 10% suin §im presente
FeC13 / CuCO, 800 $Hn presente
metanol puso / o metanol: {NHa}, S0, 30% suje / oleoso sim presente
NaCt 5% (9:1) (200 m Pb(Acb) 2% sujo sim presente
ZnSO, 15% sujo/ oleoso gim presente
TnAc 15% / NaCl 153% suje sHN presenie
CuS04.5H,0 10% sujo / oleoso sim presente
FeCl, / CuCO, sujo sim presenie
) Pb{AcO) 20%: sujo sim presente
acetona pura / ou acetona: dgua Ph{AcO) 209 hexano / coluna de
(83:13) ou acetona: NaCl 5% celalose fimpo nfic  presenie [ ausente
(3:1) (200mh Ph(ACO} 20% hexane / coluna de
sitica gel limpo pao  presente / ausente
Za(Ac) 15% sujo / oleoso 35! presente
SO, 15% sujo / oleoso sim presenie
acewona pura {3001} PhiAc(Q) 20% / hexano / coluna de
celulose limpo 40 presente / ausenie
coluna de silica gel {impo nio ausente
coluna de C, limpo nfio ausente
parti¢io com metanol / partigio
com CCl, Hmpo wA0 ausenie f presente
cloreférmio(120mh) partigo com metanol / particiio
com éter de petréleo sujo sim presente
partigiio com metanol / particio
com hexano sujo sim presente
particio com metanol / particho
com éter butilico sujo sim presente

*CI - Camada Delgada

b Sob ituminacfo nliravioleta a 3635 nm
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sitica produziram extratos limpos, que ndo apresen-
taram, na maloria das vezes, caudas & interferentes
fluorescentes na camada delgada,

A extraciio com cloroformio com limpeza em co-
luna de sflica gel resultaram ura extrato final nio ole-
050, Hyre de subst@ncias interferentes, apresentando
manchas simétricas na camada delgada.

O método desenvolvido por Serratheiro & Quinta™,
que consiste na extragao com clorofommio, transferén-
cia para metanol, ¢ limpeza por parti¢io com fetra-
cloreto de carbone revelon-se eficiente. As tentativas
de sabstituir-se o tetracloreto de carbono, solvente ndo
recomendado pelo “Montreal Protocol on Substances
that Deplete the Ozone Layer”™ por éter butilico, éler
de petrdlec ou hexano ndo se revelaram satisfaidrias.

Nz coluna empacotada com C, (30um) (fase
reversa), a AFM eluia antes dos interferentes, a0 con-
trdric do que ocorre na celuna de sflica gel {fase nog-
mal}. A limpeza foi eficiente, apresentando a2 mancha
de AFM  na camada delgada, simétrica e separada dos
interferentes.

O adsorvente C,; foi reutilizado oito vezes com
amostras de leite pasteurizado (Tabela 2), mas a co-
funa foi acumulando residuos, tornando desse maodo
o fluxo cada vez mais lento e conseqiientemente difi-
cultando o seu aproveitamento, Tal problema pode ser
confornado diminuindo-se as dimensdes da coluna,
tornando-as mais proximas das do cartucho Sep-pak,
porém, sua cficiéncia deverd ainda ser submetida &
avaliacdo,

Para a coluna de sflica gel o eluente que apresen-
tou melhor recuperagic fol o gue utifizon 60 ml de
cloroférmio-acetona (3:2) {em lugar de 40mi de clo-
roférmio-acetena (4:13). No caso da celulose, fot ne-
cessario substituir o clreférmio-hexano {131} por clo-
roférmio-hexano-acetona (5:4:1).

A limpeza por cromatografia em coluna (geralmen-
te silica gel), apesar de ser utilizado em numerosos
métodes para micotoxinas, ¢ uma técnica frabalhosa
e demorada, que requer grandes volumes de solventes
para eluir separadamente os interferenies © as toxinas,
Além disso, como a separacio efetiva dos interferen-
tes das toxinas depende diretamente da capacidade de
adsorgio da fase estaciondria e do poder de eluigio
dos solventes utilizados, a reconhecida variagdo das
propriedades dos adsorventes e da pureza dos sol-
ventes de diferentes marcas, ou até de diferentes lo-
tes da mesma marca, torna necesséria a realizagio de
testes prefiminares para cada remessa recebida, sob
pena de obter-se resultados totalmente errBneos. No
presente trabalko, por exemnplo, para se garantir a eluicfo
tolal de AFM, o volune de solvente cloroftemio-aceto-
na {1:4} teve que ser avmentado de 40 para 60ml.

Uhilizande-se os trés tipos de adsorventes, foram
testados a recuperagiio nas colunas, adicionando-se
quantidades conhecidas de padrio s mesmas. A colu-
na de C, revelou-se melhor enquanto a de celulose foi
a gue mostrou menor recuperacio (Tabela 3).

Na Tabela 4 estio expressos os valores de reen-
peragiio da AFM, adicionada ao leite pasteurizado
e ao [eite em pd, comparando-se trés métodos gue

TABELA 2

Recuperagio de AFM, da coluna de C revtilizada para amostras de leite pastewsizade.

TEOR DE)-AFMI TEOR DE AFMI RﬁCU?ERACAO
REUTILIZACAO ADICIONADO RECUPERADO .
(ng/i} o ey
1 500 415 83,0
2 400 350 87,7
3 200 179 89.8
4 200 153 76,6
5 250 226 90.4
6 250 219 87,6
4 200 155 77,6
8 300 245 81.7
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TABELA 3

Recuperagiio de AFM, adicicnada na coluna.

RECUPERAC A MEDIA (74

QUANTIDADE
ADICIONADA n? de repetigdes Coluna de sitica gel Coluna de celulose” Coluna de € °
(gl ] _
200 3 §1.2 i 793 ) 82,3
300 3 83,1 78,5 852
400 3 84.2 79,5 85,3
* - Bluida por acetona cloreférmio (3:2)
- Eiuida por hexano - clorofdrmio (1:1)
°- Eluida por acetona pura
TABELA 4

Recuperaciio de AFM1 em amostra de leite pasteurizado e em leite em pé no método completo

QUANTIDADEADICIONADA

RECUPERACAO MEDIA (%)

{ng/h) {N°DE REPETICOES ENTRE PARENTESES)
COLUNA DE SILICA GEL? COLUNA DE CELULOSE® COLUNADEC s  CClf
iem pasteurizado
200 1443 74,4 (3) 82.9(3) 77,6 {2)
250 782 (%) 61,1 (33 79,6 (2) 67.7(2)
300 80,4 (3) 72,0 (33 §4.7 () -
ieite em pé
300 78,7 (3 73.5(3) 834 (2 -
500 81,1 (%) TE0(3) 84.5 (2) -

. Proc, 980,71 da AQACH
5. Proc, 974.17 da ACACY
- Proc. 980,21 da AQACH
4. Método de Serrathetro & Quinta®

atifizam coluna cromatogrifica para limpeza e o mé-
todo gue emprega tetracloreto de carhono™,

O método que utiliza coluna de €, foi 0 que apre-
sentou a melhoy recuperacio da toxina, seguido de
perto pelo que utiliza coluna de sflica gel. As porcen-
tagens de recuperacio situam-se dentro da faixa con-
siderada aceitdvel para aflatoxina M,”, especialmen-
te considerando-se gque os niveis testados estio bai-
X0s, ¢ proximos do limite de deteccio do método.

Tendo em vista os resultados obtidos, néio recomen-
damos o uso da coluna de celulose que, além de utili-
zar grandes guantidades de adsorvente e de eluentes,
revelou-se menos eficiente do que a coluna de silica
gel. A coluna C, € uma boa alternativa, mas frata-se
de material carc e de dificil aguisicBo. Apés o #rmi-
no deste estudo, tomamos conhecimento gque o comi-
t& da AQAC para toxinas naturais recomendot a reti-
rada do método 974.17%, o que coincide com a nossa
conclusio,
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Chiemitficagdo por Cromatografia em Camade Delgade

Dentre as misturas de solventes utilizadas para
CCD, as gue promoveram as melhores separagdes
entre AFM, e as outras substncias foram cloroférmio-
acetona-isopropanol (87:10:3) e éter etilico-metanol-
dgua (95:4:1}). O desempenho do éier etilico, no en-
tanto, variou de uma marca parg outra.

Devido ao fato de a sensibilidade requerida ser
muito alta (ng/L). ndo fol possivel utilizar-se placas
cromatogrificas preparadas em laboratdrio. O limite
de detecefo obtido utilizandeo-se placas preparadas fol
de 2.5 ng de APM |, chegando no caso das placas com-
pradas, 5 (,3ng.

Na tentativa de se melhorar a separagio entre AFM|
@ s interferentes, utilizon-se a téenica do muitidesen-
volvimento, empregando-se primeiramente a fase
mdvel clorofdrmio-acetona-isopropanol (87:10:3) e a
seguir éter etflico-metanol-dgua (95:4:1). Observa-se
gue ne caso das amostras de leite obleve-se boa sepa-
racho, mas nde melhor que a obtida com o desenvol-
vimente unidimensional utilizando-se apenas um dos
sofventes,

Para amostras de queijo, a utilizagfo da CCD uni-
dimensional e o multidesenvolvimento, nio revelon-
se eficiente na separaciio da AFM, dos interferentes,
sendo necessdrio empregar a CCD bi-dimensional.
Nesse caso usou-se primeiramente &ter etilico-
metanol-dgua (95:4:1), seguido por cloroférmio-ace-
tona-isopropanot (87:10:3). Esse & um procedimento

muito dispendiose, pois s6 permite a guantificagiio de
uma amostra cada vez.

Ouantificacio por Cromatografia Liguida de Alta
Eficiéncia

Os cromatogramas obtidos por CLAE (Figura 4}
demonstraram a alta seletividade desse méiodo, de-
vido, principalmente, & derivagiio com TFA, a efici-
ente remogdo dos inferferentes e ao use do detector
por fluorescéneia. Este método fol o que apresesntou
malores taxas de recuperacio, como mostra 3 Tabela
5, mostrando que a exiragio em fase solida foi efici-
ente (cartucho Sep-pak) e ndo houve perdas na bm-
peza em coluna de silica gel e na derjvagio com TFA.
Esta téeanica revelou também maior sensibilidade,
apresentande um limite de determinag3o bastante
menor (23ng/L} que o obfido com CCD (150ng/L)
para leite.

Os resultados obtidos nos levam a concluir que o
método por CLAE € o mais adeguado para determi-
nacio de AFM, e recomendar que a monitoragio des-
sa foxina seja realizada preferencialmente por CLAE,
apesar do alto custo, cabendo ressaltar, a titulo de
comparago, que no caso das aflatexinas Be Ga CCD
tem se mostrado perfeitamente adequada.

CONCLUSOES

Dentre os solventes testados, o clorofdrmio provou
ser mais eficiente para a extragio de AI'M. em leite.

TABELA 5

Porcentagens de recuperagio de AFM, em leite pasteurizado pelo método por CLAE.

QUANTIDADE
ADICIONADA RECUPERACAQ MEDIA (%) DESVIOPADRAC
L) o
100 90,5 4.6
150 81,2 4.3
Para a remocio efetivg dos interferentes € neces- AGRADECIMENTOS

sdrio o uso de coluna cromatogrdfica. Ao contrdsio das
aflatoxinas B e G, para as quais a limpeza vdpida com
metais pesados tem sido bem sucedida, no caso da
AFM, nenhum dos sals testados mostrou-se capaz de
eliminar os interferentes presentes.

A CLAFE apresentou taxas de recuperagiio, sen-
sibilidade e especificidade maiores que a CCD.

94

Os autores agradecem ao CNPg pelo auxilio finan-
ceiro para realizagdo deste trabatho.



SYLOS. C. M. de e col. - Estudo comparativo de métodos para determinacio de aflatoxina M, - Rev. luse. Adolfo Lutz,
36{11:87.97, 1896,

A

0 5 10
Tempo {(min)

b

0 5 10
Tempo {min)
C
0 5 10

Tempo (min)

FIGURA 4

Cromatogramas caracteristicos de um padriio de AFM, derivado com TFA (A); de uma amostra de leite
pasteurizado contaminada, derivada com TFA (B) ¢ de uma amostra nio contaminads, derivada com TFA
(C). Condigdes cromatogrificas: coluna LiChrospher 100 RP-18. 5 pra, (100 x 4,6 mm); fase mdvel dgua-iso-
propanol-acetoniirila (80:12:8); vaziio 0.5 ml / min; detector por flnorescéncia,exitacio a 363 nm ¢ emissdo
a 410 nm.



SYLGS, C. M. de e col. - Estudo comparative de métodos para determinagio de aflatoxina M, - Rev. ust. Adelfo Lz,
56¢13:87-07, 1996,

496

RIALAG/BGL

SYLOS, C. M. de & col. - Comparative study of methods to aflatoxin M| determination - Rev. Inst. Adolfo
Lutz 36(11:87-97, 1996,

SUMMARY: Various wials were catried out to choose the extracting solvent and the best technique
for removing interfering substances from samples of milk for the TLC determination of afiatoxin M,
For extraction acetone, methanol and chloroform were utiized either singly, in combination with each
other or with water, Precipifation with heavy metal salts, partition between iminiscible solvents and
conventional column chromatography were evaluwated for clean-up. Heavy metals by themselves were
not effective in eliminating interfering substances. The combined use of chioreform and a
chromatographic column proved to be the most efficient procedure for extraction and clean-up. Columms
packed with sitica or silica-C,; gave better results thun that of cellulose. HPLC with solid phase extraction,
clean-up in silica gel column and frifluoroacetic acid derivatization and fluorescence detection presented
much higher sensitivity and specificity than TLC with visual quantification based on fluorescence

intensity.

DESCRIPTORS: Affstoxin M, milk, thin layer chromatography. high performance liquid

chromatography, analysis,
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