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RESUMO 
 
 
 

CENTENARO, Andressa Inez. Efeito do tratamento térmico e da digestibilidade 
sobre a interação entre aflatoxina B1 e M1 com a fração proteica do leite. 2016. 76 p. 
Dissertação (Programa de Pós-Graduação em Tecnologia de Alimentos). 
Universidade Tecnológica Federal do Paraná. Medianeira, 2016. 
 
 
O leite é uma das principais fontes de nutrientes da dieta humana e é um alimento 
que acompanha o ser humano durante toda a vida, tanto como leite de consumo 
como através de seus derivados. O leite pode apresentar contaminação oriunda de 
diversas fontes, relacionados desde a ordenha até o processo de beneficiamento do 
mesmo. Dentre esses contaminantes, destacam-se as micotoxinas, que são 
metabólitos tóxicos produzidos por fungos em condições de estresse. Estudos 
correlacionam a ocorrência de micotoxinas em leite e derivados lácteos, com ênfase 
na aflatoxina M1 (AFM1) que é regulamentada pela legislação vigente. Apesar da 
maior parte da literatura afirmar que a aflatoxina B1 (AFB1) é completamente 
convertida em AFM1, resultados preliminares tem sugerido que isso não é 
verdadeiro, o que vem a justificar que a mesma passe, também, a ser analisada, 
uma vez que a toxicidade da AFB1 é maior que a da AFM1. Na área de leite e 
derivados lácteos, estudos têm sugerido que as aflatoxinas, em especial a AFM1, 
localizam-se predominantemente nas frações proteicas. Porém, a elucidação da 
interação entre AFM1 e fração proteica permanece sem conclusão definitiva, o que 
sugere um campo amplo de estudo nesta área. Ainda, tendo em vista que a 
concentração de aflatoxinas é predominante na fração proteica e que pode haver 
uma interação química entre esta fração e aflatoxinas, os tratamentos térmicos aos 
quais o leite é submetido podem causar alterações significativas nas estruturas 
dessas proteínas e, por conseguinte, nas interações entre proteínas e AFM1 e AFB1. 
Portanto, o entendimento da natureza das ligações entre as AFM1 e AFB1 às 
proteínas do leite é imprescindível para a compreensão da biodisponibilidade dessas 
micotoxinas em animais e seres humanos. Desta forma, o objetivo do trabalho foi 
verificar o efeito do tratamento térmico e da digestibilidade sobre a interação 
proteína-aflatoxina. Para isso, foram contaminados amostras de solução de caseína 
bovina e leite desnatado com AFB1 (200 µg.L-1) e AFM1 (20 µg.L-1), posteriormente 
submetidas a pasteurização e digestão in vitro. As determinações realizadas 
consistiram na quantificação das AFLB1 e M1 por Cromatografia à Líquido de Ultra 
Alta Eficiência, Espectroscopia na região do infra vermelho (FTIR), Calorimetria 
Exploratória Diferencial (DSC) e Espectroscopia de fluorescência. Não houve 
redução da concentração de AFB1 e AFM1 após o tratamento térmico e a 
bioacessibilidade foi de 91,2% 70,5% e 90,9% e 69,7%, respetivamente, para 
caseína bovina e leite desnatado. Avaliando quantitativamente as estruturas 
secundárias da solução de caseína bovina e leite desnatado contaminados com 
AFB1 e AFM1 as principais mudanças ocorreram nas estruturas β-volta, β-anti e β-
folha. Com a análise de DSC observou-se picos exotérmicos para ambos os 
ensaios, com variação de entalpia (∆H) após cada ensaio. Em relação aos espectros 
de fluorescência, foi possível verificar que as AFB1 e AFM1 promoveram redução da 
fluorescência original das proteínas lácteas. Pelos resultados obtidos, é possível 
concluir que a concentração das AFB1 e M1 não foram reduzidas pela temperatura 



empregada, provavelmente pela interação proteínas do leite-aflatoxina, resultando 
numa bioacessibilidade relativamente elevada. 
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ABSTRACT 
 
 

CENTENARO, Andressa Inez. Effect of heat treatment and digestibility on interaction 
between aflatoxin B1 and M1 with the milk protein fraction. 2016. 76 p. Dissertation 
(Post Graduate Program in Food Technology). Federal Technological University of 
Paraná. Medianeira, 2016. 
 
 
 Milk and derivates are one of the main sources of nutrients of the human diet 
and is a food that follow's man during all of your life. The milk may be contaminated 
from several sources, related since milking until the beneficiation process. Among 
these contaminants, highlights are the mycotoxins, which are toxic metabolites 
produced by fungus in conditions of stress. Studies related to the occurrence of 
mycotoxins in milk and milk products, with the emphasis on aflatoxin M1 (AFM1) 
which is ruled by Brazilian law. While most of the literature stating that aflatoxin B1 
(AFB1) is completely converted into AFM1, preliminary results have suggested that 
this is not true, justifying that it passes also to analyze because the toxicity of AFB1 is 
greater than the AFM1. In the milk and dairy products, studies have suggested that 
aflatoxins, in particular AFM1, are located predominantly in protein fractions. 
However, the elucidation of the interaction between AFM1 and protein fraction 
remains without definitive conclusion, suggesting a large broad field of study in this 
area. Also considering that the concentration of aflatoxins are prevalent in the protein 
fractions and can have a chemical interaction between these fractions and aflatoxins, 
the thermal treatments that the milk is subjected can cause significant changes in 
these proteins structures and consequently in interactions between proteins and 
AFM1 and AFB1. Therefore, the knowledge of nature of the links between AFM1 and 
AFB1 to milk proteins is indispensable for understanding the bioavailability of these 
mycotoxins in animals and humans. Thus, the aim of this study was to investigate the 
effect of thermal treatment and the digestibility of the interaction protein-aflatoxin. For 
this, samples of bovine casein solution and skimmed milk were contaminated with 
AFB1 (200 μg.L-1) and AFM1 (20 μg.L-1), and then submitted to pasteurization and in 
vitro digestion. The carried analyzes consisted in quantifying AFB1 and AFM1using 
high performance liquid chromatography, Fourier transform infrared spectroscopy 
(FTIR), Differential Scanning Calorimetry (DSC) and fluorescence spectroscopy. 
There was no reduction in the concentration of AFB1 and  AFM1 and after the thermal 
treatment the bioaccessibility was 91.2% and 70.5%, 90.9% and 69.7%, respectively, 
for bovine casein and skim milk. In quantitative assessments of the secondary 
structures of bovine casein and skim milk contaminated with AFB1 and AFM1 the 
major changes occurred in the β-turn structures, β-anti and β-sheet. With the DSC 
analysis was observed exothermic peaks for both tests, the change of enthalpy (∆H) 
after each test. Regarding the fluorescence spectra, we found that AFB1 and AFM1 
promoted reduction of the original fluorescence of milk proteins. From the results, it 
may be concluded that the concentration of AFB1 and M1 not been reduced by the 
temperature applied, probably by the interaction between milk protein and aflatoxin, 
resulting in a relatively high bioaccessibility. 

Keywords: Bioaccessibility. Metabolization. Pasteurization. 
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1. INTRODUÇÃO  
 

 

O leite é um dos principais alimentos da dieta humana, sendo um dos mais 

importantes para os lactentes e crianças (BILANDZIC et al., 2014). Devido a essa 

peculiaridade deve estar associada à preocupação com a qualidade do leite, que 

não se define por uma única questão, mas sim um conjunto de atributos dentre os 

quais se destacam a estabilidade físico-química e microbiológica, o elevado nível 

higiênico e a inocuidade sanitária (BRASIL, 2002a). 

O leite está exposto a vários fatores que podem resultar na sua 

contaminação e que influenciam a inocuidade, entre elas a forma como o produto é 

estocado na fazenda, pelas condições higiênicas dos equipamentos, utensílios, 

ambiente e dos funcionários, desde a obtenção até o processamento. Dentre os 

contaminantes presentes, destacam-se as substancias química, a citar os resíduos 

de antibióticos e as micotoxinas (GALVANO; GALORAFO; GALVANO, 1996; 

KHANIKI, 2007; SANTOS et al. 2014). 

As micotoxinas são compostos químicos tóxicos produzidos por fungos, 

diferenciando-se das toxinas bacterianas por não serem de natureza proteica 

(SAKATA; SABBAG; MAIA, 2011). 

A presença de micotoxinas no leite pode estar correlacionada com a ingestão 

de alimentos contaminados por estes compostos tóxicos, como, por exemplo, as 

rações concentradas contendo grãos de cereais, plantas forrageiras e ainda 

alimentos preservados como silagem, feno e palha (CREPPY, 2002).  

Dentre as micotoxinas que podem estar contaminando o leite e derivados, 

destacam-se as aflatoxinas, que são produzidas pelos fungos Aspergillus flavus, 

Aspergillus parasiticus e Aspergillus nominus (BIANCO et al., 2012; BRITZI et al., 

2013; ASHIQ; HUSSAIN; AHMAD, 2014), e dentre estas as aflatoxinas B1 e B2, 

oriundas de alimentos contaminados consumidos pelos animais, e M1 e M2, que são 

produtos da metabolização excretados no leite (PEREIRA et al. 2005; PRADO et al. 

2008; ZAIN, 2011; BRITZI et al., 2013).  

A AFB1 é, dentre as aflatoxinas, a mais toxigênica, sendo considerada 

cancerígena, teratogênica e mutagênica (BILANDZIC et al., 2014). Seu consumo 

está associado à ocorrência de carcinoma hepatocelular, terceira principal causa de 
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morte por câncer no mundo, contribuindo com 28% de todos os casos mundiais 

relatados desta doença (ILHA et al., 2013). Ainda, produzem efeitos nocivos ao 

sistema imunológico, alterando a expressão dos linfócitos e das citocinas (BIANCO 

et al., 2012). Nos casos agudos, conhecidos como aflatoxicose aguda, pode causar 

no ser humano vômito, doenças do coração e do fígado, edema pulmonar e até a 

morte (FANG et al., 2013). 

Por sua vez, o perfil toxicológico da AFM1 se assemelha com o da estrutura 

original a AFB1 (IARC, 2012). 

Na literatura, poucos são os estudos que relatam a ocorrência de AFB1 em 

leite e derivados (CARVAJAL et al., 2003; SCAGLIONI et al., 2014), porém são 

vários os estudos que demonstram a presença de AFM1 (FARIAS et al., 2005; EK, 

KA, 2009; BECKER et al., 2010; BIANCO et al., 2012; KABAK e OZBEY, 2012; 

DUARTE et al., 2013; VDOVENKO et al., 2013; BRITZI et al., 2013), sendo que esta 

última é regulamentada pela legislação em vigor (BRASIL, 2002b).  

Na área de leite e derivados lácteos, estudos têm sugerido que as aflatoxinas, 

em especial a AFM1, localizam-se predominantemente nas frações proteicas, 

naquelas com maior concentração de caseína, que são as principais proteínas do 

leite, seguida das proteínas do soro (α-lactoalbumina e β-lactoglobulina) 

(BRACKETT; MARTH, 1982; IHA et al., 2013). Porém, estes estudos não tinham por 

objetivo de verificar a existência  de interação entre AFM1 e as proteínas do leite 

assim como propor um mecanismo de interação, mas apenas baseiam-se na 

quantificação das aflatoxinas nas frações proteicas do leite para embasar o que 

acima foi dito. Sendo assim, a elucidação da interação entre aflatoxina e fração 

proteica permanece sem conclusão definitiva, o que sugere um campo amplo de 

estudo nesta área. 

Nos processos térmicos de tratamento do leite para torná-lo apto para 

consumo (pasteurização e ultra-alta temperatura), a AFB1 e a AFM1 não são 

destruídas; assim, é essencial ter o controle efetivo do leite e os produtos lácteos 

(BECKER, 2012; DUARTE et al., 2013; BILANDZIC et al., 2014). Portanto, o 

emprego de tratamentos térmicos no leite, além de poder alterar a disponibilidade e 

digestibilidade de proteínas e demais nutrientes, ainda pode intervir nas interações 

moleculares proteína-aflatoxina e, consequentemente, nos níveis de 

biodisponibilidade de AFB1 e AFM1.  

A compreensão da natureza das ligações entre as AFB1 e AFM1 às proteínas 
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do leite é imprescindível para a compreensão da biodisponibilidade dessas 

micotoxinas em seres humanos e animais. Aplicações para deduzir a 

biodisponibilidade de aflatoxinas dependem da estabilidade do complexo formado e 

as condições do meio em que se encontram (HASKARD et al., 2001). 

É difícil quantificar a biodisponibilidade e biodisponibilidade de um composto 

devido aos diferentes processos que compoe a digestão. Há um interesse crescente 

em  utilizar métodos in vitro para estudar a biodisponibilidade dos compostos a partir 

do solo e do alimentos A maior parte dos modelos de digestão in vitro simula, de 

forma simplificada, processos de digestão na boca, estômago e no intestino delgado, 

de modo a permitir investigação do potencial de absorção de certos compostos 

durante o trânsito no trato digistório (VERSANTVOORT et al., 2005). 

Com base no exposto, o efeito do tratamento térmico e da digestibilidade 

sobre a interação entre AFB1 e AFM1 com a fração proteica do leite vêm a justificar a 

presente proposta de pesquisa, uma vez que não há dados suficientes na literatura 

sobre este assunto e que poderiam orientar novos trabalhos voltados à 

descontaminação do leite, a prevenção e maior entendimento da interação proteína-

aflatoxina em leite produto amplamente consumido pela população. 
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2 OBJETIVOS  
 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 
 

 
Verificar os efeitos do tratamento térmico e da digestibilidade sobre a 

interação entre as AFB1 e AFM1 com as frações proteicas do leite. 
 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 

- Avaliar o efeito do tratamento térmico sobre a concentração das AFB1 e 

AFM1; 

- Avaliar o efeito do tratamento térmico sobre as interações entre as AFB1 e 

AFM1 com a fração proteica do leite; 

- Avaliar o efeito da digestibilidade in vitro sobre as interações entre as AFB1 e 

AFM1 com a fração proteica do leite.  
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3 REVISÃO BIBLIOGRAFICA 
 

 

As micotoxinas compreendem um conjunto de compostos químicos de 

caráter tóxico, produzidas por diferentes espécies de fungos (DZUMAN et al., 2013) 

e que podem ser encontradas em alimentos, o que justifica a importância em se 

estudar o impacto destas substâncias na saúde humana e animal, pois ocasionam 

perdas econômicas significativas, além de representarem riscos à saúde humana e 

animal (ASHIQ; HUSSAIN; AHMAD, 2014). 

As micotoxinas quando absorvidas, ingeridas ou inaladas podem causar 

doenças ou até morte (JOBIM et al., 2014). 

Em torno de 400 micotoxinas diferentes foram reconhecidas (BERTHILLER 

et al., 2014). Dentre estas, as aflatoxinas destacam-se por contaminar o leite e seus 

derivados, pois estão presentes em alimentos e rações consumidas pelos animais 

(SAKATA, SABBAG, MAIA, 2011). 

 

 

3.1 AFLATOXINAS  
 

 

As principais aflatoxinas encontradas nos alimentos são produzidas por 

fungos dos gêneros Aspergillus, destacando-se as espécies A. flavus, A. parasiticus 

e A. nominus (BIANCO et al., 2012; DUARTE et al., 2013; BRITZI et al., 2013; 

ASHIQ, HUSSAIN, AHMAD, 2014) 

A AFB1 é, dentre as aflatoxinas, a mais toxigênica, sendo considerada 

cancerígena, teratogênica e mutagênica (KABAK; OZBEY, 2012). Seu consumo está 

associado à ocorrência de carcinoma hepatocelular, terceira principal causa de 

morte por câncer no mundo, contribuindo com 28% de todos os casos mundiais 

relatados desta doença (KABAK; OZBEY, 2012; BRITZI et al., 2013). Ainda, 

produzem efeitos nocivos ao sistema imunológico, alterando a expressão dos 

linfócitos e das citocinas (BIANCO et al., 2012). Nos casos agudos, conhecidos 

como aflatoxicose aguda, pode causar no ser humano vômito, doenças do coração e 

do fígado, edema pulmonar e até a morte (FANG et al., 2013). 
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Por sua vez, o perfil toxicológico da AFM1 se assemelha com o da estrutura 

original a AFB1 (IARC, 2012). 

Quimicamente, as aflatoxinas são advindas de um núcleo cumarínico, ligado 

por um lado por um sistema reativo bifurânico e do outro lado uma pentanona (série 

B) ou uma delta-lactona (série G) (HOLZAPFEL; STEYN, 1966; ROCHA, 2010). 

Apesar de existirem cerca de 20 tipos desta micotoxina (SAKATA; SABBAG; MAIA, 

2011; VDOVENKO et al., 2013), as de maior importância toxicológica são a B1, B2, 

G1 e G2, e seus metabolitos M1 e M2 (BIANCO et al., 2012), sendo representadas na 

Figura 1. 
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Figura 1 - Estrutura química das principais aflatoxinas.  

 

No trato digestório, as aflatoxinas são absorvidas e, posteriormente, 

biotransformadas por enzimas hepáticas com funções oxidases que pertencem ao 

sistema citocromo P-450, tais como a CYP1A2, CYP3A4, CYP2A6. Estas enzimas 

convertem AFB1 aos seguintes compostos: aflatoxina B-8,9-exo-epóxido (exo-

AFBO); AFM1, aflatoxina Q1 e aflatoxina B2a nas reações de hidroxilação; P1 



11 

(AFP1) que se forma na reação de O-demetilação e aflatoxicol (AFL) pela redução 

de AFB1 (Figura 2) (FANG et al., 2013). A hidroxilação da aflatoxina B2 (AFB2) produz 

Aflatoxina M2 (AFM2) (BIANCO et al.; 2012).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2 – Principais metabolitos da AFB1. 
Fonte: Adaptado de BAGGINI (2015). 

 

Todos os produtos resultantes da biotransformação podem estar presentes 

no leite; porém, a AFM1 foi o primeiro metabólito a ser identificado neste alimento 

(SAKATA; SABBAG; MAIA, 2011), cuja presença foi associada à ingestão de ração 

contaminada por AFB1 (MOHAMMADI et al., 2011) e, por isso, sua concentração 

está diretamente relacionada à quantidade de AFB1 ingerida pelo animal (NAVARRO, 

2011).  

Estudos sugerem que a biotransformação da AFB1 em AFM1 no rúmen de 

animais lactantes é de, aproximadamente, 0,5 a 6%, sendo proporcional à produção 

de leite, quanto maior a produção maiores taxas de transformação, ou vice-versa 

(SAKATA; SABBAG; MAIA, 2011; NAVARRO, 2011; KABAK; OZBEY, 2012; DUARTE 

et al., 2013); no entanto, os valores de conversão ainda não foram totalmente 

elucidados. Sugere-se que a contaminação do leite por AFM1 ocorra no segundo e 

terceiro dias após a ingestão da AFB1 pelo animal, mas essa contaminação já foi 

relatada em períodos de tempo menores (DUARTE et al., 2013). Segundo 

Aflatoxina B1 
Sistema redutase 

citoplasmático AFLATOXICOL 

Sistema enzimático 
microssomal do fígado 

Epoxidação 

Hidratação 

Hidroxilação 

O-Dimetilação 

2,3 Epóxido 
de aflatoxina 

AFB2a 

AFM1 

AFQ1 

AFP1 



12 

Mohammadi et al. (2011), após doze horas da ingestão de alimento contaminado a 

AFM1 é excretada para o leite; porém, quando retirada a AFB1 do alimento por dois a 

três dias, reduz-se a zero o nível do metabólito hidroxilado no leite (DUARTE et al., 

2013). 

Dentre os fatores que afetam a passagem da AFM1 para o leite destacam-se 

os nutricionais e fisiológicos, tais como a saúde do animal, a capacidade de 

biotransformação hepática, a taxa de ingestão, taxa de digestão, produção do leite e 

a integridade das membranas celulares alveolares mamárias, estas caracterizadas 

por células somáticas (SAKATA; SABBAG; MAIA, 2011; BRITZI et al., 2013; 

DUARTE et al., 2013). 

Além da contaminação do leite por AFM1, estudos relatam a presença da 

AFB1 nesses produtos, indicando que a conversão não ocorre de forma completa 

como descrito anteriormente (CARVAJAL et al., 2003; SCAGLIONI et al., 2014). 

Por representar um risco de segurança e também devido à periculosidade 

das aflatoxinas, se fazem necessários estudos que visem a melhor compreensão da 

contaminação do leite por estes compostos químicos visando uma melhoria na 

qualidade dos alimentos, como leite e seus derivados (STOEV et al., 2015). 

 

 

3.2 OCORRÊNCIA DE AFLATOXINAS EM LEITE E DERIVADOS 
 

 

A avaliação da qualidade do leite é de extrema importância, uma vez que há 

um grande consumo por parte do público infantil (BILANDZIC et al., 2014), 

principalmente nos primeiros anos da infância nos quais se faz a introdução de nova 

alimentação, produzidos a partir de outros tipos de leite que não o materno, 

expondo-as ao potencial risco de ingestão e exposição às aflatoxinas (EK; KA, 

2009).  

No Brasil, vários estudos relataram a ocorrência de aflatoxinas em leite e 

derivados. Becker et al. (2010) ao avaliaram a ocorrência de AFM1 em leite in natura, 

pasteurizado, UAT e em pó comercializados no Paraná, verificaram que 70% (14) 

apresentaram contaminação por AFM1; porém, somente 3 (15%) apresentaram 

resultados acima do limite de detecção estipulado pelo método (0,10 µg.kg-1) e 
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nenhuma acima do estipulado pela legislação (0,50 µg.kg-1). Em contrapartida, um 

estudo realizado em Minas Gerais avaliou 75 amostras de leite UAT quanto à 

ocorrência de AFM1 e 30,7% apresentaram valores superiores ao estipulado pela 

legislação (OLIVEIRA et al., 2013). Ilha et al. (2013) ao analisarem leite (diversos 

tipos: UAT, pasteurizado, em pó, in natura, integral, desnatado e com aditivos) e 

fórmulas infantis comercializados na cidade de Ribeirão Preto-SP, verificaram que 

83% das amostras de leite estavam contaminadas com AFM1, com concentração 

variando de 0,01-0,44 µg.kg-1 para leite fluido e 0,02-0,76 µg.kg-1 para leite em pó; 

porém, observaram contaminação nas diferentes amostras de fórmulas infantis. 

Quando analisadas amostras de leite em pó, Londoño et al. (2013) observaram que, 

das 30 amostras coletadas no Brasil e na Argentina, todas estavam contaminadas 

por AFM1 com concentrações variando de 0,1 a 0,92 μg.kg−1, concentração média de 

0,39 μg kg-1, também excedendo o limite permitido para esta aflatoxina na Argentina, 

que é de 0,05 μg.kg-1. Shundo e Sabino (2006) avaliaram 107 amostras de leite in 

natura comercializadas nas cidades de São Paulo e Marília (SP) e constataram que 

79 (73,8%) das amostras estavam contaminadas por AFM1, com concentrações 

variando de 0,02 a 0,26 ug.L-1; sendo que duas amostras de leite cru (9%), duas 

amostras de leite pasteurizado (7,2%) e 3 amostras de leite UAT estavam acima de 

0,05 μg.L−1 (permitido pela legislação vigente). 

Oliveira et al. (2013), determinaram AFM1 em 75 amostras de leite ultra alta 

temperatura (UAT) comercializados em Minas Gerais, Brasil. Das amostras 

analisadas, 23 (30,7%) apresentaram contaminação por AFM1 com concentrações 

variando entre 1,00 - 4,10 µg.L-1, estando desta forma acima do limite máximo 

permitido pela legislação brasileira. 

A ocorrência de AFM1 também já foi reportada em amostras de derivados 

lácteos, como queijos, iogurtes e leites fermentados. Oliveira et al. (2011) avaliaram 

24 amostras de queijo Minas Frescal e 24 amostras de queijo Minas Padrão 

produzidas na região Nordeste do Estado de São Paulo, e detectaram AFM1 em 13 

(27,1%) amostras, com concentrações variando entre 0,03-0,31 µg.kg-1. As 

concentrações médias de AFM1 nas amostras de queijo Minas Frescal e Padrão 

foram de 0,14 ± 0,11 e de 0,11 ± 0,05 µg.kg-1, respectivamente. Esses dados 

chamam a atenção para a necessidade de adoção de um limite de tolerância menor 

para AFM1 em queijos no Brasil. 

Prado et al. (2008), detectaram AFM1 em 40 das 88 amostras (46,4%) de 
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queijo parmesão comercializadas no estado de Minas Gerais, Brasil. Das amostras 

contaminadas, somente duas estavam num nível acima do limite máximo permitido 

limite máximo permitido (0,25 µg.kg-1) aceito pela União Europeia para AFM1. 

No Líbano, foram analisadas amostras de leite e iogurte para a presença de 

AFM1 e a incidência de contaminação foi de 40,6% e 32,8%, respectivamente. 

Destas contaminações, 11% das amostras de leite e 4% das amostras de iogurte 

estavam acima do permitido pela legislação local (KHOURY; ATOUI; YAGHI, 2011).  

No estado de Ogun na Nigéria, foram avaliadas amostras de leite humano e 

bovino, iogurte e sorvetes coletados aleatoriamente. Foram observadas altos níveis 

de contaminação por AFM1 em amostras de leite humano, leite de vaca e sorvete 

(4,00 µg.L-1 , 2,04 µg.L-1 e 2,23 µg.L-1, respectivamente) (ATANDA et al., 2007). 

A incidência de AFM2 também já foi avaliada em produtos lácteos comerciais. 

Lee e Lee (2015) analisaram amostras de leite em pó e leite fluido e observaram 

níveis baixos de concentração, de 0,02 a 0,06 µg.Kg-1, respectivamente. Garrido et 

al. (2003) também avaliaram a ocorrência dessa aflatoxina em 60 amostras de leite 

UAT e 79 amostras de leite pasteurizado comercializadas nos municípios de 

Ribeirão Preto – SP; porém, não detectaram a presença desta aflatoxina. 

Apesar de excassos, os estudos de ocorrência de AFB1 em leite vem 

comprovando a contaminação natural por esta micotoxina. Gurbay et al. (2010) 

encontraram níveis de 0,09 a 4,10 mg.L-1 para a AFB1 e 0,06-0,30 mg.L-1 para AFM1 

em leite humano, na Turquia. Em amostras de origem animal, Scaglioni et al. (2014) 

avaliaram a ocorrência de AFB1 em amostras de leite pasteurizado e UAT e 

observaram valores positivos em 41,7 e 13,3%, das amostras, respectivamente. 

Carvajal et al. (2003) também reportaram a presença de AFB1 (0 a 0,40 ug.L-1) em 

amostras de leite tratadas termicamente, enfatizando desta forma, não só a 

importância do estudo e estabelecimento de limites máximos toleráveis para a AFM1 

mas também para a sua precursora, a AFB1, em amostras de leite e derivados 

lácteos, considerando-se a toxicidade elevada e a ocorrência de ambas as 

micotoxinas nesses produtos. 
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3.3 EFEITOS DOS PROCESSOS TECNOLÓGICOS SOBRE A ESTABILIDADE DAS 

AFLATOXINAS 
 

 

O leite é submetido a inúmeros processos tecnológicos, quer para torná-lo 

apto para consumo, quer para elaborar derivados. Apesar de o fato de que várias 

aflatoxinas podem ser encontradas no leite e derivados lácteos, os estudos se 

restringem quase que exclusivamente no efeito dos processos tecnológicos sobre 

AFM1.  

O emprego de temperatura pode ser considerado o processo mais comum 

nos laticínios, pois além de ser utilizado para elaboração de leite fluído 

(pasteurizado, ultra alta temperatura), é uma etapa obrigatória na elaboração de 

derivados lácteos. Os resultados ainda são conflitantes quanto ao efeito da 

temperatura sobre a estabilidade da AFM1. Alguns trabalhos afirmam que estes não 

modificam a estabilidade desta micotoxina (BILANDZIC et al., 2014); porém, outros 

tem observado diminuições das concentrações no leite processado em relação ao 

leite cru (PEREIRA et al., 2005, CARVAJAL et al, 2003). O emprego de outros tipos 

de tratamento térmico utilizando temperatura, como cozimento e congelamento, não 

promovem redução da concentração das aflatoxinas (RAI et al., 2012).  

A AFB1 é resistente a altas temperaturas, cerca de 120ºC (FARIAS et al., 

2005) e segundo Rustom (1997) a AFB1 possui temperatura de decomposição alta, 

variando de 237°C a 306°C. 

Além do emprego de temperaturas, outros processos para a obtenção de 

derivados lácteos já foram avaliados quanto aos efeitos na concentração das 

micotoxinas. Na elaboração de queijos, Ilha et al. (2013) tem sugerido que devido a 

maior afinidade da AFM1 pela fração proteica do leite, a concentração desta 

aflatoxina é maior no queijo do que no soro de queijo e comparado ao leite 

empregado na elaboração. Bakirci (2001) constatou que o conteúdo de AFM1 em 

amostras de queijo branco e queijo Kashar foram maiores do que as encontradas em 

leite à granel.  

Cattaneo et al. (2013) avaliaram soro de leite e soro desproteinizado 

contaminados com AFM1 e submetidos a diferentes tratamentos tecnológicos. 

Quando utilizado na produção de ricota, os autores observaram que 94% da 

contaminação inicial por AFM1 permaneceu na parte liquida e 6% na coalhada. O 
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soro de leite desproteinizado, obtido a partir da produção de ricota, foi submetido a 

ultrafiltração e a secagem por pulverização, e esses processos proporcionaram 

reduções de 90% e e perdas de 40%, respectivamente, para soro ultrafiltrado e 

seco. 

A fim de avaliar a ação da fermentação do leite para elaboração de queijo 

por processo artesanal sobre a contaminação inicial do leite por AFM1, Lopez et al. 

(2001) fortificaram o leite com concentrações de AFM1 entre 1,7 a 2,0 ug.L-1 e 

observaram que 40% da contaminação inicial permaneceu no queijo e 60% migrou 

para o soro do leite. 

A partir dos estudos acima, é possível evidenciar a estabilidade da AFM1 

perante diferentes processamentos tecnológicos, e a importância do 

estabelecimento de limites máximos legislados para esta micotoxina também em 

outros produtos lácteos, que não só leite e queijo.  

 

 

3.4 BIOACESSIBILIDADE OU BIODISPONIBILIDADE DE AFLATOXINAS EM 
ALIMENTOS 
 

 

Bioacessibilidade ou biodisponibilidade são os termos usado para descrever 

a proporção de contaminante ingerido através de alimentos que atinge a circulação 

sistêmica, normalmente envolvendo três passos: libertação do composto da sua 

matriz por ação do suco digestivo no trato digestório (bioacessibilidade), transporte 

através do epitélio intestinal pela veia porta (transporte intestinal) e degradação do 

composto no fígado e intestino (metabolismo) (VERSANTVOORT et al., 2005). 

A técnica de digestão in vitro tem sido largamente utilizada para predizer a 

digestibilidade in vivo. Na digestão in vitro há algumas variáveis que podem ser 

controladas, tais como: quantidade de amostra, tempo de fermentação, infusão de 

nitrogênio e inóculo, espécie animal, tipo de dieta e pH, além das diferenças entre as 

marchas analíticas adotadas por diversos laboratórios. O método in vitro é 

comumente utilizado pela conveniência ou quando grande escala de testes de 

alimentos são necessários (CAMPOS et. al., 2000). 

Estes parâmetros podem ser utilizados para estudar as mudanças 
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estruturais, digestibilidade e liberação dos componentes dos alimentos nas 

condições do trato digestório (HUR et. al., 2011), simulando, de forma simplificada, 

os processos de digestão na boca, no estômago e no intestino delgado, onde a 

composição química dos fluídos, pH e períodos de incubação específicos para cada 

etapa, permitindo a investigação da biodisponibilidade de compostos de interesse a 

partir da sua matriz em curto espaço de tempo (FERREIRA, 2014). 

 

 

3.5 INTERAÇÃO ENTRE A AFLATOXINA E PROTEÍNA DO LEITE 
 

 

Apesar de alguns estudos enfatizarem que as aflatoxinas ficam ligadas a 

fração proteica (LOPEZ et al., 2001; CATTANEO et al., 2013; ILHA et al., 2013), 

nenhum trabalho até então preocupou-se em aplicar técnicas  para verificar esta 

interação. Assim, trabalhos envolvendo o estudo da interação aflatoxina e proteinas 

do leite não foram encontrados na literatura consultada. Porém, alguns trabalhos 

estudaram a interação das proteínas do leite com outros compostos empregando 

diferentes técnicas para tal. 

Dentre as técnicas, a análise de calorimetria diferencial de varredura 

caracteriza-se por ser um método eficiente no estudo de transição de fases e 

modificações estruturais, especialmente de proteínas, para verificar a interação com 

componentes de interesse (MOBILI et al., 2009; HU et al., 2009).  

Ferraro et al. (2015) empregaram esta técnica para examinar a interação 

entre ácido rosmarínico e proteínas do soro de leite bovino (α-lactalbumina, β-

lactoglobulina e lactoferrina), possível devido aos eventos exotérmicos observados, 

característico ao fenômeno de agregação.  

A análise por Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) 

caracteriza-se por permitir a compreenção dos componentes estruturais e é uma das 

técnicas mais empregadas na avaliação da interação entre proteínas e diferentes 

compostos. Nesta técnica, as vibrações de uma unidade estrutural de proteína 

originam nove bandas de absorção, entre elas a amida A, B e I-VII, onde as mais 

importantes são amida I e II. A posição do pico da amida I ocorre na região de 1700-

1600 cm-¹ (estiramento da C=O), ao passo que a da amida II na região de 1600-



18 

1500 cm-¹ (estiramento N-H). Dentre estas, a banda de amida I é mais susceptível 

de alteração da estrutura secundaria da proteína do que a banda Amida II (LIU et al., 

2008; KHAN et al., 2008; LI et al., 2013). As principais vantagens dessas técnicas 

são a rapidez na realização das medidas, o fato de não haver restrições quanto ao 

peso molecular da proteína em estudo e a não necessidade de cristais (FORATO, et 

al. 1997). Bourassa et al. (2013) avaliaram a interação entre vitamina A e a α e β- 

caseína do leite sendo constatado que a interação ocorre devido as variações de 

deslocamento e intensidade do espectro para banda amida I em 1656-1654 cm-1 

(principalmente no estiramento C=O) e na banda da amida II em 1542 cm-1 após a 

adição da vitamina A na proteína. Essemine et al. (2011) ao avaliarem a ligação 

entre a β-lactoglobolina com poliaminas observou redução no componente da β-

folha após a interação do complexo formado, indicando uma possível 

desdobramento parcial da proteína. 

Outra técnica muito empregada na avaliação de interação entre proteína e 

compostos diversos é espectroscopia de fluorescência. As proteínas contém 

triptofano, tirosina e/ou fenilalanina que possuem fluorescência intrínseca ao serem 

excitados em 285 nm; dentre estes aminoácidos, a emissão é principalmente devido 

à excitação de resíduos de triptofano, com uma contribuição menor de tirosina e 

fenilalanina. Zhang e Zhong (2013) avaliaram a interação entre as proteínas do leite 

(caseína e proteínas do soro) e a norbixina, sendo que após a adição da norbixina 

nas proteínas a intensidade da fluorescência diminuiu, sugerindo, portanto, a 

ocorrência da interação. 

Outras técnicas podem ser utilizadas para a análise de interação com as 

proteínas, como Discroísmo Circular e a Espectroscopia Raman. O dicroísmo 

circular é uma das mais sensíveis técnicas espectroscópicas para explorar os vários 

aspectos da proteína, como estrutura, dobragem e propriedades das ligação das 

proteínas e também a interacção com moléculas pequenas (GORJI et al., 2015). O 

Raman é utilizado para obter uma visão mais profunda sobre as mudanças de 

conformação (GAO et al., 2011) 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 MATERIAS 

 

 

Os padrões das micotoxinas AFB1 e AFM1, de caseína bovina, as enzimas e 

os reagentes necessários para a análise de digestibilidade in vitro foram adquiridos 

da Sigma Chemical Company®.  

Utilizou-se para o preparo das soluções água ultrapurificada em sistema 

purificador de água por osmose reversa (Osmose 10 LX, Gehaka, 2010) acoplado a 

um sistema ultrapurificador de água (Master System P&D TOC, MS 2000, Gehaka). 

O leite desnatado Ultra Alta Temperatura (UAT) (Frimesa®, Marechal Cândido 

Rondon) foi adquirido no comércio local.  
 

 

4.2 MÉTODOS  

 

 

4.2.1 Preparo das soluções  

 

 

O preparo das soluções padrão das micotoxinas AFB1 e AFM1 bem como a 

determinação da concentração destas seguiram o proposto por Scaglioni (2014).  

Para a solução da AFB1, foi dissolvido 1 mg do padrão em 100 mL de 

solução benzeno:acetonitrila (98:2, v/v), a partir dessa solução estoque foi 

fracionado 10 mL em 10 frascos âmbar, evaporados em corrente de N2 (solução 

estoque) e armazenado sob temperatura de refrigeração (3º ± 1ºC). 



20 

Quanto ao padrão da AFM1, 10 μg foram diluídos em 10 mL de solução de 

benzeno:acetonitrila (98:2), fracionados em 10 frascos âmbar e evaporados em 

corrente de N2 (solução estoque) e armazenado sob temperatura refrigeração (3º ± 

1ºC). As concentrações das soluções de AFB1 e AFM1 foram avaliadas em 

espectrofotômetro (Lambda XLS, PerkinElmer, Waltham), nos comprimentos de 

onda 360 nm e 350 nm, respectivamente (TRUCKSESS; POHLAND, 2001). 

Para avaliar a interação entre as AFB1 e AFM1 e as proteínas do leite foram 

utilizadas solução-tampão fostato-salino (Tabela 1) e leite desnatado. 

 

Tabela 1. Composição da solução tampão fosfato-salino (PBS) 

Composição Concentração (g.L-1) 

NaCl 4,3 

KCl 0,1 

Na2HPO4 0,8 

KH2PO4 0,1 

* Solução 0,08 M, pH 6,7 (ajustado com HCl 0,01 M). Fonte: Hoppner et al. (2004) 

 

O padrão de caseína bovina foi dissolvido na solução-tampão preparada 

previamente (Tabelas 1), na concentração de 6 g.L-¹, homogeneizada em 

agitador magnético, à temperatura ambiente (25º ± 2ºC) por 2 horas, a fim de 

obter uma solução homogênea.  

Após a preparação dos ensaios (solução de caseína e leite desnatado), estas 

foram contaminadas com a AFB1. Para tal, utilizou-se o padrão de AFB1 seco (100 

µg), adicionou-se 5 mL de acetonitrila, deixando em banho de ultrassom 

(ElmasonicP, Elma, Singen) por 10 minutos a temperatura ambiente (25º ± 2ºC) para 

remover completamente a aflatoxina do frasco. A seguir, adicionou-se esta solução 

gota à gota em 500 mL da solução de caseína bovina e também na amostra de leite 

desnatado UAT, separadamente, com agitação branda e constante em agitador de 

mesa (Q.261.1,Quimis, Diadema) por 2 horas, à temperatura ambiente (25º ± 2ºC), 

para assegurar a formação de uma solução homogênea.  

Para a os ensaios de caseína bovina e leite desnatado contaminada com 

AFM1, utilizou-se o padrão de AFM1 seco (10 µg), adicionou-se 5 mL de acetonitrila, 
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deixando em banho de ultrassom (ElmasonicP, Elma, Singen) por 10 minutos, à 

temperatura ambiente (25º ± 2ºC), para remover completamente a aflatoxina do 

frasco. A seguir, adicionou-se esta solução gota à gota em 500 mL da solução de 

caseína bovina e no leite desnatado, separadamente, com agitação branda e 

constante em agitador de mesa (Q.261.1,Quimis, Diadema) por 2 horas, à 

temperatura ambiente (25º ± 2ºC), para assegurar a formação de uma solução 

homogênea.  

Após a contaminação com as respectivas aflatoxinas, após o tratamento 

térmico e o processo de digestão in vitro, as amostras foram congeladas e 

liofilizadas (Bulk Tray Dryer, Labconco, Kansas) por 24 horas, e posteriormente 

submetidas às análises. 

 

 

4.2.2 Tratamento térmico  

 

 

Para avaliação do efeito do tratamento térmico sobre a concentração das 

AFB1 e AFM1 e sobre a interação destas com as proteínas do leite (solução de 

caseína bovina e leite desnatado), os ensaios foram submetidos ao tratamento 

térmico de pasteurização realizado em escala piloto à 72-75ºC/15-20’’ (BRASIL, 

2011). 

 

 

4.2.3 Digestibilidade in vitro 
 

 

Para avaliar o efeito da digestibilidade sobre a interação das AFB1 e AFM1 

com as proteínas do leite (solução de caseína bovina e leite desnatado), foi 

adaptado o método proposto por Kabak e Ozbey (2012) e Versantvoort et al. (2005), 

sumarizada na Figura 3. 
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4,5 gramas de amostra contaminada por aflatoxina 
↓ 

6 mL de saliva (pH 6,8, por 5 min.) 
↓ 

12 mL suco gástrico (pH 2-3, por 2 horas) 
↓ 

12 mL de suco duodenal + 
6 mL de bile + 
2 mL NaHCO3 

(pH 6,5-7 por 2 horas) 
↓ 

Centrifugação (5340 rpm.5min-1) 
↓ 

Retirar sobrenadante e proceder a extração da aflatoxina 
 
 

Figura 3 – Representação do modelo de digestão in vitro.  
Fonte: VERSANTVOORT et al., (2005). 

 

A composição dos sucos digestivos está descrita na Tabela 2. Todas as 

soluções que mimetizavam os sucos digestivos foram aquecidos a 37°C antes da 

realização da análise. As soluções orgânicas e inorgânicas tiveram o volume 

aumentado para 500 mL cada e, a seguir, foram misturadas com os demais 

compostos que são as enzimas. 

Ao final do processo de digestão in vitro, os tubos foram centrifugados 

durante 5 min a 5340 rpm (CT-5000R, Cientec, Belo Horizonte) a 37ºC, obtendo-se o 

sobrenadante no qual foi determinada a concentração das AFB1 e AFM1. 

A biodisponibilidade/ bioacessibilidade é expressa como a razão entre o 

nível de concentração de aflatoxinas após a digestão para a concentração total do 

composto contaminado inicialmente na amostra padrão (KABAK, OZBEY, 2012). 
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Tabela 2 – Composição dos sucos digestivos empregado no método de 
digestibilidade in vitro. 

 
 Saliva Suco Gástrico Suco Duodenal Suco Bile 

Solução 
Inorgânica 

10 mL KCl 89,6 g.L-1 
15,7 mL NaCl 175,3 

g.L-1 
40 mL NaCl 
175,3 g.L-1 

30 mL NaCl 175,3 
g.L-1 

10 mL KSCN 20 g.L-1 3,0 mL NaH2PO4 

88,8 g.L-1 
40 mL NAHCO3 

84,7 g.L-1 
68,3 mL NaHCO3 

84,7 g.L-1 
10 mL NaH2PO4 88,8 

g.L-1 
9,2 mL KCl 89,6 g.L-1 10 mL KH2PO4 

 8 g.L-1 
4,2 mL KCl 89,6 

g.L-1 

10 mL NaSO4 57 g.L-1 
18 mL CaCl2·2H2O 

22,2 g.L-1 
6,3 mL KCl 89,6 

g.L-1 
0,15 mL HCl 
(37%) g.g -1 

1,7 mL NaCl 175,3 g.L-

1 
10 mL NH4Cl 30,6 

g.L-1 
10 mL MgCl2 5 

g.L-1  

20 mL NaHCO3  
84,7 g.L-1 

6,5 mL HCl (37%)  0,18 mL HCl 
(37%)  

 

Solução 
Orgânica 

8 mL ureia 25 g.L-1 

10 mL glicose 65g.L-

1 10 mL ácido 
glucurónico 2 g.L-1  

3,4 mL ureia 25 g.L-1 
10 mL glucoseamine 

hidroclorada g.L-1 

4 mL úrea 25g.L1 10 mL ureia 25 
g.L-1 

Demais 
Compostos 

290 mg α-amilase 1 g BSA 
9 mL 

CaCl2·2H2O 22,2 
g.L-1 

30 g bile 

15 mg ácido úrico 2,5 g pepsina 1 g BSA 
10 mL 

CaCl2·2H2O 22,2 
g.L-1 

25 mg mucina 3 g mucina 9 g pancreatina 1,8 g BSA 
  1,5 g lipase  

pH 6,8±0,2 1,3±0,02 8,1±0,2 8,2±0,2 
Fonte: Adaptado de Versantvoort et al., (2005), As soluções orgânicas e inorgânicas forão 
aumentadas para 500 ml com água destilada. Depois de homogeinizar as soluções orgânicas e 
inorgânicas, foi adicionado os demais compostos (enzimas) e homogeinizado novamente. Ajustando o 
pH se necessário.  
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4.2.4 Quantificação das aflatoxinas  

 

 

4.2.4.1 Extração, purificação, partição e concentração das aflatoxinas na amostra de 

leite desnatado e de proteína 

 

 

Para a extração das AFB1 e AFM1 dos ensaios foi adaptado o método de 

QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Rugged and Safe), segundo proposto por Sartori  

et al. (2015). Este método consiste na adição de 10 mL de hexano, 15 mL de 

acetonitrila (acidificada com 1% de ácido acético) em 15 mL de amostra 

contaminada. A seguir, foi agitado em vortex (LS, Logen, Diadema) por 30 segundos, 

adicionado de 6 g de sulfato de magnésio e 1,5 g de cloreto de sódio, novamente 

agitado em vortex por 1 minuto e centrifugado por 7 minutos a 3000 rpm (CT-5000R, 

Cientec, Belo Horizonte) à temperatura ambiente (25º ± 1ºC). O sobrenadante foi 

removido, coletado 5 mL da fase purificada e, por fim, evaporado sobre corrente de 

nitrogênio a 45ºC (PRESTES et al., 2011; MICHELANGELO, et al., 2003), utilizando 

evaporador (TE-019, Tecnal, Piracicaba). Para a quantificação, a amostra seca foi 

ressuspendida em solução de acetonitrila: metanol: água acidificada a 1% com ácido 

acético (10:35:55). 

Os ensaios de recuperação foram realizado com base nos níveis de 

fortificação das amostras com aflatoxina AFM1 20 µg.L-1 e para a AFB1 200 µg.L-1. 

 

 

4.2.4.2 Quantificação por Cromatografia à Líquido de Ultra Alta Eficiência - CLUE  
 

 

Para a quantificação, foi utilizado cromatógrafo à líquido de ultra alta 

eficiência (CLUE) acoplado a detector de fluorescência (HPLC - FLD) (Ionex 

Corporation, UltiMate 3000, Sunnyvale, EUA) e os dados foram processados através 

do software Chromeleon 7.2. A fase móvel foi composta por acetonitrila: metanol: 

água acidificada a 1% com ácido acético (35:10:55 v/v/v), filtrada e desgaseificada 

antes da sua inclusão no aparelho. As corridas cromatográficas foram realizadas em 
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coluna de fase inversa C18 Acclaim PA 2,5 µM analítica ( 4,6 x 250 mm), com o fluxo 

de fase móvel 1,0 mL.min-1 e temperatura da coluna de 35ºC. Os comprimentos de 

onda de excitação e de emissão foram 360 nm e 450 nm, respectivamente, e o 

volume de injeção da amostra foi de 20 µL. O tempo da passagem cromatográfica foi 

de 10 minutos. O tempo de retenção da AFB1 foi 7,8 minutos e para a AFM1 4,9 

minutos. O método foi validado a partir da avaliação dos parametros linearidade, 

limites de detecção e quantificação (LOD e LOQ), porcentagem de recuperação 

(%R) e desvio padrão relativo percentual (%RSD ou % CV). Todas as quantificações 

foram realizadas em triplicata. 

 

 

4.2.5 Espectroscopia na região infra vermelho (FTIR) 

 

 

Os espectro dos ensaios na região do infravermelho foram obtidos com o 

FTIR (Frontier Spectrum 100, PerkinElmer, Waltham), realizados em triplicata, 

utilizando o modo de refletância total atenuada (UATR), no intervalo de número de 

onda de 4000-600 cm-1, com resolução de 4 pontos por cm-1. A amostra de caseína 

bovina e o leite desnatado contaminados, assim como as puras (controles) 

previamente preparadas e liofilizadas foram inseridos sobre o leitor do equipamento 

para caracterização.  

Posteriormente ao ajuste das linhas de base espectrais, as estruturas 

secundárias das proteínas em estudo, na ausência e na presença da AFB1 ou AFM1, 

foram avaliadas por meio da deconvolução da estrutura secundária da proteína, na 

região de interesse (1700 - 1600 cm-1, correspondente à região da Amida I), com o 

uso da segunda derivativa dos espectros selecionando o número e posição dos 

picos. Os ajustes foram feitos com curvas gaussianas, sendo que o cálculo da 

porcentagem de cada componente da amida I corresponde as áreas relativas dos 

picos formados na banda em análise, que servem para estimar a fracção dos 

elementos secundários estruturais da molécula proteína (BYLER; SUSI, 1986; 

KUMOSINSKI; UNRUH, 1996; FORATO et al. 1997; KANAKIS et al., 2011; LI; MA; 

NGADI, 2013). 
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4.2.6 Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) 
 

 

As curvas foram obtidas por equipamento STA 4000 (Simultaneous Thermal 

Analyser, PerkinElmer, Waltham), com banho de resfriamento acoplado (9100, 

Polyscience, Illinois) acondicionando-se 4,0 mg (± 0,2 mg) de amostra em porta 

amostra de alumínio selado, utilizando a razão de aquecimento de 10 ºC min-1, de 50 

a 200 ºC com atmosfera dinâmica de nitrogênio (20 mL min-¹), conforme Zhang e 

Zhong (2013). 

Para avaliar a energia gasta na mudança da fase de desnaturação calculou-

se a variação da entalpia (∆H J.g-1) através da integração da área do pico. 
 

 

4.2.7 Espectroscopia de fluorescência  
 

 

As medidas de espectroscopia de emissão de fluorescência dos ensaios em 

estado sólido (controle e contaminados com as aflatoxinas em estudo) foram 

realizados em espectrofluorímetro (RF-5301PC, Shimadzu, Tóquio, Japão), 

utilizando suporte para sólidos. Slits de emissão e excitação 1.5/1.5 nm foram 

utilizados, respectivamente. Os espectros de excitação foram obtidos utilizando 280 

nm como comprimento de onda e de emissão entre 200-500 nm. Todas as medidas 

foram feitas a 25oC (ZHANG; ZHONG, 2013). 

 

 

4.2.8 Análise estatística 
 

 

Para avaliar a existência de diferenças significativas entre os tratamentos 

estudados ao nível de 5% de probabilidade, os resultados obtidos foram submetidos 

a Analise de Variância ANOVA e Teste Tukey. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 

5.1 EFEITO DO TRATAMENTO TÉRMICO E DA DIGESTIBILIDADE SOBRE A 
CONCENTRAÇÃO E A INTERAÇÃO ENTRE AS PROTEÍNAS DO LEITE E A AFB1 
 

 

5.1.1 Quantificação da AFB1 na amostra de caseína e no leite desnatado UAT  

 

 

O método foi validado para extração simultânea das AFB1 e AFM1 através da 

estimativa do limite de detecção (LOD), limite de quantificação (LOQ), linearidade, 

repetibilidade (desvio padrão relativo - RSD%) e recuperação (%R), conforme 

proposto pela legislação vigente (BRASIL, 2003). 

Para a validação do método no equipamento foram encontrados os 

seguintes parâmetros: a eluição das AFB1 ocorreu em torno de 7,8 minutos, com 

limites de detecção (LODi) de 0,3 µg.L-1 e de quantificação (LOQi) de 1,0 µg.L-1. 

Foram utilizados seis níveis para a definição da reta, obtendo a seguinte equação: y 

= 96,90 x + 0,3929 (R² = 0,99768), com faixa de linearidade 1,0 a 350 µg.L-1.  

Para a validação do método os ensaios de recuperação foram realizados 

com base nos níveis de fortificação das amostras AFB1 com 200 µg.L-1 comparados 

com o padrão (sem contaminação). Assim, após a contaminação dos ensaios 

obteve-se limites de detecção (LODm) de 0,06 µg.L-1 e de quantificação (LOQm) de 

0,20 µg.L-1. A porcentagem de recuperação (%R) em média foi 103,9% e o desvio 

padrão relativo (RSD%) ou coeficiente de variação (%CV) de 1,1 %, onde todos os 

valores estão de acordo com o proposto por BRASIL (2003). 
Após a contaminação com AFB1, os ensaios de caseína e leite desnatado 

foram submetidos aos tratamentos de pasteurização e digestão in vitro. Após 

cada etapa, os ensaios foram submetidos a extração da micotoxina e 

quantificação por cromatografia de alta eficiência (CLUE), gerando cromatogramas 

de cada etapa (Figura 4 e 5), cujas médias dos resultados de todos os ensaios 

estão na Tabela 3. 
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Figura 4 - Cromatograma obtido da quantificação da AFB1 em amostra de caseína bovina. 

 

 

 

Figura 5 - Cromatograma obtido da quantificação da AFB1 em amostra de leite desnatado UAT. 

 

Tabela 3 – Quantificação da AFB1 nas amostras de caseína bovina e de leite 

desnatado  submentidas aos diferentes ensaios. 

Ensaios Caseína bovina Leite desnatado 

Controle (µg.L-1) 000,0 ± 0,0 a 000,0 ± 0,0 a 

Adicionada de AFB1 (µg.L-1)  220,3 ± 2,2 b 208,6 ± 1,5 b 

Após pasteurização (µg.L-1) 282,1 ± 5,1 c 210,6 ± 2,8 c 

Após digestão in vitro (µg.L-1) 24,7 ± 1,3 d 19,1 ± 0,9 d 

a,b,c ,d Letras diferentes na mesma coluna indicam haver diferença significativa ( p< 0,05) entre os 
ensaios. 

 

Em especial para esta aflatoxina, não foram encontrados estudos sobre a 

sua estabilidade térmica no leite, uma vez que, até pouco tempo, acreditava-se que 

toda a AFB1 era convertida em AFM1 e que esta é que se encontrava no leite (BRITZI 

et al., 2013). Estudos tem demonstrado que também pode ser encontrada no leite 
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(GURBAY et al., 2010; SCAGLIONI et al., 2014) e esse resultado, do ponto de vista 

da saúde pública, é preocupante uma vez que esta micotoxina possui toxicidade 

mais elevada que a AFM1 (BIANCO et al., 2012). 

A concentração de AFB1 não foi reduzida pelo tratamento térmico 

empregado. No entanto, o resultado já era esperado, pois segundo Rustom (1997) a 

AFB1 possui temperatura de decomposição alta, variando de 237°C a 306°C, 

temperatura essa não empregada nos processos industriais de beneficiamento 

do leite.  

Raters e Matissek (2008) ao avaliarem o efeito do tratamento térmico sobre 

a estabilidade de AFB1 em diferentes matrizes alimentícias verificaram que a 

presença de proteína, no caso oriundo da soja, aumentava o potencial de 

degradação das aflatoxinas. No entanto, no presente estudo, isso não foi observado; 

ao contrário, houve um aumento de 28 % e 1 % no teor de AFB1 na amostra de 

caseína bovina e no leite desnatado, respectivamente, após a pasteurização. É 

importante enfatizar que o nível inicial de contaminação, o binômio tempo-

temperatura, o nível de penetração do calor, associado ao teor de umidade, pH e 

força iônica do alimento, entre outros fatores, ocupam um importante papel no nível 

e extensão de degradação de micotoxinas (KABAK, 2008). Além, do mais, isso pode 

ter acontecido devido ao efeito denominado de “micotoxinas derivadas”, que pode 

ser definida como àquele grupo de micotoxinas que por se associarem a compostos 

presentes na matriz alimentícia não são extraídas pelas técnicas tradicionais 

(STOEV, 2015). Com o tratamento térmico, pode ter ocorrido modificação estrutural 

das proteínas, reduzindo a ligação com a AFB1 e, por conseguinte, favorecendo o 

processo de extração, reforçando a possível interação aflatoxina-proteína do leite. 

Ainda, mesmo que o efeito matriz não tenha sido significativo (p > 0,05), pode ter 

havido um certo efeito da matriz que influenciou no resultado obtido. 
Em relação à bioacessibilidade, que pode ser definida como a fração de um 

composto que é liberada da matriz alimentícia no trato digestório e que então torna-

se passível de ser absorvida pelo intestino (FERNÁNDEZ; CARVAJAL; PÉREZ, 

2009), os tratamentos apresentaram valores na ordem de 91,2% para amostra de 

caseína bovina e 90,9% para o leite desnatado, ambos contaminados com AFB1, 

respectivamente. O remanescente possivelmente está ligado a fração proteica dos 

ensaios. Resultados semelhantes foram encontrados por Versantvoort et al. (2005) e 
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Kabak et al. (2009), que obtiveram 85,1-98,1% de bioassibilidade para AFB1 em 

diversas matrizes alimentares empregando o mesmo modelo de digestão in vitro.  

 

 

5.1.2 Análise de Infravermelho transformada de Fourier (FTIR) para avaliar a 
interação da AFB1 na caseína bovina e no leite desnatado 

 

 

Para a análise de FTIR foram obtidos espectros normalizados na região 

4000-500 cm-1 (Figura 6) para as amostras contaminadas com AFB1. 

Ao comparar os espectros obtidos para amostra de caseína bovina (Figura 

6a) com caseína adicionada de AFB1 antes (Figura 6 b) e após o tratamento térmico 

(Figura 6c) verifica-se que houve um efeito hipocrômico para amida I e 

deslocamento da banda referente a amida II, sugerindo a ocorrência de uma 

possível interação entre caseína bovina e a aflatoxina em estudo do tipo não 

covalente (FERRARO et al., 2015)  

Contudo, tendo em vista a estrutura das micelas, interações hidrofóbicas 

com ligantes são esperadas. Sendo assim, ao avaliar o deslocamento da banda na 

região CH (2800-3000 cm-1) foi observado um efeito hipsocrômico após a adição da 

AFB1 (Figura 6a) quando comparado a amostra pura de caseína bovina (Figura 6b).  

Zhang e Zhong (2013), ao avaliarem a ocorrência de interação entre caseína 

e norbixina observaram deslocamento do pico da amida I em 1633 cm-1 para 1627 

cm-1 e a amida II em 1578 cm-1 para 1596 cm-1.  
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Figura 6 – Análise de FTIR das amostras de caseína bovina (a), caseína bovina contaminada 
com AFB1 antes do tratamento térmico (b), após o tratamento térmico (c) e após a digestão in 
vitro (d). 

Após a digestão in vitro (Figura 6.d) houve um efeito hipocrômico na região 

1636 – 1031 e um aumento da concentração das bandas associadas com NH e C-

O, provavelmente associado a decomposição da proteína no processo de digestão 

in vitro (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).  

As duas bandas de vibração mais proeminentes do esqueleto da proteína 

são a amida I e II. A banda amida I abrange a região espectral 1600-1700 cm-¹ que 

corresponde ao estiramento C=O de ligações peptídicas. A banda amida II decorre, 

principalmente, no plano de flexão NH e vibração de alongamento CN. 

Comparativamente, a banda amida I mostra muito mais sensibilidade conformacional 

proteica do que o seu homólogo amida II (região espectral 1600-1500 cm-¹) (KONG; 

YU, 2007). Sendo assim, para reforçar o estudo da interação entre a AFB1 e a fração 

proteica do leite (caseína bovina e leite desnatado), os resultados da análise da 

estrutura secundária obtidas da Figura 7 estão listados na Tabela 4. 
 

 

 



32 

                                                                    a) 

 

                                                                       b) 
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                                                                                              c ) 

 

                                                                   d) 

 

Figura 7 – Análise de deconvolução das estruturas secundárias obtidas do FTIR das amostras 
de caseína bovina (a), caseína bovina contaminada com AFB1 (b), caseína bovina contaminada 
com AFB1 após tratamento térmico (c) e caseína bovina contaminada com AFB1 após digestão 
(d).   
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Tabela 4 – Análise das estruturas secundárias da caseína contaminada com AFB1 

em diferentes processos  

Componentes 
amida I (cm-1) 

Caseína 
pura (%) 

Caseína com 
AFB1 (%) 

Caseína com AFB1 
pasteurizada (%) 

Caseína com AFB1 
após a digestão (%) 

β-folha 
 (1638-1612) 

41,9±3,6 a 39,5±3,5 a 37,6±4,3 a 35,2±3,0 a 

Randômicas  
(1648-1641) 

17,8±1,1 a 17,5±3,7 a 17,5±1,6 a 18,6±2,4 a 

α-hélice  
(1658-1653) 

16,2±3,6 a 15,8±2,0 a 15,2±2,8 a 17,5±0,1 a 

β-volta  
(1678-1662) 

16,1±2,3 a 22,1±3,9 a 26,0±3,7 a 21,1±2,0 a 

β-anti  
(1691-1682) 

7,7±0,6 a 4,9±2,9 a 3,5±3,3 a 7,4±1,4 a 

a, Letras iguais na mesma linha representam que não houve diferença significativa ( p< 0,05, Teste 
Tukey). 
 

Avaliando quantitativamente as estruturas secundárias da caseína (Tabela 

4), embora não houve diferença significativa nos componentes da amida I 

comparando os processo (p > 0,05), percebe-se que após a adição da AFB1 na 

amostra de caseína bovina as principais mudanças ocorreram nas estruturas β-volta, 

β-anti e β-folha (16,1±2% para 22,1±3,9%, 7,7±0,6% para 4,9±2,9% e 41,9±3,6% 

para 39,5±3,5%, respectivamente), assim como após o tratamento térmico 

(26,0±3,7%, 3,5±3,3% e 37,6±4,3% respectivamente) indicando uma possível 

interação da AFB1 com a proteína nessa região da amida I.  

Estes resultados são consistentes com os estudos espectroscópicos 

realizado por Bourassa et al. (2013) que avaliaram a ligação da vitamina A com α e 

β- caseína, e verificaram que após a adição do retinol às caseínas houve 

modificação na concentração da β-anti sugerindo a formação o complexo caseína-

retinol. 

Para verificar a interação entre a AFB1 e as proteínas presentes no leite 

desnatado frente a cada processo submetido, foram obtidos espectros normalizados 

na região 4000-500 cm-1 (Figura 8)  
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Figura 8 – Análise de FTIR do leite (a), do leite contaminado com AFB1 antes do tratamento 
térmico (b), após o tratamento térmico (c) e após a digestão in vitro (d). 

 

As proteínas do leite são formadas por caseína (maior parte) e proteínas de 

soro em menor quantidade (CAMPGNOLLO et al., 2016), devida a essa composição 

entre as amostras de leite e caseína é esperado que os resultados não sejam 

semelhantes.  

Após o tratamento térmico (Figura 8.c) verifica-se que houve um efeito 

hipocrômico para amida I e deslocamento da banda referente a amida II, sugerindo a 

ocorrência de uma possível interação entre o leite (Figura 8.a) e a aflatoxina em 

estudo. Após a digestão in vitro (Figura 8.d) observa-se um efeito hipocrômino nos 

picos formado na região de 1639-1032, correspondem aos compostos orgânicos NH 

e C-O (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009), produtos resultantes da digestão e 

degradação da proteína.  

Sendo assim, para reforçar o estudo da interação entre a AFB1 e a fração 

proteica do leite (caseína bovina e leite desnatado), os resultados da análise da 

estrutura secundária obtidas da Figura 9 estão listados na Tabela 5. 
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                                                                a)                  

   

                                                                 b) 
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                                                                      c)                          

 

                                                                      d) 

 

Figura 9– Análise de deconvolução das estruturas secundárias obtidas do FTIR do leite 
desnatado (a), contaminado com AFB1 (b), após tratamento térmico (c) e após digestão (d). 
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Tabela 5 – Análise das estruturas secundárias do leite desnatado contaminada com 
AFB1 em diferentes processos  

Componentes 
amida I (cm-1) 

Leite puro 
(%) 

Leite com 
AFB1 (%) 

Leite com AFB1 
pasteurizada (%) 

Leite com AFB1 após 
a digestão (%) 

β-folha  
(1638–1612) 

34,7±2,4 a 33,0±1,7 a 36,2±1,9 b 28,0±3,1 c 

Randômicas  
(1648–1641) 

19,7±3,7 a 19,3±0,1 a 19,03±2,6 a 19,5±2,0 a 

α-hélice  
(1658–1653) 

16,5±0,5 a 17,8±1,0 a 15,6±2,4 a 17,8±3,7 a 

β-volta  
(1678–1662) 

21,0±0,4 a 21,3±2,5 a 26,5±2,1 a 23,2±1,2 a 

β-anti  
(1691–1682) 

7,9±0,2 a 8,5±1,8 a 2,4±3,0 b 11,0±2,5 a 

a,b,c  Letras diferentes na mesma linha representam diferença significativa ( p< 0,05, Teste Tukey) . 
 

Como na avaliação entre a AFB1 e amostra de caseína bovina, no leite 

desnatado também as principais mudanças nas estruturas secundárias da proteína, 

em todos os processos submetidos, ocorreram com os componentes β-folha, β-anti 

com diferenças significativas (p< 0,05). 

Hu et al. (2016) ao investigar e comparar a morfologia e estrutura da α-

caseína, aplicando pressão hidrostática elevada, ultra violeta e infra vermelho, 

também perceberam mudanças ocorridas na estrutura β perante tratamento 

empregado. Possivelmente, esta estrutura seja mais sensível e proeminente do que 

as demais, portanto susceptível a interação com as aflatoxinas.  

As modificações estruturais das proteínas do leite podem estar associadas 

aos resultados obtidos na quantificação das micotoxinas em estudo, que 

demonstraram maior concentração após o tratamento térmico quando comparado ao 

ensaio sem tratamento térmico, ou seja, interações mais facilmente rompidas pelo 

método de extração em estudo. 
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5.1.3 Análise de DSC em amostras de caseína e no leite desnatado 
contaminados com AFB1 

 

 

Os ensaios de caseína bovina e leite desnatado, submetidos aos diferentes 

processos, foram submetidos à análise de DSC originando picos exotérmicos (Figura 

10), e os resultados encontram-se na Tabela 6, onde ti é a temperatura em que 

iniciou a formação do pico, Tp a temperatura do pico e ∆H (variação da entalpia). 
 

 

Tabela 6 – Análise de DSC dos ensaios de caseína bovina e leite desnatado 
contaminadas com AFB1 e submetidas aos processos de tratamento térmico e 
digestão in vitro. 

Amostra t i  

(ºC) 

Tp 

 (ºC) 

∆H 

(J.g-1) 

 
 

Amostra t i  

(ºC) 

Tp (ºC) ∆H 

(J.g-1) 

Caseína padrão -149,2 -165,9 -15,39  Leite padrão -168,9 -175,1 -8,81 

Caseína 
contaminada com 

AFB1  

-124,9 -158,7 -16,98  Leite contaminado 
com AFB1 

-161,3 -172,9 -9,89 

Caseína 
contaminada com 

AFB1 após o 
tratamento térmico 

-139,1 -155,1 -14,92  Leite contaminado 
com AFB1 após o 

tratamento térmico 

-185,2 -188,9 -7,58 

Caseína 
contaminada com 

AFB1 após a 
digestão 

-163,8 -166,7 -14,98  Leite contaminado 
com AFB1 após a 

digestão 

-124,7 -127,7 -7,79 

Nota: t i temperatura em que iniciou a formação do pico, Tp temperatura de pico e ∆H é variação da 

entalpia de desnaturação. 
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Figura 10 – Pico exotérmico da análise de DSC da amostra de leite UAT desnatado. 

 

Em todos os ensaios realizados foram obtidos picos exotérmicos 

similarmente aos resultados encontrados por Fitzsimons et al. (2003).  

Para o padrão de caseína bovina e leite desnatado a temperatura do pico foi 

de 165,9 e 175,1ºC, respectivamente. Ferraro et al. (2015) ao estudarem a interação 

entre as proteínas do soro bovino e ácido rosmarínico, observaram eventos 

exotérmicos em temperaturas acima de 100ºC, provavelmente devido as alterações 

nas ligações dissulfeto, aumentando a reatividade proteínas.  

A variação de entalpia (∆H) foi de 15,39 J.g-1 para caseína e 8,81 J.g-1 para o 

leite. Noisuwan et. al. (2008), por sua vez, obtiveram variação de entalpia (∆H) para 

leite em pó desnatadado de 13,94 – 14,05 J.g-1 e para concentrado de proteina do 

leite 13,00 – 13,55 J.g-1. 

Para ambos os ensaios, houve uma maior variação de entalpia (∆H) após a 

adição da AFB1, sendo necessária uma maior quantidade de energia para ocorrer o 

pico (16,98 J.g-1 para caseína bovina e 9,89 J.g-1 para leite), o que pode estar 

associada ao complexo formado entre a aflatoxina-proteina. Marinho et al. (2015) 

obtiveram um maior valor de ∆H para àqueles queijos adicionados de alecrim 
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quando comparado ao sem adição, sugerindo que poderia ter ocorrido interações 

estruturais  entre antioxidantes e a proteina do leite. 

Após a pasteurização houve uma redução na variação de entalpia passando 

para 14,92 J.g-1 para a caseína e 7,58 J.g-1 para o leite desnatado. E após a 

digestão in vitro, ambos tratamentos obtiveram uma variação de entalpia próximos a 

estrutura original, 14,98 J.g-1 para a caseína e 7,79 J.g-1 para o leite, podendo estar 

correlacionado com a baixa concentração de AFB1 conforme constatado no item 

5.1.1. 

 

 

5.1.4 Análise de espectroscopia de fluorescência em amostras de caseína e no 
leite desnatado UAT contaminados com AFB1 

 

 

Devido à sensibilidade da fluorescencia intrínseca para as alterações do 

microambiente em torno das proteínas, a análise de fluorescência fornece 

informações únicas sobre as interações entre as pequenas moléculas e as 

proteínas. Quando a proteína é estimulada em 285 nm, a emissão de fluorescência 

é principalmente devido à excitação de residuos de triptofano (ZHANG; ZHONG, 

2013) e as aflatoxinas possuem fluorescencia natural (CIGIĆ; PROSEN, 2009). 

Logo, é possível utilizar a fluorescência para estudar o complexo formado entre a 

aflatoxinas-proteínas. 

Os resultados referentes aos espectros de fluorescência AFB1 entre a 

caseína bovina e leite desnatado estão representados nas Figuras 11 e 12, 

respectivamente. É possível verificar que a maior intensidade deve-se os ensaios 

antes da adição de AFLB1. Com a adição da AFB1, houve redução da fluorescência, 

similarmente aos resultados encontrados por Zhang e Zhong (2013) ao avaliarem as 

proteínas do soro e a caseína na presença e na ausência de norbixina, sugerindo 

que a complexação entre a proteína láctea-norbixina reduziu a fluorescência.  

Gorji et al. (2015) avaliaram as interações intermoleculares entre resveratrol 

e proteínas do leite e verificaram desvio do pico no máximo de emissão para 

comprimentos de onda mais longos e uma diminuição do valor máximo da 

intensidade de fluorescência.  
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Figura 11. Espectro de emissão de fluorescência no estado sólido dos ensaios de padrão de 
caseína, contaminada com AFB1, após a pasteurização e após digestão in vitro 
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Figura 12. Espectro de emissão de fluorescência no estado sólido dos ensaios de padrão de 
leite, contaminado com AFB1, após a pasteurização e após digestão in vitro 

 

Segundo ZAMORA (2003), as caseínas são digeridas em torno de 98%; 

assim a intensidade de fluorescência detectada após a digestão in vitro pode ser da 

AFB1 remanescente, visto que estas também emitem fluorescência (RATERS; 

MATISSEK, 2008; MAFANI et al., 2015). 
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5.2 EFEITO DO TRATAMENTO TÉRMICO E DA DIGESTIBILIDADE SOBRE A 
CONCENTRAÇÃO E A INTERAÇÃO ENTRE AS PROTEÍNAS DO LEITE E A AFM1 
 

 

5.2.1 Quantificação da AFM1 na amostra de caseína e no leite desnatado 

 

 

O método foi validado para extração de AFM1 e AFB1 através da estimativa 

do limite de detecção (LOD), limite de quantificação (LOQ), linearidade, 

repetibilidade (desvio padrão relativo - RSD%) e recuperação (%R), conforme 

proposto pela legislação vigente (BRASIL, 2003). 

Para a validação do método no equipamento foram encontrados os 

seguintes parametros: a eluição das AFM1 ocorreu em 4,9 minutos, com limites de 

detecção (LODi) de 0,10 µg.L-1 e de quantificação (LOQi) de 0,30 µg.L-1. Foram 

utilizados seis níveis para a definição da reta a equações: y = 225,7291 x – 24,7127 

(R² = 0,99964), com faixa de linearidade de 0,3 – 20 µg.L-1  

Para a validação do método os ensaios de recuperação foram realizados 

com base nos níveis de fortificação das amostras (AFM1  20µg.L-1) comparados com 

o padrão (sem contaminação). Assim, após a contaminação dos ensaios obteve-se 

limites de detecção (LODm) para as AFM1 de 0,02 µg.L-1, tendo limites de 

quantificação (LOQm) de 0,06 µg.L-1. A porcentagem de recuperação (%R) foi em 

média 84,8% e o desvio padrão relativo (RSD%) ou coeficiente de variação (%CV) 

de 18,3%, todos os valores estão de acordo com o proposto por BRASIL (2003). 

Após a contaminação com AFM1 os ensaios de caseína bovina e leite 

desnatado foram submetidas aos tratamentos de pasteurização e digestão in 

vitro. Após cada etapa, os ensaios foram submetidas a extração da micotoxina e 

quantificação por cromatografia de alta eficiência (CLUE-UHPLC), gerando 

cromatogramas para cada etapa (Figura 13 e 14), cujas médias dos resultados de 

todos os ensaios estão na Tabela 7. 
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Tabela 7 – Quantificação das AFM1 no leite desnatado e nas soluções de caseína 

submentidos aos diferentes processos. 

Ensaios Caseína bovina  Leite desnatado 
Controle (µ.L-1) 0±0 a 0±0 a 

Adicionada de AFM1 (µ.L-1) 17,6±1,9 b 16,8±0,7 b 

Após pasteurização (µ.L-1) 19,3±1,6 b 18,5±1,5 b 

Após digestão in vitro (µ.L-1) 5,7±0,7 c 5,62±0,3c 

a,b,c Letras diferentes, na mesma coluna, representam diferença significativa ( p< 0,05 Teste Tukey). 

 

Após a pasteurização, os valores de AFM1 aumentaram em 10,3% e 9,1%, 

respectivamente, similar aos resultados obtidos para AFB1, possivelmente pela 

ocorrência de micotoxinas derivadas. O grupo de micotoxinas derivadas inclui ambas 

as variedades conjugadas ligadas e não extraíveis. Estas não são diretamente 

acessíveis e devem ser libertadas ou separadas da matriz através de tratamento 

químico antes das análises químicas ou enzimáticas para assim serem analisadas 

(BERTHILLER et al., 2013).  

Após a digestão in vitro, a bioacessibilidade da AFM1 na amostra de caseína 

bovina foi de 70,5% e para amostra de leite desnatado de 69,7%, resultados estes 

inferiores aos obtidos por Kabak e Ozbey, (2012) que obtiveram um valor de 

bioacessibilidade de 80,5-83,8% para leite e produtos lácteos, respectivamente. O 

remanescente das contaminações pode estar ligada ao complexo aflatoxina-caseína 

e ainda sendo uma grande preocupação sobre a segurança dos alimentos, porque 

eles são persistentes nos produtos lácteos (BIANCO et al., 2012). 

 

 
 

Figura 13 - Cromatograma obtido da quantificação da AFM1 em amostra de caseína bovina 
após a contaminação 
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Figura 14 - Cromatograma obtido da quantificação da AFM1 em amostra de leite desnatado. 

 

 

5.2.2 Análise de FTIR para avaliar a interação da AFM1 na amostra de caseína e 
no leite desnatado UAT  

 

 

Para a análise de FTIR dos ensaios contaminadas com AFM1, também 

foram obtidos espectros normalizados na região 4000-500cm-1 (Figura 15).  

Após a adição da AFM1 (Figura 15.b) nos ensaios houve um aumento da 

intensidade na região da β-folha (1638–1612) em relação aos componentes da 

Amida I quando comparado com a estrutura padrão (Figura 15.a), sugerindo uma 

interação entre a aflatoxina-proteína. Zhang et al. (2014), avaliou a interação entre a 

caseína e ácido fólico, também sugerindo a existência de uma interação de caráter 

hidrofóbico muito importante para a ligação caseína-ácido fólico. 
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Figura 15 Análise de FTIR da caseína bovina (a), caseína bovina contaminada com AFM1 antes 
do tratamento térmico (b), após o tratamento térmico (c) e após a digestão in vitro (d).  

 

Após o tratamento térmico (Figura 15.c) não houve grandes diferenças 

quando comparado com a estrutura padrão. Porém o espectro realizados após a 

digestão in vitro (Figura 15.d), percebe-se deslocamento e na intensidade dos picos 

da região da amida I e na região CH (2800-3000 cm-1).  

Também foi observado um efeito hipocrômino nos picos formado na região 

de 1644-1032, correspondem aos compostos orgânicos NH e C-O (HOLLER; 

SKOOG; CROUCH, 2009), produtos resultantes da digestão e degradação da 

proteína.  

Ainda, para reforçar o estudo da interação entre a AFM1 e as proteínas do 

leite (caseína bovina e leite desnatado) frente a cada processo submetido, utilizou-

se a análise da estrutura secundária, sendo a partir da Figura 16 foram obtidos os 

resultados da Tabela 8.  
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                                                                        a)   

 

 

                                                                         b)  
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                                                                         c)  

 

    

                                                                       d) 

 

Figura 16– Análise de deconvolução das estruturas secundárias obtidas do FTIR da caseína 
(a), contaminado com AFM1 (b), após tratamento térmico (c) e após digestão (d). 
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Tabela 8 – Análise das estruturas secundárias da caseína contaminada com AFM1 

em diferentes processos 

Componentes 
amida I (cm-1) 

Caseína 
pura (%) 

Caseína 
com AFM1 

(%) 

Caseína com AFM1 
pasteurizada (%) 

Caseína com AFM1 
após a digestão(%) 

β-folha  
(1638–1612) 

41,9±3,6 a 35,3±2,0 b 41,1±1,4 a 31,3±1,0 b 

Randômicas  
(1648–1641) 

17,8±1,1 a 24,6±2,7 a 17,1±0,6 a 25,0±1,1 a 

α-hélice  
(1658–1653) 

16,2±3,6 a 12,4±1,9 a 16,2±0,5 a 20,1±2,9 a 

β-volta  
(1678–1662) 

16,1±2,3 a 19,2±2,2 a 18,6±0,3 a 17,6±0,5 a 

β-anti  
(1691–1682) 

7,7±0,6 a 8,3±1,1 a 6,6±1,6 a 5,9±0,7 a 

a,b,c Letras diferentes, na mesma linha, representam diferença significativa ( p< 0,05 Teste Tukey). 

 

Avaliando quantitativamente após a contaminação da caseína com AFM1 

observou-se uma alteração significativa (p< 0,05) na estrutura β-folha passando de 

41,9±3,6 para 35,3±2,0%. Após o tratamento térmico, praticamente todas as 

estrutura ficaram próximas à composição da estrutura original. Segundo Farrel et al. 

(2001) encontraram resultados similares neste estudo onde avaliaram a estrutura 

secundárias da β-caseína na região da amida I e II, através da análise de segunda 

derivada, com curvas gaussianas, obtendo 28-32% β-volta, 32-34% β-folha sendo 

que estes componentes ficaram estáveis após o tratamento térmico. 

Após a digestão in vitro a principal mudança significativa (p< 0,05) ocorrida 

na amostra de caseína contaminada com AFM1 foi no componente β-folha que 

inicialmente continha 41,9±3,6% passando para 31,3±1,0%; porém, não há na 

literatura estudos comparando as estruturas secundárias em amostras submetidas a 

esse tipo de tratamento.  

Para os ensaios de leite desnatado, leite desnatado contaminada com AFM1, 

leite desnatado após o tratamento térmico e após a digestão in vitro, também foram 

avaliadas na região do Infravermelho conforme Figura 17. 
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Figura 17 – Análise de FTIR do leite (a), do leite contaminado com AFM1 antes do tratamento 
térmico (b), após o tratamento térmico (c) e após a digestão in vitro (d). 

 
 
Para verificar a interação entre a AFM1 e a proteína do leite frente a cada 

processo submetido, os resultados estão na Tabela 9 obtidos das Figuras 18. 
Para amostra de leite desnatado contaminado com AFM1 os espectro obtidos 

foram similares ao comportamento com a amostra de caseína após a adição da 

AFM1 (Figura 17.b) nos ensaios houve um aumento da intensidade na região da β-

folha (1638–1612) em relação aos componentes da Amida I. Após a digestão in vitro 

(Figura 17.d) houve um efeito hipocrômico nas regiões de 1644 - 1024 

correspondem aos compostos orgânicos NH e C-O (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 

2009), produtos resultantes da digestão e degradação da proteína.  
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                                                                  a) 

 

                                                                    b) 
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                                                                    c) 

 

                                                                   d) 

 

Figuras 18 – Análise de deconvolução das estruturas secundárias obtidas do FTIR do leite 
desnatado (a), contaminado com AFM1 (b), após tratamento térmico (c) e após digestão (d). 
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Tabela 9 – Análise das estruturas secundárias do leite contaminado com AFM1 em 
diferentes processos 

Componentes amida I 
(cm-1) 

Leite puro 
(%) 

Leite com 
AFM1 (%) 

Leite com AFM1 
pasteurizado (%) 

Leite com AFM1 
após a 

digestão(%) 
β-folha (1638–1612) 34,7±2,4a 33,5±1,2a 31,8±2,5a 29,9±1,2a 

Randômicas (1648–1641) 19,7±3,7a 18,4±0,4a 16,6±3,6a 20,3±1,5a 

α-hélice (1658–1653) 16,5±0,5a 19,2±1,7a 20,4±2,8a 18,0±3,7a 

β-volta (1678–1662) 21,0±0,4a 21,3±2,5a 24,4±2,5a 27,1±3,7a 

β-anti (1691–1682) 7,9±0,21a 7,3±2,1a 6,6±0,7a 4,4±3,8a 

a, Letras iguais na mesma linha representam que não houve diferença significativa ( p< 0,05, Teste 
Tukey). 

 

Avaliando as estruturas secundárias quantitativamente, mesmo que o efeito 

matriz não tenha sido significativo (p > 0,05), pode ter ocorrido um efeito da matriz 

que influenciou no resultado obtido, sendo que a principal mudança na estrutura da 

amida I após a digestão in vitro foi observada na estrutura β-folha, β-volta e β-anti 

que inicialmente continha 34,7±2,4%, 21,0±0,4% e 7,9±0,21% passando para 

29,9±1,2%, 27,1±3,7% e 4,4±3,8 respectivamente. 

Essas mudanças são nas mesmas estruturas observadas nas amostras de 

caseína e leite contaminadas com AFB1. Estudos semelhantes foram identificados 

por Essemine et al. (2011) que ao avaliar a ligação entre a proteína do leite β-

lactoglobolina com poliaminas observou redução da β-folha de 57 para 51-55% após 

a interação do complexo formado, indicando uma possível desdobramento parcial da 

proteína.  

 
 

5.2.3 Análise de DSC em amostras de caseína e no leite UAT desnatado 
contaminados com AFM1 

 
 

Para os diferentes ensaios de caseína bovina e leite desnatado 

contaminadas com AFM1 foram submetido à análise de DSC, que originou picos 

exotérmicos (conforme figura 19), sendo que os resultados encontram-se na Tabela 

10. 
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Tabela 10 – Análise de DSC dos ensaios de caseína bovina e leite desnatado 
controle (sem AFM1), contaminadas com AFM1 e submetidas aos processos de 
tratamento térmico e digestão in vitro. 

Amostra t i  

(ºC) 

Tp 

 (ºC) 

∆H 

(J.g-1) 

Amostra t i  

(ºC) 

Tp (ºC) ∆H 

(J.g-1) 

Caseína padrão -139,7 -165,9 -15,39 Leite padrão -168,9 -175,1 -8,81 

Caseína 
contaminada 

com AFM1  

-152,9 -184,8 -16,31 Leite contaminado 
 com AFM1 

-98,8 -125,6 -10,36 

Caseína 
contaminada 

com AFM1 após 
o tratamento 

térmico 

-155,4 -175,1 -13,14 Leite contaminado  
com AFM1 após o 
tratamento térmico 

-151,1 -172,9 -9,96 

Caseína 
contaminada 

com AFM1 após 
a digestão 

-93,3 -97,2 -15,32 Leite contaminado  
com AFM1  

após a digestão 

-174,0 -176,6 -7,69 

Nota: t i temperatura em que iniciou a formação do pico, Tp temperatura do pico e ∆H é variação da 

entalpia. 
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Figura 19– Pico exotérmico formado durante a análise de DSC da amostra de caseína 

A amostra de caseína bovina apresentou uma temperatura do pico 165,9 ºC 

e a do leite desnatado 175,1 ºC, sendo que os resultados estão próximos ao do 
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obtido por Mocanu et al. (2012), que ao avaliarem o comportamento térmico da 

caseína verificaram que o primeiro estágio de degradação ocorreu em torno de 

172ºC. Após a adição da AFM1, houve um aumento na variação de entalpia (16,31 

J.g-1 para a caseína e 10,36 J.g-1 para o leite) que pode ser um indicativo da 

associação da micotoxina às proteínas do leite em estudo.  

Noisuwan et al. (2008) relatam a ocorrência da variação de entalpia quando 

adicionado a proteína do arroz com a proteína do leite, sugerindo a formação de 

complexo. 

Após o tratamento térmico, ambos ensaios, de caseína bovina e leite 

desnatado, apresentaram uma redução na variação de entalpia (∆H), 13,14 J.g-1 e 

9,96 J.g-1, respectivamente, provavelmente devido as modificações ocasionadas 

pelo tratamento térmico sobre as proteínas em estudo.  

Após a digestão in vitro, ambos os ensaios, de caseína bovina e leite 

desnatado, apresentaram um aumento variação de entalpia (∆H), de 15,32 J.g-1 e 

7,69 J.g-1, respectivamente.  

 
 

5.2.4 Análise de espectroscopia de fluorescência em amostras de caseína e no 
leite UAT desnatado contaminados com AFM1 

 

 

Os resultados referentes aos espectros de fluorescência AFM1 entre a 

caseína bovina e leite desnatado estão representados nas Figuras 20 e 21, 

respectivamente. É possível verificar que, em ambas as amostras, a maior 

intensidade deve-se as amostras antes da adição de AFM1. Com a adição da AFM1, 

houve redução da fluorescência, o mesmo observado por Tan et al. (2015) que ao 

adicionar cloranfenicol em proteínas do soro bovino, observaram que após a adição 

de várias concentrações do cloranfenicol houve redução da intensidade da 

fluorescência. Segundo Hasni et al. (2011), quando outras moléculas interagem com 

a caseína, neste caso em especial estudaram a interação dos polifenóis do chá com 

a caseína, a fluorescência do triptofano pode mudar, dependendo do impacto de tal 

interação sobre a conformação da proteína.  
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Após a digestão in vitro a intensidade de fluorescência em ambas amostras 

diminuíram drasticamente, estes resultados também podem ser comparados na 

análise de DSC onde a variação de entalpia (∆H) foram semelhante a estrutura 

original, visto que as proteínas foram degradas, restando apenas uma porcentagem 

de AFM1 na amostra, conforme constatado no item 5.2.1. 
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Figura 20. Espectro de emissão de fluorescência no estado sólido das amostras de padrão de 
caseína, contaminada com AFM1, após a pasteurização e após digestão in vitro 
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Figura 21. Espectro de emissão de fluorescência no estado sólido das amostras de padrão de 
leite, contaminado com AFM1, após a pasteurização e após digestão in vitro 
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5.3 CORRELAÇÃO ENTRE AS TÉCNICAS EMPREGADAS PARA VERIFICAR A 
INTERAÇÃO ENTRE AS PROTEÍNAS DO LEITE E AS AFLATOXINAS 

 

 

 Os resultados obtidos corroboram com a hipótese estudada, ou seja, 

que as AFB1 e AFM1 são capazes de interagir com as proteínas do leite e que esta 

interação é pouco influenciada pelo tratamento térmico e a proteína que não é 

assimilada permanece ligada à AFB1. 

Essa interação foi observada em ambas as amostras de leite e caseína 

contaminada com AFB1 e AFM1 devida à mudança de intensidade de fluorescência 

nos diferentes tratamentos empregados (item 5.1.4 e 5.2.4 respectivamente), sendo 

que após a adição das aflatoxinas nas amostras e após o tratamento térmico, ambos 

ensaios diminuíram a intensidade de fluorescência devido o complexo formado. 

Também, após a digestão in vitro, há apenas uma mínima intensidade de 

fluorescência a qual se deve a remanescentes concentração de aflatoxinas 

comprovada nos itens 5.1.1 e 5.2.1.  

Outra forte característica de interação é que na análise de DSC (item 5.1.3 e 

5.2.3) onde a variação de entalpia (∆H) foi influenciada após a adição das 

aflatoxinas, após tratamento térmico e digestão in vitro comprovando a ligação entre 

proteína-aflatoxina. Também, através da análise espectroscópica (item 5.1.2 e 5.2.2), 

os resultado corroboram com as demais análises, sendo que após os processos 

submetidos ocorrem mudanças quantitativa da estrutura secundária e o componente 

da amida I que mais teve mudanças na composição foi a β, possivelmente a 

estrutura mais sensível e que se liga a aflatoxina. 
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7. CONCLUSÃO  

 

 

Os resultados obtidos sugerem que as proteínas do leite são capazes de 

interagir com as aflatoxinas B1 e M1.  

O emprego do tratamento térmico similar à pasteurização não promoveu 

redução da concentração das micotoxinas em estudo; ao contrário, as 

concentrações foram maiores para os ensaios após o tratamento térmico quando 

comparado ao ensaio antes do tratamento térmico. Isso pode ter acontecido devido 

ao fato de que a temperatura promoveu modificações estruturais nas proteínas do 

leite, em especial nas frações β-folha, β-volta e β-anti, resultados estes reforçados 

pelo DSC e espectroscopia de fluorescência, o que favoreceu a extração das 

aflatoxinas em estudo pelo método empregado. 

A bioacessibilidade das AFB1 e M1 foi de 91,2% e 70,5% e 90,9% e 69,7%, 

respectivamente, para a amostra de caseína bovina e leite desnatado, indicando que 

após o processo de digestão in vitro uma parte da micotoxina ainda permanece 

ligada à fração proteica do leite constatado na análise de quantificação das 

aflatoxinas.   
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