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RESUMO: Aflatoxina é a denominagao dada a um grupo de substancias téxicas, produzidas prin-
cipalmente por dois fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, que se desenvolvem sobre
muitos produtos agricolas e alimentos quando as condi¢des de umidade do produto, umidade
relativa do ar e temperatura ambiente sdo favoraveis. As aflatoxinas podem apresentar diferentes
formas, sendo que no leite, apresentam-se como M1 e M2, resultantes do metabolismo das
aflatoxinas B1 e B2. A aflatoxina M, (AFM,) é classificada como possivel carcin6geno para o
homem, por isso, a ocorréncia desta no leite de vacas lactantes é uma questdo de satde publica,
diversas técnicas sdo utilizadas para sua deteccdo e quantificacdo. Essas técnicas incluem as fisico-
guimicas como a cromatografia em camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia e as
técnicas bioldgicas que incluem os imunoensaios, como o radioimunoensaio e o ELISA. Deste
modo, estre trabalho objetivou apresentar as técnicas utilizadas para determinagéo de aflatoxina
M, e M, no leite.
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TECHNIQUES USED FOR DETECTION AND QUANTIFICATION OF AFLATOXIN M, INMILK

ABSTRACT: Aflatoxin is a group of toxic substances produced by fungi, mainly Aspergillus
flavus and Aspergillus parasiticus. It can be developed in agriculture products such as grains or
processed food, when environment conditions of humidity and air humidity are favorable.
Aflatoxins can be presented as several forms. In Milk, are called M1 and M2, resulting from
aflatoxins B1 and B2 metabolism. Aflatoxin M, (AFM,) is classified as a possible carcinogen to
humans, so the occurrence of aflatoxin M, in milk of lactating cows is a public health issue, and
because of its importance several techniques are used for its detection and quantification. These
techniques include the physical-chemical as thin layer chromatography and high performance
liquid chromatography and the biological techniques including immunoassays such as RIA and
ELISA. This review aimed to present the techniques used to quantify aflatoxins M, and M, in milk
and dairy products.

Key words: mycotoxins, AFM,, ELISA, chromatography, HPLC.
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INTRODUCAO

A contaminagéo de alimentos destinados ao con-
sumo humano e a fabricagdo de racGes animais com
fungos e, consequente produc¢do de micotoxinas re-
presentam perdas econdmicas bastante significativas,
além dos riscos a saude (Pereira et al; 2005).

Todas as aflatoxinas tem efeito carcinogénico, sen-
do que a aflatoxina B, (AFB,) € especialmente relacio-
nada a hepatocarcinogénese. A aflatoxina B, pode ser
biotransformada no figado de animais, incluindo o
homem, em vérios outros metabolitos toxicos, tais
como aflatoxina M, que é excretada no leite (GoncALEz,
etal.; 2005). Leite contaminado com AFM, representa
um risco, especialmente para criancas e bebés, que
sdo potencialmente mais sensiveis as toxinas e pos-
suem uma dieta menos diversificada que os adultos
(SAnTILI, 2010).

Diante de um cenario em que a exigéncia por qua-
lidade e seguranca na producéo, processamento e
comercializacdo de alimentos é cada vez mais rigoro-
sa, tanto no &mbito nacional como no internacional,
faz-se necessario o uso de medidas de fiscalizacdo e
monitoramento da integridade sanitéria e nutricional
dos alimentos produzidos e comercializados no pais
(PereIra, et al., 2005). Para garantir que a populacéo e
0s animais ndo consumam niveis que representem
riscos a saude e que estdo acima do permitido por lei,
a deteccdo e quantificacdo da aflatoxina M, € bastan-
te importante. Através desse trabalho de revisao, tem-
se como objetivo apresentar as técnicas mais utiliza-
das na deteccéo e quantificagcdo da aflatoxina M,.

Micotoxinas

As toxinas produzidas por fungos filamentosos
séo nomeadas micotoxinas. Este termo deriva da pa-
lavra grega Mikes, que significa fungo e da palavra
latina Toxicum, que significa veneno, ou seja,
micotoxina é a toxina produzida por fungos
(ScussEL,1998) Sdo metabdlitos secundarios, aparen-
temente sem qualquer funcdo no metabolismo basal
dos fungos. Micotoxinas ocorrem em diferentes par-
tes do mundo e representam um risco potencial para
asaude dos homens e animais quando presentes nos
alimentos e racfes. Podem entrar nas cadeias alimen-
tares humana e animal por meio de contaminagéo
direta ou indireta. A contaminacgéo indireta de ali-
mentos e racBes ocorre quando um ingrediente qual-
guer foi previamente contaminado por um fungo
toxigénico, e mesmo que o fungo tenha sido elimina-

do durante o processamento, as micotoxinas ainda
permanecerdo no produto final. Exemplo milho con-
taminado por fungo com producéo de micotoxina ain-
da em campo, depois do processamento o fungo foi
eliminado mas a micotoxina permanece e esse milho
se torna ingrediente de uma rac¢éo ofertada ao gado,
ocorre uma contaminacéo indireta. A contaminagéo
direta, por outro lado, ocorre quando o produto con-
taminado por um fungo toxigénico, com posterior for-
macdo de micotoxinas € ingerido diretamente por
humanos e animais. (Freire et al., 2007).

A ingestdo de micotoxinas por seres humanos ocor-
re principalmente pelo consumo de vegetais, leite,
gueijo, carnes e outros produtos animais contamina-
dos (Freire et al., 2007).

Doencas em humanos e animais resultantes do
consumo de micotoxinas sdo chamadas de
micotoxicoses. Os sinais e sintomas dessas doencas
vado desde lesGes de pele, sintomas de
hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, neurotoxicidade,
hematotoxicidade ou genitotoxicidade, podendo le-
var & morte e ainda podem apresentar efeitos
mutagénicos, teratogénicos, carcinogénicos ou
imunossupressores (TeixelrA, 2008).

Entre as micotoxinas de grande interesse para a
Saude Publica e de importancia agroecondmica estédo
as aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos, zearalenona,
fumonisinas e os alcaldides do ergot. Uma Unica es-
pécie de fungo é capaz de produzir uma ou varias
micotoxinas, e uma mesma micotoxina pode ser pro-
duzida por diferentes espécies de fungos (TessARI et
al., 2012).

Dentre as micotoxinas conhecidas, as aflatoxinas
séo consideradas as mais perigosas devido a sua fre-
guente ocorréncia em alimentos e ragdes, e pelo seu
efeito carcinogénico, mutagénico e teratogénico, re-
presentando, um risco significativo a sallde humana
e animal (SanTiLi, 2010).

Aflatoxinas

Em 1960 ocorreu um grave acidente econdmico na
Inglaterra com a morte de mais de 400.000 perus de 4
a 6 semanas de idade, o qual foi provocado por uma
doenca desconhecida, que por ndo apresentar causa
aparente, foi denominada de Turkey X Disease, cujo
desaparecimento dos sintomas ocorria com a mudan-
ca de racdes. Iniciaram-se entéo estudos para desco-
brir a causa do disturbio e verificou-se um ponto em
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comum entre amorte dos perus e outras aves de cria-
¢do na Inglaterra, a ingestao de ra¢des que continham
farelo de amendoim de procedéncia brasileira. Obser-
varam que as ragdes apresentavam grandes nimeros
de hifas, o fungo foi isolado e identificado como
Aspergillus flavus sendo o fator téxico denominado
aflatoxina (ScusseL,1998).

A exposicao humana e de animais as aflatoxinas
ocorre predominantemente pela ingestao de alimen-
tos e ra¢des contaminados, especialmente cereais e
gréos, como milho, trigo, amendoim, entre outros
(OLiveira etal., 2010). Podem ser produzidas por trés
espécies de Aspergillus: A. flavus, A. parasiticus e even-
tualmente, A. nomius (Teixeira, 2008).

Dezoito diferentes tipos de aflatoxinas foram iden-
tificados, mas somente as aflatoxinas B, (AFB,), B,
(AFB,), G, (AFG,) e G, (AFG,) foram detectadas como
contaminantes naturais de ra¢des e ingredientes, sen-
do a AFB, a toxina de maior toxicidade. A continua
ingestdo de AFB, por animais em lactagdo leva a
excrecao de aflatoxina M, (AFM ) no leite (OLivera et
al., 2010).

A toxicidade das seis aflatoxinas mais potentes
decresce na seguinte ordem: B, >M, >G, >B,>M, >
G,. Quando observadas sob luz ultravioleta (UV), es-
sas micotoxinas fluorescem nas seguintes coloracoes:
B, e B, —azul, G, - verde, G, - verde-azulada, M, -
azul-violeta, e M, —violeta (Foob INGREDIENTS BRASIL,
2009).

Efeitos toxicos na saide podem ocorrer de forma
aguda ou crdnica, predominantemente influenciada
pela dose e duragdo da exposicédo. Além de causar
aflatoxicose em humanos, os bovinos, suinos e aves
s@o os animais que sao primariamente afetados. AFB,
pode causa danos hepaticos graves incluindo necrose
hemorrégica, infiltracdo gordurosa e proliferacéo de
ductos biliares. Embora uma variagéo de até 10 vezes
nasusceptibilidade dos efeitos agudos da AFB, entre
as espécies seja documentada, nenhuma espécie pode
ser considerada como totalmente resistente (VoLkEeL
etal.,2011).

Aflatoxinas M,

A aflatoxina M, ou toxina do leite € um metabdlito
hidroxilado da aflatoxina B, secretada no leite de
mamiferos que consomem alimentos contaminados
(WHo, 2001). A aflatoxina B, é absorvida via trato

167

gastrointestinal e transportada para o figado onde se
processa a sua metabolizacdo, uma fracdo da
aflatoxina ¢ ativada e fixada nos tecidos hepaticos
enquanto outras formas conjugadas hidrossollUveis
sao excretadas no sistema circulatério sanguineo dis-
tribuindo-se por via sistémica e passando eventual-
mente para o leite, ovos, musculos e tecidos (GimMeNo,
2005).

A excrecdo da toxina no leite dos animais depen-
de de varios fatores, como o nivel de contaminacao da
racdo com aflatoxina B,, quantidade do alimento in-
gerido pelo animal, nivel de producao do animal, fase
da lactacdo e estado de saude dos animais. Alguns
estudos indicam que entre 0,3 a 6,2% da AFB, ingerida
na dieta, aparece no leite de vacas lactantes (WHo,
2001). Masokro et al; (2007) acrescentam que outros
fatores que afetam a transicéo para o leite incluem a
variabilidade de animais e salde da glandula mama-
ria. VoLkeL et al. (2011) citam que altos niveis de vari-
acdo podem ser observados de animal para animal,
dia-a-dia, ordenhaa ordenha e espécie para espécie e
gue a transi¢cdo ndo é diretamente dependente das
doses administradas embora a quantidade absoluta
de M, excretada é influenciada pela ingestéo de AFB,
por kg de peso corporal.

Essa toxina é classificada como possivel
carcindgeno para o homem (classe 2B), sendo tam-
bém observada uma alta atividade genotdxica em
animais de experimentacdo (Lores et al., 2001 apud
GongaLez et al.; 2005).

A maioriados paises desenvolvidos regulariza os
niveis maximos permissiveis para aflatoxina M, no
leite e derivados. Esses limites sdo altamente varia-
veis, 0s paises membros da Comunidade Europeia,
por exemplo, estabelecem o limite de 0,05 ig L*como
toleravel, enquanto a agéncia reguladora americana,
FDA (Food and Drug Administration) estabeleceu a
concentracdo maxima permitida no leiteem 0,5ig L.
Essa norma tem sido adotada por alguns paises da
América Latina, entre eles os que formam parte do
Mercosul, como Argentina, Paraguai e Uruguai. No
Brasil, o Ministério da Salide, resolucéo n°7 de 18 de
fevereiro de 2011, estabeleceu os limites maximos de
0,5 pg L* para leite fluido, 5 pg L* paraleiteempode
2,5 pg L* para queijos (BrasiL, 2012).

Extragdo e purificacdo da AFM,

Atualmente, as aflatoxinas tém sido detectadas por
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técnicas fisico-quimicas como a cromatografia em ca-
mada delgada e cromatografia liquida de alta eficién-
cia e as técnicas bioldgicas incluem os imunoensaios,
como o Radioimunoensaio e 0 ELISA (AMARAL €
MacHinski , 2006).

Os métodos quimicos analiticos séo constituidos
pelas etapas de preparacdo da amostra, extracéo,
purificagdo, deteccéo e quantificacdo (Botura, 2005).

O processo amostral de produtos como o leite é
facilitado pela caracteristica de uniformidade da amos-
tra, naqual a AFM, encontra-se distribuida em todo o
seu volume de forma homogénea. A fase de extracgéo
das toxinas consiste em separéa-las do substrato ana-
lisado, utilizando-se solventes organicos, sendo ge-
ralmente empregado metanol, cloroférmio,
acetonitrila, acetona ou a combinacgédo de um ou mais
desses solventes com agua.

Os procedimentos de extracdo e remogao de inter-
ferentes séo mais exigentes, em funcdo desse substrato
ser um produto natural complexo, composto de agU-
cares, proteinas, lipideos e minerais, que podem ser
removidos juntos ou ligados a toxina, dificultando
assim, a sua deteccéo (BoTura, 2005).

Colunade Imunoafinidade

Metodologia para determinagdo de aflatoxina M,
em leite melhorou significativamente com a aplica-
cdo de tecnologia de colunaimunoafinidade para for-
necer um conjunto extragao e estagio de purificacdo
para a andlise.

A coluna de imunoafinidade contém anticorpos
especificos ligado em um suporte solido. Os
anticorpos se ligam seletivamente com qualquer
aflatoxina M, (antigeno) contidas no extrato, para dar
um complexo antigeno-anticorpo. Outros componen-
tes da matriz sdo removidosda coluna com a dgua
(Dracacci etal., 2001) e a especificidade do anticorpo
para o analito faz diminuir os interferentes eluido,
sendo o eluato, isolado praticamente puro
(E1zENDEHER, 2005).

As colunas sdo bastante frageis e possui 0 perigo
de contaminagdo de uma extragdo/purificacio para
outra (no caso das colunas serem reutilizadas) e uma
outra desvantagem € o custo elevado das colunas
(E1zENDEHER, 2005).

Trabalho realizado por Rawmos et al., (2008) com-
parou os dois métodos de extracéo, le purificacdo de
aflatoxinas, para anélise em cromatégrafo liquido de
alta eficiéncia. Um dos métodos é fisico-quimico e
baseia-se em reac8es quimicas para todas as etapas.
O outro utiliza coluna de imunoafinidade. Os méto-
dos foram avaliados quanto a porcentagem de recu-
peracéo, custo do processo, tempo gasto para anélise
e numero de amostras alisadas por dia. A recupera-
¢éo obtida pelo método fisico-quimico foi mais baixa
do que a do método de imunoafinidade. A analise
comparativa de custos revelou que estes foram meno-
res no método fisico-quimico. Porém, suas andlises
sdo demoradas, por envolverem vérias etapas, e exi-
gem maior cautela por parte do laboratorista. Apesar
do custo mais elevado, aproximadamente seis vezes
superior ao do método fisico-quimico, o método de
imunoafinidade apresenta maior rapidez e facilida-
de de execucio.

A utilizacdo combinada de colunas de
imunoafinidade para purificacdo das amostras e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia torna mais
eficiente a determinacéo de baixas concentrac¢des da
micotoxina (Dracassi et al., 2001).

Imunoensaios

No inicio da década de 80 surgiu uma nova pers-
pectiva para a anélise de aflatoxinas, com aintrodu-
¢do dos métodos imunoquimicos, ou imunoensaios,
fundamentados nas rea¢des especificas entre
anticorpos e antigenos, com destaque para os de
radioimunoensaio, cromatografia de imunoafinidade
e de ensaio por enzimas imuno-adsorvidas (ELISA)
(Ouiveira e GERMAND, 1996).

Radioimunoensaio (RIA)

E baseada na competicdo de ligagdo entre toxina
ndo marcada proveniente da amostra e a toxina
marcada sobre locais especificos do anticorpo
(E1zENDEHER, 2005). O resultado é determinado com-
parando a proporcéo de ligacéo e a quantidade inici-
al total de aflatoxina multiplicada por 100%, com a
concentragdo padrao de aflatoxina M, da curva pa-
dréo (WHo, 2001). A sensibilidade desta técnica per-
mite dosar substancias em concentraces da ordem
de ng mL?, pgmL*e até fg mL*. O radioimunoensaio
tem uso limitado devido a complexidade do equipa-
mento indispensavel para sua aplica¢do além do in-
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conveniente que envolve o trabalho com material ra-
dioativo (KawasHImA, 2004).

Ensaio Imunoenzimatico em Suporte Solido (ELISA)

EizenpeHer (2005) descreve que 0 avango mais im-
portante nos imunoensaios foi o desenvolvimento dos
imunoensaios enzimaticos (EIA). Os principios e pro-
cedimentos da técnica EIA sdo basicamente semelhan-
tes aos das técnicas radioimunoensaio, s6 que utili-
zam enzimas em vez de is6topos radioativos. Os
imunoensaios apresentam varias vantagens em rela-
¢ao aos radioimunoldégicos, como: maior estabilidade
dos reagentes; maior especificidade devido ao uso de
antigenos marcados com enzima e auséncia do peri-
go de radiagoes.

A técnica de ELISA oi aprovada como método ofi-
cial da AOAC (Assotiation of Official Analitical
Chemist’s) para atriagem. A World Health Organization
(WHo) e a Food and Agriculture Organization (FAO) tam-
bém recomendam o ELISA como método de
rastreamento de Aflatoxina M, para leite e derivados.

O ELISA, do termo inglés (Enzyme Linked Immuno-
Sorbent Assay), ou ensaio imunoenzimatico em supor-
te sélido, é uma técnica baseada no principio da
interacdo especifica entre anticorpo e antigeno
(aflatoxina) (ZHeng et al., 2006). Segundo AMARAL €
MacHinski (2006), a metodologia apresenta dois pas-
so0s, sendo o primeiro a reagdo entre o anticorpo e o
antigeno e o segundo a revelagdo da reagdo pela
hidrélise enzimética que ocorre entre o complexo
antigeno-enzima e o seu substrato.

Sua utilizacdo em analises de controle de qualida-
de de alimentos contribui para a otimizacgéo do pro-
cesso de deteccéo de aflatoxinas gracas a sua sensibi-
lidade, especificidade, rapidez e facilidade de manu-
seio (AMARAL e MacHINski , 2006). ZHen et al., (2006)
acrescenta que trata-se de um método eficiente, capaz
de detectar concentracdes de aflatoxina a partir de 2,5
ppb. Mas possui como desvantagem a alta incidéncia
de resultados falso-positivos, variabilidade de resul-
tados, de 30 a 300% e baixa reprodutibilidade (AmarAL
e MAacHinski, 2006).

AwmAaRAL et al., (2006) confirmam que o ELISA é ade-
quado para testes rapidos de triagem, mas deve ter
seus resultados confirmados por um método alterna-
tivo de deteccdo como precaucéo a resultados falso-
positivos e falso-negativos.
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Constitui-se numatécnica rapida, pouco onerosa
e de facil execucéo.

Cromatografia

A cromatografia € um método fisico-quimico de
separacdo dos componentes de uma mistura, realiza-
daatravés da distribuicdo destes componentes entre
duas fases, que estdo em contato intimo. Uma das fa-
ses permanece estacionaria enquanto a outra se move
através dela (fase movel) (Torres, 2009).

A fase moével pode ser constituida de um fluido
liquido (pentano, hexano, éter, misturas de alcoois e
agua, etc.) ou por um fluido gasoso (hidrogénio, ni-
trogénio, didxido de carbono, hélio, etc.). A fase esta-
cionaria é geralmente suportada numa coluna de vi-
dro ou metal, numa placa de vidro ou aluminio ou
papel de filtro (EizeNpEHER, 2005).

Se afase mdvel for um liquido, denominar-se-4 a
técnica de cromatografia a liquido ou cromatografia
em fase liquida e se a fase mdvel for um gés ou um
vapor, sera cromatografia a gas ou cromatografia ga-
sosa. A grande variedade de combinagdes entre fases
moveis e estacionarias a torna uma técnica extrema-
mente versatil e de grande aplicacéo (Torres, 2009).

O termo cromatografia foi primeiramente empre-
gado em 1906 e sua utilizagdo ¢ atribuida a um bota-
nico russo ao descrever suas experiéncias nasepara-
¢do dos componentes de extratos de folhas. Nesse es-
tudo, a passagem de éter de petroéleo (fase movel) atra-
vés de uma coluna de vidro preenchida com carbona-
to de célcio (fase estacionéria), a qual se adicionou o
extrato, levou a separacao dos componentes em fai-
xas coloridas. Este é provavelmente o motivo pelo qual
a técnica é conhecida como cromatografia (chrom =
cor e graphie =escrita), podendo levar a errbnea ideia
de que o processo seja dependente da cor (Decanietal,
1998).

Cromatografiaem Camada Delgada (CCD)

Com base na fluorescéncia da AFM, foram desen-
volvidos, em meados dos anos 60, os primeiros méto-
dos para a determinacdo desta micotoxina em amos-
tras de leite e derivados. A técnica de identificacdo e
guantificacéo utilizada no inicio, a Cromatografiaem
Camada Delgada é ainda hoje largamente emprega-
da (WEiceL, 2007). E tradicional para determinagao
de micotoxinas por ser de fécil e rapida execucéo, néo
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requer o uso de equipamentos dispendiosos e é de
baixo custo (AMARAL € MAcHINskI, 2006) também apre-
senta repetibilidade e reprodutividade adequadas ao
nivel de analise, geralmente em partes por bilhdo (ppb)
ouigkg?! (Tessari et al.,2012).

Na CCD, as substancias a serem identificadas séo
aplicadas com micros seringas em placas prepara-
das prontas para uso (cromatoplacas de aluminio e
de pléastico recobertas com adsorventes) e depois da
evaporacao do solvente, as placas sdo colocadas em
cdmaras de separacdo previamente saturadas do
solvente. O solvente, chamado também de eluente,
migra num sentido monodimensional ascendente e
ultrapassando os pontos onde foi aplicada a mistura,
arrasta os seus componentes em velocidades diferen-
tes, formando-se zonas ou manchas diferentes das
substéncias, e depois que o eluente percorreu a dis-
tancia suficiente, a placa é retirada da camara
separadora e € colocada para secar ao ar livre. As
substancias se comprovam, entao, de forma apropri-
ada: substancias coloridas podem ser visualizadas
imediatamente, outras apresentam fluorescéncia ou
absorvem a luz ultravioleta, outras se tornam visiveis
mediante reativos caracteristicos (EizeNDEHER, 2005).

Ha uma estimativa visual da comparacgao entre a
intensidade de fluorescéncia da mancha de AFM,,
extraida da amostra e do padrdo em uma mesma
cromatoplaca, por ser um método semi-quantitativo
possui um nivel razoavel de especificidade e sensibi-
lidade (WEeiGEeL, 2007).

SHunpoet al., (2004) utilizaram um método com co-
luna de imunoafinidade (Cl) para purificacdo e
cromatografiaem camadadelgada (CCD), este traba-
Iho mostrou que a CCD é uma importante ferramenta
que pode ser utilizada pelos laboratérios em andlises
rotineiras e de ocorréncia de AFM.,. Eles verificaram
gue o método Cl/CCD mostrou-se especifico, sensi-
vel e preciso, mesmo em baixas concentra¢des 0 méto-
do teve boas recuperacdes e facil operacionalidade,
nédo necessitando de equipamentos de alto custo e
atendendo as legislacdes de diferentes paises.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Dentre os varios métodos cromatogréficos, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é o
mais novo e mais importante membro de uma familia
inteira de técnicas de separacao e seu emprego em
varios laboratorios é considerado atualmente indis-
pensavel (Torres, 2009).

O método de Cromatografia Liquida de Alta Efici-
éncia é considerado o mais sensivel e preciso na
deteccédo e quantificacdo de concentragbes em ppt (par-
tes por trilhdo) de micotoxinas (Rai e VArRMA, 2010).
Com essa técnica houve um incremento no grau de
precisao das anélises, porém também houve um au-
mento significativo nos custos (WEeiceL, 2007).

O grande avanco na cromatografia em coluna foi
o desenvolvimento e a utiliza¢cdo de suportes com
particulas diminutas responsaveis pela alta eficién-
cia, as quais tornam necessario o uso de bombas de
alta pressao para a elui¢do da fase movel, devido a
sua baixa permeabilidade. Esse método nédo necessi-
ta da volatilidade, mas sim da solubilidade das amos-
tras na fase movel e uma possivel interacdo com a
fase estacionéria (Decani et al, 1998).

As vélvulas de injecédo usadas possuem umaalca
de amostragem para a introdug¢do da amostra com
uma seringa e duas posi¢des, uma para o preenchi-
mento da al¢a e outra para sua liberacéo para a colu-
na. (Decani et al, 1998).

As colunas utilizadas em CLAE sdo geralmente
de aco inoxidavel, o comprimento € variavel, essas
colunas também sdo reaproveitaveis, sendo empaco-
tadas com suportes de alta resolucéo, ndo sendo ne-
cessaria sua regeneracao apos cada separacao (DeEGANI
etal, 1998).

O detector mais utilizado para separacdes por
CLAE é o detector de ultravioleta, sendo também em-
pregados detectores de fluorescéncia, de indice de re-
fracdo, e eletroquimicos, entre outros (Decani et al,
1998). O sistema de deteccao por fluorescéncia é, cer-
ca de 30-40 vezes mais sensivel que o sistema de
deteccdo por UV para aflatoxinas (AMARAL €
MacHinski; 2006).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
vem substituindo nos Gltimos anos todas as técnicas,
em especial aCCD. A CLAE, apesar de ser mais sensi-
vel e rapida, tem um aspecto negativo que € o custo do
equipamento (EizeNDEHER, 2005).

SHUNDO e SaABINO, (2006) realizaram estudo utili-
zando a técnica de coluna de imunoafinidade com
posterior detec¢édo pela cromatografia liquida de alta
eficiéncia e obtiveram excelentes resultados na recu-
peracao e sensibilidade, sendo que esse método apre-
senta facil operacionalidade. Segundo GiLgerT (1993)
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apud Eizenperer (2005), os resultados sdo claros e ndo
héa interferéncia de picos nos cromatogramas.

Espectrometria de massas (EM)

O acoplamento de um cromatégrafo com o
espectrémetro de massas combina as vantagens da
cromatografia (alta seletividade e eficiéncia de sepa-
racdo) com as vantagens da espectrometria de mas-
sas (obtencéo de informacéo estrutural, massa molar
e aumento adicional da seletividade) (CHiaraDIA et &,
2008).

A espectrometria de massas e cromatografia liqui-
da acoplada a espectrometria de massas ja foram es-
tudadas e sugeridas, mas ainda ndo sdo muito em-
pregadas nos paises em desenvolvimento, provavel-
mente pelo alto custo dos equipamentos e a necessi-
dade de pessoal altamente capacitado (WEeiceL, 2007).

MARQUEs (2006) utilizaram técnicas avangadas de
espectrometria de massas, (MALDI-TOF e ESI-MS) na
analise de micotoxinas em alimentos. A técnica
MALDI-TOF mostrou excelente desempenho nas ana-
lises de aflatoxinas e ocratoxina e vantagem sobre o
método ELISA. Esta vantagem é representada princi-
palmente pela maior especificidade com o uso de
medidas de massas e, portanto, maior confiabilidade.

CONCLUSAO

Dentre as técnicas utilizadas para a deteccdo da
aflatoxina M, no leite o ELISA é um 6timo método
qualitativo, que pode também ser utilizado para
guantificar a aflatoxina. Contudo, pela possibilidade
de resultados falso positivos, é necessario confirma-
cdo por técnicas cromatograficas. As colunas de
imunoafinidade sdo altamente seletivas para as
aflatoxinas e oferecem melhor purificacdo do eluato
para posterior quantificagdo pelos métodos de
cromatografia.

A Cromatografia Camada Delgada é a mais co-
mum e popular, ndo exigindo grande experiénciado
analista, mas vem sendo substituida pela
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) que
€ mais recomendada por ser mais sensivel e precisa
na detecgdo e quantificacédo das aflatoxinas, princi-
palmente quando utilizada a técnica de coluna de
imunoafinidade antes da quantificacgéo.

A técnica de espectrometria de massas atua como

uma forte ferramenta na &rea de ciéncias de alimen-
tos, pois os resultados possuem alta precisdo e
confiabilidade, mas ainda ndo é muito empregada
pelo altissimo custo dos equipamentos e necessidade
de pessoal altamente capacitado.

Independente do método empregado, a
rastreabilidade do leite quanto a contaminacao seja
por aflatoxina M, ou por quaisquer outros
contaminantes deve ser realizada de forma a garantir
ainocuidade deste alimento, tanto para animais quan-
to paracriancas e adultos.
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