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Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios que apresentam
massa molecular baixa. Sao formadas por varios
compostos, 0s quais apresentam diferentes toxicidades,
produzidas por diversos fungos filamentosos,
principalmente os dos géneros Aspergillus, Penicillium e
Fusarium. A presenca dessas toxinas nos alimentos
representa um grave problema de saude publica devido
aos efeitos toéxicos e mutagénicos que podem causar em
animais e aos seres humanos. No Brasil, em razéo das
condi¢bes propicias ao desenvolvimento de diversos tipos
de fungos aflatoxigénicos, os produtos de origem animal
como carne, ovos e leite podem ser fontes indiretas de

contaminagdes por aflatoxinas, cujas ocorréncias foram



relatadas em diferentes tipos de alimentos, ndo possuindo
algumas, ainda, legislacdo especifica quanto aos limites
aceitdveis. De acordo com a legislacdo em vigor, 0s
anicos produtos lacteos contemplados pela legislacéo
nacional, quanto aos limites maximos permitidos de
AFM1, sdo o leite fluido, leite em p6 e queijo (BRAZIL,
2002). Na cadeia produtiva de derivados lacteos, a
contaminagcdo por aflatoxinas ocorre pelo uso do leite
contaminado com AFM1. De acordo com Hussein e
Brasel (2001), quando um animal ingere o alimento
contaminado com AFB1, de 0,5 a 5% da toxina sdo
biotransformadas no figado em AFM1, e, em geral, mais
de 90% da AFB1l ingeridas sdo eliminadas pelo
organismo em até 24h. A AFM1, apesar de ser um
metabolito, ndo é um produto inativo, sendo cancerigeno
para varias espécies, com efeitos na saude pré e pos-
natal em seres humanos ainda n&o totalmente
esclarecidos. Nos ultimos anos, diversas pesquisas foram
conduzidas com o intuito de avaliar a qualidade quimica e
microbioldgica, e a presenca de residuos e contaminantes
em queijos. Dentre esses contaminantes naturais,
encontram-se as aflatoxinas, amplamente presentes no

leite e derivados. ApoOs ser ingerida pelo animal, AFB1
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passa pelo processo de biotransformacdo primaria no
figado. Nesse processo, ocorre a hidroxilacdo da
molécula, resultando na formacao de metabdlitos téxicos,
tal como a AFM1. Esses compostos, por conterem o
grupo hidroxila, sdo bastante sollveis em agua, o que
possibilita sua rapida excrecdo através da urina, bilis,
fezes e leite, constituindo um processo de detoxificacéo
da AFB1 (HUSSEIN; BRASEL, 2001). Os efeitos
hepatotoxicos e carcinogénicos causados pela AFML1,
quando no organismo humano, fizeram com que a
International Agency for Research on Cancer (IARC) a
classificasse como agente carcinogénico do grupo 1 para
humanos. Esta capacidade mutagénica € caracteristica
da dupla ligacdo entre C2-C3 na estrutura de
hidrofurofurano da molécula. Os métodos para a
determinacao de aflatoxina M1 em leite utilizam, em sua
maioria, extracdo com solventes organicos e purificacdo
cromatografica em fase sélida ou imunoafinidade. Diante
da preocupacdo com a qualidade do leite utilizado pela
populacdo, este trabalho teve por objetivo avaliar a
qualidade do leite pasteurizado ‘UHT’,quanto a presenca
de aflatoxina do tipo M1, comercializado na cidade de
Belém. Leite e produtos lacteos sdo os principais



nutrientes para os seres humanos, especialmente para as
criancas. Entretanto esses produtos podem estar
contaminados com aflatoxina M1 (AFM1), um perigo para
a saude humana, sendo as criancas mais susceptiveis
aos efeitos adversos das micotoxinas (SYLOS;
RODRIGUEZ-AMAYA; CARVALHO, 1996). Por essa
razdo, muitos paises possuem regulamento para controlar
os niveis de aflatoxina B1 em racdes e propdem niveis
maximos permissiveis de aflatoxina M1 em leite. Uma vez
que a pasteurizacdo ou processamento nao destroi a
AFM1 e o consumo de leite principalmente pela
populacdo infantii € muito significativo, por ser um
nutriente primario, € prudente que se verifique a
incidéncia de AFM1 nesse alimento. A presenca desses
fungos deve ser cuidadosamente investigada e/ou
monitorada, atentando aos efeitos deletérios sobre a
composicdo quimica, perda da atividade entre outros,
além da capacidade de produzirem micotoxinas. O
método analitico utilizado nesta investigacdo foi o de
cromatografia em camada delgada. Foram coletadas 22
amostras de leite UHT integral, desnatado e
semidesnatado de diferentes marcas em uma rede de

supermercados na cidade de Belém. As analises foram
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realizadas no Centro Universitario Fibra. O padréo de
AFM1 (Sigma Chemical Co.,St Louis, MO, USA) foi
diluido em benzeno: acetonitrila (9:1), conforme a
metodologia 971.22 descrita pela AOAC. Essa técnica
conta com uma etapa de purificacdo que foi otimizada
conforme Sabino et al. (1989), na qual, foi incluida uma
etapa de precipitacdo de proteinas. Para tanto, ap0s a
extracdo com metanol e obtencdo do filtrado,
aproximadamente 5 mL de uma solucdo saturada de
acetato de chumbo foram lentamente adicionados a este
filtrado, até a completa precipitacdo das proteinas,
procedendo-se, em seguida, a centrifugacdo (3000 xg)
durante 10 minutos. Nesta modificacdo do método, as
quantidades da amostra de leite e dos solventes
empregadas na fase de extracao foram
proporcionalmente reduzidas a metade. A eficiéncia do
método proposto foi avaliada por meio da obtencédo de
seus limites de deteccdo, quantificacdo, percentual de
recuperacdo e coeficiente de variagcdo. O limite de
deteccdo corresponde a concentracdo minima da
substancia medida e declarada com 95% ou 99% de
confianca de que a concentracdo do analito € maior que

zero, enquanto o limite de quantificacdo é a menor
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concentracdo do analito que pode ser determinada com
um nivel aceitdvel de precisdo e exatiddo. Para a
determinacdo dos limites de deteccdo, quantificacdo e
percentual de recuperacdo do método, amostras, em que
ndo foram detectadas AFM1, foram artificialmente
contaminadas sequencialmente com niveis de 0,2; 0,3 e
0,5 pg/L de AFM1. Para cada nivel de contaminagao
foram realizadas trés repeticbes. O percentual de
recuperacdo foi obtido pela diferenca entre o valor real
(valor inicial adicionado na amostra — 0,5ug/L) e o valor
observado na andlise, ou seja, o valor da leitura do
extrato dessa amostra na cromatofolha, conferindo a
exatiddo do meétodo. A precisdo da metodologia foi
avaliada pelo coeficiente de variacdo (CV) obtido em
condicdes de repetibilidade. As amostras de leite
coletadas foram analisadas pelo método de CCD
segundo Sabino et al (1989). Para a deteccdo e a
quantificacdo da AFM1, as cromatofolhas de silica gel G
60 (Art.1.05553, Merk, Alemanha) foram submetidas a um
desenvolvimento unidimensional, ao abrigo da luz,
utilizando-se como fase modvel a mistura cloroférmio-
acetona-alcool isopropilico (85:10:5). Essas

cromatofolhas foram examinadas em camara escura sob
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luz ultravioleta de ondas longas (366nm), e a
quantificacdo da AFM1 foi efetuada por meio da
comparacao visual das intensidades de fluorescéncia
entre os pontos da solugédo padrao (1, 3, 5 e 7 L) e
agueles referentes ao extrato da amostra. A confirmacéao
da identidade quimica da AFML1 foi realizada por meio da
reagcdo com &cido sulfarico (método 975.37 AOAC23) e
por cromatografia em camada delgada bidimensional,
utilizando-se cloroférmio — acetona — alcool isopropilico
(85:10:5) e éter-metanol - hexano - agua (85: 4: 5:1),
como primeira e segunda fases moveis, respectivamente.
Em relacdo aos aspectos éticos, neste estudo, todos os
preceitos estabelecidos foram respeitados no que se
refere a zelar pela legitimidade das informacbes e
privacidade, e pelo sigilo das informagdes, tornando os
resultados desta pesquisa publicos. A analise dos dados
foi realizada, utilizando-se a ferramenta Microsoft World
2010 e transformada em graficos. Os resultados do
arraste da fase movel de CCD em teste foram ilustrados
com fotos e posteriormente discutidos. Das 22 amostras
de leite UHT integral, desnatado e semidesnatado,
nenhuma apresentou resultado positivo para AFM1. Esse

resultado foi semelhante ao encontrado em outros



estudos no Brasil. Weigel (2007) analisou 128 amostras
de leite proveniente da Serra Gaucha, utilizando o método
de deteccao por cromatografia de camada delgada e nao
encontrou contaminacéo pela AFM1. Do mesmo modo, as
40 amostras analisadas por Baggio (2006), no estado do
Parana, estavam dentro do limite maximo permitido no
Brasil. Pode-se concluir que o método de cromatografia
em camada delgada para a determinacdo de aflatoxina
M1 é eficiente;10% das amostras de leite em pd estavam
contaminadas;100% das amostras de leite em UHT néo
estavam contaminadas. Ressalta-se, diante dos
resultados, ser necessario haver continua fiscalizagéo
pelos oOrgdos competentes a fim de proporcionar

seguranca e confiabilidade a satde humana.
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