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RESUMO - Neste estudo foi avaliado a capacidade de duas bactérias acido laticas (BAL), Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus bulgaricus, em reduzir a concentracdo e bioacessibilidade das aflatoxinas M1
(2ug.L™") e By (10 pg.L™) em amostras de leite contaminadas artificialmente submetidas ao processo de
fermentacdo, isoladamente e em combinacdo. O processo fermentativo proporcionou a reducdo nos niveis das
aflatoxinas, com destaque para aflatoxina B, (AFB:1) (12 a 35% de reducdo). Por sua vez, para aflatoxina M;
(AFM;) o emprego de S. thermophilus foi o que resultou maior reducdo. A bioacessibilidade das aflatoxinas
reduziu em todos os ensaios, com destaque para o L. bulgaricus que reduziu a bioacessibilidade da AFM;em
aproximadamente 70%. O emprego das BALSs foi eficaz na reducdo da concentracdo e da bioacessibilidade das
aflatoxinas estudadas.

ABSTRACT - In this study, the ability of two lactic acid bacteria (LAB), Streptococcus thermophilus and
Lactobacillus bulgaricus, to reduce the concentration and bioaccessibility of aflatoxins M; (2 pg.L™) and B,
(10 pg.L™) in contaminated milk samples artificially submitted to the fermentation process, alone and in
combination. The fermentative process provided a reduction in the levels of aflatoxins, with emphasis on aflatoxin
B: (AFB:) (12 to 35% reduction). In turn, for aflatoxin M; (AFM,) the use of S. thermophilus was what resulted
in the greatest reduction. The bioaccessibility of aflatoxins decreased in all tests, with emphasis on L. bulgaricus,
which reduced AFM; bioaccessibility by approximately 70%. The use of LABs was effective in reducing the
concentration and bioaccessibility of the studied aflatoxins.
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1. INTRODUCAO

As bactérias acido laticas (BALs) sdo um grupo de bactérias amplamente utilizadas na industria
alimenticia para producédo de queijos, iogurtes e leites fermentados, com destaque para os géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium e Streptococcus, pois seus beneficios vdo além de aplicag6es tecnologicas (Gourama e Bullerman,
1995). Estudos tem demonstrado gque estes microrganismos podem ser empregados no controle de contaminantes,
com destague para as aflatoxinas, que sdo os principais contaminantes do leite (Wochner et al.,2017).

As aflatoxinas sdo metabdlitos toxicos secundarios produzidos por fungos do género Aspergillus (A.
flavus, A. parasiticus e A. nomius), e que contaminam diversos tipos de alimentos e ra¢des, em vérias etapas da
producdo (Jiang et al., 2005). A aflatoxina Bi1 (AFB;) é classificada como carcinogénica para humanos. A
alimentacéo de animais com ragdo contaminada por esse composto pde em risco a qualidade do leite, pois a mesma
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é metabolizada durante o processo digestivo do animal, resultando na aflatoxina M; (AFM,), que também ¢é
carcinogénica para humanos (Creppy, 2002). Além da ocorréncia comprovada da AFM: em amostras de leite,
pesquisas vém demonstrando que a AFB; também pode estar presente nesse alimento, e chama atengdo para seus
niveis, que em grande parte dos casos sao altos (Becker-Algeri et al., 2016; Scaglioni et al., 2014).

Alinhar métodos de descontaminacgdo que ndo afetem a qualidade e as caracteristicas do leite, que é uma
matéria prima extremamente sensivel a processos tecnoldgicos, associado a reducdo da biodisponibilidade desses
compostos para absor¢do no organismo humano é um grande desafio, e o estudo das bactérias acido laticas
amplamente utilizadas na indudstria de laticinios pode ser um aliado nessas questdes. Em vista disso, o objetivo do
trabalho foi avaliar a acdo das culturas iniciadoras do iogurte (L. delbruecki subs. bulgaricus e S. salivarius ssp.
thermophilus) na contaminacdo por aflatoxinas M: e B1 em amostras de leite, bem como quantificar a
bioacessibilidade dessas micotoxinas ap6s a fermentacdo das amostras.

2. MATERIAL E METODOS

Os leites fermentados (Quadro 1) foram elaborados a partir da inoculacdo das bactérias em 500 mL de
leite homogeneizado pasteurizado fortificado com 2 pg.L™* de AFM; e 10 pg.L™* de AFB;, com concentragdo
bacteriana previamente estimada de 10" UFC.mL™ seguido de incubacdo a temperatura de 42°C+1°C. Foi
incubada ainda uma amostra fortificada com as duas micotoxinas (nas concentracdes acima especificadas) e sem
as BALS, denominada “Controle”. Foram realizadas trés repeti¢des, em triplicata. Foram coletadas 100 mL de
amostra no tempo zero (0 hora de incubacéo), ap6s 4 horas e ao atingir pH entre 4,5 a 4,9 (pH referente a producao
de iogurte), para realizacdo das determinacg6es de pH e acidez total em acido latico (Brasil, 2006), bem como 0s
teores de AFM; e AFB;.

Quadro 1. Tratamentos elaborados para o estudo da reducdo da concentracdo e bioacessibilidade das AFM; e
AFB;:.

TRATAMENTO MICOTOXINAS MICRORGANISMO ADICIONADO
(10 UFC.mL™%)
Controle AFM;" (2 ug.L™) + AFB; (10 pg.L™) Auséncia de microrganismos
01 AFM; (2 ug.L™Y) + AFB; (10 pg.L ™) L. delbruecki subs. bulgaricus
02 AFM; (2 pug.L™Y) + AFB; (10 pg.L ™) S. salivarius ssp. thermophilus
03 AFM; (2 ug.L™) + AFB; (10 pg.L ™) L. delbruecki subs. bulgaricus + S. salivarius
ssp. thermophilus

AFM; = aflatoxina M;; AFB; = aflatoxina B;

A extracdo das AFM: e AFB; foi realizada pelo método QUEChERS, conforme procedimento descrito
por Sartori et al. (2015). A separacéo e quantificagdo foram realizadas em cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia
acoplado de detector de fluorescéncia (CLAE-FLD) (Dionex Corporation, UltiMate 3000, Sunnyvale, Estados
Unidos) e processamento no software Chromeleon 7.2. Para a separagdo das micotoxinas AFM; e AFB; foi
utilizada fase movel composta por Acetonitrila:Metanol:Acido Acético 1% (H.O ultra pura), na proporgio
35:10:55 (ACN:MetOH:H;0aciq, V/VIV), em método isocratico de eluicdo. 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 mével de 1,0
mL.min™ e temperatura da coluna de 35°C. Os comprimentos de onda de excitagio e emissdo foram 360 e 450
nm, respectivamente e o volume de injecdo da amostra de 20 pL. O tempo de eluig¢do foi de 10 min.

Para avaliagdo da digestibilidade, as amostras foram coletadas no tempo 0 e apoés atingir o pH final (pH
entre 4,4 e 4,9), e submetidas ao método de digestibilidade in vitro (Oomen et al., 2003; Kabak e Ozbey, 2012;
Versantvoort et al., 2005).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A fermentacdo do leite com as BALS proporcionou redugdes nos niveis das micotoxinas (Tabela 1), em
especial para a AFB;, que teve reducdo de, aproximadamente, 35% desta micotoxina quando a amostra foi
fermentada com S. salivarius ssp. thermophilus. Em relagdo ao controle positivo, os tratamentos mantiveram-se
com as concentragdes inicialmente adicionadas constantes durante o periodo de incubagéo.

Tabela 1: Efeito das bactérias &cido laticas nas concentragdes de AFB: e AFM; durante o processo fermentativo
do leite.

AFM; AFB;
(ug.L™) + desvio padrio (ug.L ™) + desvio padrdo
Tempo Incubagdo Red. Tempo Incubacéo Red.
Oh 4 h pH final (%) Oh 4h pH final (%)

01 1,89+0,01  2,66+0,09  2,69+0,18 -42,3 4,77+0,46  4,3240,25  3,72#0,06 219

02 2,25#0,05  2,06£0,04  1,97+0,03 125 4,01+0,14  3,4740,19  2,62+0,04 34,7

03  2,2740,07  2,45+0,11  2,21+0,15 2,7 3,68+0,27  4,36+0,20 3,81+0,1 12,5
01: AFM; (2 ug.L™) + AFB; (10 pg.L™) e L. delbruecki subs. bulgaricus; 02: AFM; (2 pg.L™) + AFB; (10 pg.L™)
e S. salivarius ssp. thermophilus; 03: AFM; (2 ug.L™) + AFB; (10 pg.L™) e L. delbruecki subs. bulgaricus + S.
salivarius ssp. thermophilus

Apesar de ter sido adicionado 10 pg.L™ de AFB; ao leite, a adicdo das BALs promoveu uma reducéo
imediata na concentracdo desta aflatoxina (Tabela 1), o que esta de acordo com estudos que tem evidenciado que
0 poder de ligacdo e inibicdo dessas bactérias sobre a AFB1em meio tampdo ocorre desde 0s primeiros minutos
de contato (EI Nezami et al.; 1998). Haskard et al. (2001), usando S. salivarius ssp. thermophilus em meio
acidificado, observaram que a bactéria fazia uma interacao estavel com a AFB; e mesmo ap0s lavagens sucessivas,
63,8% da micotoxina inicial ainda permanecia ligada a bactéria.

Para a AFM3, 0s niveis de reducdo foram de 2,7 e 12,5%, e quando o leite foi inoculado com L. delbrueki
subsp. bulgaricus ndo houve reducdo da contaminacdo (Ensaio 1). Estudos anteriores avaliaram o poder de
ligacdo das BAL sobre os niveis de AFMi em solucdes tampdo e em leite, e observaram que a ligacdo com a BAL
foi melhor quando a bactéria estava viavel e em leite, do que em PBS. O efeito da matriz neste caso é
desconhecido, mas pode estar relacionado com o conteudo de caseina do leite, proteina em que a AFM; é ligada
(Brackett e Marth, 1982) ou com a aplicacdo de bactérias viaveis (Orrhage et al., 1994), que é o caso deste trabalho.

As reducdes da contaminacdo por AFM; e AFB; nas amostras incubadas com ambas as culturas
iniciadoras de iogurte (Ensaio 3) foram de 2,7 e 12,5%, respectivamente, sendo semelhantes aos resultados
observados na contaminagdo das amostras por AFB1, e na contaminacédo do leite por AFM; avaliada por outros
autores (El Khoury, et al. 2011; Sarimehmetoglu e Kipluld, 2004).

Decorrido o tempo de fermentagdo, as amostras foram submetidas ao processo de digestéo in vitro e
posteriormente o quimo foi submetido a extragcdo das aflatoxinas a fim de avaliar a biodisponibilidade desses
compostos para absor¢do no organismo (Tabela 2).

Tabela 2: Bioacessibilidade de AFB; e AFM;em leite fermentado com BAL.

Aflatoxina M; Aflatoxina B:
Ensaio  Quimo Leite Bioacessibilidade Quimo Leite Bioacessibilidade
(ng) (ug.L™) (%) (ng) (ug.L™) (%)
CP 13,59 2,54 107,4+5,98 13,72 2,733 10146,3
01 4,25 2,82 30,2+1,42 13,28 3,72 71,441,24
02 4,27 1,97 43,6+0,39 9,82 2,62 75,0£0,4
03 7,64 2,21 71,9+3,49 10,88 3,81 57,4+3,92

CP - Controle Positivo: AFM1 (2 pg.Lt) + AFB:1 (10 pg.Lt) sem BALs; 01: AFM: (2 pg.Lt) + AFB: (10 pg.L?t) e
L. delbruecki subs. bulgaricus; 02: AFM1 (2 pg.Lt) + AFB1 (10 pg.L ) e S. salivarius ssp. thermophilus; 03: AFM: (2 ug.L 1)
+ AFB1 (10 pg.L?) e L. delbruecki subs. bulgaricus + S. salivarius ssp. thermophilus
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A bioacessibilidade das AFM, e AFB, nas amostras de leite que ndo foram fermentadas (CP) foram de
107,4% e 101%, respectivamente. A fermentacdo do leite por BAL promoveu redugdo da bioacessibilidade em
todos os experimentos. Os maiores niveis de reducdo para AFM, disponivel para absor¢do foram obtidos nos
fermentados produzidos com bactérias de forma isolada (ensaios 01 e 02). Para a AFB; os niveis de reducao,
quando comparados ao controle, variaram de 57 a 75% e os maiores niveis foram observados nas amostras
fermentadas com ambas BALSs (Ensaio 3).

A habilidade das BAL em reduzir os niveis de bioacessibilidade de AFM;em leites contaminados ja foi
comprovada por outros autores. Kabak e Ozbey (2012) foram pioneiros nestes estudos e avaliaram a influéncia
da fermentacdo de leites (naturalmente contaminados e fortificados com AFM;:) com bactérias do género
Bifidobacterium e Lactobacillus, obtendo redugbes da bioacessibilidade da micotoxina entre 15,5 a 31,6% em
comparagdo com os controles.

5. CONCLUSOES

Neste trabalho, foi possivel verificar a eficiéncia das BAL na reducédo da concentracdo das AFM; e AFB;
em amostras de leite, com destaque para a AFB: que foi reduzida em todos os ensaios. A reducdo da porcentagem
de micotoxina disponivel para absor¢do ap6s a fermentacao, indiferente se as bactérias foram empregadas isoladas
ou combinadas, ocorreu em todos 0s ensaios, evidenciando desta forma o poder de ligacdo das BAL com
consequente diminuicdo do risco de absor¢éo delas.
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