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RESUMO

MOREIRA, MARIA CLARA CANDIDO. Efeito dos probidticos Lactobacillus casei
e Lactobacillus rhamnosus e prebidticos inulina e oligofrutose na reducéo e
bioacessibilidade de AFB1. EM LEITE FLUIDO.54 PAGINAS Trabalho de Concluséo
de Curso. Curso Engenharia de Alimentos. Universidade Tecnolégica Federal do
Parana — Campus Medianeira, 2019.

O leite € uma importante fonte de nutrientes, sendo consumido pela maioria da
populacdo mundial. Porém, pode sofrer contaminacdes, sendo estas quimicas, fisicas
e bioldgicas. Um dos mais preocupantes contaminantes quimicos sao as micotoxinas,
com destaque a aflatoxina B1 (AFB1) devido a sua toxicidade. Visando a preocupacao
com a saude, sdo varios os estudos que foram realizados para promover a
descontaminacéo parcial ou total do leite. Dentre eles, estdo os métodos envolvendo
o emprego de probidticos. O emprego de prebidticos para descontaminacdo ou
reducdo da bioacessibilidade ainda é recente. Tendo isso em vista, 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar a acdo dos probidticos Lactobacillus casei e Lactobacillus
rhamnosus e dos prebidticos inulina e oligofrutose na reducédo e na bioacessibilidade
de AFB1 em leite UAT artificialmente contaminado. Houve reducéo de AFB1 em todos
os tratamentos, sendo o melhor tratamento aquele adicionado dos dois probioticos,
com uma reducdo de 88,47%. Entre os prebiéticos, a inulina, quando adicionada
sozinha, foi a que apresentou melhor resultado de reducdo da contaminacéo
(84,69%). Em relacdo a bioacessibilidade, a utilizacdo do probiotico L. casei resultou
em uma bioacessibilidade de 11,53%, ao passo que a adi¢cdo de oligofrutose teve uma
bioacessibilidade de 34,43%. Com isso, pode-se perceber que a aplicacdo destes
microrganismos aliados a prebiéticos é eficaz na reducéo de AFB1em leite, podendo
ser aplicada na indastria lactea.

Palavras-chave: micotoxinas, descontaminacao, leite.



ABSTRACT

MOREIRA, MARIA CLARA CANDIDO. Efeito dos probioéticos Lactobacillus casei
e Lactobacillus rhamnosus e prebioticos inulina e oligofrutose na reducéo e
bioacessibilidade de AFB1. EM LEITE FLUIDO. 54 PAGES. Trabalho de Conclus&o
de Curso. Curso Engenharia de Alimentos. Universidade Tecnologica Federal do
Paranad — Campus Medianeira,2019.

Milk is an important source of nutrients, being consumed by the majority of the world
population. however, it can suffer with contaminations, being these chemical, physical
and biological. one of the most worrying chemical contaminants is mycotoxins, with
emphasis on aflatoxin B1 due to its toxicity. Aiming at health concerns, several studies
have been carried out to promote partial or total decontamination of milk. Among them
are methods involving the use of probiotics. The use of prebiotics for decontamination
or reduction of bioaccessibility is still recent. The objective of this work was to evaluate
the action of probiotics Lactobacillus casei and Lactobacillus rhamnosus and the
prebiotics inulin and oligofructose in the reduction and bioaccessibility of AFB1 in
artificially contaminated milk. When analyzing the results, it was observed that there
was a reduction of AFB: in all the treatments, being the best treatment to that added
of the two probiotics, with a reduction of 88.47%. Among prebiotics, inulin, when added
alone, was the one that presented the best result (84.69%). Regarding bioaccessibility,
the use of the probiotic L. casei resulted in a bioaccessibility of 11.53%, while the
addition of oligofructose 34.43%. with this, it can be noticed that the application of these
microorganisms allied to prebiotics is effective in the reduction of AFB1in milk, and can
be applied in industries.

Keywords: mycotoxins, decontamination, milk.
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1 INTRODUCAO

O leite € uma importante fonte de nutrientes; no entanto, pode ser contaminado
por uma seérie de compostos fisicos, quimicos ou biologicos, dentre eles as
micotoxinas.

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por uma grande
variedade de fungos filamentosos, especialmente por espécies dos géneros Alternaria
sp., Aspergillus sp., Claviceps sp., Fusarium sp. e Penicillium sp. (ERKMEN;
BOZOGLU, 2016). Dentre as micotoxinas, destacam-se as aflatoxinas.

As principais aflatoxinas conhecidas sdo denominadas de Bi, B2, G1 e G2
(OLIVEIRA, 2010) e produzidas, principalmente, por Aspergillus flavus e A.
parasiticus. A aflatoxina B1 (AFB1) é uma das micotoxinas de maior toxicidade e
abundancia, sendo classificada no “Grupo I” pela IARC (International Agency for
Research on Cancer) como composto altamente carcinogénico para 0S seres
humanos (IARC, 2012), pois possuem propriedades mutagénicas, carcinogénicas,
teratogénicas, hepatotoxicas e imunossupressores, que podem causar efeitos
adversos na saude humana e animal, os quais séo influenciados pela variacdo da
espécie, sexo, idade, estado nutricional, além da dose e do periodo de exposi¢do do
organismo a toxina (BOVO et al., 2013; ELSANHOTY et al., 2014).

A AFB1 contamina o leite através da ingestao de silagem e racéo contaminada.
No organismo animal, acreditava-se que toda a AFB:1 era convertida em AFM: e esta,
somente, encontrava-se no leite no entanto, tem sido demonstrado que a AFB1
também pode estar presente no leite (CARVAJAL et al.,, 2003; ZAIN, 2011,
SCAGLIONI et al., 2014), o que faz com que mecanismos para redugéo do percentual

e da bioacessibilidade desta aflatoxina sejam estudados.



Os probidticos sdo microrganismos vivos que, quando consumidos nas doses
apropriadas e com alguma frequéncia, podem ser acrescentados aos alimentos com
0 proposito de regular a microflora intestinal do hospedeiro resultando em efeitos
benéficos (FAO/WHO, 2006).

O uso de microrganismos probidticos como descontaminates de aflatoxinas
tem sido estudado por inUmeros autores, tais como Bovo (2011); Corassin (2013);
Oliveira (2010); El-Khoury; Atoul; Yaghi (2011); Serrano-Nino et al. (2013), Becker-
Algeri (2016), Vasconcelos (2016) e Wochner (2017), que comprovam que cepas
probidticas removem e/ou inativam as aflatoxinas (M1 e B1) impedindo a sua adsor¢ao
pelas células intestinais do consumidor.

Assim, além dos efeitos benéficos relacionados na literatura pelo consumo
destes micro-organismos (NOGUEIRA, 2011, SAAD, 2006, TUOHY, 2003), o efeito
na concentracao e bioacessibilidade de micotoxinas amplia a importancia da adicao
destes em alimentos.

O emprego conjunto de probidticos e prebidticos tem resultado na elaboracdo
de produtos denominados de simbioticos. Entende-se por prebiético “todo ingrediente
alimentar ndo digerivel que afeta de maneira benéfica o organismo por estimular
seletivamente o crescimento e ou atividade de um namero limitado de bactérias do
célon” (BRASIL, 2011). Entre os prebioticos ja consolidados e utilizados
comercialmente estdo a inulina e a oligofrutose (KONAR et al., 2016).

A incorporacdo em alimentos de ingredientes que confiram a propriedade
simbidtica resultando na elaboragcdo de um produto funcional tem despertado
interesse na realizacdo de estudos sobre sua capacidade em retardar ou reduzir a
absorcao de micotoxinas. Como a procura por alimentos funcionais tem crescido nos
altimos anos e estudos tem demonstrado que o uso de um ou de outro € efetivo na
reducdo do percentual ou da bioacessibilidade, a avaliacdo de diferentes cepas de

microrganismos probidticos e de prebidticos torna-se interessante.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel dos microrganismos probitticos Lactobacillus rhamnosus e
Lactobacillus casei e a contribuicdo de prebidticos inulina e oligofrutose na reducéo e

bioacessibilidade de AFB1 em leite integral.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a acdo dos microrganismos probioticos, isolados e/ou combinados, na

reducao e bioacessibilidade da AFB1 em leite integral artificialmente contaminado.

Avaliar a acdo dos prebiodticos, isolados e/ou combinados, na reducdo e

bioacessibilidade da AFB1 em leite integral artificialmente contaminado.

Avaliar a acdo conjunta dos microrganismos probioticos e dos prebioticos na

reducgéo e bioacessibilidade da AFB1 em leite integral artificialmente contaminado.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LEITE

Entende-se por leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha
completa e ininterrupta, em condi¢cdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas
e descansadas. O leite de outros animais deve denominar-se segundo a espécie de
que proceda (BRASIL, 2017).

Segundo o Relatério da Food and Agriculture Organization of the United
Nations (FAO) de 2016, aproximadamente 150 milhdes de lares em todo o mundo
estdo envolvidos na producdo leiteira, sendo caracteristica da maioria dos paises em
desenvolvimento a producéo a partir de pequenos agricultores (ZOCCAL, 2016).

O leite é considerado um dos seis produtos mais importantes da agropecudria
brasileira, sendo essencial no suprimento de alimentos e na geracao de emprego e
renda para a populacdo (CARVALHO et al., 2017)

De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2018), o Brasil se mantém entre os quatro maiores produtores de leite no ranking
mundial no ano de 2017. Entretanto, ao se falar de producéo regional, em 2018 o
Parana se manteve em terceiro lugar em relacdo a producéo de leite do pais, ficando
atras apenas de Minas Gerais e Rio Grande do Sul.

Além do valor nutritivo que consiste em proteinas, lipidios e carboidratos, o leite
contém numerosas substancias biologicamente ativas, tais como imunoglobulinas,
enzimas, peptideos, antimicrobianos, oligossacarideos, hormdnios, citosinas e fatores
de crescimento (EBRINGER, 2008).

Quimicamente, o leite € uma dispersao mista, opaca, de cor branca, levemente

adocicado, de carater neutro, constituido de gorduras em emulsdo, proteinas em
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estado coloidal (caseina), hidratos de carbono (lactose), sais (citratos e fosfatos) e
vitaminas (A e D) em solucdo num meio dispersante (adgua) (OLIVEIRA, 2010).

Em relacdo a qualidade do leite, esta pode ser avaliada através de
determinacdes fisicas, quimicas, microbioldgicas, sensoriais e provas de higiene. A
composicdo quimica deve ser sempre analisada nos laticinios e nas inddstrias em
razdo dos padrdes minimos exigidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (VENTUROSO, 2007).

O leite Ultra Alta Temperatura (UAT), também denominado de UHT (da sigla,
em inglés Ultra Hight Temperature), é assim denominado devido ao tratamento
térmico aplicado, que consiste na utilizacdo de Ultra-alta temperatura (UAT), sendo
de 130° a 150°C, durante um curto periodo de tempo, de 2 a 4 segundos e
posteriormente resfriada em temperaturas abaixo de 32°C (DALPIAZ & PINTO, 2016;
BRASIL, 1997). Possui vida util relativamente longa, pois sdo associados ao seu
processamento as tecnologias de ultra pasteurizacdo e 0 envase asséptico em
embalagens longa vida com a retirada do ar durante o fechamento da embalagem,
garantindo ao leite UAT a preservacdo de suas propriedades organolépticas e
nutritivas, sem a necessidade da utilizagdo de conservantes e de refrigeracao,
facilitando o processo de transporte e armazenamento. Estas vantagens existentes
na utilizacdo deste processo provocaram nos ultimos anos uma reducao significativa
no consumo de leite pasteurizado em virtude do aumento do consumo do leite UAT
(SILVA, 2019).

Apesar de passar por tratamento térmico, alguns contaminantes do leite
podem se manter presentes, em especial, as micotoxinas (DOS SANTOS et al., 2014),
por serem termoestaveis e por ndo serem destruidas por métodos de processamento
usados na producéo do leite UAT (TAHEUR, 2017). Por este motivo, as micotoxinas
se tornaram foco deste trabalho.
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3.2 MICOTOXINAS

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por uma grande
variedade de fungos filamentosos, especialmente por espécies dos géneros Alternaria
sp., Aspergillus sp., Claviceps sp., Fusarium sp. e Penicillium sp. (ERKMEN;
BOZOGLU, 2016).

Existem mais de 400 tipos de micotoxinas, mas somente 20 sao
frequentemente quantificadas em alimentos, sendo que as principais sédo: ocratoxinas,
tricotecenos, zearalenona, fumonisinas e aflatoxinas (CARDOSO FILHO, 2015).

Dentre as micotoxinas, a aflatoxina, produzida principalmente pelos fungos
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, tem recebido grande atencdo em
comparacdo com as demais micotoxinas, devido aos efeitos carcinogénicos que
podem provocar em animais e o efeito toxico em seres humanos (PEREIRA et al.,
2002).

A presencga de micotoxinas nos alimentos depende de fatores biolégicos,
ambientais, das condi¢cdes de colheita e de armazenamento. Dentro estes fatores,
consideram-se a suscetibilidade do cultivo de oleagenosas; a presenca de fungos
toxigénicos durante o cultivo; a presenca de danos mecanicos e causados por insetos;
o estado de maturacdo do cultivo; a umidade relativa; a atividade de agua e a
temperatura de armazenamento (SERNA, 2018). Para MAZIERO E BERSOT (2010),
0 pH, a composi¢cado quimica do alimento e o potencial redox também favorecem a
producdo de micotoxinas.

As principais aflatoxinas conhecidas foram denominadas de Bi, B2, Gi e
Ge2. Esta classificagéo foi feita com relacdo a fluorescéncia sob luz ultravioleta (B=
Blue, G= Green) e & mobilidade durante a realizacdo de cromatografia de camada

delgada (FREIRE et al., 2007). S&o soluveis em solventes polares como cloroformio,
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metanol e acetonitrila, caracteristica que fez o0 uso destes solventes serem
amplamente utilizados em metodologias de anélise (OLIVEIRA, 2010).

A Aflatoxina B1 (AFB1) € uma das micotoxinas de maior toxicidade e
abundancia, sendo classificada no “Grupo I” pela IARC (International Agency for
Research on Cancer) como composto altamente carcinogénico para 0S seres
humanos (IARC, 2012). Este pode causar também hepatite toxica, hemorragia,
edema, imunossupressao e carcinoma hepatico (MURPHY et al., 2006).

Em leite e derivados, a principal aflatoxina presente é a aflatoxina M1
(MAZIERO, 2010). Quando a AFB: é ingerida por animais domésticos, entre eles o
gado leiteiro, através do consumo de racbes contaminadas, esta sofre
biotransformagé&o hepética convertendo-se em AFM1, que é excretada no leite, tecidos
e fluidos biolégicos desses animais (OATLEY, 2000; MURPHY, 2006).

Segundo Fink-Gremmels (2005), parte da AFB1 € degradada no rumen,
resultando na formacdo de aflatoxicol. A fracdo restante é absorvida pelo trato
digestivo por difusdo passiva, sendo hidroxilada no figado em AFMi. Por sua vez,
AFM1 é conjugada com &cido glicurdnico e excretada via bile ou transferida para o
sistema circulatério. A excrecao de AFM: inicia ap6s 12-24 h da ingestao de alimentos
contaminados com AFB:, atingindo niveis elevados em poucos dias e desaparecendo
cerca de 24 h depois de ter sido eliminados da dieta (NACHTMANN et al., 2007). A
ocorréncia de AFM1 no leite atinge niveis maximos apés 2 dias da ingestédo de racao
contaminada (DRAGASSI, 1995).

No entanto, estudos tém demonstrado que nem toda a AFB1 é convertida
em AFMi e, por conseguinte, permanecem residuos deste componente no leite
(CARVAJAL et al., 2003; ZAIN, 2011; SCAGLIONI et al., 2014).

Existe uma relacdo proporcional entre a dose e o nivel de contaminagéo,
sendo que a biodisponibilidade é tomada como pressuposto basico. O termo
biodisponibilidade foi definido como a fragdo de um composto bioativo presente em

uma matriz ingerida pelo humano que nao se modifica estruturalmente por meio das
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reacBes ocorridas no trato digestivo e, assim, torna-se disponivel para absorcao
intestinal (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009; MALLEBRERA et al., 2013).

Em vérios paises, existem legislacdes que estabelecem limites maximos
para a presenca de aflatoxinas em alimentos in natura, processados e em ragoes,
visando proteger os consumidores contra os efeitos nocivos dessas micotoxinas.
(FREIRE et al, 2007). Em relacdo a seguranca do leite, a Resolucdo RDC N° 07 da
ANVISA, de 18 de fevereiro de 2011, estabelece o limite maximo de AFM1 de 0,5 pg/L
para leite fluido e 5,0 pg/L para leite em p6 (BRASIL, 2011). Porém, ndo faz alusédo ao
limite maximo de AFB:.

As aflatoxinas séo resistentes a altas temperaturas, de 237 a 320°C, se
decompondo de acordo com o tempo de aguecimento, umidade e pH do alimento.
Sendo assim, as aflatoxinas ndo sao destruidas por processos de Ultra Alta
Temperatura (UAT) (SERNA, 2018). Por essa razéo, 0 risco permanece ndo somente
no leite disponivel comercialmente, mas também nos seus produtos derivados
(SANTOS, 2014).

Com isso, é grande a demanda por estratégias que previnam tanto a
formacao de aflatoxinas nos alimentos e rac¢oes, na tentativa de reducédo do impacto
da contaminacdo existente, quanto a sua remocao em produtos jA contaminados
(SANTOS, 2014).

De todos os tipos de microrganismos existentes e que podem ser utilizados
para a remocédo de aflatoxinas do meio contaminado, as bactérias acido-laticas, em
especial os probidticos, sdo as mais estudadas e que apresentam resultados mais
promissores (BOVO, 2010).
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3.3 PROBIOTICOS

Os probidticos sdo microrganismos vivos que, quando consumidos nas doses
apropriadas e com alguma frequéncia, podem ser acrescentados aos alimentos com
0 propasito de regular a microbiota intestinal do hospedeiro resultando em efeitos
benéficos (FAO/WHO, 2006). A avaliacéo realizada pelos 6rgaos deve contemplar trés
fatores principais: comprovacao da identidade da linhagem do microrganismo, de sua
seguranca e de seu efeito benéfico (ANVISA, 2017). Além de manter um nivel
apropriado de células viaveis durante o armazenamento do produto, sem interferir no
sabor e textura (GALLINA et al., 2012). A Federacao Internacional de Laticinios (IDF)
recomenda uma quantidade minima de 107 UFC por g de produto consumido
(GALLINA, 2019).

A maioria dos microrganismos probiodticos sdo Bactérias Acido Laticas (BAL),
Gram-positivo, geralmente catalase-negativo, ndo esporulantes, anaerébios estritos,
facultativos ou que crescem em microaerofilia. Assim sendo, os probiéticos incluem
espécies de BAL dos géneros Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus,
Streptococcus, Weissella e outros (ALVIN, 2015).

O género Lactobacillus conta hoje com 56 espécies reconhecidas. Dezoito
delas, presentes na microbiota intestinal de humanos, sédo consideradas de interesse
como probidticos, tais como L. acidophilus, L. helveticus, L. casei - subsp. paracasei
e subsp. tolerans, L. paracasei, L. fermentum, L. reuteri, L. johnsonii, L. plantarum, L.
rhamnosus e L. salivarius (BADARO, 2008).

Os seus mecanismos de acgao incluem a remodelacdo de comunidades
microbianas e a supressao de agentes patogénicos, supressdo de agentes proé-
inflamatorios, efeitos na diferenciacéo de células epiteliais e proliferagcdo e promocéao
da barreira intestinal (ALMEIDA, 2018).
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Assim, ressalta-se que com o0 aumento de interesse na producao de alimentos
probioticos em todo 0 mundo, a selecéo de culturas com caracteristicas probidticas e
com alta capacidade de remocdo das micotoxinas podera ajudar a reduzir 0s riscos
de exposicdo a essas toxinas através dos alimentos, caracterizando-se como uma

linha de pesquisa bastante promissora na area de micotoxicologia.

3.4 PREBIOTICOS

De acordo com a legislacao brasileira, prebidticos podem ser definidos
como “todo ingrediente alimentar ndo digerivel que afeta de maneira benéfica o
organismo por estimular seletivamente o crescimento e ou atividade de um namero
limitado de bactérias do célon” (BRASIL, 2011). E uma substancia que modifica a
composicdo da microbiota intestinal de tal forma que as bactérias com potencial de
promocado de saude tornam-se a maioria predominante

Em 2017, um grupo de especialistas revisaram e atualizaram o conceito de
prebibtico para “substratos seletivamente utilizados pelos microrganismos conferindo
beneficios a saude do hospedeiro” (GIBSON, et al., 2017).

Para que um ingrediente (ou grupo de substancias) possa ser definido
como tal, deve cumprir 0os seguintes requisitos: ndo ser digerida por enzimas
digestivas, nem absorvido na porcao superior do trato digestério; ser seletivamente
fermentado por uma colonia de bactérias potencialmente benéficas ao colon,
alterando para uma composicdo da microbiota mais saudavel e ser osmoticamente
ativa (RAIZEL, 2011).

Todavia, a partir de novas descobertas cientificas, notou-se que outras
substancias fazem parte do grupo de prebidticos, como os fendlicos de vegetais, que
nao sdo digeridos e chegam intactos ao colon, onde podem servir de substrato para a

microbiota presente no colén, e o xilooligossacarideo (muito utilizado em gomas de
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mascar), que abrange a nova descoberta em que os prebidticos ndo atuam somente
no intestino, podendo ter acdo em outros locais do corpo (PERES, 2018).

A fermentacé&o prebidtica aumenta a diversidade e a atividade da microbiota
intestinal através de mecanismos de “cross-feeding”, promovendo o crescimento de
microrganismos probidticos (Valcheva e Dieleman, 2016).

A inulina e a oligofrutose pertencem a uma classe de carboidratos
denominados frutanos e estdo entre os prebidticos mais estudados (KONAR et al.,
2016). As fontes mais comuns incluem: banana, alho, cebola, trigo, tomate, alho porro,
mel, alface, beterraba, maca, aclucar mascavo, centeio, cevada, cerveja, aspargos,
alcachofra, chicoéria, bardana, triticale, yacon, aveia e leite humano (FONTES, 2009).

A inulina e oligofrutose sdo carboidratos complexos e possuem algumas
propriedades funcionais e tecnoldgicas importante. S&o fibras sollveis fermentaveis,
nao digeriveis pela alfa amilase nem pelas enzimas hidroliticas (maltase, sacarase),
contribuindo para o equilibrio da microbiota intestinal. Portanto, 0 aumento de inulina
e oligofrutose em alimentos ndo aumenta seu indice glicémico, o que os tornam

ingredientes potenciais para uso em alimentos para diabéticos. (FIGUEIREDO, 2018).

3.5 ESTUDOS QUE ENVOLVEM A REMOCAO DE MICOTOXINAS EM LEITE E
DERIVADOS EMPREGANDO PROBIOTICOS E PREBIOTICOS

Existe uma forte tendéncia do mercado em comercializar produtos com carater
simbidtico, que podem ser definidos como aqueles que contém probidtico e prebidtico
(KOLIDA; GIBSON, 2010). Nesse caso 0 componente prebiético promove
seletivamente as atividades probioticas, incluindo a sua sobrevivéncia e colonizacao
intestinal, bem como a sua proliferacdo (ARENA et al., 2016).

O mecanismo real de remocéao de aflatoxinas por probidticos ainda nao €

completamente conhecido; porém, a literatura indica que as aflatoxinas se ligam a
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parede celular bacteriana e ndo sédo metabolicamente degradados (CORASSIN et al.,
2013; PELTONEN ET AL., 2001).

Por ser um método pratico, econdmico e seguro para descontaminacgéo, tem
incentivado a realizagdo de varios estudos visando a reducdo da contaminagdo por
aflatoxinas (HASKARD et al., 2001; CORASSIN et al., 2013; BOVO, 2011; OATLEY,
et al., 2000; EI-KHOURY, ATOUI; YAGHI,2011, VASCONCELOS, 2016, BECKER-
ALGERI, 2016; WOCHNER, 2017; SALADINO, 2017; CHLEBICZ, 2019; PANWAR,
2019); porém, a maioria destes em sistemas modelo e ndo em alimentos propriamente
ditos.

Em relacéo a acéo dos prebidticos, estudos tém sido realizados visando avaliar
a bioacessibilidade de micotoxinas (MALLEBRERA et al. 2013; MECA et al., 2012,
VASCONCELOS, 2016) e, mesmo assim, S80 muito escassos.

Quando se trata de estudos envolvendo a acdo conjunta de prebidtico e
probiotico, existem poucos trabalhos que demonstram resultados na reducédo e
bioacessibilidade de aflatoxinas B1 (VASCONCELOS, 2016, WOCHNER, 2017).



20

4 MATERIAL E METODOS

4.1 PADROES E REAGENTES QUIMICOS

O padrdo da micotoxina AFBi1 e as enzimas para a determinacdo da
digestibilidade in vitro foram adquiridas da Sigma Chemical Company® (St. Louis, MO,
Estados Unidos). Os micro-organismos probioticos Lactobacillus casei e Lactobacillus
rhamnosus foram adquiridos na empresa Sacco Lyofast (Cadorago, Italia). Todos os
solventes utilizados na cromatografia liquida possuiram pureza analitica grau HPLC e
a agua utilizada foi ultrapurificada em sistema purificador de 4gua por osmose reversa
(Osmose 10 LX, Gehaka, 2010) acoplada a um sistema ultrapurificador de agua
(Master System P&D TOC, MS 2000, Gehaka). Os solventes cromatograficos e agua
foram filtrados em sistema de filtracdo a vacuo e desgaseificados por 20 minutos
usando banho ultrassom (Elma, Elmasonic, Alemanha). O leite ultra alta temperatura
(UAT) integral foi adquirido no comércio local e os prebioticos oligofrutose (Raftilose
P95, Orafti®) e inulina (Raftiline GR, Orafti®) foram gentilmente cedidos por empresa
especializada.

4.2 PREPARO DA SOLUCAO PADRAO DE AFB:1 E QUANTIFICACAO

O preparo da solugéo padrao da micotoxina AFB1 bem como a determinagéo da
concentracao seguiu o proposto por Scaglioni et al. (2014). Para o preparo da solucao
de AFB1, 1 mg foi diluido em 100 mL de solucdo benzeno:acetonitrila (98:2 v.v1),

dividido em 10 frascos ambar e evaporados em corrente de N2 a 45°C. Os frascos
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secos foram devidamente vedados e armazenados sob temperatura de congelamento
(-20 °C). Para verificar a real concentracdo da aflatoxina, um frasco do padréao foi
diluido com metanol P. A., e quantificado em espectrofotdbmetro de UV-VIS (Lambda
XLS, Perkin Elmer, Beaconsfield, Reino Unido), no comprimento de onda de 360 nm
(SCAGLIONI et al., 2014). A concentracgéao final da solucdo padréo foi calculada pela
Equacéo 01.

_ AXMW x1000

ugAF mL™! =
(01)

Onde: A = absorvancia MW = peso molecular do composto, AFB1=312 ¢=
absortividade molar, AFB1=21800

Para obter a solugcéo de trabalho empregada na contaminagdo das amostras
de leite integral, o padrdo de AFB1 seco foi ressuspendido em solugdo de
benzeno:acetonitrila (98:2 v.vl) (SCAGLIONI et al., 2014) até a concentracdo de
interesse para as analises e, a seguir, colocado em banho de ultrassom (ElImasonicP,
Elma, Singen, Alemanha) por 10 minutos a temperatura ambiente (25° + 2 °C), para

garantir a homogeneizacao da aflatoxina.

4.3. Condigdes de cultura e estimativa da concentragdo bacteriana

A cultura de Lactobacillus casei foi pré-ativada na proporgdo de 1%(mv?) em
frasco contendo 10 mL de caldo de Man Rogosa-Sharpe (MRS, Merck, Darmstadt,
Germany) com 0,05% de L-cisteina e incubado a 37 + 1°C por 36 horas. Apds, foi
acrescentado 90 mL de caldo MRS e incubado novamente em estufa bacteriolégica
(Fanem, Orion® 502, Sao Paulo, Brasil) até atingir o maximo de concentragcao
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bacteriana, estimado através de curva de calibragcdo de densidade 6ética versus
contagem microbiana (EL KHOURI; ATOUI; YAGUI, 2011; KABAK; OZBEY, 2012a).

A cultura de Lactobacillus rhamnosus foi pré-ativada em 5mL de caldo MRS e
incubado a 37 = 1°C por 6 horas, e apds acrescentado 95 mL de caldo MRS e
incubado novamente em estufa bacterioldgica (Fanem, Orion® 502, S&o Paulo, Brasil)
até atingir o maximo de concentracdo bacteriana, estimado através de curva de
calibracdo de densidade otica versus contagem microbiana (EL KHOURI; ATOUI,
YAGUI, 2011; KABAK; OZBEY, 2012).

A contagem das colonias foi realizada em duplicata, por plagueamento em
profundidade. Apos a diluicdo seriada do caldo MRS foi inoculado 1 mL das diluicbes
(107; 108 e 10°) em placas de Petri estéreis, adicionando em seguida o agar MRS,
sendo as placas acondicionadas invertidas em jarra de anaerobiose contendo gerador
de anaerobiose (ANAEROBAC, PROBAC, BRASIL), e entéo incubadas a 37 + 1 °C
por 48 horas. Foram selecionadas para contagem as placas com 25 a 250 colbénias,
sendo os calculos devidamente corrigidos conforme a diluicio e os resultados
expressos em UFC mL* (BOVO et al., 2013).

Para estimar a concentracdo bacteriana do L. casei e L. rhamnosus no caldo
MRS (1% m.v?') foi utilizada a técnica de leitura da densidade 6tica. Apds o
crescimento da cultura bacteriana em caldo MRS por 36 e 6 horas, respectivamente,
a 37 + 1 °C foi criada uma curva de calibragdo correlacionando-se a medida da
absorbancia a 600 nm do caldo diluido em agua peptonada (espectrofotbmetro UV-
Vis duplo feixe com varredura, Lambda XLS, Perkin Elmer, Waltham, MA, Estados
Unidos), com o logaritmo da concentracéo bacteriana obtida através da contagem de
colénias por plagueamento em profundidade (BOVO et al., 2013). A partir desses
dados, foi gerada a equacédo para calcular a concentracdo bacteriana no meio e o
volume de caldo de cultura necessario para obter a concentracdo desejada no leite.
Para avaliar a capacidade do L. casei e L. rhamnosus em remover a micotoxina

estudada, cada inéculo foi ajustado e mantido na concentracdo de 108 UFC mL™, que



23

se refere a concentracdo em que o0s probidticos devem estar presentes, por por¢ao
de alimento, conforme indicado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(BRASIL, 1999).

4.4 Validacdo do método QUEChERS para determinacédo da aflatoxina AFB1

Para avaliar a porcentagem de recuperacao (%R) do método, aliquotas
de 15 mL de amostra foram fortificadas (em triplicata) com 3 diferentes niveis, para
AFB:1 (10, 5 e 1 pg.L -1 ). Apés fortificagdo, as amostras foram ultrassonificadas por
15 min a 37 °C e foram submetidas a extracao pelo método de QUEChERS e posterior
injecdo em UHPLC para identificacdo e quantificacdo. O método foi validado para
extracdo de AFBi1 em leite UAT homogeneizado através da estimativa do limite de
deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), precisao, linearidade e recuperacao
(%R), conforme proposto pela legislagéao vigente (BRASIL, 2003).

A porcentagem de recuperacao foi calculada através da Equacéao 4.

%R =C1-C2 *100

c3
(04)

Em que: %R = porcentagem de recuperacdo Cl= concentracao
determinada na amostra fortificada; C2= concentracdo determinada na amostra nao

fortificada; C3= concentracdo do padréo utilizado para a fortificagdo. (BRASIL, 2003).

4.5 Acdes do microrganismo probiotico e dos prebidticos na descontaminacdo das

aflatoxinas
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Para avaliar o efeito dos probidticos e dos diferentes prebi6ticos na

descontaminacdo e bioacessibilidade de AFB1 em leite integral foi empregado o

delineamento proposto na Tabela 1.

Para a realizacdo do ensaios, o padrdo de AFB1 seco foi ressuspendido em

metanol, até obter a concentracdo desejada para fortificacédo do leite (6,5 pug.L™?) para

as contaminacdes, colocados em banho de ultrassom (ElmasonicP, Elma, Singen-

Alemanha) por 10 minutos a temperatura ambiente (25° + 2°C) para homogeneizacéo

e transferidos para erlenmeyer de 250 mL.

Tabela 1: Delineamento experimental para avaliagdo do efeito do Lactobacillus casei e

Lactobacillus rhamnosus, inulina e oligofrutose na redugéo (%) e bioacessibilidade (%) de AFB1 em

leite integral artificialmente contaminado

Tratamentos Variaveis
1 Controle negativo
2 Controle positivo
3 L. casei + AFB1
4 L. rhamnosus + AFB1
5 L. casei + L. rhamnosus + AFB1
6 Inulina + AFB1
7 Oligofrutose + AFB1
8 L. casei + Inulina + AFB1
9 L. casei + oligofrutose + AFB1
10 L. casei + Inulina + Oligofrutose + AFB1
11 L. rhamnosus + Inulina + AFB1
12 L. rhamnosus + Oligofrutose + AFB1
13 L. rhamnosus + Inulina + Oligofrutose +
AFB1
14 Inulina + Oligofrutose + AFB1
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15 L. casei + L. rhamnosus + Inulina +
AFB1
16 L. casei + L. rhamnosus + Oligofrutose
+ AFB:1
17 L. casei + L. rhamnosus + Inulina +
Oligofrutose + AFB1

Nota: Concentragdo de AFBi1: 6,5 pg.L?; concentracdo dos probioticos: 108 UFC.mL%;
concentracao dos prebidticos: 0,75% m.v!

Fonte: Autoria prépria, 2019

O erlenmeyer com AFBx foi entéo seco em estufa (50° + 1°C) para evaporar
todo o metanol. A seguir, foi adicionado 100 mL de leite integral e levado os frascos
para banho ultrassom por 5 minutos a temperatura ambiente (25° + 2°C), com o
objetivo de obter uma solugdo homogénea.

Finalizada a etapa de fortificacdo, foi feita a adicdo dos prebiéticos no nivel
superior (0,75% m.v') que estad baseada na Lista de Alegacdes de Propriedades
Funcionais e de Saude da ANVISA para que estes compostos exercam acao benéfica
ao organismo humano (BRASIL, 1999) e da biomassa de L. casei e L. rhamnosus, na
concentracdo de 108 UFC.mL™%, seguindo o proposto na Tabela 01. Para tal, os
probidticos foram previamente incubados em caldo MRS (1% m.vt) com 0,05% (m.v-
1) de L-cisteina por 24 e 3 h, respectivamente, a 37 + 1 °C e quantificado através de
leitura de absorbancia (em triplicata) em espectrofotbmetro (Lambda XLS,
PerkinElmer, Waltham, Sdo Paulo). Para a estimativa da concentracdo bacteriana
utilizou-se a curva de crescimento do micro-organismo, determinando desta forma o
volume de caldo MRS a ser coletado, que foi submetido a centrifugacéo (CT-5000R,
Cientec, Piracicaba, SP, Brasil) a 3000 rpm por 5 minutos a 25 °C de acordo com
Pispan, Hewitt e Stapley (2013), a fim de obter a concentracdo de 108 UFC.mL™.
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4.6 Capacidade de remocao das aflatoxinas pelo probidtico e prebidticos

Para avaliar a capacidade de remocdo de micotoxinas foi utilizada
metodologia adaptada de El Khouri, Atoui e Yaghi (2011). Para tal, 15 mL de cada
tratamento foram coletados e submetidos ao processo de extragédo e quantificagéo da
aflatoxina. O percentual de remogao das aflatoxinas foi calculado de acordo com a

Equacéao 2:

Concentracido esperada—Concentracgio obtida

%Reducao = x100 (2)

Concentragio esperada

4.7 Teste de digestibilidade in vitro

Os tratamentos foram submetidos a digestibilidade in vitro, segundo
procedimento adaptado proposto por Kabak e Ozbey (2012) e Versantvoort et al
(2005). A digestdo in vitro consiste em simular as condi¢cdes de digestdo no ser
humano, sendo utilizada para determinar a bioacessibilidade das aflatoxinas das
amostras de leite previamente contaminadas e a eficacia do L. casei e L. rhamnosus
e dos prebidticos em reduzir a quantidade disponivel da AFB1 para absorc¢ao intestinal.
No modelo de digestao utilizado para este estudo, 4,5 mL de leite de cada tratamento
foi coletado para anélise. O esquema da composi¢ao dos sucos digestivos é mostrado

na Tabela 2.
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Tabela 2: Constituintes dos sucos géastricos do modelo de digestibilidade

in vitro.
Suco
Saliva Suco gastrico duodenal Suco bile
Solucao 10mL KCI 896 g.L- 15,7 mL NaCl 175.3 40 mL NaCl 30 mL NaCl
inorganica ! gL’ 175,3 gL 1753 g.L”
10 mL KSCM 20
g.L™”" 3.0 mL MaH.PO, 40 mL NaHC O 68,3 mL
10 mL NaHzPO. 88,8g.L" 847 gL" NaHCO; 84.7
88,8 g.L’ L
9 9.2 mLKCI 89,6  10mL KH,PO, N
10 mL NaSO, 57 g.L”" 8glL™’ 4.2 mL K(13I
L 89,6 g.L°
g 18mL CaClz:2H.0 6,3 mL KCi 9
1,7 mL NaCl 175.3 222g.L" 896 g.L” 0,15 mL Ht13l
L 37% g.g.”
d 10 mL NH,C130,6 10 mL MgCl: 5 99
2 0 mL NaHCO; gL’ g.L
84, 7 glL!
5.5 mL HCI 37% g. 0,18 mL HCI
-1 37% glg
Solugao & mL ureia 25 g.L™" 10 mL glicose 65 4 mL ureia 25 10 mL ureia 25
organica g.L'1 g.L"| t_:|_L'1
10 mL acido
glucurénico 2 g.L™
3.4 mL ureia 25
gL’
10 mL glucosamina
hidroclorada 33
gL’
Adicionar apos 290 mg a-amilase 1 g BSA 9 mL 30 g bile
. . » ) CaClz;HO
mistura das 15 mg acido urico 2,5 g pepsina 22.2gL" 10 mL
solucdes . . CaClz:HzO
. 25 mg mucina 3 g mucina 1gBSA 222gl"
organica e
inorganica 9 g pancreatina 1,8 g BSA
1,5 g lipase
pH 6,8+0.2 1,30+0,02 8,1+0,2 8,2+0.2

Fonte: Adaptado de VERSANTVOORT et al., (2005). As solu¢bes orgéanica e inorganica

foram aumentadas para 500 mL com agua destilada. Ap6s misturar e homogeneizar as solugdes
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organica e inorganica, foram adicionados e dissolvidos mais alguns constituintes. Quando necessario

fez-se o ajuste do pH.

Todos os sucos digestivos foram aquecidos a 37 °C antes da utilizacdo. O
processo de digestao foi iniciado por adigdo de 6 mL de saliva nos tubos contendo 4,5
mL de leite e incubando durante 5 min a 37 = 1 °C. Em seguida, foi adicionado 12 mL
de suco gastrico e a mistura serd agitada em shaker por 2 h (55 rpm a 37 £ 2 °C). A
préoxima etapa consistiu na adicdo simultdnea de 12 mL de suco duodenal, 6 mL de
solucéo de bile e 2 mL de NaHCOs3 (1M) e a mistura foi novamente agitada por mais 2
h (55 rpm, 37° £ 2 °C). Ao final do processo de digestibilidade in vitro, os tubos foram
centrifugados durante 5 min a 5340 rpm, obtendo-se o sobrenadante no qual foi
determinada a concentracao da aflatoxina apos a liofilizacdo do mesmo.

A bioacessibilidade dos compostos foi calculada a partir da Equacéo 03:

composto obtido do quimo(pg. L)

100
composto obtido da amostra antes da digestao (pg. L) .

3)

% Bioacessibilidade =

4.8 Extracdo e concentracdo das aflatoxinas

A AFB: foi extraida e purificada conforme método de QUEChERS (Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) descrito por Sartori et al. (2015) e com

algumas modificacdes descritas na Figura 1.
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Figura 1: Método de QUEChERS para extra¢do e purificacdo de AFB1

15 mL, de amostra
+

15 mL de acetonitrila acidificada 1% com acido acético
10 mL, de hexano

Agitar no yértex (LS. Logen, Diadema, Brasil) por 1 minuto|
Adicionar 6 g de MgS04+ 1,5 g de NaCl
Agitar no yériex por 1 minuto

Centrifugar por 7 minutos a 3000 rpm (CT-5000R, Ciente, Belo Horizonte, Brasil) &
temperatura ambiente (25 + 1 ()

'

Coletar 5 L da fase purificada em frasco Ambar e evaporar em estuda de secagem a 55°

Fonte: adaptado de Sartori et al., (2015).

Para a quantificacdo da AFB1, a amostra seca foi ressuspendida em 500
uL de solucdo de metanol, agitada em vortex por 30 segundos e submetida a

determinacdo cromatogréfica.

4.9 Quantificacdo e identificagcdo por cromatografia a liquido de ultra alta eficiéncia -
UHPLC

Para a separacao e quantificacdo da AFB: foi utilizado cromatografo a
liquido de ultra alta eficiéncia (UHPLC) acoplado de detector de fluorescéncia
(UHPLCFL) (Dionex Corporation, Ultimate 3000, Sunnyvale, CA, Estados Unidos) e

os dados foram processados no software Chromeleon 7.2. A corrida cromatografica
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foi realizada em coluna de fase reversa C18 Acclaim PA 2, 5 uym Analitica (4,6 x 250
mm), com vazao de fase mével de 1,0 mL.min! e temperatura da coluna de 35 °C. A
fase movel foi composta por acetonitrila:metanol:agua acidificada a 1,5% com acido
aceético (35:10:55), filtrada e desgaseificada antes da sua inclusdo no aparelho. Os
comprimentos de onda de excitagdo e de emissdo foram 360 nm e 450 nm,
respectivamente, e o volume de injecdo da amostra foi de 20 pyL. O tempo das corridas

cromatograficas foi de 10 minutos.

4.10 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e
guando detectada diferenca significativa entre as amostras ao nivel de 5% de
probabilidade ao Teste de Tukey studentized, utilizando o programa computacional
Software STATISTICA 10.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CURVA DE CONCENTRACAO BACTERIANA

As curvas de concentracdo bacteriana (Figura 3 e 4) foram construidas
através da correlacédo entre as medidas de absorbancia obtidas e do plagueamento
em profundidade do L. rhamnosus e L. casei. A partir dos dados obtidos, gerou-se as
equacgdes: y = 2,9109x+7,7757 e y = 1,0074x+8,9758, respectivamente, que foram
utilizadas para o célculo da concentracdo bacteriana no meio e, posteriormente, o
calculo do volume de meio para alcancar uma concentracdo de células de,
aproximadamente, 108 UFC.mL*. Os dados se ajustaram de forma adequada as
equacOes geradas, uma vez que os valores dos coeficientes de determinacgdo (R?)
foram de 0,9991 e 0,9980.

Nas figuras abaixo, se encontra a curva de cada microrganismo e suas
equacoes.

Figura 3: Curva de concentracdo bacteriana para a cepa probidtica L.

rhamnosus.
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Fonte: Autoria prépria, 2019.
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Figura 4: Curva de concentragdo bacteriana para a cepa probiética L.

casei.
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Fonte: Autoria prépria, 2019.

5.2 Validacao do Método de Quechers

Cada amostra foi fortificada com concentracdes conhecidas de AFB:1 e
comparada com a amostra padrdo (amostra sem contaminacao), determinando-se
assim a sua seletividade. Nao foram observados sinais interferentes no tempo de
retencdo registrado da AFBi (~7,5 min). A linearidade da curva de calibracéo foi
verificada nos intervalos de concentracdo estudados com coeficientes de
determinacao satisfatérios (R? = 0,9993), evidenciando dessa forma o ajuste ideal dos
dados a linha de regresséo. A curva de regresséo linear para AFB1 foi y= 394079x-
106,6.0 intervalo de concentracdo para a curva de trabalho da AFBL1 foi de 0,5 — 4,0

pg.L L.
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O limite de deteccéo (LOD) e o limite de quantificacao (LOQ) foram calculados
a partir dos limites de deteccdo (LODi) e quantificacdo (LOQIi) previamente
determinados para o instrumento para a AFB1 (0,3 e 1,0 pg.L?, respectivamente)
(BRASIL, 2003). A repetibilidade do método foi expressa pela estimativa do desvio
padrao relativo percentual (RSD%) ou coeficiente de variagdo (CV%) dos ensaios de
recuperacdo (%R) do método sintetizados na Tabela 3. Os valores de recuperacao
(%R) variaram de 84,0% a 113,33% e a precisao foi comprovada a partir dos valores
de RSD(%) que nao ultrapassaram os 28,67%, adequando-se aos padrdes
estabelecidos pela legislagéo vigente (BRASIL, 2003).

Os ensaios foram submetidos a extracdo das aflatoxinas e quantificacdo por
cromatografia de alta eficiéncia com obtencédo de cromatogramas (Figuras 5, 6, 7,).
Os compostos foram identificados baseados no tempo de retencédo do soluto com
relacdo ao padrdo e para confirmacgéo foi realizada co-cromatografia adicionando

solu¢des padrdo que promoviam o aumento de sinal do composto.

Tabela 3: Valores de precisao, LOD e LOQ para a determinagéo de AFB1 em

leite
Fortificacdo Recuperacado (%) CV (%) LOD (ug.L?) LOQ (ug.L?)
1,0 90 28,67 0,14 0,5
5,0 84 10,19
10,0 113 19,63

Fonte: Autoria prépria, 2019.
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5.3 Avaliagdo do percentual de reducdo de AFBi em leite por L. casei e L.
rhamnosus e prebiéticos

Devido a capacidade de certas estirpes bacterianas de se ligarem as

micotoxinas, as BAL sdo sugeridas como um potencial método biolégico para

reduzir a toxicidade das aflatoxinas ou impedir a sua absor¢do pelo organismo
humano (AHLBERG et al.,2015).

A porcentagem de reducdo das aflatoxinas apds adicionar os microrganismos

probidticos e prebidticos esta descrita na tabela 4. Pode-se perceber que todos os

tratamentos ocasionaram reducgdo dos niveis de AFB1; porém, com diferenca
significativa nos valores (Apéndice A).
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Tabela 4: Porcentagem de reducao e bioacessibilidade da AFB1 ap0s extracdo
de AFBiem leite

Tratamento Variaveis %Reducdo  %Bioacessibilidade

1 Controle negativo ND ND

2 Controle positivo 13,572 49,562
3 L. casei + AFB1 76,99° 11,53
4 L. rhamnosus + AFB1 46,08 33,51
5 L. casei + L. rhamnosus + AFB1 88,47° 87,5¢
6 Inulina + AFB1 84,69° 83,03¢d
7 Oligofrutose + AFB1 12,202 34,432
8 L. casei + Inulina + AFB1 30,649 97,08¢
9 L. casei + oligofrutose + AFB1 28,884 46,492
10 L. casei + Inulina + Oligofrutose + AFB1 57,48 69,992¢
11 L. rhamnosus + Inulina + AFB1 40,71¢deg 73,03¢c¢f
12 L. rhamnosus + Oligofrutose + AFB1 30,33% 96,31°
13 L. rhamnosus + Inulina + Oligofrutose + AFB1 52,22¢fg 54,713¢
14 Inulina + Oligofrutose + AFB1 25,64°de 45,852
15 L. casei + L. rhamnosus + Inulina + AFB1 43,63cdef 93,07¢
16 L. casei + L. rhamnosus + Oligofrutose + AFB1 44,25¢4 60,0624

L. casei + L. rhamnosus + Inulina + Oligofrutose
17 + AFB1 2,392 53,13

Fonte: Autoria prépria, 2019.

NOTA: Letras minUsculas iguais indicam que ndo hé diferencga significativa entre as médias pelo
teste de Tukey (p>0,05).

Ao analisar separadamente cada ensaio, pode-se perceber que os tratamentos,
5 (L. casei e L. rhamnosus) e 6, (inulina), foram os que se mostraram melhores na
reducdo da AFB1 no leite, com 88,47% e 84,69% respectivamente, nao
apresentando diferenca significativa entre eles (p>0,05). Esse valor foi superior ao
determinado por Peltonen (2001), que obteve reducdo de 54,6% de AFB:
utilizando, apenas, L. rhamnosus solugcdo tampao fosfato. Comparando o

tratamento 5, que possui ambos 0s probioticos, ao tratamento 4 que possuia
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apenas L. rhamnosus, pode-se perceber que a adi¢cdo do L. casei ocasionou uma
melhor reducdo, sendo que o tratamento apenas com L. rhamnosus obteve
46,08%. Por sua vez, BOVO (2011), ao utilizar L. rhamnosus visando a reducéo
de AFM1 com concentracdo de 0,15 pg.mlt obteve valores de 17,13% em 15
minutos e 27,79% em 24 horas de contato em solugédo tampé&o fosfato. Ao analisar
a reducao de AFM1 em leite desnatado em temperaturas de 4° e 37°C a autora
obteve reducdes de 19,70% e 24,46%. No presente estudo, os resultados obtidos
foram superiores ao relatado pela autora. Kabak e Var (2008) obtiveram 3,44%,
2,90% e 3,17% de reducdo de AFM1 ao utilizar o L. rhamnosus no tempo 0, 4 e
24 horas, respectivamente, quando utilizado uma concentracdo de 5 pug.L, em
solucéo tampao fosfato. Com isso foi possivel perceber que um maior tempo de
contato néo foi significativo. Por sua vez, ao utilizar como matriz leite reconstituido
obtiveram, em 4 horas, uma reducéo de 21,74%. Autores sugerem que o fato das
aflatoxinas estarem associadas a matriz alimenticia, em especial a caseina do
leite, provavelmente seja o principal motivo para os diferentes percentuais de
reducdo encontrados em leite e solugcbes modelo (BOVO et al., 2013;
CAVALLARIN et al., 2014).

Haskard (2001), obteve para L. rhamnosus GG, valores de 49,5% a 71,3% e
para L. rhamnosus LC-705 valores de 37,9% a 71,1% de reducdo de AFB1em
solucdo tampao fosfato apos diferentes tratamentos fisicos de temperatura e
adicdo de acido. Enquanto para EI-Nezami, Kankaanpaa, Anhokas (1998),
utilizando estas mesmas cepas de L. rhamnosus, obteve uma reducédo de
aproximadamente 80%, enquanto para a cepa de L. casei Shirota, a reducéao foi
de aproximadamente 33%. Wochner (2017) usando L. acidophilus isolado obteve
uma reducéo de AFB1 de 34,96%.

Sarlak (2017), ao analisar a redugcédo de AFM1 em leite fermentado utilizando
cepas probioticas, notou que para as cepas de L. rhamnosus e L. casei os valores

foram proximos a 15% em tempos de incubagédo de 1, 14 e 28 dias. Dentre esses
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resultados, o L. casei, ap0s 28 dias foi 0 que obteve uma menor reducéo, sendo
de apenas 10,6%, e L. rhamnosus foi 0 que possuiu maior reducédo sendo de
16,8% também em 28 dias, mostrando assim, que dependendo do probidtico
utilizado e da micotoxina presente, um tempo de contato maior deve ser utilizado
para uma melhor redugcéo na contaminagéao.

Utilizando solucao tampao fosfato, Chlebicz (2019), visualizou a reducdo AFB1
apos a utilizacao de diferentes probiéticos, em tempo de incubacéo de 6, 12 e 24
horas. Para as diferentes cepas de L. rhamnosus foram obtidos valores que
variaram entre 20 e 50%, enquanto para L. casei os valores ficaram entre 33 a
55%. Ao comparar com este trabalho, o valor obtido para L. casei foi maior no
tempo de 0 horas.

Em relagdo aos prebitticos, ha poucos trabalhos que mostram a influéncia do
mesmo na reducdo de AFB1. Os tratamentos com inulina possuiram um indice de
reducdo entre 26 e 85%, sendo que o tratamento que possuia apenas esse
prebiotico, teve uma reducao de 84,69%. Em comparacdo com o tratamento que
possuia apenas oligofrutose, que teve uma reducéo de 12,2%, pode-se perceber
que a inulina seria a melhor escolha. Vasconcelos (2016), ao adicionar inulina
obteve uma porcentagem de reducdo de AFB1 em leite de apenas 7,57%,
enquanto para o tratamento de oligofrutose, obteve um resultado de 22,98%,
sendo este Ultimo maior que o obtido neste trabalho. Wochner (2017) obteve uma
reducéo de AFB1 em leite 24,55% usando inulina e 13,53% usando apenas
oligofrutose, sendo que a oligofrutose teve um valor bem proximo ao encontrado
neste trabalho.

Zoghi (2016), usando os prebiéticos inulina e oligofrutose, combinados com a
L. plantarum conseguiram uma reducao de patulina em suco de maca de 42,34%
a 62,86%, e usando L. acidophillus com estes mesmo prebidticos, a reducéo foi
de 40,59% a 58,06%, quando analisados no primeiro dia de contato e durante 6

semanas.
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Os tratamentos que combinaram o0s prebidticos com 0S microrganismos
obtiveram resultados que nao ultrapassaram os 60%, porém, ao combinar todos
0s compostos estudados, a reducdo ndo se mostrou tdo eficiente, sendo de
apenas 2,39% e com isso acredita-se que a acao dos prebidticos possam ter
inibido a agao dos microrganismos.

Embora o mecanismo de acdo das bactérias acido-laticas sobre a aflatoxina
ainda nao seja esclarecido, tem sido sugerido que ocorre pela adeséo fisica aos
componentes da parede celular bacteriana (polissacarideos e peptidoglicanos),
ao invés de ligacdo covalente ou degradacdo pelo metabolismo de bactérias
(Salark, et al, 2017)

5.4 Avaliacdo da bioacessibilidade de AFB1 em leite pela acdo de L. rhamnosus e
L. casei e prebidticos

A inibicdo da micotoxina no trato digestoério por adsorcao de agentes tais como
microrganismos pode ser uma estratégia promissora para proteger contra o efeito
toxico destes contaminantes alimentares (FIRMIN et al.,2010).

A interacao in vivo sera favorecida quando houver uma adaptacao do probiético
ao substrato prebiotico, anterior ao consumo que, em alguns casos, resulta numa
vantagem claramente competitiva para a BAL se esta for consumida juntamente
com o prebiotico (SAAD, 2006).

Para alcancar qualquer efeito em um tecido especifico ou 6rgao, as micotoxinas
devem estar bioacessiveis, termo que se refere a tendéncia do composto de ser
extraido a partir da matriz alimentar, e entdo se tornar disponivel para absor¢éo
pelas células intestinais (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009).

Com isso, todos os ensaios foram submetidos a um modelo de digestao in vitro

estatico para estimar a quantidade de AFB:1 que fica disponivel para absorgéo.
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Para a amostra 2, que possuia apenas leite e AFB1, a bioacessibilidade foi de
49,56%, ou seja, esse valor € o liberado para o fluido bioldégico apds a
digestibilidade quando consideradas amostras sem adicdo de prebidticos e
probidticos. ApGs a digestibilidade dos tratamentos, os valores variaram de 11,5%
a 98,0%, sendo os melhores resultados obtidos os tratamentos 3 (L. casei), 4 (L
rhamnosus) e 7 (oligofrutose), com valores entre 11,53 e 34,43%.

No que diz respeito a estudos avaliativos da bioacessibilidade de AFB1 em
amostras de leite empregando modelos in vitro poucos trabalhos foram
publicados.

Vasconcelos (2016), obteve uma biocessibilidade de 27,12% em seu estudo,
guando adicionado apenas o L. plantarum. Enquanto, Becker-Algeri (2016) em
leite pasteurizado, contaminado artificialmente por AFB1, alcangou o seu melhor
resultado, sendo de 28,0% utilizando L. acidophilus isoladamente, e obteve para
AFM1 um valor de 58,8%. Estes resultados ficaram proximos do obtido neste
trabalho para o L. rhamnosus, que resultou em 33,51%, e foram mais alto do que
o tratamento usando L. casei, onde se obteve 11,53%. No estudo de Serrano-
Nifio et al. (2013) tiveram redugdes na bioacessibilidade da AFMi1 em leites
fermentados de 22,7 a 45,2% com destaque para B. bifidum NRRL. Para Wochner
(2017), a bioacessibilidade de AFB1 quando adicionado de L. acidophilus foi de
22,37%, enquanto para AFM: ficou abaixo do limite de quantificagao.

Em relacédo aos prebioticos, quando combinados, a bioacessibilidade chegou a
45,85%, sendo que quando adicionado apenas a oligofrutose, o valor foi menor,
chegando a 34,43% e adicionando apenas inulina, o valor foi de 83,03%. Pode-
se perceber que no caso da inulina, a adicdo de outros componentes fez com que
a bioacessibilidade diminuisse. No trabalho de Vasconcelos (2016), inulina em 0
horas e oligofrutose em 6 h, tiveram percentuais de aproximadamente 15%,
valores menores do obtido neste trabalho. Enquanto para Wochner (2017),

utilizando os mesmos probidticos, alcancou uma acessibilidade de 34,58% e



41

26,08%, valores similares ao deste trabalho, quando adicionado apenas a
oligofrutose.

Kabak e Ozbey (2012), adicionaram bactérias probidticas (B.longum,
L.rhamnosus, B.species 420, L.acidophilus, L.acidophilus NCFM150B, L.casei
Shirota) em matriz alimentar seca e alcancaram uma bioacessibilidade de 13,5 a
31,9%. Quando feito tratamentos em leite, obtiveram uma bioacessibilidade para
L. rhamnosus e L. casei entre 60 e 70%. Por sua vez, Kabak et al. (2009) a partir
formulas infantis artificialmente contaminadas, relataram uma bioacessibilidade
entre 21% e 37% de AFB1 com a adi¢édo de L. acidophilus NCC 12. Para matrizes
secas, Kabak et al (2009) obteve valores de bioacessibilidade entre 14 e 30%
utilizando os mesmos probioticos deste trabalho. A diferenca de bioacessibilidade
encontrada para as micotoxinas depende de varios fatores, tais como o tipo de
matriz alimentar, nivel de contaminacéo e tipo de contaminacéo (fortificacdo ou
contaminacdao natural) (KABAK et al., 2009).

Panwar (2019), ap6s contaminar leite desnatado com AFMi, obteve uma
reducdo na bioacessibilidade de 44,09% usando L. rhamnosus.

Em um estudo realizado para bioacessibilidade da micotoxina beauvericina
(BEA), o emprego de inulina promoveu consideravel reducao da bioacessibilidade
(MECA et al., 2012). Mallebrera (2013) observou a bioacessibilidade desta mesma
micotoxina em varios estagios da digestibilidade, e conseguiu resultados de 20 a
50% usando L. rhamnosus e 30 a 60% usando L. casei.

Para Luz (2018), apoés a digestibilidade para amostra de p&do contaminada com
ocratoxina, a bioacessibilidade ficou entre 13,8 a 21% quando usado cepas
diferentes de L. rhamnosus e obteve também valores de 24,4 e 31,7% quando
usado duas cepas diferentes de L. casei. Saladino (2018) submeteu pao de forma
contaminado com AFB1 ao processo de digestibilidade apés adicdo de diversas
cepas probidticas, e analisou a bioacessibilidade na etapa apos adicdo de suco

gastrico e de suco duodenal. O probidtico L. bulgaricus foi o que obteve uma
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melhor reducédo na bioacessibilidade, com valor de 15, 41%. Enquanto para 0s
mesmos probidticos utilizados para este trabalho, o resultado foi de 68,50% para
L. casei e 63,89% para L. rhamnosus.

Além de diferentes sitios de ligacdo, o complexo aflatoxina-LAB parece ser
extremamente especifico para cada cepa. BAL tém propriedades diferentes com
diferentes composicdes de parede celular, mesmo dentro da mesma espécie o
que justifica as diferentes percentagens de reducdo encontradas pelos mesmos

géneros ou mesmo espécies (AHLBERT et al.,2015).
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6. CONCLUSAO

O uso dos probidticos L. rhamnosus e L. casei em conjunto com os prebidticos
inulina e oligofrutose se mostraram eficientes na reducdo de AFB1 no leite, cujo os
niveis variaram entre 2,39% a 88,47%. O tratamento 5 que continha apenas L. casei
e L. rhamnosus foi 0 mais eficaz na reducéo do percentual de AFB:1. O efeito da adicéo
da inulina (tratamento 6) foi similar ao do tratamento com ambos 0s probioticos
(tratamento 5); no entanto, os prebidticos quando adicionados aos tratamentos que
continham probidticos promoveram uma reducdo menor do percentual de AFB1.

O uso dos probidticos e prebidticos também promoveu a reducdo do
percentual de bioacessibilidade. Os valores variaram entre 11,53% a 97,08%, sendo
gue entre os tratamentos, o que obteve melhor resultado foi 0 que continha apenas L.
casei, enquanto, os tratamentos que envolviam probiéticos e prebibticos em conjunto
obtiveram valores de bioacessibilidade altos.

A adicdo de probiodticos e prebiodticos aliado a questdo de prevencdo da
contaminacao, desde do inicio da producéo, pode ser um dos caminhos para reduzir
0 percentual e bioacessibilidade de contaminacdo de AFB1 em leites e derivados,

aliado ao fato de que estes compostos possuem propriedades funcionais.
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APENDICE A

Teste de Tukey studentized, ao nivel de 5% de

obtidas para reducéo de AFB:.
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Marked differences are significant at p < 05000

{1}
N=13570

14
=76.990

)
M=46,085

ol
M=83.470

£l
M=4.635

{6}
M=12.200

7
1=30.645

§
N=25.865

i
=57 485

{10
=40.710

i
M=30,335

{12
M=5.225

{13
M=25.640

{14
M=43.630

L)
=4, 250

{16)
M=2.3950

{1

0,000179

{2

{3

ui

£l

{6}

oo [—i o [ [ [ca [ ra

=1

==
=

—

—a
>

—
=3

—
=

=
o

—
=31

=
=

0000179
0,000185
0000179
0,000179
1,000000
0,01%457
0,045652
0000179
0,000301
0022632
0,000179
0,1983M1
0,000204
0000197
0263632

0,00019%
0,251664
0,775493
0,000179
0,000179
0,000179
0,005950
0,000179
0,000179
0,000604
0,000179
0,000162
0,000164
0,000179

0,000185
0,0001%

0,000179
0,000179
0,00011
0,043001
0018305
0239902
0977833
0,037048
0,939949
0,0037%4
0.99999
1000000
0,000179

0,000179
0251864
0,000179

0935241
0,000179
0,000179
0,000179
0,000134
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179

0,000179
0.775493
0,000179
0.999241

0,000179
0,000179
0,000179
0.000297
0,000179
0,000179
0,000185
0,000179
0,000179
0000179
0,000179

1,000000
0000179
0,000181
0000179
0,000179

0009557
0023531
0000179
0,000238
0,011590
0,000179
0109436
0000150
0000187
0456747

0,019457
0,000179
0,043001
0,000179
0,000179
0,009957

1,000000
0,000326
0421815
1,000000
0,002238
0.987622
0,134035
0101567
0,000247

0,045652
0,000179
0,018305
0,000179
0,000179
0023531
1000000

0000235
0219365
1000000
0001042
0.999563
0.059874
0,044574
0000354

0,000179
0008530
0,269802
0000134
0,00027
0,000179
0,000326
0,000235

0,022622
0,000300
0961435
0000188
0,090620
0113472
0,000179

0,000301
0,000179
0977833
0,000179
0,000179
0,000238
0421815
0219365
0022522

0,379668
0,248408
0051311
0,999961
0,999627
0,000179

0022632
0,000179
0,037048
0,000179
0,000179
0011590
1000000
1,000000
0,000300
0,379688

0,001946
0993143
0.1167%
0,065158
0,000259

0,000179
0,000604
0939849
0,000179
0,000185
0,000179
000223
0,001042
0961435
0248408
0001345

0,000345
0643534
073784
0,000179

0198371
0,000179
0,0037%
0,000179
0,000179
0109436
0.987622
0.999663
0.000188
0051311
0993143
0,000346

0,012439
0,009156
0,001083

0,000204
0,000182
0,99939%6
0,000179
0,000179
0000190
0134035
0039874
0.090620
0,99961
0116798
0643634
0012439

1,000000
0,000179

0,000197
0,000184
1,000000
0,000179
0,000179
0000187
0,101567
0044574
0,119972
0993627
0,068156
0737184
0009156
1,000000

0,000179

0263632
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0458747
0000247
0,000354
0,000179
0,000179
0,000259
0,000179
0,001083
0,000179
0,000179



APENDICE B

55

Teste de Tukey studentized, ao nivel de 5% de probabilidade para médias

obtidas para bioacessibilidade de AFBa.
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Tukey H3D test; Variable: Bioacessibilidade (Spreadshest?)
Marked differsnces are signficant at p < 05000
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