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Resumo

O leite constitui uma das fontes de nutrientes da dieta humana devido a sua composicao
nutricional, rica em proteinas de alto valor bioldgico, lipidos minerais e vitaminas. No
entanto, 0 seu consumo esté relacionado a ingestdo de contaminantes quimicos como as
micotoxinas. A aflatoxina B1 (AFB1) € a mais prevalente e a mais toxica e quando
ingerida por animais domesticos, tal como vacas leiteiras, através do consumo de ragdes
contaminadas, € excretada no leite, tecidos e fluidos bioldgicos desses animais.
Considerando que esses contaminantes sdo estaveis aos tratamentos téermicos, o uso de
micro-organismos que por meio de sua capacidade de ligacdo e/ou inibicdo com as
aflatoxinas podem promover a reducdo dos niveis disponiveis para absorcdo e
distribuicdo no organismo, tém despertado a atencdo dos pesquisadores. O destaque vai
para as bactérias acido laticas (BAL) amplamente utilizadas na industria de laticinios que
conferem maior disponibilidade de nutrientes e possivel reducdo de contaminantes. Em
relacdo aos prebidticos, poucos trabalhos tem avaliado a acdo de descontaminacdo destes
compostos e sugere-se, ainda, que possam ser sinérgicos aos probidticos na remocgao das
micotoxinas. Neste contexto, o trabalho teve como objetivo avaliar a acdo do micro-
organismo probiotico do género Lactobacillus e dos prebioticos inulina, beta-glucana,
polidextrose e oligofrutose, isolados ou combinados, em leites contaminados
artificialmente por AFB;, para avaliar a reducdo dessa micotoxina e sua
biodisponibilidade ap6s digestibilidade em um modelo de digestéo in vitro. Lactobacillus
plantarum foi inoculado nas amostras fortificadas com AFB;1 (10 pg.L™t) com compostos
prebidticos, de forma isolada e combinada, totalizando 12 ensaios distintos. A
biodisponibilidade foi determinada usando a simulacdo da digestdo gastrointestinal que
mimetiza as condi¢des fisioldgicas do trato digestivo até ao compartimento do célon. Os
ensaios apresentaram capacidade de remocdo de AFB: do meio, variando de 7,56% a
55,85%. O ensaio realizado com L. plantarum na presenca de inulina, oligofrutose e beta-
glucana foi o que apresentou maior reducdo (56%) no leite fortificado. A
bioacessibilidade para a matriz lactea foi de 15,62 a 35,63% para AFB1. O melhor
resultado para bioacessibilidade foi demostrando quando introduzido o prebiético inulina
ou oligofrutose de forma individual.

Palavras-chave: Micotoxinas; Derivados lacteos; Bactérias acido lacteas; Fibras
alimentares.
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Abstract

The milk represents one of dietary sources of nutrients for humans due to its nutritional
composition rich in high biological value proteins, lipids, minerals and vitamins.
However, consumption is related to the ingestion of quimical contaminants such as
mycotoxins. The aflatoxin B1 (AFB1) is the most prevalent and the most toxic and when
ingested by domestic animals, as dairy cattle, through contaminated feed intake, is
excreted in milk, tissues and biological fluids of these animals. Considering these
contaminants are stable to heat treatments, the use of micro-organisms through its binding
capacity and / or inhibition with aflatoxins, can promote the reduction of the available
levels for absorption and distribution in the body have attracted the attention of
researchers. The highlight is the lactic acid bacteria (LAB) widely used in the dairy
industry can also provide greater nutrient availability and possible reduction of
contaminants. Regarding prebiotics, few studies have evaluated the decontamination of
action of these compounds and it is suggested further that the probiotics to be synergistic
in the removal of mycotoxins. In this context, the study aimed to evaluate the effect of
the probiotic micro-organism of Lactobacillus and the influence of several prebiotics
inulin, beta-glucan, polydextrose and oligofructose, alone or in combination, in milk
artificially contaminated with AFBy, to evaluate the reduction of that mycotoxin and
bioavailability after digestibility in a in vitro digestion model. Lactobacillus plantarum,
was inoculated in spiked samples with AFB: (10 pg.L™t) with prebiotic compounds,
isolated and combined, a total of 12 different assays. The bioaccessibility was determined
using a simulated gastrointestinal digestion that mimics the physiological conditions of
the digestive tract until the colonic compartment. The tests showed capacity to remove
the AFB:1 from the environment, ranging from 7,56% to 55,85%. The test carried out in
the presence of L. plantarum, inulin, oligofructose and beta-glucan showed the reduction
(56%) in spiked milk. The bioaccessibility of AFs from milk matrix ranged from 15,62
to 35,63% for AFB1. The best result for the bioaccessibility was demonstrated when
introduced prebiotic inulin or oligofructose individually.

Keywords: Mycotoxins; Dairy products; Lactic acid bactéria; Food fibers.
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Capitulo 1

Introducéo







Nos primeiros anos de vida, as principais atividades do organismo centram-se no
crescimento e desenvolvimento saudavel, buscando fontes de nutrientes em alimentos que
promovam o bom desempenho destas funcdes vitais. Neste contexto, grupos de alimentos
de origem animal como carne, leite e ovos, bem como os de origem vegetal, entre massas,
leguminosas e cereais deverdo ser ingeridos em quantidades devidamente balanceadas
evitando desequilibrios.

Como matéria-prima de grande valor, o leite e seus derivados sdo a base
essencial na maioria das dietas alimentares ja que do ponto de vista nutricional fornecem
calcio e proteina de alto valor biolégico entre outros constituintes multifuncionais como
vitaminas e lipidos (ADAMS; MOSS, 2000; BEZERRA, 2008).

Hoje em dia encontram-se varios tipos de leite no mercado que “respondem” as
demandas dos consumidores relativamente ao sabor, nutricdo, salde e conveniéncia. As
varias formas de comercializacdo variam em termos de teor em gordura, teor em lactose
ou fortificagdo com nutrientes (vitaminas A, D e célcio) (VAMAM; SUTHERLAND,
2001). Das possibilidades existentes, o leite encontra-se nas formas fluida, concentrada
ou em pd. A forma fluida, com interesse especifico no decorrer do trabalho, € classificada
quanto ao tratamento térmico que recebe no estado cru (in natura), pasteurizado,
ultrapasteurizado e esterilizado. Ainda, em relacdo ao teor de gordura, pode ser
classificado como desnatado, semidesnatado e integral (BRASIL, 2011).

A matriz lactea pode sofrer contaminacdo quimica, fisica ou bioldgica nas
diferentes etapas de processamento e distribuicdo. Dentre estas, destaca-se a
contaminagdo por micotoxinas, que sdo compostos quimicos produzidos por fungos
toxigénicos. Dentre estas micotoxinas, as aflatoxinas produzidas por fungos do género
Aspergillus spp, A. flavus, A. parasiticus e A. nominus, entre outras de menor significado,
figuram como as principais (IHA et al., 2013). Abordando as que preferencialmente estéo
presentes na matriz lactea, aflatoxina B1 (AFB:1) e aflatoxina M1 (AFM1) sdo as que se
destacam. A AFMj, ndo sendo uma toxina produzida pelos fungos, resulta da
biotransformacdo da AFBi:. Por consequéncia, pela ingestdo de racdes e forragens
contaminadas com AFB1, os animais hidroxilam as mesmas, atingindo, & posteriori, 0
rendimento leiteiro por serem excretadas no leite na forma de AFM: (CREPPY, 2002).
Quando ingerida pelo animal por via de ragdo contaminada, entre valores de 0,5 a 5%, a

AFB: podera sofrer biotransformagdo em 90% atraves do seu organismo em 24 horas



(HUSSEIN, 2001). A fracdo transferida é varidvel, isto €, encontra-se dependente da
satde do animal leiteiro que advém de fatores (nutricionais e fisioldgicos) conjugados
que influenciam esta passagem, entre eles a taxa de ingestdo, a taxa de digestdo, a
biotransformacdo hepética e a quantidade de leite produzida, criando dessa forma uma
variabilidade de aflatoxina ndo quantificavel.

Pesquisadores e autoridades competentes tém divulgado a ocorréncia e
expressividade de AFM: no leite (GIMNEO; MARTINS, 2011; KOURY; ATOUI;
YAGHI, 2011; IHA et al., 2013; DUARTE et al., 2013; BRASIL, 2015; FLORES -
FLORES, 2015). No entanto novos estudos referem que ndo é necessaria a conversao de
AFB: em AFM; para que a sua presenca e efeito no leite sejam praticados. Visto que
AFB: tem maior toxicidade que AFM; (HUSSEIN; BRASEL, 2001; ZAIN, 2011) devem
ser aplicados meios de detecdo e combate a sua incidéncia que mostrem a presenca de
AFB: no leite. Desta forma, a revisao a legislacdo e regulamentagdes nacionais e mundiais
sobre os limites maximos tolerados tém sido reajustados. Em amostras de leite tratadas
termicamente a presenca de AFB; (0,4 ug.L ™) recuperada do aflatoxicol, um produto de
degradacéo, foi evidenciada por Carvajal et al. (2003). Valores na ordem de 1,47 e 0,69
g.L%, para leite pasteurizado e UHT, respectivamente, foram comprovadas por Scaglioni
etal. (2014).

A AFB;: é classificada como grupo 1 (agentes cancerigenos para 0s humanos),
(IARC, 2012). Os efeitos adversos causados pela mesma afetam especialmente o figado,
rins, sistema nervoso, enddcrino e imunitario (IARC, 2002) em gue 0 mecanismo de acao
sobre 0 organismo se encontra dependente da micotoxina ingerida. Na natureza, estdo
entre 0s compostos com maior poder carcinogénico, mutagénico e teratogénico,
hepatotoxico e imunossupressivo em seres humanos e animais dependendo da exposi¢do
(dose de aflatoxina) a que estdo sujeitos (HERNANDEZ-MENDOZA et al., 2009z;
BOVO, 2011).

O recurso a bactérias lacticas probidticas tem sido uma das formas de
descontaminagéo de aflatoxinas por métodos biolégicos mais utilizados, como confirmam
0s estudos desenvolvidos por Fuchs et al. (2008); Fazeli et al. (2009); Bovo; Corassin;
Oliveira (2010); Dalié; Deschamps; Forget (2010); Granato et al. (2010); EL-Khoury;
Atoul; Yaghi (2011); Gerbaldo et al. (2012); Serrano-Nino et al. (2013) e Annuziata;

Vecchio (2013), que comprovam que 0 recurso a estas cepas probidticas removem e/ou



inativam as formas de aflatoxinas (M1 e B1) impedindo a sua adsorgdo pelas celulas
intestinais do consumidor. Estes processos resultam na reducgdo da sua bioacessibilidade,
minimizando assim 0s danos causados ao ser humano. Embora pouco se saiba sobre a
dose eficaz para estirpes particulares, altos nameros de bactérias vidveis sao
recomendados para a eficacia de alimentos probioticos. Com base em culturas vivas ou
em metabdlitos produzidos por meio de fermentacéo é possivel projetar bactérias de grau
alimenticio gque intensificam a producdo de compostos biogénicos e que restabelecem a
fisiologia do trato digestivo e intestinal humano.

Existe, também, uma curiosidade crescente por agentes prebioticos, ingredientes
ndo digeriveis pelo consumidor mas que afetam de modo benéfico o hospedeiro através
do crescimento e/ou exibicdo de atividade seletiva em relacdo a um numero limitado de
bactérias do intestino, capazes de contribuir beneficamente para a saude (FIGUEROA-
GONZALEZ et al., 2011; MALLEBRERA et al., 2013). Estes compostos deverdo ser
absorvidos somente na parte gastrointestinal (exposicdo interna ao contaminante)
promovendo a microflora intestinal de forma seletiva. Mais estudos devem ser realizados
na contribui¢ao por parte dos prebioticos juntando-se a Meca et al. (2012a) e Mallebrera
et al. (2013) na descoberta da reducédo da bioacessibilidade de micotoxinas.

O mercado disponibiliza uma ampla gama de produtos funcionais de conteudo
probidtico e prebidtico a titulo individual ou em conjunto, ou seja, com funcdes
simbioticas, pela preocupacdo com a alimentagio ou como forma de
precaucdo/tratamento de desequilibrios gastrointestinais. Por impregnacdo de culturas
bacterianas com propriedades probioticas que proporcionem uma atividade intestinal
“mais saudavel” reduzindo as multiplas consequéncias maléficas, pretendeu-se alargar o
conhecimento no leite, uma vez que ndo ha dados sobre a dose de probidtico necessaria
que deve ser incluida neles para que o efeito benéfico no organismo ocorra, bem como

que prebidtico(s) poderiam ser adicionados de modo a amplificar o seu efeito.
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Capitulo 2
Obijetivos







2.1 Objetivo geral

Avaliar a acdo do micro-organismo probidtico e a contribui¢do de prebidticos
sobre a reducdo dos niveis da aflatoxina B1, bem como sobre a sua bioacessibilidade em
leite UHT integral.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a agdo da cepa Lactobacillus plantarum como micro-organismo
probiotico e dos prebioticos oligofrutose, inulina, polidextrose e beta-glucana,
isolados ou combinados, na reducdo da aflatoxina B1 em leite UHT integral

artificialmente contaminado.

e Avaliar a acdo da cepa Lactobacillus plantarum como micro-organismo
probidtico e dos prebioticos oligofrutose, inulina, polidextrose e beta-glucana,
isolados ou combinados, na bioacessibilidade da micotoxina apds a digestéo in

vitro das amostras.

e Avaliar a influéncia das variaveis concentracdo de micotoxina, tempo de
descontaminacdo e concentracdo de prebidticos oligofrutose, inulina, polidextrose
e beta-glucana, sobre as respostas de percentual de remocéo e bioacessibilidade
da aflatoxina By por meio de aplicacdo de um planejamento de Plackett & Burman

de 12 ensaios.
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Capitulo 3
Revisdo da literatura







3.1 Industrializacao do 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 (BRASIL, 2011). O leite de vaca tem especial destaque entre os tipos de leite
consumidos correspondendo a 83% da produgdo mundial de leite. O leite de bdfala
apresenta o segundo lugar com 13%, a terceira posicdo para leite de cabra com 2% e
quarta para leite de ovelha com 1%. O restante agrupa o contetdo produzido por outras
espécies lactantes entre elas os camelos, equinos e iaques (FAO, 2015).

Quimicamente, o leite € uma dispersdo mista, opaca, de cor branca, levemente
adocicado, de carater neutro, constituido de gorduras em emulsdo, proteinas em estado
coloidal (caseina), hidratos de carbono (lactose), sais (citratos e fosfatos) e vitaminas (A
e D) em solucdo num meio dispersante (dgua) (OLIVEIRA, 2010). A composi¢do
centesimal varia consoante a procedéncia, dentro da mesma espécie ou entre espécies
diferentes no leite fluido (Tabela 1) (AUGUSTINHO, 2010).

Tabela 1 - Percentagem das fragdes de constituicdo do leite de vaca.

Constituintes do leite Concentragdo da fragdo (g.L™?)
Proteinas 34
Lipidos 37
Agua 870
Hidratos de carbono (lactose) 48
Vitaminas Tragos
Sais minerais (céalcio, fosforo) 2

Fonte: Adaptado de Adams e Moss, (2000).

A economia pode ser afetada em grande escala por perdas de qualidade dos
alimentos e o leite e seus derivados ndo ocorre exce¢do. Os paises com maior indice de
producio e consumo de leite fluido sdo a Unido Europeia, india e Estados Unidos
(Tabela 2), com destaque para a constante implementacdo de avancos

tecnoldgicos nesse segmento.
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Tabela 2 — Producao mundial de leite de vaca (mil t) registado entre os periodos de 2013 a
2016.

2014 Taxa de crescimento
, 2014 2015 2016 Part. Média
Pals 2013 @ O el M2 o065 201514 20141 2012114
periodo  prod. (%0) (%0) (%)aa  a 20241
(%) (%) aa
UE(28) 1401 1465 1470 146,98 14095 302  -0,01 0.3 2,0 1,0
Bstados g1 57 9346 9471 9605 9119 195 14 13 16 13
Unidos
india 5750 6050 6350 6597 5675 @ 122 3,9 5,0 4.2 1,9
Brasii 3535 3747 3897 4060 3482 75 42 4,0 42 25
China 3430 3725 3750 38374 3371 72 23 07 67 2,6
Russia 3052 3055 2950 31,123 3114 67 55 -34 1,2 03
Zg'gr‘{gia 2020 21,89 2167 22000 2040 44 15 -1,0 49 23
México 11,29 1146 1168 11750 11,27 24 06 1,9 1,2 07
Ucrania 11,18 1120 1116 11227 1106 24 06 -0,4 1,2 05
Argentina 1151 1110 10,70 10,992 1144 24 27 -3,6 11 1,7
Austrlia 940 9,70 9,80 10123 9,62 2.1 33 1,0 05 18
Canada 844 840 853 8620 846 1,8 1,0 15 0,0 05
Japio 750 731 735 7384 748 1,6 04 05 -0,7 -0,1
Uruguai 2,21 2,216 229 2324 3,30 07 13 1,9 3,0 13
Corglij"i d 509 207 206 2060 204 04 -0,2 -0,4 32 0,001
Formosa 3,558 347 350 350 347 0.1 0,0 0,9 1,1 -
Filipinas 19 20 20 21 19 0,0 63 0,0 55 1,9
Total 4733 4915 4968 50596 467,05 1000 18 1,1 24 -

Nota: * Projecdes de percentuais de crescimento da produgéo para 2016 conforme a publicagcdo OCDE/FAO
Agricultura 2015 - 2024. As projecdes OECD/FAO levam em conta a produgdo de leite bovino, bufulos,
cabras, ovelhas e camelos até 2022. Para 2015 (e - estimativa) e 2016 (p - projecéo). Considerou-se 1 litro
= 1,032 kg para o Brasil.

Fonte: Adaptado de COMPANHIA...,2015.

No 3° trimestre de 2014 foram adquiridos pelas indUstrias processadoras de leite
6,267 bilhGes de litros do produto com uma diferenca de 2,77 bilhdes em relacdo ao
trimestre anterior para 0 mesmo periodo contabilizado (COMPANHIA..., 2015, p. 6) o
que faz do Brasil uma das poténcias produtoras de leite a nivel mundial, com lugar na 42
posicdo de ranking (EMBRAPA, 2015).

No Brasil, é notoria a disparidade registada entre as regides norte, sul e centro

em termos de quantidade de leite (Tabela 3), pela percentagem de variacdo relativa na
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comparacdo de valores em litros de leite produzidos entre 2013 - 14 para 0S mesmos
meses de julho e setembro. O consumo interno previsto para 2015 ronda os 185,7
litros/per capita/ano e para 2016 cerca de 191,3 litros/per capita/ano.

O leite contém varios compostos que possuem funcionalidade bioldgica como a
caseina e as demais proteinas presentes no soro, por serem fontes de peptideos bioativos
que podem desempenhar funcBes fisioldgicas positivas como a diminuicdo da
hipertensdo, atividade antimicrobiana e antioxidante (HARTMANN, 2009). A qualidade
nutricional do leite esta estreitamente relacionada com as caracteristicas fisico-quimicas,
sensoriais e microbioldgicas que possui. Ambas deverdo ser preservadas em toda a cadeia
produtiva no segmento da obtencdo de um produto integro. Alguns fatores podem
comprometer este requisito como as elevadas taxas microbianas, as deficiéncias no
sistema de refrigeracdo, as longas distancias percorridas pelo leite cru, as temperaturas
ambiente elevadas e as falhas nos cuidados com higiene ao longo da cadeia produtiva
(HARTMANN, 2009). Desta forma, atividades de producdo priméaria avaliam a qualidade
higiénica e sanitaria do leite bem como a composicao quimica das formas de consumo na
busca de prevencéo de possiveis contaminagdes. A monitorizacao e controlo de produtos
alimentares permitem obter um alimento de alta qualidade tanto pelo seu sabor como pela
sua durabilidade. A indUstria exige que se entregue leite com parametros de qualidade
desejados, parametros esses de relativa importancia no alerta da populagéo sobre o perigo
da ingestdo de produtos que podem colocar em risco a sua saude (OLIVEIRA, 2011).

Por fatores diversos, o leite torna-se um produto facilmente exposto aos
diferentes tipos de riscos fisicos, quimicos e biol6gicos. Dentre 0s compostos quimicos
toxicos, sdo os residuos de antibidticos e micotoxinas os que apresentam particular
interesse (JAY, 2005; DOS SANTOS et al., 2014), sobretudo as micotoxinas pela sua
correlacdo com a ingestdo de alimentos contaminados justificando a necessidade em se

estudar o impacto das mesmas na salde humana e animal.
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Tabela 3 — Quantidade de leite cru adquirida. 3° Trimestre de 2013 — 2014.

Quantidade de Leite cru adquirido (mil toneladas)

Brasil. Regido e UF Julho — Julho — Valor
Setembro Setembro 2013 Valor Absoluto  Valor Absoluto relativo
2013 (%)
Brasil 5990 936 6 267346 276 410 276 410 4,6
Norte 299 792 282 061 -17731 -17731 -59
Ronddnia 180 219 172 842 -7377 -7377 -4,1
Acre 3255 3142 -113 -113 -3,5
Amazonas 1362 1700 338 338 24,8
Roralma 407 355 -52 -52 -12,8
Amapa - - - - -
Nordeste 302 374 332 756 30382 30382 10,0
Maranhéo 20028 20171 143 143 0,7
Piaui 4123 5026 903 903 21,9
Ceard 60 838 70 307 9 469 9 469 15,6
Rio Grande do Norte 12 233 12593 360 360 2,9
Paraiba 11 162 14 533 3371 3371 30,2
Pernambuco 54 723 57 349 2 626 2 626 48
Alagoas 20232 18 680 - 1552 - 1552 -1,7
Sergipe 35338 43920 8 582 8 582 24,3
Bahia 83 697 90179 6 482 6 482 7,7
Sudeste 2403614 2416 261 12 647 12 647 0,5
Minas Gerais 1 553 660 1581 897 28 237 28 237 1,8
Espirito Santo 69 379 73611 4232 4232 6,1
Rio Janeiro 124 040 122 077 -1000 -1000 -1,0
Sé&o Paulo 655 932 637 776 - 18 156 - 18 156 -2,8
Sul 2227130 2423748 196 618 196 618 8,8
Parana 722 457 776 856 54 399 54 399 7,5
Santa Catarina 576 399 655 681 79 282 79 282 13,8
Rio Grande do Sul 928 275 991 210 62 935 62 935 6,8
Centro Oeste 758 026 812 520 54 494 54 494 7,2
Matogrosso 130083 134735 4 652 4 652 3,6
Goiés 581 829 631 936 50 107 50 107 8,6

Fonte: Diretoria de Pesquisas, Coordenacdo de Agropecuaria - Pesquisa Trimestral do Leite. Retirado de
INSTITUTO..., 2015 p.45.
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3.2 Aflatoxinas

3.2.1 Aspetos gerais

Os contaminantes alimentares sdo categorizados como bioldgicos (bactérias,
fungos, virus, parasitas patogenicos e protozoarios patogenicos), fisicos (metais, madeira
ou qualquer tipo de material palpavel, vidro ou objeto que possam causar dano ao
consumidor) e quimicos (toxinas naturais - toxinas paralisantes, neurotoxicas, amneésicas
e diarreicas, ciguatoxinas; toxinas fangicas — micotoxinas, metabdlitos e tdxicos de
origem microbiana, histaminas e tetrodotoxinas, contaminantes inorgéanicos toxicos,
anabolizantes, antibioticos, herbicidas, pesticidas, aditivos, lubrificantes, desinfetantes
entre outros) (EARLY, 2000; JAY, 2005; DOS SANTOS et al., 2014).

O termo micotoxina surge do grego “mykes” e “toxicum” que correspondem a
fungo e toxina (GONCALEZ et al., 2001) existindo inimeros tipos ja descobertos que se
agrupam por apresentarem entre si caracteristicas estruturais similares e o efeito toxico
subjacente (BHAT et al., 2010). As micotoxinas quando absorvidas, ingeridas ou inaladas
podem causar doenca ou morte (JOBIM et al., 2014).

As aflatoxinas constituem um grupo primordial dentro das micotoxinas e
integram 0s quatro tipos principais: AFBi, AFB2, AFG: e AFG,. Estas podem ser
produzidas por varias espécies do género Aspergillus que contaminam os alimentos, entre
o0s quais A. flavus, A. parasiticus e A. nomius (IHA et al., 2013). Dentre as aflatoxinas, a
B1 (AFB1) é a que se destaca pelo seu elevado potencial toxigénico e é produzida
principalmente por fungos da espécie A. flavus, podendo ainda ser produzidas por A.
parasiticus e A. nominus (DILKIN et al., 2000; JAY, 2005).

Quimicamente as aflatoxinas apresentam estruturas similares, um grupo de
compostos heterociclicos oxigenados com um ndcleo de cumarina e dois anéis de
bifurano e pentanona, com distingdo nas ligagdes duplas (Figura 1). A série G e B diferem
quimicamente entre si pela presenca de um anel 3-lactona, no lugar do anel
ciclopentanona. Uma dupla ligacdo 8, 9 é encontrada na forma de um éter vinil no anel
terminal furano nas aflatoxinas B1 e Gy mas ndo em B> e G». Essas varia¢fes que diferem
as aflatoxinas estruturalmente estdo associadas também as suas atividades, sendo as

aflatoxinas B1 e G; carcinogénicas e consideravelmente mais tdxicas que Bz e G2 cujo
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local responséavel pela mutagenicidade se situa na dupla ligacéo (Cz - Cs3) da sua estrutura
(HUSSEIN; BRASEL, 2001). A AFM: é um produto hidroxilado da AFB1, e a AFB>
surge na forma 2,3 - dhidro da AFB: enquanto que a AFG: é a forma 2,3 - dihidro da
AFG: (JAY, 2005). Quando algumas destas substincias sdo transformadas (“reacao de
desintoxica¢do”) pela associac¢do ao acido glucurénico ou sulfatos devido a presenca do
grupo hidroxila na molécula, presente no figado, surge o AFP1, AFQ: e aflatoxicol,
consideradas substancias menos toxicas e insollveis (FINK-GREMMELS, 2008;
GIMENO; MARTINS, 2011).

AFP1 AFQ1 Aflatoxicol

Figura 1 - Estrutura quimica de algumas aflatoxinas e seus compostos biotransformados.
Fonte: Adaptado de Juan; Burdaspal; Soriano (2007) e Guengerich et al. (2001, p.1).

A exposicdo humana e animal as aflatoxinas ocorre predominantemente pela
ingestdo de alimentos e racOes e forragem contaminadas, respectivamente (OLIVEIRA
et al., 2010). A ocorréncia natural no caso dos animais ocorre de duas formas: via direta

e indireta. Na contaminacao direta, o fungo toxigenico utiliza como substrato as forragens
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e vegetais para crescimento, desenvolvendo-se com diferentes estagios na producéo e no
transporte e/ou armazenagem dos alimentos até ser ingerido; a contaminagdo indireta
ocorre quando a micotoxina entra em contato com forragens e racdes animais (CREEPY,
2002; DUARTE et al., 2013).

Existe uma relagdo 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 fracdo de um composto bioativo presente em uma matriz ingerida
pelo humano que nao se modifica estruturalmente por meio das reagdes ocorridas no trato
digestivo e, assim, torna-se disponivel para absorcéo intestinal (FERNANDEZ-GARCIA
et al., 2009; MALLEBRERA et al., 2013). Desta forma, a matriz em si pode afetar as
propriedades especificas dos compostos, ou seja exercer, em parte, alguma influéncia
sobre a absorcdo ou metabolismo do contaminante. E no intestino delgado que este se
considera estar disponivel para a absor¢do intestinal (VERSANTVOORT et al., 2005). A
complexidade dos processos digestivos torna dificil a quantificacdo do risco da ingestdo
de contaminantes provindos de diferentes matrizes e por isso, modelos de digestéo in vitro
vem sendo amplamente utilizados para avaliar a biodisponibilidade oral humana de
compostos contaminantes de leites e outros alimentos (KABAK; OZBEY, 2012b). Até a
data, ndo foram relatados estudos que avaliaram o risco para humanos da ingestdo da
AFB: em leite.

E possivel afirmar, com base na literatura, que a taxa de transferéncia referente
a AFB;: ocorrida da ragdo para o leite de vacas se situa entre 1 e 3% (CREPPY, 2002).
Porém, tais valores podem oscilar uma vez que se encontram fortemente dependentes de:
raca, salde individual e sensibilidade, quantidade de AFB: ingerida (tipo de dieta) e
producdo de leite (JOUANY; DIAZ, 2005; DUARTE et al., 2013). Num conjunto de dez
amostras representativas, 2,3% da AFB;: presente na racdo foi excretada na forma de
AFM;: no leite (DE OLIVEIRA et al., 2010). Stoloff (1997) e Battacone et al. (2003)
relataram que a AFM; pode ser encontrada no leite animal ap6s a primeira ingestdo de
AFB1 num periodo de 12 a 24 h. Jouany e Diaz (2005) mencionaram que a transferéncia
média numa dieta de AFB1 para AFMz no leite € de 1,7%. Os mesmos autores calcularam
que 30 ppb de AFB1 em alimentos ira resultar em 0,5 ppb AFM3, valores estes acima dos
limites regulamentares estabelecidos nos EUA. Foi ainda expresso para AFB: uma
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excrecdo entre 0,3 a 6,2% na forma Mz apds 3 dias com um pico registado nas 3-6 h
(CREPPY, 2002; MASOREO et al., 2007; BATTACONE et al., 2012).

Ja em humanos, Creppy (2002) alega que ocorre a transformacéo absoluta em
AFM; apos ingestdo da originaria, sendo possivel estabelecer uma comparagao entre as
suas propriedades toxicoldgicas. Murphy et al. (2006), Bando et al. (2007) e Romero et
al. (2010) analisaram a urina de pacientes contaminados afirmando que a mesma pode ser
utilizada como biomarcador dado que existe uma boa correlacdo entre AFM1 presente nos
fluidos corporais e a dose de exposicdo a AFB;1 a que o paciente fica sujeito.

Com base na avaliagdo da LDso (dose letal necesséria para a morte de 50% dos
individuos) a AFB; é a mais tdxica entre as aflatoxinas, seguida de AFM1, AFG1, AFB>
e por fim AFG, como ja havia sido reportado pela IARC (LACIAKOVA, et al., 2008).
Efeitos mutagénicos, hepatdxicos, carcinogénicos e teratogénicos em animais e
humanos sdo os principais efeitos provocados na satde de forma continua (BOVO, 2011).
Dados de Wu e Tritscher (2011) revelam que os adultos sdo menos suscetiveis ao
aparecimento de hepatotoxicidade aguda do que as criangas, o que faz delas um grupo de
risco ao qual se devera dar especial importancia, devido principalmente ao alto consumo
de produtos contaminados pelos diferentes grupos de aflatoxinas, como o leite e derivados
lacteos.

Pelo notorio risco das aflatoxinas uma maior compreensdo sobre as possiveis
vias de contaminacdo, doses disponiveis para absorcdo no organismo e conhecimento
efetivo das consequéncias que comportam, poderdo manifestar-se numa melhoria

significativa da qualidade dos alimentos.

3.2.2 Aflatoxina B1 em leite e derivados lacteos

O leite contribui para melhoria da nutricho e seguranga alimentar,
particularmente nos paises em desenvolvimento (KAZEMI; MOHAMMAD;
AZIZOLLAHI, 2013). Estudos tém demonstrado que o seu consumo pode modelar o
estado de salde das pessoas em termos de eficiéncia, quociente de inteligéncia (Ql),
reducdo do risco de doencas infeciosas, regularizacdo das atividades metabdlicas,

diminuicdo da pressdo arterial, aumento de lipidos benéficos (lipoproteina de alta
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densidade), prevencgdo de cancro do célon e osteoporose (YITBAREK; TAMIR, 2014).
No entanto, este produto, nas diversas formas disponiveis para consumo pode ser um
vetor para a introducdo de contaminantes de origem quimica no corpo humano, entre eles
as micotoxinas, especialmente aflatoxinas pela estabilidade apresentada durante o
processamento térmico aplicado a matéria-prima (SCAGLIONI et al., 2014). Em funcéo
disso, séo varios os casos de ocorréncia de AFM1 em amostras de leite mas também em
seus derivados como queijos, iogurtes e manteigas, onde foram ja detetadas (DUARTE
etal., 2013; IHA et al., 2013).

Embora a AFM; seja relatada como aquela que apresenta a maior ocorréncia em
leite (COFFEY; CUMMINS; WARD, 2009) é importante que se retinam esforcos para a
aplicacdo de estudos que foquem na sua percursora (AFB1). Dependendo da
contaminacdo inicial da racdo animal o processo digestivo ndo evita a presenca de AFB;
nos fluidos corporais (CARVAJAL et al., 2003; SCAGLIONI et al., 2014). Neste ambito
torna-se imprescindivel avaliar a sua qualidade e inocuidade, risco de exposi¢do do
lactante, vigilancia sanitaria e quantificar os contaminantes passiveis de intervir, ja que
se da inicio a inclusdo de outros tipos de leite, que ndo o materno, como um nutriente para
0 desenvolvimento das criancas. A razéo desta maior suscetibilidade deve-se ao fato das
criancas possuirem uma elevada taxa metabdlica, baixo peso corporeo, baixa habilidade
de destoxificacdo e o incompleto desenvolvimento de alguns érgdos e tecidos,
principalmente do sistema nervoso central (WHO, 2006). O consumo frequente expde-
nas ao potencial risco de ingestdo o que leva a uma preocupacdo atual neste tipo de
produtos, embora o controlo por parte das autoridades seja exercido (GURBAY et al,;
2010).

Sdo inumeros trabalhos que ddo énfase a ocorréncia de AFMi em leite e
derivados lacteos, existindo ja limites minimos estipulados para certos alimentos na
legislacdo vigente (BRASIL, 2012). Contudo, para AFB1 apenas existe regulamentacao
para controlar os seus niveis em racdes e forragem o que comporta a necessidade de uma
chamada de atencéo especial para pesquisas como Zain (2011), Scaglioni et al. (2014) ¢
Carvajal et al. (2003) que refutam a ideia de que esta aflatoxina é completamente
convertida em AFM¢, ou seja, ndo sao so os produtos biotransformados que se manifestam
no leite, a sua percursora (AFB1) pode estar contida na matriz alimentar. Avaliou-se a sua

ocorréncia em amostras de leite pasteurizado e UHT alcangando testes positivos com
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médias de 41,7 e 13,3%, respectivamente (Scaglioni et al., 2014); no México amostras
tratadas termicamente, com valores na ordem dos 0 a 0,40 ug.L™! revelaram a existéncia
de uma inter-reconversdao entre AFB;:-Aflatoxicol-AFB: (CARVAJAL, 2003). O
aflatoxicol podera ser reconvertido rapidamente por oxidacdo em AFB1 e como tal é
possivel afirmar que 0 mesmo serve de "reservatério™ para AFB: in vivo, aumentando o
tempo de vida eficaz no corpo (WONG; HSIEH, 1980). Em leites fortificados, o
aflatoxicol representa um perigo para a saude, especialmente em criangas uma vez que
estas tém dietas alimentares a base de leite. Em seres humanos, no leite materno, foram
detetadas aflatoxinas quando mulheres foram submetidas a uma dieta contaminada com
AFB1 como nos trabalhos de Versantvoort et al. (2004); Navas, Sabino e Rodriguez-
Amaya (2005); Dashti et al. (2009); Gurbay et al. (2010) e Adjumo et al. (2013). AFB;
foi descoberto em leite humano na Turquia, com valores de 0,09 a 4,10 mg.L!' (Gurbay
et al., 2010). Existe portanto um consenso entre os especialistas de que a AFB1 €, na
realidade, um pré-carcinogéneo o qual requer ativacdo metabolica in vivo para manifestar
os seus efeitos toxicos (BIEHL; BUCK, 1987; HSIEH; ATKINSON, 1991; WOGAN,
1992). Nesse ambito, devera ser dada especial atengédo a sua presenga efetiva e ndo apenas
aos metabdlitos provindos dela, fazendo-se necessaria a possibilidade de também ela
possuir legislacdo aplicavel para os diferentes paises.

Numa abordagem superficial, a degradacéo de toxinas traduz-se pela completa
ou parcial conversdo em compostos menos toxicos, nao tdxicos, ou, em alguns casos,
mais toxicos que os iniciais (GROOPMAN; KENSLER; WILD, 2008). A determinacao
da sua toxicidade num estudo torna-se fundamental.

E por via sanguinea, através de difusio passiva, que ocorre a absorcio das
aflatoxinas no trato digestivo e que células podem ser tornadas toxicas em locais como
glandula mamaria e placenta (WILD; TURNER, 2002; VERMA, 2004; WILD; GONG,
2010) promovendo a secre¢do de fluidos corporais toxicos. Em termos de toxicidade, a
bioativacdo enzimatica é um pré-requisito fundamental para a metabolizacdo e excre¢do
toxica/cancerigena de uma toxina. (FERLAY et al., 2010). O figado é o 6rgao central
ainda que possa também ocorrer no rim. E também no trato intestinal que os produtos
quimicos ingeridos se deparam com uma das barreiras do organismo, e como tal um alvo
vulneravel, especialmente para criancas lactantes uma vez que se encontram dependentes

de produtos lacteos e apresentam maior suscetibilidade (Scaglioni et al., 2014).
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A inducdo de carcinoma hepatocelular (HCC) em seres humanos é considerado
uma das principais causas de morte no mundo atribuidas ao cancro (FERLAY et al.,
2010). Caracterizado por ser um tumor maligno priméario do figado, esta intimamente
ligado a exposicdo a AFB;: (PEERS et al, 1987; LIU; WU, 2010; WILD; GONG, 2010)
refletindo a prevaléncia a exposi¢cdo aos alimentos contaminados e um aumento da
suscetibilidade a HCC. Liu e Wu (2010) revelam dados de casos registados nos valores
de 4,6 a 28,2% atribuidos a AFB:.

A maioria das pesquisas focaliza a biotransformacéo de AFB1 com formacéo do
AFB:1-8,9-epoxido (AFBO), considerada a biotransformacdo hepética mais significativa
perante outros compostos, menos toxicos, que podem ser originados e assim exercer a sua
toxicidade e mutagenicidade. A razdo esta na formacdo de adutos com macromoléculas
de &cido desoxirribonucleico (DNA), acido ribonucleico (RNA) e proteinas executada
por enzimas especificas do Citocromo P450 (AFB: hidroxilase, envolvida no
metabolismo xenobidtico humano) que podem originar mutacGes ou causar toxicidade
aguda (aflatoxicose) (GUENGERICH, 2001; GROOPMAN et al., 2008; HAMID et al.,
2013).

Pessoas expostas as aflatoxinas na dieta excretam AFMi, AFP; e AFB;-N'-
guanina na urina (Groopman et al., 1985) por apresentarem bastante solubilidade. AFB:
pode provocar uma série de efeitos, direta ou indiretamente, associados a sua toxicidade:
inibicdo de enzimas de sintese; imunossupressao, producdo de moléculas precursoras de
horménios sexuais modificados, reducdo da reprodutividade, reducdo da taxa de
crescimento, e consequéncias na absorc¢éo e eficiéncia dos alimentos (WILD; TURNER,
2002; VERMA, 2004; RAWAL; KIM; COULOMBE, 2010) e ainda carcinomas nos rins,
pulmdo, colon e sistema nervoso (SHUAIB et al., 2010). Como consequéncia, a
aflatoxicose aguda é manifestada por vomitos, dor abdominal, edema pulmonar, coma,
convulsbes e aparecimento de gordura no figado, rim e coracdo (RAWAL; KIM;
COULOMBE, 2010).

Por esta razdo, existe uma grande procura de novas estratégias para reduzir a sua
biodisponibilidade ou bioacessibilidade como forma de combate (SERRANO-NINO et
al., 2013) salvaguardando a saude dos consumidores.
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3.3 Probiéticos

A palavra probiotico significa “a favor da vida” sendo aplicada quando se
pretende designar os efeitos benéficos proporcionados pelos mesmos para seres humanos
e animais a partir de bactérias. Os probioticos sdo micro-organismos vivos que, quando
consumidos nas doses apropriadas e com alguma frequéncia, podem ser acrescentados
aos alimentos com o propasito de regular a microflora intestinal do hospedeiro resultando
em efeitos benéficos (FAO/WHO, 2006).

Nos ultimos 20 anos, pesquisas relativas aos probidticos progrediram
consideravelmente com notaveis informacdes sobre a selecédo e caracterizagdo de culturas
especificas, justificando o seu emprego e alegacGes de salde em relacdo ao consumo
(FAO/WHO, 2006). Mais de metade do peso da matéria encontrada no colon corresponde
a células bacterianas, cujo numero € dez vezes maior do que as células dos tecidos que
constituem o corpo humano (FAO/WHO, 2006). O destaque atual centraliza-se no
desenvolvimento de produtos onde os géneros Lactobacillus e Bifidobacterium figuram
como 0s probidticos mais empregados em alimentos estudados in vivo, in vitro e ex vivo
(Hernandez-Mendoza, Garcia e Steele (2009), Hernandez-Mendoza, Guzman-De-Pena e
Garcia (2009), Hernandez-Mendoza et al. (2010), Hernandez-Mendoza et al. (2011);
Deshpande; Rao; Patolea (2011); Karimi; Sohrabvandi; Mortazavian (2012); Serrano-
Nino et al. (2013) e os derivados lacteos como os meios mais utilizados para a
incorporacdo destes micro-organismos (SAAD, 2006). A garantia das capacidades
funcionais dos probidticos na matriz lactea estd inteiramente associada a fatores de
processamento e armazenamento (GRANATO et al., 2010).

No decorrer do processo de biodegradacéo, o auxilio de micro-organismos torna-
se uma mais-valia na reducdo da concentracdo de aflatoxinas em produtos alimentares,
desde que asseguradas as normas e requisitos de qualidade e seguranca alimentar
indispensaveis na cadeia. No entanto, terdo de apresentar eficiéncia, especificidade e
garantias de que a AF seja removida com sucesso (WU et al., 2009). Além de poderem
ser utilizados como compostos naturais e ndo prejudicarem o meio ambiente (WU et al.,
2009) sdo frequentemente utilizados em estudos que visam a degradagéo das micotoxinas
pela apresentacéo de resultados promissores (BOVO, 2011; KABAK; OZBEY, 2012b).

Pretende-se assegurar o equilibrio da microflora no intestino, constituindo uma barreira
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eficaz contra a colonizacao de patdgenos e substratos metab6licos produzidos (vitaminas
e &cidos gordos de cadeia curta) com estimulo do sistema imunitério para criar defesas
imunolodgicas. Como resultado dessa acdo seletiva, ocorre menor producdo de amonia e
toxinas patogénicas que preservam o epitélio intestinal (GAGGIA; MATTARELLI;
BIAVATI, 2010; FRITZEN-FREIRE, 2013).

Varias bactérias probidticas comumente utilizadas em produtos alimentares,
revelaram ligar-se de forma eficiente a AFB: in vitro (EL-NEZAMI et al.,1998;
HASKARD et al., 2001; LEE et al., 2011). Acresce dizer que praticamente a totalidade
dos trabalhos realizados para remogéo de aflatoxinas por BAL em leites séo testados com
recurso a solugdes tampao justificados pelos muitos interferentes que o leite possui, como
a caseina, que diminuem a sua biodisponibilidade (PIERIDES et al., 2000). No entanto,
um método pratico, econémico e seguro para desintoxicacao ndo esta disponivel.

Dentre a grande variedade de efeitos de carater saudavel a eles atribuidos, as
acoes biologicas pelas “substancias bioativas” sdo as que despertam maior interesse
focando-se nas anticancerigenas, as hipocolesterolémicas e as antagonicas dos agentes

patogénicos intestinais.

A substéncia Bioativa significa que além dos nutrientes, 0os nao
nutrientes possuem acao metabdlica ou fisiolégica, seguido do nome
da fonte da qual foi extraida e acompanhada da forma de apresentacao
do produto especifico. No caso dos Probi6ticos, deve constar a
guantidade dos micro-organismos viaveis, que garanta a acdo alegada
dentro do prazo de validade do produto. Esta informacdo deve estar
préxima a alegacéo de propriedade funcional e ou de saude do produto
e fora da Tabela de Informag&o Nutricional (BRASIL, 2002)

Tais caracteristicas serdo reforcadas se houver adi¢do de pro e prebidticos, que
poderdo conferir uma protecdo adicional. Na selecdo da bactéria probiotica a tolerancia a
acidez do estbmago, a estimulacdo imunoldgica contra patogénicos, a aderéncia as
paredes da mucosa intestinal, a seguranca na sua utilizacao e a disponibilidade em termos
tecnoldgicos sdo aspetos que devem ser tidos em conta (FUKUSHIMA et al., 1998).
Ainda em termos de beneficios, podem citar-se: facilidade de digestdo e absorcdo dos
alimentos com regulacdo do pH em dietas com altos niveis de agUcares (Hidratos de

carbono) (Kotzampassi; Giamarellos-Bourboulis, 2012), aumento das defesas naturais
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(Annunziata; Vecchio, 2013), diminuicdo do risco de doenga cardiovasculares e dos
sintomas de intolerancia a lactose (Nagpal et al., 2007), redugdo dos niveis séricos de
colesterol e efeitos anti-hipertensivos (Nagpal et al., 2012) e estabilizacdo da microflora
intestinal (SAAD et al., 2013).

Como inibidores produzidos pelas bactérias acido-lacticas (BAL) podem ser
mencionados compostos anti-fungicos e anti-bacterianos entre eles o acido lactico
caracteristico e metabolitos de sintese responsaveis pelo aumento da acidez intestinal, que
competem microbianamente com as aflatoxinas pelos recursos disponiveis e diminuem
os danos provocados no epitélio intestinal. Mais exemplos podem ser dados, como 0s
mencionados por Délie et al. (2010) provindos de diferentes espécies: &cidos organicos,
compostos fendlicos, acidos gordos, perdxido de hidrogénio, reuterina e bacteriocinas
(compostos proteicos) como subprodutos da atividade metabolica. O mesmo autor refere
ainda que é nas primeiras etapas da fase de crescimento exponencial que se da o efeito
inibitério sobre a acumulacao de aflatoxina. Também Magnusson et al. (2003) explicam
0s mecanismos de rendimento de acido organico, competicdo nutricional e producéo
antagdnica destes compostos. Conclui-se que através destes meios caracteristicos das
BAL, o processo de destoxificagdo perante micotoxinas contaminadoras de produtos
lacteos é favorecido, sendo considerada uma das novas funcionalidades associadas ao
consumo de bactérias probidticas.

Por meio de um fendmeno de superficie estabelece-se a ligacao entre a aflatoxina
e a bactéria. Sugere-se uma unido fisica, isto , a adesdo a componentes da parede celular
bacteriana (polissacarideos, peptidoglicanos e algum nivel de proteina) em vez de se
ligar/degradar pelo mecanismo covalente das bactérias (SHETTY; JESPERSEN, 2006).
Pelo fato da remocao de aflatoxinas também ocorrer em solucGes aquosas acredita-se que
as BAL também se possam ligar a aflatoxina de forma extracelular por uma ligacdo néo
covalente fraca, ou seja associando-se as regides hidrofébicas da superficie bacteriana
(Haskard et al., 2001) na zona da parede celular (LAHTINEN et al., 2004). Assim, a
perspetiva de utilizacdo para reducdo da sua biodisponibilidade ¢é influenciada, em parte,
pela estabilidade da ligacéo e, por isso, este € um aspeto importante de avaliacdo de cepas
de BAL no aumento de remoc¢do de AF (GERBALDO et al., 2012). Outros autores
revelam que a parede celular € o meio de ligagdo, sem recurso a reacdes metabolicas de
degradacdo das aflatoxinas (EL-NEZAMI et al., 1998; LAHTINEN et al., 2004;
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CORASSIN et al., 2013). Ha um impacto significativo na formacdo de ligacdo e
metabolismo destas bactérias, podendo ocorrer a redugéo do efeito da aflatoxina. No caso
de aflatoxina My, a ligagdo é menos proeminente do que com AFB:.

A verdadeira preocupacao esta na adesdo da aflatoxina-célula bacteriana no trato
digestivo. Apos formacéo deste complexo, a aderéncia ao muco é prejudicada, no entanto,
se as bactérias ja aderiram ao muco, a capacidade das mesmas blindarem a AF podera
ficar reduzida. Gratz et al. (2004) verificaram esta situacdo, quando observaram que a
capacidade de ligacdo intestinal das AFB: com bactérias tratadas termicamente foi
reduzida quando entraram em contato com o muco. Contudo, uma vez que a absorcao de
micotoxinas tem lugar no intestino delgado a formacgdo do complexo deve ocorrer antes
do alimento contaminado chegar ao intestino delgado (KABAK; OZBEY, 2012a). No
trato gastrointestinal o complexo bactéria-micotoxina é rapidamente excretado mostrando
claros beneficios para os seres humanos e animais que constantemente ficam expostos as
mesmas (GRATZ et al., 2004). A estabilidade do mesmo dependera de condi¢gdes como
nutrientes, pH, temperatura, possiveis solventes adicionados e da propria bactéria,
ocasionando algumas alteragcdes na sua eficiéncia.

O namero de células viaveis devera estar presente no alimento para potencializar
a sua acdo e encontrar-se numa dose minima situada entre as 10® e 10° UFC.mL™. Tal
nivel poderd ser atingido se for administrada uma dose diaria de 100 mL de produtos
lacteos com bactérias probiéticas a volta de 108 UFC.mL™? (OLIVEIRA et al.; 2002;
KAILASAPATHY, 2008).

Como um recurso bioldgico passivel de ser usado no meio cientifico, ja permitiu
a realizacdo de maltiplos trabalhos (EI-NEZAMI et al., 1998; PELTONEN et al., 2001;
HASKARD et al., 2001; LAHTINEN et al., 2004; KABAK; VAR, 2008; OLUWAFEMI
et al., 2010; DALIE; DESCHAMPS; FORGET, 2010; EI-KHOURY, ATOUI; YAGHI,
2011; KABAK; OZBEY 2012b; CORASSIN et al., 2013 e FRITZEN-FREIRE, 2013)
nomeadamente sobre 0 seu efeito no controlo da contaminagdo de AFB; e AFM:.
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3.3.1 Lactobacillus plantarum BG112

Os Lactobacillus compreendem inimeras espécies diferentes. Classificados
como bacilos, Gram-positivos, catalase negativos, ndo formadores de esporos,
desprovidos de flagelos e anaerobios facultativos (ANAL; SINGH, 2007; HOLZAPFEL
et al., 2001; SAVIJOKI et al., 2006; MOZZI et al., 2010) capazes de sintetizar peptideos
ou proteinas antimicrobianas conhecidas como bacteriocinas além de &cidos organicos
como acido lactico, acido acético e &cido sucinico e assim serem grupos reconhecidos
cientificamente como limitadores do crescimento fungos toxigénicos (MASCO et al.,
2005; ANEKELLA, 2013; ARASU et al., 2016). Tais bactérias podem dividir-se em
mesofilicas (30 °C) e termofilicas (perto de 42 °C) com base na sua temperatura de
crescimento (SYBESMA; HUGENHOLTZ; DE VOS, 2006). A sua faixa Otima de
valores de pH varia entre 5,5 a 6,0 (SALMINEN; ISOLAURI; SALMINEN, 1996). A
cepa possui a capacidade de utilizar uma grande variedade de acgUcares, especialmente
monossacarideos e dissacarideos bem como produzir enzimas extracelulares, como
amilase e protéase conferindo-lhe grande vantagem (ARASU et al., 2016).

As estirpes mais utilizadas s@o Lactobacillus acidophilus, L. plantarum, L. casei,
L. brevis, L. paraplantarum e L. kefir (EFSA, 2007). O género Lactobacillus é
reconhecido como GRAS (Generally Recognized as Safe). Por este motivo, o mercado de
BAL mantém-se promissor e foco constante de investigacdo. Sdo intencionalmente
introduzidas na cadeia alimentar pela contribuicdo importante na microbiota intestinal
normal de humanos e animais, como hospedeiras dependentes, em variados alimentos e
racOes fermentadas, aplicadas como probiéticos (FLORES-FLORES, et al., 2014).

Estes géneros provém do trato digestivo, de preferéncia dos locais de
colonizacdo intestinal dos lactobacilos e das bifidobactérias (BIELECKA;
BIEDRZYCKA; MAJKOWSKA, 2002). Tal distribuicdo é influenciada por fatores
ambientais como pH, disponibilidade de oxigénio, quantidade de substratos e a presenca
de secrecdes e interacdes bacterianas (SALMINEN; ISOLAURI; SALMINEN, 1996).

Estirpes de L. plantarum sdo utilizadas como probiéticos comerciais disponiveis
no mercado caracterizando produtos de salde (DE VRIES et al., 2006; LEE et al. 2011,
JENSEN et al. 2012; VIJAYAKUMAR et al., 2015). A sua habilidade em sobreviver ao

transito gastrico, adaptacdo a diferentes locais e substratos e colonizacdo do trato
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intestinal de seres humanos e outros mamiferos foi ja comprovada (DE VRIES et al, 2006;
GEORGIEVA et al, 2009). Diferentes estirpes demostraram elevada tolerancia a
exposicdo subsequente ao acido cloridrico (pH 2,0) e sais biliares, tanto para estirpes
intestinais isoladas como de alimentos fermentados, comprovando a sua adaptacdo a
diferentes condic¢des do meio (HALLER et al., 2001).

Por sua vez é fundamental que o micro-organismo possa ser cultivado a nivel
industrial com recurso a linhagens especificas que executem com maior eficacia o
processo de descontaminacgdo e que, por sua vez, ndo modifiquem o produto onde sao
inseridos. Com o objetivo de promover a reducdo por parte das BAL e consequentemente
facilitar o seu mecanismo de acdo, diferentes técnicas tém sido utilizadas como forma de
aumentar a habilidade das BAL, entre elas a realizacdo de alguns tratamentos prévios
(aplicacdo de &cido cloridrico, tratamento térmico em autoclave ou fervura a 100 °C e
adicdo de etanol) que aumentem o poder de ligacdo as aflatoxinas. InUmeros géneros,
espécies e cepas de BAL inativadas pelo calor comprovaram ter capacidade se ligar AFB:
de uma maneira especifica (HASKARD et al., 2001; ZINEDINE et al.,, 2007;
OLUWAFEMI; DA-SILVA, 2009; VAR; KABAK, 2009).

Trés estudos in vitro mostraram alteragcbes na morfologia da parede celular,
presumivelmente para proteger a célula das condi¢des adversas, quando L. plantarum foi
exposto a &cidos biliares. O L. plantarum comprovou ter capacidade para sobreviver ao
transito gastrico e colonizar o intestino, com uma aparente seguranga para o consumidor
(KLEEREBEZEM et al., 2003). Piotrowska e Zakowska (2005) estudaram a capacidade
de remover a ocratoxina A em meios liquidos contaminados através de 29 estirpes de
BAL pertencentes a géneros Lactobacillus e Lactococcus. Todas as estirpes testadas
foram capazes de reduzir a sua concentracdo, alcancando a maior percentagem (50% do
teor inicial) com cepas L. acidophilus CH-5, L. rhamnosus GG, L. plantarum BS, L.
brevis e L. sanfranciscensis. De igual forma, Bovo (2011) também verificou que ap6s
testar sete cepas de diferentes géneros, incluindo L. plantarum, viaveis e ndo viaveis,
entre 15 min e 48 h de tempo de contato entre BAL e AFM1 em TFS, conseguiu resultados
de 26,6% e 28,9%, respectivamente. Cinco estirpes de Lactobacillus (L. plantarum ATCC
4008, L. plantarum 12006, L. plantarum 299v, L. paracasei LMG 13552 e L. rhamnosus
VT1) foram avaliadas quanto a capacidade de inibir a producédo de aflatoxina By por

Aspergillus flavus e A. parasiticus NRRL-2999. Os autores verificaram que inicialmente
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a mesma foi efetivamente afetada pela presenca de todas as estirpes (85-92%) mas os
dados indicaram ainda que o efeito inibitorio sobre producao de aflatoxina B1 observado
apos 10 dias de incubacdo chegou a valores de 96,3 a 98,3% quando comparados ao
controlo, aumentando-se assim o potencial redutor (GOMAH; RAGAB; BULLERMAN,
2010). Fazeli et al. (2009) entre um painel de BAL testadas e isoladas de sourdough
iraniano e laticinios relataram que cepa L. plantarum apresentou uma consideréavel
ligagdo com AFB:. Oluwafemi e Da-Silva (2009) com L. plantarum conseguiram atingir
uma ligacdo de até 95% ap0s 48 horas de ligacdo quando inoculadas artificialmente em
milho fermentado.

Abrem-se entdo novas perspetivas no uso destas bactérias no combate a
contaminacdo dos produtos lacteos por micotoxinas como um método seguro, eficaz e

especifico.

3.4 Prebibticos

Os prebidticos foram definidos como ingredientes alimentares nao digeriveis
(MALLEBRERA et al., 2013) que s&o fermentados seletivamente e que permitem
mudancas especificas na composicdo e/ou atividade da microflora gastrointestinal ja
estabelecida no colon, conferindo beneficios sobre a salide e 0 bem-estar do hospedeiro
(FAO/WHO, 2001; FIGUEROA-GONZALEZ et al., 2011).

Sdo considerados prebidticos mais promissores, com base nas suas
caracteristicas fisiologicas, os hidratos de carbono ndo digeriveis (oligossacarideos —
oligofrutanos, inulina; e polissacarideos - B-glucanos) alguns peptideos, proteinas,
dissacarideos (lactulose) e certos lipidos (ésteres) (GIBSON; ROBERFROID, 1999;
KOLIDA; TUOHY; GIBSON, 2002). Estes compostos sdo fermentados no célon por
bactérias endégenas para libertar energia, substratos metabdlicos e &cidos carboxilicos de
cadeia curta (acido acético, butirico e propionico) como produtos finais da fermentacéao
(QUIGLEY, 2010) atuando diretamente ou indiretamente sobre as células intestinais e
dessa forma intervir no controlo de processos de inflamag&o, carcinogénese e eliminagéo
de compostos nitrogenados (SAAD, 2006). Podem ainda promover a proliferacdo de

probioticos (QIANG et al. 2009). A alteracdo da microflora intestinal causada pelo uso
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de prebidticos pode assim ocorrer por duas vias: pelo fornecimento de nutrientes para as
bactérias desejaveis ou pelo reconhecimento por parte das bactérias patogénicas de locais
de ligacdes presentes nos oligossacarideos como sendo da mucosa intestinal, suprimindo
a colonizacdo intestinal indesejavel, e por consequéncia a menor incidéncia de infegdes,
preservando a integridade da mesma. Além disso, estdo relacionados ao aumento da
absorcdo de certos minerais (clcio e magnésio) (Nagpal et el., 2007); inibic&o de lesbes,
como carcinomas no intestino e dessa forma tudo o que possa estar correlacionado com
doencas colo-retais (Pinero et al., 2008; SAAD et al., 2013); diminui¢cdo do tempo de
transito fecal; reducdo do colesterol, resposta glicémica e alivio dos sintomas da doenca
inflamatoria do intestino (MALLEBRERA et al., 2013).

Trés critérios sdo fundamentais para considerar um composto como prebiotico:
0 substrato ndo deve ser hidrolisado ou absorvido no estdmago e/ou intestino delgado;
seletividade para bactérias benéficas comensais no intestino grosso; e a fermentacdo do
substrato deve induzir efeitos benéficos sistémicos no hospedeiro (SCANTLEBURY -
MANNING et al., 2004). A capacidade de resisténcia a teores de pH acido proveniente
da digestdo gastrica é outro dos aspetos a referir. Simplesmente, o relato sobre a
fermentacdo em culturas puras de cepas microbianas individuais ou um aumento em um
namero limitado de géneros bacterianos no complexo de misturas de bactérias, quer in
vitro ou in vivo, ndo pode confirmar por si s6 que se trata de um efeito prebiotico.

Embora os probidticos e os prebidticos possuam mecanismos comuns de
atuacdo, especialmente quanto a modulacao da microflora endogena, eles diferem na sua
composicdo e no seu metabolismo (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2011). Os
prebidticos atuam sobretudo no intestino grosso, embora possam exibir algum efeito no
intestino delgado (KOLIDA; TUOHY; GIBSON, 2002).

Dentre os prebidticos, frutooligossacarideos (FOS) e inulina estdo entre os mais
estudados com propriedades bem estabelecidas (GIBSON et al., 2004; ROBERFROID,
2005; CARDARELLI et al., 2007), ou seja sdo altamente fermentaveis e estimulam o
crescimento intestinal das bactérias comensais as quais, por efeito antagonista, suprimem
a atividade de outras bactérias putrefativas como Escherichia coli, Streptococos faecales,
Proteus spp. entre outros diminuindo, consequentemente, a formagdo de metabdlitos
toxicos (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2011). Estudos in vitro indicam que ambos
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tém uma fermentacdo especifica (WANG; GIBSON, 1993). Pesquisas identificaram re-
ducdo do nimero de micro-organismos patogénicos na flora intestinal de criancas
suplementadas com FOS (SANTACRUZ; GAUFFIN, 2010). Barclay et al. (2010)
relataram que a inulina pode ser ideal para o transporte de substancias para o célon, uma
vez que é estavel para a gama de pH é&cido da zona gastrointestinal humana.
Mantzouridou, Spanou e Kiosseoglou (2012) afirmam que as moléculas de inulina nao
sdo hidrolisadas por enzimas do trato gastrointestinal e, portanto, proporcionam um efeito
benéfico sobre a saude

A inulina é um hidrato de carbono de reserva presente nas plantas enquanto a
oligofrutose € produzida pela hidrélise parcial da inulina (GIBSON et al., 2004).
Quimicamente, os oligofrutanos sdo hidratos de carbono polidispersos compostos por
cadeias lineares de unidades de frutose, ligadas entre si com ou sem uma unidade final de
glicose (ROBERFROID, 2007). Dependendo do comprimento da cadeia, definido pelo
nimero de unidades de monossacarideos (3-10 moléculas) denominado grau de
polimerizacdo (DP), tem-se a inulina e a oligofrutose (SAAD, 2006). Biedrzycka e
Bielecka (2004) mostraram que frutanos de cadeia curta, como a oligofrutose, atuam na
regido proximal do c6lon, ao passo que a inulina é mais efetiva na parte distal.

As beta-glucanas sdo polissacarideos formados por polimeros (mais de 10
moléculas) de monossacarideos de glicose ou seus derivados, ligados entre si por meio
de ligagdes glicosidicas do tipo beta (B) apresentando uma funcdo estrutural. Entre as
vantagens proporcionadas a sua capacidade para reduzir o indice glicémico, pelo
favorecimento mais lento e gradual da absorcdo de hidratos de carbono, evita picos de
glicemia. Tal facto deve-se ao metabolismo da glicose. Por exemplo, a baixa solubilidade
e peso molecular mediano caracteristico das mesmas, causam uma viscosidade inferior
no contetdo intestinal ou a capacidade de perder substancias biliares e acidos gordos
numa dieta alimentar, uma vez que ambos mecanismos parecem ser causa do abaixamento
do colesterol (MANTOVANI et al., 2008).

Polidextrose é um polimero de hidratos de carbono nédo disponiveis, com grau
médio de polimerizacdo, sintetizado a partir da glicose e sorbitol. Esta é parcialmente
fermentada pela microbiota presente do colon (cerca de 50%), apresentando também
propriedades prebidticas com reducéo do impacto glicemico (STOWELL, 2009). Os seus
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efeitos fisiolégicos e atributos tecnologicos estdo a ser aplicados em alimentos
(STOWELL, 2009).

Parametros como a estrutura primaria, solubilidade, grau de ramificacdo (DB) e
0 peso molecular (MW), polimeros e estrutura em meio aquoso, determinam a atividade
biolégica que exibem. Desta forma, a sua incorporacdo recente em alimentos tem
despertado interesse na realiza¢do de estudos sobre sua capacidade em retardar ou reduzir
a absorcdo de nutrientes e acdo como auxiliadores na avaliagdo da contaminagdo de
micotoxinas.

Inulina e oligofrutose, frutanos fermentaveis ndo digeriveis estdo entre os mais
estudados e bem estabelecidos entre os prebidticos que podem promover uma alteracéo
significativa na composicdo da microflora do colon (GIBSON et al., 2004). Manzini et
al. (2014) e Meca et al. (2012) testaram diferentes tipos de prebioticos, em diferentes
concentracOes por simulagOes gastricas in vitro observando que a biodisponibilidade de
micotoxina beauvericina (BEA) foi menor para fibras insollveis do que sollveis, e que
qguando comparadas com a solucdo modelo (sem adicédo delas) se verificava uma reducéo
de 3,3 vezes do valor detetado no controlo. O valor mais alto de bioacessibilidade
conseguida foi para as fibras glucomanano, enquanto o menor foi determinado no modelo
com celulose. As fibras insoltveis como a celulose exercem um efeito importante sobre
a reducdo da BEA provavelmente pela alta dificuldade das bactérias na fermentacéo da
fibra. Por sua vez Mallebrera et al. (2013) avaliaram o efeito isolado ou de probioticos ou
de prebioticos sobre a descontaminacdo de BEA, observando que o efeito era dependente
do tipo de micro-organismo e do prebidtico estudado. Utilizando também eles fibras
alimentares, sollUveis e insollveis, observaram que as mesmas reduziram
significativamente a micotoxina quando avaliados o0s trés compartimento
gastrointestinais analisados (estbmago com 38,8%; digestdo gastrica + duodenal com
26,8% e colon com 32,9%). Em particular, a maior da redugdo biodisponibilidade foi
observada numa solucdo tratada com celulose HMW (fibra insoltvel a 5%) com 14,1%.
Estes autores concluiram assim que, independentemente do composto prebiotico
utilizado, a reducdo ocorria por um mecanismo de retencdo exercido por eles, similar aos
processos reativos observados para polifendis, proteinas e sais minerais e que esta mesma
reducdo é dependente da dose empregada, ou seja, com menores doses conseguem-se

melhores resultados. A explicacdo esta relacionada com a presenca de mais locais de
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ligagéo ativos na estrutura de fibras de compostos utilizados na concentragdo de 5%, o
que ajudaram a reduzir bioacessibilidade BEA.

Assim, um prebidtico eficiente pode estimular mudancas consideraveis na flora
intestinal permanecendo no organismo ao inves dos contaminantes por competicdo ou
suprimento dos mesmos pelas condi¢des adversas proporcionadas, por disponibilizarem
maior nimero de locais de ligacdo ou pelos mecanismos similares que alguns compostos

apresentam.

3.5 Simbioticos

O emprego de pro e prebioticos contribuem para protecdo de alimentos contra
contaminantes. Simbiose é definida como uma associacdo de conveniéncia mitua entre
seres diferentes (FERREIRA, 1984). O mesmo podera acontecer quando se agrupam estes
compostos, ja que o crescimento do probidtico no intestino pode ser estimulado pela
fermentacao do prebidtico, e/ou o prebidtico pode ajudar a criar um ambiente intestinal
mais favoravel, no qual o probi6tico se torna mais competitivo. A FAO menciona como
uma "mistura de probidticos e prebidtico que afeta beneficamente o hospedeiro,
melhorando a sobrevivéncia e implantacdo de suplementos alimentares com base em
micro-organismos que vivem no trato digestivo do hospedeiro” (FAO/WHO, 2006).
Assim, ambos apresentam o intestino como alvo de acdo (OUWEHAND et al., 2007),
onde a principal diferenca reside nas substancias prebidticas ndo serem degradadas ou
absorvidas e frequentemente serem incorporadas auxiliando na viabilidade e manutengéo
da capacidade das cepas probioticas na sobrevivéncia a passagem pelo trato digestivo.
Desta forma, a sinergia de acao estabelecida no clon aumenta o numero populacional de
células viaveis de lactobacilos e bifidobactérias em comparagdo com qualquer probiotico
ou prebidtico que atue sozinho (GIBSON, 1999; GONZALEZ; ADHIKARI; SANCHO-
MADRIZ, 2011; RODRIGUES et al., 2011).

A mistura por si s6 ndo é garantia de atividade simbidtica. Torna-se necessario
0 estudo das combinacgdes de substancias prebioticas selecionadas e cepas probidticas
testadas, in vitro e in vivo, a fim de se encontrar a melhor jungéo ativa e sinérgica. A

interacdo in vivo sera favorecida quando houver uma adaptacéo do probiotico ao substrato
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prebidtico, anterior ao consumo que, em alguns casos, resulta numa vantagem claramente
competitiva para o probiotico se este for consumido juntamente com o prebidético (SAAD,
2006). Bielecka, Biedrzycka e Majkowska (2002) confirmaram a adequacdo desta
combinacdo, demonstrando uma maior eficacia quando comparado com 0O UusO
individualizado de probioticos.

A sua associagdo ja possui elaboracdo pratica em produtos lacteos simbidticos,
com efeitos benéficos de ambas as partes (CARDARELLI, 2006). Esta matriz € a base
mais provavel para a sua suplementacdo. Em formulacbes de iogurte 0s
frutooligossacarideos mostraram-se eficazes na manutencao da viabilidade do probiotico
(CAPELA; HAY; SHAN, 2006).

Como descrito por Fritzen-Freire et al. (2012) as acbes da inulina, como
protetores das células de Bifidobacterium, mostram um efeito positivo sobre a sua
sobrevivéncia durante a simulacéo géstrica. Barclay et al. (2010) relataram que a inulina
pode ser ideal para o transporte de substancias para o célon, uma vez que é estavel para
os teores de pH acido da zona gastrointestinal humana. Mantzouridou, Spanou e
Kiosseoglou (2012) afirmam que as moléculas de inulina ndo sdo hidrolisadas por
enzimas do trato gastrointestinal e, portanto, proporcionam um efeito benéfico sobre a
saude.

Perante a doenca hepética, um estudo avaliou a eficAcia de um produto
simbiotico, recorrendo ao uso de Bifidobacterium longum com FOS. Os resultados
mostraram-se significativamente melhores em relacdo aos controlos sem simbidtico em
apenas 90 dias (MARTEAU,; SEKSIK, 2004). Por sua vez Mallebrera et al. (2013)
avaliaram o efeito isolado ou de probidticos ou de prebidticos sobre a descontaminagédo
de beauvericina (BEA), observando que o efeito era dependente do tipo de micro-

organismo e do prebidtico estudado.
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Capitulo 4

Material e métodos







4.1 Materiais, reagentes e prebioticos

O leite Ultra High Temperature (UHT) integral (Frimeza®, Marechal Candido
Rondon, Brasil) foi adquirido no comércio local. A cultura pura de Lactobacillus
plantarum BG112 foi fornecida pela SACCO®, Brasil. O padrao de micotoxina AFB;
bem como os reagentes e enzimas utilizadas na analise de digestibilidade in vitro foram
adquiridos da Sigma Chemical Company®. Os prebidticos oligofrutose (Raftilose P95,
Orafti®), inulina (Raftiline GR, Orafti®), polidextrose (Litesse, DuPont-Danisco) e beta-
glucana (ProamOatTM Tate & Lyle) foram gentilmente doados pelas empresas
especializadas. No preparo das solucdes, todos os solventes utilizados para a
cromatografia liquida possuiram pureza analitica grau HPLC e a agua utilizada foi
ultrapurificada em sistema purificador de dgua por osmose reversa (Osmose 10 LX,
Gehaka, 2010) acoplado a sistema ultrapurificador de dgua (Master System P&D TOC,
MS 2000, Gehaka).

4.2 Micro-organismo e estimativa da concentracao bacteriana

A cultura de Lactobacillus plantarum BG112 liofilizada (SACCO®, Brasil) foi
reativada (0,1% m.v ') em 100 mL de caldo MRS - Man, Rogosa & Sharpe (Merck,
Darmstadt, Alemanha) adicionado de 0,05% de L- cisteina - Cisteina HCL monohidratada
por incubacdo a 37 °C durante 12 horas em estufa bacterioldgica (Orion® 502, Fanem,
Sao Paulo, Brasil). Durante esse tempo, em intervalos de tempo regular, aliquotas de 1
mL foram retiradas para enumeracao do micro-organismo e determinacao da densidade
6tica (DO). A enumeragio do micro-organismo, expressa como log UFC.mL™!, seguiu a
metodologia proposta por Da Silva et al. (2007), que consistiu no plaqueamento em
profundidade, em duplicata, para as dilui¢des 1077, 10 e 10~ pela inoculagio em série de
I mL em placas de petri esterilizadas seguida da adigao do d4gar MRS. As placas foram
incubadas de forma invertida em jarras de anaerobiose (Lucadema, Brasil) com gerador
de anaerobiose (Anaerobac®, Probac do Brasil, Sdo Paulo, Brasil), a fim de manter as
condi¢des de microaerofilia, a temperatura de 37 & 1 °C por 48 horas em estufa de cultura

bacteriologica (LTDA 002 CB, Fanem, Sdo Paulo, Brasil). Foram selecionadas para
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contagem as placas com 25 a 250 coldnias, sendo o calculo do resultado feito de acordo
com o numero de colonias ¢ a dilui¢do inoculada. Paralelamente, foi determinada a
densidade otica através da técnica de turbidimetria, que seguiu o disposto por BOVO et
al. (2013), com a determinacao da densidade otica (DO) em espectrofotometro (Lambda
XLS, Perkin Elmer, Beaconsfield, Reino Unido) calibrado no comprimento de onda de
600 nm na dilui¢ao correspondente. A estimativa da concentracdo bacteriana foi realizada
por meio da constru¢ao de uma curva exponencial de crescimento bacteriano através da
correlagdo da medida de absorvancia com o logaritmo da concentragdo bacteriana obtida
através da contagem das coldnias por plaqueamento em profundidade (BOVO et al.,
2013). Apartir desses dados, foi gerada a equacao para calcular a concentragdo bacteriana
no meio e¢ o volume de caldo de cultura necessario para obter 1 x 108 UFC.mL"!
concentracgdo esta utilizada no trabalho devido ao fato de que de acordo com a Lista de
Alegacdes de Propriedades Funcionais e de Saude, para que o probidtico exerca efeito
benéfico ele deve estar presente na concentragdo de 10 a 10° UFC/por¢io (BRASIL,
1999). O ajuste da equacdo aos dados foi avaliado a partir da andlise do coeficiente de

determinagdo (R?).

4.3 Elaboragéo dos ensaios

Para avaliar o efeito do probidtico e dos prebidticos na percentagem de reducédo
e bioacessibilidade de AFB1 em leite integral, foi aplicado um planejamento experimental
Plackett & Burman, com 12 ensaios acrescidos de 2 pontos centrais, cujas variaveis reais
e codificadas encontram-se descritas na Tabela 4. Para comparacao, juntamente com 0s
12 ensaios e 0s 2 pontos centrais em estudo, mais trés tratamentos denominados
"controlo” foram realizados, (CTy, CT2 e CTz) (Tabela 5). A faixa de tempo estudada (0
e 6 h) foi escolhida com base no tempo médio requerido na fabricacdo de iogurte, ja que
o L. plantarum poderia ser utilizado como um probidtico a ser adicionado neste derivado

lacteo.
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Tabela 4 - Delineamento experimental Plackett & Burman de 12 ensaios, com duplicata no ponto
central, com os valores reais e codificados das variaveis em estudo.

vVariaveis/Niveis Micoto>_<1ina Tempo  Inulina gﬁifl;a Oligofrutose  Polidextrose
(Hg.L™) (h) (%) (%) (%) (%)
-1 5,0 0 0 0 0 0
0 7,5 3 0,38 0,38 0,38 0,38
1 10,0 6 0,75 0,75 0,75 0,75

Tabela 5 - Matriz de planejamento Plackett & Burman de 12 ensaios com AFBg,

probidticos e

prebidticos.
Ensaio X1 X2P X3¢ x4d Xs® Xe'
1 +1 (10) -1 (0) +1(0,75) -1(0) -1(0) -1(0)
2 +1 (10) +1 (6) -1(0) +1(0,75) -1(0) -1(0)
3 -1(5) +1 (6) +1(0,75) -1(0) +1(0,75) -1(0)
4 +1 (10) -1(0) +1(075  +1(0,75) -1(0) +1(0,75)
5 +1(10) +1 (6) -1 (0) +1(075)  +1(0,75) -1(0)
6 +1 (10) +1 (6) +1(0,75) -1(0) +1(075)  +1(075)
7 -1(5) +1 (6) +1(0,75)  +1(0,75) -1(0) +1(0,75)
8 -1(5) -1(0) +1(0,75) +1(0,75)  +1(0,75) -1(0)
9 -1(5) -1 (0) -1(0) +1(0,75) +1(0,75)  +1(0,75)
10 +1 (10) -1(0) -1(0) +1(0) +1(075)  +1(075)
11 -1(5) +1 (6) -1 (0) -1(0) -1(0) +1(0,75)
12 -1(5) -1(0) -1(0) -1 (0) -1(0) -1(0)
13/14 0(7.,5) 0(3) 0 (0,38) 0 (0,38) 0 (0,38) 0 (0,38)
CT: (7.5) 3) (0) (0) (0) (0)
CT: ©) 3 ©) (0) (0) (0)
CTs (0) (3) (0) (0) (0) (0)

Nota: 2 Concentragdo de micotoxina (ug.L™); ® Tempo (h); ¢ Inulina (%); ¢ Oligofrutose (%); ¢ Beta-glucana
(%); fPolidextrose (%).CT1: leite + AFB; (7,5 pug.L™Y); CT2: leite + L. plantarum BG112 (108 UFC.mL™Y) e

CTs: leite.

Inicialmente, os ensaios foram fortificados com AFB;1, nas concentragdes

estipuladas no delineamento (Tabela 4), utilizando uma solugéo de trabalho de 10 pg.mL"

! Para tal, partiu-se da diluicio de 10 pg do padrio da AFB; em 10 mL de

benzeno:acetonitrila (98:2, v.v!) em frasco ambar previamente higienizado (1 pg.mL™,

solucdo estoque). Posteriormente, retiraram-se aliquotas da presente solucdo e

transferiram-se para os erlenmeyers correspondentes, seguindo a concentracdo final
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determinada pelo planejamento (Tabela 5). Sequencialmente foi realizada a evaporagéo
do eluente em estufa a 45 °C (CIENLAB, CTM45, Sao Paulo).

Foram adicionados aos erlemeyers o leite UHT integral (200 mL) e os
prebioticos em estudo, que foram previamente dissolvidos em goblé nas concentracfes
determinadas no planejamento (Tabela 5) numa pequena porc¢éo de leite (50 mL dos 200
mL de amostra) e levados a ultrassom (Elmasonic P60h, Elma, Singen Alemanha) na
temperatura de 28 °C por 5 minutos a 80 Hz, posteriormente o volume foi completado
para 200 mL.

Por fim, a biomassa de L. plantarum BGI112 foi adicionada aos ensaios
requeridos, na concentragio de 10® UFC.mL"!. Para tal, o probidtico foi previamente
incubado (0,1% m.v'!') em caldo MRS com 0,05% (m.v!) de L - cisteina por 8 ha 37 +
1°C e quantificado através de leitura de absorvancia (em triplicata) em espectrofotometro
(Lambda XLS, PerkinElmer, Waltham, S3o Paulo) e posterior estimativa da concentragao
bacteriana utilizando-se a curva de crescimento (item 4.2), determinando desta forma o
volume de caldo MRS a ser inoculado ao leite a fim de obter concentracio de 108
UFC.mL". O caldo foi submetido a centrifugacio (CT-5000R, Cientec, Piracicaba, SP,
Brasil) a 3000 rpm por 5 minutos a 25 °C de acordo com Pispan, Hewitt e Stapley (2013).
O sobrenadante foi descartado e a biomassa (pellet) adicionada aos ensaios.

Os ensaios foram incubados em Estufa Incubadora B.O.D (403-3D, Nova Etica,
Brasil), a 37 £ 1°C, por até 06 horas, onde amostras foram retiradas nos tempos
estabelecidos no planejamento (Tabela 4), submetidas ao congelamento (-18°C / 48 h) e
liofilizadas (FreeZone 6L, Labconco, Kansas, EUA) a temperatura de 25 + 1°C e pressao
de 0,050 mBar por 24 h (Figura 2). As amostras liofilizadas foram mantidas a temperatura
de congelamento (-18 = 2°C) até a realizagdo das determinagdes analiticas posteriores,

percentual de reducgdo e bioacessibilidade de AFB;.
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Figura 2 - Amostra de leite liofilizada.

4.4 Determinagéo de AFB;

4.4.1 Preparo da solucéo padrdo de micotoxina

O padrdo da AFB: foi preparado conforme proposto pela Portaria n. 49
(BRASIL, 1999) e 0 Manual de Garantia Analitica (BRASIL, 2011). O preparo partiu da
diluicdo de 5 mg do padrio de AFB; (Sigma Chemical Company®, Sdo Paulo, Brasil) em
100 mL de benzeno:acetonitrila (98:2 v.v1), divididos em frascos &mbares (50 ug.mL™)
e evaporados sob corrente de N2 (TE — 019, Evaporador Tecnal, Sdo Paulo, Brasil)
(solucéo estoque) e armazenados sob temperatura de refrigeracéo (3 + 1 °C). A solugéo
de trabalho adotada continha 10 pg.mL™. O padréo foi quantificado através de leitura em
espectrofotometro (Lambda XLS, PerkinElmer, Waltham, Sao Paulo) calibrado para o
comprimento de onda de 360 nm segundo Trucksess e Pohland (2001), consoante ao

disposto na Tabela 6.
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Tabela 6 - Dados referéncia para a quantificacdo de AFB1 por espectrometria.

. . Comprimento de .
Micotoxina Peso Molecular Absortividade Solvente
onda (nm)

Aflatoxina B; 312 360 21800 Metanol

Fonte: Brasil, 2011.

A concentracdo foi calculada a partir da equacdo (01):

A XMW x 1000

ugAF mL™! = -

(01)

Onde: “A” representa absorvancia, “MW?” o peso molecular do composto ¢ “g” a sua

absortividade molar.

4.4.2 Extracgdo e purificacdo da AFB:

As etapas de extracdo e purificacdo da AFB1 procederam-se conforme descrito
por Sartori et al. (2015) através do método tipo QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, and Safe) com algumas modificacdes (APENDICE B).

As amostras liofilizadas foram ressuspensas em 15 mL de agua destilada. A
seguir, foram adicionados de 10 mL de hexano e 15 mL de acetonitrila acidificada a 1%
v.vl com &cido acético e submetidos & agitacio vigorosa durante 30 s utilizando vortex
(IS Logen, Ism 56/4, Brasil). Foram adicionados a mistura 6 g de sulfato de magnésio
(MgS04.H20) (Exodo Cientifica, Hortolandia, SP) e 1,5 g de cloreto de sodio (NaCl)
(LABSynth Ltda, Dieadema, SP), promovendo a sua agitacdo em vortex (LS Logen, LSM
56/4, Brasil) durante 1 min. Seguiu-se centrifugacdo (Cientec, CT 5000 R, Brasil) a 3000
rpm durante 7 min a temperatura ambiente (25° + 1 °C) em que a fase hexano foi removida
e uma aliquota de 5 mL da fase acetonitrila foi recolhida (Figura 3) e submetida a secagem
em estufa a 45 + 1 °C por 72 £ 1h (PRESTES et al., 2011; MICHELANGELDO, et al.,
2003). Apos total evaporacdo do solvente, o residuo foi ressuspenso em 500 ulL da
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composicdo da fase movel (ACN:MetOH:H2Oacid., 35:10:55, v:v:v), novamente
centrifugada a 9000 rpm e submetida a determinacao cromatografica.
Os ensaios de recuperacdo efetuaram-se em triplicata com base nos niveis de

fortificagio das amostras de AFB;a 10 pg.mL™.

v

Oleo: Hexano

— | ACN (aflatoxina)

Sais cristalizados +
agua

v

Figura 3 - Visualizacdo das diferentes fases da solucdo digerida em tubo falcon apds
centrifugacéo.

4.5 Avaliagéo do percentual de remocgéo de AFB;: dos diferentes ensaios

A avaliagdo do percentual de remocao da AFB; dos diferentes ensaios seguiu a

equacao 02 conforme proposto por KHOURI, ATOUI e YAGHI (2011).

. Concentragio esperada (ug. L~1) — Concentracio obtida (ug. L~1
% Redugdo = 8 x 100
¢ Concentragio esperada (pg.L™1)

(02)
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Onde “ Concentracdo esperada” ¢ referente a quantidade de composto
adicionada no inicio do ensaio ¢ a “ concentragdo obtida”.é referente ao valor lido no

equipamento.

4.6 Avaliacdo da bioacessibilidade de aflatoxina B:

O modelo de digestdo in vitro empregado seguiu o esquema apresentado na

Figura 4.

Contaminagao da amostra (Leite)

v

| Saliva I Boca (minutos)
‘-—-—-— ..........

I Sumo gastrico |
— Estomago (horas)

Sumo duodenal, bilis e NaHCO3

I P Intestino delgado (horas)

Centrifugagao

Quimo |

+

Bioacessibilidade (AFB1) i:> Anlise da amostra

Figura 4 - Representagdo simplificada do modelo efetuado para a digestibilidade in vitro.

Para tal, adicionou-se aos 4,5 mL de leite contaminado por AFB1, 6 mL de saliva
(pH 6,5 = 0,5) durante 5 min em “shaker” a 37 + 2 °C com 5000 rpm para inicio do
processo digestivo. Em seguida 12 mL de suco gastrico (pH 2,5+ 0,5) foram
acrescentados promovendo a mistura por 2 h a 37 °C mantendo temperatura e velocidade
de agitacdo constantes. Finalmente, adicionou-se, simultaneamente, 12 mL de suco
duodenal (pH 6,5+ 0,5), 6 mL de bile e 2 mL de solugéo bicarbonato de sédio (NaHCO3

a 1 M) a amostra e seguiu agitagdo em ‘“shaker” por mais 2 h a 37 °C. Decorrido o tempo
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de digestéo, as amostras digeridas foram centrifugadas por 7 min a 5340 rpm a 25 °C
promovendo a separacdo do sobrenadante (quimo) e o pellet (matriz ndo digerida). O
quimo foi submetido a extracdo da AFB:. A composi¢do dos sumos digestivos esta

descrita na Tabela 7.

Tabela 7 - Composicao dos sucos digestivos empregues no método de digestibilidade in vitro utilizado
em estudo.

Saliva Sumo Gastrico Sumo Duodenal Sumo Bile
10 mL KCI 15,7 mL NaCl 40 mL NaCl 30 mL NaCl
89,6 g.L? 1753 g.L1 1753 g.L1 1753 g.L1
10 mL KSCN 3,0 mL NaH2POq4 40 mL NAHCO3 68,3 mL NaHCO3
20g.L? 88,8¢g.L1 84,7g.L1 84,7g.L1
10 mL NaH2PO4 9,2 mL KCI 10 mL KH2PO4 4,2 mL KCI
Solucéo 88,8g.L1 89,6 g.L1 8g.L? 89,6 g.L?
Inorganica 10 mL NaSO4 18 mL CaCl2-2H20 6,3 mL KCI 0
57 gLt 222 gL 89,6 g.L 0,15 mL HCI (37%)
1,7 mL NaCl 10 mL NH4CI 10 mL MgCl2
1753 ¢g.L? 30,6 g.L? 5g.L1
20 mL NaHCOs 0 0
847 gLt 6,5 mL HCI (37%) 0,18 mL HCI (37%)
10 mL glicose 65 g.L™*
10 mL é&cido
Solugéo 8 mL ureia glucurénico 2 g.L1 4 mL urea 10 mL ureia
Organica 25g.L1 34mLureia25¢g.L? 25g.L! 25¢.L*
10 mL glucosamina
hidroclorada 33 g.L!
. 9 mL CaCl.-2H20 .
290 mg a-amilase 1gBSA 222 gL 30 g hile
. . 10 mL CaCl.-2H.0
15 d 2,5 1gBSA R
Demais mg &cido Urico g pepsina g 222 gL
C 1 . . .
Ompostos 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 fases inorganicas foram preparadas com antecedéncia (maximo 24 h) e as
fases organicas no momento do procedimento. As solugfes organicas e inorganicas foram
completadas para 500 mL com agua destilada e posteriormente adicionadas as misturas
com o0s demais compostos (enzimas) seguindo o mesmo protocolo. Os valores de pH dos
sumos digestivos foram verificados e, quando necessario, ajustados para o intervalo
apropriado com solugdo de NaOH 1 M ou HCI concentrado. As solucdes de CaCl, + 2H,0

e NH4CI foram preparadas no dia da determinagdo para se obter a mudanca de pH
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instantanea do compartimento do estbmago e do intestino, respectivamente. Antes da
realizacdo da analise, as solucBes que continham os sumos digestivos eram aquecidos a
37 °C.
A bioacessibilidade dos compostos foi calculada a partir da equacéo 03.
concentracio de AFB; obtida do quimo(ug. L™1)

% B ibilidade = x 100
% Bioacessibilidade concentracio de AFB; obtida da amostra antes da digestdo (ug.L™1)

(03)

4.7 Detecdo e quantificacdo da AFB:

Para a quantificagdo da AFB; foi utilizado cromatografo a liquido de ultra alta
eficiéncia acoplado de detetor de fluorescéncia (UHPLC-FLD) (Dionex Corporation,
UltiMate 3000, Sunnyvale, Estados Unidos) e processamento no software Chromeleon
7.2. Foi utilizando fase mdvel composta por acetonitrila:metanol:agua acidificada (1%
acido acético) na proporc¢do de 35:15:55 (v:v:v), apos filtracdo e desgaseificagdo prévia,
sob eluicdo isocratica. A corrida cromatografica foi realizada em coluna de fase reversa
C18 Acclaim PA2, 5 um Analitica (4,6 x 250 mm), com vazdo de fase movel de 1,0
mL.min? e temperatura da coluna de 35 °C com quantificacdo em triplicata. Os
comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo foram de 360 e 450 nm,
respectivamente, tendo 20 uL. como volume de inje¢do da amostra com tempo de corrida
cromatografica foi de 10 min. Os compostos foram identificados baseados no tempo de
retencdo do soluto com relacdo ao padrdo e para confirmacdo foi realizada co-
cromatografia adicionando solucdo padrdo que promovia o0 aumento de sinal do
composto. A quantificacdo foi realizada por normalizagéo externa com base na curva de
calibracdo, gque foi tracada pela area do pico para cada padrdo contra a quantidade de
AFB;: injetada. A equacdo da curva de calibragdo foi utilizada para calcular o teor de

AFB1 no extrato da amostra.
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4.8 Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM) com
comparacao por anélise de Placket & Burman com 12 ensaios, duplicata no ponto central
e utilizando trés ensaios “controlo” com significancia estatistica determinada ao nivel de
10% de probabilidade foram considerados. A analise de efeitos foi realizada empregando
o Statistica 7.0.
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Capitulo 5

Resultados e discussao







5.1 Curva de concentracao bacteriana

Para maior eficacia no desenvolvimento de coldnias que necessitam de
microareofilia ou anaerobiose frequentemente adiciona-se L-cisteina ao meio de
incubacdo. O uso da mesma nos meios de cultura para probidticos ndo causa perdas de
viabilidade celular mesmo que sejam empregadas para diferentes cepas (Champagne et
al., 2010).

A curva representada expressa a correlacdo obtida entre as medidas de
absorvancia e a enumeragdo dos probidticos (Figura 5), expressa em logio UFC.g2. O
crescimento das colonias em estufa pode ser visualizado na Figura 6. Tal curva foi
construida com o objetivo de obter uma equacdo (Tabela 8) visando determinar qual
volume de caldo MRS deveria ser coletado para que se atingisse a concentracdo de 1,0 x
108 UFC.mL™. Ainda, a literatura reforca que nestas concentracdes o consumo de
probidticos pode promover os efeitos benéficos, tais como aumentar as defesas da mucosa
intestinal contra patdgenos e assim estabelecer o equilibrio da microbiota, auxiliar na
digestdo de lactose em individuos intolerantes, estimular e modular o sistema
imunoldgico, aliviar a prisdo de ventre e aumentar a absor¢cdo de minerais. Ainda, 0s
trabalhos de remoc&o de micotoxinas costumam trabalhar com 107 a 10° UFC.mL™%, faixa
esta similar a utilizada no trabalho (BRASIL, 1999).

12 L plantarum

Log (UFC.mL")

Absorvancia

Figura 5 - Curva de concentracéo bacteriana para a cepa probiética L. plantarum.
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Tabela 8 - VValor da absorvancia e concentracéo bacteriana.

Cepa Equagéo Coeficiente de determinagéo (R?)
L. plantarum Y = 12,2*X00536 0,9017

X: Média das absorvancias
Y: Log (UFC.mL%)

Figura 6 - Placa de petri com colénias tipicas de L. plantarum BG112.

5.2 Determinacgdo da AFB1 em leite

5.2.1 Controlo de qualidade analitica do método

E imprescindivel que se continue a desenvolver métodos analiticos para
identificacdo e quantificacdo de contaminantes quimicos nos alimentos, especialmente
em leite. Na atualidade, a determinacdo de micotoxinas em leite baseia-se na extragdo
com solventes orgénicos, purificacdo cromatografica (em fase solida) ou imunoafinidade,
combinada com HPLC (de fase reversa) e detetor de fluorescéncia (com ou sem
derivatizagdo) (SABINO; RODRIGUEZ-AMAYA, 2005; GURBAY et al., 2010;
NAVAS). No presente estudo, 0 método de extracdo tipo QUEChERS foi adaptado e
validado para a extracdo e determinacdo da AFB: em leite e fluido biol6gico conforme
proposto pela legislagdo vigente (BRASIL, 2003).

Para a validacdo do método no equipamento, o limite de deteccdo (LOD) e o
limite de quantificacdo (LOQ) foram calculados consoante os limites de detec¢éo (LODiH;
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0,30 pg.L?) e quantificacdo (LOQi; 1,0 pg.L™Y) da AFB; (BRASIL, 2003) ap6s aplicacio
das equacOes 04 e 05, respectivamente.

10Xs

LOQ ===
(04)
e
Lop =3¢
m
(05)

Onde: “s” ¢é obtido segundo o desvio padrdo do branco ou segundo o desvio padrdo do
declive ou da ordenada na origem da curva de calibracdo e “m” referente ao declive da

curva de calibracéo.

Cada amostra foi fortificada segundo uma concentragédo conhecida de AFB1 (co-
cromatografia) comparada com a amostra padrdo (amostra sem contaminacao)
determinando-se assim a sua seletividade. Ndo foram observados sinais interferentes por
parte da aflatoxina no tempo de retencéo registado (~8,0 min) como pode ser visualizado
na figura 7.

A linearidade da curva de calibracdo foi verificada nos intervalos de
concentracdo estudados com coeficiente de determinacio satisfatorio (R? = 0,99768),
evidenciando dessa forma o ajuste ideal dos dados a linha de regressdo. A curva de
regressao linear apresentou a equacgédo y = 96,9 x + 0,39. O intervalo de concentracao para
a curva de trabalho da AFB; foi de 0,5 - 20 ug.L™ Para a construgdo das curvas de
calibracdo de trabalho e do solvente foram utilizados seis niveis de concentracdo das
micotoxinas. As diretrizes da ANVISA (BRASIL, 2003) e a International Conferenceon
Harmonisation (ICH) (1995) especificam um minimo de cinco niveis de concentracao
para a construgdo da curva.

A repetibilidade do método foi expressa pela estimativa do desvio padrdo
relativo percentual (RSD%) ou coeficiente de variacdo (CV%) dos ensaios de
recuperagdo (%R) do método sintetizados na Tabela 9. O valor de recuperacédo (%R)
variou de 60,4 a 87,54%. Na determinacgédo de micotoxinas consideram-se como aceitaveis

valores de recuperacdo no intervalo de 70 a 120% e coeficiente de variacao inferior a 30%
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(HORWITZ; ALBERT; NESHEIM, 1993; HORWIT; KAMPS; BOYER, 1980). A
precisdo foi comprovada a partir dos valores de RSD (%) que ndo ultrapassaram os 8,3%

adequando-se aos padrdes estabelecidos pela legislacdo vigente (BRASIL, 2003).

Tabela 9 - Valores de precisdo, LOD e LOQ para a determinagéo de AFB1em leite e fluido biologico.

Repetibilidade (n = 3)

Fortificagio AFB; R 3 LOD LOQ
ortiricagao 1 ecuperagao 0 .L-l .L-l
wel) %) RSD (%) (HgL?) (HgL?)
0.5 64,80 8,1
Leite 5,0 66,72 4,1 0.1 03
10,0 68,25 0,2
0,5 87,54 3,9
Fluido
5,0
Biologico @ : 62,83 8,3 0.9 2.8
10,0 60,4 1,6

Nota: @ Os teores de LOD e LOQ para as amostras de fluido biolégico correspondem a concentragio
minima da aflatoxina B1 que deve estar presente na amostra inicial submetida a digestao, quando coletados
5 mL do digerido para extracéo pela metodologia de QUEChERS.

7] Curva padrbes B1 e M1 #1606 [manipulated] PADRAD 1 ug mL Emission_1 360 nm /450 nm

450000
400000 4 |1-Afla B1-7,723
300000 ‘
'5 ‘
5
3,
@ 200000 |
2
=3
e
i |
100000 ‘ |
|
|
| III
""" \'—| / —
-50000 - T T T T T T T T T T T T T T T~ T T T T T T T T T T T T
0.0 2,0 4,0 5,0 a0 10,0 12,0 14,0 15,0
Time [min]

Figura 7 - Cromatograma representativo do pico padrao gerado pela aflatoxina quando diluido na
amostra (1,0 gg.mL™).
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Os ensaios foram submetidos a extracdo e quantificagdo da AFB1 por
cromatografia de alta eficiéncia (CLAE) com obtengédo de cromatogramas (Figura 8). Os
compostos foram identificados baseados no tempo de retencdo do soluto com relacdo ao
padrdo e para confirmacédo foi realizada co-cromatografia adicionando solucbes padrao
que promoviam o aumento de sinal do composto ao seu dobro. O tempo de retencdo da
AFB; foi 7,72 min no pico padrdo, 7,75 min para amostra de sobrenadante e 7,76 min

para amostra digerida.
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Figura 8 — Exemplares de cromatogramas das amostras em estudo.

Nota: a) Amostra fortificada com AFB; (55 ug.L™); b) cocromatografia da amostra fortificada com AFB;
(adicdo de padrédo 120 ug.L); c) amostra digerida fortificada com AFB; (13 ug.L™?); d) cocromatografia

da amostra digerida fortificada com AFB; (adigdo de padrdo 150 ug.L™).
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5.3 Avaliacdo do percentual de reducdo e da bioacessibilidade de AFB: em leite por
Lactobacillus plantarum BG112 e prebidticos

Muitas das pesquisas ja desenvolvidas sdo referentes a contaminacdo do leite
provocada por AFM: e 0s niveis determinados para sua regulamentacgdo estdo ja em vigor;
no entanto, tem-se demonstrado que a conversdo de AFB: em AFM: ndo é de todo
realizada e esta pode ser detetada na matriz lactea (CARVAJAL et al., 2003; GURBAY
etal., 2010 e SCAGLIONI et al., 2014).

Uma vez que é passivel de contaminar o leite e derivados, apresenta-se como um
problema de salde publica, fazendo-se necessaria a sua avaliacdo ja que AFB1 possui
maior poder de toxicidade perante a sua fracdo hidroxilada (AFM3) (ZAIN, 2011).

Assim, 0 estudo de técnicas que permitam a reducdo do percentual ou da
bioacessibilidade de AFB: torna-se interessante, em especial quando estas técnicas
envolvem ingredientes corriqueiramente utilizados na indlstria lactea, como o0s
probidticos e prebioticos.

Como forma de evidenciar os resultados referentes aos diferentes ensaios
avaliativos da reducdo e bioacessibilidade, a Tabela 10 apresenta a matriz do
planejamento realizado com valores reais e codificados (concentragdo de micotoxina,
tempo de incubacdo e diferentes prebidticos) em termos de percentual de reducédo e de

bioacessibilidade.
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Tabela 10 — Matriz de planejamento Plackett & Burman de 12 ensaios, com dois pontos centrais, com
as variaveis independentes concentragao de micotoxina, tempo, inulina, polidextrose, oligofrutose e
beta-glucana e as variaveis dependentes reducéo (%o) e bioacessibilidade (%6).

Ensaio X12 X2° X3 x4® Xs® Xe' Red. (%) Bioac. (%)
1 +1(10) -1(0) (J, 715) J1(0)  -1(0) -1(0)  757+156  1592+079
2 41(10) +1(6) -1(0) (o+, 715) S1(0)  -1(0) 2298+060  1562+055
3 1(5)  +1(6) (J 715) -1(0) (J 715) -1(0) -5749+008  26,53+213
4 +1(10) -1(0) ((I 715) ((; 715) -1(0) (0*,715) 4514828 21,25+ 1,60
5 +1(10) +1(6)  -1(0) ((; 715) ((I 715) S1(0) 0024252 20,00+ 2,00
6 +1(10)  +1(6) ((; 715) -1(0) ((; 715) (0+’715) 30,18+1,97  30,76+1,74
7 A()  +1(6) ((I 715) ((; 715) -1(0) (0+’715) 2504345  3563+0,28
8 4G -1(0) ((; 715) (& 715) ((; 715) -1(0) 5585+0,66 51,09 +099
9 4G -10) -1(0) (& 715) ((; 715) (0*]715) 548+041  3934+077
10 +1(10) -1(0) -1(0) +1(0) ((I 715) (o+,715) 25434342 26,78+081
11 1()  +1(6) 10 -1(0) -1(0) (0*,715) _1577+£062  30,55+0,74
12 16) 1@ 10 -1(0) -1(0) -1(0) 3145+294  27,12+093

13 0(75) 0(3) 0(038) 0(038) 0(038) 0(0,38) 2564+154  28,01+0,27

14 0(75) 0(3 0(038) 0(038) 0(038) 0(0,38) 21,71+257  21,00+0,39

CT: (7.5) ®) ) 0) ) ©) - 101+6,3
CT. ©0) ®) ) 0) ) ©) ND ND
CTs ©) ® © ) 0 0

Nota: 2 Concentragdo de micotoxina (ug.L™); ® Tempo (h); ¢ Prebidtico inulina (%); ¢ Prebidtico
Oligofrutose (%); ¢ Prebidtico Beta-glucana (%); fPrebidtico Polidextrose (%); CT1: leite + mico (7,5 pg.L
1) — controlo positivo (amostra de leite fortificada com micotoxina, sem probidtico e sem prebidticos); CT:
leite + probidtico (108 UFC.mL™) e CTs: leite. ND — N&o Detetado

Diversos autores (EI-NEZAMI et al., 1998; OATLEY et al., 2000; HASKARD
et al., 2001; PELTONEN et al., 2001; EI- LAHTINEN et al., 2004; KHOURY, ATOUI;
YAGHI, 2011 e CORASSIN et al., 2013) abordaram o efeito de bactérias acido laticas
(BAL) no controlo de contaminacdo de aflatoxinas B1 e My utilizando solugdes tampao
ou leite artificialmente contaminado. No entanto, nenhum dos trabalhos ja publicados
foca a real presenca de AFB1 em leites e por consequéncia a contribuicdo da BAL em

termos de descontaminacdo do meio, agindo sobre este tipo de micotoxina.
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Analisando individualmente a acdo do probidtico (ensaio 12, Tabela 10)
verificou-se que o percentual redutivo sobre a aflatoxina foi de 31,45%. Este valor foi
superior ao encontrado por Bovo (2011) quando avaliou o efeito do probidtico L.
plantarum sobre AFB; em uma solugdo TFS, obtendo 5,60% de reducdo em 15 min e
8,08% em 24 h. Elgerbi et al. (2006) utilizando cepas de Lactobacillus spp. em 24 h
alcangou uma reducdo de 0 a 14,6% que aumentou de 4,5% a 73,1% se aplicadas 96 h
numa solucdo TFS para AFMq. Por sua vez, Gomah, Ragab e Bullerman (2010) obteve
valores de 96,3 a 98,3% ap0s 10 dias de incubacdo utilizando diferentes estirpes de L.
plantarum numa solugdo contendo extratos de levedura. No estudo de Duarte et al. (2013)
L. plantarum evidenciou maiores percentuais na capacidade de degradar a AFM; e na
estabilidade do complexo por ela formado perante o desempenho de outros micro-
organismos testados (L. acidophilus ATCC 20552, L. rhamnosus TISTR 541,
Bifidobacterium angulatum DSMZ 20098 S. thermophilus e L. bulgaricus) na forma
viavel e aquecida ou apés incubacdo em HCI (2M) alcancando 27,5%. No presente
trabalho o micro-organismo mostrou ser mais eficaz e promissor agindo individualmente
do que nos tratamentos adicionados de um ou mais prebio6ticos onde a sua acéo pode ter
sido prejudicada, isto é a adicdo de prebidticos aos ensaios promoveu apenas a
funcionalidade a eles atribuida ao invés de agirem como auxiliares para o desempenho do
micro-organismo. A excecdo verificou-se para o ensaio 08 com 55,85% onde
efetivamente ocorreu um aumento desta reducdo para igual concentracdo de aflatoxina
presente no meio (5,0 ug.L™?) e igual tempo de contato disponibilizado (0 h) apds ter sido
aplicado inulina, oligofrutose e beta-glucana junto da bactéria. Esta associacdo permitiu
potencializar a acdo isolada do probi6tico em relacdo ao percentual de reducéo. Porém,
isoladamente, ou associada aos pares, estes prebidticos exercerem menor poder redutor
guando comparado ao ensaio 12 (Tabela 10).

Os resultados estdo de acordo com El-Nezami et al. (1998) que visualizaram que,
de forma répida e nos primeiros minutos (33,2% com 0 h; 57,6% em 72 h de incubacéo),
algum tipo de ligacdo e inibicdo era exercido pelas bactérias quando aplicada para AFB:
em solucdo tampéo. Ainda que o mecanismo de ligacao e reducdo da AFB; pelas BAL se
encontre em fase de descoberta, alguns autores mencionam que certos compostos por elas
sintetizados possibilitam a reacdo com a parede celular bacteriana e ndo séo
metabolicamente degradados (EL-NEZAMI et al., 1998; LAHTINEN et al., 2004;
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CORASSIN et al., 2013). Ainda é possivel acrescentar que efetivamente a BAL atuou de
forma eficaz na inativagdo da AFB; acreditando-se que 0 mecanismo de acao se procedeu
de forma fisica, pela ligacdo aos compostos da membrana celular (polissacarideos e
peptidoglicano) como mencionado por diversos autores. Haskard e seus colaboradores
(2001) também demonstraram que L. rhamnosus GG (ATCC 53103) e L. rhamnosus LC-
705 (DSM 7061) foram capazes de eliminar a AFB1 a partir do meio de cultura por um
processo fisico. Por fendmenos especificos como ligacdo e inibicdo da biossintese pode
ser desenvolvida uma interacdo entre BAL e a acumulacdo de algumas micotoxinas.
Assim, nos resultados onde néo houve redugcdo ou menor do que a reducdo promovida
pelo ensaio 12 (Tabela 10) a ligacdo da AF com a bactéria pode ter sido anulada, uma vez
que é reversivel e houve a introducdo de prebidticos. Acresce referir que pela distancia
verificada entre os pontos centrais (13 e 14), o efeito negativo observado em algumas
variaveis (Tabela 11) pode estar associado a um erro inerente ao processo, uma vez que
o valor de t baixa e p-valor aumenta. No caso concreto, polidextrose (-9,46%)
estatisticamente ndo significativa e que apresenta um efeito negativo.

No geral, os efeitos redutivos sobre a contaminagdo por AFB; em leite foram
notoriamente maiores quando estabelecido o contato inicial (O h) entre os componentes,
na presenca de baixa concentragdo de aflatoxina (5,0 ug.L™?) e utilizando alguns
prebidticos (como inulina e oligofrutose) na quantidade méxima (0,75%).

Ao avaliar o efeito de cada varidvel estudada sobre o percentual de reducéo de
AFB;1, obtiveram-se os resultados dispostos na Tabela 11. Os valores negativos
alcancados na Tabela 10 foram considerados nulos quando aplicado o planejamento

estatistico experimental para o calculo dos efeitos das variaveis.
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Tabela 11 — Efeitos estimados e p-valores para a percentagem de reducdo de AFB: em fun¢do das
variaveis concentragao de micotoxina, tempo e prebidticos numa matriz lactea.

Erro

Resposta Variaveis Efeito padrio (7) p-valor
Média 16,1651 53203 3,0384 0,0189*
Concentracd AFBi 1 5979 114931  -0,0955 0,9266

(pg.L™)
Tempo (h) 12,0986 11,4931  -1,0527 0,3275
Reduga(g /Se AFBL | nutina (mavt) 13713 11,4931 0,1193 0,9084
Oligofrutose (mv%)  -1,7186 11,4931  -0,1495 0,8854
Bglucana (mv?) 91607 11,4931 0,7971 0,4516
Polidextrose (m.v?) -9,4625 11,4931 -0,8233 0,4375

*p<0,10.

Apesar de nenhuma das variaveis estudadas terem apresentado efeito significativo
(p < 0,05) pode observa-se que a concentracao da micotoxina e tempo, um aumento dentro
da faixa de concentracdo estudada apresentou efeito negativo, ou seja, quanto maior a
concentracdo de micotoxina e tempo, menor foi o percentual de remogéo. Passando da
faixa de menor valor (-1) para a de maior valor (+1) a variavel tempo regista 12% de
reducdo, significando que algum erro pode estar inerente a variabilidade obtida durante a
aplicacdo do processo e como o tal a mesma ser negativa. Assim, e uma vez que neste
estudo ambas as varidveis se fizeram presentes em todos 0s ensaios, a sua interferéncia
em termos de reducdo € negativa, ndo auxiliando o processo de descontaminacdo. Um
maior tempo de contato entre o probidtico e a toxina ndo fard com que maiores teores de
AFB: sejam removidos do meio; assim ensaios onde foram disponibilizadas mais horas
de contato ndo traduziram melhores percentagens de reducdo (Tabela 11). Por sua vez,
naqueles onde uma maior concentracdo de micotoxina estava presente, 0 comportamento
foi similar, verificando-se que tratamentos onde a faixa minima foi aplicada
proporcionaram um maior sucesso. Por sua vez, Kabak e Var (2008) utilizando 4 cepas
de Lactobacillus spp. e 2 cepas de Bifidobacterium spp. num estudo avaliativo da redugéo
de AFM; em tampao fosfato salino, verificaram que o nivel de contaminacao e o periodo
de incubacéo poderia interferir nos resultados obtidos. Alguns dos trabalhos cientificos

que avaliam a quantidade de aflatoxinas contaminantes removidas por meio de bactérias
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acido lacticas ttm em consideracdo nos seus estudos a influéncia do binémio tempo-
concentragdo, no entanto outros autores desconsideram esse fato visando o enfoque
apenas nos teores redutivos que podem ser alcangados pelo(s) micro-organismo(s) no
meio em que estdo inseridos. EI Nezami et al. (1998) por aplicacdo de L. acidophillus
observaram que utilizando 72 h de incubagdo eram obtidos valores de remocao de até
77% da AFB1 e que sem incubacdo so atingia os 33,2%. BECKER-ALGERI (2016) no
seu trabalho visualizou maior acdo das BAL sobre os niveis de AFB1 do que AFMq,
independente da fortificacdo ser realizada de forma simultdnea ou separadamente da
AFM;. A reducdo variou de 8,96 a 100% para AFBji, quando as amostras foram
fortificadas separadamente utilizando um periodo de incubacdo O e 4 h. Somente o L.
acidophilus proporcionava reducdo da micotoxina chegando perto dos 73,7%, mas
quando utilizadas BAL combinadas, os teores de reducdo foram maiores conseguindo
uma média de 85%. Peltonen et al. (2001) relataram que as quantidades de AFB:
removidas por bactérias, viaveis ou tratadas termicamente, foram dependentes das
concentrag0es iniciais de AFBg, e que esse processo acontece de forma rapida (de 52,6%
a66,5% com 0 h de incubacédo). Se aumentar a concentracdo de micotoxina sem aumentar
a concentracdo de BAL, o percentual de remocao tem de ser menor. Segundo Lee et al.
(2003) a concentragdo de AFM1 no meio influencia a taxa de adsor¢do da mesma ou seja,
maiores quantidades de toxina vao ser removidas se forem disponibilizadas maiores
concentracdes de BAL.

Se avaliado os efeitos dos prebidticos sobre o percentual de reducéo, é possivel
verificar que oligofrutose e polidextrose exerceram efeitos negativos, ou seja, dentro da
faixa estudada, um aumento na concentracdo diminuiu o percentual de reducdo da AFB;.
Por sua vez, a inulina e a beta-glucana apresentaram efeito positivo, ou seja dentro da
faixa estudada, um aumento na concentracao favorece o percentual de reducdo da AFB;.
Esse efeito positivo pode estar associado ao resultado obtido em termos de reducdo
percentual no ensaio 08 (Tabela 10). Sugere-se que um possivel fendmeno de adsorcao
tenha acontecido visto que nas 0 h, o tempo de contato com prebidtico € muito limitado
e as condicBes do meio ndo foram ainda modificadas pela acéo do probiotico. Foi também
demonstrado por Oatley et al. (2000) que a remocao de AFB1 ndo ocorre unicamente pela
ligacdo da toxina com o pellet bacteriano j& que sobre diferentes formas e de forma
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reversivel, a ligacdo com AFB: se d& pela presenca de sitios ativos da parede celular

bacteriana provavelmente causados pelas diferengas morfoldgicas e estruturais da mesma.

5.3.1 Avaliagdo da bioacessibilidade de AFB1 pela acdo de probiotico e prebidticos

A interacdo in vivo sera favorecida quando houver uma adaptacdo do probiotico
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
prebidtico (SAAD, 2006). Bielecka, Biedrzycka e Majkowska (2002) confirmaram a
adequacao desta combinacdo, demonstrando uma maior eficacia na descontaminacédo do
meio quando comparado com o uso individualizado de probioticos.

No que diz respeito a estudos avaliativos da bioacessibilidade de AFB: em
amostras de leite empregando modelos in vitro nada foi publicado. Até entdo, foram
reportados valores consideraveis em certos alimentos (85,9 e 98,5%), apds aplicacdo de
etapa digestiva, como frutos secos (amendoim, milho e trigo) (KABAK; OZBEY, 2012b).
Versantvoort et al. (2005) também verificou que 94% da micotoxina disponivel para
absorcdo podia ser conseguida numa amostra constituida por amendoins igualmente ao
referido por Carolien et al. (2005) com igual valor (94%) para a biodisponibilidade do
AFB: em pasta de amendoim. Estes valores foram inferiores aos obtidos neste estudo
(maior bioacessibilidade), no entanto a matriz utilizada foi notoriamente diferente e 0s
resultados obtidos adequados a mesma.

Com o intuito de avaliar e estimar a biodisponibilidade deste composto
contaminante (AFB3), 0s ensaios foram submetidos a um modelo de digestdo in vitro. A
bioacessibilidade da AFB1 na amostra de leite adicionada apenas de AFB; (CT3) foi de
101% (Tabela 10). Os niveis de redugdo da biodisponibilidade variaram de 15,62%
(ensaio 2) a 51,09% (ensaio 8), onde os ensaios 1 e 2 apresentaram 0s menores valores e
0 ensaio 08 o maior valor de bioacessibilidade.

A adicdo de L. plantarum BG112 em leite contaminado por AFB; resultou numa
bioacessibilidade de 27,12 + 0,93% para a micotoxina em estudo. Becker-Algeri (2016)
em leite pasteurizado, contaminado artificialmente por AFB;, alcangou o seu melhor

resultado (28,0 = 1,18%) utilizando L. acidophilus isoladamente. Também Kabak e
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Ozbey (2012a) utilizando uma matriz de leite (fortificada com AFM;) teve redugdes da
bioacessibilidade entre 15,5 a 31,6% em comparagdo com 0s controles por aplicacéo de
géneros Bifidobacterium e Lactobacillus. Serrano-Nifio et al. (2013) conquistaram
reducdes na bioacessibilidade da AFM: em leites fermentados de 22,7 a 45,2% com
destaque para B. bifidum NRRL.

Analisados os resultados é possivel concluir que a bactéria em estudo ficou
préxima dos niveis de bioacessibilidade que outros autores apresentaram, e como tal
também ela demonstrou a capacidade de ligacdo das BAL com as AFB1 uma vez que as
mesmas séo liberadas da sua matriz para o fluido bioldgico. L. plantarum podera ser
incorporado numa matriz alimentar como forma de reduzir a bioacessibilidade de AFB;.

Os resultados referentes a andlise de efeitos encontram-se na tabela 12. A
concentracdo de micotoxina apresentou efeito negativo significativo na bioacessibilidade,
ou seja, quanto maior a concentracdo de AFB31, dentro da faixa estudada, menor foi a
bioacessibilidade. A concentra¢do de uma micotoxina foi estudada e comparada quanto a
sua bioacessibilidade. Numa experiéncia efetuada por Meca et al (2012a) utilizando péo
crocante de trigo produzido com compostos prebidticos e contaminado com 5 e 25 mg.L
! de micotoxina BEA, os dados médios de bioacessibilidade dos compostos bioativos
testados (nas duas concentracdes) foram de 2,4% e 1,5%, respectivamente. Todo o
prebidtico aplicado reduziu efetivamente a micotoxina e, em particular, essa reducéo teve

a faixa de 96% a 99% considerando as duas concentracdes empregadas.
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Tabela 12 — Efeitos estimados, p-valores e percentagem de bioacessibilidade para AFB1em funcéo
das variaveis concentracgédo de micotoxina, tempo e prebidticos numa matriz lactea.

Erro
Resposta Variaveis Efeito B t(7) p-valor
padréao

Média 27,8277 1,6542 16,8221 0,0000*
Concentragdo N

micotoxina (ug.L") -13,3238 3,5736 -3,7284 0,0074

Tempo (h) -3,7351 3,5736 -1,0452 0,3307

Bioacessibilidade (%0) . 4

Inulina (m.v?) 3,6247 3,5736 1,0143 0,3442

Oligofrutose (m.v?) 4,2124 3,5736 1,1788 0,2770
B-glucana (m.v?) 8,0680 3,5736 2,2577 0,0585*

Polidextrose (m.v?) 4,6700 3,5736 1,3068 0,2326

*p<0,10

As pesquisas de Meca et al. (2012a) demonstram que a capacidade de ligacéo do
composto bioativo para as fibras avaliadas € maior quando a aflatoxina foi utilizada na
concentracdo mais baixa (5 mg/ L) contrariamente ao nosso caso.

Este fendmeno pode, provavelmente, ser relacionada com a presenca de restritos
locais de ligacdo nas fibras que impedem a ligacdo com aflatoxinas para a concentracéo
mais elevada como anteriormente dito.

Alguns autores (Carolien et al., 2005; Meca et al., 2012b) comparando a
biodisponibilidade de aflatoxinas com outros compostos mas contidos em alimentos
liquidos ou sélidos concluiram que a biodisponibilidade diferia entre si ou seja, a matriz
alimentar quando enriquecida com fibras tem a propriedade de capturar a toxina,
reduzindo assim a sua biodisponibilidade e também ela pode suscitar alteracdes nas
porcdes que estdo biodisponiveis. Kabak et al. (2009) em frutos secos e alimentos infantis
teve biodisponibilidade média de AFB1 em cerca de 90%, variando consoante a matriz
entre 85,1 - 98,1% dependendo de diferentes fatores, tais como produto alimentar, nivel
de contaminagdo, composto e tipo de contaminagdo (fortificada vs. naturalmente

contaminado) o que confirma o referido inicialmente para o presente trabalho.
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Por sua vez, o tempo ndo influenciou na bioacessibilidade da AFB:.
Avantaggiato et al. (2003) estudaram absorc¢éo intestinal de ZEA usando um modelo de
laboratdrio que simula a fisiologia do trato gastrointestinal de suinos saudaveis. Perto de
32% de ZEA foi transferida a partir da matriz de alimentos durante 6 h de digestdo e
rapidamente absorvida a nivel intestinal se complementado os tratamentos com
adsorventes. Contudo, neste trabalho, para AFB: o tempo ndo teve 0 mesmo
comportamento. Inulina dispondo de Oh e oligofrutose dispondo de 6 h, tiveram
percentuais praticamente idénticos (15%) para a mesma concentracdo de micotoxina. O
mesmo foi visto entre polidextrose e probidtico sozinho, ambos com igual teor de
aflatoxina mas com diferencas no tempo, ambos ficaram muito proximos de 30%.

A adicdo dos prebioticos ndo apresentou efeito significativo (p > 0,10); salvo a
adicdo de beta-glucana, ou seja, a medida em que a concentracdo de beta-glucana
aumenta, dentro da faixa de concentracao estudada, a bioacessibilidade aumenta.

Apesar dos ensaios 1 (inulina) e 2 (oligofrutose) terem apresentados 0s menores
valores de bioacessibilidade, estes prebioticos ndo tiveram efeitos significativos neste
parametro. Reforcando, portanto, que a concentracdo exerce maior efeito do que o tipo
de prebidtico empregado, ja que estes ensaios trabalharam com concentracGes maiores de
AFB:. O fato da inulina apresentar efeito positivo, apesar de ndo significativo, pode ser
explicado por Barclay et al. (2010), que relataram que a inulina pode ser ideal para o
transporte de substancias para o colon, uma vez que é estavel para a gama de pH &cido da
zona gastrointestinal humana. Como descrito por Fritzen-Freire et al. (2012), as a¢des da
inulina, como protetores das células de Bifidobacterium Bb-12 mostram um efeito
positivo sobre a sua sobrevivéncia durante a simulagdo gastrica. Num trabalho elaborado
por Meca et al. (2012a) através da inulina, a biodisponibilidade da micotoxina BEA foi
consideravelmente reduzida utilizado a concentracéo de 5% com valores de 2,6 + 0,5%.
Ja a menor reducdo foi evidenciado pelas fibras FOS (5%), com 21,5 + 1,4%. No entanto,
no seu geral e perante outras estudadas (glucomanano, celulose) elas foram melhores,
fendmeno este provavelmente devido a elevada capacidade das enzimas microbianas
degradarem os fruto-oligossacarideos como FOS e inulina, em relagdo a outras fibras
alimentares.

N&o obstante ao referido anteriormente, no que diz respeito aos prebioticos

espera-se que ocorram diferencas significativas em termos de desempenho, quando
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adicionados no processo de descontaminagdo apds simulagdo gastrica. Tal é justificado
pelos locais ativos de ligacdo existentes na estrutura dos compostos, impedindo que 0s
toxicos se fixem ou pelas suas capacidades na captura de compostos bioativos presentes
na matriz alimentar, como polifendis e depois a hidrolise da sua estrutura pelo complexo
de enzimas das bactéria presentes no compartimento do colon intestinal antes da absorcéo
pelo epitélio intestinal, reduzindo a bioacessibilidade da aflatoxina. Espera-se que as
células utilizadas resistam a passagem gastrointestinal combatendo a adsorcao das toxinas
no epitélio intestinal, reduzindo a sua biodisponibilidade, sem implicacbes para o0s
alimentos e com garantias de excrecao fecal.

A aplicacdo de menores quantidades de probidtico poderiam ter sido mais
significativas sobre a contaminacdo em estudo, ja que para ambas as respostas (red. e
bioc.) 0 seu aumento contribuiu negativamente para o sucesso do processo. In vivo, logo
que um composto € libertado da sua matriz no quimo, pode ser transportado através do
epitélio intestinal, sendo absorvido internamente e assim ndo ser possivel a reducdo da
sua concentracdo. No modelo de digestdo, os compostos ndo sdo removidos do quimo
durante esse processo e, portanto, a bioacessibilidade pode ser superestimada, quando a
saturacdo do composto ocorre no quimo (VERSANTVOORT et al., 2005). A
centrifugacdo foi realizada a baixa velocidade porque se parte do principio que todas as
moléculas mobilizadas a partir da matriz estdo, a partida, disponiveis para o transporte
através o epitélio intestinal e, portanto, representam uma situacéo (realista) no caso de tal
situacdo ndo ocorrer de forma tao eficiente. Também devera ser tido em consideracdo que
os valores de bioacessibilidade obtidos com recurso a modelos de digestdo in vitro podem
ser dificultados pelas diferencas nas condi¢fes experimentais quando as analises sao
realizadas em diferentes laboratérios nomeadamente na separacdo do quimo (quimo) a
partir da matriz (pellet) (VERSANTVOORT et al., 2005). A inclusdo de bactérias
probidticas no estudo de Kabak e Ozbey (2012) mostrou uma redugdo significativa (p <
0,05) na biodisponibilidade de AFs: préximo de 35,6% para AFB1, 35,5% para AFB;,
31,9% para AFG; e 33,6% para AFG,, Atividade de bactérias probidticas quando formado
0 complexo comprovou ser reversivel com 10,3 a 39,8% destes a serem liberados de volta
para 0s sumos de digestéo.

Fazendo a mesma analogia, o tratamento 08, no caso, contribuiu para 0 maior
aumento da bioacessibilidade (51,09%) seguido do 09 (39,34%) e do 07 (35,63%). No
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primeiro caso, se por um lado o tratamento é o ideal para reduzir a concentracdo da
aflatoxina, por outro também permite que a mesma esteja acessivel para absor¢do por
parte do organismo, ja que 85,08% esta disponivel para ser incorporado pelo organismo.
Em termos de efeito, hd uma semelhanca entre as percentagens de bioacessibilidade
(Tabela 12) quando analisada a variavel inulina e oligofrutose, ambas com efeito
significativo em termos de reducdo de bioacessibilidade. Utilizando estas variaveis,
dentro da faixa estudada, elas apresentam um maior papel na reducdo da
bioacessibilidade, confirmando os percentuais alcangados nos ensaios mencionados.
Num estudo realizado para biodisponibilidade da micotoxina BEA a inulina
reduziu consideravelmente a sua quantidade e quando utilizada com uma concentracao
de 5% mostrou valores na ordem dos 2,6% (MECA et al., 2012a). Ainda nesta pesquisa
outras das fibras estudadas evidenciaram uma boa acdo de captura da BEA na solugédo
modelo referente ao digerido, mais eficaz no intestino do que no compartimento
duodenal, onde as mesmas podem complexar eficazmente a micotoxina. Também a
amostra 04 (L. plantarum+ inulina + oligofrutose + polidextrose) demonstraram uma boa
capacidade de ligacdo da BAL com a AFB: quando digeridas, contrariamente ao que foi
verificado na reducéo. A justificacdo pode estar na libertagdo dos constituintes presentes
na matriz para o fluido bioldgico e nas rea¢6es ocorridas pelo auxilio de enzimas do trato
digestivo como ja havia sido mencionado. No estudo Oluwafemi et al. (2010) a
capacidade desintoxicante a diferentes niveis de AFB1 contaminando artificialmente, com
5 dias de incubacéo, obteve a maior remocéo (44,5%) quando aplicado o menor nivel de
toxina de AFB;. Isso ndo foi notado nos nossos tratamentos, com o nivel maximo de
micotoxina a bioacessibilidade foi influenciada. Tal é possivel observar quando
analisados os tratamentos com prebioticos individualizados, em que a maior faixa de
aflatoxina (+1) estava aplicada. Pelo trabalho elaborado por Hernandez-Mendoza et al.
(2010) sugere-se que a diminuicdo do poder de ligacdo das aflatoxinas ocorrido na
presenca de BAL, se deve a capacidade das mesmas se ligarem as micotoxinas em meio
intestinal conduzindo a reducdo da sua absorcdo. Uma vez que a matriz lactea possui
bastantes interferentes, 0s mesmos podem ter causado uma certa dificuldade na libertagdo
do composto bioativo e, mesmo apds digestdo, elevadas quantidades de aflatoxina terem
ficado disponiveis para absorcdo intestinal. L. plantarum pode crescer sobre baixa

capacidade de tamponamento no estdmago e outras secrecdes de sais biliares em
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complexas condicGes proporcionadas pelo organismo de seres humanos e outros
mamiferos (REJINIEMON et al., 2015). E termos de efeito, tanto a oligofrutose como a
polidextrose, dentro da faixa aplicada, alcancaram valores de bioacessibilidade e
significancia similares (aproximadamente 4% para p = 0,2).

Assim, mais uma vez, é reforcada a ideia de que um dos fatores que
potencialmente afeta a bioacessibilidade é o nivel de contaminacdo. Se ndo vejamos o
seguinte, se apenas tivermos em conta a concentracdo de aflatoxina (sem olhar a
interferéncia das restantes variaveis ou a complexidade do tratamento), o grupo de
amostras contaminadas com o valor mais alto (10,0 ug.L™) apresentou uma faixa de
15,62% a 30,76% ja as amostras contaminadas com o valor mais baixo (5,0 pg.L™?)
registaram valores de 26,53% a 51,09% (valores minimo e maximo, respectivamente para
ambos). Daqui pode concluir-se que a dose aplicada tem efeito na resposta, e que como
visualizado a sua concentragdo em termos de bioacessibilidade implica maiores e
menores taxas de reducdo. Estatisticamente ela foi significativa (p < 0,05). Kabak e Ozbey
(2012a) utilizando géneros Bifidobacterium e Lactobacillus na diminuicdo da
bioacessibilidade da AFM; em amostras de leite contaminadas, assinalaram redugdes de
bioacessibilidade na ordem dos 15,5 a 31,6% quando comparadas aos seus controlos. A
eficiéncia enquanto bactérias probioticas ficou comprovada, com destaque para o
Lactobacillus, uma vez que a reducdo da bioacessibilidade, quando alterada a
concentragdo da aflatoxina My, néo foi influenciada. Os resultados obtidos neste estudo
estdo de acordo com o autor. EL-NEZAMI (1998) também constatou valores de 80% de
remocao quando utilizadas bactérias gram-positivas perante gram-negativas e 50% de
remocdo para AFB; quando utilizada uma dose minima de 10° UFCmL™. Numerosas
investigacgdes, especialmente utilizando subprodutos l&cteos, relataram que baixos niveis
de pH, falta de nutrientes e competicdo microbiana também explicam a razdo para
inibicdo AF. Contudo, deve ser feita uma chamada de atencdo para o facto do processo
digestivo ndo diminuir a disponibilidade de micotoxinas para absorcao intestinal e que
existe efetivamente o risco de alimentos contaminados quimicamente ndo sofrerem
nenhum tipo de efeito redutor exercido pela acdo das BAL quando sujeitas a novas
condigdes.

Algumas pesquisas confirmam que perante a diversidade de constituintes

presentes nesta matriz, as particularidades existentes entre géneros/estirpes de BAL e as
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condicBes laboratoriais aplicadas, alteram a especifica habilidade da BAL para
estabelecer a ligagdo com a AFB; variando consideravelmente (ZINEDINE et al., 2007;
SHAHIN, 2007). Uma vez que a matriz lactea possui bastantes interferentes, 0s mesmos
podem ter causado uma certa dificuldade na libertacdo do composto bioativo e, mesmo
apos digestdo, elevadas quantidades de aflatoxina terem ficado disponiveis para absor¢éo
intestinal. Nesse contexto, tanto o complexo aflatoxina-bactéria formado como os
compostos individuais produzidos (polissacarideos, peptidoglicanos da parede celular e
acido lipoteicoico) sdo critérios chave para 0 bom desempenho redutor e consequente

processo de descontaminagéo.
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Capitulo 6
Conclusao







Pela sua eficcia na capacidade em restringir as aflatoxinas no leite o L.
plantarum pode ser aplicado em processos de descontaminacdo. Verificou-se que foi
possivel reduzir o teor de AFB;1 quando adicionado individualmente e nos ensaios com
0s prebidticos inulina, oligofrutose e beta-glucana no seu conjunto, no entanto em
algumas combinagGes promovidas ele néo foi tdo eficaz como foi 0 caso da introdugéo
de polidextrose.

Em termos de bioacessibilidade, a mesma foi reduzida em todos os ensaios
avaliados, mas o destaque verificou-se quando incorporada inulina ou oligofrutose
individualmente com o probidtico. Ainda que em alguns ensaios se pudesse observar que
para determinadas condicOes estipuladas, os resultados que obtinham as maiores taxas de
remocao eram por sua vez os que tinham as maiores taxas de bioacessibilidade, opta-se
por prevalecer a bioacessibilidade. Aguele que apresenta a maior influéncia sobre a
diminuicdo dos niveis de toxinas disponiveis para absorcao pelo organismo seria a op¢ao
escolhida para aplicagéo.

Os resultados ajudam a explicar como alguns componentes naturais presentes no
alimento podem ajudar a modular a ingestdo de certos compostos tdxicos. Este auxilio é
uma via segura na cadeia alimentar industrial em termos de acdo conjunta, e o efeito
podera ser de forma sinergética ou antagénica. No entanto, ambos trazem vantagens
acrescidas no seu uso poupando tempo, custos com otimizacao do processo em termos de
prevencdo. Aliado a isto, duas estratégias adicionais estdo atualmente em fase de
avaliacdo: incorporacao de BAL em biofilmes, processos de encapsulacdo em diferentes
matrizes e 0 recurso a adsorventes que nao se dissociam no trato digestivo que poderdo

aumentar ainda mais a eficacia dos compostos.
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APENDICE A — Modelo de digestio in vitro

Procedimento do método de digestibilidade de amostras in vitro

e Preparar préviamente as solugdes representativas da saliva, sucos gastrico,
duodenal e biliar conforme descrito na Tabela 1.

e Transferir 4,5 mL de leite fortificado com AFB; para tubos digestivos (tubos de
centrifuga de 50 mL);

e Adicionar 6 mL de saliva artificial com incubagdo por 5 min a 37° C;

e Adicionar 12 mL de suco gastrico com agitagdo e incubacdo a 2 h a 37°C:

e Adicionar 12 mL de suco duodenal, 6 mL de bile e 2 mL de NaHCO3 1 M, com
agitacdo e incubacdo por 2 h a 37°C;

e Centrifugar amostra a 2750 x g por 5 min para obten¢do do quimo (sobrenadante)
e matriz digerida (concentrado).

e Quantificar o composto de interesse no sobrenadante.

Referéncias: (KABAK; OZBEY, 2012a; OOMEN et al., 2003; VERSANTVOORT et al.,
2005)
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Tabela 1 - Reagentes e respetivas concentracdes para realizacio de sucos digestivos sintéticos do

modelo de digestao in vitro.

Saliva Suco Géstrico Suco Duodenal Suco Bile
10 mL KCI 15,7 mL NaCl 40 mL NaCl 30 mL NaCl
89,6 g.L? 1753 g.L1 1753 g.L1 1753 g.L1
10 mL KSCN 3,0 mL NaH2PO4 40 mL NAHCO3 68,3 mL NaHCO3
20 g.L! 88,8¢.L1 84,7¢g.L1 84,7¢g.L1
Solugéo 10 mL NaH2PO4 9,2 mL KCI 10 mL KH2PO4 4,2 mL KCI
Inorganica 88,8 g.L1 89,6 g.Lt 8g.L? 89,6 g.L!
10 mL NaSO4 18 mL CaCl2-2H20 6,3 mL KCI 0
57 gL 222Gl 896 gL 0,15 mL HCI (37%)
1,7 mL NaCl 10 mL NH4CI 10 mL MgCl2
1753 g.L! 30,6 g.L1 5g.L1
20 mL NaHCO3 . .
847 gL 6,5 mL HCI (37%) 0,18 mL HCI (37%)
10 mL glicose 65g.L*
10 mL é&cido
Solugéo 8 mL ureia glucurénico 2 g.L! 4 mL Urea 10 mL ureia
Organica 25¢g.L? 3,4 mL ureia 25 g.L*! 25g.L! 25g.L1
10 mL glucosamina
hidroclorada 33 g.L!
. 9 mL CaCl,-2H20 -
290 mg a-amilase 1gBSA 222 gL 30 g bile
. . 10 mL CaCl2-2H20
Demais 15 mg &cido urico 2,5 g pepsina 19 BSA 222 gL
Compostos 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

Nota: As solucbes orgénicas e inorgénicas foram aumentadas para 500 mL com &gua destilada. Apo6s
misturar a solu¢do orgénica e inorgénica, alguns constituintes foram adicionados e dissolvidos. Quando

necessario, o pH foi ajustado para o intervalo apropriado.

Fonte: Adaptado de Versantvoort et al. (2005).
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APENDICE B - Extracao de Aflatoxina B1 em leite —- QuUEChERS

Agitar em vortex por 30 min 15 g de leite UAT (liofilizado) + 10 mL hexano + 15 mL de acetonitrila
(1% 4acido acétido, v/v).

4
Adicionar 6 g de sulfato de magnésio (MgSO4) + 1,5 cloreto de s6dio (NaCl)
4
Agitar em vortex por 1 min
4
Centrifugar (3000 rpm a 7 min)

4

Remover o sobrenadante (hexano).
4

Recolher 5 mL da fase acetonitrila

3

Evaporar sob corrente de nitrogénio (N») até residuo

Figura 2 — Etapas para procedimento de extracio de AFB1 em leite — QhEChERS
Fonte: Adaptado de SARTORI et al., (2015).
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