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Resumo

As aflatoxinas sdo substancias toxicas produzidas por fungos do género Aspergillus, que quando
presentes em alimentos representam um risco a saude humana por apresentarem propriedades
hepatotoxicas, mutagénicas e carcinogénicas. Essas micotoxinas podem contaminar graos e outras
matérias-primas normalmente utilizadas na producdo de racGes para alimentacdo animal. A
Aflatoxina M: (AFM3) é um metabdlito toxico resultante da biotransformacéo da Aflatoxina B,
que é excretada pelos animais em fluidos como o leite. Os processos de pasteurizacdo e
esterilizagdo ndo conseguem inativar completamente as aflatoxinas, por isso o método de
descontaminagdo bioldgica tem se mostrado como uma alternativa para a remocdo dessas
micotoxinas em alimentos. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a remocgéo de
AFM; em leite artificialmente contaminado utilizando a linhagem Lactobacillus casei
(ATCC55544) em tempos de contato de até uma hora. A metodologia empregada envolveu a
adicdo de 2 pg/L de AFM; a leite desnatado com posterior avaliacdo da remocédo da toxina pela
bactéria nos tempos de contato de 5 a 60 minutos. A quantidade de AFM; foi estimada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e a percentagem de remocao foi calculada. Os
resultados mostraram que a linhagem de L. casei utilizada promoveu uma reducdo dos teores de
AFM; ja nos primeiros minutos de contato. Uma remocéo acima de 80% foi obtida em 30 minutos,
ndo diferindo estatisticamente da remog&o obtida em 60 minutos. Assim, o uso da Lactobacillus
casei (ATCC55544) se mostra como uma boa alternativa para reducdo da contaminacdo da
aflatoxina My em leite.
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Introducéo

As aflatoxinas sdo compostos altamente toxicos produzidos naturalmente por fungos
filamentosos do género Aspergillus, principalmente A.flavus, A. parasiticus e A. nomius. Essas
micotoxinas podem contaminar grdos como amendoim, trigo, milho, arroz, entre outros que,
normalmente, sdo utilizados na producao de ragGes para alimentagdo animal. S&o identificadas
quatro aflatoxinas como contaminantes naturais de produtos agricolas, sendo elas: aflatoxina B1
(AFBy); B2 (AFBy); G1 (AFGy) e G, (AFG;). (WEIGEL, 2007).

A AFB; é considerada a mais toxica de todas as aflatoxinas, apresentando propriedades
hepatotdxicas, teratogénicas, mutagénicas e carcinogénicas. (RAl; VARMA, 2010). Quando a
AFB;: é ingerida pelo gado, ao consumir a ragdo contaminada, parte é degradada por
microrganismos do rumen, formando o aflatoxicol. A parte restante é absorvida pelo trato
digestivo por difusdo passiva e sofre biotransformacao hepética convertendo-se em aflatoxina My,
sendo uma forma hidroxilada da AFB; que é excretada no leite e fluidos bioldgicos dos animais.
(FINK-GREMMELS, 2008). Segundo Creppy (2002), da totalidade de AFB; ingerida através da
ragao, aproximadamente 0,3 % a 6,2 % é transformada em AFM; e é excretada no leite.

O potencial carcinogénico da AFM; é significativamente inferior ao da AFB1, possuindo
a AFB:1e a AFM; um TDs (teor de micotoxina passivel de causar desenvolvimento de tumores
malignos em 50% dos individuos) de 10,4 ¢ 1,2 ug/ kg p.c. (peso corporal) / dia, respectivamente.
Sendo assim, a AFM; possui cerca de 10 % da atividade carcinogénica de aflatoxina Ba.
(GIMENO; MARTINS, 2006). Porém, ambas estédo classificadas no Grupo 1, carcinogénico para
humanos, segundo a International Agency for Research on Cancer (IARC) (2002).



O leite é um alimento consumido durante todas as fases da vida, sendo a principal fonte de
nutrientes para as criangas. Por isso, € indispensavel que o0 mesmo se apresente sem qualquer tipo
de contaminag&o. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Brasil, 2011)
estabelece na RDC n° 7 de 18 de fevereiro de 2011 que o limite maximo permitido de AFM; em
leite fluido seja de 0,5 pg/L, com a finalidade de diminuir os riscos causados por essa toxina. Como
0s processos de pasteurizagdo e esterilizagdo nao eliminam por completo essas toxinas, métodos de
descontaminacdo biol6gicos vém sendo amplamente estudados como uma alternativa para sua
remocdo (WU et al., 2009). As Bactérias Acido-Laticas (BAL) estdo entre 0s microrganismos
utilizados industrialmente que apresentam os resultados mais promissores para a reducdo de
aflatoxinas em meio contaminado. (BOVO; CORASSIN; OLIVEIRA, 2010). Para Fuchs et al.
(2008), isso pode ser explicado pelo fato das BAL possuirem a propriedade de inibir a biossintese
de aflatoxinas, ou ainda, possuirem a habilidade de se ligarem a micotoxina no meio contaminado.

Algumas espécies de BAL como Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus delbruecki
subsp. bulgaricus e Streptococcus salivarius subsp. thermophilus séo relatadas em outros estudos
como eficazes na remoc¢do de AFM; de leite artificialmente contaminado em tempos de contato
entre 4 a 24 horas. (BECKER-ALGERI, 2016; EL KHOURY; ATOUI; YAGHI, 2011,
ELSANHOTY et al., 2014). Tempos de contato inferiores a uma hora sdo pouco estudados,
podendo-se citar o exemplo de Bovo et al. (2013) que estudaram a remocao de AFM; em leite por
Lactobacillus rhamnosus, L. delbruecki subs. bulgaricus e Bifidobacterium lactis em um periodo
de 15 minutos. No entanto, esses autores ndo testaram nenhuma linhagem de Lactobacillus casei.
Neste contexto, 0 presente estudo tem como objetivo investigar a capacidade da linhagem
Lactobacillus casei (ATCC55544) em remover a AFM; em leite artificialmente contaminado,
utilizando tempos de contato entre a toxina e a bactéria de no maximo uma hora.

Material e Métodos

A bactéria Lactobacillus casei — ATCC 55544 (L.casei 431®, Chr. Hansen, Denmark)
foi reativada em caldo MRS (Acumedia® - Lansing, MI, USA) a 37 °C por 48 horas em shaker a
150 rpm (Nova Técnica, Brazil). A cultura foi repicada 3 vezes em caldo MRS para que atingisse
uma alta concentragdo de células. A determinacdo da contagem de células viaveis (UFC/ml) foi
realizada por plaqueamento em profundidade em agar MRS (Acumedia® - Lansing, MI, USA) a
37 °C por 48 horas. Concomitante ao plagqueamento, foi realizada a estimativa da concentracdo
bacteriana nos cultivos, por meio de medida da densidade éptica em espectrofotdmetro
(PerkinElmer, Lambda Bio+, Reino Unido) a 600 nm. Uma curva de calibragdo (UFC x
absorbéncia) utilizando uma cultura de 15 horas de L. casei também foi construida para ser
utilizada como uma estimativa da concentracéo das células nos ensaios de remog&o posteriores.

Para os ensaios de remocdo da AFM;, seguiu-se a metodologia proposta por Bovo et al.
(2013), exceto pela concentracdo da toxina no leite desnatado (Molico, Nestlé, Brasil), que no
presente trabalho foi artificialmente contaminado com foi 2 pg/L (Sigma, St Louis, MO, USA).
Seguindo essa metodologia, cultivos de L. casei em caldo MRS foram conduzidos em shaker
(37 °C, 150 rpm). Apo6s 15 horas de cultivo, foi feita a imerséo do tubo de cultura em banho de
gelo por 3 minutos. A concentracdo de células vidveis foi estimada a partir da leitura da
absorbancia a 600 nm, mediante curva de calibragdo. Um volume do caldo de cultivo
correspondente a 1 x 10® células foi centrifugado a 4.000 rpm por 15 minutos (Centrifuga
Eppendorf 5430R, Alemanha). O centrifugado foi lavado com solugdo salina 0,85% estéril e
novamente centrifugado. O pellet foi ressuspenso em 10 mL da solugdo de leite fortificado com
2 ug/L de AFM,. Esta solucdo de leite/bactéria permaneceu sob agitacdo suave em agitador de
movimento lateral (FinePCR, Compact Rocker CR95, Korea) a 20 °C, pelos tempos de contato
de 5, 15, 30 e 60 minutos. Os ensaios foram conduzidos em triplicata para cada tempo de contato.

Apos o término do tempo de contato, as células foram centrifugadas (4.000 rpm, 15 min) e
0 sobrenadante passou pelo processo de extracdo do tipo QUECHhERS, seguido por etapa de clean
up com MgSQOs e PSA (amina primaria secundaria), conforme descrito por Prestes et al. (2009). Um
controle com leite fortificado com 2 pg/L de AFM; sem a a bactéria também foi submetido as etapas
de QUEChERS e clean up. Para a analise da AFM; por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), foi utilizado um cromatografo (HPLC/MS Modelo 1260, Agilent, EUA), acoplado ao
detector de massas (MS) com fonte de ionizacdo ESI (eletrospray) e analisador de massas single



quadrupolo (Agilent, EUA), munido de bomba de impulsionamento quaternaria e auto-mostrador
com coluna C18-XDB em fase reversa e processamento no software OpenLab Chemistation
(Agilent, EUA). A metodologia baseou-se no procedimento descrito por Hengst e Mastovska
(2013), que validaram o método para a determinacdo de AFM; em formulas lacteas infantis ap6s
extracdo QUEChERS (recuperacdo 99,4% e RSD 5,7%). A fase mdvel foi composta por Formiato
de aménio 5 mM e Acido formico 0,1% em 4gua (Fase A) e Metanol (Fase B). O volume de injecéo
de amostra foi de 20 uL, sendo realizadas duas inje¢Ges para cada triplicata dos tempos de contato.

A porcentagem de remocao de AFM; foi estimada através da comparacao entre as areas
dos picos cromatograficos de AFM; (BOVO et al. 2013) da amostra de leite artificialmente
contaminado (2 pg/L) no tempo zero e das amostras obtidas apds o tratamento com a bactéria em
diferentes tempos de contato. Na Equacédo 1, A representa a porcentagem de AFM; removida pela
bactéria, B a area do pico cromatogréafico no tempo zero (2 pg/L de AFM;) e C a &rea do pico
cromatografico da amostra em cada tempo de contato. N&o foram utilizados controles especificos
para cada tempo. A analise estatistica dos resultados foi realizada mediante ANOVA e o teste de
Tukey foi utilizado para comparacdo das médias ao nivel de confianca de 95%.

A=255100 (Equacio 1)

Resultados e Discussao

A partir dos ensaios experimentais foram obtidas as porcentagens de remoc¢édo de AFM;
pela linhagem Lactobacillus casei ATCC 55544, utilizando-se as areas dos picos cromatograficos
gerados pelo sistema CLAE, nos tempos de contato de 5, 15, 30 e 60 minutos, com o controle
positivo de 2 ug/L no tempo zero. A Figura 1 apresenta um cromatograma de sobreposi¢do com
curvas tipicas obtidas para cada tempo de contato, no tempo de retencdo da AFM; (8,4 minutos).
Os resultados encontrados nos ensaios de descontaminacdo da AFM: em leite, expressos em
termos da percentagem de remocdo da aflatoxina, sdo apresentados na Tabela 1. Cada valor
apresentado na tabela refere-se a média de 3 ensaios para cada tempo de contato. Os desvios-
padrdo também sdo apresentados na tabela.

Figura 1: Sobreposicdo de cromatogramas referentes a diferentes tempos de contato nos
ensaios de descontaminacdo da AFM1 em leite
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Tabela 1: Porcentagem de remocéo de AFM; em leite artificialmente contaminado submetido a
diferentes tempos de contato com Lactbacillus casei (ATCC 55544)

Tempodecontato 5 minutos 15 minutos 30 minutos 60 minutos

% Remocdo? de

AFM; em leite? 7,13+1,07° 455 +19,8° 80,8 + 3,5? 874+23

! percentual de AFM; removida de leite artificialmente contaminado com 2 ug/L.

2Valores expressos como média + desvio padrdo de ensaios realizados em triplicata.

a¢ Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente (p < 0,05) pelo teste de Tukey.




Comparando-se os resultados encontrados para os diferentes tempos de contato, observa-se
que em todos os periodos houve redugdo nos niveis da toxina no leite. A reducéo ocorreu de forma
gradual, no tempo zero a concentragdo era de 2pg/L, sendo que nos primeiros 5 minutos ja se pode
detectar uma pequena remocao e apds 15 minutos a remocéo foi de quase 50 %. A grande reducéo
observada ja com poucos minutos dé indicios de que o processo de remogao tem pouca relagdo com
0 metabolismo microbiano. Ao contrario, parece que a reducdo na contaminagdo do leite decorre de
algum fenémeno adsortivo ou de interacdo com a parede celular microbiana. Segundo Bovo,
Corassin e Oliveira (2010) isso pode ser explicado pela adesdo da micotoxina aos componentes da
parede celular da bactéria, principalmente aos polissacarideos e aos peptidoglicanos, ao invés de
ocorrer através de ligacdo covalente ou degradacao pelo metabolismo da bactéria.

A remocgdo de AFM; utilizando-se BAL, especialmente o género Lactobacillus, foi
observada também em outros estudos que avaliaram o poder remogao da micotoxina em tempos de
contato que variaram de 4 a 24 horas. Elsanhoty et al. (2014) avaliaram a eficiéncia de diferentes
BAL na diminuicéo dos teores de AFM; em tampdo fosfato (pH = 7,3) fortificado com 50 pug/L da
toxina, utilizando tempos de contato de 4, 8, 16 e 24 horas. As maiores reducdes ja ocorreram nas
primeiras 4 horas de contato. Isso corrobora os resultados encontrados no presente trabalho,
indicando que ndo sdo necessarios tempos prolongados para que a bactéria consiga adsorver a
micotoxina. No entanto, esses autores ndo testaram tempos de contato inferiores a 4 horas.

Semelhante ao presente estudo, Bovo et al. (2013) também utilizaram um tempo de
contato de 15 minutos entre a toxina e a bactéria, em temperaturas de 4 e 37 °C. Aquele estudo
avaliou a reducdo de AFM; em leite artificialmente contaminado com 0,15 pg/mL utilizando as
cepas Lactobacillus rhamnosus, L. delbruecki subs. bulgaricus e Bifidobacterium lactis. A L.
bulgaricus foi a Gnica que apresentou diferenca significativa entre as temperaturas aplicadas, com
remogdo de 33,54% a 37 °C. Diferente do L. casei (ATCC55544) que, em nosso estudo, reduziu
45,5% neste mesmo tempo. Assim, observa-se que dentro de um mesmo género, nem todas as
espécies sdo equivalentes em termos de remogdo da toxina do meio contaminado.

Em nosso estudo, os tempos de 30 e 60 minutos apresentaram as maiores porcentagens
de remocéo, com valores superiores a 80%, ndo apresentando diferenca significativa entre os
mesmos (p > 0,05). A percentagem de reducdo da AFM; em leite em 30 minutos de contato foi
ainda um pouco superior ao encontrado por de Becker-Algeri (2016). Esse autor quantificou e
avaliou a redugdo nos niveis da AFM: em leite fortificado com 2 pg/L, utilizado na produgéo de
leite fermentado (4 horas de contato, 42 °C). Naquele trabalho, foram utilizados L. acidophillus,
L. delbruecki subsp. bulgaricus e Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, sendo que o L.
acidophillus foi o que apresentou uma redugéo de 73,7 % da toxina.

Considerando o limite mé&ximo tolerado da AFM: em leite (0,5 pg/L), de acordo com a
RDC n° 7/2001 (BRASIL, 2011), o tempo de contato de 30 minutos se mostrou eficaz, pois
reduziria os niveis da toxina de 2 pg/L para valores inferiores 0,4 ug/L. Isso demonstra o potencial
do L. casei ATCC 55544 para reduzir a concentracdo de AFM: até niveis exigidos pela legislacéo.
Entretanto, estudos adicionais devem ser realizados para melhor entender os mecanismos
envolvidos na remocdo de AFM; pelas bactérias acido-laticas em leite e também para melhor
avaliar os impactos de outros fatores interferentes nesta remocao.

Conclusoes

Os resultados apresentados neste trabalho demonstraram que a linhagem Lactobacillus
casei ATCC 55544 é capaz de reduzir os teores de AFM; em leite artificialmente contaminado em
menos de uma hora de contato. Em 30 minutos, os niveis de remoc¢do da AFM; foram superiores a
80 %, demonstrando potencial para reduzir a concentracdo da toxina até niveis exigidos pela
legislag&o.
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