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RESUMO

Estudos tém enfatizado que a acdo de enzimas apresenta resultados satisfatorios quanto a
reducdo dos efeitos toxicos das micotoxinas e sua aplicacdo apresenta como vantagem
promover alteracfes minimas nas propriedades funcionais e nutricionais dos alimentos quando
comparado aos métodos quimicos. A Zearalenona (ZON) é uma micotoxina produzida
principalmente por fungos da espécie Fusarium graminearum, quando em condigdes de
estresse, apresentando como caracteristicas acdo estrogénica. Contamina diversas matérias-
primas destinadas a alimentacdo humana e animal, representando riscos a salde. Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar a agdo da enzima peroxidase (PO) comercial e obtida de farelo
de arroz (FA) e de farelo de soja (FS) na reducdo dos niveis de ZON. A PO foi extraida com
tampédo fosfato 10 mM pH 5,0 e 4,7 para FS e FA, respectivamente, sob agitacdo orbital de
100 rpm durante 60 min. Como estratégia de purificacdo enzimatica foi utilizada a técnica de
particdo trifasica. ZON e B-Zearalenol (B-ZOL, metabolito de degradacdo da ZON) foram
extraidos do meio reacional enzimatico por particdo liquido-liquido e quantificados em
cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado a detector de fluorescéncia (CLAE-FL). Para
otimizacdo do meio reacional para a avaliar a cinética de reducgdo foram realizados testes em
diferentes meios (tamponante, aquoso e etandlico) visando a obtencdo da melhor atividade
enzimética em conjunto com a maior recuperacdo de ZON. A estabilidade da micotoxina foi
avaliada durante 7 dias de incubacdo no meio reacional 6timo. A afinidade entre as enzimas e
a ZON foi verificada segundo os parametros de Km e Vmax. A cinética de redugdo da
concentracdo de ZON (1 pg mL™?) foi realizada utilizando as enzimas PO comercial
(0,6 UmL™1) e PO obtida de FA e FS (0,6 e 6 U mL™) durante 24 h. A confirmacio da acio da
PO na reducdo dos niveis de ZON foi avaliada através da caracterizacdo da estrutura quimica
da micotoxina em espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) e a identificagdo do ion molecular da ZON e 3-ZOL em cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas tandem espectrometria de massas (LC-MS/MS). A aplicacdo da
enzima PO comercial, visando a reducdo da concentracdo de ZON, foi realizada em amostras
de cerveja tipo Pilsen. A recuperacéo e o fator de purificacdo para a PO obtida de FA e de FS
foram de 41 e 94% e 0,7 e 4,4, respectivamente. Um método sensivel, exato e preciso foi
validado para CLAE-FL. O meio reacional aquoso e tamponante foram definidos para acéo da
PO obtida FA e de FS, respectivamente, sendo que a ZON permanece estavel em tais meios por
24 h. Os valores de Kv € Vmax para a PO comercial e PO obtida de FA foram de 39,61 uM e
0,170 pM minte 8,90 uM e 0,011 uM min?, respectivamente. A PO comercial reduziu a
concentracdo de ZON em 69,9% em 24 h, enquanto que a PO obtida de FA e de FS
apresentaram uma reducdo de ZON de 47,4 e 30,6%, respectivamente. As analises de FTIR e
LC-ESI-MS/MS confirmaram a acdo oxidorredutiva da PO comercial. A atuacdo da PO
comercial em amostras de cerveja reduziu a concentracdo de ZON em 5,8%. Desta forma a
reducdo dos niveis de ZON podera possibilitar a aplicacdo da PO em processos industriais,
visando & utilizacdo de graos e cereais contaminados na producgéo de alimentos.

Palavras-chave: Micotoxina. Peroxidase. Farelo de arroz. Farelo de soja. Cinética enzimatica.



Model system for zearalenone levels reduction by enzymatic action
ABSTRACT

Studies have emphasized that the enzymatic action shows satisfactory results with respect to
the reduction of the toxic effects of mycotoxins, and his application has the advantage of
promoting minimum changes in the functional and nutritional properties in food, when
compared to chemical methods. Zearalenone (ZON) is a mycotoxin produced mainly by the
specie Fusarium graminearum, when in stress conditions, with features such as estrogenic
action. Contaminates various raw materials for the food and feed, representing health risks. The
aim of this study was to evaluate the reduction of ZON levels by the action of commercial
peroxidase (PO) and obtained from rice bran (RB) and soybean meal (SM).The PO was
extracted with phosphate buffer 10mM pH 5.0 and 4.7 for RB and SM, respectively, under
orbital agitation of 100 rpm for 60 min. The technique of three-phase partition was used as
enzymatic purification strategy. ZON and B-zearalenol (f-ZOL, ZON degradation metabolite)
were extracted from the enzymatic reaction medium by liquid-liquid partition and quantified in
high-performance liquid chromatograph with fluorescence detector (HPLC-FL). To
optimization of the reaction medium to evaluate the reduction kinetics tests were performed on
various mediums (buffering aqueous and ethanolic) in order to obtain the best enzyme activity
in conjunction with the greatest recovery of ZON. The stability of the mycotoxin was evaluated
for 7 days of incubation in medium optimal reaction. The affinity between enzymes and ZON
was verified according to the parameters Km and Vmax. The reduction kinetics of the ZON
concentration (1pug mL™?) was performed using commercial enzymes PO (0.6 U mL™) and PO
obtained of FA and FS (0.6 and 6 U mL™?) for 24 h. The confirmation of PO action in reducing
ZON levels was assessed using the characterization of the chemical structure of mycotoxin in
spectrometry of the infrared Fourier transform infrared spectrometer (FTIR) and confirmation
of ZON and B-ZOL molecular ion’s by liquid chromatography coupled to a source of
electrospray ionization coupled to tandem mass spectrometry mass spectrometry (LC-ESI-
MS/MS). The application of commercial PO enzyme, in order to concentration reduce of ZON
was held in Pilsen beer samples. The recovery and purification factor for PO obtained for RB
and SM were 41 and 94% and 0.7 and 4.4, respectively. A sensitive, accurate and precise
method has been validated for HPLC-FL. The reaction medium aqueous and buffering were
defined for PO action obtained RB and SM, respectively, whereby ZON remains stable in such
media for 24 h. The Km and Vmax values for commercial PO and PO obtained from RB were
39.61 uM and 0.170 uM mintand 8.90 uM and 0.011 uM min-?, respectively. The commercial
PO reduced ZON concentration at 69.9% in 24 h, while the PO obtained from RB and SM
showed a reduction of ZON of 47.4 e 30.6%, respectively. The FTIR and LC-ESI-MS/MS
analysis confirmed the oxidoreduction action of commercial PO. The performance of
commercial PO in beer samples reduces the concentration of ZON at 5.8%. In this way, the
reduction levels of ZON enables the application of PO in industrial processes to the use of
contaminated grains and cereals in food production.

Keywords: Mycotoxin. Peroxidase. Rice bran. Soybean meal. Kinetics enzymatic.
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1. INTRODUCAO

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios de baixa massa molecular, produzidos
por fungos toxigénicos, apresentando efeitos nocivos para o homem e outros vertebrados, além
de alguns invertebrados, como plantas e micro-organismos (BENNETT; KLICH, 2003). Os
géneros fangicos com destaque na producdo de micotoxinas sdo os Aspergillus, Claviceps,
Penicillium e Fusarium (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008), sendo que 0s metabdlitos
secundarios sao formados, principalmente, durante o final da fase exponencial de crescimento
do fungo, atuando principalmente como forma de defesa contra estresse celular (JAY, 2005).
Estudos revelaram a existéncia de, pelo menos, cerca de 400 diferentes micotoxinas produzidas
por vias secundarias (BETINA, 1984).

Em decorréncia da frequente ocorréncia de micotoxinas em matérias-primas e
alimentos e dos efeitos causados por micotoxicoses, estes compostos sdo motivo de
preocupacdo de diversos orgaos de controle sanitario. Em adicdo, o controle de micotoxinas
produzidas por Fusarium € muito dificil, uma vez que sua presenca é resultado da proliferacdo
do fungo, podendo ocorrer na pré-colheita, tanto nas sementes como no solo, ou mesmo pelo
ar. Estima-se que anualmente mais de 1 bilhdo de toneladas de cereais estédo sob o risco de
contaminagédo por micotoxinas (FORSYTHE, 2013).

Dentre as micotoxinas produzidas pelos fungos do género Fusarium, encontra-se a
Zearalenona (ZON), micotoxina ndo esteroide com caracteristicas estrogénicas, tanto em
machos como fémeas (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008). A ZON e seus derivados
contaminam comumente grdos como milho, cevada, aveia, trigo e sorgo, utilizados como
matéria-prima na formulagdo de alimentos (PLACINTA; D’ MELLO; MACDONALD, 1999).
Estudos realizados com ZON utilizando animais de experimentacdo (peixes, camundongos e
porcos) demonstraram que a micotoxina induz o efeito estrogénico e provoca alteragdes no
sistema genital dos animais, promovendo deficiéncia reprodutiva (BAKOS et al., 2013; FINK-
GREMMELS; MALEKINEJAD, 2007; SCHOEVERS et al.,, 2012) e também problemas
pertinentes a hepatotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade, imutoxicidade e
hematotoxicidade (MARIN et al., 2013; ZINEDINE et al., 2007). Pesquisa realizada por Hassen
etal. (2007), empregando cultura celular hepatica Hep G2 demonstrou que ZON ocasiona perda
da viabilidade celular e inducédo de lesdes oxidativas no DNA.

As perdas econdmicas geradas pela presenga da toxina ZON nos alimentos e seu
impacto na salde humana e animal, incentiva o estudo de estratégias para desintoxicar

alimentos contaminados, possibilitando o emprego de metodos quimicos, fisicos e biologicos.
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Destes, o controle biologico de ZON é uma alternativa atraente para a eliminacéo
da micotoxina de forma economicamente vidvel, ambientalmente sustentavel e também pelo
fato de apresentar condicdes brandas de reacdo, vantagem importante quando voltado a
aplicabilidade em alimentos. Estudos realizados utilizando micro-organismos como Aspergillus
oryzae e Rhizopus oryzae (GARDA-BUFFON; KUPSKI; BADIALE-FURLONG, 2011), R.
stolonifer, R. oryzae e R. microsporusi (VARGA et al., 2005), Aspergillus niger (SUN et al.,
2014), Planococcus sp. cepa S118 (LU; LIANG; CHEN, 2011) e levedura Trichosporon
mycotoxinivorans (MOLNAR et al., 2004) demonstraram resultados significativos na reducao
da concentracdo de diversas micotoxinas. Enzimas também tém sido estudados como agentes
de degradacdo de ZON, tendo como exemplo a enzima Zearalenona lactonahidrolase, isolada
de Clonostachys rosea que converteu ZON em um composto com menor estrogenicidade
(TAKAHASHI-ANDO et al.; 2005).

Neste contexto, a enzima peroxidase (PO) vem recebendo atencéo devido ao seu
mecanismo de atuacdo que consiste em oxidar grupamentos doadores de elétrons, na presenca
de peroxidos, podendo atuar na descontaminacdo de micotoxinas. Estudos relatam o emprego
da PO na reducdo da concentracdo de micotoxinas como o Deoxinivalenol (BUFFON, 2008;
FELTRIN, 2013), Ocratoxina A (NORA, 2015) e Aflatoxina B: (DAS; MISHRA, 2000).

A PO € uma enzima da classe das oxidoredutases produzidas por micro-organismos,
animais e plantas (HAMID; REHMAN, 2009) e entre suas principais fontes vegetais vem se
destacando o farelo de arroz e o farelo de soja, sendo estes co-produtos resultantes do
beneficiamento dos grdos (FELTRIN, 2013; SINGH; PRAKASH; SHAH, 2012). No Brasil, 0
Rio Grande do Sul é o maior produtor de arroz e terceiro maior produtor de soja do pais com
safra 2015/2016 estimada em 7,87 e 15,2 milhdes de toneladas, respectivamente (CONAB,
2016). A descontaminacdo de ZON pela aplicacdo da PO comercial e/ou obtida de FA e de FS
podera possibilitar a utilizacdo de uma alternativa eficiente e economicamente viavel para as
inddstrias, para que as mesmas se adequem aos limites maximos tolerados para ZON, descritos
na RDC N° 59 de dezembro de 2013 da Agéncia Nacional de Vigiléncia Sanitaria (Anvisa).
Desta forma, a avaliacdo da reducdo dos niveis micotoxicoldgicos através da acdo enzimatica
se faz necessaria para garantir a qualidade dos alimentos destinados ao consumo humano e

animal através da reducéo da concentracdo deste contaminante.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a acdo da PO na reducdo dos niveis de ZON em sistema modelo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar condi¢Ges cromatograficas para detec¢do, separacdo e quantificacdo de
ZON ¢ B-Zearalenol (B-ZOL).

e Definir as condigdes reacionais para acdo PO obtida de FA e FS para a reducdo de
ZON.

e Avaliar a cinética de reducdo dos niveis de ZON mediante acdo enzimética e
producao de seu metabolito B-ZOL.

e Caracterizar o mecanismo de acdo enzimatica da PO.

e AplicaraPO comercial na reducédo da concentragdo de ZON em amostras de cerveja

tipo Pilsen.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 MICOTOXINAS

O termo micotoxina € originario do grego “mikes” (fungo) e do latim “toxicum”
(toxina), formando a expressdo grego-latina “mikes toxicum” que significa toxina fingica
(LAZZARI, 1997). A presenca das micotoxinas vem sendo associada a saide humana ha muitos
anos. Nos séculos XIX e XX, ocorreu no Japdo uma epidemia chamada doenga do arroz amarelo
que causou grande numero de mortes devido o consumo de arroz mofado. A doenca foi
atribuida a citreoviridina, toxina cardiotoxica (beribéri cardiaco) produzida por fungos do
género Penicilium (FAO, 1991). A presenca das micotoxinas foi confirmada no mundo
ocidental como um composto quimico ap6s o acidente econémico ocorrido na Inglaterra entre
maio e agosto de 1960, quando morreram 100.000 perus de granjas. As aves afetadas morreram
no intervalo de uma semana, durante o qual perderam o apetite, tornaram-se apaticas e perderam
a forca das asas ap0s a ingestdo de torta de amendoim proveniente do Brasil e da Africa
(STEVENS et al., 1960). Confirmado de que um metabdlito produzido por Aspergillus flavus
era o responsavel pelas mortes das aves, houve o incentivo para o estudo dessas toxinas que se
seguem até hoje (FREIRE et al., 2007). Na evolucdo historica da micotoxicologia, chama
atencdo o episddio chamado de Fogo de Santo Antdnio, ocorrido na Idade Média, no qual
cereais contaminados com o fungo Claviceps purpurea promovia a doenca que tinha como
caracteristicas propriedades vasoconstritoras da ergotamina que dificultava a circulacdo
periférica levando os afetados a apresentarem tumor ou coceira continua (OGA; CAMARGO;
BATISTUZZO, 2008).

Os fungos crescem e se proliferam em diversos cereais e gréos, principalmente no
amendoim, milho, trigo, cevada, sorgo e arroz onde geralmente encontram substrato altamente
nutritivo para o seu desenvolvimento (KIRINCIC et al. 2015; MALLMANN; DILKIN, 2007).
A producéo de micotoxinas ocorre quando os fungos sdo submetidos a condicGes de estresse.
Nos grdos armazenados a contaminacdo com fungos toxigénicos e a producdo de micotoxinas
séo resultados da interacdo complexa entre umidade, temperatura, substrato, concentragédo de
oxigénio e didxido de carbono, presenca de insetos e fungos. Nas condi¢des de campo o estresse
pode ocorrer por condi¢des climaticas, intempéries, pragas, entre outros, que tambem resultam
em perda de vigor da planta, predispondo-a a colonizacao de fungos toxigénicos (SANTI et al.,
2005). A Organizagéo das Nacgdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAQO) estima que
popor ano, 25% da produgdo mundial de gréos é contaminada por micotoxinas (MOREAU;
SIQUEIRA, 2010).
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As micotoxinas sdo produzidas como metabdlicos secundarios. Em geral, esses
metabdlitos parecem ser formados quando grande quantidade de precursores de metabdlitos
primarios, como acetato, aminoacidos, piruvatos sdo acumulados e atuam como forma de defesa
contra o estresse celular (JAY, 2005). Os principais géneros flngicos produtores de
micotoxinas sdo Aspergillus, Claviceps, Penicillium e Fusarium. Esses crescem
preferencialmente durante o armazenamento dos grdos, e normalmente ndo causam problemas
no campo. Os do género Fusarium, infectam os grdos na lavoura, sdo fitopatdgenos que
necessitam de alta umidade, em torno de 20% e temperatura amena. Apesar da menor
frequéncia, € possivel o aparecimento de micotoxinas produzidas por Fusarium na fase pos-
colheita (HOLLINGER; EKPERIGIN, 1999; SANTIN et al., 2005).

As micotoxinas sdo estudadas principalmente devido aos riscos que oferecem a
saude de humanos e animais, sendo que as Aflatoxinas (AFLA) ocasionam principalmente
problemas no figado e carcinomas (GNONLONFIN et al., 2013); a Ocratoxina (OTA) ocasiona
problemas renais (RINGOT et al., 2006; SHEPHARD, 2008); ZON promove o0
hiperestrogenismo, problemas no sistema reprodutor e infertilidade (BAKOS et al., 2013,
MINERVINI et al., 2005; P1ZZO et al., 2016), o DON provoca distirbio do trato
gastrointestinal e depressdo do sistema imunoldgico (SPEIERS; SPEIJERS, 2004), a
Fumonisina (FB) esté relacionada com edema pulmonar e encefalomalacia (WASKIEWICZ et
al., 2015) a Patulina (PAT) causa aberragdes cromossomais em células de animais e vegetais
(BINDER et al., 2007; FORSYTHE, 2013).

3.1.1 Zearalenona

A ZON, anteriormente conhecida como toxina F2, € uma micotoxina estrogénica
ndo esteroide biossintetizada na via de policétideo. A micotoxina ZON é produzida por fungos
Fusarium graminearum, Fusarium culmorum, Fusarium crookwellense, Fusarium equiseti e
Fusarium semitectum (BENNETT, KLICH, 2003; RICHARD, 2007). A ZON é uma lactona
do &cido fendlico resorcilico, descrita quimicamente, como CisH220s, de massa molecular
318,4 g mol! e nome pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC)
“(3S,11E)-14,16-dihydroxy-3-methyl-3,4,5,6,9,10-hexahydro-1H-2-benzoxacyclotetradecine-
1,7(8H)- dione” (IUPAC, 1986). Sua molécula ¢ constituida de radical “-eno” decorrente da
dupla ligacao entre os carbonos C1 e C2 e o “-ona” pela cetona no C6 (URRY et al., 1966),
como mostra a Figura 1. Apesar de ser uma lactona com um grande anel, compreendendo 13

carbonos, é estavel ao rompimento hidrolitico, atribuido a presenca de um grupo metil
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secundario que impede que ataques nucleofilicos sejam efetivados na carbonila da lactona
(OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008). A ZON possui caracteristicas estrogénicas e
semelhanca quimica com a estrutura do hormonio estrogénico 17-B-estradiol (ZINEDINE et
al., 2007). A metabolizacdo desta micotoxina em mamiferos tem como caracteristica a
formagdo de dois metabolitos isdmeros, o a-Zearalenol (a-ZOL) e B-Zearalenol (B-ZOL)
(Figura 1) que também possuem acao estrogénica. Rotas bioquimicas que levam a reducdo da
ZON em a-ZOL e B-ZOL sdo mais ativas no figado e foram estudadas em espécies como nos
ratos, suinos, bovinos, ovinos e galinhas (MALEKINEJAD et al., 2006). No entanto, 0s
eritrécitos também possuem esta capacidade (CHANG; LIN, 1984), assim como a mucosa € a
microbiota intestinal (OTHMEN et al., 2008). O metabdlito a-ZOL possui maior potencial
estrogénico que a ZON e o f-ZOL, devido este apresentar maior afinidade pela ligacdo com os
receptores de estrogénio (CELIUS et al., 1999; MALEKINEJAD et al., 2006; MINERVINI et
al., 2001).

Figura 1- Estrutura quimica da Zearalenona (a) e de seus metabolitos (b) a-Zearalenol
(R1=0OH e R2=H) ¢ p-Zearalenol (R1=H e R2=0OH)

0

(@) (b)
Fonte: VAN EGMOND; PAULSCH, 1986.

O quadro clinico das intoxicacGes pela ZON varia muito de acordo com quantidade
de toxina ingerida, tempo de ingestdo, idade, sexo e espécie animal. A ZON, como outras
micotoxinas, provoca alteracdes dos parametros hematologicos, além de efeitos hepatotdxicos,
imunotoxicos e nefrotoxicos em animais e humanos (ABID-ESSEFI et al, 2004; HASSEN et
al, 2007). Conforme Forsythe (2013) e Richard (2007), ZON e seus derivados causam
hiperestrogenismo, graves problemas de reproducdo, aborto, prolapso retal e do sistema
reprodutor de fémeas e machos, alem de infertilidade em animais. A a¢do hematotoxica da ZON
foi demonstrada com o aumento do ndmero das hemadcias, hemoglobina,
hematocritosleucocitos totais e a redu¢ao do numero de plaquetas e linfocitos, reforcando assim
a sua atividade imunossupressora (ABBES et al., 2006; MARIN et al. 2013). O estudo realizado

por Kuiper-Goodman; Scott; Watanabe (1987) sugere que o consumo maximo recomendado da
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ZON para a seguranca humana é estimada em 0,05 pg kg™ peso corporal diario. Segundo a
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Céancer — IARC (1993), a ZON ¢ classificada no
Grupo 3 quanto a sua carcinogenicidade para os seres humanos, ou seja, ndo ha evidéncias
adequadas para afirmar o seu potencial carcinogénico.

A ZON contamina principalmente milho e, em menor proporcdo, a cevada, aveia,
soja, trigo, sorgo, painco, arroz. Além disso, foi detectada em produtos industrializados oriundo
de cereais contaminados, como farinha e produtos de panificacdo, malte e cerveja (BAUER et
al., 2016; IQBAL et al., 20142, IQBAL et al., 2014 KUZDRALINSKI; SOLARSKA;
MUSZYNSKA, 2013; RIBEIRO et al, 2015; ZINEDINE et al., 2007). Registros de
contaminacdo de gréaos, cereais e alimentos por ZON datam desde 1962 até hoje, em uma faixa
de 20 pg gt até um maior nivel detectado de 2.900 pg g * (EDWARDS et al., 1987; STOB et
al., 1962; OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008). Os grdos contaminados por Fusarium
podem apresentar uma coloracgdo roseada (RICHARD, 2007). A denominagdo ZON provém do
fungo “Gibberella zeae” (forma sexuada do Fusarium graminearum) grande produtor desta
micotoxina (STOB et al.; 1962; URRY et al., 1996).

No Brasil, os niveis de ZON em alimentos sdo regulamentados pela Anvisa, RDC
N° 59 de dezembro de 2013 e os limites maximos tolerados de ZON irdo variar de 20 até
600 ug kg a partir de 2017, conforme apresentado na Tabela 1.

Os métodos analiticos empregados para deteccdo e quantificacdo de ZON devem
ter como caracteristicas fundamentais a sensibilidade, robustez e confiabilidade, devido a esta
substancia apresentar toxicidade mesmo quando presente em baixas concentracdes (TURNER;
SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009). A ZON é um solido cristalino branco, solvel em
alcali-aquoso, benzeno, cloroférmio, cloreto de metila, acetato de etila, acetonitrila e &lcoois e
fracamente soltvel em éter de petréleo. Uma caracteristica importante, utilizada em alguns
métodos analiticos, é a grande solubilidade em alcali-aquoso (OGA; CAMARGO;
BATISTUZZO, 2008; SANTOS et al., 2014). Uma caracteristica marcante da ZON é fluorescer
azul esverdeada quando excitada com luz ultravioleta de ondas longas (360 nm) e uma
fluorescéncia verde mais intensa quando é excitada com luz ultravioleta de ondas curtas (254
nm) (JAY, 2005; OMS, 1983).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), € a técnica de deteccdo mais
utilizada para determinar a contaminagdo de micotoxinas, incluindo ZON em amostras de
cereais. A CLAE acoplada a detector por fluorescéncia, conforme caracteristicas fisicas e
quimicas do analito possibilita limites de deteccédo e quantificacdo exata, fato que define o maior
emprego desta técnica (OK et al.,2014; SERRA, 2005), porém ZON e seus metabolitos também
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podem ser quantificados por meio de cromatografia em camada fina (CCF) (TURNER,;
SUBRAHMANYAM; PILETSKY, 2009), cromatografia gasosa (CG) (QIAN et al., 2015),
cromatografia liquida de alto eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-MS)
(PRELUSKY et al.,1989) ou entdo acoplada ao espectrometro de massas em série (CLAE-
MS/MS) (BELHASSEN et al.,2014; SONGSERMSAKUL, et al., 2006).

Tabela 1- Limites maximos tolerados (LMT) de ZON a partir de 2017 para alimentos
segundo a legislacgdo brasileira

Alimento LMT (ug kg
Alimentos a base de cereais para alimentagéo
infantil (lactentes e criancas de primeira infancia) 20
Farinha de trigo, massas, crackers e produtos de
panificacdo, cereais e produtos de cereais exceto 100
trigo e incluindo cevada malteada
Arroz beneficiado e derivados 100
Arroz integral 400
Farelo de arroz 600
Milho em grdo para posterior processamento 150
Milho de pipoca, canjiquinha, canjica, produtos e 150
subprodutos a base de milho
Trigo para posterior processamento e trigo integral, 200

farinha de trigo integral, farelo de trigo

Fonte: ANVISA (2013).

3.2 DESCONTAMINACAO DE ZON

Mesmo com o desenvolvimento continuo de novos estudos e aprimoramento das
técnicas de plantio, cultivo, colheita, transporte e armazenamento, ndo ha como garantir que 0s
fungos ndo se proliferem e, consequentemente, que ndo haja contaminacdo por micotoxinas.
Por isso, ha necessidade de encontrar métodos eficientes de descontaminacéo ou desintoxicacéo
que sejam capazes de reduzir ou destruir a micotoxina e que ao final do processo ndo gerem
residuos tdxicos, preservando as caracteristicas sensoriais e nutricionais do produto (SANTOS
et al., 2014). Estratégias de desintoxicacdo para alimentos contaminados ou reducdo dos efeitos

toxicos de ZON séo realizadas empregando metodos quimicos, fisicos e bioldgicos, necessarios
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para melhorar a qualidade alimentar, evitando perdas econdmicas através da recuperacéo de
produtos contaminados (ZINEDINE et al., 2007).

3.2.1 Métodos quimicos

Dentre os métodos quimicos avaliados, destaca-se a aplicagcdo do gas 0zbénio em
concentracdes de 2; 10 e 20% expostos durante 5 min em 20 pg mL™* de ZON que foi totalmente
degradada ap6s 15 s na concentracdo de 10%, ndo sendo detectada a formagéo de subproduto
(MCKENZIE et al., 1997). Lemke et al. (1999) avaliaram a agua contendo 12 mg L™ de ZON
e submeteram a ozonizacao, seguida de extracdo, concentracao e adi¢do no 6leo de milho que
foi adicionado na dieta de ratos do sexo feminino resultando na auséncia de efeitos estrogénicos
no Gtero dos animais que consumiram a dieta com ZON tratada com o gas ozonio quando
comparado ao grupo de animais que consumiram a dieta com ZON sem ter sido tratada.

Abd Alla (1997) elucidou que ZON ¢é degradada quando exposta a perdxido de
hidrogénio 10% durante 16 h e temperatura de 89 °C.

3.2.2 Métodos fisicos

Referente a métodos fisicos, a extrusdo tem demonstrado resultados satisfatorios,
pois durante o processo o0s alimentos sdo submetidos ao calor, altas pressdes e a tensdo de corte
reduzindo em torno de 90% os niveis de ZON (RYU; JACKSON; BULLERMAN, 2002).
Segundo Jouany (2007), a remocdo (descasque) da parte externa do gréos reduz a contaminagéo
de ZON nas fragdes de farelo em 34%. Contudo, a eficiéncia do processo de remocao depende
da penetracdo dos moldes no grdo. Bata e Lasztity (1999) citam que a remocdo parcial da
micotoxina por ser obtido com a limpeza dos grdos secos e também no processo de
moagemHavendo no fracionamento o aumento da concentragdo de ZON no farelo e diminuicéo
da concentragdo na farinha.

A utilizagdo de adsorventes nutricionalmente inertes é uma das abordagens
propostas para reduzir a toxicidade de ZON. A colestiramina e o carvao ativado séo eficientes
na adsorcdo de ZON, podendo ser utilizados como aditivos para alimentacdo animal,
prevenindo o0 hiperestrogenismo em suinos (AVANTAGGIATO et al., 2003,
AVANTAGGIATO et al., 2005). Ramos et al. (1996) avaliaram a adsorcéo intestinal de ZON
in vitro através da atuagdo de cinco adsorventes. Os resultados de adsor¢do obtidos de acordo

com as isotermas de Freundlich e Langmuir para ZON em pH 7,5 utilizando crospovidona,
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montmorillonita, bentonita, sepiolite e trissilicato de magnésio foram de 313,7; 192,2; 112,4;
74,4; e 22,6 Ugzon Qadsorvente —. A colestiramina foi considerado o melhor adsorvente, pois a uma
concentracdo de 5% foi capaz de adsorver ZON a niveis abaixo da faixa de detec¢do do método
analitico proposto no estudo.

Bueno et al. (2005) avaliou a capacidade de adsor¢do de ZON in vitro através da
utilizacdo de carvéo ativado. O estudo demonstrou que o carvdo ativado em niveis de 0,1; 0,25;
0,5 e 1% ¢é um bom desintoxicante de ZON, pois adsorveu a micotoxina em até 100% em pH
de 3 e 7,3. Shehata et al. (2000) avaliaram a adsor¢&o de 30 mg kg* de ZON em tamp#o fostato
(pH 3,0 e 7,0) através de carvdo ativado e outros adsorventes (produtos derivados da parede
celular de leveduras modificadas, mistura de vitaminas, 6leo refinado vegetal, bentonita,
enzimas, vitamina E, selénio, ferro e manganés). ZON foi totalmente adsorvida quando
utilizado 0,1% de carvao ativado, independentemente do pH do tamp&o. Thimm et al. (2001)
observaram em seu estudo a adsor¢do de 100% de ZON na concentracéo de 1g L™ em tampé&o
citrato (pH 3) e fosfato (6,5) utilizando a bentonita organofilica.

Sabater-Vilar et al. (2007) avaliaram in vitro (condi¢cdes semelhantes ao sistema
gastrointestinal de suinos) o emprego de argilas minerais (a base de esmectita, quartzo,
dolomita, feldspato, tracos de gesso, ilita, mica e caulinita), substancias himicas (leonardite,
mistura de substancias humicas e lignosulfonato), quatro produtos derivados da parede celular
de levedura, carvéao ativado e seis adsorventes comerciais de micotoxinas. As adsorcoes de
ZON observadas acima de 70% foram utilizando a argila mineral a base de esmectita, a mistura
substancias himicas, produtos derivados da parede celular de levedura e o carvéo ativado.

Zhao et al. (2015) sintetizaram trés tipos de polimeros de quitosana, para adsorcéo
de ZON, sendo que o método A foi constituido somente de quitosana, 0 método B construido
de quitosa e tripolifosfato de so6dio e 0 método C constituido de quitosa e glutaraldeido. Os
resultados apresentados mostraram que o método C foi 0 que proporcionou adsorcao de 94%
de ZON.

3.2.3 Métodos bioldgicos

H& um interesse crescente pela possibilidade de aplicacdo de micro-organismos ou
enzimas para degradar ou reduzir a biodisponibilidade de micotoxinas. Varga et al. (2005)
demonstraram que a ZON foi completamente degradada por isolados de Rhizopus, incluindo
cepas de R. stolonifer, R. oryzae e R. microsporus. Em estudo realizado in vitro com o material

da parede celular, manano-oligossacarideos derivados de Saccharomyces cerevisiae 1026,
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mostraram consideravelmente a ligagdo com ZON em cerca de 80% (DEVEGOWDA et al.,
1996 apud ZINEDINE et al., 2007).

Sun et al. (2014) concluiram atraves de suas pesquisas que a utilizacdo do micro-
organismo Aspergillus niger FS10 isolado de soja fermentada ¢ eficaz na reducéo de ZON. Em
seu estudo, os autores utilizaram agua de maceracdo de milho com a presenca de ZON tratadas
com o Aspergillus niger para alimentacdo de ratos, que apresentaram menor dano no figado e
rins quando comparado ao controle contendo ZON sem o tratamento. Recentemente, Harkai et
al. (2016) degradaram 99% da ZON apds incubacdo em meio liquido contendo agar, inoculo de
cepas Streptomyces rimosus K189 e K154 e a micotoxina, durante 5 dias a 28 °C e agitacdo de
170 rpm.

Tan et al. (2015) isolaram bactérias Pseudomonas otitidis TH-N1 do ramen de
vacas e incubaram em meio Murashige e Skoog (MS) durante 3 dias a 37 °C e agitacdo orbital
a 180 rpm, onde 79% de ZON foi degradada devido a uma ou mais enzimas intracelular de P.
otitidis TH-N1. Sendo que os autores, descrevem que mais estudos sdo necessarios para revelar
o0 mecanismo de degradacdo de ZON e avaliar a seguranca da utilizacdo de P. otitidis na
alimentacdo humana e animal. Zhao et al. (2015%) empregou 27 cepas de Lactobacillus para
degradar ZON e observou que a L. plantarum degradou em 48% da micotoxina em 48 h
utilizando meio agar Man, Rogosa e Sharpe (MRS). Tinyiro et al. (2011) avaliaram a
degradacédo de 70% de ZON e adsorcdes entre 60 e 90% utilizando duas culturas bacterianas
(B. subtilis 168 e B. natto CICC 24640).

A aplicacdo da enzima Zearalenona lactonahidrolase (ZHD 101) foi descrita por
Takahashi-Ando et al. (2005), resultando em um composto com menor toxicidade. Kosawang
et al. (2014) também avaliou a acdo da enzima ZHD 101, demonstrando que o fungo
Clonostachys rosea € um potente agente de controle biologico contra diversos patdgenos de
plantas, inclusive de fungos Fusarium graminearum e consequentemente producdo de ZON.
He et al. (2016) extraiu de Aspergillus niger FS10 uma enzima para degradacdo de ZON, a
enzima imobilizada degradou 75% e 90% da micotoxina in vitro, em suco gastrico artificial e

suco intestinal artificial de suinos.
3.3 METODOS DE EXTRACAO DE ZON
Na literatura sdo encontrados diferentes técnicas para extragdo de ZON de diversas

matrizes. Belhassen et al. (2014) extraiu ZON e seus cinco metabolitos (a-zearalenol, B-ZOL,

a-ZOL, B-zearalanol e zearalanona) de amostras de urina humana, através da técnica de
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extracdo por particdo liquido-liquido com acetato de etila e acido férmico, na proporcéo 99:1
(v/v) e posteriormente uma etapa de limpeza com hexano. Os niveis de recuperagdo obtidos
pelos autores variaram de 96 a 104%, com desvio padrao relativo inferiores a 8,5%. Sendo que
as recuperacdes com seu respectivo desvio padrao relativo nos trés niveis de fortificacao (2,5;
5 e 10 ng mL) citados pelos autores para ZON foram de 101 (4,8); 101 (4,0) e 100% (7,9). E,
as recuperagOes para B-ZOL nos mesmos niveis foram de 101 (5,4); 101 (3,4) e 102% (4,4).

No trabalho realizado por Huang e colaboradores (2014), os autores empregaram
acetonitrila para recuperar ZON e a-ZOL e purificacdo em cartuchos Oasis HLB em leite cru,
leite industrializado e leite em pd. Os niveis de fortificacdo de ZON e seu metabdlito foram de
0,025; 0,1 e 0,5 ug kg e as recuperagdes de ZON e a-ZOL alcangados variaram entre 88,8 a
101,2% com coeficiente de variacao abaixo de 9,4. Juan, Ritieni e Mafies (2012) empregaram
uma mistura de acetonitrila e &gua (84:16, v/v) para extrair ZON e tricotecenos de amostras de
trigo, aveia, cevada e espelta. Para a validacdo do método os autores utilizaram dois niveis de
fortificacdo para cada tipo de amostra. Para o trigo e espelta os niveis de fortificacdo foram de
1,5 e 5 ug kg e para aveia e cevada os niveis foram de 2,0 e 5 pg kg*. As recuperacdes de
ZON nos dois niveis para trigo, espelta, aveia e cevada foram de 89; 94; 86 e 95%,
respectivamente. Sendo o desvio padrao relativo (%) de todos os testes igual ou menor que 3%.
Wau et al. (2011) utilizaram o método QUEChERS para extracdo de ZON de cevada sendo a
técnica realizada mediante a adicdo de cloreto de sodio (NaCl) e metanol nas amostras e
posterior etapa de limpeza com NaCl, sulfato de magnésio (MgSQa), negro de carbono (negro
de fumo) e amina primaria e secundaria (PSA). As recuperacdes de ZON de cevada nos niveis
de fortificacdo de 0,1; 1 e 10 mg g* foram de 83,0; 87,4 e 91,5%, respectivamente, com desvio
padréo relativo menor que 6%.

3.4 ENZIMA PEROXIDASE

A peroxidase € uma importante enzima das plantas (EC 1.11.1.7) pertencente a
classe das oxidoredutases (BURNETTE, 1977), sdo heme proteinas glicosiladas, monoméricas,
de 40-45 kDa, que incluem dois dominios similares, surgidos de duplicacdo de genes
(DAMORADAN et al., 2010).

Esta enzima estd envolvida em diversas reacOes entre elas: ligacOes de
polissacarideos, oxidacdo do &cido indol-acético, ligacbes de mondmeros, lignificagéo,
cicatrizagdo de ferimentos, oxidacéao de fenois, defesa de patdgenos, regulagédo da elongacédo de
células (SPADIUT et al., 2012; VEITCH, 2004). As plantas contém um ndmero relativamente
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elevado de isoenzimas de peroxidase, principalmente localizadas nas paredes celulares, as
peroxidases anidnicas. A PO possui como principal caracteristica participar do processo de
lignificacdo e do mecanismo de defesa fisica contra tecidos danificados ou infectados
(DUNFORD, 1999; NICELL; WRIGHT, 1997)

A PO gera um produto colorido mensuravel via espectrometria de luz visivel, com
uma grande variedade de substratos na presenca de peroxido de hidrogénio. Dentre eles, 0
substrato mais usado é o guaiacol, uma vez que o procedimento é bastante simples e o0s
parametros de reacdo sdo bem conhecidos. O meio reacional € composto basicamente de
guaiacol e peréxido de hidrogénio e a reacao inicia-se pela adicdo da enzima (VIERLING;
WILCOX, 1996). A formacdo de cor é acompanhada por absorvancia a 470 nm, sendo
proporcional a atividade da enzima em funcéo do tempo (ROBINSON, ESKIN, 1995).

Segundo Koblitz (2010) a reacdo geral catalisada pela peroxidase pode ser descrita
como: ROOH + AH, _, H.O + ROH + A®, onde o composto ROOH é o substrato oxidante,
tipicamente o perdxido de hidrogénio (R=H), podendo ser também um metil-ou-etil-perdxido.
Durante a reacdo o peroxido reage com a enzima, formando o composto | oxidado que se reduz
em duas etapas, passando pelo intermediario composto I, para regenerar a enzima. Ha entdo a
geracdo de radicais livres dos substratos redutores, doadores de €. As peroxidases catalisam a
oxidacdo do substrato utilizando o poder oxidante do perdxido de hidrogénio (H202) ou de
peroxidos organicos (VIERLING; WILCOX, 1996; CAMPOS; SILVEIRA, 2003).

Segundo Voet, Voet e Pratt (2014), a Vmax (velocidade maxima) de uma reagdo
ocorre a elevadas concentracdes de substrato nas quais a enzima esta saturada, isto €, quando
ela esté inteiramente ligada na forma enzima:substrato (ES). O Km é a concentracao de substrato
na qual a velocidade da reacdo corresponde a metade da Vmax. Kohaich e Baaziz (2015),
extrairam PO de cladddio (cactos) Opuntia ficus Indica L. e estimaram os valores de Km € Vmax
de 1,67 mM e 3, 1 mM min, respectivamente, utilizando como substrato o guaiacol. Soysal e
Soylemez (2005), extrairam PO de cenoura e relataram os valores de Km de 1,4 mM e Vimax de
0,06 mM mint, em guaiacol.

Existem dois tipos basicos de peroxidases: as que contém ferro no sitio ativo
(divididas em ferriprotoporfirina-peroxidases e verdo-peroxidases) e aquelas que contém FAD
no sitio ativo (chamadas de flavoproteina-peroxidases). Dentre elas, as mais importantes séo as
que contém como grupo prostético a ferriprotoporfirina Il (ou proto-hemina) e que incluem a
maior parte das peroxidases de vegetais superiores. Sdo, em geral glicoproteinas encontradas
sob vérias isoformas em cada espécie, normalmente provenientes de genes codificadores

distintos (SCOTT, 1975). A fonte de PO comercial mais utilizada é a raiz-forte (Armoracia
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lapathifolia) (LIU; WANG; JI, 2006). Porém, estudos evidenciaram que o péssego (Prunus
pérsica), o inhame (Alocasia macrorhiza), a mandioca (Manihot utilissima), a alcachofra
(Cynara scolymus L.), a batata doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.), o nabo (Brassica campestre
ssp rapira), abobrinha (Cucurbitapepo) (ZERAIK et al.; 2008), folhas de Copaiba (Copaifera
langsdorffii) (MACIEL; GOUVEA; PASTORE, 2006), cascas de laranja (Citrus sinenses)
(VETAL; RATHOD, 2015) por fungos do género Pleurotus ostreatus, espécie N° 494 e P.
pulmonariu (STAJIC et al, 2006) e pela bactéria Streptomyces (REKIK et al, 2015) sdo
considerados como fontes de PO. O FA e FS se caracterizam por serem fontes abundantes de
peroxidase, apds estudos realizados por Feltrin (2013), onde otimizou o procedimento de
extracao e purificacao.

Um grande interesse por esta enzima surgiu devido as suas multiplas aplicacdes em
laboratdrios de pesquisa, como por exemplo, na construcdo de biossensores, na industria de
papel e celulose, de alimentos, em analises bioquimicas, entre outras (LUPETT]I, 2000). A PO
vem sendo utilizada também no tratamento de &guas residuais contendo compostos fenoélicos,
na sintese de produtos quimicos aromaticos e na remocao de perdxido a partir de materiais, tais
como produtos alimentares e de residuos industriais (HAMID; REHMAN, 2009; HUBER et
al., 2016; KULYS; GORANINA, 2009; LIU; WANG,; JI, 2006; TANDJAOUI et al., 2016; XU
etal., 2013).

A acdo da PO relacionada a degradacdo ou descontaminacdo de micotoxinas foi
demonstrada por Garda-Buffon; Kupski; Badiale-Furlong (2011) durante fermentacéo
submersa empregando os fungos Aspergillus oryzae e Rhizopus oryzae na qual foi avaliada a
reducdo dos niveis da micotoxina DON. O tempo de fermentacdo em que foi observado a maior
velocidade de degradacdo de DON correspondeu a maior atividade da enzima PO produzida
pelos micro-organismos. No estudo efetuado por Flores (2013) utilizando o micro-organismo
Saccharomyces cerevisae em cultivo submerso na presenca da micotoxina DON, também foi
verificado a alteragdo do perfil de atividade da enzima PO, quando presente a micotoxina.
Bretanha (2014) que também avaliou cultivo submerso utilizando Saccharomyces cerevisae
com duas cepas diferenciadas, uma de alta e outra de baixa fermentacéo, verificou um aumentou
da atividade da PO em 71% na presenca de DON para a cepa de alta fermentacdo. Em estudo
in vitro, Feltrin (2013) empregou a enzima PO comercial na avaligdo da cinética de degradagéo
de DON, obtendo uma reducdo da concentracdo da micotoxina 55%. Do mesmo modo, Nora
(2015) utilizou as enzimas PO comercial e a obtida do FA para avaliar a reducao dos niveis de
OTA, resultando na redugdo de 59% e 41%, respectivamente. Resultados considerados

promissores para 0 emprego da enzima como metodo biolégico de descontaminacéo.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL

4.1.1 Co-produtos agroindustriais e cerveja

As amostras de farelo de arroz (FA) e farelo de soja desengordurado (FS)
resultantes do beneficiamento dos grdos, foram fornecidas pelas empresas situadas em Pelotas
(RS) e Rio Grande (RS). A cerveja tipo Pilsen foi adquirida no comércio local da cidade de Rio

Grande (RS). As amostras foram acondicionadas a temperatura de -18 °C até a sua utilizac&o.

4.1.2 Padr6es de micotoxinas e enzima peroxidase

Os padroes das micotoxinas Zearalenona (ZON) e B-Zearalenol (B-ZOL) foram
adquiridos da Sigma Chemical Company (E.U.A., 2016). A PO padréo foi adquirida da Sigma
Chemical Company (E.U.A.) (2016), como padrdo enzimatico de PO tipo VI obtida de raiz-
forte (HRP) liofilizada com concentragéo de 250 a 330 U mg™.

4.1.3 Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes empregados nos experimentos foram albumina de soro
bovino (Inlab, Brasil), acido acético P.A. (Merck, Alemanha), acetona (Neon Comercial Ltda),
acetonitrila grau HPLC (J.T. Baker, E.U.A.), dgua destilada, agua ultra purificada (Milli- Q)
em sistema Direct-Q UV3 Millipore (resistividade de 18,2 MQ cm), benzeno P.A. (Vetec
Quimica, Brasil), carbonato de sodio (Synth, Brasil), cloroférmio P.A. (Alphatec, Brasil), Folin
Ciacalteau 2N (Préton Quimica, Brasil), fosfato de s6dio monobésico e fosfato de sddio
dibasico (Vetec Quimica, Brasil), etanol P.A. (Neon Comercial Ltda), guaiacol P.A. (Vetec
Quimica, Brasil), membranas Millipore de Nylon 0,45 um de diametro (Millipore, Brasil),
peréxido de hidrogénio (Synth, Brasil), sulfato de amonio (Synth, Brasil), sulfato de cobre

(Vetec Quimica, Brasil), tartarato de sddio e potassio (Isofar, Brasil).
4.1.4 Instrumentacao
Os principais equipamentos utilizados foram espectrofotémetro FEMTO UV-Vis

modelo Cirrus 80; balanca analitica de precisdo FA2104N; banho termostatico com agitagdo —

Quimis; banho ultrassdnico Unique Ultrassonic Clearner de 25 e 40 kHz; centrifuga refrigerda



33

Cientec CT- 5000R; microcentrifuga Eppendorf Mini Spin AG 22331; agitador tipo vortex
Biomixer Vtx-2500; mesa agitadora Tecnal; espectrometro com regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) IR Prestige-21 Shimadzu modelo A21004 (Quioto, Japéo);
cromatografo liquido de alta eficiéncia Shimadzu (Quioto, Japao) constituido por um sistema
de bombas 26 (modelo LC- 20AT), desgaseificador da fase mével (modelo DGU- 20As),
controlador (modelo CBM-204), injetor manual com al¢a de amostragem de 20 uL (modelo
7725i) e detector de fluorescéncia (modelo FL — 10AXL) conectado em software LC solution
data aquisition com coluna anatica Phenomenex® - Gemini C18 5 um (250 x 4,6 mm diametro
interno) e cromatdgrafo a liquido Alliance Separations modelo 2695 Waters (Milford, MA,
USA) equipado com amostrador automético, bomba quaternaria, sistema de desgaseificacao,
Detector MS, Micromass® Quatro Micro™ API Waters com fonte API, utilizando o modo de
ionizacdo por Electrospray, sistema de aquisicdo de dados através do software Masslynx 4.0
Waters e coluna analitica XTerra® MS C18 3,5 um 144 A (50 x 3 mm diametro interno).

4.2 METODOS

4.2.1 Preparo das solucdes de micotoxinas

Para o preparo das solugbes estoque das micotoxinas, as mesmas foram
solubilizadas em benzeno:acetonitrila (98:2, v/v) a uma concentragio de 500 pug mL? e
armazenadas sob congelamento. As soluc@es trabalho foram obtidas das dilui¢cGes das solucbes
estoque resultando em uma concentracdo de 50 pg mL™ em benzeno:acetonitrila (98:2).

A estimativa da concentracdo da solucdo trabalho (Equagdo 1) foi realizada
empregado um espectrofotdmetro FEMTO UV-Vis modelo Cirrus 80. O comprimento de onda
de maxima absorcéo foi de 317 nm e 239 nm e a absortividade molar de 6060 e 24963 mol L™,
em benzeno:acetonitrila (98:2, v/v) para ZON e metanol para -ZOL, respectivamente (AOAC,
1995).

micotoxina (ug mL™") = abs x MM x 1000 x FC x £'x ! Equagéo (1)

Onde:

micotoxina (ug mL™): concentragdo da micotoxina presente em 1 mL
abs: valor da absorvancia da solucéo padréo;

MM: massa molecular da micotoxina em estudo (g mol™);

FC: fator de correcéo do instrumento;
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¢: absortividade molar no comprimento de onda da absor¢do caracteristica de cada micotoxina
(mol LY);

b: largura da cubeta (cm).

4.2.2 Preparo de amostra

Com afinalidade de padronizar as amostras de farelos (FA e FS) para caracterizacdo
quimica e extracdo da enzima PO, os mesmos foram homogeneizados, triturados em moinho
de facas e peneirados em 42 e 35 mesh para o FA e FS, respectivamente, de acordo com Feltrin
(2013). A amostra comercial de cerveja foi desgaseificada sob agitacdo magnética e

posteriormente verificado o pH.

4.2.3 Caracterizacdo quimica dos farelos

O teor de umidade foi determinado empregando o método gravimétrico de secagem
em estufa a 105 °C de acordo com o método n° 935.29; os lipidios foram determinados pela
extracdo com éter de petréleo de acordo com o metodo n°® 920.85; a determinacéo de cinzas por
método gravimétrico através de incinerag¢do das amostras em mufla a 550°C método n° 923.03;
0 teor proteico determinado pelo método de micro-Kjeldahl n® 920.87 e o teor de fibra bruta
segundo o método n° 991.43, todos descritos na Associacdo Oficial de Quimicos Analiticos
(AOAC, 2000). O percentual de carboidratos foi estimado por diferenca, considerando o

somatdrio dos teores de proteinas, lipidios, cinzas, umidade e fibra alimentar total.

4.2.4 Obtencdo da enzima PO de FA e FS

A enzima PO foi extraida a partir de FA e FS, em 5 g do FA foram adicionados
50 mL de tampéo fosfato 10 mM pH 5 e em 5 g do FS foram adicionados 50 mL de tampéo
fosfato 10 mM pH 4,7. As misturas foram submetidas a agitacdo orbital a 100 rpm durante
60 min e 25 °C, ap6s centrifugadas a 3220 x g por 10 min a 4 °C. Posteriormente, 0 extrato
obtido foi filtrado e avolumado a 50 mL com o respectivo tampéo de extracdo, segundo o
método de extracdo otimizado por Feltrin (2013).
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4.2.5 Determinacao da atividade enzimatica da PO

A determinacdo da atividade enzimatica da PO comercial foi realizada conforme
especificacbes do fabricante Sigma Chemical Company (2016), onde o meio reacional foi
constituido de 2 mL de &gua destilada; 1,5 mL de tampé&o fosfato 100 mM pH 6,0; 0,5 mL de
guaiacol 1%, 1 mL de peroxido de hidrogénio (H202) 0,08% e 1 mL de extrato enzimético
comercial. Para a PO obtida de FA e FS, o método utilizado para determinacdo da atividade
enzimatica foi de acordo Devaiah e Shetty (2009) modificado por Feltrin (2013), onde 0 meio
reacional para a PO de FA foi composto de 2 mL de agua destilada; 1,5 mL de tampao fosfato
5mM pH 5,5; 0,5 mL de guaiacol 1%; 1 mL de perdxido de hidrogénio (H-02) 0,08% e 1 mL
de extrato enzimatico; e para a PO de FS o0 meio reacional foi formado pelas mesmas solucdes,
porém em tampao fosfato 5 mM pH 5,0. Os tempos e temperaturas de incubacdo em banho-
termostatico da PO comercial foram de 15 mim a 30 °C, para PO obtida de FA de 20 min a
25 °C e para PO obtida de FS de 10 min a 35 °C.

A oxidacdo dos compostos foi verificada em espectrofotometro FEMTO UV-Vis
modelo Cirrus 80 a 470 nm e a atividade enzimatica da PO foi estimada por meio da Equacéo
2, descrita por Schittmann et al. (2014) e Zeraik et al. (2008) através da reacao de oxidacao do
substrato a tetraguaiacol caracterizado pela formacdo da coloragdo laranja. Sendo que, uma
unidade da atividade da peroxidase representa a quantidade de enzima que catalisa a oxidacéo

de 1 pmol de guaiacol em 1 min.

U absx Vieaeao X FD x 10°

R_sxdxthamostrax 1000

Equacao (2)

Onde:

U mL : unidade de atividade da PO por mL de extrato;

abs: absorvancia da reacéo;

Vreagao: VOlume total do tubo de reacéo (mL);

Vamostra: VOlume de extrato enzimatico utilizado (mL);

FD: fator de diluicdo (diluicdo do extrato bruto enzimatico);
10°%: converséo de mol para pmol;

g: absortividade molar do tetraguaiacol (26600 mol L™ cm™);
d: tamanho horizontal da cubeta (cm);

t: tempo de reagéo (min).
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A quantificacdo de proteina (mg mL™) nos extratos enzimaticos foi realizada pelo
método de Lowry (1951) e a leitura foi em espectrofotdbmetro FEMTO UV-Vis modelo Cirrus

80 a 660 nm, utilizando albumina de soro bovino como padréo.

4.2.6 Purificacdo do extrato enzimético da PO

Os extratos enzimatico brutos obtidos de FA e FS foram submetidos a purificacdo
empregando a técnica de particao trifasica (TPP). Em um tubo de centrifuga de 15 mL contendo
2 mL de extrato bruto enzimético e sulfato de amonio até a obtencéo de 30% de saturagdo do
extrato bruto de FA e FS, respectivamente, seguida de homogeneizacdo em vortex. Apds, foi
acrescentado acetona em uma propor¢do extrato bruto:acetona de 1:2 e 1:1,5 para o0 extrato
obtido de FA e FS, respectivamente. O sistema foi homogeneizado em vortex durante 1 min e
mantido em repouso por 60 min, seguido de centrifugacdo a 3220 x g, 4 °C durante 10 min para
separacéo das fases, conforme o método descrito por Ozer et al. (2010) e modificado por Feltrin
(2013).

A fase de topo (acetona) e de fundo (sal) foram separadas da interface formada
durante a centrifugacdo, sendo retiradas com o auxilio de uma pipeta de Pasteur. A fracdo
precipitada foi submetida a uma concentracdo overnight a 0 °C com acetona na propor¢éo
extrato purificado:acetona de 1:3. Na fracdo precipitada contendo a PO foram adicionados
0,5 mL de tampéo fosfato 5 mM pH 5 para o precipitado obtido de FA e pH 6 para FS. Em
todas as fases e nos extratos enzimaticos purificados foi determinada a atividade enzimatica da
PO (U mL?) e a concentragéo de proteina (mg mL™L).

Os parametros recuperacao e fator de purificagdo enzimatica foram determinados

de acordo com as Equacdes 3 e 4, respectivamente.

AEP

REC (%)= ——
t

x 100 Equacéo (3)

Onde:
REC: recuperacao enzimatica
AEB: atividade enzimatica total (U) do extrato bruto

AEP: atividade enzimética total (U) do extrato purificado

_ A.EP ~
FP = LD Equacéo (4)
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Onde:
FP: fator de purifica¢do enzimatica
AEB: atividade enzimatica especifica (Ut) do extrato bruto

AEP: atividade enzimatica especifica (Ut) do extrato purificado

4.2.7 Aplicacéo da enzima PO na reducéo dos niveis de ZON

Para aplicacdo da PO nos testes de reducdo dos niveis de ZON, primeiramente foi
realizada a validacdo do método cromatogréfico para deteccdo e quantificacdo de ZON e B-
ZOL. Posteriormente, 0 meio reacional foi avaliado para a obteng@o da maior recuperacao e
maior atividade da enzima PO. Testes foram realizados objetivando avaliar a estabilidade da
micotoxina frente ao meio reacional, durante 7 dias e os parametros Km € Vmax para as enzimas
PO comercial e PO de FA foram determinados, definindo a concentragdo ideal de ZON para
avaliacdo cinética de reducdo nas condic¢des 6timas de cada enzima.

Com o propdsito de confirmar o potencial de reducdo dos niveis de ZON foi
avaliado o mecanismo da acdo da enzima, onde foi realizado a caracterizacdo da estrutura
quimica da ZON em meio reacional através de FTIR e confirmagdo do ion molecular de ZON
e seu metabolito (B- ZOL) por cromotagrafia liquida acoplada a fonte de ionizagcdo por
electrospray acoplada a espectrometria e massas tandem espectrometria de massas (LC-ESI-
MS/MS). Ao final, a enzima que apresentou maior potencial redutivo em meio reacional

enzimatico sobre ZON foi aplicada na cerveja tipo Pilsen.

4.2.7.1 CondigOes cromatograficas para separagdo ¢ quantificagdo de ZON e -ZOL

Para separagdo e quantificacdo das micotoxinas ZON e B-ZOL foi utilizado
cromatografo liquido de alta eficiéncia com injecéo de 1 ug mL"* de cada micotoxina, utilizando
detector de fluorescéncia (CLAE-FL). As condi¢bes cromatograficas descritas por Heidtmann-
Bemvenuti (2014) e Pagnussatt et al. (2014) foram utilizadas como base para otimizagdo do
método empregado. A coluna cromatogréafica utilizada foi Phenomenex® - Gemini C18 com
tamanho de particula de 5 pm e 250 mm x 4,6 mm de diametro interno. As condicfes de
deteccdo foram em comprimento de onda de 350 e 270 nm para excitacao e 450 e 455 nm para
emissdo. Utilizou-se modo de eluicdo isocratico avaliando a fase movel nas seguintes razées
entre os solventes: acetonitrila:dgua ou acetonitrila:dgua acidificada com &cido acético a 1%
em 70:30; 80:20; 85:15; 90:10 e 100:0 (v/v) e vazdes de 0,5; 0,8; 1 mL min*. Todos os solventes
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utilizados na analise cromatografica foram filtrados em bomba de vacuo com a utilizagdo de

membranas Millipore de nylon 0,45 um de didmetro e desgaseificados em banho ultrassénico

de 40 kHz em temperatura ambiente durante 30 min.

A avaliacdo da separacdo de ZON e B-ZOL foi realizada empregando solucGes

padrdo conforme preparo descrito no item 4.2.1 através do tempo de retencdo (tr) de cada
analito, fator de retencdo (k), fator de separagdo (a) e resolugdo (Rs) (COLLINS; BRAGA,

BONATO, 2006), de acordo com as Equacdes 5, 6 e 7, respectivamente.

tr—t
f=
tm

Onde:
k: fator de retencéo;

Equacéo (5)

tr: tempo de retencdo de um analito, tempo transcorrido desde a injecdo até o ponto de maximo

do pico;

tm: tempo de retencdo de um analito ndo retido.

Onde:
a: fator de separagao;
ko: fator de retencdo do segundo composto a eluir na analise cromatografica;

k1: fator de retencdo do primeiro composto a eluir na analise cromatografica.

Tio-Tr

Rs =2 X (——
Wi+ Wy

)

Onde:
Rs: resolucdo;
Tr1 e Tro: tempo de retengéo de dois picos adjacentes;

W1 e Wh2: largura dos picos na base, em unidades de tempo.

Equacao (6)

Equacao (7)
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4.2.7.2 Extracdo da micotoxina do meio reacional

A extracdo da micotoxina foi realizada utilizando a técnica de particao liquido-
liquido (LLE). Sendo efetuado com adaptacdes de Nora (2015). Onde foi adicionado 0,5 mL
de cloroférmio (CH3Cl) em 1 mL da amostra, seguidos de 30s de agitacdo em vértex durante e
3 min em banho ultrassonico de 25 kHz. A fase organica foi retirada e o procedimento foi

repetido por 3 vezes. O volume final obtido foi seco sob atmosfera de nitrogénio.
4.2.7.3 Validagdo do método analitico

A validacdo do método analitico para determinacdo das micotoxinas (ZON e j-
ZOL) foi realizada empregando as figuras de mérito descritas na Resolucdo n® 899 da Anvisa
(2003) e no Regulamento n° 401 da Comissdo Europeia (2006): linearidade, curva analitica,
limite de detec¢do (LD), limite de quantificacdo (LQ), exatiddo (recuperacdo) e precisdo
(repetibilidade).

A linearidade do instrumento foi determinada pela curva analitica. As solucbes
foram diluidas a partir do padrdo de ZON e B-ZOL, secos sob atmosfera de nitrogénio,
ressuspensos em acetonitrila e injetados em triplicata. Para a curva analitica de ZON as
concentragdes utilizadas foram 0,01; 0,02; 0,04; 0,08; 0,17; 0,3; 0,5; 1,0; 1,2; 1,4; 1,7 e
2 ug mL" ! e para B-ZOL foram 0,05; 0,07; 0,1; 0,2; 0,3; 0,7; 0,9 e 1 ug mL™. A partir da curva
analitica, foram obtidos os coeficientes de correlacdo e determinacgdo, e os limites LD e LQ
(CE, 2006).

O LD e LQ foram verificados mediante injecdo das concentracdes de forma
decrescente até a obtencdo do pico do analito com a relagdo de 3:1 e 10:1 entre o sinal e o ruido,
respectivamente. A precisao (repetibilidade) foi demonstrada através do coeficiente de variacéo
(CV) dos testes de recuperacdo em triplicata (ANVISA, 2003; CE, 2006).

O percentual do CV foi obtido conforme a Equagéo 8.

CV (%)=(3)x 100 Equaco (8)
Onde:
CV (%): coeficiente de variagéo;

s: estimativa do desvio padrdo absoluto;
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x: média dos resultados.

A exatiddo (recuperagdo) da ZON e B-ZOL foi analisada nos meios reacionais
descritos no item 4.2.7.4 para acao de cada enzima. As amostras foram fortificadas com solucgéo
padrdo das micotoxinas em 3 niveis de concentragdo (0,1; 0,3 e 0,9 ug mL™1). Apds, o solvente
foi evaporado sob atmosfera de nitrogénio, foram adicionados os constituintes do meio
reacional, homogeneizados em durante 30s em vortex e 3 min em banho ultrassénico para
solubilizacdo da micotoxina, e posteriormente realizada extracao, concentracao e quantificacdo
da ZON ¢ B- ZOL em CLAE- FL. Os testes de recuperacdo foram realizados em triplicata
juntamente com um controle (meio sem fortificagdo de ZON e B-ZOL) (ANVISA, 2003; CE,
2006). O percentual de recuperacao foi calculado conforme a Equacéo 9.

Recuperagio (%) = % x 100 Equacéo (9)
3

Onde:

Recuperacéo (%): percentual de recuperagédo

C1: concentracdo determinada apos a fortificagdo (ug mL ™)

C,: concentragio determinada na amostra néo fortificada (branco) (ug mL™?)

Cs: concentracdo de padréo adicionado na fortificagdo (ug mL™1)
4.2.7.4 Estudo do meio reacional enzimético para acdo da PO

Com intuito de estudar o melhor meio reacional para extracdo de ZON
concomitante com a maior atividade enzimatica da PO, o efeito da presenca de etanol e de sais
na composicdo do meio reacional foi avaliado. Em recipientes de vidro de 10 mL foi adicionada
a solucéo de ZON na concentracéo de 0,8 pg mL™ e o solvente foi evaporado sob atmosfera de
nitrogénio. Em seguida, foi acrescentado o meio tamponante (tampéo de atividade de cada
enzima conforme item 4.2.5), 0 meio aquoso e 0s meios etandlicos nas concentracdes 5, 10 e
15%, conforme composicdo descrita na Tabela 2, seguido de homogeneizagdo por 30 s em
vortex e 3 min em banho ultrassonico. Ao final do tempo de interacdo entre a micotoxina e o
meio reacional, procedeu-se com a extracdo e quantificacdo, conforme itens 4.2.7.2 e 4.2.7.1,
respectivamente. Os testes foram realizados em triplicata e comparados com o controle (branco)

sem a micotoxina.
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A avaliagdo da atividade enzimatica nestes mesmos meios reacionais foi verificada
com acrescimo de 0,5 mL de guaiacol 1% (substrato para PO), 1,0 mL de extrato enzimético
da PO e auséncia da micotoxina, conforme 4.2.5.

Tabela 2- Meios reacionais para avaliagio da recuperacio de ZON (0,8 pg mL™?) e atividade
enzimatica da PO obtida de FA e FS

Solventes adicionados (mL) Volume
Meio Agua  Tampdo Etanol  Etanol  Etanol H202 total

reacional 5% 10% 15% *(mL)
Tamponante 3,5 15 - - - 1 6
Aguoso 5 - - - - 1 6
Etandlico 5% 35 - 1,5 - - 1 6
Etanolico 10% 3,5 - - 1,5 - 1 6
Etanolico 15% 3,5 - - - 1,5 1 6

“Nos teste para atividade foi reduzido 1,5 mL de 4gua de todos os meios reacionais e acrescentado 0,5 mL de
guaiacol 1% e 1,0 mL de extrato enzimético.

4.2.7.5 Estudo da estabilidade da ZON em meio reacional

A estabilidade da concentracdo da micotoxina frente ao meio reacional foi avaliado
durante 7 dias a temperatura ambiente. Os testes foram realizados com a adi¢éo da solugéo de
ZON correspondendo a concentracdo final de 0,1; 0,3 e 0,9 pg mL™ e o solvente evaporado sob
atmosfera de nitrogénio. Apos, foi adicionado o meio reacional, homogeneizado durante 30 s
em vortex e 3 min em banho ultrassénico e incubados a 25+5°C (temperatura ambiente). Os
testes foram realizados em triplicata e comparados com o controle (branco), auséncia da
micotoxina. Posteriormente, a micotoxina foi extraida e quantificada, conforme itens 4.2.7.2 e

4.2.7.1, respectivamente.

4.2.7.6 Determinag&o dos parametros KM e Vmax e cinética de redugdo dos niveis de ZON

Os parametros Km e Vmax foram determinados para as enzima PO comercial e PO
obtida de FA. Sendo que, estes parametros ndo foram determinados para a PO obtida de FS
devido a enzima apresentar baixa atividade enzimatica obtida apds purificacdo. Os parametros
foram determinados utilizando a concentragéo de enzima de 0,6 U mL™, de acordo com estudo
realizado por Nora (2015), em relacéo a diferentes concentra¢des da micotoxina 0,16; 0,19; 0,2;

0,4;0,5; 0,6; 0,7;0,8; 0,9; 1,5; 3; 5e 6 ug mL™ para os testes que utilizaram a PO comercial e
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0,2;0,4;0,8; 1,0; 1,5, 5 e 6 pg mL* quando PO obtida de FA. O tempo de agdo da enzima foi
de 90 min, de acordo com estudo realizado por Garcia et al. (2015). Os testes foram realizados
em triplicata e comparados com o controle (branco) na presenca da micotoxina e na auséncia
da PO.

O efeito da concentracdo de ZON sobre a acdo enzimatica foi descrito pela
constante de Michaelis-Menten (Kw), determinado a partir do gréfico da velocidade versus a
concentracdo de substrato. Os parametros foram obtidos por meio da lineariza¢do da equacao
de Michaelis-Menten, o grafico de duplo-reciproco de Lineweaver-Burk, onde os valores de
Km e Vmax foram calculados a partir do coeficientes angular e linear da Equagdo 10,

respectivamente.

1 K| 1 1 ~
v (vmh:x) 5 Voie Equacao (10)
A velocidade de reducédo dos niveis de ZON foi determinada a partir da diferenca

entre a massa inicial e a massa residual da micotoxina em relacéo ao tempo de reacdo e atividade

enzimatica da PO, de acordo com a Equacéo 11.

__ ZON inicial - ZON final
- UXt

Equacdo (11)

A cinética da reducéo dos niveis de ZON foi realizada em reator tipo Erlenmeyer,
com volume (til de 125 mL onde a micotoxina na concentragao de 1 pg mL"* foi adicionada ao
reator e o solvente foi evaporado sob atmosfera de nitrogénio. Posteriormente, foi acrescentado
ao reator os solventes do meio reacional para a acdo Otima da enzima PO comercial,
estabelecidos pelo fabricante, e das enzimas obtidas de FA e FS, conforme estudo descrito no
4.2.7.4. A massa de micotoxina juntamente com o meio reacional foram submetidos a agitacédo
de 30 s em vortex e 3 min em banho ultrassénico, para solubilizacdo da ZON. A adicéo da
enzima foi realizada ap0s a agitacdo. A atividade enzimética da PO comercial correspondeu a
0,6 U mL e as obtidas de FA e FS foram de 0,6 e 6 U mL*. O reator foi incubado durante 24 h
sob agitacdo orbital a 100 rpm a 25+£1°C. Nos intervalos de tempo de 0; 15; 30; 60; 120; 240;
480 e 1440 min foram retiradas amostras para posterior extracao e quantificagdo da micotoxina,
de acordo com os conforme itens 4.2.7.2 e 4.2.7.1, respectivamente. Todos os testes foram
realizados em triplicata e comparados com o controle (branco) na presenca da micotoxina e na

auséncia da PO.
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O percentual de reducéo foi determinado utilizando a Equacéo 12 através da razao

entre a variagdo da massa final da micotoxina e a massa inicial da mesma.

Redugdo da concentragdo de ZON (%): WX 100 Equacéo (12)
inicial

Onde:
MM de ZONiniciai: massa inicial da micotoxina (ug mL™)

MM de ZONrinai: massa final da micotoxina (ug mL™)
4.2.7.7 Estudo da acdo da enzima PO desnaturada na reducdo da concentragdo de ZON

O mecanismo de reducdo da concentracdo de ZON foi verificado através da
avaliacdo da acdo da enzima PO desnaturada. Para tanto, as enzimas comercial e extraida de
FA e FS, foram desnaturadas de acordo com condigOes descritas por Feltrin (2013) com
adaptacdes. Para a desnaturacdo térmica, as enzimas purificadas de FA e FS e a enzima
comercial foram incubadas a 100 °C durante 1 e 3 h, respectivamente. Ao final do tempo
proposto, foi determinada a atividade enzimatica (item 4.2.5) para confirmar a desnaturacéo e
aplicar a enzima desnaturada nos testes de redugéo.

Os testes de reducdo com a PO desnaturada foram conduzidos em recipiente de
vidro de 10 mL. Foi adicionada ZON na concentragéo de 1 pug mL™?, sendo o solvente evaporado
sob atmosfera de nitrogénio. Apos os solventes do meio reacional enzimatico foram
adicionados e homogeneizados durante 30 s em vdrtex e 3 min em banho ultrassénico, seguida
da adicdo da enzima desnaturada. Os testes foram incubados durante 24 h sob agitacédo orbital
a 100 rpm a 251 C. Posteriormente, a ZON foi extraida e quantificada, conforme os itens
4.2.7.2 e 4.2.7.1, respectivamente. Os testes foram realizados em triplicata e comparados com

o0 controle (branco) na presenca da micotoxina e auséncia da a¢do da enzima desnaturada.
4.2.7.8 Confirmacéo da reducdo da concentragdo de ZON

Para a identificacdo da frequéncia de absorcéo das vibragdes dos grupamentos
funcionais presentes na molécula de ZON (amostras controle sem atuacdo da PO) e das
amostras com reducdo da concentracdo da micotoxina foi utilizado a técnica espectroscopia

FTIR, aplicando a refletancia total atenuada horizontal (HATR) em espectrdmetro
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IR Prestige- 21Shimadzu, modelo A210045 — Japdo. A andlise foi realizada a temperatura de
20 °C e os espectros foram obtidos na faixa de 4000 cm™ a 700 cm™ com uma resolugéo de 4
cm™ com 45 scans.

A confirmacdo da presenca do ion molecular de ZON e B-ZOL das amostras
resultantes dos testes de reducdo da concentracdo das micotoxinas pela agéo das enzimas PO
comercial e PO obtida de FA e FS foi realizada por LC-ESI-MS/MS no modo scan, conforme
Dors et al. (2013) com adaptacBes. As micotoxinas foram injetadas na concentracdo de
1 ug mL* (controle) e das amostras resultantes dos testes de reducio pela acio das enzimas. A
fase movel utilizada foi composta por acetonitrila 0,1% CH3COOH e H>0O ultrapura 0,5% de
CH3COOH e 5 mM acetato de amonio, com eluicdo no modo gradiente e uma vazdo de
0,4 mL minL. Para realizacio das analises, foram realizadas infusdes diretas no espectrometro
de massas na vazdo de 10 pL min, com voltagem do cone de 40 V no modo negativo,
utilizando a fonte de ionizacdo na temperatura de 120 °C, a temperatura do gas de dessolvatacéo
(N2) de 400 °C, a vazdo do gas de dessolvatacdo de 500 L h e a vazédo do gas do cone de
50 L h". As condicdes do gradiente e de fragmentagdo estdo descritas nas Tabelas 3 e 4,
respectivamente.

Tabela 3- Condi¢6es da fase movel no modo gradiente em LC-ESI-MS/MS

Acetonitrila H20 0,5% CH3COOH
Tempo (min) 0,1% CHsCOOH 5 mM CH3COONHg4
(%) (%)
0 18 82
3,0 45 55
3,8 100 0
4,3 18 82
10,0 18 82
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Tabela 4- Condigoes de fragmentacdo de ZON e -ZOL em LC-ESI-MS/MS

Transicdo (m/z)

. : , Voltagem do  Energia de Dwell
Micotoxina  ESI Ion precursor — lon ) )
Cone (V) colisdo (eV) Time (s)
produto

317>131* 40 30

ZON - 0,3
317>175 40 30
319.3>160.2* 45 33

B-ZOL - 0,3
319.3>130.2 45 37

*TransicOes utilizadas para confirmacao.

4.2.7.9 Aplicacéo da PO para reducdo da concentragdo de ZON em amostras de cerveja

Com o intuito de verificar a aplicacdo da enzima PO, a mesma foi adicionada em
amostras de cerveja comercial tipo Pilsen fortificadas com ZON. A troca do meio reacional
tamponante exigiu a avaliacdo da exatiddo do método analitico que foi verificado através da
recuperacdo de ZON extraida de amostra comercial de cerveja. Para tanto, as amostras foram
fortificadas com solucdo padrdo da micotoxina em 3 niveis de concentracbes, 0,1; 0,3 e
0,9 ug mL™1. As etapas de extracdo e quantificagdo da micotoxina foram realizadas conforme
descrito por Garda, Macedo e Badiale-Furlong (2004) com modificacdes (de acordo com 0s
itens 4.2.7.2 e 4.2.7.1, respectivamente). Os testes foram realizados em triplicata e comparados
com as amostras controle, ndo fortificadas com a micotoxina. A recuperacdo foi calculada
conforme a Equacao 9.

Para os testes de reducdo de ZON foram utilizados reatores do tipo Erlenmeyer,
com volume util de 125 mL. A micotoxina foi adicionada e o solvente foi evaporado sob
atmosfera de nitrogénio. Posteriormente, foi adicionado 20 mL de cerveja, 5 mL do cofator da
atividade enzimatica (H20,) e 5 mL de extrato enzimatico com atividade de 0,6 U mL". O
reator foi incubado sob agita¢do orbital a 100 rpm a 25+1°C. A amostragem ocorreu no tempo
de maior reducdo da concentracdo de ZON em meio reacional, avaliado pela cinética de
reducdo. O volume de 1 mL foi utilizado para extracdo e quantificacdo de ZON das amostras,
conforme os itens 4.2.7.2 e 4.2.7.1, respectivamente. Os testes foram realizados em triplicata e
comparados com as amostras controle na presenca de ZON fortificada na cerveja e auséncia da

atuacdo da PO comercial.
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4.2.8. Tratamento de residuos quimicos e limpeza de vidrarias

Para a limpeza das vidrarias e/ou utensilios foram utilizados solu¢des contendo a
concentracdo de 3% de hipoclorito de sodio, através de imersdo do material por 2 h. Este
reagente garante a degradacdo da estrutura quimica e a auséncia de recontaminagdo ambiental
pelo descarte indevido do material.

4.2.9. Recuperacdo de solvente organico

A acetona que foi utilizada na purificacdo da enzima foi armazenada em vidros

ambar e posteriormente submetida a recuperacdo em destilador de solventes, Tecnal — TE- 012.

4.2.10. Anélise estatistica

A andlise estatistica dos resultados dos testes em triplicata da atividade enzimatica
da PO, recuperacéo e estabilidade de ZON e cinética de reducdo da concentracdo de ZON em
meio reacional foi realizada por anélise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey a um nivel
significancia de 5% (p<0,05), utilizando o programa estatistico “Statistica” (versao 5.0,

StatSoft, Inc., Tulsa, USA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS FARELOS

O conhecimento da composicdo quimica dos farelos (FA e FS) foi necessario
devido a sua utilizacdo para a extracdo da enzima PO. Sendo assim, a caracterizacdo com
resultados expressos em base seca estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5- Composicdo quimica de FA e FS

Umidade Cinzas Proteina  Lipideos  Fibras Carboidratos*
Amostra (%) (%) (%) (%) (%) (%)
FA 10,4 (4,1) 11,3(19) 12,4(51) 20,0(1,3) 7,0(8,9) 38,9 (3,3)
FS 11,8(1,7) 58(4) 382(13) 35(36) 58(16) 35,0 (1,3)

* Carboidratos estimados por diferenga. Resultados expressos como Média (CV). CV-coeficiente de variagdo
(n=3).

Os valores encontrados para os constituintes da composi¢do quimica do FA e FS
estdo de acordo com o descrito na literatura (BAGCHI; SHARMA; CHATTOPADHYAY,
2016; FELTRIN, 2013; GUL et al., 2015; KIM; LEE; KIM, 2015; LACERDA et al., 2010;
NORA, 2015; WATTANASIRITHAM et al., 2016). De maneira geral, algumas variac6es de
resultados sdo aceitaveis, pois existem inimeras variedades (mesma espécie) de um mesmo
grédo, e estas variantes genéticas diferem no potencial genético para o aumento da concentracdo
de proteinas, gorduras, fibras, minerais e demais componentes da amostra (WRIGLEY, 2016).

Para Amissah et al. (2003) na composicdo do farelo de arroz podem ocorrer
pequenas variagdes e estas sdo admissiveis em virtude de algumas varia¢des como tipo de solo
e clima, a qualidade da matéria-prima utilizada no processamento do beneficiamento do gréo,
bem como o tipo de polimento no qual este foi exposto. O Unico componente que divergiu dos
valores descritos na literatura é o percentual de lipideos do FS desengordurado, resultado que
pode ser explicado por este ser proveniente do processo de extracdo do 6leo de soja e que
durante o beneficiamento podem ocorrer alteragdes que influenciam no aumento ou diminuigéo
da concentragdo presente na composicdo deste co-produto (MANDARINO; ROESSING,
2001).

5.2 OTIMIZACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS PARA SEPARACAO E
QUANTIFICACAO DE ZON E B-ZOL
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Nos testes para deteccdo de ZON foi observado que os comprimentos de onda de
350 e 450 nm, para excitacdo e emissdo, respectivamente, e vazéo de 0,5 mL min™ (Figura 2)
resultavam em cromatogramas com picos cromatograficos com area 1,5 vezes menor que
guando empregando os comprimentos de onda de 270 nm para excitacao e 455 nm para emissao
e vazdo de 1 mL min (Figura 3). Porém, neste foi verificado uma distor¢do (pico dividido).
Segundo Neto (2009), os picos alargados implicam diretamente sobre a resolucdo
cromatografica, uma vez que a capacidade de separacdo dos mesmos fica comprometida. Além
disso, picos distorcidos aumentam a imprecisdo da integracdo e consequentemente podem
impactar sobre a exatiddo das determinagdes. Para Soares (2006) o pico cromatogréafico ideal
deve ter uma forma gaussiana.

Figura 2- Cromatograma de eluigdo de ZON em CLAE-FL utilizando condigdes de detecgéo

em 350 nm (excitagdo) e 450 nm (emissdo) e vazao da fase movel de 0,5 mL min™
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Figura 3- Cromatograma de eluigdo de ZON em CLAE-FL utilizando condigdes de detecgédo

em 270 nm (excitagdo) e 455 nm (emissdo) e vazdo da fase movel de 1,0 mL min™
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Desta maneira, mediante a fundamentacao teorica e a analise dos resultados obtidos

dos testes prévios (Figuras 2 e 3), a otimizacao das condi¢des cromatograficas para detecgéo e
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quantifica¢do de ZON e B-ZOL foi estabelecida com a acidificacdo de agua Milli- Q com &cido
acético 1% (pH 2,8) comparada com agua Milli- Q (pH 6,9). Para isto, foi admitido a
padronizacéo de injecdo da concentracdo de 1 pg mL™ e os comprimentos de onda de detecgio
de 270 nm (excitacio) e 455 nm (emiss&o) e vazdo de 1,0 mL min't. O aumento da area de pico
foi de 1,6 vezes quando utilizado a agua Milli- Q acidificada. Na Tabela 6 estdo demonstrados
as proporcdes de acetonitrila e agua Milli- Q acidificada com &cido acético 1%. Soares (2006)
explica que o pH é responsavel por manter sob forma ionizada todos os ions envolvidos na
deteccdo e separacdo do analito. Desta forma, a 4gua Milli-Q acidificada com &cido acético
auxilia na estabilizacdo da molécula da micotoxina na fase mdvel quando submetida a eluicéo
em CLAE-FL.

O fator de retencdo (k) € descrito como a razdo entre o tempo de retencao corrigido
e o tempo morto e indica a relacdo entre o tempo que o0 composto esteve retido na fase
estaciondria e o tempo que esteve sendo carregado pela fase movel. Fatores de retencdo ideais
estdo entre 2 e 10, acima de 10 as separac¢des seriam demoradas, 0 que resultaria em um ndmero
baixo de analises por unidade de tempo ocasionando alargamento dos picos que eluem por
ultimo no cromatograma (SOARES, 2006). Todavia, Harris (2003) afirma que o k para anélise
de compostos em concentragdes tragcos podem variar entre 0,5 e 20. Desta maneira, somente 0s
Teste 1, 2 e 3 estdo de acordo com o descrito na literatura. Porém, no Teste 4 o valor de k foi
igual a 0,4, proximo ao intervalo recomendado. No Teste 6 ndo foi possivel estimar o k, tendo
em vista que o solvente empregado para solubilizacdo do extrato para injecdo cromatografica
foi acetonitrila, mesmo solvente empregado como fase movel (acetonitrila 100:0), resultando
na presenca de um pico cromatogréafico, o da micotoxina, o que impossibilita 0 uso da equacdo
matematica para obtencdo do fator de retencdo, conforme Figura 4f.

Outro aspecto importante a ser relatado é que a proporcdo dos solventes
empregados nos Testes 1, 2 e 3 ndo foram eficientes para minimizar as distor¢cdes dos picos,
proporcionando o efeito multicaminho. Consequentemente, todos 0s picos apresentaram forma
inadequada, seja por divisdo dos picos ou picos com ombro, resultado de caminhos diferencias,
e consequente diferentes nimeros de pratos tedricos obtidos a partir da interacdo entre fase
movel e fase estacionaria (Figuras 4a, 4b e 4c). Entretanto, nos Testes 4 e 5 foi verificado picos
gaussianos, relatados como apropriados para analise cromatografica (Figura 4d e 4e). O Teste
6, que utilizou somente acetonitrila (100:0 v/v) como fase movel, o pico tem cauda, considerado
inadequado (Figura 4f). Neto (2009) relatou que um pico intenso e com grande cauda pode
encobrir por completo um pico mais retido e de menor intensidade, adjacente a ele. Lancas

(2009) enfatizou que a redugéo da utilizagéo de acetonitrila em analises cromatogréaficas € uma
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tendéncia mundial devido & escassez da mesma no mercado internacional, o que ocasionou a
elevacdo dos custos para sua aquisicdo, aléem do impacto que este solvente causa ao meio

ambiente quando descartado inadequadamente.

Tabela 6- Otimizacao da proporcéao dos solventes da fase movel para deteccdo de ZON

Teste Fase movel N ) Area relativa

(Viv) * (%)
1 70:30 55 1,3 74,7
2 80:20 4,2 1,8 814
3 85:15 3,8 0,5 81,5
4 90:10 3,6 0,4 86,1
5 95:5 3,5 0,3 90,9
6 100:0 3,6 - 100

*Fase mdvel- acetonitrila:dgua Milli- Q acidificada com &cido acético 1%; tg- tempo de retencdo (min); k- fator
de retencéo

A avaliacdo da area relativa dos picos correspondente aos Testes 1, 2, 3,4, 5¢e 6
possibilitam relacionar a maior sensibilidade do método para deteccéo e quantificacdo de ZON
com o0 aumento da proporcdo de acetonitrila e consequentemente diminuicdo de &gua
acidificada com acido acético 1%. Desta maneira, somente os Testes 4 e 5 foram o0s que
apresentaram as melhores condi¢bes para deteccdo de ZON, levando em consideracdo a
proporcdo de solvente, o valor de k, a forma e a area do pico. Assim, acetonitrila:dgua
acidificada, 90:10 foi a fase movel escolhida.

Figura 4- Cromatograma de eluicdo de ZON em CLAE-FL utilizando fase mével composta
acetonitrila:dgua adicificada com acido acético 1%. Sendo a= teste 1; b= teste 2; c= teste 3;
d=teste 4; e=teste 5 e f=teste 6
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Os tempos de retencdo para ZON variaram de 3,5 a 5,5 min utilizando vazéo de
1 mL min ! e fase mdvel de acetonitrila:agua acidificada 1% em diferentes proporgdes,
conforme os Testes 1, 2, 3, 4, 5 e 6. Na fase mdvel do teste 4, acetonitrila:agua acidificada 1%
(90:10, v/v), os tempos de retencdo foram de 4,5 e 3,6 min quando utilizado as vazGes de 0,8 e
1 mL min™ !, respectivamente. Sendo assim, a vazdo 0,8 mL min ! foi escolhida, evitando a
proximidade de deteccdo do analito com o inicio da analise cromatogréfica e do pico do

solvente (tempo morto). Posteriormente, foi avaliado nas mesmas condic¢des, separagdo de

B- ZOL, conforme apresentado na Figura 5.
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Figura 5- Cromatograma de elui¢do de ZON e B-ZOL em CLAE-FL

™V 150

Det.A Ch1
ZOMN

100

50
f-Z0L

Tempo muceio

4018

3281

min

Os tr para -ZOL e ZON foram de 4,0 e 4,5 min, respectivamente, possibilitando
um tempo de andlise cromatografica de 7 min. Os k de 0,3 e 0,4 para B-ZOL e ZON,
respectivamente, demonstram gque mesmo ndo estando de acordo com os intervalos ideais
indicados pela literatura (intervalo entre 0,5 a 20) os picos estdo distantes do tempo morto.
Collins et al. (2006), relatam que para uma boa separacdo de dois analitos atraves da técnica
cromatografica, o valor de a deve ser igual ou maior que 1. Neste caso, 0 pardmetro a verificado
foi de 1,3 corroborando com uma boa seletividade do método para separacdo dos picos
gaussianos de B-ZOL e ZON. O valor de Rs recomendado é superior a 1,5, pois € a resolugao
que relaciona a eficiéncia da coluna e da fase mével e também do tr suficiente para separagédo
(COLLINS et al., 2006; HARRIS, 2003). A Rs obtida foi de 1,0 comprovando que a resolucéo
foi afetada provavelmente devido aos picos do analito eluirem préximo ao tempo morto.

Por meio da otimizacdo do método cromatografico, conforme comprovado na
Figura 5, foi possivel detectar e separar a ZON e o B-ZOL de forma eficiente, possibilitando o

emprego das condigdes na deteccdo e quantificacdo das micotoxinas em estudo.

5.3 ESTUDO DO MEIO REACIONAL ENZIMATICO PARA ACAO DA PO

A extracdo LLE envolve a exploragéo da solubilidade da micotoxina na fase aquosa
e na fase organica ndo miscivel. Para extrair em uma fase o composto de interesse e 0os demais
compostos permanecem na outra fase. A LLE é eficiente para varias micotoxinas e apresenta
bons resultados em testes de pequena escala (TURNER et al., 2015; TURNER,
SUBRAHMANYAM e PILETSKY, 2009). Urry et al. (1966) descreveram que a ZON e soluvel
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em solventes como benzeno, acetonitrila, alcoois, cloroformio, acetato de etila e praticamente
insoltvel em &gua.

A extracdo por LLE foi testada por Leite et al. (2012) que analisaram diferentes
tipos de particionamento para validar um método de extracdo simultanea de AFLA B e By,
OTA, ZON e DON em &guas da cadeia produtiva de arroz, sendo que o experimento que
utilizava trés extracBes sucessivas com cloroférmio foi o que apresentou os melhores
resultados, com recuperacgdes acima de 70% e variabilidade inferior a 15%. Neste contexto, foi
avaliado a recuperacdo de ZON em meio tamponante, meio aquoso e meio etandlico, conforme
resultados demonstrados na Tabela 7. O objetivo da adi¢cdo do etanol nas concentracfes de 5,
10 e 15% no meio reacional, foi avaliar se a presenca deste solvente colaboraria para uma
melhor recuperacdo da micotoxina.

As recuperacbes de ZON em meio etanolico nas trés concentracbes ndo
apresentaram diferenca estatistica (p<0,05), quando comparados com os demais meios (meio
aquoso e tamponante). Todos os meios obtiveram recuperacfes acima de 70% (Tabela 7)
demonstrando que a técnica por LLE foi eficaz na extragcdo da micotoxina dos meios reacionais.
Para a Comissdo Europeia (2006) e ANVISA (2003), os intervalos aceitaveis de recuperacdo
para analise de tracos recomendados é entre 70% e 120% com precisao de até + 20%.

Tabela 7- Recuperacao de ZON e atividade enzimatica da PO obtida de FA e FS em
diferentes meios reacionais
PO obtidade FA PO obtida de FS

) _ Recuperacdo de Atividade Atividade
Meio reacional
ZON* (%) enzimatica* enzimatica*
(UmL?) (UmL?)
AQuoso 94,4 (5,2)® 0,276 (1,0) 0,043 (8,0)°
Etandlico 5% 100,3 (14,0)® 0,253 (4,1)° 0,044 (5,2)°
Etanolico 10% 95,5 (1,0)® 0,232 (2,1)° 0,041 (7,9)°
Etanolico 15% 105,0 (1,5)? 0,226 (1,0)° 0,038 (7,6)°
Tamponante de FA** 79,3 (12,5)° 0,247 (0,7)° n.a.
Tamponante de FS** 105,0 (9,7)? n.a. 0,051 (1,5)?

*Resultados expressos com Média (CV). CV-coeficiente de variagdo (n=3). Letras iguais na mesma coluna
indicam que ndo houve diferenca significativa estatistica (Tukey HSD, p<0,05). ** Meio reacional tamponante
de FA = tampéo fosfato 5 mM pH 5,5 e de FS= tampé&o fosfato 5 mM pH5,0. n.a- N&o avaliado.

Apo0s a avaliacdo da recuperacdo da ZON dos diferentes meios reacionais foram
realizados os testes para definir o meio de maior atividade enzimatica da PO obtida de FA e de

FS, tendo em vista sua aplicacao nos testes de reducdo da concentragdo de ZON pelas mesmas.
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A Tabela 7, expde os resultados da atividade enzimatica (U mL™) de ambas enzimas quando
presente nos diferentes meios reacionais.

Os resultados demonstraram que a PO obtida de FA apresentou maior atividade
enzimética (0,276 U mL™) em meio aquoso (p<0,05), sendo este constituido de agua, H20
0,08% e guaiacol 1%. Enquanto, a PO obtida de FS exibiu maior atividade enzimatica
(0,051 U mL™?) quando presente em meio tamponante (p<0,05), tendo como composicdo
tampéo fosfato 5 mM pH 5, &gua, H202 0,08% e guaiacol 1%. Pode-se observar que o acréscimo
de etanol no meio reacional causou uma pequena diminuicao da atividade enzimatica quando
comparada aos demais meios, sendo justificado pelo fato de que o solvente ocasiona alteragdes
na estabilidade da enzima.

Damoradan et al. (2010) e Klibanov (1997) explicam que a 4gua tem impacto sobre
a velocidade de reacdo por servir como meio de difusdo, controlar a diluicdo ou concentrar
solutos, estabilizar e plastificar proteinas e servir de co-substrato para rea¢@es hidroliticas. Bon,
Ferrara e Corvo (2008) explicam que as moléculas de dgua do meio, tém papel importante na
estabilidade proteica devido, principalmente, as interacGes intermoleculares das pontes de
hidrogénio que estabilizam a conformacdo espacial intramolecular proteica na qual interacdes
hidrofobicas, forcas de van de Waals e pontes salinas sdo formadas.

Segundo Doukyu e Ogino (2010) e Singh, Prakash e Shah (2012) as reagoes
enzimaticas em meio organicos é restrita devido a maioria das enzimas serem menos ativas e
estaveis, na presenca de solventes organicos. Ryu e Dordick (1992) relatam que a exposicao do
centro ativo da peroxidase para volumes elevados ou reduzidos de solventes organicos
misciveis em &gua altera a polaridade local no centro ativo da enzima que afeta o estado de
transicdo de reacdo enzimatica e a eficiéncia catalitica. Bon, Ferrara e Corvo (2008) citam que
solventes organicos causam alteracdes na conformacdo nativa da enzima, tanto na estrutura
terciaria como nas estruturas secundarias (a-hélice ¢ a conformagao ), e desta maneira, acarreta
a sua desestabilizacéo.

Tendo em vista as recuperacdes de ZON em meio aquoso e tamponante de FA que
corresponderam a 94,4% e 79,3%, respectivamente, e em concordancia com o meio reacional
aquoso onde a PO extraida de FA apresentou maior atividade enzimatica (0,276 U mL™),
quando comparado ao meio tamponante (0,247 U mL?), o meio aquoso foi definido como
apropriado para a realizacdo dos testes de reducéo dos niveis de ZON mediante a¢do da enzima
PO obtida de FA. No entanto, para a¢do da enzima PO obtida de FS foi definido o meio
tamponante como 6timo, pois neste a recuperagdo da micotoxina atingiu 105% e obteve a maior

atividade enzimatica (0,051 U mL™?).
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5.4 ESTUDO DA ESTABILIDADE DA ZON EM MEIO REACIONAL

O estudo da estabilidade da ZON no meio reacional foi realizado em meio
tamponante para a PO comercial (tampéo fosfato 100 mM pH 6,0) e para a obtida de FS (tampéo
fosfato 5 mM pH 5,0), e em meio aquoso para a PO obtida de FA, conforme resultados do
estudo do meio reacional descrito no item 5.3. Na Figura 6 estdo apresentadas as recuperacgoes
de ZON de meio reacional cada enzima nas concentracdes de 0,1; 0,3 e 0,9 pg mL 1 no 1°, 2°¢
7° dia de incubacéo, de acordo com os graficos a, b e c, respectivamente.

Figura 6- Estabilidade de ZON em meio reacional de cada enzima durante incubacdo (1°; 2°e
7° dia). Sendo a= Meio reacional PO comercial ; b= Meio reacional PO obtida de FA e c=
Meio reacional PO obtida de FS

a W[ ]deZONde 0.1 pgmL™*
#[ 1de ZON de 0,3 pgmL'*
120 | } & [ 1de ZON de 0,9 pgmL'*

110 |

130

100

90

80

70

60

Recuperacao de ZON (%)

50

40t

30}

1° 0 70

Temno (dia)

* Média+0,95 Intervalo de confianca; Sendo: m Concentragdo de ZON de 0,1 g mL™%; e Concentragdo de ZON
de 0,3 pgmL*e A Concentragdo de ZON de 0,9 ug mL™.

(@)



80 1

70+

60 ¢

Recuperacio de ZON (%)

¥ 1deZONde 0.1 ygmL'*
¥ [ 1dcZON de 0.3 pg mL 1
% [ ]deZON de 0.9 pg mL 1

1°

0 70

Tempo (dia)

57

* Média+0,95 Intervalo de confianca; Sendo: m Concentragiio de ZON de 0,1 ug mL™; e Concentragéo de

ZONde 0,3 ug mL?e

110
100 r

90 r

80 1

70 ¢

60 ¢

Recuperacio de ZON (%)

A Concentragdo de ZON de 0,9 pg mL™.

(b)

% [ ]deZONde 0.1 ygml '
¥ [ 1deZONde 03 pgmL1*
% [ 1de ZON de 0.9 pgmL*

1°

* Média+0,95 Intervalo de confianca; Sendo

20 70

Tempo (dia)

. m Concentragio de ZON de 0,1 pg mL*; @ Concentragdo de

ZON de 0,3 pg mL* e A Concentragio de ZON de 0,9 ng mL*

(©)

Através dos resultados é possivel verificar que a concentracdo de ZON permanece

igual nos em dois primeiros dias em todos 0s meios reacionais, ou seja, até o 2° dia 0 meio

reacional ndo ocasiona reducdo da concentracdo da micotoxina. Porém, a partir do 2° até o 7°
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dia houve, de maneira geral, a reducdo de ZON em todas as concentragdes, resultado da
instabilidade da micotoxina em meio reacional durante este periodo de incubacdo. Mediante
este estudo pode-se concluir que o meio reacional ndo causa influéncia na concentracdo da
micotoxina durante 48 h de incubacéo, indicando que a avaliacdo da reducdo da concentracéo

de ZON nos referidos meios devem considerar este periodo de tempo.

5.5 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

A validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que 0 método atenda
as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados (ANVISA,
2003). Desta maneira, as figuras de mérito utilizadas para validacdo do método cromatografico
para separacao e quantificagdo de ZON e B-ZOL em CLAE-FL, estdo expressas na Tabela 8.

Tabela 8- Parametros de validacdo do método analitico avaliados em CLAE-FL para ZON e

Parametros Zearallinozr%L(ZO N) p-Zearalenol (f —ZOL)
Equacdo da curva y =1000000x + 7149,4 y = 106618x - 2685,2
Linearidade (ug mL™) 0,01a2 0,05a1
Coeficiente de correlacéo 0,9994 0,9958
Coeficiente de determinagéo 0,9989 0,9917
LDi (ug mL™Y) 0,005 0,002
LQi(ug mL?) 0,01 0,05
LDm (ug mL™) 0,005 0,002
LQm (ug mL™) 0,01 0,05

LDi - limite de deteccdo do instrumento; LQi- limite de quantificagdo do instrumento; LDm- limite de deteccéo
do método; LQm. limite de quantificacdo do método

De acordo com a Comisséo Europeia (2006), para a construcdo de uma curva de
calibracéo utilizada para quantificacdo devem ser utilizados, pelo menos, 5 niveis do analito. A
Anvisa na Resolucdo n® 899 de 2003 descreve que a curva de calibragéo (linearidade) deve
conter no minimo 6 pontos. O Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial - INMETRO (2007) descreve que linearidade ¢ a habilidade de um método analitico
em produzir resultados que sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito em
amostras, em uma dada faixa de concentracdo e a quantificagdo requer que se conheca a
dependéncia entre a resposta medida e a concentra¢do do analito. Desta maneira, a linearidade
das curvas analiticas realizadas para as micotoxinas estdo de acordo com o descrito na literatura,

tendo em vista que a faixa de concentragdo compreendeu de 0,01 a 2 pg mL™ (contendo 12
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niveis de padrdo) para ZON e de 0,05 a 1 pug mL*? para B-ZOL (apresentando 8 niveis de
padrdo).

O coeficiente de correlacdo (R) é frequentemente utilizado para indicar o quanto a
reta pode considerada como modelo matematico (INMETRO, 2007), sendo assim para esse
6rgdo os valores considerados aceitaveis sdo valores de R acima de 0,90. Para a ANVISA
(2003) o valor deve ser igual ou superior a 0,99. Soares (2006) afirma que para a pratica
analitica, valores de R acima de 0,99 indicam uma excelente correlacdo. Diante do exposto, 0s
valores de R para ZON e 3-ZOL (0,9994 e 0,9958, respectivamente) demonstram que o método
analitico pode ser considerado confiavel.

Rodriguez-Carrasco et al. (2015) validaram um método analitico através de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/MS) para analise de ZON e
B- ZOL em amostras de cerveja, sendo que os parametros LD e LQ verificados pelos autores
foram de 0,008 e 0,016 pug mL™, respectivamente para ZON e para B-ZOL os valores de LD e
LQ foram de 0,004 e 0,008 ug mL?, respectivamente. Rubert et al. (2013) validaram um método
analitico para analise de ZON em cromatografo liquido acoplado a espectrometria de massas
de triplo quadrupolo e os parametros LD e LQ determinados pelos mesmos foram de 0,007 e
0,02 pg mL?, respectivamente. Heidtmann-Bemvenuti et al. (2012) validaram ZON em
CLAE- FL para arroz natural e parboilizado e sua fragGes, encontrando LD e LQ instrumental
de 0,002 e 0,067 pug mL, respectivamente. Sendo assim, os valores de LD e LQ do instrumento
e do método para ZON e B-ZOL deste trabalho demonstram e corroboram a boa sensibilidade.

As recuperagdes de ZON e B-ZOL nos 3 niveis (0,1; 0,3 e 0,9 pg mL™) foram
realizadas nos meios reacionais enzimaticos 6timos para a acdo de cada enzima. Para a enzima
PO comercial o meio reacional tamponante (composto por tampédo fosfato 100 mM pH 6,0;
perdxido de hidrogénio 0,08% e agua Milli-Q), para a PO obtida de FA o meio reacional aquoso
(constituido de dgua Milli-Q e perdxido de hidrogénio 0,08%) e para a PO obtida de FS 0 meio
reacional tamponante (formado por tampéo fosfato 5 mM pH 5,0, peroxido de hidrogénio
0,08% e agua Milli- Q), conforme Tabela 9.

Os intervalos aceitaveis para recuperacdo de ZON, segundo a Comissdo Europeia
(2006) e ANVISA (2003), sdo de 70 a 120 e precisdo de £20%. As médias das recuperactes de
ZON e B-ZOL em todos os niveis de fortificagio em meio reacional enzimatico para PO
comercial e PO obtida de FA e de FS foram de 111 e 107%; 90 e 102% e 103 e 95% com
coeficientes de variacdo de 1,4 e 10,2%; 3,5e 1,9% e 4,9 e 7,2%, respectivamente. Desta forma,
as recuperacdes estdo de acordo com os valores admissiveis para anélise de componentes tracos

(ppm e ppb) presentes em amostras, podendo 0 método ser considerado exato e preciso.



60

Tabela 9- Recuperagdes de ZON e B-ZOL dos meios reacionais enzimaticos

Recuperacédo* (%)

Meio Niveis de concentragdo (ug mL-1)
reacional 0,1 0,3 0,9
ZON B-ZOL ZON B-ZOL ZON p-ZOL
PO
_ 114 (2,7) 103(14,9) 112(0,9) 114 (13,4) 108(0,7) 105 (2,5)
comercial
PO obtida
88 (6,0) 107 (2,1) 92 (3,6) 91 (1,4) 90 (1,1) 107 (2,3)
de FA
PO obtida
de FS 105 (7,1) 82 (5,5) 102 (5,1) 95 (11,5) 103 (2,7) 107 (4,6)
e

*Resultados expressos como Média (CV). CV-coeficiente de varia¢do (n=3).

Feltrin (2013) utilizou o método de extracdo por parti¢cdo liquido-liquido com
cloroférmio e seus resultados para as recuperacdes de DON do meio reacional enzimatico para
PO comercial (composto por tampéo fosfato 100 mM pH 6,0, peréxido de hidrogénio 0,08% e
agua Milli — Q) nos niveis de 1,49; 2 e 3,23 ug mL™, foram de 118, 90 e 85%, com coeficientes
de variacdo de analise de 4,4; 3,5 e 2,6%, respectivamente. Da mesma forma, Nora (2015)
extraiu OTA de meio reacional enzimatico para PO obtida de FA (constituido por tampéo
fosfato 5 mM pH 5,5, peroxido de hidrogénio 0,08% e dgua Milli-Q) pelo método de extracdo
por particdo liquido-liquido com cloroférmio, nos niveis de 0,7; 3,7 e 22 ng mL™* e recuperou
91; 90 e 101%, sendo os coeficientes de variacdo de 4, 11 e 5%, respectivamente. Ambos
autores, utilizaram as mesmas condic¢des deste estudo, referente a método de extracdo e meio
reacional enzimatico, e estes ndo prejudicaram as recuperacfes de DON ou OTA. Em
concordancia com as recuperacdes de ZON nos niveis de fortificacdo dos 3 meios reacionais

deste trabalho sdo semelhantes aos descritos na literatura.

5.6 DETERMINACAO DOS PARAMETROS KM E Vmax E CINETICA DE REDUCAO
DOS NIVEIS DE ZON MEDIANTE ACAO ENZIMATICA

A recuperacgdo enzimatica (RP) e o fator de purificacdo (FP) para a PO obtida de
FA e do FS foram de 41 e 94% e 0,7 e 4,4; respectivamente. Nora (2015) purificou a PO obtida
de FA e obteve 77,1% para a RP e 9,2 para FP. No entanto, a saturacéo pelo sulfato de aménio

empregada pelo autor foi de 50% e neste trabalho a saturagéo utilizada foi de 30%. Feltrin
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(2013) purificou a PO extraida de FA e FS na saturacdo de 30% de sulfato de aménio e verificou
paraa PO de FA e de FS a RP correspondente a 46 e 96% e FP de 1,79 e 23,62, respectivamente.
Os valores de RP encontrados neste trabalho foram similares ao citados por Feltrin (2013). No
entanto, o FP foi inferior, demonstrando a necessidade de otimizacdo da etapa de purificagéo.
A variacdo do FP de purificacdo verificada é justificada devido a origem dos farelos e a etapa
de concentracéo da enzima para obtencéo da atividade enzimatica necessaria para aplicagao nos
testes de reducédo da concentracdo de ZON.

Com a finalidade de determinar os parametros Kv e Vmax foram realizados os
graficos de velocidade inicial versus concentracdo de ZON e de duplo-reciproco de
Lineweaver-Burk para a PO comercial e PO obtida de FA, conforme as Figuras 7 e 8,
respectivamente. A atividade enzimatica estabelecida para os testes foi de 0,6 U mL? para
ambas enzimas. Através, das equacOes apresentadas nos graficos de duplo-reciproco de
Lineweaver-Burk de cada enzima, foi determinado os parametros de Km € Vmax apresentados
na Tabela 10. Como salientado anteriormente, ndo foram determinados tais parametros para a
PO obtida de FS devido a sua baixa atividade enzimatica.

Tabela 10- Parametros KM e Vmax para PO comercial e PO obtida de FA

Kwm Vmax
Enzima PO
UM g mL? UM mint fug mLtmint
Comercial 39,61 12,61 0,170 0,05
FA 8,90 2,86 0,011 0,004

Singh, Prakash e Shah (2012) obtiveram PO de FA e avaliaram a cinética
enzimatica em comparagdo com a PO comercial utilizando como substrato o guaiacol, e
obtiveram Ky de 5,58 e 3,66 MM e Vmaxde 0,00823 e 0,00421 mM min't, para PO de FA e PO
comercial, respectivamente. Feltrin (2013) determinou estes parametros para a PO obtida de
FA também purificada, utilizando o guaiacol como substrato e obteve de 0,06 mM e
666,66 U mg™ para 0 Km e Vmax, respectivamente. Nora (2015) determinou Kmv € Vmax da PO
comercial e PO obtida de FA, utilizando como substrato a micotoxina OTA, sendo que para 0
Kwm 0 autor verificou a concentracdo de 0,00027 e 0,0065 mM e Vmax em concentracdo de
0,000015 e 0,000031 mM mim, para PO comercial e obtida de FA, respectivamente. Desta
forma, o substrato (OTA) utilizado por Nora apresenta 140 vezes mais afinidade pela PO
comercial, quando comparado com os testes de Kw utilizando ZON como substrato e a mesma
enzima. Entretanto, quando comparamos 0 Km da PO obtida de FA para o substrato OTA ou

ZON, as concentra¢fes de micotoxinas sdo semelhantes. Ficando evidenciado através dos
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valores de Ky demonstram que afinidade da PO obtida de FA com o substrato ZON é maior,
quando comparada com a enzima comercial e que tanto a micotoxina ZON quanto a OTA
podem ser utilizadas como substrato alternativo da PO.

Posterior a determinagéo do Ky paraa PO comercial (0,03961 mM - 12,61 pg mL™?)
e PO extraida de FA (0,0089 mM - 2,86 pug mL?) foram realizados os testes para
acompanhamento da cinética de reducdo da ZON. Porém, devido as altas concentracGes de
ZON admitidas pelo pardmetro Ky para ambas enzimas com atividade de 0,6 U mL™? foi
empregado a concentracio de 1 pg mL™ em todos os testes de reducio, justificado pelo fato da
micotoxina estar presente em diferentes matriz em concentracdo traco. Além disto, em se
tratando de um contaminante e de um reator com volume total de 30 mL é importante levar em
consideracdo os riscos da exposicdo do analista e também os elevados custos que envolvem a
analise.

Posterior a determinagéo do Ky paraa PO comercial (0,03961 mM - 12,61 pg mL™?)
e PO extraida de FA (0,0089 mM - 2,86 pug mL?) foram realizados os testes para
acompanhamento da cinética de reducdo da ZON. Porém, devido as altas concentracdes de
ZON admitidas pelo parametro Kyv para ambas enzimas com atividade de 0,6 U mL™* foi
empregado a concentracdo de 1 pg mL™ em todos os testes de reducéo, justificado pelo fato da
micotoxina estar presente em diferentes matriz em concentracdo traco. Além disto, em se
tratando de um contaminante e de um reator com volume total de 30 mL é importante levar em
consideracdo os riscos da exposicdo do analista e também os elevados custos que envolvem a

analise.
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Figura 7- Grafico de velocidade de reducdo versus concentracdo ZON (Figura a) e grafico de
duplo-reciproco de Lineweaver-Burk (Figura b) para a PO comercial
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Figura 8- Gréfico de velocidade de reducdo versus concentracdo ZON (Figura a) e grafico de
duplo-reciproco de Lineweaver-Burk para a PO obtida de FA (Figura b)
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Os resultados obtidos da cinética de reducao de ZON ao longo de 1440 min (24 h)
mediante a PO comercial esta demonstrado na Figura 9 e da PO obtida de FA e FS estdo
demonstrados na Tabela 11. Ao final do tempo de reacéo foi realizada a coleta de 1 mL de cada
meio reacional para avaliar a atividade enzimatica, conforme item 4.2.5, no qual foi
demonstrado que a PO comercial e a PO obtida de FA e FS ndo apresentavam atividade residual.

Figura 9- Cinética de reducdo da concentracdo de ZON mediante atuacdo da PO comercial
(0,6 UmL™Y)
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A reducdo da concentracdo de ZON foi gradativa quando submetida a acdo da PO
comercial, sendo que as maiores de reducdes foram nos tempos de 480 e 1440 min, com 68,3 e
69,9%, respectivamente, sem diferenca estatistica entre si. Nos testes de reducdo de ZON
através da atuacio da PO obtida de FA com atividade enzimatica de 0,6 U mL* ndo foi
observado reducdo da concentragdo dos niveis de ZON da micotoxina. Este comportamento
pode ser justificado pelo fato da enzima ndo apresentar alto grau de purificacdo quando
comparada a enzima comercial, e que neste extrato enzimatico purificado por pela técnica de
TPP pode conter interferentes que atuam como inibidores enzimaticos. Diante dos resultados
deste estudo, foi avaliado a cinética de reducdo de ZON da PO extraida de FA durante 1440
min com atividade enzimatica de 6 U mL™, ou seja, atividade 10 vezes maior do que a utilizada

nos testes anteriores.
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Tabela 11- Cinética de redugdo de ZON em meio reacional mediante acdo da PO comercial e
PO obtida de FA e FS

Reducédo de ZON* (%)
Tempo PO comercial PO obtida de PO obtidade PO obtida de FS

(min) (0,6 UmL™?) FAO6UmMLY) FA(BGUML?Y (6 UmL?)
0 0 (0)f 0 12,9 (13,4)¢ n.a
15 12,3 (13,0)° 0 34,9 (12,2)% n.a
30 11,0 (10,2)° 0 n.a n.a
60 34,0 (4,9)¢ 0 46,1 (3,3)® n.a
120 49,3 (0,8)° 0 47 4 (13,9) n.a
240 57,1 (4,6)° 0 27,9 (12,9) n.a
480 68,3 (5,2)? 0 n.a n.a

1440 (24h) 69,9 (4,7)2 0 37,5 (1,0)¢ 30,6 (4,2)

*Resultados expressos com Média (CV). CV- CV-coeficiente de variagdo (n=3). Letras iguais na mesma coluna
indicam que ndo houve diferenca significativa estatisticamente (Tukey HSD, p<0,05). n.a- N&o avaliado

Os resultados da cinética de reducdo da concentragdo de ZON nédo diminuiram
gradualmente pela acdo da PO obtida de FA, houve variacdes ao longo da cinética, o que pode
ser justificado pela possivel falta de homogeneidade durante a retirada das amostras. Os maiores
percentuais de reducdo da micotoxina verificados, sem diferenca estatistica, foram de 46,1 e
47,4 durante 60 e 120 min, respectivamente. A reducdo de ZON através da PO obtida de FS em
1440 min reduziu a concentracdo em 30,6% com coeficiente de variacdo de 4,2. A cinética de
reducdo da PO extraida de FS ao longo de tempo de 1440 min néo foi verificada, devido a baixa
atividade enzimaética obtida apds purificacao.

Nora (2015) empregou a PO comercial e a PO obtida de FA para redugdo de OTA
em meio reacional, sendo que resultou na reducgéo de 59% em 300 min e 41% durante 1440 min
de acdo enzimatica, respectivamente. Neste estudo também foi observado a adsorcéo de 2,7%
da OTA pela PO de FA. Feltrin empregou a PO comercial, a PO obtida de FA e a PO obtida de
FS, e demonstrou que a PO comercial reduziu em 55% a concentracdo de DON ap6s 60 min de
reacao, entretanto apos 180 min a concentracéo inicial foi verificada novamente, evidenciando
a possivel adsorcdo da micotoxina ou formacdo de um composto de degradacdo com mesma
massa molecular. Das e Mishra (2000) produziram AFLA B por Aspergillus flavus ATCC
15517 e ap0s aplicacdo de PO comercial houve a detoxificacdo de até 60% em testes in vitro.

Cabe ressaltar que o emprego da enzima PO na reducgéo dos niveis de ZON ainda

néo foi relatado, assim esses resultados sdo promissores para utilizagdo da enzima como um
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agente de reducdo de ZON. Adicionalmente, a maior reducdo de ZON foi observada quando
utilizado a enzima comercial que reduziu a concentragdo em 69,9% da em meio reacional

enzimatico.

5.7 ESTUDO DA ACAO DA ENZIMA PO DESNATURADA NA REDUCAO DA
CONCENTRACAO DE ZON

O efeito da reducdo da concentracdo da ZON pelas enzimas desnaturadas (PO
comercial e da PO obtida de FA e de FS) estdo apresentados na Tabela 12. Ao verificarmos 0s
resultados observamos que as enzimas obtidas de FA e FS reduzem a micotoxina em 44,3 e
63,1%, respectivamente. Nos testes de reducdo da concentracdo de ZON com a enzima PO ativa
obtida de FA e FS reduziram em 47,4 e 30,6%, que pode ser explicada pela possivel acdo de
outras enzimas presentes no extrato enzimatico e que ndo formaram desnaturadas
termicamente. Adicionalmente, os testes confirmaram que a PO comercial desnaturada nédo
reduziu a concentracdo da micotoxina, com variacdo da reducdo em 0,1% entre 0s testes,
variacdo dentro dos desvios descritos no trabalho e aceitos por 6rgao regulamentadores.

Desta forma, pode-se dizer que é provavel que o extrato enzimatico obtido de FA e
FS, é composto por um complexo enziméatico capaz de reduzir a concentragdo de ZON,
diferente da enzima PO comercial, altamente purificada, quando desnaturada.

Tabela 12- Reducéo da concentracdo de ZON pela acdo da enzima PO desnaturada

Amostra Reducédo* (%)
PO comercial desnaturada 0,1(0,1)2
PO obtida de FA desnaturada 44,3 (1,8)°
PO obtida de FS desnaturada 63,1 (10,9)¢

*Resultados expressos com Média (CV). CV- coeficiente de variagdo (n=3). Letras iguais ha mesma coluna
indicam que ndo houve diferenca significativa estatisticamente (Tukey HSD, p<0,05).

5.8 ANALISE DE REDUCAO DE ZON POR MEIO DA ESPECTROSCOPIA NA REGIAO
DO INFRAVERMELHO E DE CROMATOGRAFIA LC-ESI-MS/MS

A técnica de FTIR foi realizada para identificar e caracterizar os grupamentos
funcionais presentes na estrutura quimica de ZON e correlacionar com as amostras onde ZON
foi submetida a reducdo dos niveis através da aplicacdo da enzima PO comercial e da PO

extraida de FA e de FS, correspondente ao tempo de 24 h de acdo enzimatica. Posteriormente,
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as amostras foram analisadas em LC-ESI-MS/MS no modo de varredura (scan) para
confirmagéo do ion molecular de ZON e $-ZOL.

Na Tabela 13 estdo demonstrados os grupamentos funcionais com os nimeros de
ondas (cm™) de absorc&o para cada pico descrito na literatura e verificados mediante o espectro
de FTIR para a ZON (Figura 15). A conferéncia dos picos presentes no espectro foi possivel
através visualizacdo da estrutura quimica da micotoxina ZON (Figura 1).

Tabela 13- Grupamentos funcionais e nimero de ondas de absorcao descritos na literatura e
presentes no espectro infravermelho (FTIR) para ZON

Grupamentos  Namero de o Numero de ondas de
o Referéncia
funcionais  ondas (cm™)* absorcgéo (cm)**
) Pavia et al. (2010) e Silverstein,
OH livres 3600 3584 e 3697

Webster e Kiemle (2007)
Pavia et al. (2010) e Silverstein,

C=Odoéster 1735a1750 ) 1750
Webster e Kiemle (2007)
C=0Oda Pavia et al. (2010) e Silverstein,
1705a 1720 ) 1707
lactona Webster e Kiemle (2007)
C-Odoéster 1000 a 1300 Pavia et al. (2010) 1063; 1144; 1190
C=C em anéis Barbosa (2007) e Pavia et al.
_ 1450 a 1600 1595
aromaticos (2010)
Pavia et al. (2010) Silverstein,
CH3 1375 _ 1419
Webster e Kiemle (2007)
CH> 3000 Pavia et al. (2010) 2883 €2970
CH 650 a 900 Pavia et al. (2010) picos de 695 a 937

*Dados descritos na literatura. **Dados experimentais.

De acordo com os fundamentos que a literatura descreve em conjunto com a
estrutura quimica da ZON (Figura 1) e dos picos exposto no espectro FTIR (Figura 10a),
pode- se analisar que os grupamentos OH presentes no anel aromatico foram observados a 3584
e 3697 cm?, o primeiro pico (3697 cm™) com bandas de intensidade aguda. O grupamento
carbonila presente no éster e no C6 foram verificadas no nimero de ondas de 1750 e 1707 cm™?,
respectivamente, sendo este pico muito intenso e largo, aspecto que ocasionou a saida dos dois
picos em somente uma banda, ou seja, picos sobrepostos. A presenca da ligagdo C-O do éster é

possivel ser comprovada através de varios picos de absorcdo em 1063; 1144 e 1190 cm™. As
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frequéncias de absor¢do com intensidade aguda de 1485 e 1595 cm™, podem ser atribuidas as
ligacbes C=C, encontradas no anel aromético e na lactona. Os demais grupamentos como CH,
CHze CH3séo observados em picos de fraca intensidade de 695 a 937; 2883 a 2970 e 1419 cm %,
respectivamente.

Apos a confirmacdo dos grupamentos quimicos presentes na estrutura da ZON,
foram efetuadas as andlises das amostras ap0s atuacdo enzimatica. Na Figura 1la, esta
apresentado o espectro FTIR da ZON quando exposta a acdo da enzima PO comercial. A
principal caracteristica encontrada € a auséncia das bandas de absorcdo das OH comparado ao
FTIR do padrdo de ZON (Figura 10a) em nimero de ondas de 3584 e 3697 cm, este resultado
pode ser justificado mediante ao conceito de agéo de oxidorreducdo da PO. Segundo Clemente
e Pastore (1998) e Damoradan et al. (2010), a PO pertence ao grupo das enzimas
oxidoredutases, sendo capaz de catalisar um grande numero de reacGes oxidativas usando
perdxido como substrato, ou, em alguns casos, 0 oxigénio como um aceptor de hidrogénio. Com
relacdo, aos grupamentos C=0, do éster e da cetona do C6, pode-se verificar a presenca nas
bandas de absorgdo correspondentes nos nimero de ondas de 1747 e 1700 cm?,
respectivamente. As ligacdes C=C foram observadas em bandas de aproximadamente 1544 a
1656 cm™*. Os picos equivalentes da presenca de C-O; CH, CH, e CH3 podem ser observados
em 1060 e 1237; de 773 a 992; de 2921 e 2981 e 1355 cm?, respectivamente.

Na Figura 12a e 12b estdo apresentados os espectros FTIR da acdo da PO de FA e
FS, respectivamente. Em ambos testes € possivel observar as bandas de absorcédo
correspondentes as ligagdes OH, com ndmeros de ondas de 3540 e 3640 cm™ e 3541 e
3647 cm 1, para os espectros FTIR da atuacio da PO de FA e FS, respectivamente. A cetona
do C6 da lactona é verificado com niimero de onda de 1721 cm™ no espectro FTIR da PO de
FS (Figura 12b), e no FTIR da PO de FA o pico ndo foi encontrado (Figura 12a). Nos dois
espectros é possivel verificar a auséncia dos picos referentes a ligacdo C=0 do éster e que essa
absorcdo poderia ter sido afetada devido a presenca de um pico de forte intensidade em
aproximadamente 1630 cm™. Assim, um aspecto importante é que a absor¢do de tais
grupamentos pode ter sido influenciada pela presenca de interferentes nos extratos enzimaticos
comprovado pelo baixo fator de purificagdo. A ligagdo C=C do anel aromatico e da lactona sdo
confirmadas através das bandas de absorcdo de 1461 e 1469 cm™, no FTIR da agdo de PO de
obtida de FA e de FS, respectivamente. As liga¢bes C-O, CH, CH2 e CHzdo FTIR da PO obtida
de FA (Figura 12a) foram verificadas em bandas de absor¢éo de 1461; de 761 a 928; 978 e
1395 cm?, respectivamente. Os mesmos grupamentos (C-O, CH, CH. e CHs) foram verificados

no FTIR da PO obtida de FS (Figura 12b), sendo os picos apresentadas nos numeros de bandas
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de 1230; 898 a 929; 2858 e 3176; 1396 cm™, respectivamente. A técnica de FTIR permitiu a
caracterizacdo dos grupamentos constituintes da estrutura quimica da ZON e das amostras em
gue a mesma foi submetida a reducdo com a PO. Através das informacGes obtidas dos espectros
pode-se inferir que somente a enzima comercial causou modificaces na molécula da
micotoxinas, através da oxidorreducdo das hidroxilas.

A andlise cromatogréfica por LC-ESI-MS/MS no modo scan de ionizagao
Electrospray negativo (ESI-) foi realizada a fim de confirmar o ion molecular correspondente a
concentracdo do padrdo de 1ug mL™? de ZON, de seu metabdlito de degradacdo (B-ZOL) e
também das amostras resultantes dos testes de reducao da concentracdo de ZON pela acdo das
enzimas. A Figura 10 mostra os espectros de massas do padrdo de ZON (espectro b) ¢ B-ZOL
(espectro c). Segundo, Buranatragool et al. (2015) e Qian et al. (2015) a massa molecular de
ZON e B-ZOL é de 318,3 e 320,3 g mol™, respectivamente.

Figura 10- Espectro infravermelho (FTIR) do padrdo ZON (a), espectro de massas de ZON
em LC-ESI-MS/MS com ion molecular detectado em 317,3 no modo ESI- (b) e espectro de
massas de B-ZOL em LC-ESI-MS/MS com ion molecular detectado em 319,3 no modo ESI-
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Na Figura 11b, é possivel observamos o espectro de massas da amostra de reducéo

de ZON através da aplicacao da PO comercial,

sendo que néo é constatado o pico corresponde

ao fon molecular da massa molecular de ZON (318,3 g mol™?) e tampouco o fon molecular de

B-ZOL (320,3 g mol™). A auséncia do fon molecular se da pela reducéo da concentragio abaixo

do limite de deteccéo e sensibilidade do equipamento, sendo assim a ZON foi reduzida em um

composto que néo corresponde a um dos seus metabolitos de degradacao.
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Figura 11- Espectro infravermelho (FTIR) da acdo da PO comercial na ZON (a) e espectro de
massas em LC-ESI-MS/MS da ac¢do da PO comercial na ZON no modo ESI- (b)
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Nas amostras de reducdo de ZON mediante acdo das enzimas PO obtida de FA
(Figura 12 c) e de FS (Figura 12 d) o ion molecular pertencente a ZON (318,3 g mol™) pode ser
observado, porém o pico correspondente ao ion de p-ZOL (320,3 g mol™?) ndo foi detectado. A
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presenca do ion é decorrente da menor reducdo da concentracdo de ZON por estas enzimas,
dentro da faixa de deteccdo do ion confirmando a presencga da micotoxina no meio reacional.

Figura 12- Espectro infravermelho (FTIR) da acdo da PO obtida FA (a) e de FS (b) na ZON e
espectro de massas em LC-ESI-MS/MS acédo da PO obtida de FA (c) e de FS (d)
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5.9 ESTUDO DA REDUCAO DE ZON EM AMOSTRAS DE CERVEJA

Posteriormente, a compreensdo da atuacdo da PO comercial e PO obtida de FA e
de FS foi demonstrado que a enzima comercial, na atividade enzimatica de 0,6 U mL™, reduziu
a concentracdo de ZON em 68,3 e 69,9% durante 480 e 1440 min, respectivamente. A reducéo

da concentracdo de ZON na cerveja foi verificada mediante a atuacdo da PO comercial na
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atividade enzimatica de 0,6 U mL™* durante 480 min, de acordo com a cinética enzimatica. A
escolha do tempo de reducdo dos testes foi devido ndo haver diferenca estatistica entre 480 e
1440 min (24 h) de reacéo.

Antecedendo os testes de reducao de ZON foi avaliado a recuperacdo da micotoxina
na matriz (cerveja), pois esta se diferencia na composicdo do meio aquoso e tamponantes
utilizado nos testes anteriores. A recuperacdo foi realizada através da extracdo por particdo
liquido-liquido com cloroférmio. A Tabela 14 apresenta os niveis de recuperacdo de ZON das
amostras da cerveja, que estdo de acordo os intervalos aceitaveis segundo a Comissdo Europeia
(2006) e ANVISA (2003), 70 a 120% e precisdo de +20

Rodriguez-Carrasco e colaboradores (2015) estudaram a ocorréncia de micotoxinas
produzidas por fungos Fusarium em cervejas utilizando para extracdo o método QUEChERS
com acetonitrila e parti¢cdo pela adigdo de MgSO4 e NaCl, seguida de quantificacéo através de
CG/MS. Os niveis de recuperacdo de ZON avaliados pelos pesquisadores foram de 50, 100 e
200 pg Lt com recuperacgdo (%) e desvio padrdo relativo (%) de 75 (5); 73 (6) e 69 (9),
respectivamente. Rubert et al. (2013) analisaram a extracdo de ZON e de outras micotoxinas de
amostras de cerveja do tipo Stout, Red Ale, Ale e Pale Larger pela técnica de Dispersdo da
Matriz em Fase Solida usando cartuchos Oasis HLB. A recuperacao alcancada neste estudo foi
acima de 80% para todos os tipos de cerveja, com desvio padrao relativo menores que 17%. E
importante ressaltar a reducdo de etapas durante a extragdo de ZON em amostras de cerveja
guando comparado com o0s métodos descritos na literatura, o que resulta em menor custo e
rapidez de analise, além da reducdo do tempo de exposi¢do do analista a solventes e micotoxina.

Tabela 14- Recuperacdo de ZON de amostras de cerveja tipo Pilsen

Recuperacédo* (%)

Amostra Niveis de concentragdo de ZON (ug mL"1)

0,1 0,3 0,9
Cerveja 83,1 (17,4) 84,9 (15,1) 97,3 (14,1)
tipo Pilsen

*Resultados expressos como Média (CV). CV-coeficiente de variagdo (n=3).

A cerveja tipo Pilsen utilizada nos testes de redugéo da concentragdo ZON estava
naturalmente contaminada pela micotoxina com nivel de 25 pg L. A contaminagdo de ZON
em amostras de cerveja foi semelhante a concentrages citadas na literatura. Antep e Merdivan
(2012), Bauer et al. (2016) e Nkwe, Taylor e Siame (2005) detectaram ZON em amostras de
cerveja em niveis de 20, 2 e 201 pg L, respectivamente.
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A reducéo da concentragdo da micotoxina foi de 5,8% com coeficiente de variagio
de 23,2%. O comportamento da PO comercial frente a reducdo de ZON na cerveja foi
prejudicada devido a fatores como pH da amostra e pela complexidade da matriz quando
comparada aos meios reacionais.

Segundo Venturini Filho (2010) a cerveja é uma bebida constituida principalmente
de &gua, sais minerais, lipideos, carboidratos, proteinas, fibras solveis, vitaminas do complexo
B entre outros. Coelho, Salgado e Ribeiro (2008) citam que a velocidade de uma reacgédo
enzimatica pode ser modificada pela presenca de outros compostos diferentes do substrato, que
sdo chamados de reguladores. Os reguladores negativos s&o inibidores que reduzem a
velocidade de reacdo de forma reversivel, enquanto os reguladores inativadores reduzem a
velocidade da reacdo de forma irreversivel.

Koblitz (2010) cita que a eficiéncia da atividade enzimatica da PO esta relacionada
ao pH do meio, visto que, em meios acidos a desnaturacdo da enzima € mais rapida. Damoradan
et al. (2010) citam que as enzimas tém dependéncia caracteristica de estabilidade em rela¢do ao
pH, e que duas tendéncias gerais merecem mencdo: a primeira é que o intervalo de pH de
estabilidade enzimatica no geral € mais amplo que o intervalo de pH para atividade enzimatica,
e a segunda é que a estabilidade da enzima diminui rapidamente em valores de pH de
desestabilizacdo. Conforme Coelho, Salgado e Ribeiro (2008), os efeitos do pH na atividade
enzimatica devem-se a necessidade de manter os grupos criticos do centro ativo no estado de
ionizacdo correto para que a reacdo ocorra, ou seja, neste pH a reacdo € conduzida em
velocidade méxima.

Baseado nestes dados e nas especificagdes da Sigma Chemical Company (2016)
onde é descrito que o pH 6timo de estabilidade da PO comercial é de 6 a 6,5 e 0 pH da atividade
enzimatica é de aproximadamente 7,5 € admitido que a atuacdo da PO sobre a ZON pode ter
sido influenciada pelo pH da cerveja que era de 4,4. Da mesma maneira, a bebida é uma matriz
complexa com a presenca de muitos constituintes que podem atuar como inibidores enzimaticos
ou como substratos para a enzima. E importante ressaltar a variacio da concentracdo destes
compostos, normalmente presentes em gramas para cada 100 mL, quando comprado a presenca
em tracGes de ZON fortificada, em torno de 1 ug mL™.

Portanto, apesar da baixa reducdo de ZON em amostra comercial de cerveja tipo
Pilsen (cerca de 5,8%), a aplicacdo da PO pode ser considerada promissora ap0s otimizacao das
condicdes de aplicacdo da enzima em tal bebida, contribuindo com a seguranga alimentar e
consequentemente diminuicdo dos riscos a saude da popula¢do quando expostos ao consumo

deste produto contaminado.
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6. CONCLUSAO

As condig¢Bes cromatogréaficas para deteccdo, separacao e quantificacdo de ZON e
B-ZOL otimizadas em CLAE-FL permitiram a analise das micotoxinas. Os parametros de
validagdo demonstraram a eficiéncia analitica conforme estabelecido na literatura.

A avaliacdo do meio reacional enzimatico evidenciou que a PO obtida de FA e FS
apresentaram maior atividade enzimatica em meio aquoso e meio tamponante, respectivamente.
A concentracdo de ZON permanece estavel durante 24 h de incubacéo em tais meios reacionais.

A PO obtida de FA em meio reacional aquoso e a PO obtida de FS em meio
reacional tamponante com atividade de 6 U mL™* reduziram a concentracéo de ZON em 47,4 e
30,6%, respectivamente.

A PO comercial com atividade enzimatica de 0,6 U mL™ em meio reacional
tamponante reduziu a concentragdo de ZON em cerca de 69,9% em 1440 min (24 h). O
mecanismo de reducdo foi confirmado através da identificacdo dos grupamentos quimicos
mediante a técnica de FTIR e LC-ESI-MS/MS proporcionando a caracterizacdo da acdo da PO
comercial, verificando-se que a principal atuacdo da enzima foi sobre as hidroxilas presentes
na molécula da micotoxina, corroborando com a atuacdo oxidorredutora da enzima.

A PO comercial reduziu a concentracdo da ZON em amostras de cerveja tipo Pilsen
em 5,8%, necessitando de otimizacdo das condi¢Oes para acdo enzimatica neste meio, visando
0 aumento dos niveis de reducao.

Em suma, foi confirmado que a PO comercial apresenta capacidade de reducéo dos
niveis de ZON em sistema modelo e em amostras de cerveja. E que para a utilizacdo das
enzimas PO obtida de FA e de FS as mesmas devem ser purificadas eficientementes, afim de

aumentar os niveis de reducdo da micotoxina.
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