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Resumo 

FREITAS, Cristina Hallal. Efeito sazonal da contaminação por aflatoxinas 
B1 e M1 em propriedades leiteiras na região Sul do Rio Grande do Sul, 
Brasil. 2020. 92f. Tese (Doutorado em Ciências Biológicas)  Programa de 
Pós-Graduação em Microbiologia e Parasitologia, Instituto de Biologia, Univer-
sidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2020.  

Aflatoxinas são substâncias tóxicas produzidas pelo metabolismo secundário 
de algumas espécies fúngicas como Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. no-
mius, que contaminam produtos agrícolas bastante utilizados na alimentação 
humana e animal. Entre esses contaminantes estão as aflatoxinas B1 (AFB1), 
B2 (AFB2), G1 (AFG1) e G2 (AFG2). A aflatoxina M1 (AFM1) é um metabólito hi-
droxilado da AFB1 e pode ser encontrada no leite proveniente de animais que 
ingeriram ração contaminada com AFB1, tornando-se um risco para saúde hu-
mana uma vez que apresenta propriedades mutagênicas, teratogênicas e can-
cerígenas. O objetivo do trabalho foi avaliar a presença de AFB1, AFB2, AFG1 e 
AFG2 em amostras de ração para animais produtores de leite e de AFB1 e 
AFM1 em leite cru, analisando o efeito sazonal, além de estimar a exposição 
humana à aflatoxinas de acordo com a estimativa da ingestão diária através do 
leite. As amostras de rações foram coletadas em uma propriedade leiteira loca-
lizada na região Sul do Rio Grande do Sul, Brasil, em quatro ocasiões referen-
tes às diferentes estações do ano. Em cada uma, amostras de leite foram cole-
tadas individualmente de cada animal, totalizando 73 amostras (inverno, n= 15; 
primavera, n= 20; verão n= 16; outono, n= 22). Em outras propriedades, tam-
bém localizadas na região Sul do RS, amostras de leite cru foram coletadas do 
tanque de refrigeração (n= 23). As amostras de rações foram encaminhadas 
para o Instituto SAMITEC (Soluções Analíticas, Microbiológicas e Tecnológi-
cas) para análise da ocorrência de AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 por cromatogra-
fia líquida acoplada a espectometria de massas. As micotoxinas do leite foram 
extraídas pelo método de QuEChERS e quantificadas por cromatografia líquida 
de alta eficiência com detector de fluorescência. A partir dos dados de conta-
minação por aflatoxinas nas amostras de leite obtidas nesse trabalho, foi avali-
ada a exposição da população através da ingestão do leite. A AFB1 foi encon-
trada nas rações coletadas no verão, outono e inverno, em níveis iguais a 1,0, 
1,0 e 1,6 µg kg-1, respectivamente, e as demais aflatoxinas não foram detecta-
das. Na amostra referente a primavera, não havia contaminação. Aproximada-
mente 95% das amostras de leite (individual e tanque) estavam contaminadas 
com AFM1, em níveis que variaram de 0,2 a 1,47 µg L-1, ultrapassando o limite 
legislado no Brasil para presença dessa aflatoxina no leite (0,5 µg kg-1). A mai-
or média de contaminação por AFM1 das amostras de leite coletadas individu-
almente de cada animal foi encontrada no inverno (1,0 µg L-1), enquanto que a 
concentração média nas demais estações foi em torno de 0,5 µg L-1. AFB1 foi 
encontrada em 6% (n= 6) do total de amostras de leite, em concentrações que 
variaram de 0,09 a 0,37 µg L-1. Com base no nível médio de contaminação por 
AFM1 das amostras coletadas dos tanques de refrigeração (0,63 µg L-1), a es-
timativa da ingestão diária dessa toxina foi de 3,0 e 10,0 ng/pessoa para adul-
tos e crianças, respectivamente. Esses resultados atentam para o risco à saú-
de relacionado ao leite, principalmente em relação às crianças, que consomem 



grande quantidade desse produto e apresentam maior suscetibilidade à conta-
minações, destacando-se, assim, a importância do controle da contaminação 
dos produtos agrícolas destinados à alimentação animal por fungos toxigênicos 
a fim de evitar a produção de aflatoxinas. 

Palavras-chave: Produtos agrícolas. Leite cru. Sazonalidade. Saúde pública. 
Exposição da população. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

FREITAS, Cristina Hallal. Seasonal Effect of Contamination by Aflatoxins B1 
and M1 on Dairy Farms in Southern Rio Grande do Sul, Brazil. 2020. 92p. 
Doctoral dissertation (Doctoral Program in Biological Sciences)  Post-graduate 
Program in Microbiology and Parasitology, Biology School, Universidade Fed-
eral de Pelotas, Pelotas, RS, Brazil, 2020. 
 
Aflatoxins are toxic compounds which are yielded by the secondary metabolism 
of some fungal species, such as Aspergillus flavus, A. parasiticus and A. nomi-
us, that contaminate agricultural products which are widely used for human and 
animal consumption. Aflatoxins B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1) and G2 (AFG2) 
are some of the contaminants. Aflatoxin M1 (AFM1), which is a hydroxylated me-
tabolite of AFB1, can be found in milk produced by dairy cows that have eaten 
feed contaminated with the latter. It poses risks to human health since it has 
mutagenic, teratogenic and carcinogenic properties. This study aimed at evalu-
ating AFB1, AFB2, AFG1 and AFG2 in samples of feed eaten by dairy cows, be-
sides AFB1 and AFM1 in samples of raw milk; the seasonal effect was analyzed 
and the estimate of human exposure to aflatoxin was based on estimates of 
daily intake in milk. Feed samples were collected on a dairy farm located in the 
south of Rio Grande do Sul (RS) state, Brazil, in four occasions that referred to 
the seasons of the year, when milk samples were collected from every cow. 
Seventy-three samples were collected (winter, n= 15; spring, n= 20; summer n= 
16; fall, n= 22). Raw milk samples were collected in cold storage tanks (n= 23) 
on other farms which are also located in the south of RS. Feed samples were 
taken to the SAMITEC Institute (Analytical, Microbiological and Technological 
Solutions) so as to have AFB1, AFB2, AFG1 and AFG2 analyzed by Liquid 
Chromatography coupled with Mass Spectrometry. Mycotoxins were extracted 
from milk by the QuEChERS method and quantified by High-Performance Liq-
uid Chromatography (HPLC) with fluorescence detection. Resulting data on 
contamination by aflatoxins in milk samples led to the evaluation of population 
exposure as the result of milk intake. AFB1 levels were found in feed collected 
in summer, fall and winter, at 1.0, 1.0 and 1.6 µg kg-1, respectively, while the 
other aflatoxins were not detected. There was no contamination in the sample 
collected in spring. About 95% of milk samples (individual and tanks) were con-
taminated by AFM1 in the range from 0.2 to 1.47 µg L-1, which is above the limit 
of aflatoxin in milk issued by the Brazilian legislation (0.5 µg kg-1). The highest 
mean of contamination by AFM1 in milk samples collected individually from eve-
ry cow was found in winter (1.0 µg L-1), while mean concentration in the other 
seasons was around 0.5 µg L-1. AFB1 was found in 6% (n= 6) of milk samples 
at concentrations that ranged from 0.09 to 0.37 µg L-1. Based on the mean level 
of contamination by AFM1 of samples collected in cold storage tanks (0.63 µg 
L - 1), estimates of its daily intake were 3.0 ng/adult and 10.0 ng/child. These 

ealth by milk, mainly to 
children, since they consume high amounts of this product and are more sus-
ceptible to contamination. Thus, the importance of controlling contamination by 
toxigenic fungi of agricultural products aimed at animal feed should be high-
lighted in order to avoid aflatoxin production. 
Key words: Agricultural products. Raw milk. Seasonality. Public health. Popula-
tion exposure. 
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1 Introdução 

 

O leite é um alimento de grande valor nutritivo, que fornece macro e mi-

cronutrientes importantes para o crescimento, desenvolvimento e manutenção 

da saúde humana. Porém, pode ser o agente causador de diversas alterações 

fisiológicas nos indivíduos que o consomem, principalmente por ser veículo de 

contaminantes alimentares (KWIATKOWSKI; ALVES, 2007). Dentre esses, os 

fungos filamentosos provenientes da contaminação dos produtos agrícolas des-

tinados à alimentação animal, destacam-se por produzirem metabólitos tóxicos 

que oferecem riscos para saúde humana, especialmente para crianças e be-

bês, uma vez que esses são mais suscetíveis aos efeitos tóxicos de contami-

nantes (SANTILI et al., 2015).  

Micotoxinas são substâncias tóxicas resultantes do metabolismo secun-

dário de diversas linhagens de fungos filamentosos. São de ocorrência univer-

sal, porém predominam em climas tropicais e subtropicais onde o desenvolvi-

mento fúngico é favorecido pelas condições ambientais (LILLEJOH, 1991). A 

contaminação dos produtos por essas micotoxinas pode ocorrer praticamente 

em todas as fases de sua obtenção, desde a contaminação no campo, durante 

a colheita, no transporte e até no armazenamento (PITTET, 1998). Os princi-

pais produtos associados a contaminação por fungos e produção de micotoxi-

nas são grãos armazenados e rações para alimentação animal, especialmente 

milho, silagem, semente de algodão, amendoim e soja (IAMANAKA et al, 

2010).  

As micotoxinas de maior importância em alimentos e rações são as afla-

toxinas (AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2), produzidas por espécies do gênero Asper-

gillus, principalmente A. flavus, A. nomius e A. parasiticus (CREPPY, 2002; 

MOSS, 2002). As aflatoxinas podem causar sérios danos aos seres humanos e 

animais devido a sua alta toxidez e ampla ocorrência, possuindo propriedades 

carcinogênicas, mutagênicas, teratogênicas (SYLOS; RODRIGUEZ-AMAYA, 

1996) e imunossupressoras (NORDIN; LUCHESE, 1998). Quando os animais 

ingerem alimentos contaminados, as aflatoxinas são metabolizadas, biotrans-
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formadas e transferidas para os produtos, como o leite, tornando-se, conse-

quentemente, um risco para a saúde humana (BRUERTON, 2001).  

A aflatoxina M1 (AFM1) é um metabólito hidroxilado da aflatoxina B1 

(AFB1) e pode ser encontrada em leite e seus derivados provenientes de ani-

mais que ingeriram ração contaminada com AFB1 (CREPPY, 2002). Apesar da 

maioria dos relatos disponíveis na literatura indicarem que a AFB1 é completa-

mente convertida em AFM1, já foi demonstrado que esta conversão pode não 

ser completa (SCAGLIONI et al., 2014; GONÇALVES et al., 2018), o que vem a 

justificar o interesse da verificação também de ocorrência da AFB1, uma vez 

que sua toxicidade é maior que a da AFM1 (HUSSEIN; BRASEL, 2001; ZAIN, 

2011).  

O Brasil é um grande produtor de commodities, no entanto, as condições 

climáticas de algumas regiões do país facilitam o desenvolvimento de espécies 

de fungos toxigênicos, que é favorecido por fatores como umidade e tempera-

tura elevados (LILLEJOH, 1991), possibilitando, assim, a produção de micoto-

xinas. Ocupando a quinta colocação entre os principais países produtores de 

leite de vaca do mundo, com uma produção de aproximadamente 34 bilhões de 

litros em 2108 (IBGE, 2019), a presença de aflatoxinas no leite produzido no 

Brasil causa preocupação devido ao elevado potencial tóxico dessas substân-

cias.  

Dessa forma, pesquisas sobre a ocorrência de aflatoxinas em leite pro-

duzido no Brasil a fim de avaliar a concordância dos níveis de contaminação 

com a legislação vigente, determinada pela Resolução da Diretoria Colegiada 

(RDC) da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) nº7 de 2011, que 

estabelece que o valor máximo de AFM1 no leite fluído deve ser -1, tor-

nam-se muito importantes.  

 

 



2 Objetivos 

2.1 Objetivo geral 

Verificar a ocorrência de aflatoxinas em amostras de ração e de leite cru 

provenientes de propriedades localizadas na Região Sul do Rio Grande do Sul, 

Brasil. 

2.2 Objetivos específicos 

 Coletar e compilar informações presentes na literatura sobre a ocorrên-

cia de AFB1 e AFM1 no leite produzido no Brasil; 

 Verificar a ocorrência de AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 em amostras de ra-

ções animais, nas diferentes estações do ano;  

 Verificar a ocorrência de AFB1 e AFM1 em amostras de leite cru coleta-

das individualmente nas diferentes estações do ano, bem como de tan-

ques de refrigeração; 

 Relacionar a contaminação da ração por AFB1 com a ocorrência de 

AFB1 e AFM1 no leite;  

 Estimar o risco da exposição humana à contaminação por aflatoxinas 

através da avaliação de ingestão diária para indivíduos da região Sul do 

RS.



3 Revisão Bibliográfica 

3.1 Leite: aspectos gerais 

De acordo com a Instrução Normativa nº 62 do Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (BRASIL, 2011) "entende-se por leite, sem outra 

especificação, o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em condi-

ções de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite de 

outros animais deve denominar-se segundo a espécie de que proceda".  

O leite é uma emulsão de cor branca, obtida em circunstâncias naturais, 

de odor suave e sabor adocicado, e sua ingestão é indispensável nos primeiros 

meses de vida dos mamíferos (ALBUQUERQUE, 1997). Este é um dos alimen-

tos mais completos para o ser humano, contendo grande variedade de proteí-

nas e minerais. A tabela 1 apresenta a composição química média do leite de 

vaca.  

Tabela 1. Composição centesimal média do leite de vaca 

Componente Composição (%) 

Água 87,5 

Lactose 4,6 

Proteínas 3,3 

Gordura 3,9 

Minerais 0,8 

Fonte: Goff (2014) apud EMBRAPA (2014).  
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A água é o elemento que se apresenta em maior proporção no leite, se-

guida da lactose, proteínas, gordura e sais minerais. Essa composição varia 

conforme a espécie do animal, raça, tipo de alimentação, período de gestação, 

intervalos entre ordenhas, estresse ou ação de medicamentos (FERREIRA, 

2007). 

A principal função da gordura no leite é fornecer energia. O acetato e o 

butirato estão entre os ácidos graxos voláteis produzidos pela fermentação ru-

minal, são absorvidos pela corrente sanguínea e na glândula mamária servem 

como precursores na síntese de gordura do leite (SANTOS; FONSECA, 2019).  

A função básica das proteínas do leite é fornecer os aminoácidos essen-

ciais e outras proteínas bioativas, como os anticorpos, aos recém-nascidos 

(SANTOS; FONSECA, 2007). As proteínas do leite podem ser caracterizadas 

em duas grandes classes: as a-

deira do leite") e as proteínas do soro (FERREIRA, 2007). A caseína é um dos 

componentes mais abundantes dessa composição, é formada por aminoácidos 

essenciais para o crescimento dos animais jovens. Essa proteína de alta quali-

dade é uma das razões pelas quais o leite é tão importante na alimentação 

humana (GONZÁLEZ, 2001). As proteínas do - -

lactalbumina, imunoglobulinas e albumina bovina sérica) são consideradas de 

alta qualidade nutricional e possuem propriedades funcionais, apresentando 

atividade imunomoduladora, antimicrobiana e antiviral e proteção ao sistema 

cardiovascular (FERREIRA, 2019). 

A lactose é o principal carboidrato do leite e um dos principais determi-

nantes de seu volume, representando um importante papel na regulação da 

pressão osmótica, pois controla a entrada de água para o interior das células 

epiteliais mamárias durante a síntese do leite (RODRIGUES et al., 2012). Des-

sa forma, quando ocorre uma redução da concentração de lactose, como em 

casos de mastite, ocorre uma compensação com aumento da concentração de 

minerais solúveis (SANTOS; FONSECA, 2007). 
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O leite é a melhor fonte de cálcio para o organismo, contendo 119 mg 

por 100 g de leite fluído, mineral que apresenta importância na formação de 

ossos e dentes, na coagulação sanguínea e na regulação dos batimentos car-

díacos. Sua carência provoca o raquitismo, ocasionando fraturas ósseas com 

maior facilidade. Também possui elevado teor de fósforo, cerca de 960 mg L-1, 

que também ajuda na formação dos ossos. Dois copos diários de leite (400mL) 

atendem a quase toda a recomendação, por exemplo, de manganês, nutriente 

importante no aproveitamento das gorduras e no funcionamento do cérebro 

(EMBRAPA, 2011). 

A produção brasileira de leite, em 2018, foi de 33,8 bilhões de litros, 

1,6% maior em relação ao ano anterior. A maior produção foi verificada na re-

gião Sul, com volume de 11,6 bilhões de litros por ano, responsável por 34,2% 

da produção nacional. A segunda região mais importante na produção do leite 

foi a Sudeste, com volume de 11,5 bilhões de litros e aumento de 0,5% em re-

lação a 2017 (IBGE, 2018).  

No mercado, estão disponíveis para consumo leites diferenciados e defi-

nidos de acordo com o processo térmico ao qual são submetidos, podendo ser 

classificados como, leite pasteurizado, leite ultra alta temperatura (UAT) e leite 

em pó. Quanto ao consumo de leites processados, destacam-se o leite UAT, 

tendo em vista a sua praticidade de conservação e uso e também seu longo 

período de vida comercial (MARTINS et al., 2008).  

O leite pasteurizado é definido como o leite submetido à pasteurização a 

temperaturas de 72 a 75 °C durante 15 a 20 s, seguido de refrigeração a tem-

peratura inferior a 4°C (BRASIL, 2011). O leite UAT é definido como o leite ho-

mogeneizado que foi submetido, durante 2 a 4 s, a uma temperatura de 130 ºC, 

mediante um processo térmico de fluxo contínuo, imediatamente resfriado a 

uma temperatura inferior a 32 ºC e envasado sob condições assépticas em 

embalagens estéreis e hermeticamente fechadas (BRASIL, 1997). Quando o 

leite for destinado a produção de derivados lácteos, pode ser adotada a pasteu-

rização lenta, na qual são utilizadas temperaturas entre 63 ° e 65 °C durante 30 

min (VIDAL, 2018).  
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O leite é classificado, ainda, de acordo com seus teores de gordura, co-

mo integral (mínimo 3,0 g 100 g-1), semidesnatado (0,6 a 2,9 g 100 g-1) e des-

natado (máximo 0,5 g 100 g-1) (MAPA, 2018). A indústria de laticínio também 

tem potencializado o valor nutritivo dos seus produtos, produzindo uma série de 

bebidas lácteas enriquecidas com vitaminas e minerais, assim como leites es-

peciais para as pessoas que não conseguem digerir a lactose (EMBRAPA, 

2002). 

Apesar dos benefícios que esse alimento oferece, devido ao seu elevado 

valor nutritivo, o leite pode ser o agente causador de diversas alterações fisio-

lógicas nos indivíduos que o consomem, principalmente por ser veículo de con-

taminantes ambientais e alimentares (KWIATKOWSKI; ALVES, 2007), como as 

micotoxinas. Esses metabólitos geram um desafio para as indústrias de pro-

cessamento de leite, uma vez que são estáveis aos tratamentos tecnológicos 

aos quais a matéria-prima é submetida e permanecem nos leites fluidos e deri-

vados.  

No Brasil, apesar do desenvolvimento tecnológico atingido em certos la-

ticínios, persistem, ainda, em nível de produção de leite, graves problemas que 

depreciam a matéria-prima e impedem seu beneficiamento ou tornam o produto 

beneficiado impróprio para o consumo humano, mesmo nas regiões onde a 

pecuária leiteira é tradicional. A presença de altos níveis de contaminação por 

micro-organismos e suas toxinas constituem uma causa frequente de proble-

mas em relação à saúde dos consumidores, além de causarem grandes perdas 

econômicas (ARAÚJO et al., 2013).  

3.2 Micotoxinas  

A era de pesquisas sobre micotoxinas teve início na década de 60, como 

consequência direta de um surto em perus ocorrida na Inglaterra, tendo sido 

denominada de Enfermidade X dos Perus . Estudos epidemiológicos revela-

ram que a síndrome estava relacionada com a farinha de amendoim contida na 

ração das aves. Um ano depois se instituiu que o Aspergillus flavus era o fungo 

responsável por tal enfermidade, tendo sido denominadas aflatoxinas os seus 

metabólitos secundários responsáveis pelo quadro tóxico do surto (SPENS-



19

LEY, 1963). Devido a esse fato, nesta época foram iniciadas várias pesquisas 

em alimentos visando à detecção de fungos toxigênicos, e o período entre 

1960 e 1975 foi The mycotoxin gold rush devido a grande quan-

tidade de cientistas que se uniram em uma pesquisa sobre estes metabólitos 

(BENNET; KLICH, 2003). 

As micotoxinas são substâncias sintetizadas sob determinadas condi-

ções durante a multiplicação dos fungos. Algumas delas permanecem restritas 

ao micélio fúngico, enquanto que a maior parte é secretada no substrato. Estes 

metabólitos constituem um grupo toxicológico e quimicamente bastante hetero-

gêneo, sendo agrupados por apresentarem uma origem comum e pelo fato de 

poderem causar doença e morte em seres humanos e animais (BENNET; 

KLICH, 2003). 

Os efeitos tóxicos mais importantes das micotoxinas relacionam-se ao 

desencadeamento de diversos tipos de tumores e supressão imune (IARC, 

1993). Ao serem ingeridas podem se fixar aos tecidos, apesar da maior parte 

ser metabolizada e eliminada através de fluidos biológicos. Uma característica 

importante é sua capacidade de afetar órgãos específicos sem provocar altera-

ções evidentes nos demais, e cuja gravidade depende da toxidez da micotoxi-

na, do nível de exposição, idade, sexo, estado nutricional e dos possíveis efei-

tos sinérgicos com outros compostos químicos (PERAICA et al., 1999).  

As doenças causadas pela ingestão de micotoxinas, denominadas mico-

toxicoses, podem ser categorizadas como agudas ou crônicas. A toxidez aguda 

apresenta um rápido aparecimento de sintomas e uma pronta resposta a expo-

sição a toxina, enquanto que a toxidez crônica é caracterizada por uma exposi-

ção a baixas dosagens durante um longo período de tempo, resultando em tu-

mores e outros efeitos que, de maneira geral, são irreversíveis. As principais 

desordens causadas por micotoxinas estão relacionadas a exposições crônicas 

(indução tumoral e imunossupressão); entretanto, os episódios dos quais se 

têm melhor conhecimento micotoxicológico foram desencadeados devido a ex-

posições agudas, como a doença X dos perus e o ergotismo humano (IARC, 

1993).  
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As micotoxinas mais estudadas, em virtude dos danos que causam à 

saúde humana ou animal e pelas perdas econômicas que desencadeiam na 

indústria de produção, tanto vegetal quanto animal, são as fusariotoxinas, ocra-

toxinas e aflatoxinas (IAMANAKA; OLIVEIRA; TANIWAKI, 2010).  

3.2.1 Aflatoxinas  

As aflatoxinas constituem um grupo de aproximadamente 20 substâncias 

que são metabólitos secundários de fungos toxigênicos, principalmente Asper-

gillus flavus, A. nomius e A. parasiticus (CREPPY, 2002; MOSS, 2002). No en-

tanto, apesar da sua diversidade, as aflatoxinas frequentemente encontradas 

em alimentos são apenas de quatro tipos: B1, B2, G1 e G2 (MASSEY et al., 

1995).  

A produção de aflatoxinas é resultado da interação entre fungo, hospe-

deiro e meio ambiente, fatores que determinam o grau de colonização, o tipo e 

a quantidade de micotoxinas que serão produzidas (GOURAMA; BULLERMAN, 

1995). O desenvolvimento de fungos aflatoxigênicos é influenciado, entre ou-

tros fatores, pela atividade de água, temperatura, grãos quebrados, aeração, 

inóculo fúngico, interações microbianas e presença de insetos. O controle de 

umidade é fator de elevada importância para evitar o acúmulo de toxinas em 

grãos armazenados e sementes oleaginosas. Se o produto tiver baixa atividade 

de água e for armazenado em condições de baixa umidade relativa, provavel-

mente não ocorrerá desenvolvimento de fungos e consequentemente de toxi-

nas (CAST, 2003).  

A temperatura ótima para a produção de aflatoxinas é entre 28 °C e 

30 °C, diferindo dos 36 a 38 °C necessários para a multiplicação do micro-

organismo, com sua produção diminuindo com temperaturas próximas de 

37 °C. O nível de produção de aflatoxinas sofre grande influência da atividade 

de água e do pH. A atividade de água ótima para a produção de aflatoxinas é 

de aproximadamente 0,99, com o mínimo em torno de 0,80 - 0,83. As aflatoxi-

nas são produzidas em grande quantidade com altas atividades de água (0,98 - 

0,99) e sofrem uma drástica redução com atividades de água próximas de 0,85.  

A. flavus e A. parasiticus podem crescer com pH variando de 2,0 até 10, e a 
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produção de aflatoxinas por A. parasiticus se dá em pH entre 3,0 e 8,0, com pH 

ótimo próximo de 6,0 (PITT; HOCKING, 1997). Em relação a composição do 

substrato, açúcares simples como glicose, sacarose e maltose promovem a 

produção de aflatoxinas, enquanto peptona ou lactose não promovem a produ-

ção (GUO et al., 2008).  As quatro principais aflatoxinas são divididas nos gru-

pos B e G, que se referem às suas propriedades de fluorescência. Sob luz ul-

travioleta de ondas longas as AFB1 e AFB2 apresentam fluorescência azul e as 

AFG1 e AFG2 apresentam fluorescência verde. Os números 1 e 2 designam a 

mobilidade cromatográfica ou fator de retenção (Rf) dos compostos em placas 

de cromatografia em camada delgada (GOURAMA; BULLERMAN, 1995; 

BRAGA; CARDOSO; MACÊDO, 2002). Na tabela 2 apresentam-se as princi-

pais características físicas e químicas das principais aflatoxinas.   

 

Tabela 2. Principais caraterísticas físico-químicas das principais aflatoxinas. 

 Aflatoxina Fórmula Química 
Massa Molecular 

(MM) 
Cor emitida sob 

luz UV 
AFB1 C17H12O6 312 Azul 
AFB2 C17H14O6 314 Azul 
AFG1 C17H1207 328 Verde 
AFG2 C17H1407 330 Verde 
AFM1 C17H12O7 328 Violeta azulada 
AFM2 C17H14O7 330 Violeta 

Fonte: Adaptado Opas, 1983.  

Quimicamente, as aflatoxinas apresentam estruturas intimamente relaci-

onadas entre si (Figura 1), formando um grupo único de compostos heterocícli-

cos altamente oxigenados (furocumarinas complexas). As aflatoxinas apresen-

tam um núcleo central cumarínico ligado a uma estrutura bi-furanóide, as do 

grupo B apresentam anel ciclopentanona, as do grupo G apresentam anel lac-

tona na molécula e as do grupo M consistem em derivados hidroxilados do pri-

meiro grupo. As aflatoxinas do grupo 1 diferem das do grupo 2 por possuírem 

uma dupla ligação no carbono terminal do anel diidrofurano (YOUSEF; 

MARTH, 1985). 
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Figura 1. Estrutura química das aflatoxinas B1, B2, G1, G2, M1 e M2. 
Fonte: Biehl e Buck (1987). 

 

As aflatoxinas têm elevado ponto de fusão, sendo portanto estáveis ao 

calor, o que gera um grande desafio para as indústrias de alimentos e rações. 

Essas substâncias são decompostas a temperaturas de cerca de 220 °C 

(SCUSSEL, 1984), valor de temperatura inviável para o processamento de ali-

mentos e rações.  Desta forma, pequena ou nenhuma destruição de aflatoxinas 

ocorre sob condições normais de cozimento ou aquecimento durante a pasteu-

rização (VAN EGMOND, 1989; GALVANO et al., 1996). 

Entre as aflatoxinas, a AFB1 é considerada a mais importante devido ao 

seu elevado potencial tóxico, sendo um potente hepatocarcinógeno conhecido 

em espécies animais e humanos, classificada no grupo 1 pela International 

Agency for Research on Câncer, ou seja, carcinogênica para humanos (IARC 

2002). A AFM1 possui elevada atividade genotóxica, embora seja aproximada-

mente dez vezes menos carcinogênica que a AFB1, é classificada como 2B, 

possivelmente carcinogênica para humanos (IARC 2002), tendo a Organização 

Mundial de Saúde recomendado a redução dos níveis permitidos de AFM1 ao 

mínimo em leite e derivados, de modo a minimizar o risco potencial que repre-

senta (LÓPEZ et al., 2001).  

3.2.1.1 AFB1 na alimentação animal 

Vários produtos agrícolas utilizados na formulação de rações, tais como 

milho, trigo, soja e farelo de algodão, constituem substratos suscetíveis ao de-

senvolvimento de fungos toxigênicos e, consequentemente, estão sujeitos a 
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contaminação por aflatoxinas. De acordo com a Portaria do Ministério da Agri-

cultura Pecuária e Abastecimento nº 7, de 18 de fevereiro de 2011, o valor má-

ximo permitido para a soma das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 nas matérias-

primas para composição de raçõ kg-1 kg-1 para 

amendoim e grãos de milho (BRASIL, 2011). No entanto, mesmo com uma le-

gislação específica, o controle das matérias-primas não é devidamente realiza-

do, tendo em vista que vários trabalhos têm demonstrado a ocorrência de AFB1 

em alimentos destinados ao consumo animal em níveis acima do permitido pe-

la legislação no Brasil (OLIVEIRA et al., 2016; NEGRI FILHO et al., 2017).   

Os alimentos que são fornecidos aos animais são produzidos nas pró-

prias propriedades ou obtidos de indústrias produtoras de rações. Em ambos 

os casos, as matérias-primas podem ser armazenados em condições inapro-

priadas, principalmente em relação a temperatura e umidade, o que prejudica a 

qualidade desses produtos. A exigência de rações com baixo custo de produ-

ção faz com que, muitas vezes, o controle da produção de micotoxinas seja 

pequeno ou inexistente, devido ao custo que a realização desta análise agrega 

ao produto final (NEGRI FILHO et al., 2017).  

Motta et al. (2015) analisaram 288 amostras de dieta completa (volumo-

so + concentrado, v/v) fornecidas aos animais de cinco fazendas produtoras de 

leite no estado de São Paulo, Brasil, sendo o volumoso ofertado às vacas cons-

tituído de silagem de milho, sorgo e cevada úmida e o concentrado de grãos de 

milho, farelo de soja e caroço de algodão e mistura mineral. Foi detectada a 

presença e AFB1 em 31,4% das amostras, em teores que variaram de 1,68 a 

kg-1.  

Gonçalez et al. (2004) verificaram a presença de AFB1, AFB2, AFG1 e 

AFG2 no farelo de algodão utilizado como complemento na alimentação de va-

cas lactantes, e a concentração total de aflatoxinas encontrada foi de 76,4 

ng g-1, correspondente a 43,5 ng g-1 de AFB1; 15,2 ng g-1 de AFB2; 9,1 ng g-1 de 

AFG1 e 8,6 ng g-1 de AFG2, acima do permitido pela legislação vigente. O leite 

das 27 vacas alimentadas por este farelo de algodão apresentou contaminação 

por AFM1 em concentrações superiores a 0,5 ng mL-1, demonstrando estar 

acima do permitido pela legislação. Além da contaminação do leite, essas ele-
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vadas concentrações tiveram como consequência a queda da produção de leite 

de 14 L/dia para 11 L/dia durante os seis meses em que foi utilizado como 

complemento.  

O milho é o principal ingrediente utilizado na formulação de rações des-

tinadas à alimentação de vacas leiteiras, em razão do seu alto valor nutricional. 

Segundo o levantamento do USDA (United States Detartment of Agriculture) 

para a safra mundial de milho 2018/2019, o Brasil está na terceira colocação 

entre os países produtores deste cereal (101,0 milhões de toneladas). Quanto 

ao consumo, o Brasil ocupa o 4º lugar, com 66,7 milhões de toneladas, sendo 

que a diferença entre produção e consumo é destinada para exportação. Con-

tudo, a riqueza nutricional do milho também o torna um substrato adequado 

para o desenvolvimento de micro-organismos indesejáveis, capaz de gerar ris-

cos oriundos de metabólitos secundários e tóxicos produzidos pelos fungos da 

microbiota do cereal (SCAGLIONI et al., 2017).  

Oliveira et al. (2016), analisaram um total de 148 amostras de milho de 

fazendas leiteiras localizadas no Rio Grande do Sul (n=51), Santa Catarina 

(n=40) e Paraná (n=57). A AFB1 estava presente em amostras de milho de to-

dos os Estados, sendo que em Santa Catarina foram encontrados os maiores 

níveis de contaminação, equivalentes a 50 -1. Apesar da frequência de 

contaminação não ter sido elevada (Santa Catarina, 10%; Rio grande do Sul, 

45%; Paraná, 19,2%) a constatação de níveis acima do limite máximo legislado 

é importante, uma vez que amostras de milho podem ser misturadas, produzin-

do um produto final de baixa qualidade.  

Segundo Newman (2000), a presença de aflatoxinas em rações destina-

das a alimentação de vacas leiteiras resulta em perdas econômicas significati-

vas para os criadores, uma vez que afeta a saúde dos animais, podendo cau-

sar danos no fígado, diminuir o desempenho reprodutivo e as funções imunoló-

gicas e, consequentemente, reduzir a produtividade de leite. 

Boas práticas agrícolas, de transporte, de manufatura e de armazena-

mento continuam sendo as melhores formas de prevenir a contaminação de 

rações por aflatoxinas e, consequentemente, a contaminação do leite. Assim, 
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estratégias e instrumentos legais são necessários na agricultura e na indústria 

de alimentos para assegurar a qualidade de produtos de origem animal (GON-

ÇALEZ et al., 2004).  

3.2.1.2 Metabolismo das aflatoxinas e biotransformação de AFB1 em AFM1 

A biotransformação das aflatoxinas tem sido demonstrada como uma 

etapa obrigatória para o aparecimento de seus efeitos tóxicos, principalmente o 

carcinogênico. Após a ingestão de alimentos contaminados, a AFB1 é absorvi-

da pelo trato gastrointestinal e, via sistema porta, chega ao fígado, onde é bio-

transformada por meio de reações catalisadas por enzimas microssomais as-

sociadas ao citocromo P450. A biotransformação da AFB1 constitui um proces-

so complexo, com múltiplas vias, entre as quais se destacam a epoxidação e a 

hidroxilação (SHUNDO, 2004). 

A ativação da AFB1 conduz à formação do derivado AFB1  8,9 epóxido, 

originado da epoxidação da dupla ligação do éter vinílico, presente na estrutura 

bi-furanóide da molécula de AFB1. A ligação da AFB1 - epóxido com o DNA 

modifica quimicamente a estrutura da macromolécula, conferindo à AFB1 efei-

tos genotóxicos, originando os mecanismos básicos de mutagenicidade e car-

cinogenicidade (NEAL et al., 1998).  

A hidroxilação forma derivados menos tóxicos e hidrossolúveis, como a 

AFM1 (hidroxilado irreversível), o que possibilita sua secreção através de flui-

dos corporais, como o leite (OLIVEIRA; GERMANO, 1997).  A contaminação 

por micotoxinas em leite e derivados passou a ser uma preocupação em mea-

dos dos anos 60, quando foram relatados os primeiros casos de ocorrência de 

AFM1 em amostras de leite. Neste período, a ingestão de ração contaminada 

com AFB1 era relativamente alta, a produção de leite era baixa e os métodos 

analíticos pouco eficientes (PETTERSON, 1997; VAN EGMOND, 1989).  

Posteriormente, mais informações tornaram-se disponíveis a respeito da 

taxa de conversão da AFB1, ao mesmo tempo em que a produção de leite au-

mentou consideravelmente os métodos analíticos disponíveis melhoraram, tor-

nando os resultados dos estudos mais confiáveis. A partir de então, a incidên-
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cia de AFM1 em amostras de leite cru e processados foi relatada em diferentes 

regiões do mundo (BILANDZIC; VARENINA; SOLOMUN, 2010; FERNANDES 

et al., 2012; HASSAN; KASSAIFY, 2014; LEE et al., 2009; OLIVEIRA et al., 

2013; PEI, et al., 2009; GONÇALVES et al., 2018; SIBAJA et al., 2019).  

A excreção da toxina no leite dos animais depende de vários fatores, re-

lacionados ao tipo da dieta ingerida, nível de contaminação com AFB1, quanti-

dade ingerida, raça, nível de produção do animal, fase da lactação e estado de 

saúde dos animais. Estudos indicam que entre 0,3 a 6,0% da AFB1 ingerida na 

dieta, aparece no leite de vacas lactantes (WHO, 2011). A tabela 3 mostra dife-

rentes valores encontrados na literatura para taxa de conversão de AFM1 para 

o leite. A relação positiva entre a quantidade de AFM1 excretada no leite e a 

quantidade de AFB1 ingerida pelo animal já está elucidada na literatura 

(KAMKAR, 2005).  

Tabela 3. Taxa de conversão de AFB1 em AFM1 

Taxa de conversão (%) AFB1 para AFM1 Referência 

6,0 EFSA (2004) 

0,3 CREPPY (2002) 

1,7 JONES et al. (1994) 

2,2 VAN EGMOUND (1989) 

1,6 FORBISCH et al. (1986) 

Fonte: Adaptado Rory et al, 2009. 

Britzi et al. (2013) verificaram taxas de eliminação de AFM1 no leite de 

2,5% para vacas de baixa produção e 5,4% para as vacas de alta produção, 

correspondendo aos resultados encontrados em estudos anteriores. As taxas 

de excreção mais elevadas que ocorrem em animais de grande produção são 

explicadas pela maior permeabilidade das membranas celulares dos alvéolos 

das glândulas mamárias (VELDMAN, 1992). Além disso, Veldman (1992) tam-

bém indica que vacas em período inicial de lactação (duas a quatro semanas 

após o parto) apresentam maior taxa de conversão do que as vacas no final da 
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lactação (34 a 36 semanas após o parto), quando a produção de leite diminui 

naturalmente.  

O aparecimento da AFM1 no leite ocorre de 48 a 72 h após contínua in-

gestão de dietas contaminadas por AFB1 e de dois a quatro dias para desapa-

recer do produto após a retirada do alimento contaminado. A administração oral 

da AFB1 purificada leva à detecção de AFM1 no leite após cinco horas, prova-

velmente devido à rápida passagem pelo rúmen e absorção pelo intestino del-

gado (POLAN et al., 1974). Battacone et al. (2009) verificaram a presença de 

AFM1 no leite após seis horas de administração do alimento previamente con-

taminado com AFB1. 

Apesar de diversos estudos encontrados na literatura afirmarem que a 

AFB1 é completamente convertida em AFM1, já foi demonstrado que isso não é 

verdadeiro (SCAGLIONI et al., 2014; GONÇALVEZ et al, 2018), o que vem a 

justificar o interesse nela, uma vez que a toxicidade da AFB1 é maior que a da 

AFM1 (HUSSEIN; BRASEL, 2001; ZAIN, 2011). Relatos na literatura sobre a 

incidência de AFB1 em leite ainda são escassos, tendo em vista que as legisla-

ções vigentes para contaminação por micotoxinas só impõe limites máximos 

para AFM1 em leite e seus derivados.  

3.2.1.3 Aflatoxinas em leite  

Diversos países regularizam os níveis máximos permissíveis para AFM1 

em leite e seus derivados, porém, em muitos desses existem estudos revelan-

do níveis de contaminação acima dos limites máximos estabelecidos, que são 

variáveis e relacionam-se a fatores como grau de desenvolvimento econômico 

dos países. A tabela 4 mostra os níveis de tolerância para AFM1 em leite fluído 

legislados em alguns países.  
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Tabela 4. Legislação Brasileira e Internacional para AFM1 em leite fluído. 

País LMT ( -1) 

União Europeia, África do Sul 0,05 

Brasil e demais países do 

MERCOSUL, Estados Unidos, China, 

Rússia 

0,5 

Onde: LMT: Limite máximo permitido  

Na literatura, existem muitos trabalho sobre a ocorrência dessa micoto-

xina no leite. No estudo realizado por Oliveira (2010), foi verificada ocorrência 

de AFM1 em leite de vaca comercializado no Sudeste do Brasil. Os resultados 

encontrados mostraram uma ocorrência de positividade de 90% nas amostras 

de leite fluido, co L-1, e 100% nas amostras 

de le L-1. Em contrapartida, Scaglioni et al. 

(2014) encontraram AFM1 em amostras de leite cru, pasteurizado, UAT e con-

centrado, produzidos no Rio Grande do Sul, em concentrações 100% acima do 

permitido pela legislação brasileira, sendo que somente amostras de leite em 

pó não apresentaram contaminação, fato que sugere a necessidade de estudo 

sobre as condições de processo que propiciaram esta situação de adequação 

para consumo.  

Gonçalves et al. (2018) coletaram 62 amostras de leites desnatados, 

semi-desnatados e em pó em comércios locais em Rio Grande, RS, Brasil, e 

verificaram que 68% estavam contaminados pela AFM1 (40-3670 ng L 1), com 

contaminação encontrada apenas em leite fluído. A alta ocorrência de AFM1 

nas amostras analisadas sugeriu que o monitoramento desta micotoxina no 

estado do Rio Grande do Sul deve ser um procedimento contínuo. 

No Paraná, o trabalho realizado por Santos et al. (2015) apresentou 

100% de frequência para ocorrência de AFM1 em amostras de leite comerciali-

zadas em Londrina (n=42), mas nenhuma apresentou nível de contaminação 

acima do permitido pela legislação brasileira. Santili et al. (2015) avaliaram 635 

amostras de leite cru de fazendas leiteiras de três regiões de São Paulo, e 
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AFM1 foi detectada em 72,9, 56,3 e 27,5% das amostras em Bauru, Araçatuba 

e Vale do Paraíba, respectivamente.  

Contaminação por AFM1 também está sendo relatada em produtos que 

contém leite na sua composição, como por exemplo, fórmulas infantis. Em São 

Paulo, 38 amostras de fórmulas infantis foram avaliadas por Tonon et al. (2018) 

quanto a ocorrência de AFM1, e 12 (32%) apresentaram contaminação, sendo 

que sete (18%) em níveis acima do limite de quantificação do método (0,067 ng 

mL-1). Considerando os riscos associados a ingestão de micotoxinas por crian-

ças, a União Europeia estabelece um regulamento rigoroso para a presença de 

AFM1 em alimentos infantis (máximo de 0,025 ng mL-1), enquanto que no Brasil 

o limite é limitado para leite fluído (0,5 L-1).  

Além disso, em outras localidades mundiais a contaminação do leite por 

AFM1 também está sendo relatada. Asghar et al. (2018) analisaram 156 amos-

tras de leite, coletadas em mercados locais de Karachi-Paquistão, e detectaram 

contaminação em 143 (91,7% 3090 ng L-1, com um 

nível médio de 346,2 ng L-1. Em 125 amostras (80,1%) a contaminação foi 

maior que o limite máximo estabelecido pela UE (50 ng L-1). 

Sibaja et al. (2019) verificaram 100% de frequencia de contaminação do 

leite por AFM1 na Colômbia (n=51), em níveis que variaram entre 0,25 a 1,2   

L-1. Na Turquia, Sahin et al. (2016) analisaram 90 amostras de leite cru e indi-

caram que 21,1% estavam contaminadas com AFM1, em níveis que variaram 

en L-1. 

Em relação a AFB1, existem poucos relatos na literatura sobre a conta-

minação em leite, visto que as legislações só impõem limites para a AFM1. 

Scaglioni et al. (2014) analisaram amostras de leite produzidas no Rio Grande 

do Sul e verificaram incidência de AFB1 em 5% das amostras de leite pasteuri-

zado (n=12) e em 2% de UAT (n=15), com contaminação média de 1,5 e 

L-1, respectivamente, enquanto Gonçalves et al. (2018) detectaram contamina-

ção em 16% das amostras L-1.  
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3.2.1.4 Métodos analíticos para determinação de aflatoxinas  

A descoberta das aflatoxinas provocou extensivas investigações para o 

desenvolvimento de métodos analíticos para micotoxinas (SHUNDO, 2004). Os 

métodos de análise devem ser sensíveis e confiáveis o suficiente para serem 

utilizados no controle dos limites permitidos e também proporcionar a detecção 

de substâncias tóxicas decorrentes de contaminação natural ou intencional, 

especialmente para compostos potencialmente genotóxicos ou cancerígenos 

(RIDGWAY et al, 2007). Para a determinação de aflatoxinas e outros compos-

tos, algumas etapas importantes devem ser consideradas para confiabilidade 

dos resultados, como o preparo de amostra, a extração, a clarificação e a 

quantificação (KRSKA et al., 2005). 

A extração de aflatoxinas requer o uso de solventes, em sua maioria, or-

gânicos, relativamente polares, como o metanol, acetona, clorofórmio e aceto-

nitrila. O método de QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged e Safe) 

têm sido realizado para uma gama de matrizes alimentícias, incluindo o leite. 

Esse método apresenta como vantage percentuais de recuperação dos analitos 

em torno de 100%, remoção de possíveis interferentes da amostra, boa preci-

são e robustez, baixo custo, rapidez, facilidade e segurança (PRESTES et al., 

2009).  

Vários métodos têm sido utilizados para a detecção e quantificação des-

tes contaminantes, dentre eles destacam-se as técnicas cromatográficas. A 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) propiciou grandes avanços nas 

análises de micotoxinas, assim como em todas as outras áreas das ciências 

analíticas. O desenvolvimento da CLAE em fase reversa com detecção de fluo-

rescência tornou-se mais atrativa, tendo em vista a redução do tempo de análi-

se e sua alta sensibilidade. Soma-se a estas características, a relativa estabili-

dade destas colunas e solventes e a disponibilidade de detectores para diferen-

tes propriedades físicas e químicas (SHUNDO, 2004).  

A cromatográfica líquida de alta eficiência acoplada com detector de 

massas (LCMS/MS) também tem sido bastante empregada na identificação e 

detecção de aflatoxinas. Através dela é possível obter uma grande quantidade 
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de informação estrutural acerca dos analitos, o que assegura sua identificação 

com maior exatidão do que quando ela é feita apenas com base nas caracterís-

ticas de retenção dos compostos analisados. Além disso, quando existem 

compostos que não podem ser totalmente separados pela técnica cromatográ-

fica empregada, usando LC-MS/MS é possível detectá-los individualmente se 

possuírem diferentes massas moleculares ou gerarem diferentes espectros de 

massas (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008). 
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ARTIGO 1 - Aflatoxins B1 and M1: risks related to milk produced in 

Brazil 
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ARTIGO 2 -  Determinação sazonal de aflatoxinas em propriedade leiteira 

no Rio Grande do Sul, Brasil 
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Resumo 

Determinação sazonal de aflatoxinas em propriedade leiteira no Rio Gran-
de do Sul, Brasil. 

Aflatoxinas são substâncias tóxicas produzidas durante o metabolismo secun-
dário de algumas espécies fúngicas, como Aspergillus flavus e A. parasiticus, 
que contaminam produtos agrícolas bastante utilizados na alimentação animal. 
Entre esses contaminantes estão as aflatoxinas B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1) 
e G2 (AFG2). A aflatoxina M1 (AFM1) é um metabólito hidroxilado da AFB1 que 
pode ser encontrado no leite proveniente de animais que ingeriram ração con-
taminada com AFB1, tornando-se um risco para saúde humana uma vez que 
apresentam propriedades mutagênicas, teratogênicas e cancerígenas. O obje-
tivo do trabalho foi avaliar a ocorrência de AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 em rações 
consumidas por animais produtores de leite, bem como a presença de AFB1 e 
AFM1 em leite cru. Em uma propriedade leiteira localizada na região Sul do Rio 
Grande do Sul, foram realizadas quatro coletas de amostras das rações que 
estavam sendo consumidas pelas animais no período (inverno, primavera, ve-
rão e outono) e de leite coletadas individualmente de cada animal (inverno, n= 
15; primavera, n= 20; verão n= 16; outono, n= 22, totalizando 73 amostras) As 
amostras de rações foram encaminhadas para o Instituto SAMITEC (Soluções 
Analíticas, Microbiológicas e Tecnológicas) para análise da ocorrência de 
AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 por cromatografia líquida acoplada a espectometria 
de massas. As aflatoxinas foram extraídas do leite pelo método de QuEChERS 
e quantificadas por cromatografia líquida de alta eficiência com detector de flu-
orescência. As rações coletadas no verão, outono e inverno estavam contami-
nadas por AFB1, respectivamente nos níveis 1,0, 1,0 e 1,6 µg kg-1, enquanto 
que a amostra da primavera não apresentou contaminação. Todas as amostras 
de leite estavam contaminadas por AFM1, sendo que 55% apresentaram níveis 
de contaminação maiores do que o permitido pela legislação brasileira 
(0,5 µg kg-1) e 100% acima do nível tolerado na União Europeia (0,05 µg kg-1). 
O maior nível médio de contaminação do leite por AFM1 foi encontrado no in-
verno (1,0 µg kg-1) e nas demais estações as médias foram de aproximada-
mente 0,5 µg kg-1. Em 8% das amostras de leite foi encontrada AFB1, detecta-
da no inverno e na primavera, em níveis que variaram de 0,09 a 0,37 µg kg-1. 
Esses resultados atentam para a necessidade de serem adotadas estratégias 
que minimizem os riscos relacionados a essas contaminações, destacando-se 
a importância da redução da contaminação dos produtos agrícolas destinados 
à alimentação animal por fungos toxigênicos, evitando, assim, a produção de 
aflatoxinas.  

 

Palavras-chave: QuEChERS; aflatoxinas; ração; leite cru; HPLC-FL.  
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Abstract 

Seasonal effect of contamination by aflatoxins on dairy farm located in the 
southern region of Rio Grande do Sul state, Brazil  

Aflatoxins are toxic compounds which are yielded by the secondary metabolism 
of some fungal species, such as Aspergillus flavus and A. parasiticus, that con-
taminate agricultural products used for feeding livestock. Aflatoxins B1 (AFB1), 
B2 (AFB2), G1 (AFG1) and G2 (AFG2) are some of these contaminants. Aflatoxin 
M1 (AFM1), which is a hydroxylated metabolite of AFB1, can be found in milk 
produced by dairy cows that have eaten feed contaminated with the latter. It 
poses risks to human health since it has mutagenic, teratogenic and carcino-
genic properties. This study aimed at evaluating not only AFB1, AFB2, AFG1 and 
AFG2 in feed eaten by dairy cows, but also AFB1 and AFM1 in raw cow milk. 
Feed samples were collected on a dairy farm located in the south of Rio Grande 
do Sul (RS) state, Brazil, in four occasions that referred to the seasons of the 
year, when milk samples were collected from every cow. Seventy-three sam-
ples were collected (winter, n= 15; spring, n= 20; summer n= 16; fall, n= 22). 
Feed samples were taken to the SAMITEC Institute (Analytical, Microbiological 
and Technological Solutions) so as to have AFB1, AFB2, AFG1 and AFG2 ana-
lyzed by Liquid Chromatography coupled with Mass Spectrometry. Aflatoxins 
were extracted from milk by the QuEChERS method and quantified by High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC) with fluorescence detection. AFB1 
levels were found in feed collected in summer, fall and winter, at 1.0, 1.0 and 
1.6 µg kg-1, respectively, while the other aflatoxins were not detected. There 
was no contamination in the sample collected in spring. All milk samples were 
contaminated with AFM1; 55% exhibited contaminant levels that were higher 
than the maximum contaminant level allowed by the Brazilian legislation (0.5 
µg kg-1), while 100% was above the contaminant level accepted by the Europe-
an Union (0.05 µg kg-1). The highest mean contaminant level was found in win-
ter (1.0 µg kg-1), while means in the other seasons were 0.5 µg kg-1. AFB1 was 
detected in winter and spring in 8% of samples, whose levels ranged from 0.09 
to 0.37 µg kg-1. Results highlight the need to use strategies that can minimize 
risks posed by this contamination, such as decrease in contamination with toxi-
genic fungi of agricultural products used for feeding livestock, in order to avoid 
aflatoxin production.    

Keywords: QuEChERS; aflatoxins; agricultural products; raw milk; HPLC-FL. 
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1 Introdução  

O leite é um alimento de elevado valor nutritivo, porém pode ser o agen-

te causador de diversas alterações fisiológicas nos indivíduos que o conso-

mem, principalmente por ser veículo de contaminantes alimentares. Dentre es-

ses contaminantes as micotoxina têm destaque por penetrar nos fluídos ou nos 

tecidos do hospedeiro, causando doenças graves (Kwiatkowski; Alves, 2007).  

Aflatoxinas são metabólitos secundários de fungos das espécies Asper-

gillus flavus, A. parasiticus e A. nomius, que contaminam produtos agrícolas 

como milho, amendoim e trigo, predominantemente os que são destinados à 

alimentação animal. Entre esses contaminantes estão as aflatoxinas B1, B2, G1 

e G2. A aflatoxina M1 (AFM1) é um metabólito hidroxilado da AFB1 e pode ser 

encontrada no leite de animais que ingeriram ração contaminada com AFB1, 

tornando-se um risco para saúde humana (Creppy, 2002).  

As aflatoxinas podem causar sérios danos aos seres humanos e ani-

mais, pela sua elevada toxidez e ampla ocorrência, possuindo propriedades 

carcinogênicas, mutagênicas, teratogênicas (Sylos; Rodriguez-Amaya, 1996) e 

imunossupressoras (Nordin; Luchese, 1998). Os efeitos tóxicos dessas micoto-

xinas têm sido extensivamente demonstrados em diversas espécies animais, 

sobretudo em animais jovens (Caloni et al., 2006). Há, portanto, grande preo-

cupação em relação à saúde das crianças, devido ao alto consumo de leite e 

produtos derivados, o baixo peso corpóreo e a maior suscetibilidade às aflato-

xinas (IARC, 2002). 

O Brasil é um grande produtor de alimentos agrícolas, no entanto, as 

condições climáticas de algumas regiões do país facilitam o desenvolvimento 

de espécies de fungos toxigênicos, que é favorecido pelas condições ambien-

tais como umidade e temperatura elevados (Lillejoh, 1991), possibilitando a 

produção de micotoxinas. Ocupando a quinta colocação entre os principais pa-

íses produtores de leite de vaca do mundo, com uma produção anual de apro-

ximadamente 34 bilhões (EMBRAPA, 2018), a presença de aflatoxinas no leite 

produzido no Brasil causa preocupação devido ao elevado potencial tóxico 

dessas substâncias.  
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Apesar da maior parte da literatura afirmar que a AFB1 é completamente 

convertida em AFM1, já foi demonstrado que essa conversão pode não ser 

completa (Scaglioni et al., 2014; Gonçalves et al., 2018), o que vem a justificar 

o interesse nela, uma vez que a toxicidade da AFB1 é maior que a da AFM1 

(Hussein; Brasel, 2001). Relatos na literatura sobre a incidência de AFB1 em 

leite ainda são escassos, tendo em vista que as legislações dos países só im-

põem limites máximos para AFM1 em leite e seus derivados. 

Diante disso, investigações sobre a contaminação do leite por aflatoxi-

nas se tornam muito prudentes. Esse estudo teve por objetivo analisar a ocor-

rência de AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 em amostras de rações e AFM1 e AFB1 em 

leite cru, provenientes de uma propriedade localizada no Sul do Rio Grande do 

Sul, Brasil, verificando um possível efeito sazonal.  

2 Material e Método 

2.1 Coleta das amostras 

As amostras de rações e de leite cru foram coletadas em uma proprie-

dade leiteira localizada no município de Capão do Leão, interior do Rio Grande 

do Sul, Brasil . No período compreendido entre 

julho de 2017 e maio de 2018 foram realizadas quatro coletas, uma em cada 

estação do ano. Em todas elas foram coletados 1 kg das rações que estavam 

sendo consumidas pelos animais produtores de leite no período. Além da ra-

ção, havia disponibilidade de pasto nativo e outros produtos como silagem de 

milho, pastagem de aveia, azevem e milheto para a alimentação dos animais. A 

composição majoritária da ração apresentava farelo de soja, cevada, farelo de 

trigo e milho moído. As amostras de leites foram coletadas individualmente de 

cada animal em tubos tipo falcon (aproximadamente 30 mL) e armazenadas 

sob congelamento até o momento da extração das aflatoxinas. O número de 

amostras coletadas em cada estação foi: inverno (n = 15), primavera (n = 20), 

verão (n = 16) e outono (n = 22).  Os leites foram coletados apenas de animais 

sadios e devidamente alimentados, uma vez que a excreção da toxina no leite 

depende de fatores como nível de produção e condições de saúde do animal.  
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2.2 Reagentes e padrões  

Os padrões de AFM1 e AFB1 foram adquiridos na Sigma-Aldrich Chemi-

cal Company e preparados em metanol e tolueno, resultando em uma solução 

estoque contendo 0,1 e 0,2 µg mL-1, respectivamente. Todos os solventes utili-

zados para a quantificação das micotoxinas possuíam pureza analítica grau 

HPLC e a água utilizada foi ultrapurificada em sistema purificador de água por 

 cm). Os demais reagentes utilizados 

foram de grau analítico. 

 

2.3 Determinação de AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 nas rações 

 

As amostras de rações foram encaminhadas ao Instituto SAMITEC (So-

luções Analíticas, Microbiológicas e Tecnológicas) para serem analisadas 

quanto à ocorrência de AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2. As aflatoxinas foram extraí-

das das amostras de rações através de mistura de solventes de extração e 

analisadas por cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas, de 

acordo com método descrito por Malachova et al. (2014).  

À 5 g das amostras previamente moídas em um liquidificador, foram adi-

cionados 20 mL da mistura de solvente de extração composta por acetonitri-

la/água/ácido acético (20:79:1). Após, as amostras foram agitadas em um agi-

tador rotativo por 90 min, centrifugadas por 2 min a 3000 x g 

foi injetado no LC MS/MS.  

 

2.4 Extração da AFM1 e AFB1 no leite 

 

A extração foi realizada pelo método de QuEChERS, descrito por Sartori 

et al. (2015), com algumas modificações. Primeiramente, os tubos contendo 30 

mL de leite foram centrifugados por 5 min a 3000 x g para remoção da camada 

superior de gordura. Esse procedimento foi realizado três vezes para cada 

amostra. A partir disso, 5 mL de leite foram adicionados de 10 mL de hexano e 

15 mL de acetonitrila acidificada (1% ácido acético, v/v) e submetidos à agita-

ção manual durante 1 min. Após, foram adicionados à mistura 6 g de sulfato de 

magnésio anidro e 1,5 g de cloreto de sódio, e os tubos foram imediatamente 
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agitados em vórtex durante 1 min e 30 s, para, então, serem centrifugados a 

2330 x g durante 7 min.  

A fase orgânica contendo hexano foi removida e uma alíquota de 5 mL 

da fase contendo acetonitrila foi recolhida em frasco âmbar e submetida a se-

cagem a 60°C em banho maria. Os extratos secos foram mantidos a - 4°C até 

o momento da quantificação das aflatoxinas. As extrações foram realizadas em 

triplicata para cada amostra.  

A determinação da recuperação do método foi realizada fortificando as 

amostras de leite com os padrões de AFM1 e AFB1, em três níveis de fortifica-

ção (0,5; 2,5 e 5,0 µg kg-1). As alíquotas dos padrões foram adicionadas aos 

tubos falcon, evaporadas sob fluxo de nitrogênio, e posteriormente foram adici-

onados 5 mL de leite e passaram pelo processo de extração descrito anterior-

mente. Posteriormente, foram quantificadas por cromatografia líquida de alta 

eficiência com detector de fluorescência, conforme descrito no item 2.5. A por-

centagem de recuperação foi obtida através da equação 1: 

 

                     %R = (C1  C2)  x 100                       (1) 

                                     C3  

Onde: %R = porcentagem de recuperação; C1 = concentração determi-

nada na amostra fortificada; C2 = concentração determinada na amostra não 

fortificada e C3 = concentração do padrão utilizado para a fortificação.  

 

2.5 Quantificação da AFM1 e AFB1 no leite 

A quantificação foi realizada no Laboratório de Micotoxinas e Ciências 

de Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande (FURG) através da me-

todologia descrita por Gonçalves et al. (2018), com algumas modificações. Foi 

utilizado cromatógrafo líquido de alta eficiência acoplado a detector de fluores-

cência com derivatizador fotoquímico pós coluna (Romer Derivatization Unit 

RDU TM), processamento no software LC Solution, coluna Kromasil 

15 cm x 4,6 mm), com vazão de fase móvel de 1 mL min-1 e temperatura do 

forno de 40°C. Os comprimentos de onda de excitação e emissão foram 370 e 
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da análise cromatográfica foi de 12 min. Os extratos foram eluídos em uma fa-

se móvel composta por acetonitrila: metanol: água ultrapura (24:15:60, v/v). Os 

compostos foram identificados com base no tempo de retenção relacionando 

com os padrões de AFM1 e AFB1 (6,6 e 11,3 min, respectivamente) e, para con-

firmação, foi realizada co-cromatografia adicionando solução padrão à amostra, 

que promoveu o aumento de sinal. 

Previamente, foi verificada interferência significativa quando utilizada a 

curva no solvente; portanto, utilizou-se a curva na matriz, construída através da 

fortificação das amostras de leite com seis níveis de concentrações crescentes 

de padrões de AFM1 e de AFB1, que variaram de 0,25 a 8,0 µg L-1, em triplicata. 

Essas amostras passaram pelo mesmo processo de extração e quantificação 

das demais.   

Para a determinação do limite de detecção (LOD) e de quantificação 

(LOQ) foram feitas injeções de diferentes concentrações da solução padrão de 

trabalho, até que se obtivesse uma relação de 3:1 e 10:1, respectivamente, 

entre o pico do analito e o ruído da linha de base (Sibaja et al., 2019) 

2.6 Análise estatística 

Os resultados foram analisados através de análise de variância (ANO-

VA) seguida do teste de Tukey, com 95% de confiança, utilizando o software 

Statistica 10. Todas as análises foram realizadas em triplicata. 

3 Resultados e discussão  

Os percentuais de recuperação de aflatoxinas nas amostras de leite utili-

zando o método empregado foram de 80% para AFB1 e de 103% para AFM1, 

estando dentro do limite recomendado pela Comissão Europeia para ensaios 

de recuperação de micotoxinas (70 a 110%) (CE nº 401, 2006). Os valores de 

LOD (0,038 µg L -1 para AFM1 e 0,027 µg L -1 para AFB1) e LOQ (0,125 µg L -1 

para AFM1 e 0,083 µg L-1 para AFB1) determinados foram considerados satisfa-

tórios, tendo em vista que se apresentaram inferiores ao valor legislado para a 

AFM1 em leite no Brasil (0,5 µg kg-1). Os coeficientes de correlação das curvas 

analíticas foram respectivamente 0,99 e 0,98 para AFM1 e AFB1, garantindo a 
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linearidade e pouca dispersão do sinal gerado em função da variação da con-

centração na faixa de 0,01 a 2,0 µg L-1.  

As amostras de ração coletadas no verão, outono e inverno apresenta-

ram contaminação por AFB1 em níveis abaixo do limite de tolerância recomen-

dado para ração animal no Brasil (50 µg kg-1  somatória de AFB1, AFB2, AFG1, 

AFG2) (BRASIL, 1988), sendo que as demais aflatoxinas não foram encontra-

das em nenhuma amostra. No verão e no outono, as rações apresentaram con-

taminação igual a 1,0 µg kg-1, e no inverno 1,6 µg kg-1. Esses níveis são meno-

res que os encontrados em outros estudos realizados no Brasil, como o de Oli-

veira et al. (2010), que analisaram 30 amostras de ração de propriedades leitei-

ras localizadas na região Nordeste de São Paulo e encontraram concentrações 

de AFB1 variando de 1,2 a 19,5 µg kg 1 (média de 8,4 µg kg 1) em 40% das 

amostras. Na pesquisa realizada por Motta (2015), foram verificadas em duas 

fazendas produtoras de leite no estado de São Paulo frequências de 21,42% e 

7,69% de amostras de dieta de vacas em lactação positivas para AFB1, com 

níveis médios acima de 50 µg kg-1.  

No presente trabalho, a maior concentração de AFB1 encontrada nas 

amostras de rações foi referente à coletada no inverno (1,6 kg-1), sendo es-

sa a estação que apresentou também os maiores níveis de contaminação do 

leite por AFM1 e AFB1 kg-1, respectivamente). Essa relação di-

retamente proporcional entre a quantidade de AFM1 excretada no leite e a 

quantidade de AFB1 ingerida pelo animal já está elucidada na literatura 

(Kamkar, 2005). 

Vários pesquisadores calcularam a quantidade de AFM1 excretada no 

leite como uma porcentagem da AFB1 ingerida na ração (Efsa, 2004; Creppy, 

2002) e determinaram taxas que variam de 0,3 a 6,0%. Com os dados obtidos 

nesse trabalho, as taxas atingem até 92%, no entanto, a ração não era o único 

componente da dieta desses animais suscetível a contaminação por AFB1. 

Nesse período os animais alimentaram-se também com silagem de milho.  

O milho é o produto predominantemente presente na formulação de 

concentrados destinados a alimentação de vacas leiteiras, em razão do seu 
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alto valor nutricional. Contudo, a riqueza nutricional do milho também o torna 

um substrato adequado para o desenvolvimento de micro-organismos indese-

jáveis, capaz de gerar riscos oriundos de metabólitos secundários e tóxicos 

produzidos pelos fungos da microbiota do cereal (Oliveira et al., 2017).  

No Brasil, a presença de aflatoxinas no milho é regulamentada pelo Mi-

nistério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento através da portaria de 21 de 

março de 1996 (BRASIL, 1996) e pela RDC nº 274 de 15 de outubro de 2002 

da Agencia Nacional de Vigilância Sanitária, estabelecendo o limite máximo de 

kg-1 para a somatória das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 (BRASIL, 2002). 

Oliveira et al. (2017) analisaram um total de 148 amostras de milho de fazen-

das leiteiras localizadas no Rio Grande do Sul (n=51), Santa Catarina (n=40) e 

Paraná (n=57). A AFB1 estava presente em amostras de todos os estados, 

sendo que em Santa Catarina foi encontrado os maiores níveis de contamina-

kg-1. Porém, a frequência (10%) foi inferior ao en-

contrado no Rio Grande do Sul (45%) e no Paraná (19,2%). Apesar da fre-

quência de contaminação não ter sido elevada, a constatação de níveis acima 

do limite máximo legislado é importante, uma vez que amostras de milho po-

dem ser misturadas, produzindo um produto final de baixa qualidade. 

Todas as amostras de leite analisadas nesse estudo (n=73) estavam 

contaminadas por AFM1, com os níveis variando de 0,3 a 1,47 µg L-1. A média 

de contaminação mais alta foi verificada no inverno (1,0 µg L-1) e diferiu estatis-

ticamente das médias 0,53; 0,5 e 0,45 µg L-1 no verão, outono e primavera, 

respectivamente. Resultados semelhantes foram obtidos em um trabalho re-

cente realizado por Sibaja et al. (2019), que detectaram presença de contami-

nação por AFM1 em 100% de amostras de leite (n=51) provenientes da Colôm-

bia em níveis que variaram entre kg-1.  

A maioria dos países legisla os níveis máximos de AFM1 aceitáveis no 

leite. Os limites variam e dependem, dentre outros fatores, do desenvolvimento 

econômico dos países. De acordo com o documento Bworldwide  

regulamentos para micotoxinas e rações (FAO, 2004), ao final de 2003, 

aproximadamente 60 países haviam determinado limites para regular a 

contaminação do leite por AFM1. Destes, 34 apresentaram limite máximo de 
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kg , como, por exemplo, os países da União Euroupeia. O segundo 

limite mais adotado kg 1 (22 países), sendo esse adotado no 

Brasil, nos EUA e em vários países asiáticos.  Esta diferença de dez vezes 

entre os dois limites mais prevalentes indica a necessidade de uma reavaliação 

do risco desta micotoxina para a saúde humana.  

Os níveis de contaminação por AFM1 em todas as amostras de leite ex-

cedem o limite permitido na União Europeia e 55% estão acima do limite permi-

tido no Brasil e nos demais países do Mercosul ( kg 1). Incidência seme-

lhante foi verificada por Gonçalves et al. (2018), que analisaram amostras (n= 

62) de leite UAT e em pó obtidas de estabelecimentos comerciais de Rio Gran-

de, RS, Brasil, e verificaram contaminação por AFM1 em 68% das amostras, 

em níveis entre 40 a 3670 ng L-1. Dessas, 61% apresentaram níveis acima do 

permitido pela União Europeia e 42% acima do permitido pela legislação brasi-

leira, o que demonstra que a utilização de tratamentos térmicos normalmente 

empregados para obtenção de leites para consumo humano não é eficaz para 

a detoxificação das aflatoxinas. 

Oliveira (2010) validou método analítico para analisar AFM1 e verificou 

sua ocorrência em leite de vaca comercializado no sul do Brasil. Os resultados 

encontrados mostraram uma ocorrência de positividade de 90% das 110 amos-

-1 e 100% nas amos-

tras de le L-1. Em contrapartida, Scaglioni et al. 

(2014) encontraram níveis de AFM1 em leite cru, pasteurizado, UAT e concen-

trado (n=40), obtidos no Rio Grande do Sul, 100% acima do permitido pela le-

gislação brasileira, sendo que somente as amostras de leite em pó não apre-

sentaram contaminação por nenhuma das aflatoxinas. 

A contaminação por AFM1 encontrada no leite 

L-1 e a média foi de L-1, estando em concordância com outros estudos 

realizados em diferentes estados do país, como em amostras de leite UHT pro-

venientes do Paraná (0,34 a 4,62 L-1) e de Santa Catarina (0,33 a 0,93 L-

1) (Becker-Algeri et al., 2020).  
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Alta ocorrência de AFM1 em leite proveniente de outros países também 

tem sido relatada. Santini et al. (2013) realizaram um levantamento de 73 

amostras de leite na Sicília (Itália) e foi detectada a presença de AFM1 em 48% 

das amostras com concentrações entre 5,0 e 16,0 ng L-1. Na Costa Rica, 70 

amostras de leite foram coletadas no comércio local e apresentaram contami-

nação por AFM1 em 96,5% com níveis entre 0,01 -1 (Chavarría et 

al., 2015). Outro estudo indicou que 21,1% das amostras de leite cru (n=90) 

coletadas na Turquia estavam contaminadas com AFM1, variando entre 0,01 a 
-1 -1 (Sahin et al., 2016). Esses ní-

veis foram menores quando comparados com um estudo realizado na Tanzâ-

nia, onde AFM1 foi detectada em 83,3% (n=31) das amostras de leite, variando 

entre 0,026 a L-1 (Mohammed et al., 2018) e Paquistão em 91,7% das 

amostras (n=143) com níveis de AFM1 variando -1 (Asghar 

et al., 2018).  

Esses resultados evidenciam a importância da revisão nos níveis permi-

tidos pela legislação, uma vez que, em países legislados pela Comissão Euro-

peia os dados de ocorrência são relativamente menores que no Brasil, onde o 

limite permitido de AFM1 no leite é dez vezes maior.  

A tabela 1 apresenta os níveis de contaminação por aflatoxinas nas 

amostras de ração e de leite nas quatro estações do ano. 
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A maior contaminação das amostras de leite por AFM1 foi no inverno 

(1,47 µg L-1), período em que os animais consomem mais alimentos que ne-

cessitam de armazenamento. Esse fato já foi verificado também por outros au-

tores. Golge (2014) analisou 176 amostras de leite cru oriundas de fazendas da 

Turkia e observou que das 53 amostras contaminadas (30%), as maiores con-

centrações provinham de amostras coletadas no inverno (0,03 a 1,1 µg kg-1).  

A variação nos níveis de contaminação é, provavelmente, devido às ca-

racterísticas sazonais do tipo e qualidade de alimentação animal. Alimentos 

armazenados e concentrados, como rações e silagens, são usados mais fre-

quentemente em períodos e regiões mais frias, enquanto que, nos períodos 

mais quentes, o animal se alimenta de produtos frescos tais como pastagens 

(Golge, 2014). Ainda, o teor de umidade (13 e 18%) e fatores ambientais, como 

a umidade relativa do ar (50 a 60%), relacionados à conservação da ração, fa-

vorecem o crescimento dos principais fungos responsáveis pelo desenvolvi-

mento da AFB1, metabólito precursor da AFM1 (Unusan, 2006).  

Em relação à ocorrência de AFB1 no leite, essa foi detectada no inverno 

(26,7%) e na primavera (10,0%). De acordo com Scaglioni et al. (2014), quando 

o animal consome dieta com níveis de AFB1 que ultrapassam a capacidade 

metabólica dos animais, a aflatoxina pode ser excretada no leite na sua forma 

não hidroxilada, o que justiça a destacada presença de AFB1 nas amostras de 

leite do inverno, visto que foi verificada contaminação na ração. Na ração refe-

rente a primavera, não foi detectada presença dessa aflatoxina, no entanto, a 

ingestão da toxina pode ter sido através de outros componentes da dieta dos 

animais, o que justifica a contaminação do leite.  

Existem poucos relatos na literatura sobre a incidência de AFB1 em leite, 

tendo em vista que as legislações impõe limites máximos apenas para AFM1 

em leite e seus derivados. Scaglioni et al. (2014) detectaram presença de AFB1 

em amostras de leite pasteurizado e UAT comercializados no Rio Grande do 

Sul, em níveis maiores do que o limite legislado no Brasil para seu composto 

hidroxilado (AFM1). Gonçalves et al. (2018) analisaram 62 amostras de leite 

coletadas no comércio local de Rio Grande, RS, das quais 16% estavam con-
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taminadas por AFB1, em concentrações entre 0,04 e 0,6 µg kg-1. Esses resulta-

dos demonstram a necessidade de uma atenção mais rigorosa em relação a 

essa contaminação, uma vez que a toxicidade da AFB1 é maior que a da AFM1.  

Além da diferença nos níveis de contaminação por AFM1 entre as esta-

ções do ano, também foram verificadas entre as amostras, como mostram os 

resultados da tabela 2.  
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Apesar dos animais ingerirem a mesma dieta, ou seja, com o mesmo ní-

vel de contaminação por AFB1, a quantidade ingerida é variável, o que justifica 

a diferença entre os níveis de contaminação das amostras. Além disso, existem 

outros fatores que podem influenciar na excreção da toxina no leite que estão 

relacionados com os animais, como a digestão alimentar, a fase de lactação, 

estado de saúde e idade (Rosa, 2014). 

Alguns autores indicam que a raça do animal e o nível de produção in-

fluenciam a taxa de excreção de AFM1 (Battacone et al., 2009; Volkel; Schroer-

Merker; Czerny, 2011), no entanto não justifica as diferenças verificadas nesse 

trabalho uma vez que os animais eram todos da mesma raça e apresentavam 

os mesmos níveis de produção.  

 

4 Conclusão  

 

As amostras de rações obtidas de uma propriedade leiteira no Sul Rio 

Grande do Sul apresentaram contaminação por AFB1 no verão, outono e inver-

no (1,0, 1,0 e 1,6 µg kg-1, respectivamente). Todas as amostras de leite cru 

apresentaram contaminação por AFM1 (0,53; 0,5, 1,0 e 0,45 µg L-1, no verão, 

outono, inverno e primavera, respectivamente) e 8,0% estavam contaminadas 

também com AFB1 (0,37 e 0,17 µg L-1 no inverno e primavera, respectivamen-

te). Os maiores níveis de contaminação do leite foram verificados no inverno, 

assim como a maior contaminação da ração por AFB1.  
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Resumo 

Análise da exposição da população à aflatoxina M1 por amostras de leite 

produzido no Sul do Rio Grande do Sul, Brasil 

A aflatoxina M1 (AFM1) é uma micotoxina resultante da hidroxilação da aflatoxi-
na B1 (AFB1) que pode ocorrer no leite de animais que ingeriram ração conta-
minada pela sua precursora. Essas substâncias causam risco para saúde hu-
mana uma vez que apresentam propriedades mutagênicas, teratogênicas e 
cancerígenas. O objetivo do trabalho foi analisar a ocorrência de AFB1 e AFM1 

em leite produzido na região Sul do Rio Grande do Sul, Brasil, e estimar a ex-
posição da população à essa contaminação. Foram coletadas 23 amostras de 
leite diretamente dos tanques de refrigeração de seis propriedades leiteiras. As 
aflatoxinas foram extraídas das amostras de leite pelo método de QuEChERS e 
quantificadas por cromatografia líquida de alta eficiência com detecção de fluo-
rescência. A avaliação da exposição da população à AFM1 foi determinada 
através da estimativa da ingestão diária. Foi detectada a presença de AFM1 em 
78,3% das amostras de leite analisadas, em níveis que variaram de 0,34 a 1,1 

L-1, apresentando contaminação média igual a 0,63 L-1, sendo esse valor 
superior ao limite máximo permitido pela legislação brasileira para o leite fluído 
(0,5 µg kg-1). AFB1 não foi detectada em nenhuma das amostras analisadas. 
Com base nesse nível de contaminação do leite por AFM1, a estimativa da in-
gestão diária desse contaminante foi de 3,0 e 10,0 ng/pessoa para adultos e 
crianças, respectivamente. Esses resultados atentam para um problema sério 
que vem sendo relacionado ao leite, principalmente em relação à saúde de cri-
anças, que consomem grande quantidade desse produto e apresentam maior 
suscetibilidade à contaminações.  

Palavras-chave: Saúde pública; leite cru; exposição da população; QuEChERS; 

HPLC-FL.  
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Abstract 

Analysis of population exposure to aflatoxin M1 in milk produced in the 

south of Rio Grande do Sul state, Brazil 

Aflatoxin M1 (AFM1), which results from aflatoxin B1 (AFB1) hydroxylation, is a 
mycotoxin that may occur in milk produced by dairy animals after eating feed 
contaminated by its precursor. These compounds pose risks to human health, 
since they have mutagenic, teratogenic and carcinogenic properties. This study 
aimed at analyzing the occurrence of AFB1 and AFM1 in milk produced in the 
south of Rio Grande do Sul (RS) state and at estimating population exposure to 
the contamination. Twenty-three cow milk samples were collected in cold stor-
age tanks on six dairy farms. Aflatoxins were extracted from milk samples by 
the QuEChERS method and quantified by High-Performance Liquid Chromatog-
raphy (HPLC) with fluorescence detection. Evaluation of population exposure to 
AFM1 was determined by estimating its daily intake. AFM1 was detected in 
78.3% of milk samples, whose levels ranged from 0.34 to 1.1 g L-1. Mean con-
tamination level, which was 0.6 g L-1, is higher than the maximum contaminant 
level allowed in fluid milk by the Brazilian legislation (0.5 µg kg-1). AFB1 was not 
detected in any sample under analysis. Based on the contaminant level of AFM1 
found in cow milk samples, estimates of its daily intake were 3.0 ng/adult and 
10.0 ng/child. Results highlight a serious problem related to cow milk, mainly 

and are susceptible to contamination.               

Keywords: Public health; raw milk; population exposure; QuEChERS; HPLC-FL. 
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1 Introdução 

O leite é um dos alimentos mais completos, em termos nutricionais, sen-

do fonte vários nutrientes importantes à saúde humana (Kwiatkowski; Alves, 

2007).  Do ponto de vista econômico, esse alimento é de extrema importância 

para o Brasil, que ocupa a quinta colocação entre os principais países produto-

res de leite de vaca do mundo, com uma produção de aproximadamente 34 

bilhões de litros em 2108, sendo a maior produção verificada na região Sul 

(IBGE, 2019).  

 Entretanto, o leite pode estar contaminado com aflatoxina M1 (AFM1), 

que é um metabólito da aflatoxina B1 (AFB1), representando um risco para a 

saúde humana, especialmente de crianças e recém nascidos, que são potenci-

almente mais sensíveis às toxinas e possuem uma dieta menos diversificada 

que os adultos.  Aflatoxinas são metabólitos secundários de fungos das espé-

cies Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius, que contaminam produtos 

agrícolas como milho, amendoim e trigo, predominantemente os que são desti-

nados a alimentação animal. Quando os animais ingerem produtos contamina-

dos, as micotoxinas são metabolizadas, biotransformadas e transferidas para 

os produtos, tal como o leite ou a carne, tornando-se, consequentemente, um 

risco para a saúde humana (Bruerton, 2001).  

 A contaminação do leite por AFM1 tem sido relatada por diversos autores 

(Scaglioni et al., 2014; Santos et al., 2015; Santili et al., 2015; Gonçalves et al., 

2018; Sibaja et al., 2019), o que gera grande preocupação uma vez que essas 

substâncias apresentam propriedades carcinogênicas, mutagênicas, teratogê-

nicas e imunossupressoras (Sylos; Rodriguez-Amaya, 1996). Com o objetivo 

de reduzir os riscos associados a AFM1, vários países estabeleceram o limite 

máximo permitido para essa substância em leite, que no Brasil é de 0,5 -1 

(ANVISA, 2011). Para a AFB1 em leite não existem limites legislados para sua 

presença no leite e, embora a maioria dos relatos disponíveis na literatura indi-

carem que a AFB1 é completamente convertida em AFM1, já foi demonstrado 

que essa conversão pode não ser completa (Scaglioni et al., 2014; Gonçalves 

et al., 2018). 
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 Por ser uma substância altamente tóxica, não é estabelecida uma dose 

diária de ingestão tolerável para as aflatoxinas. Apesar disso, estudos sobre a 

avaliação da exposição da população a AFM1 são importantes pois, mesmo em 

pequenas quantidades, essa substância pode causar problemas de saúde a 

longo prazo (Amaral et al, 2006). Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi 

analisar a ocorrência de AFB1 e AFM1 em leite produzido na região Sul do Rio 

Grande do Sul, Brasil, assim como estimar a exposição da população à essa 

contaminação.  

 

2 Material e Métodos 

2.1 Coleta das amostras de leite 

As amostras de leite foram coletadas diretamente do tanque de refrige-

ração de seis propriedades leiteiras de pequeno porte localizadas na região Sul 

do Rio Grande do Sul, Brasil, no período de abril a novembro de 2017. Uma 

propriedade (Propriedade A) é localizada no município de Capão do Leão, en-

quanto as demais (Propriedades B, C, D, E e F) são assentamentos localizados 

no município de Arroio Grande que participaram do Núcleo de Ensino, Pesqui-

sa e Extensão para Produção Agroecológica de Leite da UFPel (NEPEL). O 

número de amostras coletadas foi 12, 3, 3, 2, 2 e 1, das propiedades A, B, C, 

D, E e F, respectivamente, totalizando 23 amostras. Dos resfriadores, foram 

coletados aproximadamente 30 mL de leite em tubos tipo falcon e armazena-

dos sob congelamento até o momento da extração.  

2.2 Reagentes e padrões 

Os padrões de AFB1 e AFM1 foram adquiridos na Sigma-Aldrich Chemi-

cal Company e preparados em metanol e tolueno, resultando em uma solução 

estoque com concentração de AFB1 e AFM1 de 0,1 e 0,2 µg mL-1, 

respectivamente. Todos os solventes utilizados para a quantificação das mico-

toxinas possuíam pureza analítica grau HPLC e a água utilizada foi ultrapurifi-

cada em sistema purificador de água por osmose reversa (resistividade 18,2 

 cm). Os demais reagentes utilizados foram de grau analítico. 
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2.3 Extração das aflatoxinas 

Utilizou-se o método de QuEChERS, descrito por Sartori et al. (2015) 

com algumas modificações. Os tubos contendo 30 mL de leite foram centrifu-

gados três vezes por 5 min a 3000 x g para remoção da camada superior de 

gordura. A partir disso, 5 mL de leite foram adicionados de 10 mL de hexano e 

15 mL de acetonitrila acidificada (1% ácido acético, v/v) e submetidos à agita-

ção manual durante 1 min. Após, foram adicionados à mistura 6 g de sulfato de 

magnésio anidro e 1,5 g de cloreto de sódio, e os tubos foram imediatamente 

agitados em vórtex durante 1 min e 30 s, para, então, serem centrifugados a 

2330 x g durante 7 min.  Alíquotas de 5 mL da fase contendo acetonitrila (2ª 

fase) de cada amostra foram recolhidas em frascos âmbar e submetidas a se-

cagem a 60°C em banho maria. Os extratos secos foram mantidos a -4 °C até 

o momento da quantificação das aflatoxinas. As extrações foram realizadas em 

triplicata para cada amostra.  

A determinação da recuperação do método foi realizada fortificando as 

amostras de leite com os padrões em três níveis (0,5; 2,5 e 5,0 µg kg-1). As alí-

quotas dos padrões foram adicionadas a tubos falcons, evaporadas sob fluxo 

de nitrogênio, e posteriormente foram adicionados 5 mL de leite e passaram 

pelo processo de extração descrito anteriormente. Após, foram quantificadas 

por cromatografia líquida de alta eficiência com detector de fluorescência. A 

porcentagem de recuperação foi obtida através da equação 1: 

 

                     %R = (C1  C2)  x 100                       (1) 

                                     C3  

Onde: %R = porcentagem de recuperação; C1 = concentração determinada na 

amostra fortificada; C2 = concentração determinada na amostra não fortificada 

e C3 = concentração do padrão utilizado para a fortificação.  
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2.4 Quantificação das aflatoxinas 

A quantificação das aflatoxinas foi realizada no Laboratório de 

Micotoxinas e Ciência de Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande 

(FURG). Os extratos foram ressuspensos em 1 mL de agua ultrapura: 

acetonitrila (90:10, v/v), e centrifugados a 4506 x g por 5 min. A quantificação 

foi realizada conforme método descrito por Gonçalves et al. (2018), com modi-

ficações. Foi utilizado um cromatógrafo líquido de alta eficiência acoplado a 

detector de fluorescência com derivatizador fotoquímico pós coluna (Romer 

Derivatization Unit RDU TM) e processamento no software LC Solution. A aná-

lise cromatográfica foi realizada em coluna Kromasil 

mm), com vazão de fase móvel de 1 mL min-1 e temperatura do forno de 40°C. 

Os comprimentos de onda de excitação e emissão foram 370 e 410 nm, res-

pectivamente, o volume de injeção da amostra foi i-

se cromatográfica foi de 12 min. Os extratos foram eluídos em uma fase móvel 

composta por acetonitrila: metanol: água ultrapura (24:15:60, v/v). O composto 

foi identificado com base no tempo de retenção relacionando com os padrões 

de AFB1 e AFM1 (6,6 e 11,3 min, respectivamente) e, para confirmação, foi rea-

lizada co-cromatografia adicionando solução padrão à amostra, que promoveu 

o aumento de sinal. 

Foi construída a curva na matriz para evitar interferência como foi 

previamente verificado na curva com solvente. A curva foi construída fortifican-

do as amostras de leite com seis níveis de concentrações crescentes de pa-

drões, que variaram de 0,25 a 8,0 µg kg-1, em triplicata. Essas amostras passa-

ram pelo mesmo processo de extração e quantificação das demais.   

Para determinação do limite de detecção (LOD) e de quantificação 

(LOQ) foram feitas injeções de diferentes concentrações da solução padrão de 

trabalho, até que se obtivesse uma relação de 3:1 e 10:1, respectivamente, 

entre o pico do analito e o ruído da linha de base (Sibaja et al., 2019) 
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2.5 Análise da exposição da população às aflatoxinas 

 

A partir dos dados de ocorrência de aflatoxinas nas amostras de leite ob-

tidos nesse trabalho, foi avaliada a exposição da população através da inges-

tão de leite (Equação 2). Para o cálculo, foram considerados os valores de 

consumo de leite por faixa etária e peso descrito por Santili et al. (2015), que 

são: 400 mL/dia para crianças (23 kg) e 350 mL/dia para adultos (60 kg).  

 

                                        EID = (CmAFM x CD)  (2) 

                                                           PC  

Onde: EID = Estimativa de ingestão diária de AFM (ng/pessoa/dia); CmAFM = 

concentração média de AFM obtida nesse estudo (ng L-1); CD = Consumo diá-

rio de leite (kg) e PC = Peso corporal (kg). 

 

3 Resultados e Discussão  

Os parâmetros de validação do método para determinação de AFB1 e 

AFM1 estão na tabela 1. Os percentuais de recuperação de aflatoxinas estão 

dentro do limite recomendado pela Comissão Europeia para ensaios de recu-

peração de micotoxinas (70 a 110%) (CE nº 401, 2006). Os valores de LD e LQ 

foram considerados adequados uma vez que são menores que o limite máximo 

permitido para AFM1 pela legislação brasileira (0,5 µg kg-1). Além disso, os coe-

ficientes de correlação das curvas analíticas foram próximos de 0,98, garantin-

do a linearidade e pouca dispersão do sinal gerado em função da variação da 

concentração na faixa de 0,01 a 2,0 µg L-1. 

Tabela 1. Parâmetros analíticos do método para determinação das aflatoxinas 

Parâmetros  AFM1 AFB1 
Curva analítica y= 58636x-15880 y= 13214x-7530,1 
R2 0,99 0,98 
Recuperação (%) 103 80 
LD (µg L -1) 0,038 0,027 
LQ (µg L -1) 0,125 0,083 
Onde: R2 = coeficiente de determinação; LD = limite de detecção; LQ = limite de quantificação 
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A AFB1 não foi detectada em nenhumas das amostras analisadas. Essas 

análises são de extrema importância uma vez que a toxicidade da AFB1 é mai-

or que a da AFM1 (Hussein; Brasel, 2001). No entanto, existem poucos relatos 

na literatura sobre a ocorrência dessa aflatoxina no leite (Scaglioni et al., 2014; 

Gonçalves et al., 2018).  

Sibaja et al. (2019) investigaram a presença de AFB1 em 51 amostras de 

leite em pó de diferentes tipos (integral, desnatado, semidesnatado, sem lacto-

se e fórmulas infantis) na Colômbia e não detectaram a incidência dessa afla-

toxina, mas 100% apresentaram contaminação por AFM1, em níveis entre 0,2 a 

1,19 µg kg-1.  

A frequência de amostras de leite positivas para AFM1 obtida nesse tra-

balho foi de 78,3%, como apresenta a tabela 2. Na literatura há muitos traba-

lhos que determinaram frequências semelhantes ou até superiores para amos-

tras de leites no Brasil. Santos et al. (2015) analisaram 42 amostras de leite 

comercializadas em Londrina, Paraná, quanto a contaminação por AFM1 e veri-

ficaram que 100% estavam contaminadas. No trabalho recente realizado por 

Gonçalves et al. (2018), 68% das amostras de leite (n=62) obtidas do comércio 

de Rio Grande, Rio Grande do Sul, estavam contaminadas com AFM1, em ní-

veis que variaram entre 40 a 3670 ng L-1.  

 

Tabela 2. Contaminação das amostras de leite por AFM1 e estimativa da ingestão diária da 

toxina pela população. 

N Positivo (%) 
Média ± DP 

L-1) 

Mín-Máx 

L-1) 

> Limite 

(%) 

EID criança 

(ng/pessoa/dia) 

EID adulto 

(ng/pessoa/dia) 

23 18 (78,3) 0,63 ± 0,2 0,34  1,1 12 (66,7) 10,0 3,0 

Onde: n = número total de amostras de leite analisadas; EID = estimativa de ingestão diária 

Limite = limite máximo permitido pela legislação brasileira ( kg-1). 

A Resolução da Diretoria Colegiada nº 7 da Agência Nacional de Vigi-

lância Sanitária, de 2011, limita o valor máximo para contaminação do leite por 

AFM1 em 0,5 -1. No entanto, mesmo com uma legislação específica, os 

níveis de contaminação verificados em vários estudos excedem esse limite. No 

presente trabalho, o nível médio de contaminação foi de 0,63 L-1, sendo que 
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o nível mais elevado (1,1 L-1) excede mais de 100% o limite máximo permi-

tido pela legislação brasileira. Resultado semelhante foi relatado por Scaglioni 

et al. (2014), que analisaram 27 amostras de leite pasteurizado e UHT produzi-

dos no Rio Grande do Sul e verificaram que as sete (26%) que apresentaram 

contaminação por AFM1 continham níveis 100% acima do valor legislado. 

Esses relatos devem constituir um alerta à saúde pública tendo em vista 

a elevada toxidade da AFM1, que está classifica no grupo 2B pela International 

Agency for Research on Câncer, ou seja, possivelmente carcinogênica para 

humanos (IARC, 2002), tendo a Organização Mundial de Saúde recomendado 

a redução dos níveis permitidos de AFM1 ao mínimo em leite e derivados, de 

modo a minimizar o risco potencial que representa (López et al., 2001).  

Elevada ocorrência e elevados níveis de contaminação do leite por AFM1 

também são constatadas em outros países, como por exemplo na Itália, onde 

Santini et al (2013) realizaram um levantamento de 73 amostras de leite na Si-

cília e detectaram a presença de AFM1 em 48% das amostras, em concentra-

ções entre 5,0 e 16,0 ng L-1 e na Costa Rica, em que 70 amostras de leite fo-

ram coletadas no comércio local e apresentaram contaminação por AFM1 em 
-1 (Chavarría et al, 2015).  

Os níveis de contaminação das amostras apresentaram diferenças em 

relação as propriedades onde foram coletadas. As amostras da propriedade A 

apresentaram a menor média e diferiu estatisticamente das demais, com exce-

ção da propriedade F, enquanto as demais propriedades não apresentaram 

diferenças entre si, conforme mostra a tabela 3.  

Tabela 3. Contaminação das amostras de leite por AFM1 considerando diferentes locais de 

coleta.  

Propriedade NT NC (%) Média L-1) ± DP 
A 12 7 (58,3) 0,435b ± 0,09 
B 3 3 (100) 0,838a ± 0,2 
C 3 3 (100) 0,713a ± 0,12 
D 2 2 (100) 0,736a ± 0,12 
E 2 2 (100) 0,789a ± 0,16 
F 1 1 (100) 0,723ab ± 0,13 

Onde: NT= número total de amostras coletadas na propriedade; NC= número de amostras 
contaminadas por AFM1. Letras iguais na mesma coluna não diferem estatisticamente segundo 
teste de Tukey (p<0,05).  
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O controle das condições de armazenamento dos alimentos ingeridos 

pelos animais é fundamental para prevenir a contaminação do leite por AFM1 

(Rosa, 2014). As propriedades referentes aos assentamentos (B, C, D, E e F) 

não apresentam condições adequadas para armazenamento dos produtos, o 

que favorece o desenvolvimento de fungos toxigênicos e justifica a elevada 

ocorrência e níveis de contaminação verificados nesse trabalho.  

A AFM1 é estável, não sendo afetada por pasteurização ou tratamento 

por UHT (ultra-high temperature) (Galvano et al., 1996). Portanto, como medida 

de controle da contaminação do leite por AFM1 deve-se reduzir a contaminação 

por AFB1 em alimentos destinados a alimentação dos animais, principalmente 

através da adoção de condições ideais de temperatura e umidade durante o 

armazenamento desses produtos (Creppy, 2002).   

A estimativa da ingestão diária (EID) de AFM1 através do leite foi de 3 

ng/pessoa para os adultos (Tabela 2), estando de acordo com a estimativa in-

dicada pelo comitê de especialistas da FAO/OMS, que aponta que a ingestão 

média de AFM1 por dia da população da América Latina é de 3,5 ng (JECFA, 

2011). Para crianças, a EID determinada foi de 10 ng/pessoa, ou seja, aproxi-

madamente três vezes maior que o consumo dos adultos, representando um 

sério problema à saúde pública uma vez que essa população é mais suscetível 

aos efeitos adversos de micotoxinas (Sylos; Rodriguez-Amaya; 1996). A capa-

cidade de biotransformação de carcinógenos das crianças é geralmente mais 

lenta que em adultos, logo o efeito cumulativo de exposições repetidas, por 

longos períodos, a pequenas doses, é um fator preocupante (López et al., 

2002). 

Por ser uma substância carcinogênica, não é estabelecida uma dose di-

ária de ingestão tolerável para a AFM1, no entanto, na literatura há vários estu-

dos que estimaram a ingestão dessa micotoxina. Santili et al. (2015), determi-

naram a EID de AFM1 da população através da análise de contaminação do 

leite em diferentes regiões de São Paulo, Brasil, e determinaram valores de 

0,358 e 0,120 ng para crianças e adultos, respectivamente. Outros trabalhos 

realizados no Brasil também determinaram valores de EID menores que os ob-

tidos no presente estudo. Shundo et al. (2009) estimaram a ingestão diária de 
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AFM1 através de dados de contaminação do leite em São Paulo, sendo o valor 

médio diário de 0,08 ng para adultos. Gonçalves et al. (2018), avaliaram a ex-

posição da população à AFM1 através de amostras de leite positivas obtidas 

em Rio Grande, RS, Brasil, e indicaram que a ingestão diária dos adultos é de 

1,7 ng. Esses relatos com valores de ingestão diário mais baixos não devem 

ocasionar despreocupação, uma vez que a população está exposta a outras 

fontes de contaminação por AFM1, como produtos a base de leite e produtos 

lácteos (Sibaja et al., 2019).   

Na Colômbia, Sibaja et al. (2019) estimaram a ingestão diária de AFM1 

através de amostras de leite contaminadas em níveis maiores que os obtidos 

nesse trabalho, de até 8,0 e 13,0 ng para adultos e crianças, respectivamente. 

Outros trabalhos em diversos países determinaram a EID de AFM1 através do 

leite em valores bastante variáveis, como exemplo: 0,09 ng na França (LeBlanc 

et al., 2005); 1,42 ng na Sérvia (Skrbic et al., 2014); 3,42 ng no Paquistão (Iqbal 

et al., 2017) e 0,107 ng no Irã (Nejad et al., 2019).  

De acordo com Oliveira et al. (2006), para estes compostos, recomenda-

se o menor grau de exposição possível, principalmente de crianças, as quais 

são consideravelmente mais sensíveis aos efeitos tóxicos de compostos quími-

cos veiculados pelos alimentos. 

 
4 Conclusão  

Esse trabalho demonstrou elevada ocorrência (78,3%) de contaminação 

por AFM1 no leite produzido na região Sul do Rio Grande do Sul, com níveis 

que variaram entre 0,34 a 1,1 L-1 e média de 0,63 L-1.  

 Apesar de não ser estabelecido um valor de ingestão tolerável para 

AFM1, as doses estimadas nesse trabalho (10,0 e 3,0 ng/pessoa/dia para cri-

anças e adultos, respectivamente) devem alertar para os riscos que essa con-

taminação pode acarretar a saúde da população, principalmente em relação às 

crianças, tendo em vista que os resultados demonstraram maiores níveis de 

ingestão diária por esta parte da população.  
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4 Conclusão 

As amostras de leite cru analisadas nesse trabalho, coletadas individu-

almente e dos tanques de refrigeração, apresentaram elevada ocorrência de 

AFM1 (94,8%), em níveis superiores ao limite máximo permitido no Brasil para 

presença dessa aflatoxina no leite (0,5 µg kg-1). O nível mais elevado foi encon-

trado no inverno (1,47 µg kg-1), estação em que os animais consomem mais 

alimentos que necessitam de armazenamento, como rações, sendo que falhas 

nas condições dessa etapa acarreta a contaminação dos produtos por fungos 

toxigênicos, possibilitando, assim, a produção de micotoxinas.  

Incidência de AFB1 foi detectada em 6,25% do total de amostras de leite, 

o que causa preocupação uma vez que a toxicidade é maior que a da AFM1. 

Nas amostras de ração, essa aflatoxina foi detectada no período do verão, ou-

tono e inverno (1,0; 1,0 e 1,6 µg kg-1), e, embora os níveis estejam dentro do 

permitido pela legislação brasileira, deve-se ressaltar que os animais conso-

mem outros produtos suscetíveis à contaminação por aflatoxinas, o que justifi-

ca elevados índices de contaminação do leite por AFM1.  

As estimativas de ingestão diária de AFM1 através dos níveis de conta-

minação obtidos nesse trabalho foram de 3,0 e 10,0 ng/pessoa para adultos e 

crianças, respectivamente. Apesar de não ser estabelecido um valor de inges-

tão tolerável para AFM1, as doses estimadas nesse trabalho devem alertar para 

os riscos que essa contaminação pode acarretar a saúde da população, princi-

palmente em relação às crianças, que consomem grande quantidade desse 

produto e apresentam maior suscetibilidade à contaminações.  
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