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1. APRESENTAÇÃO 
O leite é um alimento de grande valor nutritivo, que fornece macro e 

micronutrientes para o crescimento, desenvolvimento e manutenção da saúde 
humana. Porém, pode também ser o agente causador de diversas alterações 
fisiológicas nos indivíduos que o consomem, principalmente por ser veículo de 
contaminantes ambientais e alimentares. Dentre estes, os micro-organismos e 
seus metabólitos, como as micotoxinas, causam preocupação pela possibilidade 
de migrarem em fluidos e tecidos de animais mamíferos de criação com posterior 
dano à saúde, principalmente para crianças e recém-nascidos, que são mais 
susceptíveis que os adultos aos efeitos tóxicos de contaminantes, tais como as 
aflatoxinas, através do leite (KWIATKOWSKI e ALVES, 2007).  

As aflatoxinas são metabólitos secundários de fungos das espécies 
Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius, que contaminam produtos 
agrícolas, destacando-se as aflatoxinas B1 (AFLAB1); B2 (AFLAB2); G1 (AFLAG1); 
G2 (AFLAG2). As aflatoxinas M1 (AFLAM1) e M2 (AFLAM2) são metabólitos 
hidroxilados das AFLAB1 e AFLAB2 e podem ser encontrados em produtos 
lácteos provenientes de animais que ingeriram ração contaminada (CREPPY, 
2002). As aflatoxinas têm sido identificadas como fatores envolvidos na etiologia 
do câncer hepático no homem, consequentemente a ingestão de alimentos 
contaminados, além disso, a teratogênese provocada por determinadas 
concentrações de aflatoxinas foi observada em animais, principalmente durante a 
primeira fase embrionária, causando má formação do feto e reabsorção de 
embriões (SCUSSEL, 1998; ZHAO et al., 2010). A AFLAB1 está classificada como 
grupo 1, carcinogênica para humanos, e a AFLAM1 como grupo 2B, 
possivelmente carcinogênica para humanos (IARC, 2002).  

Na produção leiteira, o desafio atual envolve um manejo racional dos 
agroecossistemas mantendo sua produtividade. No entanto, soluções para um 
problema tão complexo devem ser buscadas em grupos interdisciplinares para 
que a interação entre diferentes profissionais produza um resultado duradouro. A 
sociedade tem discutido a diferença entre produtos convencionais e 
agroecológicos ou orgânicos em função da saúde do trabalhador, do consumidor 
e do ambiente. O valor agregado a estes produtos é incentivo para a adoção, por 
parte de  muitos produtores, principalmente os pequenosm, que vêem na prática 
uma melhoria de condições de vida, tanto ambiental quanto na renda.  

Na produção agroecológica e orgânica, os animais são criados com base em 
princípios de bem-estar, higiene e saúde, sem a utilização de antibióticos, 
hormônios, vermífugos, promotores de crescimento, estimulantes de apetite, uréia 
e demais aditivos não autorizados. É necessário que o pecuarista esteja 
compromissado com a preservação ambiental e proporcione adequadas 
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condições de trabalho aos seus empregados, sempre visando a excelência do 
produto a ser obtido. Este leite difere do obtido na pecuária convencional por não 
conter resíduos químicos de qualquer espécie, possuindo mesmo sabor e valor 
nutritivo, podendo ser consumido puro, sob  forma de lactoderivados ou 
incorporado a outros produtos alimentícios. A certeza de qualidade é o diferencial. 

O projeto a que pertence esse trabalho tem como objetivo assessorar 
produtores de leite bovino, quanto ao acompanhamento da mastite clínica e 
subclínica relacionadas com agentes fúngicos, assim como verificar a presença 
de bolores, leveduras e micotoxinas no leite refrigerado em cada uma das 
propriedades. Os produtores, especialmente os pequenos, constituem o elo mais 
frágil da cadeia produtiva de leite, e a Universidade tem a capacidade de auxiliar 
em diversos segmentos nessa busca de conhecimento e assessoria para que a 
produção consiga permanecer sustentável e com bons rendimentos. O objetivo 
específico deste trabalho apresentado foi analisar a ocorrência de AFLAB1 e 
AFLAM1 em leite de vaca refrigerado proveniente de propriedades leiteiras 
localizadas na região de Pelotas, RS.  
 

2. DESENVOLVIMENTO 
As amostras do leite bovino foram coletadas de tanques a granel de três 

propriedades leiteiras de pequenos produtores na cidade de Arroio Grande que 
buscam a transição agroecológica para produção de leite orgânico.  

A extração da aflatoxinas em amostras de leite bovino foi realizada no 
Laboratório de Micologia da Universidade Federal de Pelotas, em triplicata, 
utilizando o método de QuEChERS (SARTORI et al., 2015). 

Primeiramente, as amostras foram centrifugadas por 5 min e a gordura 
removida com o auxilio de uma espátula. Após, foram pesadas 5 g do leite, 
adicionou-se 10 mL de hexano e 15 mL de acetonitrila com 1% de ácido acético, 
homogeneizou-se por 1 min manualmente e vagarosamente. Em seguida, 
adicionou-se 6 g de sulfato de magnésio e 1,5 g de cloreto de sódio, 
homogeneizou-se manualmente e vigorosamente por 1 min e 30 s em vortex. 
Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 3000 rpm por 7 min e logo após 
retirou-se a fase do hexano descartando-o em frasco específico, recolheu-se a 
fase da acetonitrila em frascos âmbar, evaporou-se em banho-maria a 60 °C esta 
última fase recolhida e acondicionou-se sob congelamento para posterior 
quantificação. 

A quantificação das aflotoxinas M1 e B1 foi realizada através de 
Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC), com detector de fluorescência O 
método constituiu-se em ressuspender os extratos secos das amostras em 1 mL 
da fase móvel, agitar por 1 min em banho ultrassônico, transferir para eppendorf e 
centrifugar a 10000 rpm por 5min para posterior injeção, utilizando coluna 
cromatográfica Kromasil C18 5μ 250x4,6 mm com alça de injeção de 20 μL, 
vazão de 1,0 mL min-1 e fase móvel ácido água acidificada: acetonitrila: metanol 
(15:25:60). Para a obtenção da concentração de AFLAM1 e AFLAB1 nas amostras 
contaminadas foram utilizadas as curvas de calibração, previamente construídas 
para essa análise: y = 17294x - 7989,1 e y=30970x - 4657,2, respectivamente.  

. 
 

3. RESULTADOS 
 

A legislação para as micotoxinas, inclusive para a AFM1, é muito 
controversa, existindo, porém, diferenças significativas na regulamentação de 
micotoxinas a nível nacional e internacional. O Ministério da Saúde por meio da 



 

 

RDC nº 12/2002 estabeleceu para o Brasil a tolerância máxima de AFM1 0,5 μg.L-

1 (BRASIL, 2002). No presente trabalho obtivemos índices maiores dos que os 
aceitos pelo Ministério da Saúde nas três propriedades visitadas, como mostra a 
tabela 1.  
 

Tabela 1. Concentrações de AFLAM1 e AFLAB1 nas amostras de leite de três 
propriedades localizadas na cidade de Arroio Grande 

 

Propriedade AFLAM1 (μg.L-1) AFLAB1(μg.L-1) 

2 0,95 0,22 
3 0,98 0,17 
4 1,63 0,19 

 
Alguns fatores podem estar envolvidos na presença dessas aflatoxinas em 

quantidades mais altas do que as aceitáveis no Brasil, visto que são fatores que 
favorecem o desenvolvimento de fungos e produção de toxinas, como a umidade 
relativa, conteúdo de umidade, temperatura, luz, danos mecânicos, microclima 
(atmosfera), fungicidas, composição do substrato, competição microbiológica 
(interação microbiana) e linhagem do fungo contaminante (SCUSSEL et al 1998). 
Um dos principais fatores que deve se levar em conta é o cuidado no 
armazenamento da ração dos bovinos, já que a concentração de AFM1 
encontrada no leite está altamente correlacionada com o nível de AFB1 na ração 
(BAKIRCI, 2001). 

Em um estudo feito em São Paulo, a Aflatoxina M1 foi detectada em 39,5% 
das 43 amostras de leite analisadas, sendo que 64,7% destas amostras 
apresentavam concentrações acima do limite máximo permitido pela legislação 
(Gonçalez et al., 2005). Uma vez presente no leite, a AFM1 é resistente ao 
tratamento térmico, como pasteurização ou esterilização (GALVANO et al., 1998). 
Por essa razão, o risco permanece não somente no leite disponível 
comercialmente, mas também nos seus produtos derivados, como mostra um 
estudo feito com amostras de queijo Minas (frescal, canastra e padrão), onde foi 
avaliada a presença de aflatoxina M1 e 75% das amostras apresentaram 
contaminação em níveis de 0,02 a 6,92 μg.L-1 (Prado et al., 2000c). Em queijo 
ralado, tipo parmesão, aflatoxina M1 foi detectada em 93% das 14 marcas 
analisadas, em faixa de concentração de 0,04 a 0,30 μg.L-1 e média de 0,14 μg.L-1  
(Prado et al., 2001). 
 

4. AVALIAÇÃO 
Com base nos resultados obtidos e na literatura, podemos refletir sobre 

muitos fatores que devem ser melhorados nas propriedades onde foram feitas as 
coletas do material analisado, tentando diminuir as concentrações de Aflatoxinas 
obtidas nas análises que foram feitas até o momento. A adoção de novos 
processos vem incrementar a capacidade produtiva e gerar produtos de melhor 
qualidade, como é o caso do leite agroecológico. Nosso próximo passo é levar 
esses resultados até os produtores e sugerir algumas mudanças em suas rotinas, 
pricipalmente  com relação a questão sanitária da alimentação dos animais, salas 
de ordenha e locais onde esses animais vivem. Acredita-se que com essas 
medidas já seja possível obter menores concentrações das Aflatoxinas no leite 
comparada com as obtidas até o momento, tornando-os aceitáveis pelos índices 
determinados pela legislação no Brasil. 
 
 



 

 

5. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 
 
 

BAKIRCI, I. A study on the occurrence of aflatoxin M1 in milk and milk 
products produced in Van province of Turkey. Food Control., v. 12, p. 41-51, 
2001.  

 
BRASIL. Ministério da Saúde. Resolução RDC nº 274, de 2002. Agência 

Nacional de Vigilância SanitáriaANVS. Regulamento técnico MERCOSUL sobre 
limites máximos de aflatoxinas admissíveis no leite, no amendoim, no milho. 
Diário Oficial [da] República Federativa do Brasil, Brasília, DF, 16 out. 2002.  

 
GALVANO, F. et al. Survey of the occurrence of aflatoxin M1 in dairy 

products marketed in Italy. J. Food Prot., v. 61, p.738-741, 1998. 
 
GONÇALEZ, E.; FELICIO, J.D.; PINTO, M.M.; ROSSI, M.H.; NOGUEIRA, 

J.H.C., MANGINELLI, S. Ocorrência de aflatoxina M1 em leite comercializado em 
alguns municípios do estado de São Paulo. Arq. Inst. Biol. v.72, n.4, p.435-438, 
2005. 

 
IARC - International Agency of Research on Cancer. Monographs on the 

evaluation of carcinogenic risks to humans. Lyon: WHO, v.82, 2002 
 
KWIATKOWSKI, A.; ALVES, A. P. F. Importância da detecção e do controle 

de aflatoxinas em alimentos. Revista de Saúde e Biologia, v.2, p.44-53, 2007. 
 
PRADO, G.; OLIVEIRA, M.S.; ABRANTES, F.M.; SANTOS, L.G.S.; 

VELOSO, T.; BARROSO, R.E.S. Incidência de ocratoxina A em café torrado e 
moído e em café solúvel consumido na cidade de Belo Horizonte, MG. Ciênc. 
Tecnol. Aliment. vol. 20, n.2, p.192-196, 2000a.  

 
PRADO, G.; OLIVEIRA, M.S.; CARVALHO, E.P.; VELOSO, T.; SOUSA, 

L.A.F.; CARDOSO, A.C.F. Aflatoxina M1 em queijo prato e parmesão determinada 
por coluna de imunoafinidade e cromatografia líquida. Rev. Inst. Adolfo Lutz. 
v.60, n.2, p.147-151, 2001. 

 
SARTORI, et al. Determination of Aflatoxins M1, M2, B1, B2, G1 and G2 

and Ochratoxin A in UHT and Powdered Milk by Modified Quechers Method an 
Ultra-High-Performance Liquid Chromatography Tandem Mass Spectometry. 
Food Anal. Methods. v. 8, n.3 mar/2015. 

 
SCUSSEL, V. M. Micotoxinas em alimentos. Florianópolis: Editora Insular, 

1998. 
 

ZHAO, J.; SHIRLEY, R. B.; DIBNER, J. D.; URAIZEE, F.; OFFICER, M. 
KITCHELL, M.; VAZQUEZ-ANON; KNIGHT, C. D. Comparison of hydrated sodium 
calcium aluminosilicate and yeast cell wall on counteracting aflatoxicosis in broiler 
chicks. Metabolism and Nutrition, v.89, p.2147-2156, 2010. 

 


