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RESUMO: Aflatoxinas B, M, ¢ M, foram completamente separadas por
cromatografia liquida de =slta reselucdio em coluna de fase reversa (C18), tende
como fase mbvel acetonitrila — &gua (85 <+ 85%) a um fluxo de 2,6 ml/min.
(s compostos foram detectados por absor¢io no uliravicleta a 850 nm. (s picos
¢ tempo de retencdo tiveram boa reprodmtibilidade, A recuperagio de aflatoxina
M, foi de 87,59, e a de M, foi de 1029. Os limites de defecefio para aflafoxina
M; e M, foram 0,2 pph ¢ 0,1 ppb respectivamente,

DESCRITORES: aflatoxinas M, e M, em leite de vaca, determinagdo; leite
de vaca, determinacfio de aflatoxinas M, e M;; cromategrafia liguida de alta
reschucio,
INTRODUCAO No cutono de 1877, no sudeste dos Esta-

A afiatoxina M. & um metabolito téxico
encontrado no leite de wvacas que consomem
racbes contaminadas por aflatoxina Bu
Métodos analiticoz para determinsciio desta
substincia comeearam a surgir no decorver
dos anos, de maneira gradual, mas apresen-
tando téenicas  de baixa reprodutibilidade.

Fm 1973 PONB et alin!® reportaram um
métode para determinacfio quantitativa de
aflatoxina M, em leite e seus derivados,
STUBBLEVIELD & SHANNON® adapta-
ram este métode pava todos os produtoes
ldeteos e ¢ empregaram, em estudo colabo-
rativo internacional para a *“Associalion of
Officlal Analytical Chemists. Este método fol
adotado como oficial por esta entidade?® e &
extengivamente utilizado por analistas dos
Fetados Unidos,

*% Do Instituto Adolfo Lutz.

dos Unides, ocorren uma alia incidéneia de
aflatoxina B, em milho e conseqiientemente,
fol detectada a presenca de altos niveis de
afiatoxing M, no leite de vaca da regiio .
Este fato fez com que z “Food and Prug
Administration” estabelecesse o limite de
tolerdncila de 0.5 ppb de aflatoxina M. em
leite de wvaca,

Com o objetivo de obter métedos mais
rapidos ¢ sensiveis, diverses trabalhos foram
realizados 7. 18. 25, 0 ndmero de métodos para
determinagdo de aflatoxina M, na literatura
é abundante ¢ em iodos é utilizada a croma-
tografis em camada delgada 1 3135 16,18, 25 A
A guantificagio de aflatoxinas & estimada
apds separacio das mesmas por cromateogra-
fia em camada delgada ¢ a intensidade de
fluorescéneis da mancha da aflatoxina M,
extraida do leite de vaca & comparada com
a de uma solucfo-padrio 8,

Realizado na Se¢do de Quimica Biolégica do Institute Adolfe Lutz, S&o Paule, SP.

“¢x Do Departamente de Microblologia do Instituto de Cidneias Biomédicss da Universidade de

S&o Panlo, SP.

87



SABING, M.;

PURCHIO, A, & ZORZETTO, M.AP. — Separacic e determinacdo das aflatexinas M,

e M, em amosiras de leite de vaca por cromatografia liguida de alta resolucéo. Rev. Inst. Adoelfs

Lutz, 44(2):87-99, 1084,

Outros métodos, como densitometrial ® ou
espectrofotometria de fluorescénciat foram
utilizados por alguns aufores; esta fltima
metodelogia &, {reqiientemente, prejudicada
por materiais fluorescentes interferentes, que
ajteram a avaliagfic da aflatoxina M.

Cromatografia em camada delgada bidi-
mensional tem sido empregads para iden-
tificagdc de baixos niveis de aflatoxina B,
apds tratamento com dcide  trifluoracé-
tico 3. 26,

Pesquisas indicam que a coneentracio de
aflatoxinas nos tecidos animals, e nos pro-
dutes derivados de animais que consumiram
ragbes contaminadas ¢ geralmente baixa {na
ordem de ng/g). Entretantoc, para o ser
hamano, nenhum mnivel ainda fol estabele-
cido 5,

Existemn métodos para determinac¢io de
aflatoxinas em fecidos e produtes animais
baseados na extragio destas com acetona
aguosa ¥ 2, gu  metanol 3, purificagdo do
extrato por cromafografia em coluna (silica
gel ou alumina) # e quantificagdo por croma-
tografia em camada delgada, geralmente
bidimensional. Estes métodes, no entanio, sdo
fregientemente limitados pela baixa sensibi-
lidade que apreseniam.

Com o advento da cromatografia Hguida
de alta resolucio (CLAR), esta técnica estad
ganhando espage como andlise instrumental.
Fsta ocorréncia veio sclucionar diversos pro-
blemas analificos, resultande em maior velo-
cidade de anélise, maior resolucio, maior
sensibilidade.

Cromatografia liquida de alta resolucio, em
fage normal, tem sido desenvolvida 7 e adap-
tada para determinacio de aflatoxinas em
varios produtos agricolas 1 1#. A sensibilidade
de deteccdo tem aumentado com o uso de fluo-
rescéncia 1% 12, em colunas de fase rever-
sa 2 27_

Alguns autores destacam as vantagens da

téenica de CLAR para aflatoxinas M, e
Mﬁ 6, 21, 22, 27, 25‘

£ conveniente ressaltar que, nos trabalhos
encontrados na literatura para detecgio de
aflatoxing M, por CLAR, é utilizado detector
de flucrescdnela ® 622, Apenas BSTUBBLE-
FIRLD ei alit? estabeleceram uama téeniea
utilizande CLAR em {fase reversa para deter-
minar § aflatoxinas, onde 5 delas M., M, G,
G. ¢ By foram completamente separadas, e
uma aflatoxina, a B, fol satisfatoriamente
resolvida em ecluna C18. Os compostos foram
detectados pela absorgho na regido do UV,
a 350 nm.

Pela auséneia de trabalhos relatives &
metodologia de CLAR, em nosso meio, propu-
semo-nos a realizar a padronizacio desta
téenica, com vistas & detecgiio ¢ quantifica-
¢do das aflatoxinas M, e M. em leite de vaca
naturalmente contaminado e em leite de vaeca
artificialmente contaminado,
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MATERIAL E METODO

Material

Foram utilizadas 10 amostras de leite cru,
pasteurizado, isento de aflatoxinas.

Solventes

Metanol, acetonitrila (Lishresolv), fil-
trados em membrana “Miiipore”, com
porosidade de 1,0 z (47 mm de did-
metro), ref. FALP (4700

Agua desmineralizada e destilada, filtra-
da em filtro “Millipore”, em membrana
filtrante de 0,8 u de pore (47mm de
didmetro), ref, AAWP 04700.

Solugao-padrdo

Aflatoxina B,, M,, M. em benzeno —
acetonitrila (984-2)

Fase mével

Acetonitrila — dgua (35-165%), para
produzir eluigho e separagio das afla-
toxinas

Aparelho

Cromatigrafo automitico liquido de alta
resolugfio marca Hewlett Packard, com
injetor automético (varidvel), mod.
1084 A, com sistema de gradients,
acoplado com detetor wvariavel, U.V.-
visivel-H.P., mod. 1030 B, com pro-
gramader modelo TOBRG A-LC, termi-
nal HP, com frasco de 2 ml (HP}

Colune

Lichrosorb RP 18-10 pum,
tigsaule (Merck)

Hybar Ser-

Método

O métedo bésico para andlise, bem como
para determinar a conecentraciio ¢ pureza dos
padroes das aflatoxinas M, ¢ M. fol o des-
crito nas monografias daz “Association of
Official Analytical Chemists” 3,

Hrtrecdo da  fowing — Em um frasco
Erlenmeyer de 500 m! foram colocados 75 ml
de leite, que foi submetide ao seguinte tra-
tamento: adigdo de 300 ml de metanol, agi-
tagiio por 380 minutos; adicdo de 25 g de
terra diatomécea, agitag¢io por 30 minutos
em agitader mecéinico; filtragdo a véeuo em
filtro contendo 1 em de terra diatomécea;
lavagem do FErienmeyer e do filtrado com
75 ml de metanci; transferéneia do filtrado
¢ do lavado para um funil de separacio de
1.066 ml; adigio de 225 ml de solugiio de
cloreto de sédio a 4% e extragio com 3 por-
¢oes de 100 m] de hexano (agitagfo vigorosa
para remover a gordura); descarte da fase
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do hexano; extragic com 3 porgdes de 100 ml
de cloroférmio; centrifugacdoe durante 10-15
minutos a 3.000 rpm, para guebrar a emul-
sio; migtura dos extratos cloroférmicos e
lavagem com 300 ml de solucdc de cloreto de
sédic a 49 ; desearte da fase aguosa; evapo-
racdo do extrato cloroférmico em banho-maria
afé quase secura; transferéncia do residuo
quantitativamente com cloroférmio para um
frasco de 4 ml; evaporacic sob nitrogénio
até residuo. (Este residuo foi guardado em
geladeira até o momento de usar, scb pro-
tegio da iuz.)

Cromategrafio houidae de alin resolucdo —
O residuo obtide foi dissolvido e transferido
para frasco do préprie apareltho com 2 ml
de benzeno - acetonitrila (98-+2). Esta solu-
¢io foi injetada para identificar e guantifi-
car as aflatoxinas. Asg aflatoxinas foram
detectadas por absorcdo no UV, a 350 nm,
e guantificadas pela Area dos picos obtidos
comparada A4 darea dos picos das solugdes-
-padrio. Para ealecular a concentracio das
aflatoxinas, foi utilizada =z seguinte fo1-
mula:

Ax X Cs X Vs X 8D
= ug/l de aflatoxi.
na M

As X Vx X W
Ax =

drea integrada da aflatoxina M, ou
M. na amostra

Cs = concentracdo da aflatoxina M. ou
M. padrio {(pg/ml)

Vs = pl da solugio-padréo injetados

8D = Jdiluicdo final do extrato da amos-

tra em ul
Vx = ul do extrato da amostra injetado

W = ml da amosira representada pelo
volume do extrato utilizado para
Cromatografia lquida de alta rese-
lucéo

RESULTADOS

Com relagdc & CLAR, sob as condigdes
descritas, conseguimos uma boa separacio
das afiatoxinas M, M. = B.

Varias tentativas foram feitas com siste-
mas de solventes de fase reversa. Inicial.
mente, tentamos um sistema de metanol-
Agua, porém ndo conseguimos bons resulta-
dos. Quando testamos o sistema acetoni-
trila-dgua, observamos (ue a separacic das
aflatoxinas M e B, era melhor, mas o pro-
blema era a propor¢ie de cada solvente.
Estudos foram feifoz e conseguimos bons
resultados utilizando malor percentagem de
dgua. O sistema acetonitrila-dgua (36 +

85%) foi o ideal. A primeira providéncia
foi injetar solugbes-padric, separadamente,
de cada umsa das aflatoxinas para determi-
nar o tempo de retengdo (fig. 1, 2, 8) 20, Os
tempes de retencio das toxinas foram exce-
lentes e estlo listados na tabela 1.

A separacic das aflafoxinas By, M, e M,
padrio, demonstrada no grafice (fig. 4), foi
resolvida em 10 minutos com detetor de
absor¢gido ne U.V., a 350 nm.

Tanto a amostra como os padrdes foram
dissolvides em benzeno — acetonitrila (58
+ 2):; o pico do soivenie nido interferiu no
tempo de retengio de cada ums das afia-
toxinas analizadas, como moestra a figura 5.
Incluimos a aflatoxina B,, na hipdtese de ge
poder utilizar esta metodologia em amostras
gue possam conter aflatoxina B,, além de M.

Foi feito teste de recuperagiio de afla-
toxina M, em leite izento de aflatoxinas, ao
gual foi adicionada solugio-padrio na eon-
cenfragio conhecida.

A recuperacio da aflatoxina M, foi de
87.5% e estda demonsirada na tabela 2 e
{ig, 6.

Os resultados de recuperacic com varios
niveis de aflatoxina M. estdo na tabela 3.
A recuperacio de aflatoxina M. foi feifa em
uma amostra de leile pasteurizado, isento de
afiatoxinas (fig. 7).

¢ limite de detecefio do método é de 0,2
ppb de afiatoxina M, e 0,1 ppb de aflato-
wina M.,

A precisBo de resolucdo ¢ quantificacho
por CLAR foi determinada por multiplas
injectes das resolugdes-padréo e exirato das
amostras. O tempo de relenchio e a Area
dos picos foram calculados por integracgio
eletrdnica.

CONCLUSAO

Na literatura consultada, encontramos um
dnico autor ! que descreve a utilizacie da
absorgic no U.V. com detetor para aflato.
xina M,; os demais autores utilizam a fluo-
reseénela e afirmam ser esia maiy sensivell

N&o obtivemos problemas de interferéneia,
pois outros picos existenfes nas amostras nio
saem no mesmo tempo de retencio das afla-
toxinas em estudo,

Muitos autores afirmam que a detecgéio por
fluorescéneia é muite mais sensivel do que

.por absoreio no ULV.; talvez por isso nfo

tenhamos encontrado trabalhog na literatura
nos gquais se utilizou este detetor. Nossos
resultados foram bons, Teproduziveis, porém
nic tdo sensiveis como esperdavamos,
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TABELA 1

Yempe de retengde dos aflatoxinas M, M, ¢ B,

Tempo de retencio

média
Aflatoxina {em minuntes) (e minutos)

min 0,76 &
min 0,79 s
min 0,69 s
min 0,83 &
min 0,82 s
min 6,72 s 2 min 0,79 s
min 0,79 s
min 0,82 s
min 8,78 s

min 6,79 s

+
&
BB R N R N N N NN B

min 6,87 s

min 0,27 &
min 0,38 s
min 4,26 s
min 0,16 s
min 0,10 s
min ¢,16 &
min 6,16 s 3 min 0,22 s
min 0,09 s
min 6,12 &
min 2,32 s
miz 8,30 s
min 0,22 s
3 min 028 s
4% min 0,30 s

-
St W W o W W W oW W W W

6 min 0,78 s
6 min 0,76 s
B, 8 min 0,88 s 6 min 0,77 s
6 min 0,86 8
A min 0,81 s

6 min 0,59 s
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TABELA 2

Reecuperugdo do aflatowing M, adicioneda wo leite cru isenis de
afletorings (0,22 pg/100 mi)

Aflatoxina M,

Ameostra Recuperacio
n.° {pef100 ml) e
1 0,19 86,36
2 0,18 81,80
3 0,21 95,40
Média ©,1938 87,85
TABELA 3

Recuperaciio da afloioxing M, adicionada, em wdrias concentragbes, o
{eite pusteurizado isento de oflatoxinas®

Aflatoxina M,

Adicienada Reeuperacio

,ug/ 106 ml ne/100 L
0,01 0,010 141
0,02 04,0216 108
062 0,0194 a7
8,04 0,0388 05
G804 0,0430 ]

*  Anglise feita anteriormente por cromatografia em ecimads delgada, métedo da AQAC.E

RYALAB/BT8

SABINO, M,; PURCHIO, A, & ZORZETTO, M.AP. — Separation and defermi-
nation of aflatoxins M, and M, in samples of cow milk by high-performance
liguid chromatography. Rev. Inst. Adolfe Lutz, 44(2):87-89, 1984,

ABSTRACT: Aflatexins M,, M,, and B, were completely separated by high-
-performance lignid chromatography in reversed-phase G-i8 columms by using
acetonitrile-water (889 -& 65%) as eluting solvent and a flow rate of 2.8
ml/minute. Compounds were detected by ultravielet absorbance at 350 nm, Peak
height and retentien time were reprodueible, M, was determined at levels of 0.2
pph or higher and M, at 0.1 ppb or higher, Recovery of 87.5% was found for M,
and of 1629 for M.,

DESGRIPTORS: aflatexins M, and M, in cow milk, determination; cow milk,
determination of aflatoxin M, and M,; high-performance lqguid chromategraphy,
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