(L2

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE
ESCOLA DE QUIMICA E ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA E CIENCIA DE ALIMENTOS

FERMENTACAO ALCOOLICA: CARACTERIZACAO QUIMICA E DEGRADACAO DE
MICOTOXINAS

ELIZA RODRIGUES ACOSTA

Prof* Dr* Jaqueline Garda Buffon
Orientadora
Prof* Dr* Caroline da Ros Montes D’oca

Co-orientadora

RIO GRANDE, RS
2020






UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE
ESCOLA DE QUIMICA E ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA E CIENCIA DE ALIMENTOS

FERMENTACAO ALCOOLICA: CARACTERIZACAO METABOLICA E DE
MICOTOXINAS

ELIZA RODRIGUES ACOSTA

Dissertagdo apresentada no Programa de
P6s-Graduacdo em Engenharia e Ciéncia
de Alimentos da Universidade Federal do
Rio Grande, como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Mestre em
Engenharia e Ciéncia de Alimentos.

Prof® Dr” Jaqueline Garda Buffon
Orientadora
Prof* Dr” Caroline da Ros Montes D’oca

Co-orientadora

RIO GRANDE, RS
2020



Ficha Catalografica

A185f

Acosta, Eliza Rodrigues.

Fermentagdo alcodlica: caracterizagio metabdlica e de
Micotoxinas / Eliza Rodrigues Acosta. — 2020.

108 1.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal do Rio Grande —
FURG, Programa de Pds-Graduac@o em Engenharia e Ciéncia de
Alimentos, Rio Grande/RS, 2020.

Orientadora: Dra. Jaqueline Garda Buffon.

Coorientadora: Dra. Caroline da Ros Montes D'oca.

1. Detoxificagdo 2. Micotoxinas 3. Tricotecenos 4. QUEChERS
5. Mosto Cervejeiro |. Buffon, Jagueline Garda Il. D'oca, Caroline da
Ros Montes I, Titulo.

CDU 663

Catalogacéo na Fonte: Bibliotecario José Paulo dos Santos CRB 10/2344




APROVACAO

Dissertacdo defendida por Eliza Rodrigues Acosla, com orientagdo da Profa. Dra.
Jagueline Garda Buffon e coorientagio da Dra. Caroline Montes da Rosa D'Oca e
aprovada em 25 de junho de 2020, pela Comissdo Examinadora constituida pelos
membros:

Profa. Dra. Jagueline (3arda Buffon - FURG

Nortira, € s Madtin, Gt
Profa. Dkd. Janaina Femandes de Medeiros Burkert - FURG

e e F

Profa. Dra. Lucielen Oliveira dos Santos- FURG

| ] (gt
.Illfln:-'.fa'rf:‘-' flania Lok

Profa. Dra, Luciane Marla Golla - UFF






Dedico:

Aos meus pais, Erdisson Amado

Gonzales Acosta e Gilda Silvair
Rodrigues Acosta e a0 meu esposo/melhor
amigo Rafael Santos Cavalheiro, por
sempre me apoiarem e motivarem.






AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha orientadora Jaqueline Garda-Buffon, por toda imensa paciéncia, disposi¢ao
e conhecimento cientifico passado incansavelmente.
Agradeco a minha co-orientadora Prof* Dr* Caroline da Ros Montes D’oca pela ajuda e
atencao.

Aos meus pais Erdisson e Gilda que sempre estiveram ao meu lado, apoiando-me em todos os
momentos da minha vida com amor, carinho, for¢a, compreensdo e confianca. Obrigada pelo
amor incondicional.

Ao meu esposo Rafael Santos Cavalheiro, agradeco pelo amor, carinho, atencao,
compreensao, respeito e lealdade, construindo a base para a execugdo e continuidade deste
trabalho. Te amo!

Ao meu irmao Erlisson e sobrinho Samuel e aos meus sogros Moisés € Marilaine, pelo apoio
e carinho.

Essa vitoria € por vocés!

A amiga Gabriela (Gabi), apelidada carinhosamente de Bolivia, pela amizade! E as minhas
afilhadas de coracao Corina, Joelma e Marioxis. Obrigada pela amizade meninas!!!

A professora Eliana Badiale-Furlong agradego pela receptividade no laboratério e
ensinamentos passados durante a minha trajetoria no laboratorio.

A amiga Maristela pelas palavras de carinho e amizade, pela dedicagdo ao laboratério e pela
troca de experiéncia!

As amigas Sabrina, Carmen, Rafaela, Cintia e Kelly pela amizade, pelas conversas
descontraidas e por toda ajuda nos experimentos e nos trabalhos! Obrigada meninas!!
Aos demais colegas de laboratorio Verdnica, Elisa, Jodo, Marcy, Gabriela, Larine, Anelise,
Andressa, Thaisa, Francine, Wesclen e Francisco agradeco pela parceria no laboratorio, pelos
momentos de aprendizagem e momentos de descontracgao.

Ao amigo Roque pelo carinho e pelos deliciosos momentos gastronomicos!

Aos iniciantes cientificos Giuliana, Brian, Ana Flavia, Diean e Carol Colazzo que estavam
sempre dispostos para ajudar nos experimentos e também por todos os momentos alegres
vividos no laboratorio.

A todos os colegas e professores do curso pela caminhada e companheirismo.

A Po6s-Graduagdo Engenharia e Ciéncia de Alimentos, FURG, CNPq e CAPES por financiar

este trabalho.



Agradeco a Deus por colocar todas estas pessoas no meu caminho e por me amparar nos
momentos felizes e dificeis, dando-me forgas para continuar sempre e concluir este trabalho.

E por fim, agradeco a todos que torceram por mim. Obrigada!!!



A forca ndo provéem da capacidade fisica.
Provem de uma vontade indomavel.
Mahatma Gandhi






RESUMO

A cerveja ¢ a bebida alcodlica mais consumida no Brasil € no mundo. Portanto, as matérias-
primas utilizadas em sua producdo devem apresentar boa qualidade. Entretanto, os insumos
cervejeiros podem ser comprometidos pela presenga de contaminantes como as micotoxinas,
deoxinivalenol (DON) e 15-acetil-deoxinivalenol (15-ADON). A redu¢do da concentragdo
destes contaminantes pode ser resultado de processos fisicos como a adsor¢do da micotoxina
pela parede da levedura ou reagdes metabolicas de transformacdo de xenobidticos no meio.
Assim, o mecanismo de defesa usual da levedura pode ocorrer pela ativagdo de sistemas
enzimaticos, como a glutationa (GSH) e a peroxidase (PO). Diante o exposto, o presente
estudo teve como objetivo investigar os mecanismos nos quais a levedura Saccharomyces
cerevisiae atua como agente bioldgico na descontaminacdo de DON e 15-ADON. Para o
desenvolvimento deste, utilizou-se a fermentacao alcodlica, avaliando a auséncia e a presenga
de DON e 15-ADON, nas concentracdes de 0,2 (tratamento 1) e 0,8 pug/mL (tratamento 2),
quando adicionados em 200 mL de mosto cervejeiro. A fermentagdo foi conduzida
adicionando a levedura S. cerevisiae US-05 (0,115 g) ao mosto cervejeiro e apds foi mantida
em camara incubadora a 19 °C por 96 h. Amostragens foram realizadas cada 24 h para a
caracterizacao bioquimica, cinética e fisico-quimica, além de avaliagdo da morfologia das
células da levedura, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) e extragdo e
quantificacdo de DON e 15-ADON. Os resultados indicaram que o método QuEChERS
empregado na quantificacdo das micotoxinas demonstrou eficiéncia nas recuperagdes de DON
(105%) e 15-ADON (89%). Durante a fermentacdo alcodlica foi observado a redugdo da
concentracdo de DON e 15-ADON, 33 e 56%, respectivamente, em 48 h para o tratamento 1,
e 41 e 27%, respectivamente, para o tratamento 2 em 72 h. A concentragdo de biomassa, apds
72 h de fermentagdo, na presenca de DON e 15-ADON em ambos os tratamentos, apresentou
redugdo de 36 e 28%, respectivamente, em comparacdo ao controle. Todas as redugdes estao
relacionadas a atividade enzimatica da PO e a presenga de GSH, concomitante a elevagao da
sintese proteica. As células de levedura no tempo final de fermentagdo para os tratamentos 1 e
2 apresentaram alteragdes morfologicas na parede celular da levedura quando comparado ao
controle. A PCA e o RMN confirmaram a correlagdo entre os parametros fermentativos
estudados e a contaminag¢ao por DON e 15-ADON durante o processo fermentativo alcoolico.
Portanto, as alteragdes promovidas pela presenca de DON e 15-ADON evidenciaram a
sensibilidade da levedura S. cerevisiae quanto a toxicidade, sendo este um micro-organismo
mitigador de DON e 15-ADON.

PALAVRAS-CHAVE: Detoxificacdo. Micotoxinas. Tricotecenos. QuEChERS. Mosto
cervejeiro.






ALCOHOLIC FERMENTATION: METABOLIC AND MYCOTOXIN
CHARACTERIZATION
ABSTRACT

Beer is the most consumed alcoholic beverage in Brazil and in the world. Therefore, the raw
materials used in its production must be of good quality. However, brewing supplies can be
compromised by the presence of contaminants such as mycotoxins, deoxynivalenol (DON)
and 15-acetyl-deoxynivalenol (15-ADON). The reduction in the concentration of these
contaminants can be the result of physical processes such as mycotoxin adsorption by the
yeast wall or metabolic reactions of transformation of xenobiotics in the medium. Thus, the
usual defense mechanism of yeast can occur through the activation of enzymatic systems,
such as glutathione (GSH) and peroxidase (PO). Given the above, the present study aimed to
investigate the mechanisms in which the yeast Saccharomyces cerevisiae acts as a biological
agent in the decontamination of DON and 15-ADON. For its development, alcoholic
fermentation was used, evaluating the absence and presence of DON and 15-ADON, in
concentrations of 0.2 (treatment 1) and 0.8 pg/mL (treatment 2), when added in 200 mL of
brewing must. The fermentation was carried out by adding S. cerevisiae US-05 (0.115 g) to
the brewing must and afterwards it was kept in an incubator at 19 °C for 96 h. Sampling was
carried out every 24 h for the biochemical, kinetic and physical-chemical characterization, in
addition to the evaluation of yeast cell morphology, nuclear magnetic resonance (NMR)
spectroscopy and the extraction and quantification of DON and 15-ADON. The results
indicated that the QUEChERS method used in the quantification of mycotoxins demonstrated
efficiency in the recovery of DON (105%) and 15-ADON (89%). During alcoholic
fermentation, a reduction in the concentration of DON and 15-ADON was observed, 33 and
56%, respectively, in 48 h for treatment 1, and 41 and 27%, respectively, for treatment 2 in
72 h. The concentration of biomass, after 72 h of fermentation, in the presence of DON and
15-ADON in both treatments, showed a reduction of 36 and 28%, respectively, compared to
the control. All reductions are related to the enzymatic activity of PO and the presence of
GSH, concomitant to the increase in protein synthesis. Yeast cells in the final fermentation
time for treatments 1 and 2 showed morphological changes in the yeast cell wall when
compared to the control. PCA and NMR confirmed the correlation between the studied
fermentative parameters and contamination by DON and 15-ADON during the alcoholic
fermentation process. Therefore, the changes promoted by the presence of DON and 15-
ADON showed the sensitivity of the yeast S. cerevisiae to toxicity, which is a microorganism
that mitigates DON and 15-ADON.

KEYWORDS: Detoxification. Mycotoxins. Trichothecenes. QUEChERS. Brewing wort.
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1. INTRODUCAO

A cerveja € uma bebida alcoodlica obtida pela fermentagdo do mosto cervejeiro
proveniente do malte de cevada e agua potavel, por a¢do de leveduras e adigdo de lipulo
(BRASIL, 2019). A cevada maltada ¢ usualmente utilizada no processo cervejeiro devido a
elevada concentracdo de carboidratos (PASCARI et al., 2018). Entretanto, em alguns paises
como o Brasil, outros graos e cereais, denominados adjuntos cervejeiros, ricos em amido
podem ser utilizados na producdo da bebida, como o trigo, o milho e o arroz (ROSA;
AFONSO, 2015).

No entanto, existem micro-organismos capazes de deteriorar e contaminar essas
matérias-primas no campo ou durante o armazenamento (BENTO et al., 2012). Dentre eles,
destacam-se os fungos filamentosos, como os do género Fusarium, Aspergillus e Penicillium.
Algumas espécies pertencentes a esses géneros fungicos quando submetidos a condi¢des de
estresse produzem metabolitos secundérios, substancias quimicas toxicas, denominadas
micotoxinas (SONGSERM-SAKUL; RAZZAZI-FAZELI, 2008).

Dentre as micotoxinas, destacam-se pela elevada incidéncia o deoxinivalenol
(DON) e sua forma acetilada, 15-acetil-deoxinivalenol (15-ADON) (ALEXANDER et al.,
2011; KUZDRALINSKI; SOLARSKA; MUSZYNSKA, 2013) em graos como cevada,
cereais adjuntos e na prdpria cerveja, podendo provocar o efeito toxico acumulativo ao
consumidor, sendo este potencializado pela presenga do alcool na bebida (SEUS-ARRACHE,
2019).

O alto consumo de cerveja pelos brasileiros ¢ preocupante devido aos elevados
indices de contaminag¢dao por micotoxinas na matéria-prima ¢ no produto final. Além disso, o
crescente aumento nas importacdes de grdos cervejeiros provenientes de paises onde
tipicamente estas toxinas sao detectadas intensifica a preocupagdo com os limites maximos na
bebida (BARAJ, 2000; SCOTT 1996).

Como alternativa vem se destacando a descontaminagdo bioldgica através de
processos fermentativos, que permitem a sele¢do de micro-organismos geralmente
reconhecidos como seguros (GRAS), para degradar micotoxinas e estabelecer condicdes
fermentativas que possam melhorar as caracteristicas funcionais de produtos como a cerveja
(PASTER et al. 1992; VARGA et al. 2000). O Laboratorio de Micotoxinas e Ciéncia de
Alimentos (LAMCA) da FURG vém desenvolvendo estudos acerca da utilizacdo de cepas de
leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae no processo fermentativo alcoolico

objetivando a reducao dos niveis de diferentes micotoxinas durante o processo cervejeiro € no
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produto final (BRETANHA, 2014; BOEIRA, SILVELLO, REMEDI, 2015; COUGO,
FONTES, DUARTE, 2015; GARDA-BUFFON, BARAJ, BADIALE-FURLONG, 2010;
GARDA-BUFFON, KUPSKI, BADIALE-FURLONG, 2011; GARDA, MACEDO,
FURLONG, 2004; GARDA et al., 2005; GARCIA, 2018; GARCIA, 2016; REMEDI, 2017,
SEUS-ARRACHE, 2019).

No entanto, 0os mecanismos nos quais a levedura S. cerevisiae atua como agente
bioldégico na descontaminacdo de micotoxinas durante a fermentacdo alcoolica, ndo sdo
elucidados na literatura. Durante o processo fermentativo, as leveduras cervejeiras podem
atuar como agente detoxificante, reduzindo a concentracdo das micotoxinas a valores
legislados (BATA; LASZTITY, 1999; GARCIA; SILVA, 2008; PASTER et al., 1992). Esse
potencial pode estar relacionado como mecanismo de defesa ao estresse oxidativo provocado
pelas micotoxinas, podendo ativar sistemas enzimaticos e compostos variados, como a
glutationa (GSH) e a peroxidase (PO) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Portanto, avaliar os metabolitos sintetizados pela S. cerevisiae durante a
fermentagdo alcoolica ¢ importante para relacionar a presenga de micotoxinas e as alteragdes
na bebida que possam comprometer o produto final. Porém, como a cerveja apresenta uma
mistura complexa de metabolitos formados, a espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN) pode auxiliar esta identificacdo. Esta técnica permite analisar a composi¢ao
quimica das amostras e evidenciar o potencial metabodlico das leveduras frente aos efeitos das
micotoxinas.

Neste contexto, como hipdtese deste estudo, tem-se o potencial uso da levedura
S. cerevisiae na reducdo e extragao de tricotecenos como DON e 15-ADON. Estes dados
podem colaborar com o setor produtivo, reduzindo perdas econdmicas e prevenindo a
intoxica¢do de humanos por essas toxinas, frequentemente detectadas nos insumos cervejeiros

€ na cerveja.


http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=GARDA-BUFFON,+JAQUELINE
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=GARDA-BUFFON,+JAQUELINE
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=BADIALE-FURLONG,+ELIANA
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar os mecanismos de defesa a partir de sistemas enzimaticos como a
glutationa (GSH) e a peroxidase (PO) na descontaminacdo de DON e 15-ADON durante a

fermentagdo alcoolica com Saccharomyces cerevisiae.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Validar o método analitico para extracdo por QUEChERS, separagdo e quantificacdo
dos tricotecenos, DON e 15-ADON, em amostras de mosto cervejeiro € meio fermentado por
LC-DAD;

b) Identificar alteracdes de metabolitos produzidos por S. cerevisiae na presenca das
micotoxinas DON e 15-ADON durante a fermentagao alcodlica;

c) Estimar a reducdo da concentracio de DON e 15-ADON através do sistema de
fermentacgao alcoolica;

d) Identificar por meio de RMN de 'H os metabdlitos majoritarios presentes no processo

cervejeiro na presenca de DON e 15-ADON.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. PROCESSAMENTO CERVEJEIRO

Ha evidéncias que na Mesopotamia, ha 6.000 anos a.C., havia a produgdo e o
consumo de cerveja empregando cevada maltada, assim como sua utilizagdo em cosméticos e
produtos medicinais (KUNZE, 2006; LIMA et al., 2001). Anos mais tarde, a bebida chegou
ao Egito e foi difundida entre os povos orientais que a propagaram do Mediterraneo a Europa.
Na Idade Média, os mosteiros produziam a bebida empregando ervas aromaticas, como
lapulo, mirica, rosmarinho, louro, salvia e gengibre (ROSA; AFONSO, 2015). No
século XIV, na Bavaria, Alemanha, foi anunciada a lei da pureza da cerveja estabelecendo
que a bebida produzida deveria conter exclusivamente malte, lapulo e agua, sem aditivos
(VENTURINIFILHO, 2016). Finalmente, em meados de 1808, a bebida chegou ao Brasil,
trazida pela Familia Real Portuguesa (DANTAS, 2016).

Atualmente, em paises como Brasil (BRASIL, 2019) e EUA (TTBGov, 2019),
grandes produtores de cerveja, a legislagdo vigente permite a adi¢do de adjuntos cervejeiros.
Estes podem ser cereais maltados ou nao, assim como outras fontes de carboidratos. Os
adjuntos possibilitam a reducdo no custo do processo ¢ a elaboracao de diferentes estilos de
cervejas. A fabricagdo da bebida é um processo biotecnolégico (CERVIERIJUNIOR et al.,
2014) que consiste em malteacdo, moagem, mosturagdo, clarificacdo, fervura, resfriamento,
fermentagdo do mosto, maturagdo, filtracdo, envase, pasteurizacdo e armazenamento da
bebida (MORADO, 2017; VENTURINIFILHO, 2016).

O processo de produgdo da cerveja comeca com a escolha do tipo de malte, visto
que a partir dele sdo provenientes os nutrientes presentes no mosto € na cerveja. O processo
de producdo do malte ¢ denominado maltagem, e consiste na umidificacdo, germinacdo e
secagem dos grdos, sob condicdes controladas de temperatura (ALMEIDA et al., 2018;
VIROLI; VIEIRA; SOUSA, 2014). Os graos selecionados sdo depositados em tanques
imersos em agua, para absorver umidade (cerca de 40-42%) e iniciar a germinacdo. Com o
inicio da germinagdo, as reservas dos graos, como amido, come¢am a ser metabolizados,
ocasionando a formagao ou ativacao de enzimas essenciais a hidrélise do amido (BRIGGS et
al., 2004). O processo enzimatico ¢ interrompido pela secagem em estufa ou torrefagdo dos
graos (BRUNELLI; VENTURINIFILHO, 2013; VIROLI; VIEIRA; SOUSA, 2014).

Apds a maltagem, ocorre a brassagem, processo no qual o mosto cervejeiro ¢
produzido. Sendo este, produzido a partir de etapas como moagem, mosturagdo, filtracao,

fervura e decantacdo. A mosturacdo consiste na solubilizacdo das substancias presentes no
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malte moido misturado com agua (LIMA et al., 2001) em condicdes operacionais pré-
estabelecidas (agitagdo, pH, tempo e temperatura). Logo, as enzimas presentes no malte sdo
ativadas e solubilizam as substancias insoluveis. A ac¢do das enzimas produz um mosto rico
em carboidratos fermentesciveis (70-80%), incluindo glicose, maltose e maltotriose
(ALMEIDA et al., 2018; HANS, 2011; VENTURINIFILHO, 2016).

Em seguida, o liquido formado ¢ filtrado para a separacdo da parte insoluvel
(cascas do malte e proteinas coaguladas) do filtrado (mosto) (KUNZE, 1999, RIBEIRO et al.,
2018). Ao mosto resultante ¢ adicionado o lipulo, e posteriormente, a mistura ¢ fervida,
provendo a esterilizagdo microbiologica, eliminagdo de substdncias volateis que geram
sabores indesejaveis, inativacdo de enzimas e coagula¢do de complexos proteicos que podem
causar turvagdao no produto final e extracdo de compostos amargos e aromaticos do lapulo
(KAPLAN; PALMER; DENKE, 2000).

Ao final da fervura, o mosto ¢ enviado ao tanque de clarificagdo para a decantacao
do lupulo e o resfriamento rapido do mosto, para evitar a oxidacdo, a contaminacao por
micro-organismos e a formagdo de dimetil-sulfeto (DMS) (AMORIM, 2005; FIGUEIREDO,
2017; KRAMER, 2010). Durante o resfriamento, o mosto ¢ intensamente aerado e ocorre a
adi¢do do indculo da levedura iniciando a fermentagdo (ESTEVES, 2008; LEAO, 2005).

A fermentagdo consiste no ponto central da produgdo da cerveja e pode ser
classificada como fermentagdo primaria ou secundaria (maturacao). A fermentacao primaria ¢
lenta, pois a levedura alcodlica, em condigdes anaerdbicas, metaboliza os carboidratos
fermentesciveis convertendo os acucares (glicose, frutose, sacarose, maltose e maltotriose) em
etanol, gas carbonico (CO,) (FIGUEIREDO, 2017; KRAMER, 2010) ¢ outros produtos do
metabolismo da levedura (BORDIGA, 2017; VENTURINIFILHO, 2016). As leveduras
produzem compostos aromaticos, como subprodutos de seu metabolismo influenciados de
acordo com as condigdes do processo, como concentracdo e composicdo do mosto,
temperatura do processo fermentativo e o tipo de levedura utilizada (KUNZE, 1999;
MORADO, 2017).

Apo6s a fermentagdo primdria, obtém-se a ‘“‘cerveja verde” que necessita do
processo de maturagdo (NELSON; COX, 2019). A maturacdo estabiliza e reduz o diacetil,
acetaldeido e acido sulfidrico presente na bebida (VENTURINIFILHO, 2016). Apos este
processo a bebida ¢ filtrada, envasada, pasteurizada e armazenada (BORDIGA, 2017).
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3.2. LEVEDURAS CERVEJEIRAS

Em meados de 1665, os pesquisadores Van Leeuwenhoek ¢ Hooke constataram
que alguns organismos realizavam processos fermentativos (BOURDICHON et al., 2012).
Bioquimicamente, o processo fermentativo ocorre com micro-organismos que produzem
energia a partir de compostos organicos (GRAHAM; STEWART, 2018), convertendo o
substrato acucarado em etanol, dentre esses micro-organismos, destacam-se as leveduras
(VENTURINIFILHO, 2016).

A partir das matérias-primas cervejeiras € do processo metabolico das leveduras
aprimoraram-se diferentes estilos de cervejas baseados no sabor e no aroma, influenciados por
diferentes consumidores em diversos paises (GRAHAM; STEWART, 2018). Apesar das
diversidades cervejeiras, o unico fator compartilhado ¢ a exigéncia quanto a fermentagao da
levedura. Essas leveduras podem ser caracterizadas com base no comportamento de
floculagdo do processo fermentativo alcodlico, podendo ser classificadas em Lambic, Lager e
Ale (BOKULICH; BAMFORTH, 2013).

As cervejas Lambics sdo fermentadas de forma espontanea por diferentes espécies
de bactérias e leveduras naturalmente presentes no ambiente e em utensilios utilizados durante
a producao da bebida. Esta bebida ¢ caracterizada pelos aromas e sabores de frutas e graos das
quais foram produzidas (HORNINK; GALEMBECK, 2019). Comumente, a produgdo de
cervejas do tipo Lager ocorre com cepas de S. uvarum, S. carlsbergensis ou S. pastorianus,
caracterizadas pela fermentacdo de fundo (LODOLO et al., 2008; MERTENS et al., 2015).
Esse processo apresenta temperaturas entre 8 ¢ 15 °C e maturagdo a 0 °C por cerca de 1 a
3 semanas. Essas bebidas apresentam teor alcodlico entre 4 e 5% e devido as baixas
temperaturas de processamento denotam de aromas suaves (LODOLO et al, 2008;
MERTENS et al., 2015; MORADO, 2017; SANCHEZ; SOLODOVNIKOVA; WENDLAND,
2012). Atualmente, as cervejas do tipo Lager originam estilos como Pilsen, American Lager,
Malzbier, Pale Lager, entre outros (ROSA; AFONSO, 2015).

Em contrapartida, as cervejas do tipo Ale sdo produzidas com cepas de
S. cerevisiae, representadas pela fermentacdo de topo. Estas leveduras atuam com
temperaturas entre 16 e 25 °C (BOKULICH; BAMFORTH, 2013; GRAHAM; STEWART,
2018; SANCHEZ; SOLODOVNIKOVA; WENDLAND, 2012), matura¢ao de 4 °C por cerca
de 3 a 4 dias (MORADO, 2017) e teor alcoolico entre 4 ¢ 8%. Estas leveduras convertem a
glicose em etanol e CO,, porém ndo consumem todo o agucar contido no mosto e por este

motivo a bebida tem sabor frutado ¢ doce (FRANCESCO et al., 2018). Os estilos mais


https://www.google.com/search?q=cerevisiae&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwi_5IXh9YHgAhWVJ7kGHYjCA9YQkeECCCooAA
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conhecidos sdo IPA, Weiss, Stout, Porter, Pale Ale, Trippel ¢ Withier (ROSA; AFONSO,
2015).

A diferenciagdo bioquimica entre as cepas ocorre pela presencga ou auséncia de um
gene. As cepas do tipo Lager apresentam a expressdo transcricional dos genes “MEL”
(melibiase) da via catabdlica da galactose-melibiase durante a fermentagdo alcoolica. Esses
genes sdo responsaveis pela sintese proteica da melibiase, responsavel pela transformacgdo da
melibiose em glicose e galactose. A melibiase ¢ chamada de a-galactosidase (E.C. 3.2.1.22)
responsavel por hidrolisar as ligacdes a-1,6 presentes nos oligossacarideos como a rafinose e
a estaquiose (GRAHAM; STEWART, 2018). Na Tabela 1 ¢ possivel observar as diferentes

espécies de Saccharomyces responsaveis por produzir as cervejas do tipo Ale e Lager.

Tabela 1- Emprego de diferentes espécies de Saccharomyces para producao de diferentes
tipos de cervejas.

Tipos de cerveja Espécies de Saccharomyces Referéncia

Francesco et al. (2018).
Cerveja sem alcool

S. ludwigii Mohammad et al. (2011).

(Lager)
Szilagyi et al. (2018).

Francesco et al. (2015).
S. rouxii Mohammad et al. (2011).
Sohrabvandi et al. (2009).

Bogacka et al. (2018).

(S. carlsh 5) Lauterbach et al. (2018).
. carlsbergensis
Lager ¢ Liu et al. (2018).

S. pastorianus

Karmeli¢ et al. (2011).
Schulz et al. (2018).

S. uvarum

Eizaguirre et al. (2018).

S. eubayanus
Nikulin; Krogerus; Gibson (2018).

Boeira; Silvello; Remedi (2015).
S. cerevisiae Lauterbach et al. (2018).
Richter et al. (2018).

Ale



https://www-sciencedirect.ez40.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0740002018303009?via%3Dihub#!
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Ainda que existam diferenciagdes bioquimicas e tecnoldgicas, o setor cervejeiro,
geralmente utiliza as espécies de levedura do tipo S. cerevisiae (ANDRIETTA; MIGLIARI;
ANDRIETTA, 1999; VAUGHAN-MARTINI; MARTINI, 1993) por apresentarem estrutura
celular simples e aspectos genéticos conhecidos (SHERMAN, 2002). Embora a producao de
cerveja apresente pardmetros operacionais como tempo, pH e temperatura, para a obtengao de
um produto com caracteristicas organolépticas e sensoriais semelhantes, fatores como
linhagem de levedura, tipo e propor¢ao de adjunto, modelo de fermentador, concentracdao do
mosto e contamina¢do por micotoxinas podem afetar o processo metabdlico comprometendo a

qualidade da bebida (BENNETT; KLICH, 2003; MORADO, 2017).

3.3. MICOTOXINAS

Algumas espécies de fungos filamentosos quando submetidos a condigdes de
estresse, produzem, como mecanismo de defesa, metabdlitos secundarios toxicos de baixa
massa molar, denominados micotoxinas (BENNETT; KLICH, 2003). Dentre as micotoxinas
mais comumente identificadas em graos e cereais estdo as aflatoxinas (AFs), as ocratoxinas
(OTA), as fumonisinas (FMs), as zearalenonas (ZEAs) e os tricotecenos (DON, nivalenol
(NIV) e toxina T-2 (T-2)) (ANFOSSI; GIOVANNOLI; BAGGIANI, 2016; FOROUD;
EUDES, 2009; MEERDINK, 2002).

A contaminagdo de graos e cereais por micotoxinas pode ocorrer em diversas
etapas, como na pré-colheita devido as condi¢des climaticas, presenga de insetos e deficiéncia
de nutrientes no solo (ARAUJO et al., 2010; RICHARD, 2007; SANTIN; DIAZ, 2005). No
entanto, na pos-colheita € no armazenamento, a contaminagdo fingica ¢ a producdo de
micotoxinas sdo resultados da interagdo entre umidade (75 a 95%), temperatura (20 a 30 °C)
(ANFOSSI; GIOVANNOLI; BAGGIANI, 2016), concentragdo de oxigénio (O,) e CO, e
presenca de pragas. Além disso, durante o armazenamento e o transporte, os graos
contaminados podem entrar em contato com os graos sadios, favorecendo a disseminacdo de
fungos (ARAUJO et al., 2010; RICHARD, 2007; SANTIN; DIAZ, 2005).

A contaminagdo de micotoxinas em humanos pode ocorrer pela ingestdo direta ou
indireta de alimentos infectados por essas toxinas. A forma direta ocorre pelo consumo de
cereais, de oleaginosas e de derivados contaminados e a forma indireta ocorre pela ingestdo de
produtos de origem animal que se contaminaram através da sua alimentacdo (MAZIERO;
BERSOT, 2010). Assim, as micotoxinas provocam doen¢as denominadas de micotoxicoses,

que muitas vezes ndo sdo diagnosticadas (PLEADIN; FRECE; MARKOV, 2019), pois os
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efeitos dependem da dose e da frequéncia com que os alimentos contaminados sio
consumidos, podendo ocasionar efeitos carcinogénicos, teratogénicos e estrogénicos em

humanos e animais (ROCHA et al., 2014; SPEIJERS; SPEIJERS, 2004; ZAIN, 2011).

3.3.1. Tricotecenos: DON e 15-ADON

Os tricotecenos sao micotoxinas produzidas por uma ampla variedade de espécies
de fungos do tipo Fusarium, Myrothecium, Trichoderma, Trichothecium, Cephalosporium,
Verticimonosporium e Stachybotrys. Estas micotoxinas apresentam uma ligagao dupla entre
os carbonos 9 e 10 e possuem um grupamento epdxido nas posigoes 12 e 13 da estrutura
molecular (HE et al., 2010; PESTKA, 2007; ROCHA; ANSARI; DOOHAN, 2005).

A funcao epdxido € responsavel pela toxicidade da molécula, pois inibe a sintese
de proteinas, 4cido ribonucleico (RNA) e 4cido desoxirribonucleico (DNA) (BENSASSI et
al., 2009). Além disso, os tricotecenos podem provocar a apoptose da célula, pois permeiam a
membrana plasmatica interagindo com grande numero de alvos, como ribossomos e
mitocondrias (SUDAKIN, 2003).

Os tricotecenos podem ser classificados em quatro grupos diferentes (A, B, C e
D), de acordo com as caracteristicas de seus grupos funcionais (COLE; COX, 1981; HE et al.,
2010). As micotoxinas pertencentes ao grupo dos tricotecenos do tipo B (entre eles o DON e
o 15-ADON) apresentam a carbonila na posicdo C-8 (PESTKA, 2007; KOCH, 2004)
(Figura 1).

Figura 1 - Estrutura quimica dos principais tricotecenos do tipo B: nivalenol (NIV),
deoxinivalenol (DON), 3-acetil-deoxinivalenol (3-ADON) e 15-acetil-deoxinivalenol (15-
ADON).

16

H;C
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(Continuagao)
Composto R’ R’ R’ R’ R’
Nivalenol(NIV) -OH -OH -OH -OH =0
Deoxinivalenol(DON) -OH -H -OH -OH =
3-Acetil-Deoxinivalenol -OCOCH; -H -OH -OH =
(3-ADON)
15-Acetil-Deoxinivalenol -OH -H -OCOCH; -OH =0
(15-ADON)

Fonte: He et al., 2010.

Dentre os tricotecenos, destaca-se 0 DON, um sesquiterpendide tetraciclico com
sete centros estéreos. Esta micotoxina ¢ formada através da ciclizagdo do intermediério
farnesil-pirofosfato para tricodieno por uma ciclase com subsequentes reagdes de oxidacdes,
isomerizacoes, ciclizacdes e esterificacoes (ALEXANDER; PROCTOR; MCCORMICK,
2009; KIMURA et al., 2007; MOSS; THRANE, 2004). Portanto, a partir dele sao produzidos
os derivados acetilados, como o 15-ADON, que possui um grupamento acetil na posi¢ao 15
da molécula de DON (ALEXANDER et al., 2011).

O DON e seus acetilados sdo comumente encontrados em culturas de cereais e
graos de inverno, incluindo a cevada, principal matéria-prima utilizada para produgdo de
cerveja (PETSKA, 2007). Embora, estudos sobre a producao dos acetilados tenha se tornado
importante para a caracterizacao de algumas espécies do género Fusarium em relagdo a sua
agressividade e producdo global (PURI; ZHONG, 2010), a presenga da micotoxina DON
pode indicar possivel contaminagio por outros tricotecenos (VELISEK; HAJSLOVA, 2009).

Segundo a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) e a
Organizagdo Mundial da Saide (OMS) a ocorréncia de DON pode ocasionar diversas
alteragdes como redu¢ao do peso, imunotoxicidade, diarreia, vOmito, anorexia, leucocitose,
alteracdes hematologicas, disturbios neuroldgicos, destruicdo da medula 6ssea e hemorragias
generalizadas, podendo ocasionar a morte (FAO/WHO, 2007; JECFA, 2011), além disso,
pode causar efeitos neurotdxicos, embriotoxicos e teratogénicos (PESTKA, 2007), assim
como imunossupressio (ROBBANA-BARNAT et al., 1988). Outra informacdo relevante ¢
que o DON ¢ classificado pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) no
Grupo 3, ou seja, ndo apresenta efeito carcinogénico em humanos (IARC, 2016).

Logo, os niveis desses contaminantes devem ser monitorados e legislados para
garantir um produto final de qualidade, indcuo a satde e seguro ao consumo (AMARAL;
MACHINSKI, 2006). No entanto, apesar do efeito nocivo, a legislacdo brasileira e a

legislacdo internacional ndo estabelecem niveis maximos tolerados para DON em cervejas.


https://link-springer-com.ez40.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007%2Fs12550-018-0311-8#CR15
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Contudo, no Brasil, a RDC N° 138 regulamenta valores para cevada maltada de 750 pg de
micotoxina por kg de grdo tendo como base o uso deste insumo na producdo, sendo
considerados os niveis de degradacdo e diluigdo no processo cervejeiro (BRASIL, 2017b).

Portanto, apesar do controle desses compostos no processo produtivo, inimeros
estudos relatam a presenga de micotoxinas em cerveja (Tabela 2).

A contaminagdo amostral de DON em cervejas foi superior a 80%, representando
altos niveis de contaminacdo na bebida. Entretanto, frequentemente detecta-se mais de um
tipo de micotoxina em um produto (Tabela 2), pois a maioria das espécies fungicas produz
mais de um tipo de metabolito toxico, indicando que a contaminagdo cruzada ocorre
naturalmente, quando as espécies de fungos toxigénicos estdo em contato com os alimentos

(EYNI et al., 2016).

Tabela 2 — Incidéncia de micotoxinas em cervejas.

Micotoxina NA  NP(%) FC (ng/L) Pais Referéncia
NIV 85 19 26,2444 Brasil Seus-Arraché (2019).
DON 46 22,2-79,1

ADONs 15 25,2-71,6

T-2 4,7 11,5-14,3

ZEA 16 11,1-37,2

OTA 13 1,2-4,8

DON 31 61,3 0,3-52,8 Brasil Garcia (2018).
ADONs 6,4 1,35-3,14

ZEA 48,4  0,03-3,64

T-2 48,4 1,33-17,95

NIV 35,5 0,54-2,5

OTA 93,3 2,04-8,4

AFB, 46,7 2,92-9,22

AFB; 70 0,12-0,43

AFG; 9,7 1,3-1,57

NIV 100 56 0,5-7,6 Polonia Bryla et al. (2018).
DON 83 1,0-73,6

DON-3G 67 2,0-35,8
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(Continuagao)

DON
15-ADON
3-ADON
ZEA

FB,

HFB,
DON-3G

DON
FB,

DON
ZEA

DON
T-2

DON-3G
DON
3-ADON

T-2
OTA

AFB;
AFB,

OTA
DON
FB;
FB,
AF

OTA

99

114

44

154

374

49

115

106

115

65

22
11

50

75
100

60

93
77

12

4,3
1,7

67,9
66,0
97,0
57,6

39

61-255
24-25
17-37
18-107
70-519
66152
23-53

201,7-1568,6

2,2-20,0
0,35-2,0

17,2-47,7
2,8-38,2

1,5-3,2
2,744

6,0-12,1
3,6-6,9

0,015-0,031
0,005-0,011

0,040-0,189
0,5-18,6
0,1-30,3
0,1-3,9

0,001-0,0544

Nigéria

Brasil

Alemanha

Espanha

Diversos

paises

Irlanda

Espanha

Republica
Checa

Europa

Republica
Checa

Chilaka et al. (2018).

Piacentini et al. (2017).

Bauer et al. (2016).

Rodriguez-Carrasco et

al. (2015).

Varga et al. (2013).

Rubert et al. (2013).

Benesova et al. (2012).

Bertuzzi et al. (2011).

Belakova et al. (2011).
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DON 72 5,3 50-336 Brasil Garda, Macedo,
T-2 4,5 114-249 Furlong (2004).

(*): Amostras sem contamina¢ao pela micotoxina estudada; NA: Numeros de amostras analisadas; FC: Faixa de
contaminacdo (ug/mL); NP(%): Numeros de amostras positivas; AF: Aflatoxinas; AFB,: Aflatoxinas B1; AFB;:
Aflatoxinas B2; AFG,: Aflatoxinas G2; FMs: Fumonisinas;FB;: Fumonisinas B1;FB,: Fumonisinas B2; HFB;:
Fumonisina hidrolisada B1; OTA: Ocratoxina A; DON: Deoxinivalenol; ADONs (15-ADON e 3-ADON); 15-
ADON: 15-Acetil-Deoxinivalenol; 3-ADON: 3-Acetil-Deoxinivalenol; DON-3G: Deoxinivalenol-3-Glicosideo;
NIV: Nivalenol; T-2: Toxina T-2 ¢ ZEA: Zearalenona.

3.4. DEGRADACAO DE TRICOTECENOS POR S. cerevisiae

Hé varias estratégias aplicadas para a mitigagdo dos niveis de micotoxinas, que
incluem os métodos fisicos (JALILI et al., 2010; MATUMBA et al., 2015; TIBOLA;
FERNANDES; GUARIENTI, 2016), os métodos quimicos (JALILI; JINAP, 2012; SAVI et
al., 2014) e os métodos biologicos (FAZELI et al., 2009; HASSAN et al., 2017). Os métodos
biolégicos se destacam por consistirem no desenvolvimento de tecnologias que utilizam
micro-organismos e/ou enzimas para degradar contaminantes em compostos menos toxicos ou
nao toxicos. Em fun¢do disso, varios estudos destacam a identificagdo de micro-organismos,
dentre eles bactérias, leveduras, fungos filamentosos e suas enzimas produzidas como agentes
capazes de detoxificar micotoxinas (PATHARAJAN et al., 2011).

Dentre as leveduras, destaca-se a S. cerevisiae, capaz de reduzir os efeitos toxicos
das micotoxinas durante a fermentacao alcodlica (KABAK; DOBSON; VAR, 2006). Segundo
Jamieson (1998) a S. cerevisiae ¢ altamente tolerante ao estresse oxidativo provocado por
alguns contaminantes durante o processo fermentativo.

Portanto, além da capacidade de metabolizacdo da micotoxina pela levedura, ha
também a possibilidade da ligacdo das micotoxinas em diferentes locais, como a parede
celular da levedura. Esta interagdo se da através de carboidratos complexos presentes na
parede celular da S. cerevisiae que apresentam a capacidade de adsorver diferentes
micotoxinas (STANLEY et al., 1993).

Tendo em vista os efeitos patologicos das micotoxinas em bebidas, como a
cerveja, estudos vém aplicando essas leveduras como agentes detoxificantes desses
contaminantes. A partir das rotas metabdlicas, os micro-organismos sdo capazes de degradar
e/ou modificar a estrutura dessas toxinas e estabelecer condi¢cdes fermentativas que possam
melhorar as caracteristicas funcionais da bebida (BATA; LASZTITY, 1999; GARCIA;
SILVA, 2008; PASTER et al., 1992). Portanto, a redugao da concentracdo de micotoxinas
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pode ser atribuida, tanto pela capacidade de adsor¢do destes compostos por constituintes da
parede da levedura, como pela acdo enzimadtica caracteristica do seu metabolismo (FLESH;
VOIGHT-SCHERUERMAN, 1994 apud BATA; LASZTITY, 1999).

Outro fato importante em relagdo as leveduras, ¢ que em condi¢des de estresse
como na presenca de contaminantes, pode ocorrer o aumento no consumo de energia pelas
leveduras, o que pode induzir a mudangas no metabolismo e ao acumulo de algumas
moléculas protetoras (SHIMIZU et al., 1991). A resposta oxidativa da levedura inclui a
expressao de genes que codificam enzimas envolvidas na sintese de antioxidantes empregados
na degradacao de xenobidticos. A S. cerevisiae pode realizar a regulagdo destes compostos
através de vdarias enzimas, como catalases, citocromo C peroxidase, glutationa peroxidase,
glutaredoxinas e peroxiredoxinas (COLLINSON; GRANT, 2003; GRANT, 2001;
JAMIESON, 1998).

Garda et al. (2005) avaliaram o comportamento de DON e Toxina T-2 durante a
fermentagdo alcoolica por S. cerevisiae (120 h a 14 °C) e observaram reduc¢dao dos niveis
totais de contaminacdo de 53% para as micotoxinas avaliadas indicando que a degradagdo
pode ser uma medida de reducao do estresse celular provocado pelas toxinas. Boeira, Silvello
e Remedi (2015) avaliaram a reducao da contaminagao de NIV durante o processo cervejeiro
com aplicacdo de campos magnéticos. Os autores reportaram a significativa reducao da
micotoxina NIV em 56% no produto fermentado final.

Garda et al. (2010) estudaram a cinética de degradagdo da micotoxina DON
(1 ug/mL) durante a fermentacdo submersa com Aspergillus oryzae e Rhizopus oryzae. A
degradacao com R. oryzae ocasionou a maior diminui¢ao na concentracdo de DON, 90% em
240 h, enquanto A. oryzae 74% de redug¢do em 96 h, e velocidade de degradagdo de 0,62 e
0,54 ng/h, respectivamente. Campagnollo et al. (2015) investigaram a redug¢do de micotoxinas
na cerveja durante a etapa de fermentagdo e observaram alta porcentagem de redug¢dao de ZEA
(75,1%), AFB; (48,1%) e OTA (59,4%), em contrapartida a reducdo de DON atingiu apenas
11,6%.

No entanto, estudos mais aprofundados ainda sdo necessérios sobre o destino de
cada micotoxina, principalmente relacionado ao processo cervejeiro (PASCARI et al., 2018).
Além disso, hd poucos estudos sobre os metabolitos formados durante o processo de
degradagdo da micotoxina ao longo da fermentacdo alcodlica e consequentemente sua
toxicidade. A partir desses dados ¢ possivel realizar a avaliagdo de perdas e de possiveis

beneficios pelas estratégias de descontaminagao.
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3.5. EFEITOS DE MICOTOXINAS NO PROCESSO CERVEJEIRO

Inumeros estudos relatam os efeitos provocados pela presenca de micotoxinas no
processo cervejeiro, comprometendo a qualidade do produto final (BOEIRA; SILVELLO;
REMEDI, 2015; GARDA et al., 2005; KLOSOWSKI; MIKULSKI, 2010; SHAO; ZHOU;
MCGARVEY, 2012). Boeira, Silvello e Remedi (2015) comprovaram que a fermentagao
alcodlica na presenca de NIV (0,2 pg/mL) provocou o aumento na producdao de butanol
(35,3%) em 24 h de fermentagao, etanol (0,4%) em 48 h e metanol (5,5%) e propanol (13,6%)
em 72 h.

Klosowski e Mikulski (2010) observaram caracteristicas diferenciadas nos
compostos volateis na bebida fermentada quando o malte de milho foi contaminado por
multimicotoxinas (FM, OTA, ZEA, AF e DON). Os autores identificaram o aumento na
concentracdo de acetaldeido e de metil-alcoois (30 a 100%) quando contaminado com DON,
decréscimo na concentragdo de ésteres e do 3-metil-1-butanol (32%) e redugdo das
micotoxinas OTA (11,2%) e FB, (12,6%), e a presenca de AFs diminuiu a concentracdo de 2-
metil-1-butanol (14,9%).

Garda-Buffon, Baraj e Badiale-Furlong (2010) relataram o aumento da atividade
de enzimas a e B-amilases na presenga de DON e Toxina T-2 (27,6 € 19,5, respectivamente)
presentes nos maltes de cevada (1000 ng/g de malte). Shao, Zhou e McGarvey (2012)
realizaram a fermentagdo empregando S. cerevisiae e avaliaram a metabolomica das células
da levedura com e sem adicao de patulina (PAT). Os autores identificaram que os metabdlitos
como aminoacidos livres, intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico e glicerol tiveram os
niveis aumentados entre 10 e 60% na presenca da micotoxina. No entanto, a cisteina e a GSH
apresentaram concentragdes reduzidas nas células, de aproximadamente 5 e 55%,
respectivamente, indicando taxa mais lenta de sintese proteica e a inducdo do estresse
oxidativo nas células com PAT.

Flores (2013) avaliou a fermentacdo submersa por S. cerevisiae em meio sintético
Yeast Peptone Dextrose (YPD) na presenca de DON (1 pg/mL) e observou o aumento de 11%
no conteudo total de proteinas em 22 h de fermentagdo. Além disso, o autor apontou a
formagdo de biomarcadores como catalase e PO, na faixa de 50 a 35 kDa ap6s 47 h de cultivo
na presenga de DON.

Bretanha (2014) avaliou a producdo de biomarcadores, sintetizados por
S. cerevisiae de alta e de baixa fermenta¢do na presenga de DON (1 pg/mL). A comparagao

entre as cepas quanto a produ¢@o de marcadores micotoxicoldgicos indicou que a levedura de
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alta fermentacdo em condi¢des de anaerobiose a 26 °C durante 96 h apresentou perfil de
alguns metabdlitos (PO e GSH) alterados na presenca de DON, visto que em 72 h de
fermentagdo ocorreu aumento da atividade enzimatica da PO (71%) e também da producao de
GSH (62%) quando comparadas ao controle. Além disso, a autora também evidenciou a
sensibilidade da levedura quanto a toxicidade, sendo a S. cerevisiae um produtor de
biomarcadores como GSH e proteinas intracelulares caracterizadas por massa molecular de 47
e 54 kDa.

Cougo, Fontes e Duarte (2015) estudaram o processo fermentativo com
S. cerevisiae em meio sintético contaminado com NIV (0,1 pg/mL). Os resultados apontaram
aumento na produgdo proteica (33,8 mg/mL) em 24 h, reducdo de 28% de lipidios (acido

linoleico) e redugdo da concentragao de GSH de 60% em 96 h de cultivo, na presenca de NIV.

3.6. DETERMINACOES DE MICOTOXINAS

Os métodos analiticos sao importantes para a determinacdo de micotoxinas em
matrizes alimentares. Devido a multiplicidade de variaveis e estruturas desses compostos, nao
¢ possivel usar um método padrao para detectar todas micotoxinas, pois cada uma exigird um
método diferente para obter o melhor desempenho (SIEGEL; BABUSCIO, 2011; TURNER et
al., 2009).

Dentre as técnicas, pode-se destacar o método QuEChERS (nome acrénimo
rapido, facil, barato, efetivo, robusto e seguro) (PEREIRA; FERNANDES; CUNHA, 2015).
Este método envolve a extracdo de micotoxinas com solventes organicos (acetonitrila
(MeCN), acetato de etila ou acetona) e particdo utilizando diferentes sais isolados ou
combinados (sulfato de magnésio anidro (MgSO4) e cloreto de s6dio (NaCl)). Apds, ocorre as
etapas de agitacdo e centrifugacdo e uma aliquota da fase organica ¢ submetida a etapa de
limpeza (octadecilsilano (C18), alumina, carvdo ativado, MgSQy, entre outros) (MAJORS,
2008; PEREIRA, FERNANDES; CUNHA, 2015).

A utilizacdo de MgSO4 na etapa de extracdo/separagdo de fases deve-se a sua
elevada capacidade de remocdo do volume de agua e sua hidratacdo resulta no aquecimento
da amostra, favorecendo a extracdo de substancias apolares (ANASTASSIADES et al., 2003).
A combinagdo dos sais como NaCl e MgSO, favorece a transferéncia de substancias polares
para a fase organica (PRESTES, 2019). Consequentemente, a etapa de limpeza ¢ uma etapa
importante na eliminacdo de compostos interferentes, sendo a amina primaria-secundaria

(PSA) e o Cl18, os sorventes mais utilizados na extracdo de micotoxinas de amostras de
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alimentos (FERNANDES et al., 2015; LI et al., 2015; MICHLIG et al., 2016; RODRIGUEZ-
CARRASCO et al., 2015; VEPRIKOVA et al., 2015).

O método QuUEChERS vem sendo amplamente utilizado para a extragdo de
micotoxinas em diferentes matrizes alimentares como cervejas (RODRIGUEZ-CARRASCO
et al., 2015) e adjuntos cervejeiros como milho (FERREIRA; FERNANDES; CUNHA,
2012), arroz (BEMVENUTI et al., 2012), cevada (RUBERT et al., 2013) e trigo (SEUS-
ARRACHE et al., 2018). Rubert et al. (2013) determinaram 32 micotoxinas (entre as quais
DON, 3-ADON, 15-ADON e NIV) presentes em amostras de cevada empregando
QuEChERS. O método mostrou-se adequado, apresentando recuperacdes entre 65-85% e
desvio padrio relativo inferior a 17,4% para todas as micotoxinas.

Seus-Arraché et al. (2018) realizaram a determinagdo simultanea de tricotecenos
do tipo B (DON, ADONSs e NIV) em amostras de trigo e obtiveram recuperagdes entre 76-
88% e desvios padrao relativos entre 3,3 e 9,8% utilizando o método QUEChERS. Pascari et
al. (2018) empregaram QuEChERS para a determinacdo de 23 micotoxinas em 64 amostras
de cerveja. A toxina mais frequente detectada na matriz foi a ZEA, sendo quantificada em
65% das amostras positivas, com niveis variando de 8,24 a 62,96 pg/L.

No entanto, os valores de micotoxinas podem ser subestimados, visto que na
composi¢cdo da cerveja, ha uma ampla gama de compostos de baixo peso molecular, como
aclcares, pigmentos, acidos organicos, considerados interferentes e que podem provocar
efeito significativo de matriz na etapa de detec¢ao das micotoxinas (ZACHARIASOVA et al.,
2010). A grande vantagem da utilizagdo do método QUEChERS ¢ a eliminagdo de compostos
interferentes, nao necessitando a diluicdo da amostra (REJCZAK; TUZIMSKI, 2015).
Entretanto, devido a variedade de compostos diferentes presentes na cerveja ha a necessidade
da diluigdo de amostra para minimizar as interacdes da matriz com esses interferentes
(PETERS et al., 2017; VARGA et al., 2013).

Outra vantagem do QUEChERS ¢ eficécia na extracdo de analitos com diferentes
polaridades em concentragdo de tracos nas amostras (HACKBART, 2012; SIRHAN, 2011).
Assim, este procedimento torna-se promissor para extragdo de toxinas distintas em diversas
matrizes, como mosto cervejeiro e cerveja (BEMVENUTI et al., 2012).

Tamura, Uyama e Mochizuki (2011) aplicaram o método QUEChERS em bebidas
a base de cerveja (cerveja, cerveja com baixo teor de malte e ndo alcodlica) comercializadas
no Japao para a determinagdo de multimicotoxinas (PAT, NIV, DON, AFs, T-2, HT-2, ZEA,
FMs, OTA, entre outras), utilizando para a detecc@o a cromatografia liquida de desempenho

ultra-alta, acoplada a espectrometria de massa em tandem. As micotoxinas foram extraidas
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utilizando MeCN com NaCl, MgSOy e citrato de soédio, e foram entdo purificados com um
cartucho de extracdo em fase so6lida incluindo C18. As determinagdes produziram altos
coeficientes de correlacdo de 15 micotoxinas (coeficiente de correlacdo, R>0,99) e taxas de
recuperagdo variando de 70,3 a 110,7% com boa repetibilidade (erro relativo percentual,
RSD<14,6%).

Portanto, na identificagdo dos compostos presentes na cerveja, bem como na
autenticacao e controle dos processos produtivos, podem ser empregadas técnicas analiticas,
tais como espectroscopia na regido do infravermelho (BIANCOLILLO et al., 2014; PINTO et
al., 2015), espectrometria de massas (ANDRES-IGLESIAS et al, 2014; MARTINEZ-
HUELAMO et al., 2014), cromatografia gasosa (LANGOS et al., 2016; RASCON et al.,
2019) e ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) (ALMEIDA et al., 2006;
KHATIB et al., 2006), sendo esta ultima utilizada neste estudo.

3.7. ESPECTROSCOPIA RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H

Outra técnica que vem se destacando ¢ a RMN de 'H, utilizada para a
determinacdo de estruturas de moléculas organicas em amostras liquidas. Segundo Duarte et
al. (2002) esta técnica permite caracterizar a composicao e o perfil metabolico de bebidas,
como a cerveja.

A espectroscopia de RMN baseia-se no principio da propriedade dos nucleos
atoOmicos, chamada spin, representado pela capacidade do elétron em girar sobre seu proprio
eixo (FREITAS, BONAGAMBA, 1999). Quando na presenca de um campo magnético
externo, os nicleos com spin I=1/2, se orientam a favor ou contra a este campo, originando
dois niveis de energias (o e ) (ATKINS, PAULA, 2006). No entanto, a emissdao do foton de
mesma energia que provoca a separacdo entre estes niveis causara a absor¢ao e a excitacao
dos spins. Portanto, quando incidida uma onda de radiofrequéncia sobre a molécula ocorre a
perturbagdo do sistema, que coincidi com a diferenga dos niveis de energia entre os spins,
chamada de condicdo de “ressonancia” (WESTBROOK, 2000).

Apds, cessar a excitagdo magnética, o sistema retorna ao equilibrio, emitindo as
radiofrequéncias absorvidas (WESTBROOK, 2000). A energia absorvida apresenta
individualidades para cada molécula e dependendo do ambiente quimico de cada nicleo
ocorre a obtencdo de sinais em diferentes regides do espectro, denominado deslocamento
quimico (0), dados em ppm (partes por milhdo), permitindo a identificagdo e a elucidagdo

estrutural de diversos compostos. A diferenga de ambiente pode ocorrer pela maior ou menor
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blindagem do proton pela carga dos elétrons na regido ao qual se encontra o proton. Assim,
quanto mais blindado estiver o nicleo menor serd o deslocamento quimico e quanto menos
blindado maior o valor do sinal (EWING, 1972).

Portanto, o deslocamento quimico, representa as areas referentes aos sinais
proporcionais ao numero de protons que originam o sinal, consequentemente, os sinais
apresentados nos graficos de RMN serdo de tamanhos diferentes. Logo, a area sobre a curva a
partir da linha sobreposta ao espectro original pode ser determinada com o célculo de integral.
Os degraus de integragdo irdo apresentar alturas diferentes que serdo proporcionais a
intensidade fornecida pela area do sinal e esta altura € proporcional ao nimero de protons que
da origem ao sinal (PAVIA et al., 2010).

Os espectros de RMN de 'H podem ser adquiridos com solventes deuterados
como o 6xido de deutério (D,0), visto que estes podem apresentar trocas rapidas de deutério
com o hidrogénio da amostra eliminando o sinal de uma série de grupos (-COOH, -OH e -
NH;). Para tal, o deslocamento quimico, deve apresentar um sinal de referéncia dado pelo
tetrametilsilano (TMS), dados em ppm, comumente empregado para obter espectros de
hidrogénio e carbono, pois apresenta sinal unico (WESTBROOK, 2000).

Consequentemente, a escolha do solvente adequado considerando sua polaridade e
aromaticidade ¢ essencial na otimizacdo da separacdo do sinal, pois, conduz a mudancas
considerdveis no deslocamento quimico, dispersao do sinal, padrdo da linha de base,
complexidade global do espectro, bem como, na constante de acoplamento (J), grandeza que
mede o grau da interacdo entre nlcleos vizinhos, dado em Hertz (Hz) (FREITAS,
BONAGAMBA, 1999; WESTBROOK, 2000).

Apesar de ser mais comumente aplicada na area farmacéutica, a RMN
desempenha um papel importante em areas de alimentos, fisica, biologia, quimica, entre
outras. A técnica pode identificar e quantificar as moléculas presentes nas bebidas como a
cerveja, assim € possivel determinar os componentes majoritarios comumente encontrados no
mosto cervejeiro como agucares (glicose, maltose, maltotriose), aminoacidos, peptideos, entre
outros, € na cerveja, composta por etanol, dlcoois superiores, diacetil, ésteres, compostos de
enxofre e acidos carboxilicos (ATKINS, PAULA, 2006; EWING, 1972; PAVIA et al., 2010).

Duarte et al. (2002) utilizando a técnica de espectrofotometria de RMN de 'H de
alta resolucdo e andlise multivariada no controle de qualidade de 17 cervejas (6 Lagers e
11 Ales) obtiveram o espectro de infravermelho, na regido entre 1200 ¢ 800 cm™ o que
possibilitou separar as cervejas sem alcool das demais. A avaliagdo do espectro ainda permitiu

a identificagdo de alcoois (propanol, isobutanol e isopentanol), 4cidos organicos alifaticos



49

(citrico, malico, latico, piruvico, acético e succinico) e aminoacidos (alanina, acido y-
aminobutirico e prolina), valina, leucina e isoleucina.

Em meados de 2003, Duarte et al. (2003) identificaram os carboidratos presentes
nas cervejas do tipo Ale e Lager, por meio das técnicas de cromatografia liquida acoplada a
RMN e os compostos foram identificados pela espectrometria de massas. Os autores
utilizaram dois rétulos de cervejas do tipo Lager (1 € 2) e um de Ale (1). A técnica analitica
possibilitou identificar que as cervejas Lager (1) e Ale (1) apresentaram oligossacarideos de
glicose, enquanto a Lager (2) apresentou mondmeros de glicose.

Almeida et al. (2006) empregaram a RMN de 'H para verificar diferengas em uma
marca de cerveja em trés diferentes plantas fabris (A, B e C). Os autores verificaram o
conteudo de acidos latico (49, 117 e 48 mg/L, respectivamente) e piravico (120, 168 e
156 mg/L, respectivamente), € observaram boa reprodutibilidade na planta A, mas nao nos
locais B e C. As cervejas do local B foram distinguidas pela predominancia de dextrinas
lineares (5,0 mg/L), enquanto nas cervejas A e C prevaleceram as dextrinas ramificadas
(5,8 mg/L). Além disso, as plantas fabris foram distinguidas quanto ao conteudo de
adenosina/inosina (71, 52 e 82 mg/L, respectivamente), uridina (112, 149 e 134 mg/L,
respectivamente) e tirosina/tirosol (198, 229 e 235 mg/L, respectivamente).

Rodrigues et al. (2011) avaliaram o espectro de RMN de 'H em conjunto com a
analise multivariada, para monitorar as alteragdes quimicas na cerveja Lager exposta ao
envelhecimento forcado (a 45 °C por 18 dias). Os autores observaram que o 5-hidroximetil
furfural foi o marcador de envelhecimento mais significativo, mostrando uma variagdo de
150% entre os dias 0 e 18, juntamente com aumentos de alcoois (5%) e acidos organicos (5%)
(acidos acético, pirtvico e succinico), além de diminui¢des do acido y-aminobutirico (6%) e
dextrinas (39%).

Pereira et al. (2016) avaliaram cervejas comerciais brasileiras de 8 diferentes
marcas, para a deteccdo de fraude derivada da troca de rotulos e tampas de cervejas do estilo
American Lager de baixo custo pelas de maior valor. Os sinais desses aglcares foram
identificados no modo positivo na forma de adutos (produto da adi¢@o direta de duas ou mais
moléculas diferentes, resultando em um unico produto de reacdo contendo todos os dtomos de
todos os componentes iniciais.) de s6dio e potassio, enquanto que no negativo na forma de
cloretos e dihidrogenofosfatos.

Argentina et al. (2019) utilizaram a técnica de espectroscopia de RMN de 'H para

discriminar amostras de cerveja Lager Padrdo e Premium, de acordo com seu estilo e
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informagdes fornecidas no rotulo. As amostras de cerveja Premium apresentaram malto-
oligossacarideos. Por outro lado, as dextrinas estavam presentes em cervejas Padrao.

A partir dos estudos mencionados observa-se que a RMN ¢é empregada para
identificar substancias quimicas presentes nas cervejas e diferenciar os tipos da mesma.
Entretanto, além das diferencas quimicas existentes, devidos aos diferentes processos
industriais, matérias-primas e adulteragdes intencionais, a cerveja pode apresentar alteragdes

por contaminagdes, como as provocadas por micotoxinas.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. MATERIAL

A fermentagdo alcodlica foi feita com o uso da levedura comercial liofilizada
S. cerevisiae US-05 de alta fermentagdo, adquirida da empresa WE Consultoria. Os padroes
de micotoxinas (DON e 15-ADON) e o adsorvente C18 foram adquiridos na Sigma-Aldrich
(Saint Louis, Missouri, USA).

A 4gua ultrapura foi obtida de um sistema de agua Milli-Q Direct-Q UV® da
Millipore Corp. (Alemanha). A acetonitrila e o tolueno (grau LC) foram adquiridos da

PanReac (Espanha).

4.2. METODOS

4.2.1. Preparo dos padroes de micotoxinas

As solugdes analiticas estoque de tricotecenos (DON e 15-ADON) foram
preparadas a partir de 1 mg de cada micotoxina. Apos, as solucdes de trabalho de 50 pg/mL
de DON e 15-ADON foram preparadas em tolueno:acetonitrila (95:5, v/v) e armazenadas a
4 °C. A confirmacao da concentragao das solucdes de trabalho em acetonitrila foi feita em
espectrofotometro UV-Vis (FEMTO Cirrus-80) em comprimento de onda de 220 nm e
absortividade molar de 6808 para DON e 6895 para 15-ADON, de acordo com a Equacao 1.
Onde, Conc ¢ a concentragdo de DON e 15-ADON (ug/mL), Abs € a Absorbancia (nm), k € o
coeficiente especifico,b MM ¢ a massa molar de DON (296,3 g/mol) e 15-ADON
(338,4 g/mol), ¢ ¢ a absortividade molar (L/molcm) e ¢ ¢ a espessura da cubeta (cm)

(BENNETT, SHOTWELL, 1990; KRSKA et al., 2007).

1000 Abs k MM

€C

Conc ( g/mL) (D

4.2.2. Mosto cervejeiro

O mosto cervejeiro (10 L) do tipo American Pale Ale foi doado por uma
microcervejaria localizada na cidade de Rio Grande, RS, Brasil. Este foi previamente
preparado na microcervejaria empregando 750 L de dgua potavel, 88 kg de malte Pilsen, 2 kg

de malte Carared e 90 kg de malte de Munique tipo II, resultando em um mosto com
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densidade inicial de 1057 g/cn’. A composi¢do do mosto cervejeiro foi determinada no item

4.3.1.

4.2.3. Fermentaciao alcoolica do mosto cervejeiro

A fermentagdo alcoolica do mosto cervejeiro foi conduzida na presenca dos
tricotecenos, DON e 15-ADON. O processo fermentativo foi realizado para investigar a
sintese de metabolitos pela levedura S. cerevisiae como consequéncia da contaminagdo por
DON e 15-ADON. Portanto, foram determinados os parametros cinéticos, bioquimicos e
fisico-quimicos.

A fermentacdo alcodlica foi feita conforme o procedimento descrito por
Foszczynska et al. (2008) com modificagdes empregando reatores tipo Erlenmeyer (500 mL).
A levedura liofilizada foi hidratada previamente ao cultivo pela adi¢do de 1 g de levedura e
10 mL de mosto cervejeiro, previamente agitado em agitador orbital por 10 min. Apoés um
volume correspondente a 0,115 g de levedura foi adicionado ao reator contendo mosto
cervejeiro de forma a obter volume final de 200 mL de meio fermentativo.

Durante a fermentagao alcodlica o efeito dos tricotecenos (DON e 15-ADON) foi
determinado em dois ensaios com concentragdes diferentes de micotoxinas, denominados
tratamento 1 (T1) e tratamento 2 (T2)e um ensaio controle (C) no qual ocorreu a fermentagao
sem a adi¢do das micotoxinas. Para acompanhamento, um ensaio sem a adi¢do de levedura e
micotoxina foi feito para avaliar o meio fermentativo.

No tratamento 1 foi adicionado ao reator 0,2 ug/mL e no tratamento 2 foi
adicionado 0,8 pg/mL, tanto para DON quanto para 15-ADON. A menor concentragdo
avaliada considerou a propor¢cdo de malte/dgua (0,2 kg/L) utilizada no processo de
mosturagdo e a concentracdo de 750 pg/kg de DON no malte, limite maximo regulamentado
pela ANVISA (BRASIL, 2017b). Para o célculo da concentragdo de micotoxinas empregadas
no tratamento 2 utilizou-se 4 vezes a concentragao do tratamento 1.

As solucdes de micotoxinas foram adicionadas ao reator e o solvente evaporado
em banho de areia a 60 °C, apds foi adicionado o mosto cervejeiro e mantido sob agitagdo em
banho ultrassonico por 10 min para a solubilizagdo das micotoxinas. Em seguida, foi
adicionado a levedura e os reatores foram incubados em camara germinativa (BOD) a 19 °C
durante 96 h. A fermentacdo alcodlica ocorreu com amostragens retiradas assepticamente a
cada 24 h de cultivo para o acompanhamento do potencial hidrogenidonico (pH), viabilidade

celular, acidez totalatividade enzimatica da PO,concentracdo de biomassa, de agucares
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redutores (AR), de GSH, de proteina soluvel, de proteina total, de etanol ¢ de DON e 15-
ADON, além da realizagdo da RMN. Ao final de 96 h de fermentacdo foi feita a microscopia
eletronica de varredura (MEV) das células de levedura. As etapas executadas no estudo estao

demonstradas na Figura 2.

Figura 2 — Etapas realizadas no estudo.

Fermentagao
Mosto alcodlica
| |
. Tratamento 1 Tratamento 2 Controle
Composicao .
proximal 0,2 pg/mL DON e 0,8 pg/mL DON e sem adicdo de
15-ADON. 15-ADON. micotoxinas.

Caracterizacao: acidez total, pH,agucar redutor, proteinas
soltveis e totais, concentragdo de biomassa, viabilidade celular,
atividade enzimatica da PO, concentra¢dao de GSH, etanol,
MEV, RMN eextragao e quantificacdo de DON e 15-ADON.

4.3. EFEITOS DAS MICOTOXINAS NA FERMENTACAO ALCOOLICA

4.3.1. Composicao do mosto cervejeiro

A caracterizacdo quimica do mosto cervejeiro foi feita de acordo com a
Association of Official Analytical Chemists International — AOAC (AOAC, 2000). O teor de
umidade foi determinado empregando gravimetria com secagem em estufa, pela perda de
massa da amostra, quando aquecida a 105°C por 24 h, pelo método n®935.29. A
determinacdo de cinzas foi feita por gravimetria, através de incineracdo das amostras em
mufla a 550 °C, como descrito no método n°923.03. A concentragao de proteina foi
determinada pelo método de Kjeldahl, pela conversdo do nitrogénio quantificado para
proteina empregando o fator de conversao (6,25), conforme o método n° 992.23.

O pH foi determinado potenciometricamente em pHmetro. A acidez total foi
determinada segundo Akan et al. (2016) modificado, no qual 5 mL da amostra, 15 mL de dgua
destilada e 3 gotas do indicador fenolftaleina foram misturados, apos a amostra foi titulada
com solucao de hidroxido de s6dio (NaOH) 0,097 M. Para o célculo da acidez total utilizou-se

a Equacdo 2. Onde, At ¢ a acidez total, f é o fator de correcdo do NaOH (1,75), v representa o
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volume da solucdo de NaOH 0,097 M gasto na titulagdo (mL), M refere-se ao valor da

molaridade do NaOH e V representa o volume da amostra (mL).

1000 fvM

v

At

2)

Os solidos soluveis foram mensurados em refratometro digital e o resultado
expresso em unidade de °Brix, que relaciona a quantidade de agucar (em gramas) contida em
100 mL de mosto cervejeiro (CHITARRA; CHITARRA, 2005). A densidade aparente (p) foi
determinada utilizando picndmetro. Neste foi adicionado &gua destilada a 24 °C
(p 1,063 g/mL). A densidade aparente do mosto foi calculada a partir da Equagdo 3 (BUENO;
DEGREVE, 1980).

Massa da amostra

p mosto (g/mL) €)

olume de agua

Os lipidios foram determinados de acordo com o procedimento descrito por Folch,
Lees e Stanley (1957), que consistiu na agitagdo de 5 mL de mosto cervejeiro em banho
ultrassonico durante 5 min com 40 mL da mistura cloroférmio:metanol (2:1), sendo
centrifugada a 2240 x g por 10 min. O sobrenadante foi separado e transferido para um funil
de separacdo. A fase inferior separada foi submetida a secagem em baldo de fundo chato em
rota-evaporador (70 °C). Em seguida, o baldao foi colocado em estufa a 65°C por 12 h e

pesado, apos foi calculado o teor de lipidios, conforme Equagao 4.

. g Massa final da amostra — Massa do baldo tarado
Lipidios ( ) ( ) 100

Massa da amosta “)

A concentracdo de proteinas soluveis no mosto cervejeiro foi determinada pelo
método colorimétrico descrito por Lowry et al. (1951), utilizando curva padrao de albumina.
Em tubo de ensaio foi adicionado 0,5 mL de mosto cervejeiro diluido na proporcao 1:50 (v/v)
em agua, 0,5 mL de NaOH (1 mol/L) e 4 mL de solucdo alcalina. Depois de 10 min foi
adicionado 1,0 mL do reagente de fenol Folin-Ciocalteau e os tubos foram mantidos no escuro

durante 30 min, apos a absorbancia foi lida em espectrofotometro (FEMTO Cirrus-80) a

660 nm.
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A quantificacdo dos acgucares ndo redutores (sacarose) foi feita com prévia
hidrolise acida (HCl) conforme o método descrito por Zoecklein et al. (2001). Apds, foi feita
a determinagdo de agucares redutores pelo método espectrofotométrico do acido 3,5-
dinitrossalicilico (DNS). Em tubo de ensaio foi adicionado 1,0 mL de amostra, 1 mL de
NaOH (2 M) e 1 mL do reagente DNS. Posteriormente, o tubo foi aquecido em banho-maria a
100 °C por 5 min, resfriado em banho de gelo por 5 min, adicionado 7 mL de agua destilada e
feita a leitura da absorbancia em espectrofotometro (FEMTO Cirrus-80) a 540 nm. O branco
da solugdo consistiu em substituir o volume de amostra por agua destilada (1,0 mL)

(MILLER, 1991).

4.3.2. Extracio e quantificacdo de micotoxina do mosto e do meio fermentado

A extracdo de DON e 15-ADON do mosto foi feita pelo método QuEChERS de
acordo com Pascari et al. (2019) com modificagdes. Para a extracdo dos analitos foram feitos
9 experimentos contendo 1 mL de amostra e diferentes volumes de MeCN, apos foram
homogeneizados em vortex por 1 min e levados ao banho ultrassonico por 3 min. Na etapa de
particdo foram adicionados 0,4 g de MgSO4 ¢ 0,1 g de NaCl. A mistura foi agitada em vortex
por 30 s, sonicada por 3 min e entdo centrifugada a 4725 x g durante 5 min. O sobrenadante
(1600 uL) foi removido para etapa de limpeza que consistiu em adicionar diferentes
adsorventes (alumina, C18, MgSO, e carvao) e massas. A mistura foi submetida a agitacao
em vortex e centrifugacdo a 4725 x g durante 5 min. O sobrenadante (800 uL) foi recolhido e
evaporado em banho de areia a 60 °C. O extrato seco foi ressuspenso em 1 mL de fase movel
composta por dgua ultrapura:acetonitrila (70:30, v/v), seguido da centrifugacdo a 8944 x g
durante 5 min e injecdo cromatografica (20 puL). As etapas de extracdo e limpeza utilizadas no
método QUEChERS sao apresentadas na Tabela 3.

A deteccdo e quantificacio de DON e 15-ADON foram efetuadas em
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (LC), equipado com detector de arranjo de diodos
(DAD-10AXL) operando a 220 nm com sistema de bombas (LC-20AT), desgaseificador de
fase movel (DGU-20A5), controlador (CBM-20A), injetor automatico (SIL 20A-HT) e
programa LC-10 (Shimadzu, Kyoto, Japdo). A separagdo foi feita em coluna C18 de fase
reversa (Gemini®, Phenomenex) 250 x 4,5 mm (5 pm). A fase movel foi constituida por
MeCN e 4gua Mili-Q (30:70, v/v), com vazdo de 0,8 mL/min e volume de injecdo de 20 uL
(SOUZA et al., 2015).
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Tabela 3 — Experimentos empregando diferentes volumes de solvente extrator e adsorventes
na etapa de limpeza do mosto cervejeiro pelo método QuUEChERS.

Solvente de

Experimento Adsorvente (g)
extracao* (mL)
1 0,5 Carvao ativado (0,01), celite (0,04) e MgSO4 (0,09)
2 1,0 Carvao ativado (0,01), celite (0,04) e MgSO4 (0,09)
3 2,0 Carvao ativado (0,04), celite (0,04) e MgSO4 (0,09)
4 2,0 Celite (0,04) e MgS04(0,09)
5 1,0 C18 (0,04), celite (0,04) e MgS04(0,09)
6 2,0 C18 (0,04), celite (0,04) e MgS0O4(0,09)
7 2,0 C18 (0,04), alumina (0,01) e MgSO4(0,09)
8 2,0 Alumina (0,04) e MgSO4(0,09)
9 1,0 Alumina (0,04) e MgSO4(0,09)

*Acetonitrila

A validagdo do método foi feita de acordo com o preconizado pela Unido
Europeia (Diretiva 2002/657/EC) (EC, 2002) e pela ANVISA (RE n°°166 de 24/07/17)
(BRASIL, 2017a). Os seguintes parametros de validacao foram estudados a fim de avaliar a
eficacia do método analitico: linearidade, limite de detec¢dao (LOD), limite de quantificagao
(LOQ), exatidao, precisao e efeito matriz.

Para avaliar a linearidade foram construidas curvas analiticas através de
padronizacdo externa no solvente e por superposicdo de matriz. O LOD e o LOQ foram
estimados pela relagdo sinal/ruido, considerando a concentracao da solu¢do com o padrao que
gerou no minimo um sinal de 3 e 10 vezes maior que o sinal gerado pela linha de base (ruido),
respectivamente. As concentragdes das solugdes analiticas utilizadas para a construgdo das
curvas foram: 0,042 — 5,0 ug/mL para DON e 15-ADON.

A exatidao foi avaliada com base em ensaios de recuperacao. Amostras de mosto
(isentas de micotoxinas) foram contaminadas nos niveis de 1,25, 2,5 e 5,0 ug/mL para os
tricotecenos, DON e 15-ADON, a partir da adicdo de volume conhecido de solugdo trabalho
de cada micotoxina a 1 mL de amostra.

A precisdo foi avaliada em termos de repetibilidade e de precisdo intermediaria. A
seletividade foi determinada pelo sinal do analito gerado em LC-DAD e pelo espectro de

absorcdo do sinal do analito comparado ao do padrao.
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Para a quantificacdo dos tricotecenos foi utilizada a padronizagdo por
superposi¢cdo de matriz e os calculos para expressar a porcentagem de recuperagao (R%) de
cada micotoxina, DON e 15-ADON, foram realizados de acordo com a Equacdo 5. Onde,
Concl ¢ a concentracdo determinada apdés a contaminagdo, Conc2 ¢ a concentragio
determinada na amostra ndo contaminada (branco) e o Conc3 ¢ a concentragdo esperada para

o nivel de contaminagao.

0/ — Concl - Conc2
R(A)) ( Conc3

) 100 (5)

O efeito de matriz foi determinado com curva analitica no solvente e curva
analitica na matriz, em que foram analisadas as inclinagdes das retas, conforme Equacgao 6.
Onde, X, corresponde a inclina¢ao da curva obtida pela injecdo da solugdo analitica de DON
e 15-ADON, preparada no extrato da matriz (mosto cervejeiro) e X, refere-se a inclinagao da
curva obtida pela injecdo da solugdo analitica de DON e 15-ADON, preparada no solvente

((70:30)/(a4gua ultrapura:MeCN)) (ECONOMOU et al., 2009).

EM(%) =(——) 100
(6)

O método QUEChERS avaliado e validado foi aplicado para a determinagao dos

tricotecenos DON e 15-ADON no mosto cervejeiro e no meio fermentado.
4.3.3. Caracterizacao bioquimica e cinética da fermentac¢ao alcodlica

A concentracdo de biomassa foi avaliada em espectrofotometro (FEMTO Cirrus-
80) pela medida da densidade optica a 600 nm. O crescimento da biomassa foi avaliado
através da razdo entre a concentragdo celular maxima e a concentragdo celular inicial
(CHANG et al., 2018).

A viabilidade celular foi feita pelo método de exclusdo com o corante azul de
trypan (0,2%). A uma aliquota de amostra (500 pL) foi adicionado o corante azul de trypan
(20 pL). Apods 1 min, uma gota desta solugdo foi colocada em camara de Neubauer e feita a
contagem de células vidveis em microscopio. Os calculos de viabilidade celular foram feitos

em conformidade com a relacdo entre as células viaveis e o nimero total de células de cada
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experimento, representado pela Equacdo 7 (FRESHNEY, 1987). Onde, Cv representa por

Células viaveis e Cnv representa as Células ndo vidveis.

Cv  Cnv

Viabilidade celular(%) = ( =

) 100 (7)

A atividade enzimatica da PO foi avaliada de acordo com Garda-Buffon, Kupski e
Furlong (2011). Ao meio fermentado (1 mL) foi adicionado tampao fosfato (1,5 mL,
5 mmol/L, pH 6,0), 4gua destilada (2 mL), per6xido de hidrogénio (H,0O,) 0,08% (1 mL) e
guaiacol 1% (0,5 mL). A mistura foi incubada por 30 min em banho-maria a 30°C e a
absorbancia determinada em espectrofotdometro (FEMTO Cirrus-80) a 470 nm. Uma unidade
da enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de oxidar ou hidrolisar 1 pmol
de substrato por min (FELTRIN et al., 2017) e foi considerado a absortividade molar do
guaiacol (€470) de 26600/(M cm).

A GSH intracelular foi quantificada a partir do método colorimétrico determinado
por Owens e Belcher (1965). Primeiramente, 1,5 mL de meio fermentado foi centrifugado e
nas células sedimentadas foi realizada a extracdo da GSH adicionando 1,5 mL de solucao de
etanol 40% (v/v), mantida a 30°C durante 2 h e centrifugacdo a 1804 x g por 10 min. Para a
reacdo colorimétrica foram utilizados 0,5 mL de sobrenadante, 1,5 mL de tampao fosfato de
potassio 0,5 mol/L (pH 8,0) e 0,03 mL de acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB). Apos
3 min a absorbancia foi medida em espectrofotdometro (FEMTO Cirrus-80) a 412 nm. Para o
ensaio branco, a solucdo de etanol 40% substituiu o sobrenadante. A concentracdo de GSH
(mg/L) foi calculada usando a curva padrao, de L-glutationa reduzida.

A concentracdo de GSH e a atividade da PO na célula da levedura foram
utilizados para calcular a degradacao especifica redox (DER) (U h/L) de DON e 15-ADON do
meio fermentado, estimado empregando a Equacdo 8. Onde: TRIC(%) ¢ o percentual da
concentragdo de DON ou 15-ADON determinados no meio fermentado; [GSH] ¢ a
concentragdo de GSH (mg/L), Apo ¢ a atividade da peroxidase (Urowr), Vi € 0 volume do

reator (200 mL) e t € o tempo coleta de amostra do processo fermentativo (h).

RIC( )

DER(%degradagao/mggsu Upo h) TIG H ArVe

(8)

A velocidade maxima de crescimento ([Lmsx) foi obtida pela regressdo exponencial

aplicada a fase logaritmica de crescimento (HAMIDI-ESFAHANI et al., 2007) e os fatores de
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conversdo de substrato em glutationa (Ygsmss), substrato em etanol (Ygs), substrato em
biomassa (Yxss), biomassa em glutationa (Ygsn/x), biomassa em etanol (Yg/x) e etanol em
GSH (Ygswge) foram estimados empregando as equagdes 9, 10, 11, 12, 13 e 14
respectivamente (LIMA et al., 2001), nos tempos 0 ¢ 96 h de fermentagdo alcoolica. Onde:
[GSH] ¢ a concentragdo de GSH, [E] ¢ a concentracdo de etanol, [S] é a concentracdo de

substrato (glicose), [X] ¢ a concentracdao de biomassa e AR ¢ o agtcar redutor.

((GH ,-[GH )

Y Gsws(Mggsn/mgar) = )]
€ oonl 1
E -[E
YE/S (ngtanol/mgAR)= M (10)
€ ool
Y . / _ ([ h ~ [ Oh) 1 1
X/S (mgBlomassa mgAR) — ( )
€ ool
[GH -GH
YGshix (mgGSH/mgBiomassa)= ( . o) (12)
@ ool 1y
E -[E
YE/x (ngtanol/ mgBiomassa)= M (13)
@ ol ny
G H -[G H
Yasue (MEGsH/ MEEtanol) = 4 w1G B o) (14)

([E gp[E 1y

Ao final de 96 h de fermentagao foi realizada a avaliagao das células da levedura
por MEV. As aliquotas do precipitado celular foram mantidas durante 48 h a 4 °C em 1 mL
de solucdo de glutaraldeido (3%) e em tampao fosfato 0,05 M (pH 6,8). As amostras foram
lavadas com 4gua destilada e desidratadas com lavagens sucessivas de etanol (30, 50, 70 e
95%), permanecendo 20 min em cada concentragdo e 45 min em etanol absoluto. Apds, foram
colocadas em stubs e cobertas com ouro paladio com espectro de energia dispersiva a 25 kV e
com magnitude de 1000 a 5000 X (TAO; JIA; ZHOU, 2014) e visualizadas em MEV,
localizado no Centro de Microscopia Eletronica do Sul (CEME-SUL) da Universidade
Federal do Rio Grande - FURG.

4.3.4. Caracterizacao fisico-quimica da fermentacao alcodlica

O pH, a acidez total, a concentragdo de acucar redutor e de proteinas foram

determinadas conforme descrito no item 4.3.1.
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O contetdo de etanol foi quantificado de acordo com Klaric et al. (2015) por
cromatografo a gas (CG-2010 Shimadzu) equipado com injetor Split/Splitless e detector de
ionizacdo de chama, coluna Crossbond de 30 m, 0,25 mm de diametro interno ¢ 0,25 um de
espessura de 75% de pelicula-fenil-metilpolisiloxano. O volume de injecdo manual
empregado foi 1 pL, no modo Split (1:100), a temperatura de entrada 230 °C, a pressdo da
coluna de 2,33 psi e a vazao do gas de arraste de nitrogénio 0,5 mL/min. A velocidade média
do gas de nitrogénio de 10 cm/s. A temperatura do forno foi mantida a 26 °C durante 7 min e
em seguida aumentou de 26 para 50 °C a uma taxa de 1 °C/min e finalizando com 200 °C
(taxa de 15 °C/min) durante 4 min. A temperatura do detector por ionizacao de chama (FID)
foi 250°C e o fluxo do gés transportador de nitrogénio foi 25 mL/min. O etanol foi
identificado pela curva padrao de etanol diluido em 4gua ultrapura e os resultados foram

eXpressos em porcentagem.

4.3.5. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Metabdlitos como agucares, etanol e acido acético foram determinados em RMN
de alto campo (Bruker Avance 400 MHz, Alemanha), disponivel no Centro Integrado de
Analises (CIA) da FURG. Este opera em frequéncia de 400,13 MHz para o nucleo de
hidrogénio, utilizando probe de 5 mm de detec¢do inversa. Os experimentos foram feitos a
25°C, utilizando-se cerca de 400 uL de amostra, acrescidos de 100 uL de D,O. Os
deslocamentos quimicos foram especificados de acordo com o padrio de referéncia,
trimetilsilil-propionato de so6dio (TSP). Os parametros utilizados para a aquisicdo dos
espectros foram devidamente otimizados, partindo-se de janela espectral de 5.000 Hz, nimero
de pontos 64 k, nimero de scans de 8 a 16. Os tempos de relaxa¢ao foram determinados pelas
medidas de T1 a partir da sequéncia de inversao-recuperagao para fins quantitativos.

O processamento dos espectros foi feito a partir da aplicacdio de um fator de
multiplicacdo exponencial de 0,3 Hz anterior a transformada de Fourier, cuja corre¢do de fase
e linha de base foi manualmente ajustada e as regides de interesse integradas manualmente.
Todas as sequéncias de pulso e softwares de processamento sdo fornecidas pela Bruker

(DUARTE et al., 2002).

4.3.6. Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi feita por teste de Tuckey, ao nivel de

significancia de 5 , utilizando o programa “ tatistica” (versdo 7.0, StatSoft, Inc., Tulsa,
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USA), tendo concentracdo de biomassa (mg/mL), viabilidade celular (%), atividade especifica
da PO (U/mg), concentragdo de GSH (mg/L), acucares redutores (g/L), proteinas soluveis
(g/L) e proteinas totais (%) como resposta para a fermentagdo alcodlica na auséncia e na
presenca de DON e 15-ADON.

Os resultados dos parametros bioquimicos e fisico-quimicos para cada um dos
tratamentos foram avaliados por analise de componentes principais (PCA) feita no Software
PAST 2.04 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001). Todos os ensaios foram feitos em

triplicata.

4.3.7. Tratamento de residuos quimicos e limpeza de vidrarias

Para a limpeza das vidrarias e utensilios foram utilizadas solugdes contendo 0,3%
de hipoclorito de s6dio, com a imersao do material por 20 min. Este reagente garante a
degradacao da estrutura quimica e a auséncia de contamina¢do ambiental pelo descarte
indevido do material. A acetona utilizada foi armazenada em vidros ambar e posteriormente
submetida a recuperacdo em destilador de solventes, Tecnal — TE- 012. Os demais solventes e

reagentes foram descartados conforme norma estabelecida pela FURG.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. CARACTERIZACAO DO MOSTO CERVEJEIRO

A composi¢ao do mosto cervejeiro ¢ fundamental para a avaliacdo da fermentagao

alcoodlica, sendo esta apresentada na Tabela 4.

Tabela 4 — Composicao do mosto cervejeiro em base seca.

Componentes Média das triplicatas +erro padrao
Acucares totais (%) 48,85+0,79
Acucares redutores (%) 21,37+0,51
Proteinas soluveis (g/L) 23,79+0,80
Proteinas totais (%) 1,37+0,01
Cinzas (%) 3,73+0,10
Lipidios (%) 0,69+0,22
Acidez total (mEq/L) 25,50+0,05
Solidos soluveis (°Brix) 14,36+0,01
pH 5,10+0,01
Densidade aparente (p) (g/mL) 1,06 +£0,0

Hé poucos dados na literatura referentes a composicado de mostos cervejeiros.
Portanto, buscou-se relacionar os dados obtidos neste estudo com a composi¢ao da cerveja.
Os agucares presentes no mosto cervejeiro € na cerveja sao provenientes do malte de cevada e
de adjuntos cervejeiros. Estes compostos sdo fundamentais para a produgdo da bebida, pois
contribuem com o sabor ¢ com a formacdo de etanol ao final da fermentacio (MARTINEZ et
al., 2011). O mosto cervejeiro apresentou elevados teores de agucares redutores (21,37%) e
totais (48,85%), bem como a quantidade aproximada de agucares, representado pelos sélidos
soluveis (14,36 °Brix), extraidos durante a etapa de mosturagdo e a p (1,06 g/mL) (Tabela 4).

Estes dados corroboram com o exposto por Dinslaken (2014) que inferiu que
quanto mais denso o mosto cervejeiro, maior € a concentracdo de carboidratos, resultando em
um mosto rico em agucares, originando uma cerveja com maior teor alcodlico. Os acucares
ainda podem influenciar no valor calérico da bebida (LEIPER; STEWART; MCKEOWN,
2003), por exemplo, 300 mL de cerveja podem apresentar baixos niveis de acticar (geralmente
menor que 1 g), pois os agucares do mosto foram consumidos durante a fermentagdo

(CARVALHO, 2016).


https://concerveja.com.br/author/dfdinslaken/
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Assim como os agucares, as proteinas presentes no mosto € na cerveja sao
derivadas principalmente dos graos de malte (PAPAZIAN, 2014). Assim como os agucares,
as proteinas presentes no mosto € na cerveja sao derivadas quase que exclusivamente dos
graos de malte, extraidos durante o processo de producao da cerveja. Desta forma, a
concentragdo de proteinas presentes no mosto cervejeiro foi 23,7 mg/mL (Tabela 4). Durante
a producao da cerveja a concentragdo de proteinas diminui, podendo esta redugdo ser por
hidrolise ou transformagdo enzimdtica caracteristica do micro-organismo (KUNZE, 1999).
Portanto, a cerveja, apresenta uma concentracao peptidica de aproximadamente 0,5 mg/mL
(LEIPER;STEWART; MCKEOWN, 2003).

Entretanto, foi observado um baixo teor de lipidios (0,69%) no mosto (Tabela 4),
provenientes da transferéncia dos graos de cevada. Em contrapartida, os lipidios quando
identificados na cerveja podem ser provenientes tanto dos graos de cevada, quanto da
oxidacdo do lipulo e do metabolismo da levedura. Assim, a cerveja apresenta em média
0,72% de lipidios (BRUNELLI; VENTURINIFILHO, 2013). O baixo teor de lipidios, tanto
no mosto quanto na cerveja, também estd relacionado a polaridade do meio aquoso e
consequentemente uma menor transferéncia desta classe de compostos.

Durante a fermentagdo, as leveduras podem produzir quantidades e tipos
diferentes de lipidios, que contribuem com a variacdo de sabores e estilos de cerveja, além
disso, inibem a formacao de ésteres desagradaveis produzidos pela combinagdo de alcoois e
acidos do mosto (ZSCHOERPER, 2009). Contudo, os lipidios podem atuar na redugdo da
espuma ¢ no envelhecimento da cerveja, pois sdo facilmente oxidados (BRUNELLI;
VENTURINIFILHO, 2013).

O mosto cervejeiro também foi avaliado quanto ao teor de cinzas, pois este pode
ser influenciado pelo extrato primitivo. Assim, o teor de cinzas obtido no mosto cervejeiro foi
3,73% (Tabela 4), indicando baixa concentragdo de residuos minerais (como calcio, selénio,
cobre, zinco e fosforo). No entanto, as cervejas elaboradas apenas com malte podem
apresentar elevados teores de cinzas (0,20 g) em funcdo dos componentes do extrato
(agucares, minerais, etc.) (RUSCHEL, 2019).

O valor de pH (concentra¢io do ion H") é um pardmetro importante no processo
de produgdo da cerveja, pois apresenta influéncia sobre a etapa de sacarificacdo, na qual
ocorre a atuacdo otimizada das enzimas (PRIEST; STEWART, 2006). Os ions (H, Ca, Mg,
entre outros) contidos no mosto podem alterar o pH da solu¢do, pois reagem com os
componentes do malte, afetando o pH da mosturacado(KUNZE, 1999; WUNDERLICH;
BACK, 2009).
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Como observado na Tabela4, o pH do mosto cervejeiro foi 5,3, dado que
corrobora com a faixa ideal de pH (entre 5,3 a 5,5) apresentada por Kunze (2006). Em
contrapartida, a cerveja apresenta valores de pH que variam entre 4,0 e 4,5 (BRIGGS et al.,
2004; WHITE; ZAINASHEFF, 2010).

Outro parametro importante para o controle de qualidade em cervejas ¢ a
determinacgdo de acidez. Esta ¢ utilizada para detec¢do de fraudes, padronizagdo de bebidas e
acompanhamento de estabilidade (OLIVEIRA, 2012). No entanto, os paradmetros para acidez
total ndo sao regulamentados pela legislacdao vigente (BRASIL, 2009a). Assim, a acidez total
do mosto cervejeiro determinado neste estudo foi 25,5 mEq/L podendo aumentar durante a
fermentacdo devido ao metabolismo e producdo de &cidos caracteristicos do processo
cervejeiro (Tabela 4).

Diante do exposto, pode-se concluir que o mosto cervejeiro empregado neste
estudo apresenta caracteristicas desejaveis para producdo de uma cerveja de boa qualidade e

alto teor alcoolico.

5.2. EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE MICOTOXINAS DO MOSTO E DO MEIO
FERMENTADO

A contaminagdo por micotoxinas pode ser comprovada por métodos analiticos que
permitem a determinacao desses compostos em diferentes matrizes, contribuindo com a
seguranca dos alimentos (CHILAKA et al., 2018; RODIGUEZ-CARRASCO et al., 2015;
TAMURA et al., 2011).

A eficiéncia da extragdo de micotoxinas empregando o método QuEChERS
utilizando solventes organicos pode ser afetada pela presenga da 4gua na cerveja. Assim, para
evitar a coeluicdo de DON e 15-ADON com os constituintes do mosto cervejeiro e otimizar o
desempenho do método foram avaliados o volume de solvente extrator e a limpeza do extrato
com adsorventes (Figura 3).

Considerando a complexidade de nutrientes presentes no mosto cervejeiro, como
acucares, proteinas, lipidios e carboidratos, constatou-se que a maior eficiéncia na
recuperacao de DON e 15-ADON, ocorreu quando foi utilizado o maior volume de solvente
extrator, 2 mL de MeCN (Figura 3). De acordo com Mastovska e Lehotay (2004) este
solvente ¢ comumente empregado e sua eficiéncia, quando comparado a outros usualmente
empregados na extragdo de micotoxinas possibilita a extracdo de menor quantidade de co-

extrativos lipofilicos provenientes da amostra.
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Na segunda etapa do método QuEChERS envolvendo limpeza do extrato, os
melhores valores de recuperacdo foram observados na presenca de MgSO4 (0,09 g), C18

(0,04 g) e alumina (0,04 g) (Figura 3).

Figura 3 — Recuperagdo (%) de DON e 15-ADON do mosto cervejeiro pelo método
QuEChERS empregando diferentes volumes de solvente extrator e sais adsorventes.
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Faixa de recuperagdo aceitavel na faixa entre 70 e 120% (BRASIL, 2017a; EC, 20002) e desvio padrio.
Experimento 1: 0,5 mL de MeCN, 0,01 g de carvao ativado, 0,04 g de celite e 0,09 g de MgSOy;
Experimento 2: 1,0 mL de MeCN, 0,01 g de carvéo ativado, 0,04 g de celite e 0,09 g de MgSOy;
Experimento 3: 2,0 mL de MeCN, 0,01 g de carvao ativado, 0,04 g de celite e 0,09 g de MgSOy;
Experimento 4: 0,5 mL de MeCN, 0,04 g de celite e 0,09 g de MgSO.,,

Experimento 5: 1,0 mL de MeCN, 0,04 g de C18, 0,04 g de celite e 0,09 g de MgSOy;

Experimento 6: 2,0 mL de MeCN, 0,04 g de C18, 0,04 g de celite e 0,09 g de MgSOy;

Experimento 7: 2,0 mL de MeCN, 0,04 g de C18, 0,04 g de alumina e 0,09 g de MgSO,;

Experimento 8: 2,0 mL de MeCN, 0,04 g alumina e 0,09 g de MgSOy,;

Experimento 9: 2,0 mL de MeCN, 0,04 g alumina e 0,09 g de MgSO,.

O C18 e a alumina s3o sorventes comumente empregados na extracdo de
micotoxinas em amostras de alimentos, apresentando importante efeito sobre os carboidratos
e as proteinas (FERNANDES et al, 2015; LI et al, 2015; MICHLIG et al., 2016;
RODRIGUEZ-CARRASCO et al. 2015; VEPRIKOVA et al., 2015). O sorvente C18 pode ser

usado para remover os componentes gordurosos e ndo polares da matriz, enquanto o PSA ¢
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usado principalmente para a remog¢do de 4cidos organicos, pigmentos e fenol, entre outros
(SUN et al., 2016).

Assim, este método demonstrou ser eficiente para extracdo de ambos os
tricotecenos do tipo B (DON e 15-ADON) do mosto cervejeiro, apresentando faixas de
recuperagoes de 105 e 89% para DON e 15-ADON, respectivamente. Os valores de
recuperagdo encontrados neste estudo corroboram com os dados do European Committee For
Standardization (CEN) que indicam que as faixas de recuperagdes aceitaveis devem estar
entre 70 e 120%.

Sun et al. (2016) realizaram a quantificacdo simultanea de 25 micotoxinas em
cereais e utilizaram o método QuEChERS para a extracdo. As amostras foram extraidas com
solucdo contendo 80% de MeCN e 0,1% de 4cido formico e a etapa de limpeza foi feita com
C18 e PSA na faixa de 10, 20, 50 e 100 mg. Os autores observaram que quando a quantidade
de PSA aumentava, a recuperagdo da maioria das micotoxinas diminuia, desta maneira
obtiveram recuperagdes entre 60,2 e 115,8%, com RSD variando de 0,7 a 19,6%

Han et al. (2013) determinaram simultaneamente multiplas micotoxinas em
vinhos por espectrometria de massas e obtiveram recuperagdes aceitaveis para algumas
micotoxinas empregando a adicdo de 2 g de NaCl, 0,25 g de MgSO4 a mistura MeCN
(20 mL) e vinho (2,5 mL) e a limpeza foi feita usando C18. As recuperagdes estimadas para
as micotoxinas foram 75, 97, 83, 90, 88, 85, 57 e 45% para DON, PAT, AFG1, AFG2, AFB1,
AFB2, OTA e ZEA, respectivamente, e RSD entre 1,2 ¢ 21,1%.

Rodriguez-Carrasco et al. (2015) estudaram a ocorréncia de micotoxinas em
cerveja. Eles empregaram o método QuEChERS usando 5 mL de MeCN como solvente
extrator e para a limpeza usaram MgSO4 (900 mg) e C18 (300 mg), obtendo recuperagdes
entre 70 ¢ 109% para as micotoxinas DON, ADONs, NIV, FM, ZEA, T-2 e Toxina (HT-2).

Garcia (2018) otimizou o método de QuUEChERS para a extracdo de micotoxinas
para cerveja, usando na etapa de extracdo 10 mL de amostra e 10 mL de MeCN e na etapa de
limpeza celite (0,3 g) e MgSO4 (0,9 g) e obteve recuperagdes de 84, 101, 101, 77, 93 e 88%
para as micotoxinas NIV, DON, ADONs, Toxina T-2, ZEA e OTA, respectivamente, com
nivel de contaminacdo de 100 pg/L para cada contaminante.

Segundo Seus-Arraché (2019) o método de QUEChERS apresentou recuperagoes
eficientes para todas as micotoxinas (ZEA, OTA, NIV, DON, ADONs e Toxina T-2)
estudadas no processo cervejeiro, com valores de recuperacdo entre 70 e 95%, com solvente

de extragdo MeCN (5 mL) e a limpeza com MgS0O4 (0,9 g) e C18 (0,3 g).
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Pascari et al. (2019) estudaram a transferéncia de micotoxinas de Fusarium do
malte para o mosto fervido, utilizando o método de QUEChERS para a extragdo, tendo como
solvente MeCN (10 mL). Na etapa de limpeza utilizaram MgSO;4 (1,2 g), PSA (0,4 g), C18
(0,4 g) e carvao ativado (0,4 g). Como resultado de estudo houve redugdo de DON (60%),
ZEA (99%) e FM (90%) no mosto cervejeiro.

Neste estudo foi otimizado o método QUEChERS para determinagdo de DON e
15-ADON em mosto cervejeiro, utilizando o método de separagdo por LC-DAD.
Recuperacdes aceitaveis pelo CEN (105 e 89%) foram obtidas sob as seguintes condigdes de
extracdo: 1 mL de amostra e 2 mL de MeCN como solvente extrator, seguido de MgSO4
(0,09 g), C18 (0,04 g) e alumina (0,04 g) como adsorventes na etapa de limpeza.

O desenvolvimento de um método analitico envolve muitas etapas, entre elas a
etapa de validacdo que comprova a eficiéncia do procedimento (BRITO et al., 2003). A
validacdo, através de estudos experimentais, garante a confiabilidade do método analitico
atendendo as exigéncias das aplicagdes analiticas (BRASIL, 2017a). Os parametros de
linearidade (faixas de calibracao e coeficientes de correlagao) obtidos para DON e 15-ADON
por LC-DAD estao expressos na Tabela 5. Para o efeito dos interferentes presentes na matriz
durante a quantifica¢ao foi empregada a curva na matriz.

Com os resultados obtidos em relacao a constru¢ao das curvas analiticas em LC-
DAD foi possivel concluir que o modelo de regressao linear se mostrou adequado para as
determinagdes em estudo. A equacao da reta ¢ considerada adequada quando o coeficiente de
determinac¢do (R?) apresenta valor acima de 0,90 (INMETRO, 2016). Os coeficientes de
correlagdo (R) foram maiores que 0,99, estando de acordo com as orientagdes do

EURACHEM (2012).

Tabela 5- Pardmetros de validagdo do método analitico QUEChERS em mosto cervejeiro.

Parametros DON 15-ADON
Faixa de linearidade (pg/mL) 0,14 -1,25 0,042 -2,5
Equacdo da curva no solvente y =37524x — 874,9 y =2424x —354,5
R 0,996 0,995
Equacdo da curva na matriz y = 34669x + 5456 y =35087x + 2623
R 0,997 0,991
LOD (pg/mL) 0,075 0,075
LOD) (png/mL) 0,042 0,042

LOQ (ug/mL) 0,14 0,14
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(Continuagao)

LOQ(m) (ng/mL) 0,075 0,075
EM(%) -8 45

R: Coeficiente de correlagdo; LOD: Limite de detecgdo do método; LOQ: Limite de quantificagdo do método;
LOD,,: Limite médio de detec¢do do método; LOQ,,: Limite médio de quantificacao do método e EM(%): Efeito
matriz (inclinagdo da curva preparada no extrato da matriz - inclinagdio da curva preparada no
solvente/inclinagdo da curva preparada no solvente) x 100.

Quando os valores encontrados para o célculo do efeito matriz estiverem entre -20
e +20%, considera-se que o efeito matriz ¢ baixo; se estiverem entre -50 e -20% ou entre 20 e
50% ¢ considerado médio; e se os valores encontrados forem abaixo de -50% ou acima de
+50%, o efeito matriz ¢ considerado alto (ECONOMOU, 2009).

O efeito matriz para 15-ADON (45%) foi mediano e mostrou enriquecimento do
sinal, necessitando a curva na matriz para a quantificagdo do analito. Entretanto, DON
apresentou efeito matriz de -8%, logo foi considerado baixo. O efeito matriz foi avaliado pela
comparacao da inclina¢do da curva analitica preparada no solvente e no extrato.

A exatiddo foi avaliada através de ensaios de recuperacdo e a precisao do método
foi mensurada em termos de repetibilidade e precisdo intermediaria. Os valores de

recuperagdo e erro relativo percentual (RSD%) sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Recuperacdo (R%), precisao em termos de repetibilidade e precisdo intermediaria
para DON e 15-ADON.

Exatidao e repetibilidade (%) Precisao intermediaria (%)

1,25 pg/mL 2,5 png/mL 5,0 pg/mL | 1,25 pg/mL 2,5 ug/mL 5,0 pg/mL
Micotoxina R (RSD) R (RSD) R (RSD) R (RSD) R (RSD) R (RSD)

DON  795(1,19) 73,1(6,05) 77,6(3,61) | 79,5(55) 958 (12,8) 77,6 (51)
15-ADON 74,2 (1,09) 78,3 (4,37) 71,5(0,40) | 74,1 (3,3) 78,3(7,6) 79,3 (0,5)

R%: coeficiente de correlagéio; RSD%: desvio padrio relativo percentual.

O método analitico QUEChERS, empregando a MeCN (2 mL) como solvente
extrator e os sais MgSO,4 (0,09 g), C18 (0,04 g) e alumina (0,04 g) na etapa de limpeza do
extrato, apresentou valores de recuperagdes entre 71,5 e 95,8% com RDS<13% (Tabela 6). Os
resultados obtidos no estudo indicam que os dados sdo exatos e precisos estando de acordo
com INMETRO (2016) e SANTE (2017) para andlises de tragcos em amostras complexas

como a cerveja.
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5.3. EFEITOS DAS MICOTOXINAS NA FERMENTACAO ALCOOLICA

5.3.1. Caracterizacao bioquimica e cinética da fermentacao alcoolica

A curva de crescimento de biomassa ¢ fundamental para avaliagdo dos efeitos
inibitorios das micotoxinas como resposta as células de leveduras (SUKROONGREUNG et
al., 1984). Logo, informagdes sobre o crescimento de biomassa e a viabilidade celular sdo
cruciais para avaliar a fermentacdo alcodlica empregando S. cerevisiae, verificando se ha
influéncia das micotoxinas sob o cultivo realizado comparativamente com grupo controle. A
concentracdo de biomassa (Figura 4A) e a viabilidade celular (Figura 4B) foram avaliadas

durante a fermentacao alcoolica na auséncia e na presenga de DON e 15-ADON.

Figura 4 - Concentragao de biomassa (A) e viabilidade celular (B) da S. cerevisiae durante a
fermentagdo alcodlica do mosto cervejeiro na auséncia (controle) e na presenca de 0,2
(tratamento 1) e 0,8 pg/mL de DON e 15-ADON (tratamento 2).
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Na Figura 4A, observa-se que em 48 h de fermentacdo alcodlica na presenca de
0,8 pg/mL de DON e 15-ADON ocorreu o aumento de 15% de concentragdo de biomassa da
levedura S. cerevisiae, quando comparado ao controle. Porém, no mesmo periodo para o
tratamento com 0,2 pg/mL de DON e 15-ADON, observa-se a reducdo de 15% da
concentracdo de biomassa, quando comparada ao controle. O aumento da concentragdo de
biomassa em 48 h quando na presenca da maior concentragdo de DON e 15-ADON pode ser
explicado pelo uso destes contaminantes como fonte de substrato para as leveduras, e que por
induzir o aumento de defesas ocasionou um aumento da concentracdo de biomassa como
tentativa de reducdo a toxicidade do meio. Em contrapartida, ao final das 96 h de fermentagao
ocorreu a reducao de 20 e 23% da concentracdo de biomassa, nos tratamentos com 0,2 e

0,8 ng/mL, respectivamente, em relacdo ao controle, evidenciando que a concentracdo de
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DON e 15-ADON podem interferir na fase de crescimento das leveduras ao final da
fermentagao.

Na Figura 4B, observa-se que em 48 h de fermentagdo alcoolica na presenga de
micotoxinas nas concentragdes de 0,2 e 0,8 ng/mL de DON e 15-ADON, ocorreu a reducao
de 18% da viabilidade celular, quando comparado ao controle. No entanto, em 96 h de
fermentagdo ocorreu a redugdo de aproximadamente 10% da viabilidade celular nos
tratamentos usando 0,2 e 0,8 ug/mL de DON e 15-ADON, quando comparado ao controle.

A presenca de micotoxinas como o DON durante a fermentagdo, provoca
alteracdo no crescimento de biomassa e/ou na viabilidade celular das leveduras, pois estes
contaminantes podem ocasionar a inibi¢do da sintese proteica como resposta toxica,
possibilitando variagdes no metabolismo energético durante a ativagao das rotas metabolicas e
consequentemente, alteragdes na multiplicagdo celular (ABOLMAALI et al.; 2008; LUONGO
et al., 2008). Portanto, a fim de manter a viabilidade da célula, a levedura aciona seu
mecanismo de defesa visando a detoxificagdo das micotoxinas. Dentre esses mecanismos,
destacam-se a atividade enzimatica da PO e a produ¢dao de GSH, relacionadas com o processo
redox, podendo reduzir a concentragdo de micotoxinas do meio (LASH, 2005).

A concentra¢ao de GSH e atividade da PO nas células das leveduras mensuradas a
partir da relagdo entre si e destas com a concentracdo de micotoxinas no meio sao

apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7 - Concentracao de GSH, atividade da PO, percentual e degradacao especifica redox
na auséncia (C) e na presengca de DON e 15-ADON (T1 e T2).

Tra Tempo  GSH PO pon PER(%deg 13- DER (%deg
Com o men  wmp  ep et PON el
0 14,9340,1 1,62°+0,10 100 - 100 -

24 19,18°+0,4 1,70°+0,25 84 0,0027 97 0,619
Tl 48  24,09°+0,3 2,55°+0,08 67 0,0006 44 0,075
72 21,88°+0,2 1,40°+0,17 75 0,0008 51 0,115
96  20,46°+0,2 1,49°+0,18 73 0,0006 47 0,081
0 14,69°+0,1 1,61°+0,59 100 - 100 -
24 11,98°+0.4 1,80°+0,15 81 0,0040 91 0,879
1 48 11,66°+0,9 1,750,090 76 0,0019 60 0,306
72 15,45°+04 2,32°+0,16 75 0,0007 59 0,114
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96  17,24°+0,3 231°+0,08 73 0,0005 65 0,085
0 1,02°£0,2 1,680,03 0 - 0 -
24 3,88%£0,1 2,19°+0,02 0 - 0 -
C 48 2,3040,3  2,02°+0,02 0 - 0 -
72 1,26°£0,4 1,780,030 - 0 -
96 4,87°+0,1 2,14*+0,01 0 - 0 -

Resultados apresentados como médiaterro padrao; Deg: degradagdo; Trat: Tratamento; GSH: glutationa; PO:
peroxidase; DER(%deg/mggsy Upo h): percentual de degradagio especifica redox; C: fermentagdo alcodlica na
auséncia de DON e 15-ADON; T1: fermentacdo alcodlica na presenca de 0,2 pg/mL de DON e 15-ADON e T2:
fermentacdo alcodlica na presenca de 0,8 pg/mL de DON e 15-ADON. Letras mintsculas na mesma coluna
correspondem a diferencas significativas entre os tempos de fermentagdo alcodlica em cada tratamento (p<0,05).

O experimento controle em 24 h de fermentacdo apresentou a maior atividade de
PO e em 96 h a maior concentracdo de GSH, mesmo nao havendo contaminag¢ao do meio por
DON e 15-ADON, ocorreu a produgdao destas moléculas, pois a levedura sintetiza estas
moléculas como resultado de rotas metabdlicas caracteristicas da fermentag¢do alcoolica.
Entretanto, no tratamento com 0,2 ug/mL de DON e 15-ADON foi observado o aumento da
atividade da PO e da produg¢do de GSH, concomitante a maior degradacao de DON e 15-
ADON de 33 e 56%, respectivamente. Porém, no tratamento com 0,8 pg/mL de DON e 15-
ADON, estas relacdes foram observadas a partir de 72 h de fermentacao, podendo ser
resultado de um estresse gerado pela maior toxicidade do meio (Tabela 7).

Assim, a maior redugdo da concentragdo de DON e 15-ADON foi 27 e 41%,
coincidindo coma elevacgdo da atividade enzimatica da PO e o aumento da produgdao de GSH.
Contudo, a maior degradagdo especifica redox foi observada em 24 h de fermentacdo
alcoolica para DON e 15-ADON em ambos os tratamentos (0,2 e 0,8 pg/mL), confirmando
que a oxirredugcdo dos compostos pode estar relacionada com o potencial das células da
levedura de produzirem moléculas especificas (GSH e PO) visando a manutencdo da
atividade metabdlica da levedura (Tabela 7).

O aumento dessas moléculas (GSH e PO) pode provocar mudangas no
metabolismo e a presenga de micotoxinas pode gerar aumento no consumo de energia das
leveduras (DONG et al., 2007). A presenca das micotoxinas nas fermentagdes alcoolicas em
até 48 h pode ativar as rotas metabdlicas da levedura para reduzir a toxicidade no meio de
cultura, preservando a célula durante o processo fermentativo (GARDA-BUFFON; BARAJ;
BADIALE-FURLONG, 2010).
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A reducdo também pode estar relacionada a capacidade adsortiva da levedura
S. cerevisiae. A ativagdo das rotas redox reverte o estresse celular e provocam o aumento da
viabilidade celular da levedura e consequentemente reducdo nas concentragdes de DON e 15-
ADON (MECA; BLAIOTTA; RITIENE, 2010).

Neste estudo, nao foi observado um aumento da concentracdo de DON em fungao
da hidrolise do 15-ADON. Este efeito estd relacionado a especificidade de enzimas
hidroliticas, sendo observado neste estudo o aumento da acao de enzimas oxidativas.

Os efeitos toxicos das micotoxinas durante a fermentacdo do mosto cervejeiro por
S. cerevisiae também podem ser evidenciados através dos fatores de conversdo avaliados
entre os diferentes ensaios (controle, tratamento 1 e tratamento 2) realizados conforme dados

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Fatores de conversao obtidos durante a fermentagao alcoolica por S. cerevisiae na
auséncia (C) e na presenga de DON e 15-ADON (T1 e T2).

Yasns Yxis Yasnx Yws Yex Ycsne
Trat  (mggsy/ (mgx/ (mgasw/ (mggy/ (mgg,/ (mgcsw/ max (h™)
MgAR) MZAR) mgx) MEAR) mgx) mgg)
C 0,0001 0,09 0,001 0,126 1,32 0,0008 0,029
T1 0,0002 0,10 0,002 0,122 1,18 0,0014 0,027
T2 0,0001 0,10 0,001 0,121 1,32 0,0006 0,027

Trat: tratamento; Ygsws: rendimento de substrato em GSH; Yx/s: rendimento de substrato em biomassa; Y gsmx:
rendimento de biomassa em GSH; Yg/s: rendimento de substrato em etanol; Yg/x: rendimento de biomassa em
etanol; Ygswg: rendimento de GSH em etanol; p,: velocidade especifica maxima de crescimento; GSH:
glutationa; Et: etanol; X: biomassa; AR: acucar redutor; C: fermentagdo alcoolica na auséncia de DON e 15-
ADON; T1: fermentacdo alcoolica na presenga de 0,2 pg/mL de DON e 15-ADON e T2: fermentaggo alcodlica
na presenca de 0,8 pg/mL de DON e 15-ADON.

Na Tabela 8, os resultados obtidos para o fator de conversdo de substrato,
biomassa e etanol em GSH foram o dobro no tratamento com a menor concentragao de
micotoxina (0,2 pg/mL) quando comparado ao controle e ao tratamento com a maior
concentracdo de micotoxina (0,8 pg/mL). A eficiéncia de substrato e biomassa em etanol na
presenca de micotoxinas (T1 e T2) foi aproximadamente 5% menor quando comparado ao
controle, demonstrando que a presenga de micotoxinas pode interferir no processo biologico
da levedura de conversdo de substrato, glicose, em produto, etanol, tendo em vista que a
conversdao de substrato em biomassa foi eficaz em todos os tratamentos. Logo, a pn.. de
crescimento apresentou um pequeno decréscimo quando sob tratamentos em ambas as

concentragdes (0,2 e 0,8 pg/mL) de micotoxinas (0,027) quando comparado ao controle
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(0,029), reforcando que a presenga de micotoxinas pode interferir no processo metabolico da
levedura e no rendimento dos produtos.

Outro parametro importante ¢ a morfologia das células da S. cerevisiae verificada
em MEV (com aumento de 4000 vezes) em 96 h de fermentacdo alcodlica, tanto na auséncia
(Figura 5A) como na presenga de 0,2 (Figura 5B) e 0,8 pg/mL (Figura 5C) DON e 15-ADON.

A morfologia das células foi alterada de acordo com o tratamento a que foram
submetidas. A contamina¢do do meio com DON e 15-ADON em ambos os tratamentos (0,2 e
0,8 ug/mL) promoveram deformag¢des morfologicas e rupturas na parede celular da levedura
(Figura 5B e 5C), quando comparadas ao controle (Figura 5A), ou seja, nas Figuras 5,
demonstrado por circulos em vermelho, observa-se que houve o aumento de lesdes nas células

da §. cerevisiae concomitante ao aumento da concentracao de micotoxinas.

Figura S — Superficie celular da S. cerevisiae em 96 h de fermentagdo na auséncia (A) e na
presenca de 0,2 (B) e 0,8 pg/mL (C) de DON e 15-ADON observada em MEV (4000 X).

[P 2StE T A . -
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CEME-Sul CEME-Sul
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A) C: fermentacdo alcodlica (96 h) na auséncia de DON e 15-ADON; B) T1: fermentagdo alcoodlica (96 h) na
presenga de 0,2 pg/mL de DON e 15-ADON e C) T2: fermentacdo alcodlica (96 h) na presenca de 0,8 ng/mL de
DON e 15-ADON.
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A variacdo na composicdo e a quantidade de polissacarideos da parede celular
durante a autolise em resposta ao estresse provocado pelas micotoxinas causam impactos
significativos nas células da levedura (WANG et al., 2018). Logo, a ruptura pode estar
relacionada com o aumento dos niveis de proteinas e com o substrato ndo consumido
(TORRESI et al., 2011). Além disso, a reducdo do pH e o aumento da biomassa, podem estar
relacionados a liberagdo de nutrientes no meio, a partir de células que estavam em processo de
lise provocada pela toxicidade e estresse gerado pela presenga das micotoxinas.

No entanto, faltam dados na literatura que visem explicar o mecanismo de
alteracdo na parede celular da levedura frente as condicdes de estresse testadas no presente
estudo. O estresse provocado por altas concentragdes de micotoxinas demonstram causar
efeito inibidor na concentracdo de biomassa e na viabilidade das leveduras ao final da

fermentacgdo alcodlica (PESTKA; BONDY, 1990; YANG et al., 2000).

5.3.2. Caracterizacao fisico-quimica da fermentacao alcodlica

A caracterizacdo fisico-quimica foi realizada para avaliar a relacdo entre a
concentracdo de micotoxinas e as propriedades fisico-quimicas da amostra, verificando o
perfil da fermentacao alcodlica utilizando S. cerevisiae na presenca de DON e 15-ADON (0,2
e 0,8 pg/mL). Para acompanhamento do meio, um ensaio sem a adigao de levedura e da
micotoxina foi realizado, porém ndo apresentou alteragdes em nenhum dos parametros ao
longo do tempo. Os parametros concentragdo de proteinas soluveis e totais, de agucar redutor,
de etanol e acidez total ¢ pH foram avaliados a cada 24 h durante 96 h de fermentagao
apresentados na Tabela 9.

Na Tabela 9, verifica-se que durante o processo fermentativo ocorreu o declinio
de pH tanto no experimento controle quanto nos tratamentos usando 0,2 e 0,8 pg/mL de DON
e 15-ADON. Este fato deve-se ao processo fermentativo alcoolico, uma vez que o pH ideal
para o desenvolvimento das leveduras deve estar na faixa entre 4,5 ¢ 5 (LIMA et al., 2001).
No entanto, quando se compara o experimento na auséncia com 0s ensaios com micotoxinas
(DON e 15-ADON) observa-se que ocorreu a maior redu¢do de pH em menor tempo de
fermentagdo (Tabela 9), provavelmente devido ao estresse gerado pela presenca dos
tricotecenos no processo fermentativo, pois a presenca da micotoxina pode gerar uma inibicao
da sintese proteica, podendo ocasionar alteragdes no metabolismo energético e
consequentemente na multiplicagdo celular, pela inibicdo da manifestagdo do DNA. Isto tem

como consequéncia, uma menor concentragdo celular e maior reducdo de pH decorrente da
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maior concentracdo de acido pirtvico e outros acidos proprios da fermentacdo, o que resulta
em menor concentracdo de substrato no final do processo (AKIN et al., 2008; BRETANHA,
2014).

Nos tratamentos na presenga de 0,2 e 0,8 pg/mL de DON e 15-ADON foi
verificada ao final da fermentacdo a maior acidez total (43,9 e 46,6 mEq/L, respectivamente),
quando comparado ao controle na auséncia de micotoxina (32,2 mEq/L). Estes dados
reforcam o menor pH obtido para o tratamento com 0,8 pg/mL de DON e 15-ADON. Estas
alteracdes também foram observadas em relacdo a concentragdo de actcares redutores. Em
48 h de fermentacdo, foi observado o consumo de 95% de agucares redutores no processo
fermentativo sem adi¢ao de micotoxinas. Entretanto, ambos os ensaios na presenga de DON e
15-ADON, apresentaram reducdo de aglcar de aproximadamente 70%. Em 96 h de
fermentagdo, no experimento controle ocorreu o consumo de 97% do substrato pela levedura,
comprovando a eficiéncia da fermentacdo. Em contrapartida, 0 mesmo comportamento nao
foi verificado nos tratamentos na presenga de DON e 15-ADON em ambas as concentragoes,
confirmado através da presenca de agucar residual no meio fermentado (consumo do substrato

de 82 e 76% para ambas as concentracoes de DON e 15-ADON) (Tabela 9).

Tabela 9 — Caracterizagao da fermentacao alcoolica na auséncia (C) e na presenca de DON e
15-ADON (T1 e T2).
Tempo de fermentacio alcodlica (h)

Parametros Trat

24 48 72 96
Proteinas C  40,4°°+1,80 41,4°°£0,51 40,9°°+0,90 42,8%%+0,62 40,7°°+0,32
solaveis Tl 40,2°+1,42 44.8°*4223 48,1*+1,52 452°4+0,75 45,8"*42.,60
(mg/mL) T2 40,2°*+4.40 45,0°+236 49,1°+123 45,6™+2,76 46,1"*+0,61
, C  0,73**+0,02 0,82”+0,02 0,88"*+0,01 0,93**+0,03 0,97*"+0,03
Proteinas T1 0,72°*+£0.01 0,77°*B£0,03 0,80°2+£0,04 0.,81°2+0,05 0,91°%+0,02
. 0 b b b b b b b b b b
totais (A)) bA bB bB aB aB
T2 0,72°240,02 0,74°+0,01 0,76"+0,01 0,81°+0,02 0,89°%+0,01
Acticar C  41,5%41,10 27,6°°+0,22 1,7°40,13  1,6°°+0,11  1,4°+0,18
redutor Tl 40,6*+2,52 30,8*B+0,90 12,5%+044 8,5%+0,82  7.2%%+0,65
(mg/mL) T2 42,9*%+1,35 34,6"£1,46 21,1°°+0,16 14,1%£1,47 10,5**+1,00
C 0,14+0,03 0,40°°+£0,02 2,86°+0,90 4,58*°*+0,33 5,00**+0,12
Etanol T1 0,17°°+0,02 0,93°*+0,20 3,17°%+0,11 3,30°+0,02 4,61*B+1,12
(mg/mL) T2 0,19°+0,05 0,89*+0,03 2,77°5+0.45 2,82°°+0,71 4,28°8+0,33
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_ 19,8°%+£0,02 20,5°°+0,93 20,8°°+0,08 30,2°°+0,03 32,2°°+0,04
Acidez total N N AB bA A

(mEq/L) 20,840,91 24,1°4+0,12 27,5“B10,13 37,1°%40,42 43,9**+0,50

a T2 21,4°°+£0,01 24,8*40,06 32,2°2+0,08 37,5°2+0,05 46,6**+0,51

C 54540,01 4,88°2+0,01 4,66"°+0,02 4,32°2+0,10 4,21°%+0,02

Ph T1 522*440,10 4,42°%10,12 4,14°%£0,01 4,06"*%+0,03 4,01°+0,05

T2 5,15+0,02 4,48°%10,03 4,11°%£0,06 3,79+0,15 3,728+0,17

Resultados apresentados como média + erro padrdo. Trat: Tratamento; C: fermentagdo alcodlica na auséncia de
DON e 15-ADON; T1: fermentag@o alcodlica na presenga de 0,2 pg/mL de DON e 15-ADON e T2: fermentagdo
alcoolica na presenga de 0,8 pg/mL de DON e 15-ADON. Letras mintisculas na mesma linha correspondem a
diferengas significativas entre os tempos de fermentagdo alcodlica em cada tratamento (p<0,05). Letras
mailsculas na mesma coluna correspondem a diferencas significativas entre os tratamentos ao longo da
fermentacdo (p<0,05).

Os acucares residuais podem provocar a refermentacdo indesejavel quando as
leveduras encontram matéria nitrogenada, podendo ocasionar a variagdo das caracteristicas
organolépticas do produto final desejado. Além disso, no processo industrial quando a
levedura encontra dificuldades para consumir o substrato, adicionam-se insumos (como
nutrientes) aumentando os gastos produtivos (BORGES, 2008),

Estudos também demonstraram que a exaustao de glicose do meio pode acarretar
a maior sintese de proteinas, visto que podem exercer fungdo protetora contra o estresse
oxidativo causado pelas micotoxinas (FRANCESCA et al., 2010). Diante do exposto, foi
avaliada a concentracao de proteinas soliveis e proteinas totais. Em 24 h de fermentagao, foi
observado o aumento na concentragdo de proteinas soliiveis de 8% em ambos os tratamentos
com micotoxinas, quando comparado ao experimento controle. A elevacao da sintese proteica
ao final das 96 h de fermentagdao ocorreu concomitante ao aumento da producao de GSH,
apresentando aumento de 26 e 23 na presenca de 0,2 e 0,8 pg/mL de DON e 15-ADON,
respectivamente (Tabela 9).

A presenga de micotoxinas também pode alterar a concentracao de alcoois
comprometendo a sua produgcdo e consequentemente qualidade do produto final
(KLOSOWSKI; MIKULSKI, 2010). Portanto, o perfil de 4lcoois (etanol, butanol, metanol,
propanol, isobutanol e isopropanol) foi avaliado para verificar as possiveis alteracdes no
metabolismo da levedura frente a contaminacao com DON e 15-ADON. Na Tabela 9 observa-
se que a relagdo entre a concentragdo de tricotecenos e a concentracdo de etanol foi
inversamente proporcional, quanto maior a concentragdo de DON e 15-ADON menor foi a

sintese de alcoois pelas leveduras. Assim, ao final da fermenta¢do, o meio fermentado na
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presenca de 0,2 ¢ 0,8 ug/mL de DON e 15-ADON, apresentou teor de alcool 8 e 14% menor,
respectivamente, quando comparado ao controle, comprovando que os niveis de DON e 15-
ADON no mosto cervejeiro influenciaram a concentragdo de etanol no meio fermentado. Em
contrapartida, os demais &lcoois avaliados no estudado (butanol, metanol, propanol,
isobutanol e isopropanol) ndo apresentaram alteragdes significativas ao longo da fermentagao.
Logo, ao final da fermentagdo também ¢é possivel observar que nas proteinas soluveis e totais
e na acidez total os tratamentos na presen¢a de micotoxina (0,2 e 0,8 pg/mL) apresentaram
diferenga significativa quando comparado ao controle. Porém o mesmo ndo foi observado
para os parametros acucar redutor, concentragdo de etanol e pH (Tabela 9).

Segundo Klosowski e Mikulski (2010) os tricotecenos afetam o desempenho da
fermentagdo inibindo a atividade da enzima desidrogenase durante a sintese de alcoois devido

as interagdes entre o anel epoxido do tricoteceno e os grupos tiol da enzima amilase.

5.4. CORRELACAO ENTRE OS PARAMETROS FERMENTATIVOS E A
CONTAMINACAO POR DON E 15-ADON

Apo6s a normalizagdo dos dados através da subtracdo da média de cada uma das
dimensdes que caracterizam o conjunto de dados, de modo a obter um novo conjunto
(KHATTREE; NAIK, 2000), foi feita a avaliagao da correlagdo de Pearson, apresentadas com
p<0,05 ¢ PCA (grafico dos scores e grafico dos loadings). Desta forma, com o grafico dos
loadings ¢ possivel observar o comportamento das varidveis diante da presenca das
micotoxinas, as quais de acordo com o posicionamento no grafico dos scores indicam os
tempos de fermentagao (0 a 96 h).

A Figura 6 apresenta os graficos de PCA para o meio fermentado entre os tempos
0 e 96 h, na auséncia e na presenga de DON e 15-ADON (T1 e T2), respectivamente. Assim,
¢ importante salientar que na andlise do tratamento controle as varidveis DON e 15-ADON
nao foram representadas, visto que se neste tratamento nao foram adicionadas micotoxinas.

O ensaio controle em 24 h de fermentacdo alcodlica apresentou correlacido
positiva entre o pH e o agucar redutor total (0,8453) e correlacdo negativa do pH com a acidez
total (-0,7534), o etanol (-0,9001) e as proteinas totais (-0,9871). Neste periodo, também foi
observada a correlagdo positiva da PO com a concentracdo de agucar redutor (0,7401) e a
viabilidade celular (0,7269), e correlacdo negativa entre a PO, as proteinas soluveis (-0,6965)
e a concentracdo de etanol (-0,6820) possivelmente relacionado ao estresse gerado pela alta

concentragdo deste ao final da fermentagdao. No entanto, em 48 h de fermentagdo observou-se


https://www-sciencedirect.ez40.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814616302321?via%3Dihub#b0095
https://www-sciencedirect.ez40.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/trichothecene
https://www-sciencedirect.ez40.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/alcohol-dehydrogenases
https://www-sciencedirect.ez40.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/thiol-group
https://www.wiley.com/en-br/search?pq=%7Crelevance%7Cauthor%3ARavindra+Khattree
https://www.wiley.com/en-br/search?pq=%7Crelevance%7Cauthor%3ADayanand+N.+Naik
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a correlacdo positiva entre a concentragdo de biomassa, o etanol (0,8046) e a producdo de
proteinas totais (0,8694). Em contrapartida, nenhuma correlagdo foi observada em relacdo a

GSH (Figura 6A).

Figura 6 - Grafico da PCA na auséncia (A) e na presenga de 0,2 (B) ¢ 0,8 pg/mL (C) de DON
e 15-ADON ao longo da fermentagdo alcoolica (entre 0 € 96 h).
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A) C: fermentag@o alcodlica (entre 0 e 96 h) na auséncia de DON e 15-ADON; B) T1: fermentagdo alcodlica
(entre 0 e 96 h) na presenca de 0,2 pg/mL de DON e15-ADON e C) T2:fermentacdo alcoodlica (entre 0 € 96 h) na
presenca de 0,8 pg/mL de DON e 15-ADON.

Durante a fermentacgdo alcoolica as leveduras consomem os agticares presentes no
meio e através das rotas metabodlicas sintetizam proteinas, enzimas como a PO, etanol e
alguns 4acidos, tais como acético, lactico, piruvico e succinico, reduzindo o pH e a viabilidade
celular e elevando a acidez total do meio (RIBEIRO et al., 2018), explicando os resultados
encontrados no estudo.

No tratamento com 0,2 pg/mL de DON e 15-ADON, observou-se que em 24 h a
micotoxina DON esta correlacionada positivamente com a viabilidade celular (0,8604), o pH
(0,8343), o agucar redutor total (0,9566) e a presenca de 15-ADON (0,9162). A correlagao
negativa com DON foi observada quanto a concentragdo de biomassa (-0,9468) e de GSH (-
0,7504) em 48 h, e etanol (-0,9092), proteinas soluveis (-0,7697) e totais (-0,7411) em 72 h.
No entanto, correlagdes positivas e negativas semelhantes foram encontradas para 15-ADON
(Figura 6B), visto que este ¢ precursor da micotoxina DON (BENSASSI et al., 2009).

Os tricotecenos, mesmo em baixa concentragdo, podem inibir a sintese de
proteinas, de DNA e RNA das leveduras podendo provocar a morte celular. A peroxidagdo
lipidica causada pelos tricotecenos ¢ acompanhada de redugdo da concentracdo de GSH e da
atividade de enzimas antioxidantes, como superdxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase, glutationa S-transferase e glutationa redutase (SURAI; DVORSKA, 2005),

explicando os dados obtidos no estudo. Outras correlagdes também foram observadas como a
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concentragcdo de biomassa com a GSH (0,8185), a proteina total com a acidez total (0,8888), o
etanol (0,8935) e a concentragdo de acucar redutor com o pH (0,8836) (Figura 6B).

No tratamento com a maior concentragdo de micotoxina, 0,8 pg/mL de DON e
15-ADON, observa-se que os resultados obtidos foram semelhantes ao tratamento com menor
concentragdo de micotoxina (0,2 pg/mL). Assim, em 24 h de fermentagdo alcodlica, DON
esta correlacionado positivamente com a viabilidade (0,7785), o pH (0,9218), os agucares
redutores totais (0,9367) e 15-ADON (0,7446). Portanto, em 48 ha correlagdo negativa com
DON foi observada quanto a concentracdo de biomassa (-0,8883) e as proteinas totais (-
0,7221). Entretanto, 15-ADON estava correlacionado positivamente com o pH (0,9174) e os
acucares redutores totais (0,8270). Assim, a correlagdo negativa (<0,70) ndo foi observada
para este tratamento em relacdo a 15-ADON. No entanto, outras correlagdes como
concentracdo de biomassa com viabilidade celular (-0,9361), acidez com etanol em 96 h
(0,9815), concentragao de biomassa com proteinas totais (0,8077) e concentracdo de acucar
redutor com pH em 24 h de fermentacdo alcoolica (0,9672) também foi observado
(Figura 6C).

A partir da analise dos dados pode-se inferir que nos tratamentos, a viabilidade
celular, o pH e o agucar redutor total apresentaram correlagdes positivas significativas
correlacionados com as micotoxinas. Em contrapartida, a concentragdo de biomassa e o
conteudo de proteina total estdo correlacionados negativamente, outros metabolitos como a
GSH e o etanol. Estes dados reforcam os descritos na caracterizagdo quimica, pois quanto
maior a concentracao de DON e 15-ADON detectados menor foi a concentracao de biomassa
da levedura possivelmente devido ao seu efeito toxico. Em contrapartida, a maior viabilidade
foi observada concomitante a maior concentragcdo de DON e 15-ADON, este fato pode ser
explicado pelo efeito toxico dessas toxinas ndo provocarem a morte celular. Dentre os
parametros avaliados destaca-se a correlacdo negativa da concentracdo de GSH e de DON em
48 h, comprovando seu efeito no mecanismo de detoxificacdo desta micotoxina conforme
discutido anteriormente. A relagcdo positiva entre as duas micotoxinas também deve ser
destacada, na concentragdo de 0,2 pg/mL para cada micotoxina, a correlagdo encontrada foi
0,9162, enquanto para a concentragdo de 0,8 ug/mL, a correlagdo observada foi menor
(0,7446). Este dado indica que em baixas concentragdes, a degradacdo das duas micotoxinas
ocorre paralelamente. No entanto, com o aumento da concentracdo de biomassa, esta relagao

diminui, sendo observada a maior degradacdo de DON.
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5.5. AVALIACAO DOS COMPONENTES QUIMICOS POR RMN de 'H

A espectroscopia de RMN de 'H permitiu acompanhar a variagdo dos
constituintes quimicos presentes nas amostras submetidas ao processo de fermentagdo na
auséncia e na presenca de DON e 15-ADON. Nesse estudo, 45 experimentos foram feitos ¢ a
comparacdo representativa do conjunto de espectros ¢ mostrada na Figura 7. Os espectros
destes compostos foram analisados individualmente através da biblioteca de espectros do
Banco de Dados Espectral para Compostos Organicos. Apos a obtengdo dos espectros, foi
feito o tratamento quimiométrico dos dados, a partir da PCA para estimar a diferenciacao
entre os espectros obtidos. Posteriormente, também foram analisados os graficos de loadings
de PCA, que identifica quais deslocamentos quimicos (e, consequentemente, quais
compostos) foram mais influentes para determinadas distingdes. Logo, a partir dos resultados
obtidos nos espectros de RMN de 'H, a PCA foi aplicada sobre o conjunto de dados a fim de
discriminar estatisticamente os dados. Os 45 espectros resultaram em um conjunto de 213
pontos, subdivididos em 4 componentes principais, com variancia de 98,3% em um intervalo
de confianga de 90%. A partir dos espectros de RMN de 'H, adquiridos para as amostras na
auséncia e na presenca de DON e 15-ADON, explorados por PCA, foi possivel observar

diferencas significativas com relacao aos compostos quimicos presentes.

Figura 7 — Comparacdo entre os espectros de RMN de 'H (400 MHz, D,0) obtidos ao longo
do processo de fermentagdo alcodlica.
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A andlise por PCA permitiu agrupar o conjunto de dados em 3 grupamentos

distintos representados pela presencga de agucares (C1), de etanol (C2) e de acido acético (C3),

conforme a Figura 8.

Figura 8 — PCA dos perfis espectrais das amostras: C1: agucares, C2: etanol e C3: 4cido
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O grupo C1 ¢ caracterizado pela presenca majoritaria de agucares, identificados

pela presenca dos sinais observados em 5,22, 5,42 e 4,66 ppm e 5,42 ppm, caracteristicos da

dextrina e glicose, respectivamente (Figura 8). Portanto, fazem parte deste grupo (t=0 h) as

amostras na auséncia e na presenca de DON e 15-ADON em ambos os tratamentos. Estas

amostras ndo apresentaram diferengas significativas de composi¢do ap6ds 24 h de fermentagao,

permanecendo no mesmo conjunto C1 (Figura 9). Estes resultados sugerem que a presenca

das micotoxinas ndo afetou significativamente a composi¢do quimica dos substratos apds 24 h

de fermentacdo, permanecendo a constituicdo majoritaria de aglicares no meio.
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1 . A . .
O espectro de NMR de H do meio fermentado mostra a predominancia de picos
fortemente sobrepostos decorrentes de varios carboidratos. Os componentes menores siao

claramente observados nas regides alifaticas e aromaticas do espectro (Figura 9).

Figura 9 — Espectros de RMN de 'H (400 MHz, D,0) representativos do grupo C1.
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Um segundo conjunto de dados foi agrupado em C2, cujo componente majoritario
¢ o etanol. Os sinais caracteristicos do composto sdo observados na forma de um tripleto em
1,18 ppm e um quarteto em 3,66 ppm (Figura 8).

Na Figura 10 apresenta o agrupamento das amostras relacionadas ao aumento da
intensidade dos sinais relativos ao etanol.

Fazem parte deste grupo as amostras controle, apos 48, 72 e 96 h de fermentagao
alcodlica, e as amostras contaminadas com DON e 15-ADON nas concentragdes de 0,2 (48,
72 e 96h) e 0,8 pg/mL (48 h). Estes resultados permitem inferir que a presenga das
micotoxinas na concentracdo de 0,2 pg/mL ndo promoveu diferengas significativas com
relacdo ao grupo controle. Entretanto, para a amostra contendo 0,8 pg/mL de micotoxina, o

comportamento permaneceu semelhante apenas até 48 h de fermentagdo (Figura 10).
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Figura 10 - Espectros de RMN de 'H (400 MHz, D,0) representativos do grupo C2.
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Na Figura 11, sdo apresentados os espectros caracteristicos do grupo C3.

Figura 11- Espectros de RMN de 'H (400 MHz, D,0) representativos do grupo C3.
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Estas amostras se diferenciaram das demais pelo aumento na intensidade do sinal

em 2,06 ppm, atribuido a presenca de 4cido acético no meio. Fazem parte deste grupo as

amostras contaminadas com DON e 15-ADON na concentrag¢do de 0,8 pg/mL, nos tempos de
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72 e 96 h. Este fato sugere que na maior concentracdo (0,8 pg/mL) ocorreu aumento do
estresse da levedura provocado pela presenca da micotoxina sinalizado pela producdo de
acido acético. Também podem ser observados sinais na regido dos agticares, indicando um
processo de fermentacdo incompleto (Figura 11).

Desta forma, o acompanhamento do processo por RMN permitiu relacionar a
presenca dos sinais majoritarios na amostra, classificando grupos significativamente
diferentes através da andlise por PCA. Cabe salientar que os experimentos envolveram
preparo minimo de amostra, permitindo avaliar os componentes presentes de forma nao
direcionada. Em suma, este estudo demonstrou que a RMN pode ser utilizada para
caracterizar a complexa composi¢do quimica da cerveja durante a fermentacdo alcodlica na
auséncia e na presenga de DON e 15-ADON, permitindo a rapida identificacio dos
compostos, presentes em diferentes concentragdoes. A exploracdo dos dados obtidos em
espectros bidimensionais para identificacdo de mais compostos presentes encontra-se em

andamento.
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6. CONCLUSAO

O método QUEChERS apresentou eficiéncia na extragdo de DON e 15-ADON,
com recuperagdes de 105 e 89%, respectivamente, estando de acordo com as figuras de
mérito, apresentando boa linearidade, recuperacdo e exatiddo.Desta forma, a fermentacao
alcodlica com S. cerevisiae pode ser considerada uma alternativa promissora como método de
detoxicagdo para DON e 15-ADON. O processo de fermentacdo alcodlica na menor
concentracdo de micotoxina (0,2 pg/mL) causou a redugdo de 33% de DON e 56% de 15-
ADON. No entanto, na concentragao de 0,8 pg/mL a reducdo foi 27 e 41% de DON e 15-
ADON, respectivamente. A redugdo da concentracdo de DON e 15-DON pela ag¢do das
leveduras esta relacionada a elevada atividade da PO e da GSH, concomitante a elevagao da
sintese proteica. A PCA e o RMN confirmaram a correlacio entre os parametros
fermentativos estudados e a contaminagdo por DON e 15-ADON durante o processo
fermentativo alcodlico. Além disso, alteragdes morfologicas e reducdo no crescimento da
levedura evidenciaram a sensibilidade da levedura S. cerevisiae quanto a toxicidade, sendo

este um micro-organismo mitigador dessas toxinas envolvendo o complexo PO e GSH.
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7. SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Este estudo abre caminho para o desenvolvimento de outras investigagdes sobre o
assunto, considerando que o processo de degradagdo desenvolvido ¢ um potencial candidato
na aplicacdo da remog¢do de tricotecenos da cerveja com aplicacdo no processo industrial
cervejeiro. Para dar continuidade a esse trabalho, propde-se:

a) Realizar a fermentacdo alcoolica por S. cerevisiae utilizando diferentes estilos de
mostos cervejeiros;

b) Avaliar as moléculas bioquimicas (PO e GSH) assim como os compostos fenolicos a
fim de verificar se outras micotoxinas (e quais micotoxinas) alteram a producdo dessas
moléculas ao longo do processo cervejeiro empregando mosto cervejeiro;

C) Estudar a fermentagao alcodlica em diferentes concentracdoes de DON e 15-ADON;

d) Estudar o efeito de diferentes meios extratores no método de QuEChERS na
fermentacgdo alcodlica por S. cerevisiae utilizando;

e) Acompanhar a concentracao de micotoxinas durante as etapas de filtragdo e fervura do
mosto cervejeiro;

f) Avaliar o dano celular acompanhado pela quantificagcdo de componentes da membrana

celular e a presenca da micotoxina no meio;

g) Correlacionar em amostras comerciais o teor de GSH associado a contaminagdo
micotoxicologica;
h) Avaliar biomarcadores em fermentacao alcodlica a partir de aglcares fermentaveis

oriundos do malte, para detec¢ao da contaminagdo na matéria prima;
1) Desenvolver metodologia para detoxificagdo micotoxicoldogica baseada em mosto

cervejeiro.
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