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Resumo

As aflatoxinas s3o0 as micotoxinas mais conhecidas e amplamente distribuidas na natureza, que possuem propriedades toxicas acentuadas e
atingem predominantemente culturas como o milho e amendoim. A exposicao cronica de seres humanos as aflatoxinas representa sério risco
a saude, o que levou muitos paises a criar programas de monitoramento dessa toxina em diversas matérias-primas, bem como a realizagdo
de acdes para regulamentacdo e a determinagdo de limites de tolerancia. Desta forma, tornam-se necessarias a criacdo de estratégias
para prevenir a formagdo de aflatoxinas em alimentos, assim como, eliminar, inativar ou reduzir sua biodisponibilidade em produtos
contaminados. Neste contexto, os métodos de descontaminagdo que envolvem processos bioldgicos tem sido amplamente estudados, ja que
a biodegradacao de aflatoxinas utilizando microorganismos oferece alternativa interessante para o controle ou eliminagdo dessas toxinas em
alimentos e ragdes, resguardando sua qualidade e seguranga. De todos os tipos de microrganismos existentes, as bactérias acido-laticas sao
as mais estudadas e que apresentam resultados mais promissores na remogdo de aflatoxinas do meio contaminado, seja através da inibigdo
da biossintese da micotoxina ou da sua adsor¢@o, minimizando, entdo, sua agdo. Portanto, o objetivo dessa revisao foi avaliar os progressos
cientificos sobre a capacidade de bactérias acido-laticas em degradar as aflatoxinas, bem como identificar seus mecanismos de a¢do e os
principais fatores envolvidos no processo de descontaminacao.
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Abstract

Aflatoxins are the best known mycotoxins and more widely distributed in nature, which present markedly toxic properties and that
predominantly affect crops like corn and peanuts. The human chronic exposure to aflatoxins is considered a serious health risk problem,
hence many countries have set up monitoring programs of this mycotoxin in several commodities, as well as regulatory actions and
determination of tolerance limits. There is a need for developing strategies to prevent the formation of aflatoxins in foods, as well as
eliminate, inactivate or reduce its bioavailability in contaminated products. In this context, the methods for decontamination involving
biological processes have been widely studied, since the biodegradation of aflatoxins using microorganisms offers an interesting alternative
for the control or elimination of these toxins in foods and feeds, protecting its quality and safety. Among all types of microorganisms, the
lactic acid bacteria are the most studied and have become more promising for the removal of aflatoxins from the contaminated environment,
minimizing its action either by inhibiting biosynthesis or adsorption of the mycotoxin. Therefore, the purpose of this review was to evaluate
the scientific progress on the ability of lactic acid bacteria to degrade aflatoxins, as well as try to identify its mechanism of action and the
main factors involved in the decontamination process.

Keywords: Aflatoxin B,. Lactic acid bacteria. Decontamination.

 Mestranda em Engenharia de Alimentos - Universidade de Sdo Paulo ~ molecular produzidos pelos micélios ou esporos de fungos
(USP). E-mail: fernanda.bovo@usp.br.

b Doutor em Ciéncia Animal e Pastagens - Universidade de Sao Paulo
(USP). Docente do Centro Universitario Monte Serrat (UNIMONTE)
e Fundagdo de Ensino Superior de Bragan¢a Paulista (FESB). E-mail:
carloscorassin@usp.br.

¢ Doutor em Saude Publica - Universidade de Sao Paulo (USP). Docente

filamentosos®. D’Mello e Macdonald (1997)* sugerem que a
producdo das micotoxinas € geralmente limitada a um niimero
relativamente pequeno de espécies de fungos, podendo ser
toda a espécie produtora ou apenas uma cepa especifica, e,
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1 Introducio

Atualmente, cerca de 100.000 fungos

identificados, dos quais mais de 400 podem ser considerados

ja foram

potencialmente toxigénicos e cerca de 5% sdo conhecidos
por produzir compostos toxicos ou classes de compostos
que causam efeitos adversos em animais ¢ humanos em
diversas partes do mundo'. Esses compostos, denominados
micotoxinas, sdo metabolitos secundarios de baixo peso

ainda, que quanto mais complexo for o caminho da sintese de
uma micotoxina, menor o nimero de espécies de fungos que
a produzem.

De todas as micotoxinas isoladas, uma das mais
conhecidas e amplamente distribuidas em alimentos, e que
comprovadamente tém propriedades toxicas acentuadas sao
as aflatoxinas*. Estas sdo predominantemente produzidas
por Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, mas
também podem ser produzidas por outras cepas como A.
nominus, A. tamarii € A. pseudotamarii®. A contaminag¢ao por
fungos aflatoxigénicos pode ocorrer em qualquer momento
durante a producdo, colheita, processamento, transporte e

armazenamento®, sendo atingidos os mais diversos tipos de
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alimentos, como: milho, amendoim, sementes de algodao,
arroz, pistache, améndoas, nozes, castanha do Brasil e
sementes de abobora, bem como outras oleaginosas como
girassol e coco’.

As aflatoxinas apresentam ocorréncia no mundo inteiro,
sendo que as espécies de Aspergillus sao capazes de crescer
em ampla variedade de substratos e sob diversas condi¢des
ambientais. A forma¢@o da toxina nos produtos agricolas
ocorre em condicdes de tempo quente e Umido, e em
instalagdes de armazenagem deficiente ou inadequada, sendo
que os fatores mais importantes que influenciam o crescimento
e a producdo de aflatoxinas sdo: a umidade relativa, que
na maioria dos casos a faixa requerida ¢ de 88 a 95%°, ¢ a
temperatura, sendo 6tima para o crescimento do fungo de 36
a 38°C e para a produgdo maxima de toxina de 25 a 27°C8.
Outros fatores que podem ainda influenciar a producdo de
aflatoxinas sdo: composi¢do do substrato, pH, atmosfera (teor
de oxigénio e de dioxido de carbono), competi¢do microbiana,
danos mecanicos, linhagem do fungo contaminante e estresse
da planta®°.

A preocupagdo relacionada aos impactos negativos das
aflatoxinas sobre a satde levou a investigagdo de estratégias
para prevenir sua formagdo em alimentos, bem como, para
eliminar, inativar oureduzir a biodisponibilidade destas toxinas
em produtos contaminados'’. Para prevenir a contaminagdo
utilizam-se métodos de melhoria das praticas agricolas, agentes
antifungicos, engenharia genética e controle das condi¢des de
armazenamento’. Para reduzir a biodisponibilidade, utiliza-se
a enteroadsor¢do, que ¢ feita por meio da adi¢do na dieta de
compostos adsorventes nutricionalmente inertes, os quais sao
agentes sequestrantes de micotoxinas, pois evitam sua absor¢ao
no trato gastrointestinal dos animais, impossibilitando a
distribui¢do para o 6rgdo-alvo'™'?, sendo que esse método
tem aplicagdo pratica limitada devido a questao de seguranga
dos adsorventes usados e a dificuldade da sua aplicacdo em
alimentos para humanos'. E, por ultimo, para eliminar ou
inativar, isto ¢, para realizar a descontaminacdo utilizam-se
métodos fisicos, quimicos e bioldgicos, os quais devem ter
como caracteristicas a completa inativacdo, destrui¢ao ou
remogao da toxina; ndo produzir ou deixar residuos toxicos nos
alimentos, preservando seu valor nutritivo e palatabilidade;
destruir os esporos e as micelas de fungos para prevenir
a produgdo ou o reaparecimento da toxina; ndo modificar
as propriedades fisicas do alimento significativamente,
possuir custo acessivel e ser de facil utilizagdo'’.

Os métodos fisicos de descontaminagdo de micotoxinas
envolvem procedimentos como inativagdo térmica, luz
ultravioleta, radia¢@o ionizante ou extragdo com solventes, € 0s
métodosquimicosutilizamagentesquedegradamestruturalmente
as micotoxinas, como o uso de cloragdo (hipoclorito de sodio
e cloro gasoso), agentes oxidantes (peroxido de hidrogénio,
ozonio e bissulfito de sodio), ou agentes hidroliticos (acidos,
alcalis e amonia). Entretanto, ambos os métodos possuem

desvantagens, seja por ndo removerem eficientemente, ou
entdo, por apresentarem altos custos ou proporcionarem perdas
nutricionais aos produtos'*">. Os métodos biologicos decorrem
da atuag@o de microorganismos, como por exemplo, leveduras,
fungos filamentosos, bactérias, algas, entre outros, sobre as
micotoxinas através de mecanismos como competi¢do por
nutrientes e espago, interagdes e antibiose'.

Assim, o objetivo do presente trabalho é fazer uma
revisdo de literatura nas bases de dados on line Science
Direct, PubMed, Ingenta Connect e Scielo sobre os métodos
microbiologicos de descontaminagdo de aflatoxinas, mais
especificamente sobre a capacidade de bactérias acido-laticas
em degradar essa micotoxina.

2 Propriedades Toxicologicas das Aflatoxinas

Sdo conhecidos, atualmente, 18 compostos similares
designados pelo termo aflatoxina, porém, os principais tipos
de interesse médico-sanitario sdo identificados, com base
na sua fluorescéncia sob a luz ultravioleta (B = Blue e G =
Green), como aflatoxina B, (AFB)), B, (AFB,), G, (AFG))
e G,, (AFG,), sendo que destes compostos a AFB, ¢ a mais
prevalente e toxica'’. Quando a AFB, ¢ ingerida por animais
domésticos, entre eles o gado leiteiro, através do consumo de
ragdes ou alimentos contaminados, ela sofre biotransformacéao
hepatica e converte-se em aflatoxina M, (AFM,), tornando-
se uma forma hidroxilada da AFB, excretada no leite,

Creppy?!
relata que da totalidade de AFB, ingerida atraveés da ragdo,

tecidos e fluidos biologicos desses animais'®?,

aproximadamente 0,3% a 6,2% ¢ transformada em AFM, no
leite, e Bakirci® afirma que existe ainda uma relagdo linear
entre a quantidade de AFM, no leite e a ragdo contaminada por
AFB, consumida pelos animais.

A exposicdo cronica a baixos niveis de aflatoxinas
representa sério risco a economia e principalmente a saude’.
Para a economia, os danos causados estdo relacionados a
menor eficiéncia na produg@o agropecuaria e industrial, como
a perda na qualidade, bem como menor rendimento e defeitos
nos produtos'?. Alberts et al** relata que, em alguns estados
dos Estados Unidos da América, as perdas econdmicas na
agropecuaria chegam a 100 milhdes de dolares. Ja para a satide
humana e animal, os efeitos bioldgicos das aflatoxinas podem
ser carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos, hepatotoxicos e
imunossupressivos'®?, sendo estes influenciados pela variagdo
da espécie, sexo, idade, estado nutricional e os efeitos de outros
produtos quimicos, além da dose e o periodo de exposi¢ao do
organismo a toxina®. De acordo com a International Agency
Jor Research on Cancer (IARC)”, a AFB, ¢ classificada como
pertencente ao grupo 1, carcinogénica para humanos, € a AFM,
como pertencente ao grupo 2B, possivelmente carcinogénica
para humanos, sendo que a AFM, ¢ aproximadamente 10 vezes
menos carcinogénica que AFB,.

A AFB, ¢ metabolizada pelo figado através do sistema
enzimatico citocromo P450 formando o seu metabolito mais

16 Bovo F, Corassin CH, Oliveira CAF / UNOPAR Cient., Ciénc. Biol. Satude. 2010;12(2):15-21



carcinogénico, o AFB -8,9-epoxido (AFBO), ou, ainda,
outras formas menos mutagénicas como AFM,, Q, ou P,.
Existem varios caminhos que a AFBO pode seguir depois de
metabolizada, sendo que um deles pode resultar em um cancer,
outro em toxicidade, ¢ o outro na sua excre¢do. A exoforma
da AFBO se liga facilmente as macromoléculas celulares,
incluindo o material genético, como, por exemplo, as proteinas
¢ DNA, formando adutos. E a formacio desses adutos de DNA
que leva ao aparecimento de mutagdes genéticas e cancer,
sendo que a sua excregdo na urina de pessoas infectadas, nao
s0 serve como prova de que os seres humanos t€ém os caminhos
bioquimicos necessarios para a carcinogénese, mas também
oferece um biomarcador confiavel para a exposi¢do a AFB *.

O potencial risco que as aflatoxinas causam para a saude
humana tem levado a criagao de programas de monitoramento
da toxina em diversas matérias-primas, bem como a agdes
de regulamentagdo por quase todos os paises ao redor do
mundo’. Uma pesquisa realizada pela Organizagdo das Nagoes
Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAO) no ano de 2002
apontou que aproximadamente 100 paises possuiam legislagao
especifica paraa presenca de aflatoxinas em alimentos, produtos
lacteos e/ou ragdes, sendo que a populacado total desses paises
representava aproximadamente 90% da populagdo mundial.
A mesma pesquisa ainda mostrou que as legislagdes para
aflatoxina estdo ficando cada vez mais diversas ¢ detalhadas,
incluindo métodos de amostragem e metodologia analitica®.
Nos paises que possuem legislacdo para aflatoxinas, os niveis
de tolerancia para aflatoxina total (soma das aflatoxinas B, B,,
G, e G,) variam entre 1 e 35 ug/kg para alimentos, sendo o
valor médio de 10 pg/kg, e variam entre zero e 50 pg/kg para
ragOes, com valor médio de 20 pg/kg. Para AFM, em leite, os
niveis de tolerancia estao entre 0,05 ¢ 0,5 pg/kg, sendo que a
maioria dos paises adota o limite de 0,05 pg/kg®. No Brasil, as
aflatoxinas sdo as Uinicas micotoxinas cujos niveis maximos em
alimentos estdo previstos na legislacao. A Portaria N°183, de
21 de marco de 1996, do Ministério da Agricultura internalizou
as normas do MERCOSUL GMC/RES. N°56/94, adotando
limites maximos admissiveis de aflatoxinas no leite, amendoim
e milho® Além disto, o Ministério da Saude, através da
Resolucdo 274, de 15 de outubro de 2002, estabeleceu limites
méximos de AFM, admissiveis no leite fluido (0,5 pg/L) e em
p6 (5,0 pg/kg), assim como os limites maximos para aflatoxina
total em amendoim e milho (20,0 pg/kg)*.

3 Descontaminacio de Aflatoxinas por Bactérias Acido-
Laticas

A Dbiodegradacdo de aflatoxinas  utilizando
microorganismos oferece alternativa atrativa para o controle
ou eliminagdo de aflatoxinas em alimentos e ragdes,
resguardando sua qualidade e seguranga®, além de poder ser
utilizada com um apelo mais “natural”, j& que a resisténcia
do consumidor a tratamentos quimicos continua a crescer'.

Os métodos de descontaminag@o biologicos estdo sendo

Descontaminagdo de Aflatoxinas em Alimentos por Bactérias Acido-Laticas

amplamente estudados e podem ser uma escolha muito
promissora, desde que apresentem eficiéncia, especificidade,
e que sejam ambientalmente corretos®. De todos os tipos de
microrganismos existentes ¢ que podem ser utilizados para
a remog¢do de aflatoxinas do meio contaminado, as bactérias
acido-laticas sdo umas das mais estudadas e que apresentam
resultados mais promissores.

As bactérias acido-laticas (BAL) sdo um grande grupo de
bactérias geneticamente diversas, que além de produzirem
o acido latico como principal produto do seu metabolismo,
possuem caracteristicas comuns como serem gram-positivas,
ndo-esporogénicas, ndo se locomoverem espontaneamente,
e serem catalase e oxidase negativas. Portanto, elas crescem
anaerobicamente, mas sdo aero-tolerantes. Além disso,
elas obrigatoriamente fermentam aglicares e tendem a ser
nutricionalmente  exigentes, frequentemente requerendo
aminoécidos especificos e vitaminas do complexo B como
fatores de crescimento®. Varios géneros de BAL, como
Lactobacillus, Bifidobacterium e Lactococcus, sao conhecidos
por sua capacidade de atuar como agentes conservadores em
produtos alimenticios fermentados, como vegetais, cereais,
produtos lacteos e carnes, através da inibicdo ativa da
deterioracdo e de bactérias patogénicas, além de melhorar a
vida de prateleira e as propriedades sensoriais’. Esta inibi¢éo
¢, em parte, devido aos produtos finais da fermentagdo,
como acido latico, diacetil, acetaldeido e acido acético, que
podem acumular para niveis inibitorios em certos alimentos e
bebidas. Em outros casos, a inibigdo pode, ainda, ser causada
por subprodutos secundarios da atividade metabolica, tais
como perdxido de hidrogénio ou bacteriocinas®>.

Portanto, dois aspectos podem ser considerados quando
se utilizam as BAL: a fermentagdo e a antibiose. No primeiro
caso, a cultura iniciadora adicionada age sobre o substrato,
resultando em beneficios ao alimento, e no segundo caso,
a cultura iniciadora deve inibir o desenvolvimento de
microrganismos indesejaveis que causam danos ao produto
ou a saude humana. Fuchs et a/** comenta que um dos efeitos
identificados das BAL ¢é a protecdo contra toxinas contidas
nos alimentos, como aminas heterociclicas aromaticas,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, espécies reativas
de oxigénio e micotoxinas. Neste tltimo caso, estudos t€ém
demonstrado que as BAL possuem a propriedade de inibir
a biossintese de aflatoxinas, ou ainda, possuem a habilidade
de remover a micotoxina do meio minimizando a agao desta.
Ressalta-se que com o aumento de interesse na produgdo de
alimentos probidticos em todo o mundo, a seleg@o de culturas
de BAL com caracteristicas probidticas e com alta capacidade
de remocdo das micotoxinas poderd ajudar a reduzir os
riscos de exposicdo a essas toxinas através dos alimentos,
caracterizando-se como uma linha de pesquisa bastante
promissora na area de micotoxicologia. Shetty ¢ Jespersen®
afirmam que cepas de leveduras e BAL possuem alta capacidade

de remocao de micotoxinas e podem ser usadas como parte de
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culturas starter na fermentagao de alimentos e bebidas, tendo,
portanto, capacidade fermentativa e descontaminante, ¢ que
componentes purificados dessas mesmas cepas podem ser
usados em pequenas quantidades como aditivos alimenticios
sem comprometerem as caracteristicas do produto final.

Um dos primeiros estudos nessa area foi o realizado na
década de 1960 por Ciegler et al*®, quando os autores avaliaram
a habilidade de cerca de 1.000 tipos de microrganismos em
degradar a aflatoxina, entre eles leveduras, fungos filamentosos,
bactérias, actinomicetos, algas e esporos de fungos, sendo que
destes apenas a bactéria Flavobacterium aurantiacum B-184
(conhecida atualmente como Nocardia corynebacterioides)
foi capaz de remover irreversivelmente as aflatoxinas da
solugdo. Depois desse estudo, muitos outros foram realizados,
entretanto, os mais significativos na area comegaram a aparecer
apos a década de 1990. El-Nezami et al”® avaliaram a acdo de
7 diferentes tipos de bactérias sobre a AFB, e encontraram
que algumas cepas de Lactobacillus (L. rhamnosus GG e L.
rhamnosus LC-705) conseguiram remover eficientemente boa
parte da micotoxina do meio, alcancando até cerca de 80% de
remocdo. Haskard et al* analisaram 9 cepas de Lactobacillus
e também chegaram ao resultado de que L. rhamnosus GG e
L. rthamnosus LC-705 foram mais eficientes na remocao da
AFB,, chegando a 78,9% e 76,5%, respectivamente. Peltonem
et al'? estudaram 15 tipos de BAL, entre elas Lactobacillus ¢
Lactococcus, e 5 tipos de bifidobactérias, e obtiveram resultados
de remogdo com a AFB, variando de 5,6 a 59,7%, sendo que as
cepas de Lactobacillus amylovorus (CSCC 5160 e CSCC 5197)
e L. rhamnosus LC 1/3 foram as que apresentaram melhores
resultados, 59,7%, 57,8% e 54,6% respectivamente. Oatley
et al'® observaram que diferentes cepas de bifidobactérias
removeram de 37 a 46% da AFB, e que Staphylococcus aureus
e Escherichia coli removeram 46 ¢ 37%, respectivamente.

A maioria dos ensaios de remog¢do de aflatoxinas dos
trabalhos citados anteriormente foi realizada em solugdes
tampdo. Shahin’” além de testar a habilidade de 27 cepas de
Lactococcus ssp. e 15 cepas de Streptococcus ssp., isoladas
de iogurte, leite cru e queijo Karish, em remover AFB,
em solucdo tampao, observando que Lactococcus lactis e
Streptococcus thermophilus apresentaram os maiores niveis
de remogdo de toxina (54,85% e 81,0%, respectivamente),
também testou a habilidade de remogdo de AFB, das células
viaveis e ndo-vidveis em diferentes 6leos vegetais, e observou
que as c€lulas viaveis de L. lactis removeram de 71 a 86,7% da
AFB,, enquanto que as células ndo-vidveis removeram 100%
da toxina em todos os Oleos. Ainda, as células viaveis de S.
thermophilus removeram de 66,5 a 91,5% da toxina, e as nao-
viaveis de 81,7 a 96,8% da AFB,. Rasic et al** adicionaram
AFB, ao iogurte e leite acidificado, em concentragdes de 1.000
€ 1.400 pg/Kg, obtendo a reducdo da AFB, no iogurte (pH
4,0) de 97,8 e 90%, respectivamente, sendo que a diminuig¢ao
méxima da AFB, ocorreu durante a fermentagdo do leite. Para
o leite acidificado com os acidos citrico, latico e acético (pH

4,0), a reducdo da AFB, (concentragdo de 1.000 pg/Kg) foi de
90, 84 e 73%, respectivamente. Pierides ef al*®, investigando
a habilidade de L. rhamnosus GG em remover AFM, de
preparados de leite em pd desnatado e integral, obtiveram
remogdo de 18,8% e 26,0%, respectivamente. Os autores
concluiram que essa menor efetividade de remogdo pode
ser explicada pelo fato de a AFM, possivelmente ndo estar
acessivel no leite, isto €, estar associada a caseina, sendo que
a interferéncia das proteinas no processo de remogao pode ser
responsavel pela diferenca entre os leites desnatado e integral
(aproximadamente 10% menor), j& que o leite desnatado em po
utilizado no estudo continha 37g proteina/100g, enquanto que
o contetido protéico do leite integral em p6 era de 25g/100g.
No mesmo estudo, comparou-se, ainda, a atividade de remogao
de AFM, em solugio tamp@o (50,7%) com a remogdo de AFB,
na mesma solucao (75,3%) pela mesma cepa bacteriana,
concluindo-se que a remocdo da primeira micotoxina foi
menos efetiva possivelmente devido a presenca de um
grupo —OH adicional na molécula de AFM, resultando em
aumento de polaridade, o que a torna mais hidrofilica e amplia
sua tendéncia em ficar retida em solugdes aquosas.Alguns
tratamentos fisicos, quimicos e enzimaticos podem aumentar a
habilidade das BAL em unir-se a aflatoxina do meio. Haskard
et al® estudaram a capacidade de L. rhamnosus GG em unir-
se a AFB,, observando pouca diferenga entre a remogdo de
aflatoxina pelas células tratadas termicamente e com acido
(85% e 91%, respectivamente), em relacao as células viaveis
da bactéria (86%). A aplicacdo de varios tratamentos fisicos e
quimicos (acido cloridrico e tratamento térmico em autoclave
ou fervura a 100°C) sobre L. rhamnosus GG ¢ LC-705 causou
aumento significativo na remogdo com a AFB,, verificando-
se que a degradagdo metabdlica por parte das células viaveis
das bactérias pode ser descartada como possivel mecanismo
de atuagdo'>!*. Comparando-se a habilidade de células viaveis
e tratadas termicamente de bifidobactérias, chegou-se ao
resultado de que as células vidveis removeram de 4 a 56% da
AFB, do meio, enquanto as células ndo-vidveis de 12 a 82%".
Na remogdo de AFM, utilizando 8 cepas de BAL, encontrou-
se que as células tratadas termicamente uniram-se mais
eficientemente (25,5 a 61,5%) do que as células bacterianas
viaveis (18,1 a 53,8%)*. Em tratamentos utilizando pronase
E, lipase e periodato, o tratamento com periodato produziu
significativas redugdes nessa capacidade tanto para as células
viaveis quanto para as ndo-viaveis, ja que causa a oxidagdo
dos grupos —OH cis em grupos aldeidos e acido-carboxilicos,
sugerindo que a unido ocorre predominantemente com 0s
polissacarideos da bactéria. O tratamento com pronase E
causou a mesma reducio significativa na remogdo da AFB,
evidenciando que proteinas podem estar também envolvidas
no processo. Assim, o fato da pronase E e periodato terem
ambos efeito significativo sobre a remogdo de AFB , indica que
os sitios de ligacdo sdo de natureza protéica. Ja o tratamento
com lipase ndo causou nenhuma diminui¢do significativa na

18 Bovo F, Corassin CH, Oliveira CAF / UNOPAR Cient., Ciénc. Biol. Satude. 2010;12(2):15-21



remogdo da AFB,, mostrando que a participagdo de lipidios,
como o acido lipoteicdico, ¢ pouco provavel. Embora os
tratamentos utilizados diminuissem a remogdo de AFB,, em
todos os casos esta ainda continuou ocorrendo em quantidades
substanciais, mostrando possivelmente envolvimento de
multiplos componentes na ligagdo com a micotoxina®.

Pode-se perceber pelos exemplos citados que ambas
as células, viaveis e ndo-viaveis, conseguem remover a
aflatoxina em solugdes aquosas. Pelo fato das células ndo-
vidveis conseguirem também realizar essa remocdo da
toxina, supde-se que ocorra uma unido de natura fisica com
a mesma, ou seja, uma adesdo aos componentes da parede
celular bacteriana, principalmente aos polissacarideos e
aos peptidoglicanos, ao invés de ocorrer através de ligagdo
covalente ou degradagdo pelo metabolismo da bactéria'*>4,
Tanto os polissacarideos quanto os peptidoglicanos da parede
celular bacteriana devem ser muito afetados pelos tratamentos
térmicos e acido, ja que o calor pode causar a desnaturagdo de
proteinas ou a formagao de produtos da reacdo de Maillard.
Além disso, o acido pode romper as ligacdes glicosidicas
em polissacarideos, liberando monomeros que podem ser
ainda mais fragmentados em aldeidos, degradando também
as proteinas até componentes menores como peptideos e
aminodcidos. Assim, o tratamento acido pode quebrar a
estrutura do peptidoglicano, comprometendo sua integridade
estrutural, isto ¢, diminuindo a espessura dessa camada,
reduzindo as ligagdes cruzadas e aumentando o tamanho dos
poros. Essas perturbagdes causadas pelos tratamentos citados
permitem que a AFB, se vincule a parede celular bacteriana
e aos componentes da membrana plasmatica, os quais nao
estavam disponiveis quando a célula bacteriana estava intacta®.

Entretanto, ndo apenas o tipo de cepa bacteriana e o
tratamento de inativagdo aplicado podem influenciar sobre
a formacdo e a estabilidade do complexo BAL/aflatoxina,
mas também muitos outros fatores como a concentragido
bacteriana, a especificidade da bactéria, o pH, a temperatura
de incubacdo, a adi¢do de nutrientes, os solventes utilizados e
Outroslo,w. 23, 39.

Analisando-se o efeito de lavagens sobre a estabilidade do
complexo BAL/AFB,, observou-se que parte da aflatoxina se
libertou do complexo ap0s as lavagens e retornou gradualmente
paraasoluc@o aquosa. Deste modo, quanto maior foi o nimero de
lavagens, mais aflatoxina foi liberada para a solu¢do, mostrando
que a ligacdo que as unia ndo era forte e sugerindo que essa
ligacdo era ndo-covalente fraca, ocorrendo associagdo a sitios
hidrofobicos na superficie bacteriana'®’. Contrariamente a esta
hipédtese, D’Souza e Brackett!!, realizando as mesmas lavagens
sobre o complexo formado entre Flavobacterium aurantiacum
e AFB , observaram que ndo houve liberagdo da aflatoxina na
soluc@o aquosa. Outro estudo sobre a estabilidade do complexo
formado entre AFB, € 8 cepas de Lactobacillus casei apds as
lavagens demonstrou que as quantidades de aflatoxina que
foram liberadas variaram entre praticamente zero e 9,2%.
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Possiveis explicagdes para essa variagdo na liberagdo de AFB,
existente entre as cepas incluem diferengas nos sitios de ligagao
presentes nas diferentes cepas, ou, entdo, mais provavelmente,
que esses sitios de ligacdo sdo similares, mas que apresentam
diferengas minimas dependendo de cada cepa'®.

Avaliando a interferéncia da concentragdo bacteriana no
meio, observou-se que uma concentragdo minima de 5 x 10°
UFC/mL de Lactobacillus acidophilus ou Bifidobacterium
longum € necessaria para remover apenas 13% da AFB, em
cerca de uma hora*. Para os microrganismos Lactobacillus ¢
Propionibacterium, foi preciso uma concentragdo minima de 2
x 10° UFC/mL para remover 50% da AFB , sendo que remogao
maior aconteceu quando a concentracdo de BAL foi elevada
para 10'° UFC/mL'". Nesse mesmo estudo, os autores ainda
observaram a dependéncia em relagdo a temperatura, ja que a
eficiéncia de remogdo de aflatoxina foi maior a 37°C ao invés
de 4°C e 25°C. Complementarmente, observou-se que bactérias
gram-positivas sdo melhores sequestradoras de aflatoxina do
meio que bactérias gram-negativas, com taxas de remogao de 80
e 20%, respectivamente, sugerindo que a habilidade de remogao
da toxina ¢ dependente da estrutura da parede celular. Haskard
et al”® também realizaram ensaios em diferentes temperaturas
de incubagdo de AFB, com L. rhamnosus GG e LC-705, mas
ndo observaram mudancgas significativas na estabilidade do
complexo BAL/AFB, formado na faixa de temperatura de 4°C
a 37°C. Quando o pH do meio foi variado de 2 até 10, faixa na
qual esta incluido o pH do trato gastrointestinal, apenas 10%
da AFB, removida foi liberada para a solugdo, ao contrario dos
solventes organicos que liberaram quase toda a AFB, removida
pelas cepas bacterianas, proporcionando mais uma evidéncia
de que a ligacdo ¢ ndo-covalente. Neste estudo, a ordem de
efetividade de extragdo foi: metanol < acetonitrila = benzeno
< cloroformio, ndo coincidindo com a ordem de decréscimo
da polaridade. Isso pode ser explicado pela hidrofobicidade
da molécula de AFB, ser mais semelhante a molécula de
cloroférmio. Estes resultados mostram mais uma vez que as
interagdes hidrofobicas desempenham papel importante no
mecanismo de unido entre a BAL e a toxina.

Examinando-se outros fatores que pudessem influenciar
na atividade de L. rhamnosus GG sobre a AFB,, observou-se
que ao adicionar uréia ao meio, a remog¢ao da toxina diminuiu
significativamente para as células ndo-viaveis de 85 a 91% para
50 a 60%. Como a uréia ¢ um agente anti-hidrofobico, o seu
efeito de diminuigdo na taxa de remocao da toxina implica que
interacdes hidrofobicas possuem papel relevante na mesma,
pelo menos para as células ndo-viaveis. A adigdo de diferentes
concentragdes de NaCl e CaCl, (de 0,01 a 1M) e uma variagao
de pH de 2,5 a 8,5 praticamente ndo apresentaram efeitos sobre
a remogdo da AFB, pela bactéria, sugerindo que ligagdes de
hidrogénio ndo sédo importantes®. A estabilidade do complexo
BAL/AFB, em uma ampla faixa de pH ¢ fator importante para
0 uso de probiodticos com esse fim em alimentos fermentados,
j& que a liberagdo da toxina durante a passagem gastrica teria
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implicagdes negativas para a saude, de modo que o complexo
formado deve resistir aos principais estresses ambientais
durante a passagem pelo trato gastrointestinal, como o baixo pH
e a presenca de bile. Com relagdo a influéncia da presenca de
bile sobre o complexo BAL/ AFB, formado, observou-se que
as cepas de L. casei removeram mais AFB, quando expostas
a bile e que as diferengas de remogdo existentes entre essas
cepas diminuiram, sugerindo que a exposi¢do a bile causa
modificagdes na estrutura e na composic¢ao da parede celular do
L. casei, induzindo provavelmente a formagao de novos sitios de
ligacdo para a aflatoxina, ou, entdo, aumentando o tamanho dos
sitios ja existentes'’. El Nezami et a/* investigaram a habilidade
de L. rhamnosus (cepas GG e LC705) e Propionibacterium
[freudenreichii ssp. shermanii JS em remover a AFB, de um meio
liquido intestinal extraido do duodeno de frangos, ¢ observaram
que a concentragdo de AFB, reduziu 54% em apenas 1 minuto
na presenca de L. rhamnosus GG, enquanto que apenas 44%
na presenga de L. rhamnosus LC705 e 36% na presenga de P
freudenreichii ssp. shermanii JS. Os autores observaram que
o acimulo de AFB, no tecido intestinal apresentou redugdo
de 74%, 63% e 37%, respectivamente para L. rhamnosus
(cepas GG e LC705) e Propionibacterium freudenreichii ssp.
shermanii JS, mostrando que essas bactérias podem afetar a
biodisponibilidade da aflatoxina e serem utilizadas para redugao
da sua toxicidade em humanos e animais.

4 Consideracdes Finais

Considerando os dados de diversos experimentos
realizados até o presente momento, pode-se perceber que
os microorganismos, entre eles as bactérias acido-laticas,
possuem grande potencial de aplicacdo para a degradagao de
aflatoxinas em alimentos. Entretanto, sdo necessarias novas
pesquisas para identificacdo de espécies bacterianas com
maior potencial de ligagdo com aflatoxinas, ja que existem
diferencas de sensibilidade e seletividade, verificando-se
também a influéncia de fatores intrinsecos e extrinsecos as
células bacterianas no processo de descontaminagdo. Uma
vez cumpridas essas etapas para escolha das espécies com
maior eficiéncia, poderdo ser desenvolvidas tecnologias de
producdo que sejam viaveis economicamente, com vistas a

sua aplicacdo em alimentos para seres humanos ¢ animais.
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