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RESUMO: Aflatoxinas B" M, e M2 foram completamente separadas por
cromatografia líquida de alta resolução em coluna de fase reversa (C18), tendo
como fase móvel acetonitrila - água (35 + 65%) a um fluxo de 2,0 ml/min.
Os compostos foram detectados por absorção no ultravioleta a 350 nm. Os picos
e tempo de retenção tiveram boa reprodutibilidade. A recuperação de afia toxina
M, foi de 87,5% e a de M2 foi de 102%. Os limites de detecção para aflatoxina
M, e M2 foram 0,2 ppb e 0,1 ppb respectivamente.

DESCRITORES: aflatoxinas M] e M2 em leite de vaca, determinação; leite
de vaca, determinação de aflatoxinas M, e M2; cromatografia líquida de alta
resolução.

INTRODUÇÂO

A aflatoxina M, é um metabolito tóxico
encontrado no leite de vacas que consomem
rações contaminadas por afIatoxina B,.
Métodos analíticos para determinação desta
substância começaram a surgir no decorrer
dos anos, de maneira gradual, mas apresen-
tando técnicas de baixa reprodutibilidade.

Em 1973 PONS et alii 13 reportaram um
método para determinação quantitativa de
aflatoxina M, em leite e seus derivados.
STUBBLEFIELD & SHANNON 20 adapta-
ram este método para todos os produtos
lácteos e o empregaram, em estudo colabo-
rativo internacional para a "Association of
Official Analytical Chemists. Este método foi
adotado como oficial por esta entidade 1 e é
extensivamente utilizado por analistas dos
Estados Unidos.

No outono de 1977, no sudeste dos Esta-
dos Unidos, ocorreu uma alta incidência de
aflatoxina B, em milho e. conseqüentemente,
foi detectada a presença de altos níveis de
afla toxina M, no leite de vaca da região 19.

Este fato fez com que a "Food and Drug
Administration" estabelecesse o limite de
tolerância de 0,5 ppb de aflatoxina M, em
leite de vaca.

Com o objetivo de obter métodos mais
rápidos e sensíveis, diversos trabalhos foram
realizados 7, 18, 25. O número de métodos para
determinação de aflatoxina M, na literatura
é abundante e em todos é utilizada a crema-
tografia em camada delgada 1, 11, 15. 16, 18, 25. A
A quantificação de aflatoxinas é estimada
após separação das mesmas por cromatogra-
fia em camada delgada e a intensidade de
fluorescência da mancha da af'la toxina M,
extraída do leite de vaca é comparada com
a de uma solução-padrão 1, 8.

Realizado na Seção de Química Biológica do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
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Outros métodos, como densitometria I, 8 ou
espectrofotometria de fluorescência 4 foram
utilizados por alguns autores; esta última
metodologia é, freqüentemente, prejudicada
por materiais fluorescentes interferentes, que
alteram a avaliação da aflatoxina M,.

Cromatografia em camada delgada bidi-
mensional tem sido empregada para iden-
tificação de baixos níveis de aflatoxina M"
após tratamento com ácido trifluoracé-
tico 23, 26.

Pesquisas indicam que a concentração de
af'latoxinas nos tecidos animais, e nos pro-
dutos derivados de animais que consumiram
rações contaminadas é geralmente baixa (na
ordem de ng/g). Entretanto, para o ser
humano, nenhum nível ainda foi estabele-
cido 5.

Existem métodos para determinação de
aflatoxinas em tecidos e produtos animais
baseados na extração destas com acetona
aquosa 13, 24, ou rnetanol ", purificação do
extrato por cromatografia em coluna (sílica
gelou alumina) 8 e quantif'icação por croma-
tografia em camada delgada, geralmente
bidimensional. Estes métodos, no entanto, são
freqüentemente limitados pela baixa sensibi-
lidade que apresentam.

Com o advento da cromatografia líquida
de alta resolução (CLAR), esta técnica está
ganhando espaço como análise instrumental.
Esta ocorrência veio solucionar diversos pro-
blemas analíticos, resultando em maior velo-
cidade de análise, maior resolução, maior
sensibilidade.

Cromatografia líquida de alta resolução, em
fase normal, tem sido desenvolvida 17 e adap-
tada para determinação de aflatoxinas em
vários produtos agrícolas 12, 14. A sensibilidade
de detecção tem aumentado com o uso de fluo-
rescência 10, 12, em colunas de fase rever-
sa 2, 27.

Alguns autores destacam as vantagens da
técnica de CLAR para aflatoxinas M, e
M2 6,21,22,27,28.

É conveniente ressaltar que, nos trabalhos
encontrados na literatura para detccção de
af'latoxina M], por CLAR, é utilizado detector
de f'luorescência 2, 6, 22. Apenas STUBBLE-
FIELD et alii 21 estabeleceram uma técnica
utilizando CLAR em fase reversa para deter-
minar 6 aflatoxinas, onde 5 delas M2, 1\1" G",
G, e B] foram completamente separadas, e
uma af'latoxina, a B2. foi satisfatoriamente
resolvida em coluna C18. Os compostos foram
detectados pela absorção na região do U.V.,
a 350 nm.

Pela ausência de trabalhos relativos à
metodologia de CLAR, em nosso meio, propu-
semo-nos a realizar a padronização desta
técnica, com vistas à detecção e quantifica-
ção das aflatoxinas MJ e M2 em leite de vaca
naturalmente contaminado e em leite de vaca
artificialmente contaminado.
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MATERIAL E MÉTODO

Material

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

Solvenies

Metanol, acetonítrila (Lichrosolv), fil-
trados em membrana "Millipore", com
porosidade de 1,0 /L (47 mm de diâ-
metro), ref. FALP 04700

Água desmineralizada e destilada, filtra-
da em filtro "Mill ipore", em membrana
filtrante de 0,8 /L de poro (47 mm de
diâmetro), ref. AAWP 04700.

Solução-padrão

Aflatoxina B" M" M" em benzeno -
acetonitrila (98+2)

Fase mót,el

Acetonitrila água (35+65%), para
produzir eluiçâo e separação das afla-
toxinas

Aparelho

Cromatógrafo automático líquido de alta
resolução marca Hewlett Packard, com
injetor automático (variável), modo
1084 A, com sistema de gradiente,
acoplado com detetor variável, U.V.-
visível-HiF", modo 1030 B, com pro-
gramador modelo 79850 A-LC, termi-
nal HP, com frasco de 2 ml (HP)

Coluna

Lichrosorb RP 18-10 J.lm, Hybar Ser-
tigsaule (Merck)

Método

O método básico para análise, bem como
para determinar a concentração e pureza dos
padrões das aflatoxinas M, e M2 foi o des-
crito nas monografias da "Associatíon of
Official Analytical Chemists" 1.

Extração da toxina - Em um frasco
Erlenmeyer de 500 ml foram colocados 75 ml
de leite, que foi submetido ao seguinte tra-
tamento: adição de 300 ml de metanol, agi-
tação por 30 minutos; adição de 25 g de
terra diatomácea, agitação por 30 minutos
em agitador mecânico; filtração a vácuo em
filtro contendo 1 em de terra diatomácea;
lavagem do Erlenmeyer e do filtrado com
75 ml de metanol; transferência do filtrado
e do lavado para um funil de separação de
1.000 ml; adição de 225 ml de solução de
cloreto de sódio a 4%· e extração com 3 por-
ções de 100 ml de hexano (agitação vigorosa
para remover a gordura); descarte da fase
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do hexano; extração com 3 porções de 100 ml
de clorofórmio; centrifugação durante 10-15
minutos a 3.000 rpm, para quebrar a emul-
são; mistura dos extratos clorofórmicos e
lavagem com 300 ml de solução de cloreto de
sódio a 40/0; descarte da fase aquosa; evapo-
ração do extrato clorofórmico em banho-maria
até quase secura; transferência do resíduo
quantitativamente com clorofórmio para um
frasco de 4 ml; evaporação sob nitrogênio
até resíduo. (Este resíduo foi guardado em
geladeira até o momento de usar, sob pro-
teção da luz.)

Cromatografia liquida de alta resolução -
O resíduo obtido foi dissolvido e transferido
para frasco do próprio aparelho com 2 ml
de benzeno - acetonitrila (98+2). Esta solu-
ção foi injetada para identificar e quantifi-
car as aflatoxinas. As aflatoxinas foram
detectadas por absorção no U.V. a 350 nm,
e quantificadas pela área dos picos obtidos
comparada à área dos picos das soluções-
-padrão. Para calcular a concentração das
aflatoxinas, foi utilizada a seguinte fór-
mula:

Ax X Cs X Vs X SD

As X Vx X W
p.gll de aflatoxi-
na M

Ax área integrada da aflatoxina M, ou
M. na amostra

Cs concentração da afIa toxina M, ou
M. padrão (f.Lg/ml)

Vs /LI da solução-padrão injetados

SD diluição final do extrato da amos-
tra em p.l

Vx p.l do extrato da amostra injetado

W = ml da amostra representada pelo
volume do extrato utilizado para
Cromatografia líquida de alta reso-
lução

RESULTADOS

Com relação à CLAR, sob as condições
descritas, conseguimos uma boa separação
das aflatoxinas M" lVIz e EI.

Várias tentativas foram feitas com siste-
mas de solventes de fase reversa. Inicial-
mente, tentamos um sistema de metanol-
água, porém não conseguimos bons resulta-
dos. Quando testamos o sistema acetoní-
trila-água, observamos que a separação das
aflatoxinas M e E, era melhor, mas o pro-
blema era a proporção de cada solvente.
Estudos foram feitos e conseguimos bons
resultados utilizando maior percentagem de
água. O sistema acetonitrila-água (35 +

650/0) foi o ideal. A primeira providência
foi injetar soluções-padrão, separadamente,
de cada uma das aflatoxinas para determi-
nar o tempo de retenção (fig. 1, 2, 3) 20. Os
tempos de retenção das toxinas foram exce-
lentes e estão listados na tabela 1.

A separação das aflatoxinas E" MI e M2

padrão, demonstrada no gráfico (fig. 4), foi
resolvida em 10 minutos com detetor de
absorção no U.V., a 350 nm.

Tanto a amostra como os padrões foram
dissolvidos em benzeno - acetonitrila (98
+ 2); o pico do solvente não interferiu no
tempo de retenção de cada uma das afia-
toxinas analisadas, como mostra a figura 5.
Incluímos a aflatoxina E" na hipótese de se
poder utilizar esta metodologia em amostras
que possam conter aflatoxina E" além de MI.

Foi feito teste de recuperação de afla-
toxina M, em leite isento de af'latoxinas, ao
qual foi adicionada solução-padrão na con-
centração conhecida.

A recuperação da aflatoxina M, foi de
87,5 % e está demonstrada na tabela 2 e
figo 6.

Os resultados de recuperação com vários
níveis de afIa toxina M2 estão na tabela 3.
A recuperação de aflatoxina M2 foi feita em
uma amostra de leite pasteurizado, isento de
afIatoxinas (f'ig. 7).

O limite de detecção do método é de 0,2
ppb de aflatoxina M, e 0,1 ppb de af'lato-
xina M2.

A precisão de resolução e quantificação
por CLAR foi determinada por múltiplas
injeções das resoluções-padrão e extrato das
amostras. O tempo de retenção e a área
dos picos foram calculados por integração
eletrônica.

CONCLUSÃO

Na literatura consultada, encontramos um
único autor 21 que descreve a utilização da
absorção no U.V. com detetor para af'lato-
xina M,; os demais autores utilizam a fluo-
rescéncia e afirmam ser esta mais sensível.

Não obtivemos problemas de interferência,
pois outros picos existentes nas amostras não
saem no mesmo tempo de retenção das afla-
toxinas em estudo.

Muitos autores afirmam que a detecção por
fluorescência é muito mais sensível do que
. por absorção no U.V.; talvez por isso não
tenhamos encontrado trabalhos na literatura
nos quais se utilizou este detetor. Nossos
resultados foram bons, reproduzíveis, porém
não tão sensíveis como esperávamos.
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TABELA 1

Tempo de retenção das aflaioeina« M" M, e B,

Tempo de retenção

média
Aflatoxina (em minutos) (em minutos)

2 min 0,76 s

2 min 0,79 s

2 min 0,69 s

2 min 0,83 s

2 min 0,82 s

M. 2 min 0,72 s 2 min 0,79 s

2 mí n 0,79 s

2 min 0,92 s

2 min 0,78 s

2 min 0,79 s

2 min 0,87 s

3 min 0,27 s

3 min 0,38 s

3 min 0,26 s

3 min 0,16 s

3 min 0,10 s

3 min 0,16 s

M, 3 min 0,16 s 3 min 0,22 s

3 ruin 0,09 s

3 min 0,12 s

3 min 0,32 s

3 min 0,30 s

3 min 0,22 s

3 mi n 0,25 s

3 mín 0,30 s

6 mí n 0,78 s

6 min 0,76 s

B, 6 min 0,83 s 6 m in 0,77 s

6 min 0,86 s

6 min 0,81 s

6 min 0,59 s
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TABELA 2

Recupemção da aflatoxina M1 adicionada ao leite cru isento de
aflo.toscinae (0,22 p.,[//100 ml)

Aflatoxina M,

Amostra Recuperação

n.o (p.,g/100 ml) '7c

1 0,19 86,36

2 0,18 81,80

3 0,21 95,40

Média 0,1933 87,85

TABELA 3

Recuperação da aflatoxina M2 adicionada, em varws concentrações, a
leite pasteurizado isento de aflat.oeinae=

Aflatoxina M2

Adicionada Recuperação

p.,g/100 ml p.,g/lOO %

0,01 0,0101 101

0,02 0,0216 108

0,02 0,0194 97

0,04 0,0380 95

0,04 0,0430 109

Análise feita anteriormente por croma tografia em cârna da delgada, método da A.O.A.C.l.

RIALA6/578

SABINO, M.; PURCHIO, A. & ZORZETTO, M.A.P. - Separation and determí-
nation of aflatoxins M1 and M2 in sarnples of cow milk by high-performance
liquid chromatography. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 44 (2) :87-99, 1984.

ABSTRACT: Aflatoxins MIo M•• and B, were completely sepa ra ted by high-
-performance liquid chromatography in reversed-phase C-18 columns by uai ng
acetonitrile-water (35% + 65%) as eluting solvent and a flow rate of 2.0
ml/minute. Compounds were detected by ultraviolet absorbance at 350 nm. Peak
height and retention time were reproducible. M1 was determined at levels of 0.2
ppb or higher and M2 at 0.1 ppb or higher. Recovery of 87.5% was found for M,
and of 102% for M2•

DESCRIPTORS: aflatoxins M, and M2 in cow milk, determination; cow milk,
determination of aflatoxin M, and M2; high-performance liqui d chromatography.
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