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RESUMO GERAL

A cerveja ¢ uma bebida alcodlica fermentada, consumida e apreciada mundialmente, obtida de
cereais malteados, agua, lipulo e levedura. A ocorréncia das micotoxinas ocratoxina A (OTA)
e zearalenona (ZEA) ¢ reportada nos insumos utilizados no processo cervejeiro e produto final.
As micotoxinas sdo metabolitos secundarios toxicos a saude humana produzidos por fungos
sob condi¢des de estresse e devido a sua toxicidade, métodos biologicos para mitigagao destas
substancias sd3o necessarios. Desta maneira, o objetivo deste estudo foi avaliar a a¢do das
enzimas peroxidase (PO) e amano lipase A na degradacao simultanea de OTA ¢ ZEA em
solugdo modelo, mosto e cerveja. Primeiramente, foi realizada a validacdo de método
cromatografico para a determinagao das micotoxinas em solugdo modelo, mosto e cerveja. Em
solugdo modelo foram realizadas a otimizacao das condi¢des reacionais para agao das enzimas,
determinagdo de parametros cinéticos (constante de Michaelis-Menten (Kwm) e velocidade
maxima (Vmax)) € avalia¢do cinética de degradagdo de OTA e ZEA sob tratamento enzimatico.
No mosto e na cerveja, foi avaliado a acdo de mix enzimatico, composto por PO e amano lipase
A, em condig¢des 6timas de temperatura e atividade enzimatica, na degradagdo das micotoxinas.
Além disso, as amostras foram caracterizadas fisico-quimicamente e por espectrometria de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio. O método cromatografico validado cumpriu os
critérios analiticos descritos pelos 6rgaos internacionais de validagdo. As condi¢des 6timas para
acdo da PO (0,6 U mL!) na degradacio simultanea de OTA e ZEA em solugio modelo foram
tampao fosfato 25 mM pH 7 a 30 °C, adigdo de 26 mM de H>O; e adigdo de ] mM de K'. O Ku
e Vmax determinados de OTA e ZEA apds agdo da PO foram de 50 e 10.710 nM ¢ 0,168 ¢
72 nM min’!, respectivamente. A degradacio de OTA e ZEA apés a¢do da PO em 6 h foi de
27,0 e 64,9% em solugao modelo e de 4,8 e 10,9% em cerveja, respectivamente. A amano lipase
A (0,3 U mL!) demonstrou atividade 6tima para degradacio de OTA e ZEA em tampdo fosfato
50 mM pH 7 a 40 °C durante 22 h. O Km € Vmax para OTA e ZEA ap6s agdao da amano lipase
A foram de 0,03 € 3,14 uM € 6,56x10% € 19,57x10°% uM min™!, respectivamente. A degradacio
de OTA e ZEA apo6s acao da amano lipase A por 22 h em solug@o modelo foi de 100% de OTA
e 30,6% de ZEA e em cerveja foi de 89,5% de OTA e 6,5% de ZEA. O mix enzimatico, no
mosto (0,90 U mL™"! de PO e 0,45 U mL"! de amano lipase A, 30 °C, 22 h e 26 mM de H,0»)
degradou 86,3% de OTA e 29,4% de ZEA e em cerveja (1,20 U mL™! de PO € 0,60 U mL"! de
amano lipase A, 25°C, 22 h e 26 mM de H>0») foi degradado 96,9 e 23,0% de OTA e ZEA,
respectivamente. A caracterizagdo das amostras permitiu verificar alteragdes de parametros
fisico-quimicos e dos sinais caracteristicos de alcoois, acidos organicos, agucares € compostos
aromaticos apds o tratamento enzimatico. Em suma, foi proposto um método promissor para a
mitigagdo de OTA e ZEA em solucdo modelo, mosto e cerveja e com potencial para aplicagao
em diversas matrizes alimentares. E assim, reduzir os impactos que estes contaminantes
ocasionam a saude humana e economia.

Palavras-chave: Peroxidase. Amano Lipase A. Micotoxinas. Solu¢cao Modelo. Mosto. Cerveja.
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ABSTRACT

Beer is a fermented alcoholic drink, consumed and appreciated worldwide, obtained from
malted cereals, water, hops, and yeast. The occurrence of mycotoxins ochratoxin A (OTA) and
zearalenone (ZEA) is reported in the inputs used in the brewing process and final product.
Mycotoxins are secondary metabolites toxic to human health produced by fungi under stress
conditions and due to their toxicity, biological methods to mitigate these substances are
necessary. Thus, the objective of this study was to evaluate the action of the enzymes peroxidase
(PO) and amano lipase A in the simultaneous degradation of OTA and ZEA in model solution,
wort, and beer. Firstly, the validation of the chromatographic method for the determination of
mycotoxins in model solution, wort and beer was performed. In a model solution, the reaction
conditions were optimized for enzyme action, determination of kinetic parameters (Michaelis-
Menten constant - Km and maximal velocity - Vmax), and kinetic evaluation of degradation of
OTA and ZEA under enzymatic treatment. In the wort and beer, the action of the enzymatic
mix, composed of PO and amano lipase A, under optimal conditions of temperature and enzyme
activity, in the degradation of mycotoxins was evaluated. Also, the samples were characterized
physicochemically and by hydrogen nuclear magnetic resonance spectrometry. The validated
chromatographic method met the analytical criteria described by international organizations for
validation. The optimal conditions for the action of PO (0.6 U mL™) in the simultaneous
degradation of OTA and ZEA in model solution were phosphate buffer 25 Mm pH 7 at 30 °C,
the addition of 26 mM H,O; and the addition of I mM K. The Km and Vmax determined from
OTA and ZEA after PO action were 50 and 10,710 nM and 0.168 and 72 nM min’!, respectively.
The degradation of OTA and ZEA after PO action in 6 h was 27.0 and 64.9% in model solution
and 4.8 and 10.9% in beer, respectively. Amano lipase A (0.3 U mL™!) demonstrated optimal
activity for degradation of OTA and ZEA in 50 mM phosphate buffer pH 7 at 40 °C for 22 h.
The Km and Vimax for OTA and ZEA after the action of amano lipase A were 0.03 and 3.14 uM
and 6.56x10% and 19.57x10™ pM min’!, respectively. The degradation of OTA and ZEA after
the action of amano lipase A for 22 h in a model solution was 100% OTA and 30.6% ZEA and
in beer, it was 89.5% OTA and 6.5% ZEA. The enzymatic mix, in the wort (0.90 U mL™! of PO
and 0.45 U mL™! of amano lipase A, 30 °C, 22 h, and 26 mM H,0») degraded 86.3% of OTA
and 29.4 % of ZEA and in beer (1.20 U mL™! of PO and 0.60 U mL"! of amano lipase A, 25°C,
22 h, and 26 mM H>0») degraded 96.9 and 23.0% of OTA and ZEA, respectively. The
characterization of the samples allowed to verify changes in physical-chemical parameters and
the characteristic signs of alcohols, organic acids, sugars, and aromatic compounds after
enzymatic treatment. In conclusion, a promising method has been proposed for the mitigation
of OTA and ZEA in model solution, wort, and beer and with potential for application in several
food matrices. And so, reduce the impacts that these contaminants have on human health and
the economy.

Keywords: Peroxidase. Amano lipase A. Mycotoxins. Model solution. Wort. Beer.
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1 INTRODUCAO

A cerveja € uma bebida alcoodlica fermentada obtida de cereais maltados, agua,
lupulo e levedura (HARRISON; ALBANESE, 2017), apreciada e comercializada
mundialmente, o setor cervejeiro contribui com a economia de muitos paises. O Brasil ¢ um
destes paises, pois € o terceiro maior produtor de cerveja do mundo, com produgao de 14 bilhdes
de litros ao ano (CERVBRASIL, 2020), onde o consumo nacional médio anual desta bebida
corresponde a 50,5 L, o que resulta um gasto médio de R$ 1.100,00 (STATISTA, 2020). Além
disso, a cerveja, se consumida moderadamente, pode oferecer beneficios a satide humana,
devido a sua composi¢do ser constituida por proteinas, polissacarideos e lipideos (STEINER;
BECKER; GASTL, 2010) e também por varias vitaminas e compostos fenolicos (KONDO,
2004). Entretanto, estudos demonstraram que os insumos cervejeiros sdo frequentemente
contaminados por micotoxinas (BELAKOVA et al., 2011b; BLAJET-KOSICKA et al., 2014;
MAKUN et al., 2011; TARAZONA et al., 2020; XU; HAN; LI, 2019).

As micotoxinas sdo metabolitos secunddrios, produzidos por fungos filamentosos
toxigé€nicos em condi¢des de estresse, que ocasionam efeito toxico a saide humana e animal
(BENNETT; KLICH, 2003). As micotoxinas sdo descritas em diversas matrizes alimentares
como cereais (SOLEIMANY; JINAP; ABAS, 2012), café¢ (BENITES et al., 2017), oleaginosas
(BHAT; REDDY, 2017), frutas (PIQUE et al., 2013) e derivados, vinhos (PIZZUTTI et al.,
2014) e sucos (ZOUAOQOUI et al., 2015); leite (IQBAL; ASI, 2013), salame (MONACI et al.,
2005), carne e ovos (IQBAL et al., 2014b). Adicionalmente, também ¢ reportado a ocorréncia
de micotoxinas na cerveja, como a ocratoxina A (OTA) e zearalenona (ZEA) (ARAGUAS;
GONZALEZ-PENAS; LOPEZ DE CERAIN, 2005; BAUER et al., 2016; NKWE; TAYLOR;
SIAME, 2005; ODHAV; NAICKER, 2002; VISCONTI; PASCALE; CENTONZE, 2000).

A OTA ¢ uma micotoxina, produzida por fungos dos géneros Aspergillus e
Penicillium (RINGOT et al., 2006), caracterizada por causar efeitos nefrotoxicos e
imunotoxicos (GAN et al., 2017), teratogénicos (MAYURA et al., 1984) e cancerigenos (QI et
al., 2014), tendo como principais alvos de toxicidade os rins e o figado de humanos e animais
(O’BRIEN; DIETRICH, 2005; RINGOT et al., 2006). A ZEA ¢ produzida por algumas espécies
toxigénicas do género Fusarium (ZINEDINE et al., 2007). Estudos realizados com ZEA
demonstraram que esta ocasiona distarbio do sistema endocrino (KOWALSKA;
HABROWSKA-GORCZYNSKA; PIASTOWSKA-CIESIELSKA, 2016) que promove
puberdade feminina precoce (MASSART; SAGGESE, 2010), ocasiona estresse oxidativo e

apoptose de células embrionarias humanas (CAO et al.,, 2019). Esta toxina também ¢&
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considerada hepatotoxica, citotoxica, genotoxica (HASSEN et al., 2007) e imutdxica (MARIN
etal., 2013).

Em decorréncia, da frequente ocorréncia destas micotoxinas em insumos
cervejeiros e produto final e da toxicidade destes compostos, estas sao motivo de preocupacao
de o6rgdos de controle sanitario. Portanto, ha necessidade de estudos que tenham como escopo
a degradacdo de OTA e ZEA. Uma alternativa que vem sendo estudada ¢ a utilizagdo de
métodos bioldgicos empregando enzimas, como a peroxidase (PO) e a lipase. A PO ¢ uma
enzima oxidorredutora que possui capacidade de catalisar a oxidagao de varios substratos tendo
o peroxido de hidrogénio como molécula aceptora e outro composto como doador de atomos
de hidrogénio (MEDINA et al., 2017). A lipase ¢ uma enzima hidrolitica que exerce sua
atividade nas ligacOes éster carboxilico de triacilglicerdis e outros substratos, como ésteres
alifaticos, aliciclicos, biciclicos e aromaticos, tioésteres, aminas ativadas, mantendo alta
seletividade de regio, quimio e enantioseletividade (LOTTI; ALBERGHINA, 2007).

Neste contexto, estudos acerca da degradacdo de micotoxinas por acdo da PO
comercial em solugdo sdo cada vez mais frequentes, como na degradacdo de 59 e 69,9% de
OTA e ZEA, conforme demonstrado por Nora et al., (2019) e Garcia, Feltrin e Garda-Buffon
(2018), respectivamente. A PO comercial e a obtida de outras fontes tem sido relatada na
mitigacdo de outras micotoxinas, como aflatoxinas (DAS; MISHRA, 2000; MARIMON
SIBAJA et al., 2019; TRIPATHI; MISHRA, 2011) e deoxinivalenol (FELTRIN et al., 2017b;
GAUTERIO et al., 2017). Em relagio ao emprego da enzima amano lipase A na degradagio de
micotoxinas, ha relato de somente um estudo que avaliou a degradagdo de OTA em Ocratoxina
a (OTa), produto de detoxificacdo dessa micotoxina (STANDER et al., 2000). Porém, outros
tipos de lipases, como a lipase pancreatica suina e imobilizada, sdo descritas na degradacao de
patulina (PAT) em suco de péra (XIAO et al., 2019), suco de mag¢d (TANG et al., 2018) e
solugdo aquosa (LI et al., 2017b). A agdo de enzimas na degradacdo de micotoxinas ¢ resultante
principalmente das reacdes de oxidagdo, acetilagdo, glicosilacdo, clivagem de anéis, hidrolise,
desanimacao e descarboxilagdo, que estas substancias catalisam durante a reacdo enzimatica
(HAQUE et al., 2020).

Em virtude do exposto anteriormente, se faz necessario estudos que mencionem a
acao da PO e/ou amano lipase A na degradacao simultanea de OTA e ZEA em solucao modelo,
mosto e cerveja, e consequentemente futura aplicacao industrial. Desta forma, pretende-se com
esta pesquisa contribuir para o avanco no conhecimento cientifico para a degradacao simultanea
destas micotoxinas em cerveja, definindo um método bioldgico que possa contribuir para a

produgdo de uma bebida consumida mundialmente.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a agdo das enzimas, PO e amano lipase A, na degradagdo simultanea de

OTA e ZEA em solu¢ao modelo, mosto e cerveja.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Padronizar e validar um método analitico para determinagdo de OTA e ZEA em
solu¢do modelo, mosto e cerveja;

. Otimizar as condi¢des reacionais para a¢do enzimatica da PO na degradacgdo de
OTA e ZEA, definir os parametros cinéticos (Km e Vmix) € determinar a cinética de
degradagdo das micotoxinas em solu¢do modelo;

. Otimizar as condi¢des reacionais para agdo enzimatica da amano lipase A na
degradagdo de OTA e ZEA, definir os parametros cinéticos (Kv € Vmax) €
determinar a cinética de degradag@o das micotoxinas em solugdo modelo;

o Aplicar a PO e amano lipase A na degradagdo de OTA e ZEA em cerveja;

. Otimizar as condic¢des reacionais para a¢do de mix enzimatico, composto por PO e
amano lipase A, na degrada¢do de OTA e ZEA em mosto e cerveja;

. Caracterizar através de determinagdes fisico-quimicas e por espectrometria de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio o mosto e cerveja apos tratamento

enzimatico visando a degradagdo de OTA e ZEA.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 CERVEJA: DEFINICAO, HISTORICO, PRODUCAO, CONSUMO E ECONOMIA

Desde o século X VI, a Lei de Pureza Alema de 1516, oriunda da Baviera, define a
cerveja como uma bebida alcodlica fermentada obtida de trés ingredientes: malte de cevada,
agua e lupulo. Posteriormente, com a descoberta da levedura em 1860, por Louis Pasteur, a lei
foi alterada, sendo este adicionado como ingrediente para produgdo cervejeira (NARZISS,
1984). No entanto, alguns paises, permitem a adi¢ao de outras substancias na fabrica¢ao desta
bebida (HARRISON; ALBANESE, 2017). Os principais aditivos permitidos a fabrica¢ao de
cerveja sdo: adi¢dao de cereais ndo malteados (milho, arroz, trigo, aveia e sorgo), xarope de
milho, especiarias entre outros (BUIATTIL 2009). Segundo Weeks (1949), a etimologia da
palavra cerveja, indica que ela se originou do verbo latim bibere, que significa “para beber”.
Da mesma forma, a palavra em espanhol cerveza (cerveja), aparentemente deriva da expressao
cerevisia, que combina as palavras do latim ceres e vis que significam “deusa do grdo” e
“vigor”, respectivamente.

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA
estabelece os padrdes de identidade e qualidade para os produtos de cervejaria, conforme
Instru¢do Normativa n® 65 de 10 de dezembro de 2019. Por defini¢do, cerveja ¢ a bebida
resultante da fermentagdo, a partir da levedura cervejeira, do mosto de cevada malteada ou de
extrato de malte, submetido previamente a um processo de coc¢do adicionado de lupulo ou
extrato de lupulo, hipotese em que uma parte da cevada malteada ou do extrato de malte podera
ser substituida parcialmente por adjunto cervejeiro (BRASIL, 2019).

A produgdo de cerveja, rica em tradicdo, ¢ uma das atividades mais antigas da
humanidade e acompanhou a evolugdo humana juntamente com o inicio da agricultura e da
sedentarizacdo (ZARNKOW, 2014). De acordo com registros histéricos, ¢ admitido que a
cerveja se originou durante a Revolugdo Neolitica, datada entre 11000 e 6000 a.C. na
Mesopotamia e Egito (areas do Oriente Médio), considerados bercos da civilizagdo
(WESTERMANN; HUIGE, 1979; ZARNKOW, 2014). Segundo Hornsey (2015), a transi¢ao
ndémade dos humanos para uma vida sedentaria, foi um avango importante para a historia do
Homo sapiens, onde os primeiros agricultores utilizavam as plantas disponiveis para o preparo
de pogdes e bebidas que alteravam seu comportamento. Para os cacadores-coletores, o
antecessor da cerveja propriamente dito, era um mingau produzido pela simples imersdo de

graos (cevada ou trigo) em agua.
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No Egito, com a evolucdo da civilizagdo, a cerveja se tornou a bebida bésica da
dieta egipcia, além de desempenhar um papel fundamental em assuntos economicos, como
moeda e oferta religiosa. E descrito que o farad Ramsés possuia uma cervejaria que produzia
aproximadamente 10.000 hectolitros de cerveja por ano (BAMFORTH, 2003). Conforme
Harrison e Albanese (2017), foram os egipcios que ensinaram a “arte” da producgdo de cerveja
aos gregos e romanos, estas praticas se espalharam por Roma durante o reinado de César.
Entretanto, quando o vinho adquiriu popularidade na regidao do Mediterraneo, a cerveja migrou
para o norte da Europa com os gauleses, tribos germanicas e celtas (BAMFORTH, 2003).
Durante os tempos medievais, a cerveja era uma bebida caracterizada como agradavel e quente
e seu consumo dava-se por dois motivos principais: (I) esta era também considerada uma bebida
segura em uma época onde a pureza da agua era incerta; e (II) outras bebidas, como o café e
ché, eram desconhecidas (BUIATTI, 2009).

Ao longo de 1000 anos, a ciéncia sobre a fabricagdo de cerveja cresceu devido a
influéncia da igreja, atingindo o apogeu nos séculos XVI e XVII. Algumas das mais importantes
cervejarias foram implementadas em ambientes eclesidsticos, como a producdo de cervejas
trapistas na Bélgica (WESTERMANN; HUIGE, 1979). Em 1086, foi registrado no livro
Domesday Book que a cervejaria da Catedral de Sdo Paulo produzia o equivalente a cerca de
3150 hectolitros da bebida ao ano (BAMFORTH, 2003).

A inser¢do da cerveja na Asia, por meio da civilizagdo ocidental, registrou boa
aceitabilidade pela populacdo local. Na América, os imigrantes foram responsaveis por difundir
as técnicas de fabricacdo da cerveja (LI; WANG; LIU, 2017). No Brasil, o habito de tomar
cerveja foi trazido por D. Jodo VI, no ano de 1808 (século XIX), durante a permanéncia da
familia real portuguesa em territorio nacional. Neste periodo, a bebida consumida no pais era
importada da Europa. Em decorréncia da elevada demanda pela bebida, em 1888, foi fundada
na cidade do Rio de Janeiro a primeira cervejaria no Brasil, denominada “Manufatura de
Cerveja Brahma Villigier e Cia” e em 1891 na cidade de Sdo Paulo foi inaugurada a
“Companhia Antarctica Paulista” (VENTURINI FILHO, 2018).

A cerveja que era produzida como um hobby dos sumérios, tornou-se a bebida
alcodlica mais popular (LI; WANG; LIU, 2017) e a terceira mais consumida em todo o mundo,
ficando somente atras do consumo de agua e cha (STATISTA, 2020). De acordo com o portal
on-line alemao para estatisticas, o Statista (2020), em 2018 foram produzidos mundialmente
1,94 bilhdes de hectolitros de cerveja, o que representa um crescimento médio de 49% na

produc¢do nos ultimos 20 anos. A Associagdo Brasileira da Industria da Cerveja — CervBrasil,
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reporta que o Brasil produz, em média, 14 bilhdes de litros ao ano, ficando atras apenas da
China e dos Estados Unidos (CERVBRASIL, 2020).

Em 2020, o consumo médio mundial de cerveja foi estimado em 22,6 L per capita.
No Brasil, o consumo médio da bebida, por pessoa, ¢ de 50,5 L. Este segmento gera
mundialmente uma receita de US$ 522,299 milhdes, representando em média o valor de
USS$ 70,18 por pessoa ao ano. Em nosso pais, esse montante ¢ de aproximadamente
R$ 233.688,00 milhdes, resultante de um gasto médio, por pessoa, de R$ 1.100,00 (STATISTA,
2020), representando assim 1,6% do Produto Interno Bruto (PIB), gerando 2,7 milhdes de
empregos ¢ R$ 21 bilhdes em impostos/ano. O setor cervejeiro, no Brasil, vem avancando de
forma sustentada nos ultimos 20 anos, visto a taxa média de 19,6% ao ano de novas cervejarias

registradas (CERVBRASIL, 2020).

3.1.1 Matérias-primas cervejeiras

A obtengdo de cerveja de alto padrdo depende da matéria-prima empregada estando
relacionada a dois fatores: identidade e qualidade. As principais matérias-primas empregadas
no processamento da bebida sdo cereais malteados, agua, lupulo e levedura (HUGHES, 2003).
O éxito das cervejarias, devido a boa aceitagdo da bebida, depende do conhecimento sobre as
caracteristicas e importancia de cada ingrediente, bem como sua aplica¢do durante o processo

(HOWE, 2020).

3.1.1.1 Agua

A 4gua é, em termos quantitativos, o principal ingrediente da cerveja, pois
representa aproximadamente 90 a 94% do produto final (BUIATTI, 2009). Além de ser uma
matéria-prima, a agua apresenta diversas outras funcionalidades durante o processamento
cervejeiro (STEWART, 2015a), como o emprego na limpeza, resfriamento e geracao de vapor
para aquecimento (PARKER, 2012). Estima-se que para cada 1 hectolitro de cerveja sdo
empregados de 4 a 11 hectolitros de 4gua, 2/3 sdo utilizados no processamento e o restante €
destinado a limpeza e operagdes (FILLAUDEAU; BLANPAIN-AVET; DAUFIN, 2006). Por
este motivo, as industrias cervejeiras se fixam em regides onde haja disponibilidade da mesma
em quantidade suficiente e de boa qualidade. O abastecimento de 4gua de uma cervejaria pode
ser proveniente de: pogos subterraneos, rios, lagos ou corregos e rede publica, esta quando

tratada de acordo com padroes internacionais (PARKER, 2012).
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A Organizagdo Mundial da Satde (OMS) descreve que a industria de alimentos e
bebidas devem utilizar dgua potavel e de qualidade (WHO, 2011). A qualidade da agua
empregada na fabricagdo de cerveja ¢ determinada pela legislagao de cada pais. De maneira
geral, a agua dever ser potavel, pura e livre de patdégenos, confirmadas por determinagdes
quimicas e microbioldgicas (WUNDERLICH; BACK, 2009). No entanto, parametros
adicionais de qualidade como a dureza, alcalinidade e o contetido de ions sdo estabelecidos
individualmente pelas cervejarias, visto que estes influenciam em inimeras caracteristicas da
bebida (STEWART, 2015a). O pH e conteido mineral sao indicadores fundamentais para
conferir bebidas Unicas e de sabores caracteristicos, o controle destes parametros foram
determinantes para a consolidacdo de algumas cervejarias (WUNDERLICH; BACK, 2009).
Venturi Filho (2018) descreve que alguns requisitos basicos de qualidade de 4dgua cervejeira
sdo: seguir padrdes de potabilidade; apresentar alcalinidade de 50 mg L' ou menor
(preferencialmente inferior a 25 mg L) e possuir concentragio de calcio, em torno, de

50 mg L.

3.1.1.2 Malte e adjuntos

As principais atribuigdes do malte no processamento da cerveja sdo fornecer os
sacarideos, proteinas, nitrogénio amino livre (FAN) e enzimas que facilitam as reagdes de
fermentagdo da bebida (BETTENHAUSEN et al., 2018). O termo malte define a matéria-prima
resultante da germinagdo de qualquer cereal rico em amido, sob condi¢des controladas
(VENTURINI FILHO, 2018). O malte, depois da 4gua, ¢ o ingrediente mais empregado na
fabricagdo da cerveja e suas caracteristicas e qualidade possuem grande impacto no
processamento da bebida e nos atributos do produto final (ULLRICH, 2010).

A cevada ¢ o cereal mais empregado para a obtencao de malte (LINKO et al., 1998),
visto que 96% do malte de cevada produzido no mundo ¢ usado na fabricacao de cerveja e o
restante (3%) destinado a produc¢ao de uisque (GUIDO; MOREIRA, 2013). A elevada aplicagao
deste cereal € resultado de sua composic¢do, principalmente por apresentar niveis adequados de
proteina (de 8 a 12% da matéria-seca), baixos niveis de lipideos e desenvolver altos niveis de
enzimas amiloliticas durante a germinagdo. Outro fator determinante para a cevada ser o cereal
mais empregado no processamento da cerveja, € por possuir em sua camada externa a casca que
forma um leito de filtragdo e a auxilia na separacdo do material insoluvel do extrato

(FERREIRA, 2009).
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A cor da cerveja, um dos atributos mais importantes da bebida, ¢ resultante da
coloracdo do malte utilizado no processo cervejeiro. Esta etapa ocorre quando o malte ¢
colocado em infusao com agua a 60 °C, pois as enzimas presentes na matéria-prima (amilases
e proteases) degradam o amido e proteinas, em aclcares, peptideos e aminoacidos. A
degradagdo do amido, temperatura e tempo sdo importantes a caramelizacdo de agucares e
reacdes do tipo Maillard. Estas condi¢gdes determinam a cor do malte, que variam de uma cor
palida, ambar até escura (KEUKELEIRE, 2000).

Para muitas jurisdigdes mundiais, o malte pode ser obtido de outras fontes, como
trigo, arroz, milho, aveia, sorgo, centeio e triticale, cereais classificados como adjuntos. Além
disso, os xaropes de glicose, xaropes de acucar de cana e xaropes de agucar invertido também
sdo considerados adjuntos cervejeiros. Embora esses xaropes sejam diferentes em
caracteristicas quimicas, a similaridade ¢ que eles sdo solu¢des concentradas de carboidratos
facilmente fermentaveis (STEWART, 2015a). Mesmo que o uso das fontes adjuntas
tradicionais na fabricacdo de cerveja ja esteja bem estabelecido, existem outras fontes de
carboidratos, tais como: beterraba sacarina, cana-de-actcar, batata, milho, aveia, centeio,
mandioca, grao de bico, feijdo mungu, quinoa, trigo sarraceno, trigo mourisco, amaranto, soja,
banana, mel e lactose. Alguns destes adjuntos ja sdo utilizados na fabricagdo de cerveja
comercial, enquanto outros parecem ter potencial, visto sua composicao fisico-quimica e
caracteristicas (GOODE; ARENDT, 2006).

No Brasil, qualquer cereal apto ao consumo humano como alimento, exceto a
cevada, submetido ao processo de malteagdo, deve ser denominado como "malte de “ (seguido
do nome do cereal que lhe deu origem). Os adjuntos cervejeiros sao descritos como, a cevada
cervejeira ndo malteada, cereais malteados ou ndo-malteados, o mel e os ingredientes de origem
vegetal, fontes de amido e de aglicares. A substituicdo do malte ou o extrato de malte na
elaboracdo do mosto cervejeiro ¢ permitida por legislagdo em até 45% do peso em relacdo ao
extrato primitivo (MAPA, 2019). No mundo, de 85 a 90% da cerveja € produzida com adjuntos,
as variagoes de quantidade variam de acordo com os continentes e paises. Em paises europeus
o malte pode ser substituido de 10 a 30% por materiais ndo malteados; nos Estados Unidos e
na Australia a substituicdo pode ser de 40 a 50% ou mais, enquanto na Africa os valores
permitidos entre 50 e 75% (ANNEMULLER; MANGER, 2013; BOGDAN; KORDIALIK-
BOGACKA, 2017).

Os adjuntos geralmente sdo empregados como fontes de extrato fermentavel de
menor custo, como alternativa ao malte de cevada e sdo importantes se houver consideragdes

fiscais que tornem o uso reduzido de malte na fabricacdo de cerveja sendo financeiramente
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vantajoso (STEWART, 2016). Bogdan e Kordialik-Bogacka (2017) descrevem que a produgao
de cerveja com adjuntos melhora a estabilidade coloidal, devido ao seu menor teor de proteinas,
principalmente quando utilizado no processo, graos como milho e arroz, que apresentam baixo
teor proteico comparados a cevada. A estabilidade coloidal, afetada pelo conteudo de
polifendis, ¢ aprimorada quando o malte de cevada ¢ substituido por adjuntos, que contém
niveis mais baixos de polifenois extraiveis. Soma-se também que a substituicdo do malte por
adjuntos torna a cerveja mais leve, o que na maioria dos casos ¢ favoravel. Uma diminuigao
benéfica dos precursores de aromatizantes na cerveja ¢ outro resultado do uso de adjuntos,
devido aos niveis mais baixos de nitrogénio. E por fim, alterando os espectros de agucar e
aminoacidos resultantes do uso de matérias-primas nao malteadas, podem ser feitas alteragdes
nos perfis de sabor das cervejas, o que fornece aos fabricantes a capacidade de desenvolver

produtos finais com novas caracteristicas sensoriais.

3.1.1.3 Lapulo

O lupulo (Humulus lupulus), pertencente a ordem das Rosales e familia das
Cannabaceae, ¢ um ingrediente essencial para a fabricagdo da cerveja. Este ¢ empregado na
forma de cones ou pellets e conferem amargor e aroma marcante e intenso, além de atuar como
conservante natural da bebida (MACHADO; FARIA; FERREIRA, 2019). Estima-se que mais
de 97% da producdo mundial de lapulo ¢é destinada a fabricacdo de cerveja (SCHONBERGER;
KOSTELECKY, 2011), o restante ¢ utilizado em aplica¢des terapéutica e nutracéutica, visto
suas propriedades sedativas, antioxidantes e antimicrobianas (HOLUBKOVA et al., 2013).

O lupulo ¢ composto por resinas, 6leos essenciais, proteinas, polifendis, lipidios,
ceras, celulose e aminodcidos (ALMAGUER et al., 2014). Para a fabricacdo de cerveja, os
principais compostos de interesse sdo: o Oleo essencial, os a e B-acidos e os compostos
polifendlicos (STEENACKERS; DE COOMAN; DE VOS, 2015). A importancia do lupulo a
industria cervejeira ¢ devida suas flores (plantas fémeas nao fertilizadas) conterem quantidades
significativas das substancias quimicas de interesse, principalmente os a e B-acidos. Estas flores
apresentam as glandulas de lupulina que sdo responsaveis pela secre¢do de um pd amarelo,
denominado lupulina (Figura 1) que contém polifenois e 6leos essenciais (DURELLO; SILVA;
BOGUSZ, 2019). A composi¢do do lupulo contribui a cerveja aromas de notas verdes, citricas,
florais, picantes, amadeiradas e frutadas, de ervas entre outros (SCHONBERGER;
KOSTELECKY, 2011).



42

As resinas amargas do lapulo, majoritariamente a-acidos (humulona) e B-acidos
(lupulona), representam de 2 a 15% do seu peso seco (BAMFORTH, 2000). Sabe-se que o-
acidos, fracdo mais expressiva e mais importante devido seu potencial de amargor
(BAMFORTH, 2000), ¢ composta por uma mistura de cinco humulonas analogas, sendo os
seus principais constituintes a humulona (35 - 70% do total de a-dcidos), a cohumulona
(20 - 55%), a adhumulona (10 - 15%), a prehumulona (1 - 10%) e a poshumulona (1 - 3%)
(JASKULA et al., 2007).

Figura 1 - Flor de lapulo.
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Bracteas

Fonte: Adaptado de Durello; Silva e Bogusz (2019).

Durante a fervura do mosto, os a- acidos se isomerizam termicamente em iS0O-0-
acidos por meio de uma contragdo em anel do tipo acilo, resultando na geragao de dois isomeros
epiméricos: cis-iso-a-acidos e trans-iso-a- acidos (CABALLERO; BLANCO; PORRAS, 2012;
HUGHES, 2000). Os iso-a-acidos (isohumulona, isocohumulona e isoadhumulona) sdo os
responsaveis pelo sabor amargo tipico da cerveja, bem como pela estabilidade das propriedades
da espuma e da preservagdo da cerveja, devido as propriedades antibacterianas apresentadas
pelas isohumulonas (MACHADO; FARIA; FERREIRA, 2019).

Os P-acidos sao andlogos triprenilados dos a-acidos, estes compdem
aproximadamente 10% dos lupulos comerciais (STEENACKERS; DE COOMAN; DE VOS,
2015). A composi¢do da fracdo dos P-acidos corresponde a uma mistura de andlogos de
lupulona (30 - 55% do total de B-substancias), colupulona (20 - 55%), adlupulona (5 - 10%),
prelupulona (1 - 3%) e poslupulona (DURELLO; SILVA; BOGUSZ, 2019). As lupulonas sao

estruturalmente similares as humulonas, sendo analogos triprenilados. Estas se caracterizam
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por serem menos acidas quando comparadas as humulonas e também s3o potenciais precursoras
de compostos de gosto amargo para cerveja (INTELMANN et al., 2011).

Os oleos essenciais, contém basicamente hidrocarbonetos, compostos oxigenados
e sulfurados, sdo uma fracdo relativamente pequena e volatil que representa 0,5 a 3,0% dos
cones de lipulo secos (SCHONBERGER; KOSTELECKY, 2011). A composi¢do dos 6leos
essenciais ¢ complexa, pois mais de 400 compostos quimicos diferentes ja foram identificados
(HANKE; et al., 2008; HERRMANN et al., 2008; ROBERTS; DUFOUR; LEWIS, 2004). O
monoterpeno, mirceno e os sesquiterpenos, a-humuleno e B-cariofileno, compdem a maior parte
do dleo essencial, juntamente com um grande numero de outros terpenos, como linalol,
farneceno, limoneno, pineno e geraniol, entre outros alcoois, acidos, cetonas e aldeidos (ERI et
al., 2000; KATONO; YONEZAWA; INUI, 2018). A quantidade ¢ composi¢ao quimica do 6leo
essencial do lupulo depende da variedade, porém a composi¢ao também pode ser influenciada
por fatores agrondmicos, como local de crescimento ou aspectos sazonais (KOVACEVIC;
KAC, 2002).

Os polifendis sdo metabolitos secundérios do lapulo e representam até 4% do peso
total da planta. Estes sdao encontrados como mondmeros, dimeros, trimeros e estruturas
complexas, associadas a componentes nitrogenados. Semelhante a maioria dos constituintes do
lupulo, o nivel de polifendis depende de sua variedade (ALMAGUER et al., 2014). O lapulo
pode contribuir com cerca de um terco do total de polifendis da cerveja, que contribuem para a
preservacdo e estabilizagdo das caracteristicas organolépticas da bebida, devido as suas
propriedades antioxidantes, antimicrobianas e de estabilizacdo da espuma (KEUKELEIRE,
2000; MACHADO; FARIA; FERREIRA, 2019). Os principais polifenois presentes no lupulo
sdo: proantocianidinas, flavonodis glicosilados e flavonoides prenilados (xanotohumol e o
desmetilxanthohumol) e prenilflavanonas, (isoxanthohuol, 6-prenilnaringenina e 8-
prenilnaringenina) (STEENACKERS; DE COOMAN; DE VOS, 2015). Com excec¢do das
proantocianidinas, os demais polifenois conferem a cerveja sabor e sensacoes no paladar e, sao
capazes de melhorar a palatabilidade da bebida, e, em combinacao com esséncias de aroma de
lupulo, propriedades sensoriais, como amargor, corpuléncia e adstringéncia (SANZ et al.,

2019).

3.1.1.4 Levedura

As leveduras, classificadas no reino dos fungos, sdo microrganismos eucarioticos

de célula tnica (BENNETT, 1998; SHURSON, 2018). As cé¢lulas de levedura variam de 4 a
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14 um de comprimento e de 3 a 10 pm de largura (WESTERMANN; HUIGE, 1979). Ha
milhares de anos, as espécies de levedura do complexo Saccharomyces sensu stricto sido
utilizadas para fabricagao de alimentos e bebidas, sendo responsaveis pela conversdo de
acgucares em etanol e didéxido de carbono (CO.) por meio da fermentacao (SICARD; LEGRAS,
2011).

A cerveja ¢ o resultado da transformacdo do mosto e do lupulo por leveduras em
condi¢des de fermentacdo. Embora o lipulo adicionado contribua principalmente para as
caracteristicas de sabor e aroma a cerveja, a levedura também impacta significativamente a
bebida (LIU, 2015), influenciada pela cepa da levedura e as condi¢des de fermentagdo aplicadas
no processamento cervejeiro (STEWART, 2014). As reacdes que a levedura realiza durante o
processamento sdo: catabolismo de agucares, nitrogénio assimilavel, acidos organicos e outras
substancias (acidos, alcoois, aldeidos, ésteres, cetonas, compostos fenolicos volateis,
terpendides e compostos volateis de enxofre) e autdlise de leveduras (LIU, 2015). A tipificacao
da levedura utilizada durante a fermentacao ¢ importante pois serve para classificar as cervejas,
como ale e lager (LI; WANG; LIU, 2017). As leveduras sdo distintas e a tipificagdo ¢ realizada
pela capacidade que estas possuem para fermentar a melibiose (dissacarideo redutor formado
por uma ligacdo a-1,6 entre galactose e glicose) e sua localizagdo no tanque, como fermentacgao
na parte superior ou na parte inferior (HELLBORG; PISKUR, 2009).

As cervejas do tipo lager sdo produzidas com leveduras de baixa fermentagao
denominadas Saccharomyces pastorianus (Saccharomyces uvarum (carlsbergensis))
(FERREIRA, 2009), que apresentam crescimento maximo a 34 °C. Os genes destas leveduras
produzem enzimas (melibiase) que fermentam a melibiose (STEWART, 2015b). A
fermentagdo com este tipo de levedura dura em média de 7 a 12 dias em temperaturas de 6 a
15 °C (HARRISON, 2009). Ao final da fermentagdo primaria, estas floculam e se depositam na
base do fermentador (VENTURINI FILHO, 2018). As cervejas do tipo lager sdo maturadas a
frio (0 °C) durante varias semanas (3 a 5 semanas) podendo chegar até varios meses
(HARRISON; ALBANESE, 2017). Este tipo de fermentagao proporciona a menor producao de
éster e mais enxofre (BOULTON, 2020). A cerveja obtida pela fermentacdo com
Saccharomyces pastorianus € mais aceita pelos consumidores no mundo, pois o gosto das
matérias-primas ficam mais pronunciadas, como o aroma doce do malte e o frescor do lupulo
(LL; WANG; LIU, 2017).

A levedura de alta fermentagdo, a Saccharomyces cerevisiae ¢ utilizada na
fermentacdo das cervejas do tipo ale, esta ndo € capaz de fermentar a melibiose. O crescimento

otimo deste tipo de levedura ¢ em temperatura de aproximadamente 37 °C. As temperaturas
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Otimas, para a fermentacao do mosto (5 a 7 dias), ocorrem entre 18 a 27 °C (HARRISON, 2009;
STEWART, 2015b). Diferentemente das leveduras do tipo /ager, as leveduras ale realizam a
fermentagdo em temperaturas mais altas e a maturagao realiza-se em poucos dias (HARRISON;
ALBANESE, 2017). Outra distingao deste tipo de levedura ¢ que ao final da fermentagao estas
leveduras transformam-se em aglomerados de células que sdo adsorvidas pelas bolhas de CO»,
sendo carregadas para a superficie do mosto e, posteriormente retiradas para sua reutilizagdo
no processo (STEWART, 2014). De um modo geral, esse tipo de cerveja possui mais compostos
¢ésteres e outros produtos secundarios de sabor e aroma (BOULTON, 2020) que a tornam uma

bebida com um sabor diferenciado e com caracteristicas frutadas (LI; WANG; LIU, 2017).

3.1.2 Processamento cervejeiro

O processamento da bebida (Figura 2) abrange etapas complexas que exigem
operagdes unitarias capazes de transformar: cereais, dgua, lipulo e levedura em cerveja. No
inicio, os cereais utilizados na producdo de cerveja ndo contém quantidades suficientes de
acucares fermentaveis. Desta maneira, ¢ necessario o emprego de etapas como a maltagem e
moagem dos graos, para que durante a fermentacao os carboidratos liberados sejam convertidos
a etanol e CO». Além disso, a cerveja produzida pode ser maturada para o desenvolvimento de
sabor e aroma antes das etapas de finalizagdo do produto, como filtragem, pasteurizagdo e
envase (HARRISON, 2009). Desta maneira, o processamento da cerveja consiste em
basicamente quatro estagios: producao do mosto, fermentagdo, condicionamento/maturagao e
envase (LIVENS, 2015). A obtencao da cerveja envolve processos relativamente de alto custo
e cada etapa possui a devida importancia as propriedades e qualidade da bebida

(WUNDERLICH; BACK, 2009).

3.1.2.1 Cevada: limpeza, classificagdo e armazenamento

O processo inicia-se com o recebimento dos grios de cevada na industria, que
passam pela primeira etapa de limpeza, a fim de remover contaminantes que acompanham o
cereal desde a colheita. Os principais contaminantes sdo sementes, ervas daninhas,
graos quebrados, palha, areia, poeira e objetos estranhos, como ferro e metais. Para essa
limpeza, sdo empregados eletroimas que retiram particulas de ferro e metal, as peneiras que
permitem a separagdo de particulas pequenas (areia e sementes) e os cilindros rotativos para

selecionar e remover graos quebrados e outros indesejados (WESTERMANN; HUIGE, 1979).
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Figura 2 - Fluxograma do processamento cervejeiro
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A classificag¢do da cevada para maltagem ¢ realizada por meio do tamanho do grao
(largura) em diferentes categorias, por exemplo, tamanho de graos menor de 2,2 mm, 2,2 a 2,5
mm e maior de 2,5 mm. Os graos quebrados e de largura inferior a 2,2 mm, sao removidos por
peneiras e podem ser coletados em um silo para serem destinados a alimentagdo animal. A
cevada que estd apta a maltagem, ¢ armazenada em silos, podendo estes conter sistemas de
pesagem que controlam a quantidade de graos armazenados e que auxiliam nos registros de

estoque (GUIDO; MOREIRA, 2013).

3.1.2.2 Germinagao

A germinacdo ¢ a etapa onde as enzimas (a-glucanase e pentosanases) hidrolisam
as paredes das células e de algumas proteinas (proteinase) do endosperma amilaceo, reserva
alimentar do grio, e como consequéncia este grao torna-se quebradico (BAMFORTH, 2000).
Para tanto, durante a germinagdo, o grao tem temperatura controlada, sob fluxo de ar, entre 15
e 20 °C por até¢ 48 h (HARRISON, 2009). A umidificacdo ¢ realizada por jatos de dgua de
atomizacdo, que podem ser resfriados por refrigeragdo. Também ¢ comum e importante a
rotagdo suave dos graos para garantir a homogeneidade desta etapa (SWANSTON et al., 2014).

As enzimas hidroliticas, que catalisam as modificagdes dos graos, sdo derivadas
principalmente da camada de escutelo e aleurona (Figura 3). Nos estagios iniciais da
germinagdo, o escutelo libera inimeras enzimas hidroliticas envolvidas na degradacdo da
parede celular, proteinas e granulos de amido do endosperma. Além das enzimas, o escutelo
libera o hormonio giberelina, que estimula a produgdo e liberacdo de inumeras enzimas
hidroliticas pela camada de aleurona (GUIDO; MOREIRA, 2013). A a-amilase estd ausente na
aleurona hidratada, e sua sintese e libera¢do sdo novamente desencadeadas independentemente
da presenca de giberelina. Estima-se que no malte, aproximadamente 85% dessa enzima se
origine da camada de aleurona e 15% da camada de escutelo. A B-amilase da cevada, presente
em sua forma inativa no endosperma amilaceo da cevada, ¢ liberada gerando a hidrélise dos
componentes do grao (ZARNKOW, 2014).

As proteases e carboxipeptidases também se acumulam no endosperma amilaceo
durante a germinacao. A B-glucana solubilase ¢ um tipo de carboxipeptidase que converte a
matriz proteica da parede celular insoluvel em B-glucanas soliveis. As caracteristicas quimicas
das B-glucanas, como a alta massa molar e viscosidade, geram problemas no processamento
cervejeiro, pois dificultam a separacdo do mosto e a filtragdo da cerveja. Essas sdo hidrolisadas

em glucanos e glicose de baixo massa molar pelas endo-B-glucanases e B-glucosidases. Tais
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enzimas desenvolvem-se lentamente no processo de maltagem e sdo levemente sensiveis ao
acido giberélico. Logo, este acido pode ser considerado um regulador da germinagdo, assim
como o bromato de potassio pode atuar acelerando a taxa de modificacdo do grao (GUIDO;

MOREIRA, 2013).

Figura 3 - Grao de cevada.
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Fonte: Adaptado de Stewart (2015a).

No final da germinagdo, espera-se que as paredes celulares do endosperma estejam
uniformes e totalmente degradadas, porém a integridade dos granulos de amido deve ser
mantida. Além disso, as enzimas amiloliticas (dextrinase, a-amilase e B-amilase), acumuladas
durante a etapa de germinagdo devem estar ativas e 40% a 50% das proteinas do grao,
solubilizadas. O produto resultante da germinagdo do grao ¢ denominado “malte verde”

(MACLEOD; EVANS, 2015).

3.1.2.3 Secagem e moagem do malte

A secagem possui varias fungdes, entre elas: secar o grao e interromper reagdes que
contribuem para sua modificagdo, preparar o grao para armazenamento, preservar a atividade
das enzimas necessarias para a trituracdo, remover componentes aromatizantes e agregar
caracteristicas desejadas de cor e sabor (SWANSTON et al., 2014). Uma quantidade de 100 kg
de cevada resulta em cerca de 160 kg de malte verde e, cerca de 80 kg de malte apds a secagem
(WUNDERLICH; BACK, 2009). A secagem ¢ realizada primeiramente pela remocdo do
excesso de umidade do “malte verde”, onde ocorre a reducao de 44 para 12% da umidade. Com

um fluxo de ar ascendente, esse processo leva cerca de 12 h para passar pelo leito de um forno
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de plataforma tnica e 24 h para um forno de plataforma dupla a temperatura média de 40 °C
(HARTMEIER ¢ REISS, 2002).

Essa fase de secagem ¢ rapida e ¢ chamada de "secagem livre". Nesta fase, a
respiracao e atividade biologica do grao sao interrompidas, decorrente da auséncia de agua para
as fungdes basicas do vegetal. A retirada da dgua também impede a deterioracdo bacteriana e
auxilia na preservagdo das enzimas e substratos necessarios na etapa de moagem. Além disso,
durante a primeira fase de secagem, alguns dos componentes caracteristicos do sabor e aroma
sdo sintetizados em uma série de reagdes quimicas e bioquimicas complexas. Entre essas
reagdes, ocorre a hidrdlise de proteinas e liberagao de aminoacidos suscetiveis a interagdo com
acucares (Reagdo de Maillard), formando as melanoidinas, substancias coloridas e com sabor
caracteristico (WESTERMANN; HUIGE, 1979).

Na segunda fase da secagem, ocorre a redug¢do da umidade do malte de 12% para
4%, este processo ¢ mais lento e, geralmente chamado de fase de "taxa de queda". No final do
processo de secagem, as temperaturas do forno podem ser elevadas a 100 °C por 1 ou 2 h na
“fase de cura”, seguidas de um periodo de resfriamento para atingir uma temperatura adequada
para o armazenamento (GUIDO; MOREIRA, 2013). O sabor do produto final (cerveja) pode
ser influenciado pela quantidade de compostos aromaticos nao enzimaticos gerados pelo calor
durante o processo de secagem e torrefacdo. As cervejas escuras sao produzidas a partir de
maltes submetidos ao processo de torra, que confere um sabor agradavel, enquanto que o malte
menos torrado ¢ usado para fazer cervejas mais claras (HARRISON, 2009).

As condi¢des de secagem sdo um dos contribuintes mais significativos para o
carater final do malte, visto que o controle cuidadoso dessa etapa permite que varios tipos
especiais de malte sejam produzidos (Tabela 1). Maltes com cores de 2 a 30 ° EBC - European
Brewing Convention, podem ser produzidos em um forno normal sem a necessidade de
torrefacdo. Os produtos torrados tém coloracdo mais alta, entre 35 e 1500 ®° EBC e podem ser
produzidos a partir de cevada, malte ou malte verde. Esses produtos sdo dispostos em
torrefadores especiais a altas temperaturas, que sdo responsaveis por destruir toda atividade
enzimatica, porém produzem maltes com compostos de sabores e cores caracteristicos e fortes
(MACLEOD; EVANS, 2015).

A moagem do malte, operagdo puramente mecanica, tem influéncia direta sobre a
rapidez das transformagdes fisico-quimicas, rendimento, clarificagdo e qualidade do produto
final (cerveja) (EBLINGER; NARZIB, 2009; VENTURINI FILHO, 2018). A moagem do malte
expde o endosperma amilaceo do grao, o que torna os carboidratos disponiveis a fermentagao

(HARRISON, 2009) e separa a casca dos graos que auxiliardo a filtragdo do mosto
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(BAMFORTH, 2006). A moagem pode ser realizada em moinhos secos, imidos ou de martelos.
A reducao das particulas ¢ realizada com o uso de rolos de ferro fundido lisos ou com ranhuras
que giram na mesma velocidade ou em velocidades diferentes entre si (HARTMEIER; REISS,

2002).

Tabela 1 - Atributos tipicos para descri¢ao de cores e sabores de maltes especiais.

Malte especial Cor EBC Caracteristicas de sabor
Ale 4-38 Malte, noz, doce e torrado
Vienna 7-10 Granulado, malte sutil
Munich 15-25 Granulado, malte marcante
Pale 4,5-4,8 Tipo biscoito
Caramalt 25-35 Doce, nozes, cereais e caramelo
Brown 20-120 Torrado e amargo
Crystal 100 — 300 Malte e caramelo
Amber 40 - 60 Noz, caramelo e frutado
Chocolate 900 — 1200 Mocha, melago e chocolate
Black 1250 — 1500 Esfumagado e café
Cevada torrada* 1000 —1550 Queimado e enfumagado

* Nao descrito estritamente como um malte, mas incluido para fins didaticos.

Fonte: Adaptado de Hughes (2003) e Macleod e Evans (2015).

3.1.2.4 Mosturagao

A mosturagdo objetiva dissolver em agua pequenas quantidades das substancias
soliveis no malte e adjuntos, visando transformar o amido insoluvel e algumas proteinas para
formas soltuveis usando as enzimas (INGLEDEW; HYSERT, 1994). Assim, parte do amido ¢
hidrolisada originando os actcares simples (maltose, glicose, maltotriose ¢ maltotetraose) e as
dextrinas (BOULTON, 2020). Existem varias classificagdes de compostos extraidos durante a
etapa de mosturacdo. Em um sentido geral, esses compostos podem ser agrupados da seguinte
forma: carboidratos, proteinas, lipidios, polifendis, minerais e compostos que conferem cor
(melanoidinas e/ou outros compostos de cor e sabor desenvolvidos durante as etapas anteriores)
(HOLBROOK, 2020).

Durante o periodo inicial de mosturagdo, sao utilizadas temperaturas entre 35 e

50 °C, condigdes adequadas a acdo das proteases e fosfatases que hidrolisam proteinas e
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aminoacidos, liberando compostos nitrogenados. Apos um periodo de tempo, a temperatura da
mistura aumenta para 50 a 65 °C, onde ocorre a atuagdo da f-amilase que converte o amido em
maltose e dextrinas. Ao final, a temperatura ¢ elevada entre 65 ¢ 75 °C, de modo que a a-amilase
a sacarificacao (conversao do amido em agucares fermentaveis) seja concluida (ORTEGA-
HERAS; GONZALEZ-SANJOSE, 2003). Apés a conclusio da etapa de mosturagdo, a
temperatura ¢ regulada para 75 °C objetivando inativar enzimas presentes no processo
(HARRISON, 2009). A escolha do tipo de mosturagao ou condi¢des de tempo e temperatura a
ser aplicados durante a atuagdo enzimatica dependera da composicao e do tipo de cerveja

desejada (VENTURINI FILHO, 2018).

3.1.2.5 Filtragao e fervura do mosto

A filtracdo geralmente ¢ realizada em tina de filtragdo ou filtro prensa (ORTEGA-
HERAS; GONZALEZ-SANJOSE, 2003). As tinas de filtragio possuem fundo plano e falso
projetado com ranhuras que ocupam 8 a 12% da 4rea da superficie. A tina ¢ projetada para
utilizar a casca do malte como um auxiliar de filtragado (INGLEDEW; HYSERT, 1994). Estas
cascas ¢ outros solidos do mosto sedimentam no fundo falso da tina, formando assim um “filtro
natural”. A separagdo de sdlidos e liquido do mosto ocorre pela agdo desses “filtros naturais”
e, desta forma ¢ obtido um mosto claro e de excelente qualidade, que possui concentracdes de
extrato de até 18%. Posteriormente, o “filtro natural” ¢ lavado com agua a 75 °C e ¢ retirado
um extrato residual com concentragdes de 11 a 12% (ZARNKOW, 2014).

Apos a filtracdo do mosto, o contetido filtrado € transferido para um tanque de
aquecimento (tina de fervura) e adicionado lipulo antes do inicio da fervura. A adigdo do lupulo
¢ realizada na forma de flores, extrato ou pellets (ORTEGA-HERAS; GONZALEZ-SANJOSE,
2003). A ebulicao do mosto, que ocorre entre 1 e 2 h, tem varias fungdes, entre elas: elimina¢ao
da maioria dos microrganismos restantes apos o esmagamento; inativacdo das enzimas
remanescentes; extragao dos constituintes do lapulo (6leos essenciais e resinas); precipitagao
das substincias que ocasionam a turbidez (complexos proteinas-polifenois); estimulo do
desenvolvimento da cor; remog¢ao dos compostos volateis indesejados e concentragdo do mosto
apos evaporacdo da agua (HARRISON; ALBANESE, 2017). Durante a etapa de fervura, a
adicao do lupulo permite que os a-acidos sofram isomerizacao a iso-a-acidos, que fornecem o

amargor ao mosto (PARKER, 2012).
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3.1.2.6 Clarificagao do mosto ¢ resfriamento

No final da fervura, o mosto apresenta coloragdo clara, mas contém so6lidos em
suspensao, como residuos do lapulo e os complexos de proteinas-polifendis, resinas e taninos
que precipitaram (denominado trub) (BRIGGS et al., 2004). O método usual para a remog¢ao
do trub ¢ através da sedimentacdo em forma de redemoinho (forgas centripetas) via fluxo
tangencial em tanques cilindricos que comportam o mosto aquecido. O #rub se acumula no
cone, localizado no centro do tanque, podendo o mosto ser removido por decantagao. Também
¢ possivel remover o trub por centrifugacio ou filtragdo (INGLEDEW; HY SERT, 1994).

Posterior a retirada do #rub, o mosto deve ser resfriado usando trocadores de calor
para garantir condicdes Otimas de temperatura exigidas pela levedura no processo de
fermentagdo (INGLEDEW; HYSERT, 1994). Tradicionalmente, as temperaturas de
resfriamento sdo de 18 a 27 °C para o mosto de cervejas tipo ale e de 6 a 15 °C para os mostos
de cervejas tipo lager (HARRISON, 2009). O resfriamento do mosto deve ser realizado
rapidamente ¢ sob condi¢des assépticas para interromper as reagdes quimicas € minimizar as

chances de crescimento microrganismos contaminantes (BRIGGS et al., 2004).

3.1.2.7 Fermentagdo e recuperacao da levedura

Durante a fermentagao, as leveduras produzem élcool, CO2 e alguns constituintes
de sabor adicionais, apds a conversdo quimica de aglcares fermentdveis do mosto
(ZARNKOW, 2014). A quantidade de etanol formado estd diretamente relacionada a
concentracdo de agucar fermentavel presente no mosto e isso € monitorado na cervejaria. No
processo de inoculacdo da levedura as células sdo expostas a um suprimento de nutrientes.
Nessa fase, a levedura, passa por um curto periodo de adaptagdo antes que o crescimento celular
inicie. Apds a fase inicial, o crescimento acelera gradualmente até atingir taxa maxima (fase
exponencial ou logaritmica). Durante o seu crescimento (fase exponencial), ha diminui¢do da
densidade do mosto, aumento da concentracao celular, formagao de etanol e CO2 (BOULTON,
2020).

A taxa de fermentagao ¢ proporcional a temperatura, que por sua vez ¢ delimitada
para diferentes tipos de levedura, quanto mais alta a temperatura, mais rapida serd a
fermentagdo. Normalmente, temperaturas brandas sao utilizadas para cervejas tipo lager (6 a
15 °C), enquanto que temperaturas mais elevadas sdo para cervejas tipo ale (18 a 27 °C)

(HARRISON, 2009). As diferengas de temperatura na fermentagdo impactam os compostos de
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sabor da bebida, esta composi¢do pode sofrer variagdes em funcdo da natureza das leveduras
utilizadas, que definem os diferentes tipos de cerveja. A concentracdo de etanol aumenta a
medida que a fermentacgao prossegue, assim como a do CO». Este tltimo ¢ um gas e depois que
o liquido atinge o ponto de saturacdo, o excesso ¢ perdido na atmosfera. O gés dissolvido
permanece na cerveja, onde produz a carbonatagdo. Em grandes cervejarias, o excesso de CO2
¢ coletado e reaproveitado para ajustar os niveis de carbonatacao da cerveja finalizada. Durante
a fermentacao, ha um aumento de aproximadamente quatro a cinco vezes no niamero de células
de levedura. Para a maioria das cervejas, a interrupcao do crescimento de leveduras indica que
todo o agucar fermentavel foi consumido, indicando o final da fermentagao (BOULTON, 2020).

A sala de fermentagdo deve ser mantida de maneira limpa para reduzir possiveis
problemas de contaminacao e deve ser mantido a uma temperatura e umidade constantes para
manter a taxa de crescimento desejada da levedura. As cubas de fermentacdo podem ser
revestidas de vidro, aco inoxidavel ou aluminio (HARRISON; ALBANESE, 2017). Durante a
fermentagdo, as leveduras apresentam comportamentos distintos: algumas cepas tendem a
flocular e, como resultado, retém o CO», chegando ao topo do tanque de fermentacgao; outras,
que ndo floculam, depositam-se no fundo do tanque (ROSENTRATER; EVERS, 2018). Ao
final da etapa de fermentagdo as leveduras podem ser recuperadas para sua futura reutilizagao,
podendo ser removidas por decantacdo, centrifugacdo ou a combinacdo de ambas operagoes.

(WESTERMANN; HUIGE, 1979).

3.1.2.8 Maturagao e resfriamento

No final da fermentacdo, a “cerveja verde”, que foi separada da levedura ¢é
transferida para tanques de madeira (por exemplo, carvalho) ou ago revestido. Na fabricagdo de
cerveja tradicional, a maturagdo da cerveja ocorre durante o armazenamento entre 0 e 2 °C por
varias semanas. As cervejas do tipo /ager normalmente sdo maturadas por periodos de tempo
ligeiramente mais longos que as cervejas do tipo ale (cerca de 5 dias). Esta etapa permite que a
cerveja desenvolva seu sabor final, cor e caracteristicas corporais, como textura e viscosidade
(HARRISON; ALBANESE, 2017).

Os tanques de armazenamento durante a maturacdo sdo fechados sob pressao
fazendo com que o CO»> seja dissolvido na bebida devido as temperaturas reduzidas (0 e 2 °C).
Quando a concentracdo de CO; alcanca 0,48% para chopp, 0,50% para cerveja em lata, 0,55%
para cerveja em garrafa descreve-se que a bebida esta pronta para consumo. Além disso,

processos de degradacao de compostos ocorrem durante a maturagdo, dentre estes a remogao
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do diacetil e pentanodiona sdo os principais, uma vez possuem 0 gosto amargo € rangoso que
geralmente ndo sdo aceitos pelos consumidores (KEUKELEIRE, 2000; VERHAGEN, 2010).
O fim da etapa de maturacao pode ser identificada quando o grau de atenuagao atinge seu valor
maximo, ou seja, quando todos os agucares fermentaveis do mosto foram convertidos em etanol

(HARTMEIER; REISS, 2002).

3.1.2.9 Finalizacao: clarificagdo, estabilizacao e carbonatagao

Apobs a maturagdo, espera-se que a cerveja apresente sabor e nitidez adequados. No
entanto, apOs a maturacao, a cerveja ainda contém células de levedura, proteinas precipitadas,
microrganismos, matéria coloidal (complexos proteinas-polifendis) e outras substancias
indesejaveis ao produto final (VENTURINI FILHO, 2018, WESTERMANN; HUIGE, 1979).
As particulas presentes na cerveja (levedura, particulas de proteina - tanino e resinas de lupulo)
que ocasionam a turbidez sao removidas por filtragdo. Existem quatro técnicas basicas para
clarificagdo, que podem ser empregadas individualmente ou em combinagdo, sendo elas: a
sedimentacdo por gravidade, clarificantes, centrifugacdo e filtragdo (VENTURINI FILHO,
2018; WESTERMANN; HUIGE, 1979).

A sedimentacdo por gravidade ¢ o método mais simples para a obtengdo de uma
cerveja limpida. Todavia, este método ndo apresenta boa eficiéncia, pois a cerveja engarrafada
ainda pode conter s6lidos em suspensdo, como massa de leveduras (autdlise das células). Este
processo de clarificacdo exige elevado investimento com a limpeza do fundo dos tanques e
registra altas perdas do produto final. O principio da centrifugacdo esta fundamentado na lei de
Stokes, que determina que a velocidade de sedimentagdo das particulas ¢ influenciada pela
viscosidade do liquido, didmetro das particulas e diferenca das densidades entre as particulas e
o liquido (VENTURINI FILHO, 2018). Em relacdo aos agentes clarificantes e estabilizantes,
os principais empregados no processamento cervejeiro sao: cola de peixe (ictiocol ou isinglass),
acido tanico, silicatos, enzimas (proteases), hidrogel de silica, xerogel de silica, alginatos e
polivinilpolipirrolidona (PVPP). Estes agentes apresentam estruturas quimicas capazes de ligar-
se as células das leveduras e complexos proteinas-polifendis, entre outros (WRAY, 2020).

A filtragdo auxilia na melhora da estabilidade bioldgica e fisico-quimica da cerveja
(EBLINGER; NARZIB, 2009). A filtragdo nas cervejarias € mais comumente realizada pela
utilizagdo de auxiliares filtrantes, como a terra diatomacea (também conhecida de kieselguhr)
e perita (VENTURINI FILHO, 2018; WESTERMANN; HUIGE, 1979). Estas substancias sao

usadas em pos e formam camadas de filtro altamente porosos, permitindo assim o fluxo
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relativamente livre de cerveja. Os filtros kieselguhr sdo compostos por material fossil ou
esqueletos de espécies microscopica de agua doce ou salgadas (BERNARDI et al., 2019). A
perita € um mineral de origem vulcanica composta majoritariamente de silicato de aluminio
(VENTURINI FILHO, 2018). Uma das desvantagens deste tipo de auxiliares de filtracdo ¢ a
geracdo de residuos (material ndo biodegradavel), pois estes tipos de filtros sdo rapidamente
saturados e causam risco a sade humana pela inalacdo da poeira (BAMFORTH, 2006). A
filtracdo também pode ser realizada através de filtros de folhas e de celulose (WESTERMANN;
HUIGE, 1979).

O conteudo de CO> da cerveja contribui para muitas propriedades, como nas
caracteristicas sensoriais (efeito refrescante) e de estabilidade (fisico-quimica, microbiologica
e espuma) (LANGSTAFF; LEWIS, 1993). Desta maneira, o método mais comum de
carbonatacdo ¢ adicionar novamente o CO2 ao produto (HARRISON, 2009). Por fim, este CO>
adicionado, em algumas cervejarias, provém da fermentacgdo e a coleta desse gas pode render

de 2 a 2,5 kg por hectolitro de cerveja (EBLINGER; NARZIB, 2009; GIRARDON, 2019).

3.1.2.10 Envase e pasteurizacao

As embalagens para o envase da cerveja utilizadas pelas industrias sdo: latas,
garrafas e barris. Para aumentar o prazo de validade da cerveja enlatada ou engarrafada, esta
geralmente ¢ pasteurizada (HARRISON, 2009). O objetivo da pasteurizacdo de cervejas €
reduzir a atividade microbiana e enzimatica encontrada no produto final, prolongando assim
seu prazo de validade para mais de 6 meses. O método consiste na aplicacdo de temperaturas
amenas durante alguns segundos ou minutos para manter a maior parte de seu valor nutricional
e propriedades organolépticas. Posteriormente, a cerveja retorna gradualmente a temperatura
ambiente através de um resfriamento adicional (BERNARDI et al., 2019). A pasteurizacdo na
cervejaria, na pratica, pode ser dividida em duas categorias: a pasteurizacdo flash e a
pasteurizagdao em tinel (VENTURINI FILHO, 2018).

Na pasteurizacdo flash a cerveja circula por trocadores de calor de placas, sendo
aquecida a 68 - 74 °C por 30 a 60 s a um fluxo continuo. A cerveja pasteurizada ¢ conduzida
em contracorrente com a cerveja que entra no pasteurizador, enquanto a pressao ¢ reduzida,
para esfria-la novamente (ZARNKOW, 2014). Este tipo de pasteurizacao tem como vantagens
a velocidade com que o processo ¢ conduzido e o tempo reduzido de exposi¢ao as temperaturas,
o que pode manter a qualidade dos compostos da bebida (BERNARDI et al., 2019). Devido a

técnica ser realizada antes do envase, ¢ empregada principalmente em barris € vem sendo



56

empregada também para embalagens pequenas (garrafas PET e de vidro). As embalagens
utilizadas para o envase de cerveja apds esta técnica devem ser estéreis, bem como as tampas
para garantir o sucesso deste tratamento térmico (VENTURINI FILHO, 2018).

A pasteurizacao em tunel € o processo mais comum nas cervejarias, pois as garrafas
ou latas cheias e seladas sdo transportadas através de zonas de aquecimento e resfriamento em
maquinas de um ou dois andares, enquanto a agua, sob temperaturas especificas, ¢ pulverizada.
Embora os transportadores possam diferir, as embalagens sdo conduzidas em um fluxo
constante, uniforme e controlado através do tiunel (INGLEDEW; HYSERT, 1994). Durante a
pasteurizagdo em tunel as temperaturas sao de 60 °C por no maximo 20 min (WESTERMANN;

HUIGE, 1979).

3.1.3 Composicao da cerveja e seu impacto na saiide humana

A cerveja, embora ndo possa ser classificada como uma importante fonte
nutricional, possui em sua composicdo macro e micronutrientes com efeitos fisioldgicos no
corpo humano (GONZALEZ-SANJOSE; RODRIGUEZ; VALLS-BELLES, 2017). Segundo o
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), do inglés United States Department
of Agriculture, 100 g de cerveja contém em média 43 kcal, composta por 92 g de 4gua, 0,5 g de
proteinas, 3,6 g de carboidratos, 4 g de etanol, 4 mg de célcio, 0,02 mg de ferro, 6 mg de
magnésio, 14 mg de fosforo, 27 mg de potassio, 4 mg de sodio, 0,01 mg de zinco, 0,005 mg de
cobre, 0,6 ng de selénio, 0,005 mg de tiamina (vitamina B1), 0,025 mg de riboflavina (vitamina
B2), 0,513 mg de niacina (vitamina B3), 0,046 mg de piridoxina (vitamina B6), 10,1 mg de
colina (vitamina B8), 0,02 ng de cobalamina (vitamina B12) e 6 nug de 4cido f6lico, entre outros
constituintes como aminodcidos, compostos fenolicos e polifenois (USDA, 2020). Comités,
formados por profissionais da area de todo o mundo, descreveram que o consumo moderado de
cerveja (1 copo para mulheres e 2 copos para homens, cada copo equivale a 12 g de etanol)
reduz o risco de doengas cardiovascular (DE GAETANO et al., 2016; POLI et al., 2013).

No entanto, a cerveja também ¢ descrita por conter compostos antinutricionais e
contaminantes que ocasionam diversos problemas a saide humana, como nitrosaminas (FAN;
LIN, 2018), carbamato de etila (LI et al., 2017a), amina biogénica (LORENCOVA et al., 2020),
micotoxinas (BAUER et al., 2016), metais toxicos (MENA et al., 1996; POHL, 2009) entre
outros. A cerveja ndo ¢ considerada uma matriz ideal para o crescimento de microrganismos
por conter diversos inibidores, como os compostos do lupulo (a e B-acidos), alcool, dioxido de

carbono e didxido de enxofre, poucos nutrientes, oxigénio € o baixo pH. Porém, o
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processamento da cerveja apresenta alguns riscos de seguranca microbioldgica devido a
contaminagdo por bactérias e fungos toxigénicos. Além disso, ¢ frequentemente relatada a
contaminacdo das matérias-primas cervejeira pelos metabdlitos fungicos, denominadas

micotoxinas (BAMFORTH, 2006; DAVIES, 2006).

3.2 MICOTOXINAS

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios, de baixa massa molecular, produzidos
por fungos filamentosos toxigénicos que apresentam efeito toxico a saude humana e animal
(BENNETT; KLICH, 2003). Os fungos se proliferam em diversos cereais e graos,
principalmente no amendoim, milho, trigo, cevada, sorgo, aveia e arroz, onde geralmente
encontram substrato altamente nutritivo para o seu desenvolvimento (KIRINCIC et al., 2015;
MILLER, 1995). A produgdo de micotoxinas ocorre quando os fungos sdo submetidos a
condi¢des de estresse. Nos graos armazenados a contamina¢do com fungos toxigénicos e a
producao de micotoxinas sdo resultados da interagdo complexa entre umidade, temperatura,
substrato, concentragdo de oxigénio e dioxido de carbono, presenga de insetos e fungos
(SHWAB; KELLER, 2008).

Os principais géneros flingicos produtores de micotoxinas durante o
armazenamento sdo: Aspergillus, Claviceps e Penicillium. Nas condi¢des de campo o estresse
pode ocorrer por condi¢des climdticas, pragas, entre outros, que também resultam em perda de
vigor da planta, predispondo-a a colonizacdo de fungos toxigénicos (MAGAN; ALDRED,
2007). Os fungos do género Fusarium, que geralmente infectam os graos na lavoura, sdo
fitopatogenos que necessitam de alta umidade, em torno de 20% e temperatura amena. Apesar
da menor incidéncia, ¢ possivel o aparecimento de micotoxinas produzidas por Fusarium na
fase da pos-colheita (HOLLINGER; EKPERIGIN, 1999).

Estas micotoxinas podem ingressar na cadeia alimentar humana de duas formas,
diretamente, através do consumo de alimentos de origem vegetal, como cereais (SOLEIMANY
JINAP; ABAS, 2012), café (BENITES et al., 2017), especiarias (ZINEDINE et al., 2006),
oleaginosas (BHAT; REDDY, 2017; RODRIGUEZ-AMAY A; SABINO, 2002), frutas (PIQUE
et al., 2013) e derivados, como cerveja (BAUER et al., 2016), vinhos (PIZZUTTI et al., 2014)
e sucos (ZOUAOUI et al., 2015) e/ou indiretamente, por meio da ingestdo de alimentos de
origem animal, como leite (IQBAL; ASI, 2013), salame (MONACI et al., 2005), carne e ovos
(IQBAL et al., 2014b), devido aos animais de criacdo serem alimentados com ragdes

previamente contaminadas com micotoxinas.
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As principais micotoxinas estudadas devido aos riscos que oferecem a satde de
humanos e animais sao: aflatoxinas (AFLAs), OTA, tricotecenos (TCTs), fumonisinas (FBs),
ZEA e patulina (PAT), pois causam efeitos cronicos como carcinogenicidade, genotoxicidade,
hepatoxicidade, teratogenicidade, nefrotoxicidade e imunotoxicidade. Os efeitos agudos sao
rapidamente manifestados e perceptiveis, podendo ocasionar diarreia, hemorragias, vomito,
disturbios gastrointestinais e morte, devido a ingesta elevada destes contaminantes que causam
alteragoes irreversiveis as células (BHAT; RAI; KARIM, 2010).

Segundo a Organizacao das Nagdes Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura —
FAO (traducdo do inglés Food and Agriculture Organization of the United Nations) e
colaboradores ¢ estimado que, por ano, 25% da produ¢do mundial de grios e cereais sao
contaminados por micotoxinas, gerando assim riscos a satide humana e animal (BOUTRIF;
CANET, 1998).

O comércio global, composto pela industria alimenticia e de ragdes, contribui
significativamente para a disseminacdo de micotoxinas (LOI et al., 2017). As perdas
econdOmicas associadas a contaminagdo por micotoxinas em matérias-primas, correspondem a
bilhdes de dolares anuais. Estes prejuizos afetam o rendimento de culturas e desempenho
zootécnico dos animais, além de acarretar em custos adicionais derivados de doengas em
animais, uso de fungicidas, reducao do valor comercial das matérias-primas e investimentos no
desenvolvimento de estratégias e programas de pesquisa para reducdo da contaminagdao (WU,
2007). Ji et al. (2016) descreveram que a contaminacdo mundial de ragdes e alimentos com
micotoxinas ¢ um problema significativo devido aos danos a satide de animais e humanos.

Desta maneira, para garantir a seguranca de alimentos consumidos, 0rgaos
mundiais determinam, através de regulamentos sanitarios, os niveis aceitaveis (auséncia de
risco a saude) destes contaminantes em diversos alimentos. A nivel global a Comissao do Codex
Alimentarius, formada pela FAO e a Organizagdo Mundial da Satide — OMS (tradugao do inglés
World Health Organization), ¢ o principal orgao regulamentador para os niveis de
contaminag¢do de alimentos e racao animal (CODEX ALIMENTARIUS, 1995).

Contudo existem outros 6rgaos, em diferentes paises, que também delimitam os
niveis de contaminagdo destas substancias. Por exemplo, na Europa, Estados Unidos, Canada,
Australia/Nova Zelandia, Japao e China o controle dos niveis admissiveis de micotoxinas em
alimentos e/ou ragdo animal sdo realizados pela Comissio Europeia (EUROPEAN
COMMISSION, 2006a), pela Administra¢dao de Alimentos e Medicamentos (tradu¢do do inglés
Food and Drug Administration (FDA) (FDA, 2020), pela Agéncia Canadense de Inspec¢do de
Alimentos (tragao do Inglés Canadian Food Inspection Agency (CFIA) (CFIA, 2017), pelo
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Codigo de Padrdes Alimentares da Australia na Nova Zelandia (tradugdo do inglés Australia
New Zealand Food Standards Code) (FSANZ, 2017), pelo Centro de Inspe¢do de Alimentos e
Materiais Agricolas (tradugdo do inglés Food and Agricultural Materials Inspection Center)
(FAMIC, 2019) e Normas nacionais de seguranca alimentar da China (tradugao do inglés China
National Food Safety Standards) (GB, 2017), respectivamente. Para os paises que compdem o
Mercado Comum do Sul (MERCOSUL), sdo aplicados os limites descritos na Resolugao N° 25
(MERCOSUL, 2002). No Brasil, os limites maximos tolerados (LMT) para os niveis de
micotoxinas em matérias-primas, alimentos e bebidas sao regulamentados a Agéncia Nacional

de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) através da RDC N° 138 (BRASIL, 2017).

3.2.1 Micotoxinas na cerveja

A incidéncia natural de fungos toxigénicos e micotoxinas em cevada malteada,
principal insumo do processo cervejeiro foi relatado na literatura (BELAKOVA et al., 2014;
BOLECHOVA et al., 2015), assim como em outros insumos comumente empregados como
milho (TARAZONA et al., 2020), trigo (XU; HAN; LI, 2019), arroz (MAKUN et al., 2011),
centeio (BLAJET-KOSICKA et al., 2014), sorgo (NJUMBE EDIAGE; VAN POUCKE; DE
SAEGER, 2015), aveia (VIDAL et al.,, 2013) e lipulo (BELAKOVA et al., 2011b). A
contaminagdo de cerveja por micotoxinas € reportada em inumeros paises do mundo, inclusive
no Brasil (BAUER et al.,, 2016; BERTUZZI et al.,, 2011; HAASNOOT et al., 2017;
KUZDRALINSKI; SOLARSKA; MUSZYNSKA, 2013; PIACENTINI et al., 2017).

Os primeiros relatos de ocorréncia de micotoxinas em cerveja datam de 1977 na
Republica da Zambia, onde foi verificada ocorréncia de ZEA na concentragdo média de
920 ug L' ! em cerveja comercial e artesanal (LOVELACE; NYATHI, 1977). Laitila (2015)
descreve que as micotoxinas podem ser produzidas durante as seguintes etapas: cultivo dos
graos, armazenamento e/ou transporte € processo de maltagem. Na Tabela 2 estdo reportadas a
ocorréncia de diferentes tipos de micotoxinas em cerveja de diversos paises.

Na legislacdo brasileira, regulamentada pela Anvisa, ndo hé descri¢ao para os LMT
de micotoxinas em cerveja. No entanto, sdo legisladas as principais matérias-primas
empregadas na producdo de cerveja, como cevada malteada, trigo, milho e arroz. De acordo
com a resolucdo, em casos de produtos ndo legislados, estes devem considerar os limites
estabelecidos para as matérias-primas utilizadas, considerando as proporc¢des relativas,

concentracao, transformagao e diluigdes destas durante o processamento (BRASIL, 2017).
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Tabela 2 - Ocorréncia de micotoxinas em cerveja de diversos paises.

Percentual Concentragao
Numero
de amostras  de micotoxinas Referéncia
Pais Micotoxinas de - ' o
positivas na cerveja bibliografica
amostras
(%) (ng L)*
DON 75 2,20 - 20,0
ZEA 100 0,35 -2,00
Alemanha 44 Bauer et al. (2016)
ERGOT 93 0,07 - 0,47
AOH 100 0,23 - 1,60
Republica Bélakova et al.
OTA 115 39 0,001 - 0,243
Tcheca (2011)
OTA 68 < 0,002 - 0,189
Paises da Bertuzzi et al.
FBs 106 97 - 58 0,100 - 30,3
Europa (2011)
DON 66 0,500 - 18,6
Kuzdralinski;
DON 100 6-70,2
Polonia 91 Solarska;
ZEA 11 0-0,546
Muszynska, (2013)
Espanha OTA 69 100 0,008 - 0,498  Medina et al. (2006)
, AFLAs 3 200 - 400
Africa do Odhav; Naicker,
OTA 35 35 1,5 - 2340
Sul (2002)
ZEA 24 130 - 426
Paises da
Europa )
) ZEA 64 65 8,2-62,9 Pascari et al. (2018)
Argentina
México
Piacentini et al.
Brasil FBs 114 49 201,70 - 1568,6
(2017)
FBs 41 71,2 -127
Irlanda
OTA 49 12 2,7-6,9 Rubert et al. (2013)
Espanha
TCT 12 4-20,0
Visconti; Pascale;
Italia OTA 61 49 0,010 - 0,135

Centonze, (2000)

*Concentragdo minima e maxima de micotoxinas na cerveja; DON — deoxinivalenol; Ergot — ergometrine; AOH
- alternariol; ZEA — zearalenona; OTA — ocratoxina A; FBs — fumonisinas; AFLAs — aflatoxinas; TCT —

tricotecenos.
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3.2.2 Ocratoxina A

A OTA ¢ uma micotoxina produzida pelos fungos dos géneros Aspergillus,
principalmente por Aspergillus carbonarius, Aspergillus niger e Aspergillus ochraceus que sao
caracteristicos de regides de clima temperado da Europa e da América do Norte; e Penicillium,
como Penicillium nordicum e Penicillium verrucosum que sao tipicos de regioes de climas mais
quentes, como a América do Sul e Africa (RINGOT et al., 2006; SCHMIDT-HEYDT et al.,
2012). OTA ¢ descrita como um acido organico fraco derivado da dihidrometil-isocumarina
unida por uma ligacdo peptidica a L-fenilalanina, um grupamento OH fendlico e além da
presenca de um atomo de cloro no C5, descrita quimicamente como C20H1sCINOs, massa molar
403,8 g mol! (KIESSLING, 1986), conforme demonstrado na Figura 4. Esta micotoxina,
apresenta estrutura cristalina, fluorescéncia esverdeada e solubilidade em solventes polares
organicos quando em meio acido, sendo estavel a acidez e a altas temperaturas (KHOURY;

ATOUI, 2010).

Figura 4 - Estrutura quimica da ocratoxina A (OTA) e apds hidrolise da ligagdo amida da
OTA (1) para produzir ocratoxina o (OTa) (2) e fenilalanina (3) considerada a principal via de
degradagao/desintoxicagao.

o OH
o OH 0
N
N 0
1
. uffJJICHS
cl
0 OH 0
0 OH
+ Ho o
NH, KR
3 2

cl

Fonte: HAQ et al. (2016).

A nivel molecular, a OTA inibe a biossintese proteica através da competi¢ao pela

fenilalanina, ou seja, a absor¢ao passiva ¢ altamente favorecida pela alta afinidade de ligagao
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de OTA com as proteinas plasmaticas. Esta micotoxina tem sido relacionada com a nefropatia
endémica dos Balcds, e ao desenvolvimento de tumores no trato urinario de humanos (EL
KHOURY; ATOUI, 2010). De acordo com Marin-Kuan e colaboradores (2008), a
carcinogenicidade de OTA envolve uma rede de mecanismos epigenéticos, tendo como
mecanismos de toxicidade a: inibi¢do da sintese proteica, disfun¢do mitocondrial, alteragdo da
homeostase do célcio, forma¢ao de adutos com o DNA e produgdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS).

A OTA ¢ caracterizada por causar efeitos nefrotoxicos e imunotoxicos (GAN et al.,
2017), teratogénicos (MAYURA et al., 1984) e cancerigenos (QI et al., 2014), tendo como
principais alvos de toxicidade os rins e o figado de humanos e animais (O’BRIEN; DIETRICH,
2005; RINGOT et al., 2006). O mecanismo mais importante de degradagdo da OTA ¢ a
fragmentacdo da molécula de OTA em ocratoxina o (OTa) formando a 7-carboxi-5-cloro-8-
hidroxi-3,4-di-hidro-3-R-metilisocumarina e L-B-fenilalanina que sdo formados pela hidrolise
da ligacdo amida (Figura 4)(PITOUT, 1969).

A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (traducdo do inglés Agency for
Research on Cancer — IARC) (IARC,1993), classifica a OTA no grupo 2B, considerada como
uma substancia possivelmente cancerigena. O Comité de Especialistas da FAO/OMS sobre
Aditivos Alimentares (traduzido do inglés Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives - JECFA) (JECFA, 2008) e a Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar (tradugao
do inglés European Food Safety Authority - EFSA) (EFSA, 2006) reportaraam que a ingestao
toleravel semanal provisoria de OTA para humanos na dieta é de 100 e 120 ng kg™' de massa
corporal, respectivamente.

A OTA tem sido reportada na literatura como contaminante de uma ampla
variedade de alimentos, como cereais, trigo, milho, aveia, cevada, arroz e espelta (JUAN et al.,
2008), produtos a base de cereais (IQBAL et al., 2014a), café (BENITES et al., 2017), cacau
(COPETTI et al., 2013), especiarias e ervas (WASKIEWICZ et al., 2013),carne de frango e ovos
(IQBAL et al., 2014b), leite (HUANG et al., 2014), salame e presunto (DALL’ASTA et al.,
2010), frutas (DRUSCH; RAGAB, 2003), bebidas, como cerveja (ARAGUAS; GONZALEZ-
PENAS; LOPEZ DE CERAIN, 2005; VISCONTI; PASCALE; CENTONZE, 2000), sucos
(HAJOK et al., 2019) e vinhos (QUINTELA et al., 2012). No Brasil, o LMT de OTA para
alimentos, como cereais e produtos a base de cereais, feijdo, especiarias, café, bebidas (suco de
uva, vinho e derivados), frutas secas e desidratadas, produtos a cacau e chocolate, entre outros

sao demonstrados na Tabela 3 (BRASIL, 2017).
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Tabela 3 - Limites maximos tolerados (LMT) de ocratoxina A para alimentos segundo a
legislagdo brasileira.

Alimento LMT (ug kg™)
Cereais e produtos de cereais, incluindo cevada malteada 20
Feijao 10
Café torrado (moido ou em grao) e café soluvel 10
Vinho e seus derivados 2
Suco de uva e polpa de uva 2

Especiarias: Capsicum spp. (o fruto seco, inteiro ou triturado, incluindo
pimentas, pimenta em pd, pimenta de caiena e pimentao-doce); Piper spp.

(o fruto, incluindo a pimenta branca e a pimenta preta) Myristica fragrans

(noz-moscada); Zingiber officinale (gengibre); Curcuma longa (curcuma); %
Misturas de especiarias que contenham uma ou mais das especiarias
acima indicadas
Alimentos a base de cereais para alimentacao infantil

(lactentes e criancas de primeira infancia) 2

Produtos a cacau e chocolate 5

Améndoa de cacau 10

Frutas secas e desidratadas 10

Fonte: BRASIL (2017).

3.2.3 Zearalenona

A micotoxina ZEA ¢ produzida por fungos Fusarium graminearum, Fusarium
culmorum, Fusarium crookwellense, Fusarium equiseti € Fusarium semitectum (BENNETT,
KLICH, 2003; RICHARD, 2007). Esta micotoxina ¢ uma lactona do acido fenolico resorcilico,
descrita quimicamente, como CisH20Os de massa molar 318,4g mol'. Sua molécula é
constituida de radical “-eno” decorrente da dupla ligagdo entre os carbonos C1 e C2 e o0 “-ona”
pela cetona no C6, como mostra a Figura 5 (a) (KIESSLING, 1986).

A ZEA possui caracteristicas estrogénicas e similaridade estrutural com o hormdnio
estrogénico 17-B-estradiol (ZINEDINE et al., 2007). A metabolizagdo de ZEA em mamiferos,
inclusive humanos, tem como caracteristica a formagao de dois metabodlitos isdmeros, o o-
zearalenol (a-ZOL) e B-zearalenol (B-ZOL) (Figura 5 (b)), que também aumentam a produgao

de hormonios, como a progesterona, estradiol, testosterona e cortisol (FRIZZELL et al., 2011).
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As rotas bioquimicas que levam a reducdo da ZEA em o-ZOL e B-ZOL em animais (ratos,
suinos, bovinos, ovinos e galinhas) foram mais ativas no figado (MALEKINEJAD; MAAS-
BAKKER; FINK-GREMMELS, 2006). No entanto, os eritrocitos de ratos também possuem
esta capacidade (CHANG; LIN, 1984), assim como a mucosa ¢ a microbiota intestinal
(OTHMEN et al., 2008). O metabolito a-ZOL possui maior potencial estrogénico que a ZEA e
B-ZOL, pois apresenta maior afinidade de ligacdo com os receptores de estrogénio

(MALEKINEJAD; MAAS-BAKKER; FINK-GREMMELS, 2006).

Figura 5 - Estrutura quimica da zearalenona (a) e de seus metabdlitos (b) a-zearalenol
(R1=0OH e R2=H) e B-zearalenol (R1=H e R2=0OH).

OH O OH O

HO | 7
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Fonte: BENNETT; KLICH (2003).

O quadro clinico de intoxicagdes por ZEA depende da quantidade de toxina
ingerida, tempo de ingestdo, idade, sexo e espécie animal (HASSEN et al., 2007). Rogowska e
colaboradores (2019) reportaram que a estrutura quimica da ZEA favorece sua ligagdo com as
células e receptores de estrogénio, ocasionando sua bioacumulagdo e originando diferentes
tipos de disturbios. Estudos em humanos demonstrou que a ZEA ocasiona o desregulamento do
sistema endécrino (KOWALSKA; HABROWSKA-GORCZYNSKA; PIASTOWSKA-
CIESIELSKA, 2016) e resulta ao desenvolvimento precoce da puberdade feminina
(MASSART; SAGGESE, 2010), por ocasionar estresse oxidativo e apoptose de células
embriondrias humanas (CAO et al., 2019). Além de possuir a capacidade de promover a
proliferag¢do, também foi observado formacao de colonias e migrag¢do de células de carcinoma
de colon (ABASSI et al., 2016).

Adicionalmente, pesquisas empregando animais e/ou células de animais, como

modelo bioldgico, comprovaram que a ZEA provoca disturbios reprodutivos (D’MELLO;
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PLACINTA; MACDONALD, 1999; GREEN et al., 1990), além de ser citotéxica (BAKOS et
al., 2013; TATAY; FONT; RUIZ, 2016), nefrotéxica (VENKATARAMANA ct al., 2014),
genotoxica e imutoxica (ZINEDINE et al., 2007).

A TARC classifica a ZEA no grupo 3, pois ndo héa evidéncias suficientes para
afirmar o seu potencial carcinogénico em humanos (IARC, 1993). A ingestdo didria toleravel
de ZEA, dita como segura para humanos, é de 0,25 ¢ 0,5 pg kg! de massa corporal, conforme
¢ descrito pela Autoridade Europeia de Seguranga Alimentar (EFSA, 2011) e pelo Comité de
Especialistas da FAO/OMS sobre Aditivos Alimentares (JECFA, 2000), respectivamente.

A ocorréncia de ZEA ¢ relatada em cevada (IBANEZ-VEA et al., 2012), milho
(PLEADIN et al., 2012), broa de milho (RIBEIRO et al., 2015), trigo (CALORI-DOMINGUES
et al., 2016; GOLGE; KABAK, 2020), aveia (VIDAL et al., 2013), amendoim (SANGARE-
TIGORI et al., 2006), arroz (SAVI et al., 2018), sorgo (GHALI et al., 2008) e soja (JACOBSEN
et al., 1995). Além disso, foi detectada ZEA em produtos de origem animal como carne de
frango e ovos (IQBAL et al., 2014), leite (HUANG et al., 2014) e cerveja (BAUER et al., 2016).
Na Tabela 4 ¢ apresentado o LMT para ZEA em diferentes alimentos conforme a legislacao

brasileira (BRASIL, 2017).

Tabela 4 - Limites maximos tolerados (LMT) de zearalenona em alimentos segundo a
legislacdo brasileira.

Alimento LMT (ug kg™)
Alimentos a base de cereais para alimentacao infantil
(lactentes e criancas de primeira infancia) 20
Milho em grao e trigo para posterior processamento 40
Farinha de trigo, massas, crackers e produtos de panificacdo, cereais e

produtos de cereais exceto trigo e incluindo cevada malteada. 100
Arroz beneficiado e derivados 100
Arroz integral 400
Farelo de arroz 600

Milho em grao para posterior processamento, milho de pipoca,
canjiquinha, canjica, produtos e subprodutos a base de milho 10
Trigo integral, farinha de trigo integral e farelo de trigo 200

Fonte: BRASIL (2017).
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3.2.4 Estratégias de degradacio de ocratoxina A e zearalenona

Em vista da ocorréncia de micotoxinas em alimentos e ra¢do animal ocasionar
perdas econdmicas e problemas relacionados a saide de humanos e animais, diversas pesquisas
mundiais concentraram seus objetivos em explorar abordagens para descontaminacdo e/ou
degradacao destas substancias. As estratégias incluem a utilizacdo de métodos quimicos, fisicos
e bioldgicos (LUO; LIU; LI, 2018).

Dentre os métodos quimicos citados na literatura para degradagdo dos niveis de
concentragdo de OTA, incluem-se o emprego do carbonato de potassio e bicarbonato de sodio
(AMEZQUETA et al., 2008), ozonizagdo (MCKENZIE et al., 1997); peréxido de hidrogénio,
solugdo com amdnia a 2% e solucdo alcalina (GARDA; BADIALE-FURLONG, 2003). Além
do tratamento com acetato de etila e diclorometano (HEILMANN; REHFELDT; ROTZOLL,
1999), acido formico (FABIAN, 2002). Para a degradacdo de ZEA destaca-se a utilizacdo do
gas ozonio (LEMKE et al., 1999), peroxido de hidrogénio (ABD ALLA, 1997), hidroxido de
amonio, formaldeido (BENNETT; SHOTWELL; HESSELTINE, 1980), hidréxido de calcio
(ABBAS et al., 1988) e carbonato de calcio (TRENHOLM et al., 1992).

Os métodos fisicos consistem na remog¢dao da OTA e ZEA através da extrusdao
(CASTELLS et al, 2006; RYU; HANNA; BULLERMAN, 1999), adsorventes
nutricionalmente inertes, como a colestiramina (AVANTAGGIATO; SOLFRIZZO;
VISCONTI, 2005; MADHYASTHA; FROHLICH; MARQUARDT, 1992), carvao ativado
(BUENO et al., 2005; GALVANO et al., 1998), zeolite (TOMASEVIC-CANOVIC et al.,
2003), bentonita organofilica, argilas minerais, substancias hlimicas, produtos derivados da
parede celular de levedura (SABATER-VILAR et al., 2007) e polimeros de quitosana (MINE
KURTBAY et al., 2008; ZHAO et al., 2015b); irradiagdo com raios gama (AZIZ; MOUSSA;
FAR, 2004; CALADO et al., 2018; HOOSHMAND; KLOPFENSTEIN, 1995), radiagdo
ultravioleta (UV) (AMEER SUMBAL et al., 2016; MURATA; MITSUMATSU; SHIMADA,
2008) e limpeza ou descasque dos graos (GRENIER et al., 2014; KARLOVSKY et al., 2016).

A mitigacdo de micotoxinas por meio dos métodos bioldgicos, como emprego de
microrganismos (bactérias, fungos e leveduras) e enzimas, tem se tornado um estratégia
promissora, resultado da especificidade, eficiéncia, por ser um tratamento irreversivel e
ambientalmente amigével (JI; FAN; ZHAO, 2016). Em termos de degradacdo da OTA por
métodos bioldgicos € descrito na literatura a utilizacdo de fungos, como isolados de Rhizopus
(VARGA et al., 2005), Alternaria, Botrytis, Cladosporium, e Penicillium (ABRUNHOSA;
SERRA; VENANCIO, 2002), Aspergillus (VARGA; RIGO; TEREN, 2000), leveduras como
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Saccharomyces cerevisiae (MECA; BLAIOTTA; RITIENI, 2010; PETRUZZI et al., 2014)
Phaffia rhodozyma e Xanthophyllomyces dendrorhous (PETERI et al., 2007) e bactérias, como
Bifidobacterium e Lactobacillus (FUCHS et al., 2008), Bacillus megaterium (SHANG et al.,
2019), Brevibacterium (RODRIGUEZ et al., 2011) e diferentes tipos de bactérias acido lacteas
(LUZ et al., 2018). Os principais microrganismos empregados na degradacdo de ZEA sdo: as
bactérias, como Bacillus (CHO et al., 2010; FU et al., 2016; LEI et al., 2014; TINYIRO et al.,
2011), diferentes cepas de Pseudomonas (MEGHARAJ; GARTHWAITE; THIELE, 1997;
TAN et al., 2014), Streptomyces rimosus (HARKALI et al., 2016), Lactobacillus plantarum
(ZHAO et al., 2015a), diferentes cepas de Gordonia e Rhodococcus (KRIFATON et al., 2013);
leveduras, entre elas a Saccharomyces spp., Kluyveromyces spp. € Rhodotorula spp.
(STYRIAK et al., 2001), Trichosporon mycotoxinivorans (VEKIRU et al., 2010) e fungos,
como Rhizopus (EL-SHARKAWY et al., 1991) e Aspergillus spp. (JARD et al., 2010).

A agdo de enzimas na degrada¢dao de micotoxinas € resultante principalmente das
reacdes de acetilagdo, glicosilagdo, clivagem de anéis, hidrdlise, desanimagdo e
descarboxilagdo, que estas substancias catalisam (HAQUE et al., 2020). Diversas enzimas
foram estudadas com a finalidade de degradar OTA e ZEA, conforme demonstrados nas
Tabelas 5 e 6, respectivamente. E possivel observar, que mesmo havendo estudos com
percentuais elevados de degradacdo (acima de 80 %) para OTA e ZEA por enzimas
(ABRUNHOSA; SANTOS; VENANCIO, 2006; ABRUNHOSA; VENANCIO, 2007;
ALTALHI; EL-DEEB, 2009; BANU; LUPU; APRODU, 2013; DEBERGHES et al., 1995;
KRISZT et al., 2012; PITOUT, 1969; STANDER et al., 2001, 2000; TAKAHASHI-ANDO et
al., 2005; UTERMARK; KARLOVSKY, 2007; WANG et al., 2017; YU et al., 2012, 2011;
ZHANG et al., 2016), sua aplicacdo em alimentos ¢ dificultada ou impossibilitada devido a

fatores como pH de atuagdo enzimatica, tempo, temperatura entre outros.

3.3 ENZIMAS

As enzimas sdo proteinas que desempenham um papel essencial a vida, pois
participam de diferentes processos, como no metabolismo, expressao génica, divisdo celular e
reacoes importantes do sistema imunoldgico entre outros (VANDENBERGHE et al., 2020). As
enzimas funcionam como maquinas moleculares altamente especializadas, capazes de quebrar,
agrupar ou transformar moléculas. Além de sua funcdo basica de sustentar a vida, as enzimas
tornaram-se ferramentas insubstituiveis em muitos setores e atividades da vida diéria

(TALENS-PERALES; MARIN-NAVARRO; POLAINA, 2016).
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Tabela 5 - Degradacdo enzimdtica da ocratoxina A

Condigdes reacionais

‘ Concentragdo
Enzima ‘ ‘ Degradagao '
da enzima/ Matriz Forca Referéncia
(Fonte de obteng¢do) . Temperatura Tempo (%)
microbiana pH  idnica . Cofator
(°C) (min)
(mM)
ImMK'e
Solugado
. . 7 25 30 360 26 mM de 27,0 .
Peroxidase comercial modelo Garcia et
0,6 U mL! H>0O»
(Armoracia rusticana) al. (2020)
_ 26 mM de
Cerveja 4,05 - 30 360 4,8
H>O»
Peroxidase comercial Solucao
6,0 5 300 41,0
(Armoracia rusticana) modelo
Solucao
5,5 5 26 mM de 59,0 Nora et al.
. 0,063 UmL" modelo 25
Peroxidase H>02 (2019)
Suco de 1440
(farelo de arroz)
uva 33 - 17,0
branca
. Dobritzsch
Ocratoxinase 0,7 ugmL"'  Solugdo
7,5 200 40 60 - 50,0 et al.
(Aspergillus niger) (15 uM) modelo

(2014)
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Tabela 5 - Degradacdo enzimadtica da ocratoxina A (continuagao).

Condi¢des reacionais

Concentragao
Enzima Degradacao
da enzima/ Matriz Forca Referéncia
(Fonte de obtenc¢ao) . Temperatura Tempo (%)
microbiana pH  1i0nica ) Cofator
(°C) (min)
(mM)
Carboxipeptidase cp4 . Solugdo Wei et al.
0,5 mg mL"! 7,0 50 37 1440 - 36,8
(Lysobacter sp. CW239) modelo (2020)
Meio Deberghes et
0,1 UmL"! NI NI 26 1 8% - 100,0
liquido al. (1995)
Carboxipeptidase A . Pitout
. 50 pg mL"! 7,5 200 25 300 - 100,0
(pancreas bovino) Solugdo (1969)
modelo Stander et al.
1 pg mL! 8,0 50 NI 10 - 100,0
(2001)
Carboxipeptidase
Rhizopus oryzae 39,5mUmg”! Solucio 500 mM 19,4 Kupski et al.
( i ory s 7,5 25 25 60 P
CCT 7560) modelo de NaCl (2013)
Pancreatina 240 mU mg! 12,9
Carboxipeptidase
Bruta 41,0
(Bacillus Solugdo Chang et al.
oliquefaci NI del 7,0 20 37 720 - 2015)
amyloliquefaciens modelo
yond Purificada 72,0
ASAG])
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Tabela 5 - Degradacdo enzimadtica da ocratoxina A (continuagao).

Condig¢des reacionais

) Concentracdo
Enzima . _ Degradagao '
da enzima/ Matriz Forga Referéncia
(Fonte de obtengdo) ‘ ‘ o Temperatura Tempo (%)
microbiana pH  ionica _ Cofator
(°C) (min)
(mM)
Carboxipeptidase Hu et al.
NI NI NI NI 37 1440 - 38,4
(Bacillus subtilis CW14) (2019)
Amano lipase A Solucdo Stander et al.
10,0 mg 7,5 50 37 1080 - = 90,0
(Aspergillus niger) modelo (2000)
pancreas .
‘ 50,0 U mg'! 25 78,5
bovino
farelo de .
. 0,3 Umg! 30 17,8
soja
Kupski,
) ) Rhizopus .
Carboxipeptidase . . Queiroz;
oryzae 0,4 U mg’! Farinha 71,0
' 7,5 - 60 - Badiale-
CCT 7560 de trigo
Furlong
Trichoderma
. 50 (2018Db)
reesei 0,3 U mg 61,0
QM 9414
Pancreatina .
1,0 Umg! 16,8

(pancreas suino)
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Tabela 5 - Degradacdo enzimadtica da ocratoxina A (continuagao).

Condigdes reacionais

Concentragao
Enzima Degradagao '
da enzima/  Matriz Forca Referéncia
(Fonte de obteng¢ao) o Temperatura Tempo (%)
microbiana pH  1i0nica ) Cofator
(°C) (min)
(mM)
Extrato enzimatico bruto Abrunhosa,
(Aspergillus niger 0,112 mg" 100,0 Santos e
MUM 03.58) Venancio
(2006) ¢
. 0,1% de Abrunhosa e
Carboxipeptidase A 0,5 mg Solugdo ' = 90,0 )
7,5 100 37 1500 Azida de Venancio
modelo )
sodio (2007)
Protease A 10,0 mg* 87,3 Abrunhosa,
Santos e
Pancreatina 10,0 mg” 43,4 Venancio
(2006)

Legenda: * - concentracdo da enzima em mg de proteina; ** - em dias; NI — ndo informado no estudo pelos autores.
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Tabela 6 - Degradacdo enzimatica da zearalenona.

Condigdes reacionais

Concentragao
Enzima Degradagao
daenzima/ Matriz Forca Referéncia
(Fonte de obtenc¢ao) . Temperatura Tempo (%)
microbiana pH 10nica ) Cofator
°C)  (min)
(mM)
1 mM K"
Solugao e
_ . 7 25 30 360 64,9 .
Peroxidase comercial modelo 26 mM Garcia et al.
0,6 UmL"!
(Armoracia rusticana) de H20» (2020)
26 mM
Cerveja 4,05 - 30 360 10,9
de H2O2
Armoracia 0,6 UmL™! 6,0 100 69,9
mbL~ ~
. ’ Solugdo ’ ’
rusticana ¢ Garcia; Feltrin
. ‘ modelo 26 mM
Peroxidase  farelo de soja 6,0 UmL"! 5,0 5 25 1440 30,6 e Garda-
de H202
Solucio Buffon (2018)
farelo de arroz 6,0 U mL™! 5,0 - 47.4
aquosa
Lacase Solu¢ao 0,16 mM Banu; Lupu e
0,4 mg mL! 52 200 30 240 81,7
(Trametes versicolor) modelo de ABTS Aprodu (2013)
Esterase de 1x10° Solugdo Wang et al.
7,6 - 40 1440 - 95,7
Bacillus pumilus ES-21 UFCmL!  modelo (2017)




Tabela 6 - Degradacdo enzimética da zearalenona (continuacio).

Condig¢des reacionais

‘ Concentragdo
Enzima ‘ ) Degradagao '
da enzima/ Matriz Forca Referéncia
(Fonte de obteng¢do) o Temperatura Tempo (%)
microbiana pH i0nica . Cofator
(°C) (min)
(mM)
Solugao 26 mM
. . 9,0 20 70 60 85,0
Peroxirredoxina modelo de H>02 Yu et al.
1,12 mg mL!
(Acinetobacter sp. SM04) . 0,09% (2012)
Milho - - 30 360 90,0
de H2O»
Utermark e
Lactonase de Gliocladium 1x10° esporos
Agar 5,6 - 20 T* - 100,0 Karlovsky
roseum 0,1 mL!
(2007)
Enzima de Rhodococcus Kriszt et al.
NI Agar - - 28 5* - 81,7
pyridinivorans (2012)
Enzimas de
extracelular 1x108 Zhang et al.
Saccharomyces Agar - - 28 2% - 100,0
células mL! (2016)
cerevisiae intracelular
6,0
Enzima secretada por Bacillus 5x108 Agar 70 20 2% 95,2 Xu et al.
amyloliquefaciens UFC mL! (2016)
Trigo - 1440 62,1

73
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Tabela 6 - Degradacdo enzimética da zearalenona (continuacio).

Condigdes reacionais

‘ Concentracdo
Enzima _ _ Degradagao '
da enzima/ Matriz Forca Referéncia
(Fonte de obteng¢ao) . Temperatura Tempo (%)
microbiana pH 10nica ) Cofator
°C)  (min)
(mM)
Enzima intracelular de 1x10° Tan et al.
Agar 4,5 - 37 3% - 79,0
Pseudomonas otitidis TH-N1 UFC mL"! (2015b)
Extrato Sun et al.
_ NI NI 10 30 2% - 68,2
Enzima degradante de ZEA filtrado (2014)
(Aspergillus niger FS10) Solucao He et al.
pers & 1,0 mg mL"! 4,5 200 40 720 - 65,2
modelo (2016)
Enzima extracelular Solugdo Yu et al.
NI 9,0 20 30 360 - 86,7
(Acinetobacter sp. SM04) modelo (2011)
Enzima extracellular Meio
7,0 Altalhi e El-
expressa em NI de 10 30 720 - 100,0
8,0 Deeb (2009)
Escherichia coli modificada cultura
Meio Takahashi-
Enzima lactone hydrolase
NI de 10,5 - 37 2% - 100,0 Ando et al.
(Clonostachys rosea)
cultura (2005)

Legenda: * - em dias.
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O primeiro esquema de nomenclatura de enzimas foi apresentado no Congresso
Internacional de Bioquimica (traduzido do inglés International Congress of Biochemistry),
onde a Comissdo de Enzimas (CE) foi definida. Entdo, em 1961, a primeira versao foi
publicada. Em 1992, a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (traduzido do
inglés International Union of Biochemistry and Molecular Biology) descreveu
aproximadamente 3196 enzimas diferentes. A classificagdo das enzimas ¢ realizada pela CE de
acordo com as reagdes que catalisam (MARTINEZ CUESTA et al., 2015). Na Tabela 7 ¢

demonstrado a classificagdo das enzimas com base nas reagdes que catalisam.

Tabela 7 - Classificacdo das enzimas com base em suas reagoes.

Classe Nome da enzima Tipos de reacdes Exemplos

Lipoxigenase, malato
Reacdes de oxidagao/redugao .
desidrogenase,
EC 1 Oxidorredutase  envolvendo adig¢do e remogao de
alcool desidrogenase,
hidrogénio, elétrons ou oxigénio ‘
peroxidases

Transferéncia do grupo
DOXP sintase
funcional de
EC2 Transferase Aminotransferase, amido
uma molécula para outra, exceto )
] sintase
hidrogénio

Clorofilase, a-amilase,
Catalisar a hidrolise de varias
EC3 Hidrolase ‘ lipases,
ligagdes
Esterases

Cliva varias ligagdes por outros
Pectato-liase,
EC4 Liase meios que nao a hidrolise e
hidroperodxido liase
oxidacao

Isomerizacao
Catalisar alteragdes de
(isomerase carotenoide,)
EC5 Isomerase 1somerizacao dentro de uma
Epimerases
unica molécula '
(glicose para manose)

Unido de duas moléculas com
Hidroxicinamoil-CoA
ligagdes covalentes, geralmente
EC6 Ligase ligase; acetilCoA
as custas de uma fonte de

energia (ATP)
Fonte: Adaptado KUMAR et al. (2018) e ROY CHOUDHURY (2020).

carboxilase
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A atividade enzimdtica ¢ uma medida da quantidade de enzima ativa presente na
solugdo a ser testada. Independentemente do objetivo do estudo, em todos os casos, os dados
de atividade enzimadtica precisam ser comparaveis entre amostras e entre pesquisadores
(PONTIS, 2017). A catalise enzimatica ¢ influenciada por muitos fatores quimicos e fisicos.
Entre os primeiros, estdo substancias de baixa massa molar (por exemplo, protons, metais e
outros ions inorganicos, ions-tampdo, varias moléculas organicas, além de ativadores,
inibidores e estabilizadores de enzimas naturais e sintéticas) € componentes macromoleculares
(por exemplo, proteinas, polissacarideos e outros polieletrélitos). Os fatores fisicos incluem
temperatura, pressdo, for¢a idnica, polaridade do solvente, imobilizacao, sequestro de substrato
e aglomeragdo molecular. A complexidade quimica e estrutural das enzimas, bem como as
interacdes que realizam explicam o porqué a atividade de uma enzima pode ser afetada
facilmente (PURICH, 2010).

Para a cinética enzimatica, considera-se o0 mecanismo de reagdo simples o modelo

de equilibrio rapido conhecido de Michaelis-Menten, demonstrado na Equagao 1.

E+ S =ES = EP 2E+P (1)

A ligacao das substancias chamadas substratos ao sitio ativo forma o complexo enzima-
substrato que permite que os substratos reajam e formem o produto. O substrato ¢ indicado por

S, a enzima por E, e o produto da reagcao por P (MURZIN; SALMI, 2016).

3.3.1 Peroxidase

As peroxidases (PO) sdo enzimas da classe das oxidoredutase que catalisam a
reagdo na qual o perdxido de hidrogénio atua como receptor e outro composto atua como doador
de 4tomos de hidrogénio (MEDINA et al., 2017). Basicamente, a reacao catalisada pelas POs ¢
demonstrada na Equagdo 2, onde AH> ¢ um doador de hidrogénio e A ¢ sua forma oxidada.

(LUCK, 1965).
AH,+ H,0, -2H,0+ A (2)
A PO (CE 1.11.1.X) esta largamente distribuida em 3 superfamilias, como as de

origem animal, vegetal e microbiana (MATHE et al., 2010). As raizes de rabano silvestre

(Armoracia rusticana) sdo comumente empregados como fonte comercial para a produgdo de
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peroxidase (HAMID; KHALIL-UR-REHMAN, 2009), por ser termotolerante e estdvel em pH
de 5 a9 (SIGMA-ALDRICH, 2019). Porém, estudos evidenciaram que vegetais (DEVAIAH;
SHETTY, 2009; VETAL; RATHOD, 2015) e microrganismos como fungos (STAJIC et al.,
2006) e bactérias (REKIK et al., 2015) também podem ser considerados fontes alternativas para
obtengao de PO.

Segundo Medina e colaboradores (2017) as POs podem atuar principalmente nos
seguintes grupamentos: CH-CH; C=0; HC=CH; CH-NH-; NADH e NADPH. A classificagao
das peroxidases ¢ baseada com seu sitio ativo especifico, podendo ser: heme peroxidases,
vanadio peroxidases e peroxidases ndo metalicas (VELDE; RANTWIJK; SHELDON, 2001).
Dentre as peroxidases, as heme peroxidases, sao as mais comuns ¢ amplamente distribuidas e
estudas (KWON et al., 2020). A heme peroxidases contém ferro (III) protoporfirina IX
(ferriprotoporfirina IX), como grupo protético e apresentam massa molar entre 30000 e
15000 Da (REGALADO; GARCIA-ALMENDAREZ; DUARTE-VAZQUEZ, 2004). Na
Tabela 8 ¢ demonstrado as principais heme peroxidases e suas fungdes bioldgicas (VELDE;

RANTWIJK; SHELDON, 2001).

Tabela 8 - Principais heme peroxidases, classificagdo, fontes e fungdes

biologicas.
Peroxidase Numero EC Fonte Funcao bioldgica
‘ Fungo Caldariomyces Biossintese de
Cloroperoxidase 1.11.1.10 S
fumago caldariomicina
_ Reducao de H2Oz e
Citocromo ¢ Levedura Saccharomyces '
_ 1.11.1.5 oxidagdo de
peroxidase cerevisiae '
citocromo ¢
Peroxidase de L1117 Raizes de Armoracia Biossintese de
rabano silvestre S rusticana hormonios vegetais
Lactoperoxidase 1.11.1.7 Leite bovino Antimicrobiana
Lignina Fungo Phanerochaete o
. 1.11.1.14 Degradagao da lignina
peroxidase chrysosporium
Mieloperoxidase 1.11.1.7 Leucdcitos humanos Antimicrobiana

Fonte: VELDE; RANTWIJK; SHELDON (2001).

No ciclo catalitico das heme peroxidases, pode ser observado na Figura 6, na etapa

inicial, enzima férrica nativa ¢ oxidada pelo H»O> a uma forma intermedidria chamada
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composto I (CI), deficiente em dois elétrons, sendo um elétron abstraido do ion Fe** e outro do
anel porfirinico, gerando, respectivamente, Fe*" e radical cation porfirinico. Posteriormente, o
CI aceita um composto aromatico (ROH) no seu sitio ativo e realiza a sua oxidagao, formando
o composto II (CII), um intermedidrio deficiente em um elétron. Um radical livre (RO") ¢
produzido e langado em solug¢do. Logo, CII oxida, entdo, uma segunda molécula aromatica,
liberando um segundo radical livre, que conduz a formag¢do de um produto polimérico,
retornando a peroxidase ao seu estado nativo (estado reduzido Fe*"), completando assim o ciclo.
Na presenga de excesso de H,O», pode acontecer a inibi¢ao da enzima, formando o composto 111
(CIII), forma reversivelmente inativa da enzima (ELY; KEMPKA; SKORONSKI, 2016;
MEDINA et al., 2017).

Figura 6 - Ciclo catalitico das enzimas peroxidases mostrando as mudangas no grupo
prostético heme e a possivel forma de inativagdo da peroxidase de rabano silvestre.

0
— Fottetia
Composto I
H,O - ROH
RO’ +H*
H0, ki
0
. I
— Fe#te—— RO"TH0 ROH _ pette—
Enzima nativa = Composto II
®
H,0,
H*+0y 4\\
\\ Hgo
Oo—H*
I
— ekt m—
Composto 111
Inativa

Fonte: Adaptado de ELY; KEMPKA; SKORONSKI (2016).

As POs podem ser aplicadas para a oxida¢ao de uma ampla variedade de compostos,
como contaminantes fenolicos (AITKEN et al.,, 1994; DEVAIAH; SHETTY, 2009), na
desodorizagdo de dejetos de suinos (YE; ZHU; LI, 2009), na descoloragao de corantes (ULSON
DE SOUZA; FORGIARINI; ULSON DE SOUZA, 2007; VUJCIC et al., 2015), na degradagio
de diferentes micotoxinas (DAS; MISHRA, 2000; FELTRIN et al., 2017a; GARCIA et al.,
2020; GARCIA; FELTRIN; GARDA-BUFFON, 2018; NORA et al., 2019; SIBAJA et al.,
2019; TRIPATHI; MISHRA, 2011), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (CHEN et al.,
2014; LEE et al., 2015) e no tratamento de dguas residuais de industrias (NICELL et al., 1993).
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3.3.2 Lipase

As lipases (E.C.3.1.1.3) sao definidas como hidrolases e exercem sua atividade nas
ligagdes éster carboxilico de triacilglicerdis e outros substratos (LOTTI; ALBERGHINA,
2007). Esta enzima contém uma unidade de oligopeptideo helicoidal que protege o sitio ativo.
O sitio ativo ¢ geralmente caracterizado pela triade composta por serina, histidina e aspartato,
sendo os complexos acil-enzimas os intermediarios cruciais em todas as reagdes catalisadas por
lipase (REETZ, 2002).

As lipases sdo geralmente enzimas versateis que aceitam uma ampla gama de
substratos, como ésteres alifaticos, aliciclicos, biciclicos e aromaticos, tioésteres, aminas
ativadas, mantendo alta seletividade de regio, quimio e enantioseletividade (LOTTI;
ALBERGHINA, 2007). Esse grupo de enzimas pode ser empregada em diversas reagdes, pois
ndo catalisa somente as reagdes de hidrolise, mas também as reacdes de sintese, conforme

demonstrado na Figura 7 (REIS et al., 2009).

Figura 7 - Reacdes enzimaticas catalisadas pela lipase.
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As lipases catalisam naturalmente a hidrolise da ligacdo éster de tri, di e
monoglicerideos em 4cidos graxos e glicerol. No entanto, estas também sdo ativas em uma
ampla gama de substratos. Contudo, em condi¢des termodindmicas favoraveis, as lipases
também catalisam uma grande variedade de reagdes de sintese que podem ser classificadas em
dois tipos principais de reagdes, a esterificacdo e transesterificagdo. A esterificagdo € a reagdo
em que um acido graxo esta ligado, através da a¢cdo da enzima, a um alcool por uma ligagao
covalente, produzindo um éster e liberando uma molécula de agua. A tioesterificagdo e
aminagdo sao reacdes semelhantes, mas com um tiol ou uma amina como substratos. A
transesterificagdo agrupa reagdes de alcoodlise, acidolise, aminolise e interesterificagdo.
Geralmente, essas reacdes de sintese com a lipase ocorrem em um meio com baixa atividade
termodinamica da 4gua, sendo a atividade termodindmica uma medida da disponibilidade da
molécula em um solvente (CASAS-GODOY; DUQUESNE; BORDES, 2012).

Dentre as enzimas utilizadas nas industrias, as lipases sdo o terceiro maior grupo,
ficando atras somente das proteases ¢ amilases. A alta versatilidade das lipases, reconhecida
como o grupo mais importante de biocatalisadores em biotecnologia (HASAN; SHAH;
HAMEED, 2006), permite suas aplicacdes em diferentes industrias, como a de alimentos
(produgdo de queijos, oleos e gorduras) (ARAVINDAN; ANBUMATHI; VIRUTHAGIRI,
2007), detergentes (HASAN et al., 2010), farmacéutica, couro, téxtil, cosmético e papel
(HOUDE; KADEMI; LEBLANC, 2004), tratamento de efluentes (AL-MALAH; AZZAM,;
ABU-LAIL, 2000) e degradacdao de micotoxinas, como OTA (STANDER et al., 2000) e PAT
(LT et al., 2017b; TANG et al., 2018; XIAO et al., 2019). As principais caracteristicas da
aplicacdo de lipases em processos industriais ¢ devido a sua atuacao em ampla faixa de pH,
como meios acidos (pH entre 2 a 5) ou meios alcalinos (pH 9 a 11), por serem estaveis a altas
temperaturas, a solventes organicos e possuirem elevada especificidade e enantiosseletividade
(HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; SALIHU; ALAM, 2015).

As lipases podem ser obtidas de fonte animal, vegetal e microbiana (SCHMID;
VERGER, 1998). Dentre os varios tipos de lipase, obtidas de fonte animal (lipase hepatica,
lipase pancreética), a mais amplamente estudada ¢ a lipase pancreatica (LAI et al., 2018). No
entanto, as lipases de fonte microbiana possuem destaque na industria, especialmente devido a
sua estabilidade a diferentes temperaturas e pH, seletividade e ampla especificidade de substrato
(MENONCIN et al., 2010). Muitos microrganismos sdo conhecidos como produtores de
lipases, como bactérias (JAEGER; et al., 1994), leveduras (VAKHLU; KOUR, 2006) e fungos
(SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012).
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3.4 CONSIDERACOES FINAIS

A cerveja € uma bebida amplamente comercializada e consumida. No Brasil, a
producao e consumo de cerveja impacta diretamente na economia do pais. No entanto, estudos
tém demonstrado que diversos insumos cervejeiros e produto final (cerveja) sdo contaminados
por micotoxinas, como OTA e ZEA. A ocorréncia de OTA e ZEA em alimentos ¢ preocupante
devido aos problemas que estes contaminantes ocasionam a saude humana. Desta maneira, a
contaminac¢do de alimentos e bebidas por micotoxinas ¢ regulamentada por 6rgaos sanitarios
em muitos paises. Como consequéncia, sdo estudados métodos quimicos, fisicos e biologicos
para mitigagdo destas substancias. Dentre as estratégias utilizadas, os métodos biologicos por
meio da acao de enzimas, se destacam pela facil aplicabilidade, estabilidade, utilizacdo de
condi¢des brandas de reagdes e por serem ambientalmente amigéveis e seguras.

Neste contexto, sdo mencionados estudos que verificaram resultados promissores
de degradacdo de micotoxinas em diferentes matrizes alimentares e em solu¢des modelo
utilizando enzimas. Logo, o emprego de PO e lipases, como a amano lipase A, na biotecnologia,
industria alimenticia, farmacéutica e no tratamento de efluentes, entre outros € relevante
principalmente devido as caracteristicas das reagdes enzimaticas que catalisam. Porém, um
aspecto importante quando pretende-se empregar a enzima como um biocatalisador € que a
atividade enzimatica ¢ influenciada por diversos fatores, como pH, temperatura, forca i6nica,
concentracdo de substrato e enzima, concentracdo de cofator, tempo de reacdo e ions.
Adicionalmente, ha a falta de dados sobre a degradacdo simultinea de OTA e ZEA em solucao
modelo, mosto e cerveja pela acdo enzimatica da PO e lipase descritos na literatura. Portanto,
para suprir essa lacuna ¢ que este estudo justifica-se promovendo o avanco do conhecimento
cientifico e propondo uma alternativa para o controle destes contaminantes. Sendo assim, ¢
indispensavel a otimizacdo dos parametros reacionais para a¢do enzimatica da PO e amano
lipase A na degradacdo de OTA e ZEA e assim, verificar as melhores condi¢des de aplicagdo

destas enzimas.
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ARTIGO 1. PEROXIDASE COMO AGENTE DE DEGRADACAO SIMULTANEA DE
OCRATOXINA A E ZEARALENONA APLICADA EM SOLUCAO MODELO E
CERVEJA

GARCIA, S. DE O.; SIBAJA, K. V. M.; NOGUEIRA, W. V.; FELTRIN, A. C. P;
PINHEIRO, D. F. A.; CERQUEIRA, M. B. R.; BADIALE FURLONG, E.; GARDA-
BUFFON, J. Peroxidase as a simultaneous degradation agent of ochratoxin A and zearalenone
applied to model solution and beer. Food Research International, v. 131, p. 109039, 2020.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a acdo da enzima peroxidase (PO) comercial (Amoracia
rusticana) na degradagdo simultinea de ocratoxina A (OTA) e zearalenona (ZEA) em solugdo
modelo e cerveja. Para tanto, os parametros reacionais para acao da PO foram otimizados, sua
aplicacdo para degradacdo de micotoxinas em solu¢do modelo e cerveja foi avaliada e os
parametros cinéticos (constante de Michaelis-Menten (Kwm) e velocidade maxima (Vmax)) foram
definidos. Nas condigdes reacionais determinadas (pH 7, forca ionica de 25 mM, incubagdo a
30 °C, adi¢do de 26 mM de H202 e 1 mM de ion potéssio), a PO (0,6 mL™!) apresentou a maxima
atividade para degradagdo simultanea de OTA e ZEA de 27,0 e 64,9%, respectivamente, em
solucao modelo ap6s 360 min. A aplicagdo da PO na cerveja resultou na degradagdo simultanea
de OTA e ZEA em 4,8 e 10,9%, respectivamente. Os pardmetros Kv € Vimax da PO para
degradacio de OTA e ZEA foram de 50 e 10.710 nM e 0,168 ¢ 72 nM min ", respectivamente.
Portanto, a PO pode ser uma alternativa promissora para mitigar a contamina¢ao de OTA e
ZEA em solu¢do modelo e cerveja, minimizando seus efeitos em humanos.

Palavras-chave: Amoracia rusticana. Degradagdo bioldgica. A¢do enzimatica. Cinética
enzimatica. Otimizagao enzimatica. Micotoxinas.
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1 INTRODUCAO

As micotoxinas sdao substancias toxicas para humanos e animais, produzidas por
fungos sob condig¢des de estresse. Os principais géneros fingicos responsaveis pela producao
de micotoxinas sdo Aspergillus, Claviceps, Penicillium e Fusarium; estes sdo extremamente
comuns, ¢ podem se desenvolver em diversos tipos de substratos e sob diferentes condig¢des
ambientais (BENNETT; KLICH, 2003). Estudos relatam a ocorréncia de micotoxinas em
produtos de origem vegetal e animal, como: cereais (SOLEIMANY; JINAP; ABAS, 2012),
produtos de panificagio (KIRINCIC et al., 2015), oleaginosas (BHAT; REDDY, 2017), frutas
(PIQUE et al., 2013) e bebidas como cerveja (BAUER et al., 2016; BERTUZZI et al., 2011;
MEDINA et al., 2006; PASCARI et al., 2018a), vinho (PIZZUTTI et al., 2014; PUANGKHAM
et al., 2017), sucos (ZOUAOUI et al., 2015); leite (IQBAL; ASI, 2013), carne e ovos (IQBAL
et al., 2014b).

A ocratoxina A (OTA) ¢ uma micotoxina produzida por fungos dos géneros
Aspergillus e Penicillium, que promove efeitos nefrotdoxicos, imunotoxicos, teratogénicos e
cancerigenos (RINGOT et al., 2006). A zearalenona (ZEA), micotoxina ndo esteroide, ¢
produzida por fungos do género Fusarium (RICHARD, 2007). Estudos realizados com ZEA
demonstraram que esta micotoxina induz efeitos estrogénicos (ZINEDINE et al., 2007), além
de ser hepatotdxica, citotoxica (HASSEN et al., 2007), genotoxica, imunotdxica e hematotoxica
(MARIN et al., 2013). Ambas micotoxinas, foram descritas quanto a sua toxicidade pela
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer — (IARC, 1993), OTA foi classificada no
grupo 2B considerada como possivel cancerigena, enquanto ZEA pertence ao grupo 3, uma vez
que ndo ha evidéncias suficientes para afirmar o seu potencial carcinogénico em humanos.

Estratégias para minimizar a contaminacdo de OTA e ZEA em alimentos e ragdes
estdo sendo estudadas, devido a ocorréncia destas micotoxinas e seus efeitos na saide humana
e animal. A enzima peroxidase (PO) tem sido avaliada por demonstrar potencial e versatilidade
como método bioldgico no tratamento de efluentes (WAGNER; NICELL, 2001), descoloragao
de corantes (DUARTE BAUMER et al., 2018), decomposi¢ao de poluentes (CHENG; MING
YU; ZUO, 2006) e utilizagdo na degradacao de micotoxinas (GARCIA; FELTRIN; GARDA-
BUFFON, 2018; NORA et al., 2019; SIBAJA et al., 2019). O potencial da PO no tratamento
de contaminantes ¢ devido sua capacidade de catalisar a oxida¢ao de varios substratos organicos
e inorganicos empregando o peréxido de hidrogénio (H202) como molécula aceptora (MATHE
etal., 2010). Além disso, as enzimas sao seguras, faceis de manipular e utilizar, além de serem

ambientalmente amigaveis e eficazes em baixas concentragdes e volumes (MANUBOLU et al.,
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2018). As PO (EC 1.11.1.7) sdo amplamente distribuidas na natureza e sdo produzidas por uma
ampla variedade de plantas, animais ¢ microrganismos (HIRAGA et al., 2001). A principal
fonte de PO disponivel comercialmente ¢ a de raiz-forte (4dmoracia rusticana) (VALETTI,
PICO, 2013).

Diante do exposto, visando a degradacdo de OTA e ZEA e a futura aplicagdo da PO
na degradacao destes contaminantes em um produto alimenticio, este estudo teve como objetivo
avaliar a acdo da enzima PO comercial (4drmoracia rusticana) na degradagao simultanea de
OTA e ZEA em solugao modelo e cerveja. Para isto, foi realizada a otimizagao das condigdes
reacionais, bem como a determinacao os pardmetros cinéticos e a confirmag¢do da agdo da PO,

a fim de realizar a aplicagdo da enzima na degradacdo de OTA e ZEA na cerveja Pilsen.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 AMOSTRAS E REAGENTES

As amostras de cerveja Pilsen foram obtidas em estabelecimento comercial na
cidade de Rio Grande (Brasil). Os padrdoes de OTA e ZEA, com pureza > 99,0%, foram
adquiridos na Sigma Aldrich Co. (Saint Louis, EUA). A PO comercial foi adquirida da Sigma
Aldrich Co. (Saint Louis, EUA) como padrdo enziméatico de PO tipo VI, obtida de raiz-forte
(Armoracia rusticana) liofilizada em concentra¢des de 250 a 330 U mg™.

A acetonitrila (grau de CLAE) foi adquirida da empresa J.T Baker (Mallinckrodt,
EUA). Os reagentes benzeno, acido acético glacial, guaiacol, cloreto de magnésio, cloreto de
calcio, peroxido de hidrogénio, fosfato de potassio monobasico anidro, fosfato de potassio
dibasico anidro, cloreto de sodio, cloreto de potassio, cloreto de ferro e cloroférmio foram
adquiridos em grau analitco. A dgua ultrapura (resistividade de 18,2 MQ c¢m) foi purificada por
um sistema de dgua Milli-Q (Direct-Q UV3) (Millipore, Bedford, MA, EUA) com filtro de

membrana (poros com 0,45 pm de didmetro).

2.2 PREPARO DE SOLUCOES PADRAO DE OTA E ZEA

As solugdes estoque de OTA (concentragdo de 100 pg mL™') e ZEA (concentragio
de 500 ug mL!) foram preparadas em benzeno: 4cido acético (99: 1, v v'') e benzeno:
acetonitrila (98:2, v v'!), respectivamente, e congelados. As solu¢des de trabalho resultaram de
dilui¢oes de solugdes de estoque até a concentracdo desejada as andlises. A estimativa da

concentracdo da solugdo de trabalho (Equacao 1) de OTA e ZEA foi realizada por um
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espectrofotometro. O comprimento de onda de absor¢do méaxima para OTA e ZEA foi de 333
e 317 nm, a absorvancia molar foi de 5550 e 6060 L cm™ mol' em benzeno: 4cido acético

(99: 1, v v'!) e benzeno, respectivamente (AOAC, 2000).

abs X MM X 1000 X fc
ey
eXb

micotoxina (ug mL™) =

Onde: micotoxina (ug mL™') é a concentragdo da micotoxina presente em 1 mL; abs é o valor
da absorvancia da solu¢do padrio; MM ¢é a massa molecular da micotoxina em estudo (g mol™);
fc € o fator de correcdo do instrumento; € € a absortividade molar no comprimento de onda da

absorcdo caracteristica de cada micotoxina (mol L™!) e b é a largura da cubeta (cm).

2.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA PO

A atividade da PO comercial foi determinada de acordo com as instrugdes do
fabricante com modificagdes (SIGMA-ALDRICH, 2019). Para analisar a atividade enzimatica,
foram utilizados tampao fosfato 100 mM pH 6,0, dgua, 26 mM de H20>, 9 mM de guaiacol e
extrato enzimatico. A incubacdo foi realizada em banho termostatico por 15 min a 30 °C. A
oxidagdo do composto foi verificada em espectrofotometro a 470 nm e a atividade da enzima
PO foi estimada pela Equagdo 2 descrita por Schiittmann et al. (2014), através da reagdo de
oxidagdo do substrato ao tetraguaiacol. Uma unidade de atividade da PO representa a

quantidade de enzima que catalisa a oxidacdo de 1 umol de guaiacol em 1 min.

UmL"_ a8 X Vieaeio X DF x 10°

2

£xdXtX Vamostra

Onde U mL! ¢ a unidade de atividade de PO por mL de extrato; abs ¢ a absorbancia da reacio;
Vieacio € 0 volume total da reagdo (mL); Vamostra € 0 volume de extrato enzimatico (mL); DF € o
fator de diluigdo (diluicio do extrato enzimatico); 10° é a conversio de mmol em umol; € é o
coeficiente de atenuagio molar do tetraguaiacol (26.600 L mol™! cm™); d é o tamanho horizontal

da cubeta (cm) e t € o tempo de reacao (min).

2.4 CONDICOES CROMATOGRAFICAS PARA QUANTIFICACAO DE OTA E ZEA POR
CLAE-FL
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A deteccao e quantificacdo das micotoxinas OTA e ZEA foram realizadas por um
cromatdgrafo liquido de alta performance (CLAE), fabricado por Shimadzu (Kyoto, Japao),
acoplado a um detector de fluorescéncia (modelo FL - 10AXL). As condi¢des de deteccao
foram: excitacdao a 333 nm e emissdo a 460 nm (KUPSKI; BADIALE-FURLONG, 2015). A
coluna cromatografica utilizada foi a Supleco® - Kromasil C18 (5 um e 150 mm x 4,6 mm)
(Bellefonte, EUA) a 25 °C. Os solventes que constituiram a fase méovel foram acetonitrila: dgua
acidificada com 4cido acético a 1% (60:40, v v'!), em elui¢io isocratica. A vazio da fase movel

estabelecida foi de 0,8 mL min™!, de modo a executar uma corrida cromatografica de 7 min.

2.5 EXTRACAO DE MICOTOXINAS DA SOLUCAO MODELO E CERVEJA

A extragdo de OTA e ZEA da solu¢do modelo e cerveja foi realizada por particao
liquido-liquido (LLP), de acordo com Garcia; Feltrin; Garda-Buffon (2018) com modificacdes.
Os padroes OTA e ZEA foram adicionados em recipientes de 10 mL de vidro e o solvente foi
evaporado sob atmosfera de nitrogénio. Primeiramente, 1 mL de amostra (solugdo
modelo - tampao fosfato, agua, 26 mM de H2O - ou cerveja) foi acidificada com acido acético
para pH 2, depois foram adicionados 1,5 mL de cloroférmio (CH3Cl) e agitados no vortex por
30 s e em banho ultrassonico (25 kHz) por 3 min. A fra¢do de cloroférmio foi coletada. O
procedimento de particdo com cloroférmio foi repetido trés vezes. As fracdes de cloroformio
foram evaporadas em banho de areia a 60 °C e as amostras foram ressuspensas em acetonitrila:
4gua acidificada com 4cido acético a 1% (60:40, v v'') para detec¢io e quantificagio por CLAE-

FL.
2.6 METODO DE VALIDACAO ANALITICO
Os parametros validados para a determinacao da OTA e ZEA foram linearidade,

curva analitica, coeficiente de correlagdo, limite de detecgdo (LD), limite de quantificacdo (LQ)

(SANTE/EU, 2015), precisao e exatiddo (EUROPEAN COMMISSION, 2006b).

2.7 DEGRADACAO DE OTA E ZEA POR PO

2.7.1 Otimizac¢ao das condi¢oes de reacio na solu¢cio modelo
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Para obter os maiores niveis de degradacdo de micotoxinas foi realizada a
otimizagdo das condi¢des de reagdo (pH, forca idnica, temperatura, concentracao de H>O» e
adicdo de ions metalicos). As solugdes padrdo de OTA (10 ng mL™") e ZEA (1 pg mL™!) foram
adicionadas ao reator tipo Erlenmeyer, de acordo com Nora et al. (2019) e Garcia; Feltrin;
Garda-Buffon (2018), respectivamente. O solvente foi evaporado sob atmosfera de nitrogénio
e as amostras foram solubilizadas na solugdo modelo usando vortex por 30 s, seguido de um
banho ultrassonico por 3 min. A solugao modelo foi constituida de tampao fosfato de potassio,
dgua, H,0 e enzima PO a uma concentragio de 0,6 U mL"!, conforme descrito por Garcia;
Feltrin; Garda-Buffon (2018).

O estudo para otimizagdo das condi¢des de reagdo foi realizado pelo método de um
fator de cada vez, em cinco etapas. Uma variavel independente foi investigada em cada estagio
e o tratamento com os resultados mais satisfatérios foi selecionado e utilizado no estagio
seguinte. Assim, no primeiro estagio, a solugdo modelo foi homogeneizada e incubada com
100 mM de tampao fosfato de potassio em diferentes pH (3, 4, 5, 5,5, 6, 6,5, 7 ¢ 8), 4gua, 26 mM
de H,0, e PO (0,6 U mL™!), por 24 h em agitagio orbital (150 rpm) a 25 £ 1 °C. Os ensaios
foram realizados em triplicata nas mesmas condig¢des de reagao e comparados ao controle (com
micotoxinas ¢ sem enzima). A concentragdo de OTA e ZEA residual na solugdo modelo foi
extraida e quantificada como descrito na Equagao 3.

CMipigial - CM

fnal X 100 (3)

inicial

Degradagdo de OTA ou ZEA (%):

Onde CMinicial € a concentragio de micotoxinas inicial (OTA em ng mL™! ou ZEA em pug mL™);
e CMiinal é a concentragio de micotoxinas final (OTA em ng mL™' ou ZEA em pg mL™),
calculada através uma curva analitica com os padrdes das micotoxinas.

Entdo, no segundo estagio, a forga ionica (5, 10, 25, 50, 75, 100 e 200 mM) do
tampao fosfato de potassio foi avaliado. Na terceira etapa, foi avaliada a temperatura de
incubacdo (20; 25; 30; 35 e 40 £ 1 ° C) com agitagdo orbital. Posteriormente, foi avaliada a
concentracdo de H»O; (13, 26, 39 ¢ 52 mM). E finalmente, na quinta etapa, foi avaliada a
influéncia de ions metalicos (Mg?", Ca*", K*, Fe?" e Na" a 1 e 5 mM) no aumento ou diminuicio

da atividade da PO relacionada a degradacao das micotoxinas.

2.7.2 Determinacio de parametros cinéticos
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A constante de Michaelis (Kwm) ¢ a velocidade maxima (Vmax) foram determinadas
para a PO comercial (0,6 U mL™") empregando as condi¢des 6timas de reacdo da atividade
enzimatica por 90 min (GARCIA; FELTRIN; GARDA-BUFFON, 2018). As concentragdes de
OTA e ZEA foram 1; 1,7; 3; 5; 8,3; 10; 15; 18; 20; 27,5 e 31,7 ng mL! ¢ 0,16; 0,2; 0,5; 0,8; 1;
1,5;2; 3; 4; 5 e 6 pg mL"!, respectivamente, conforme descrito por Nora et al. (2019) e Garcia;
Feltrin; Garda-Buffon (2018). Os ensaios foram realizados em triplicata e comparados ao
controle (com micotoxina ¢ sem PO). O Ky € Vmax foram determinados a partir do grafico
Lineweaver—Burk (LB). O grafico entre 1 vo' e 1 S™! (grafico LB) produz uma linha reta que é
caracterizada por uma inclinacdo de K Vimax™' com intercepgdo em y em 1 Vimax™! € intercepcio
em x em 1 Kv!. Onde Vo é correspondente a taxa inicial da utilizagdo de substrato; Vimax: é
referente a taxa maxima de utilizagdo de substrato; S ¢ a concentracao de substrato e Ky indica

a constante de Michaelis-Menten.

2.7.3 Cinética de degradaciao de OTA e ZEA

A degradacao simultdnea de OTA e ZEA foi realizada em reator tipo Erlenmeyer
com volume util de 125 mL. Os padrdes de OTA e ZEA foram adicionados ao reator em
10 ng mL! e 1 ug mL™, respectivamente, conforme Nora et al. (2019) e Garcia; Feltrin; Garda-
Buffon (2018). O solvente foi evaporado sob atmosfera de nitrogénio. A solugdo modelo
consistia em tampao fosfato de potdssio, dgua, H>O», ions metalicos e enzima PO, com
incubagao por 24 h em agitagdo orbital (150 rpm). As condi¢des de reacao de pH, forga i6nica,
temperatura, concentracdo de H,O; e adi¢cdo de ion metal foram definidas pela otimizagdo, de
acordo com o item 2.7.1. A amostragem foi realizada nos intervalos de tempo de 0; 15; 30; 60;
90; 120; 240; 360; 480 e 1440 min (24 h) para extrair OTA e ZEA e determinar sua
concentracao, a fim de estimar a degradagao pela agao da PO comercial. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata € comparados ao controle.

2.7.4 Confirmacio de degradacio por PO

O mecanismo de degradag¢do da OTA e ZEA foi verificado pela aplica¢do da enzima
ativa e desnaturada (GARCIA; FELTRIN; GARDA-BUFFON, 2018). Portanto, a PO
(0,6 UmL™) foi desnaturada termicamente a 100 °C. Os ensaios de degradacdo com a PO
desnaturada foram realizados em recipientes de 10 mL de vidro, onde os padroes OTA e ZEA

foram adicionados a 10 ng mL™! e 1 pg mL™!, respectivamente, e o solvente foi evaporado sob
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atmosfera de nitrogénio. Posteriormente, os constituintes da solu¢do modelo foram adicionados
e homogeneizados por 30 s por agitagdo em vortex e banho ultrassdnico por 3 min. Em seguida,
a enzima desnaturada foi adicionada. As misturas foram incubadas por 24 h sob agitagdo orbital
a 150 rpma 25+ 1 °C. Apos, as micotoxinas foram extraidas e quantificadas. Os ensaios foram

realizados em triplicata e comparados ao controle.

2.7.5 Degradacao de OTA e ZEA na cerveja

Primeiramente, a ocorréncia de OTA e ZEA nas amostras de cerveja do tipo Pilsen
a serem utilizadas nos ensaios de degradacdo de micotoxinas por PO foi verificada. Reatores
do tipo Erlenmeyer com um volume 1til de 50 mL foram utilizados nos ensaios. Os padrdes de
OTA (10 ng mL™") e ZEA (1 pg mL") foram adicionados aos reatores € o solvente foi evaporado
sob atmosfera de nitrogénio. Posteriormente, cerveja desgaseificada (banho ultrassonico de
25 kHz foi aplicado por 1 h), H,0, e PO (0,6 U mL™") foram adicionados a um volume final de
10 mL, e as condigdes ideais obtidas neste estudo foram aplicadas. Os experimentos foram
realizados em triplicata e comparadas ao controle. Apds o tratamento enzimatico, o residual de

micotoxinas foi extraido e quantificado por CLAE-FL.

2.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados da degradacdao de OTA e ZEA na solucdo modelo e cerveja foram
analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey, ao

nivel de significancia de 5% (p < 0,05), com o uso do Software Statistica.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO SIMULTANEA
DE OTA E ZEA

A validacdo do método analitico € necessaria para garantir resultados exatos e
precisos (EUROPEAN COMMISSION, 2006b). Os parametros de validagdo do método para
quantificagdo de OTA e ZEA em CLAE- FL empregados neste estudo, estdo demonstrados na
Tabela 1. O método proposto pode ser descrito como sensivel, exato e preciso, devido as baixas
concentracoes do limite de deteccao e limite de quantificacdo das micotoxinas, além de niveis

de recuperagdes aceitaveis e linearidades das curvas com ampla faixa de aplicagdo. A curva de
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calibragdo construida em solvente foi utilizada para quantificar a degradacdo das micotoxinas
em solucdo modelo e cerveja, devido a auséncia de efeito de matriz. Portanto, o método
validado pode ser empregado com confiabilidade para monitorar a degradacao de OTA e ZEA
pela PO em solu¢ao modelo e cerveja e estd de acordo com os parametros internacionais de

validagdo descritos pela European Commission (2006) e SANTE/EU (2015).

Tabela 1 - Parametros de validagao do método analitico avaliado em CLAE-FL para
quantificagdo de ocratoxina A (OTA) e zearalenona (ZEA).

Parimetros analiticos OTA (ng mL™) ZEA (ng mL1)
Equacdo da curva y =3235x + 1580,2 y =220395x + 1160,1
Linearidade 0,40 a 30 0,02a2
Coeficiente de correlagao 0,999 0,997
Coeficiente de determinacao 0,998 0,995
LDm 0,25 0,01
LQm 0,40 0,02
Nivel 1 95,3+3.,7 94,4+9.9
Recuperacdo (%)* em
Nivel 2 90,4 +7,7 80,5+9,8
solucdao modelo
Nivel 3 832+54 87,7+4,0
Nivel 1 106,5 £ 6,1 85,6 £4,5
Recuperacao (%)* na
Nivel 2 100,8 + 6,4 88,5+1,3
cerveja
Nivel 3 97,4+42 84,4+04

LDm — limite de detecgdo do método; LQm — limite de quantificagdo do método. *Resultados expressos em
média + DP. DP — Desvio padrio das médias (n = 3). Nivel 1 — fortificagdo com 1,0 ng mL"! de OTA e
0,1 pg mL! de ZEA; Nivel 2 — fortificagdo com 5,0 ng mL"' de OTA ¢ 0,5 ug mL"!' de ZEA; Nivel 3 —

fortificagdo com 10,0 ng mL-' de OTA e 1,0 pg mL™! de ZEA.

3.2 OTIMIZACAO DAS CONDICOES REACIONAIS PARA ACAO DA PO NA
DEGRADACAO DE OTA E ZEA EM SOLUCAO MODELO

A aplicagdo da PO como um biocatalizador industrial ¢ determinada por sua
estabilidade e atividade enzimatica (LOPES; PINTO; SILVA, 2014), sendo estas influenciadas
por parametros como: pH, temperatura (CHATTOPADHYAY; MAZUMDAR, 2000), for¢a
ionica (BURSAL, 2013), substratos (ROJAS-REYES et al., 2014), concentragao de H>O-
(BHUNIA; DURANI; WANGIKAR, 2001), adigdo de compostos quimicos (MARQUEZ et al.,
2008) e ions metalicos (LAI et al., 2006). Desta maneira, a otimizagao das condigdes de reagao

da PO para degradag¢ao de OTA e ZEA ¢ primordial para obter resultados promissores.
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3.2.1 Efeito do pH

O pH ¢ um fator determinante na atividade enzimatica, pois pode ocasionar
alteragdes no estado de ioniza¢do da cadeia de aminoécidos presente no sitio catalitico da
enzima ou na ioniza¢ao do substrato (AJILA; PRASADA RAO, 2009). A Figura 1 mostra os
resultados obtidos para a degradagdao de OTA e ZEA em diferentes valores de pH durante 24 h.
Os resultados demonstram que a degradagdo de OTA e ZEA pela atividade da PO ¢
estatisticamente afetada pelo pH da solucdo modelo, sendo que as maiores degradacdes

simultanea para as micotoxinas foram obtidas quando empregado pH 7,0 e 8,0.

Figura 1 - Efeito do pH da solucdo modelo* na degradacdo da ocratoxina A (OTA) e
zearalenona (ZEA) pela peroxidase comercial (PO).
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*Solu¢ao-modelo - tampao fosfato de potassio, agua, 26 mM de perdxido de hidrogénio e incubagado a
25 °C £ 1 °C por 24 h. Resultados expressos em média + DP. DP - desvio padrao das médias (n = 3). Letras
diferentes indicam diferenca significativa entre os niveis avaliados para a mesma micotoxina (p < 0,05).

Adicionalmente, a constante de dissociagio (pKa) da ZEA ¢ de 7,6 (GAJECKA et
al., 2011), enquanto a OTA possui dois grupos ionizaveis, onde o grupo carboxila da
fenilalanina apresenta pKa de 4,4 e o grupo fenolico um valor entre 7,05 a 7,3 (DOHNAL;
PAVLIKOVA; KUCA, 2010). Desta maneira, foi possivel observar que a ionizacdo das

micotoxinas permitiu maior interagdo entre os compostos € a enzima, € consequente aumento
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da degradacdo de OTA e ZEA. Portanto, visando os maiores percentuais de degradacgdo
simultanea de OTA e ZEA, o pH da solu¢do modelo foi definido como 7,0.

Segundo a Sigma-Aldrich (2019), fabricante da enzima, a PO obtida de raiz-forte
(Armoracia rusticana) atua na faixa de pH de 5,0 2 9,0, com pH 6timo de 6,0 a 6,5, apresentando
84% do maximo da atividade a 25 °C quando em pH 7,5, empregando pirogalol como substrato
especifico da enzima. A PO de Armoracia rusticana em solugdo modelo com pH 6 a 25 °C foi
empregada na reducdo de 40, 59 e 69,9% de deoxinivalenol (DON) (FELTRIN et al., 2017b),
OTA (NORA et al, 2019) e ZEA (GARCIA; FELTRIN; GARDA-BUFFON, 2018),
respectivamente. Contudo, deve-se salientar que a otimizagdo do pH para agdo da PO nas
micotoxinas ndo foi realizada nesses estudos, mas sim o pH 6timo para oxidagdo do guaiacol
(substrato) foi usado. Além disso, a PO de Armoracia rusticana foi utilizada na oxidagao de
outros substratos, como ABTS e 4-aminoantipirina-fenol (BAYRAMOGLU; ARICA, 2008) e
apresentou maior atividade enzimatica em pH 6 a 25 °C (AL-BAGMI et al., 2019; SARIKA et
al., 2015).

Os resultados obtidos neste estudo foram semelhantes aos descritos na literatura.
As maiores porcentagens de biotransformagado da aflatoxina B1 (AFB1) por PO de Armoracia
rusticana foram obtidas nos valores de pH de 7; 7,5 e 8 e temperaturas de 30 ¢ 40 °C (SIBAJA
et al., 2019). Em pH 7 e temperatura ambiente, as degradagdes maximas de 56 e 86% p-
clorofenol e fenol respectivamente, foram obtidas usando a mesma enzima (BAYRAMOGLU;

ARICA, 2008).

3.2.2 Efeito da forca ionica

A forca i0nica afeta as reagdes catalisadas por enzimas se o substrato estiver
ionizado ou se aminodcidos cataliticamente importantes dentro da molécula da enzima
estiverem ionizados (DALE; WHITE, 1983). Isso ocorre porque os residuos de aminoacidos
podem sofrer reacdes de protonacdo ou desprotonagdo e estdo envolvidos na ligagdo de
substratos e conversdo em produtos, e os efeitos da forca idnica devem ser considerados ao
trabalhar com enzimas que utilizam substratos ionizados ou que catalisam a separagdo de carga
(ELLIS; MORRISON, 1982). Assim, tanto a ligacao de substratos ionizados a enzimas quanto
o movimento de grupos ionizados dentro do sitio catalitico serdo influenciados pela composi¢ao
i6nica do meio (CHAPLIN; BUCKE, 1990). A Figura 2 mostra os resultados obtidos para a
degradacao de OTA e ZEA em diferentes forcas idnicas em pH 7 durante 24 h. A maior

degradacao de OTA e ZEA foi observada quando empregado tampao fosfato na concentragao
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de 25 mM. Os resultados do estudo da forga idnica revelaram que esta ¢ uma variavel que

interfere significativamente na atividade do PO para degradacdo das micotoxinas.

Figura 2 - Efeito da forga i6nica da solu¢ao modelo * na degradacao da ocrotoxina A (OTA)
e zearalenona (ZEA) pela peroxidase comercial (PO).
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* Solucdo-modelo - tampao fosfato de potassio pH 7, agua, 26 mM de peroxido de hidrogénio e
incubagdo a 25 °C = 1 ° C por 24 h. Resultados expressos em média + DP. DP - desvio padrdo das médias
(n = 3). Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os niveis avaliados para a mesma micotoxina
(p <0,05).

Comportamento similar foi observado por Malomo et al. (2011) e Bursal (2013)
que verificaram que em solu¢do tamponante com forga ionica de 25 mM e 25 °C a PO de
Armoracia rusticana e PO purificada de folhas de acelga (Beta Vulgaris subespécies cicla)
apresentavam maior atividade na oxidacao de ABTS e guaiacol, respectivamente. Em relagao
a degradacdo de micotoxinas, a agdo do PO de Armoracia rusticana degradou 69% de ZEA
(GARCIA; FELTRIN; GARDA-BUFFON, 2018) ¢ 97% de AFB1 (SIBAJA et al., 2019) uma
solucao modelo com tampao de fosfato 100 mM. Cabe ressaltar que a forga i0nica empregada
nesses estudos foi a concentracdo que o fabricante da enzima recomenda para oxidagdo de
substrato especifico, como guaiacol e/ou pirogalol, enquanto que neste estudo a otimizagdo
desta variavel foi realizada. Além disso, uma menor concentracao de for¢a idnica (25 mM) para

o uso na degradagdo de micotoxinas permite a reducao dos custos no processo.
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3.2.3 Efeito da temperatura

A temperatura ocasiona um grande impacto nas reagdes catalisadas por enzimas,

pois 0 aumento da temperatura tem o efeito de reduzir a energia de ativagdo ao aumentar o nivel

de energia inicial (GRAHAME; BRYKSA; YADA, 2015). Além disso, a temperatura de um

ensaio enzimatico ¢ extremamente importante, pois o aumento gradual da temperatura pode

aumentar a atividade enzimatica at¢ um certo valor no qual a desnatura¢ao pode ocorrer e,

também, o sitio catalitico ¢ modificado e pode alterar as interagdes na formagao do complexo

enzima-substrato (DANIEL; DANSON, 2013). A Figura 3 apresenta os percentuais de

degradacdo de OTA e ZEA em temperaturas entre 20 e 40 °C. Os resultados evidenciaram que

os maiores percentuais de degradacdo simultanea das micotoxinas sdo alcangadas em 30 °C;

ndo diferindo estatisticamente da temperatura de 25 °C.

Figura 3 - Efeito da temperatura na degradacdo da ocratoxina A (OTA) e zearalenona (ZEA)
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* Solu¢do modelo - tampao de fosfato de potassio 25 mM pH 7, agua, 26 mM de perdxido de hidrogénio e
incubagdo por 24 h. Resultados expressos em média = DP. DP - desvio padrdo das médias (n = 3). Letras
diferentes indicam diferenca significativa entre os niveis avaliados para a mesma micotoxina (p < 0,05).

3.2.4 Efeito do peroxido de hidrogénio

Como o H>O» ¢ o co-substrato do PO, ele participa do ciclo catalitico através da

oxidacdo da enzima nativa para formar uma molécula intermedidria (composto I) que
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subsequentemente oxida um substrato fenolico e o converte em um radical livre (composto II)
e, com isso a enzima retorna ao seu estado nativo ou pode ser convertida em formas inativas
através da reacdo do composto II com H>O, para formar o composto III (HOSHINO;
NAKAJIMA; YAMAZAKI, 1987). Também ¢ relatado que, na auséncia ou excesso de H>O, a
PO demonstra um comportamento cinético de inativagao por suicidio, sendo o co-substrato o
composto suicida. A partir do complexo (composto I - H>O3), € estabelecida uma competi¢ao
entre duas vias cataliticas (a via da catalase e a via de formagao do composto III) e a inativacao
pela via suicida (formagao da enzima inativa) (ARNAO et al., 1990). Assim, em um reator com
baixas concentragdoes de H,O., a taxa de rea¢do ¢ limitada e, ao considerar os fatores de
produgdo e recursos econdmicos, a adicdo da concentracdo minima admissivel deste co-
substrato deve ser determinada com o objetivo de obter a maior taxa de reacdo (WU et al.,
1994). Considerando as implicagdes que a auséncia ou excesso de H>O2 pode causar a reagdo
enzimatica catalisada por PO, foi verificado o efeito da concentragao de co-substrato na solugao

modelo para degradacdo de OTA e ZEA, como demonstra a Tabela 2.

Tabela 2 - Efeito da concentracdo de peroxido de hidrogénio (H202) na degradacdo da
ocratoxina A (OTA) e zearalenona (ZEA) pela peroxidase comercial (0,6 U mL™) na solugio

modelo*.
Concentraciao de H202 (mM) Degradacao** (%)
na solucao modelo OTA ZEA
13 10,6+ 2.6 54,8+ 4.4
26 27,6+ 1,5 65,9°+£0,5
39 152°£5,1 61,5+ 1,4
52 9,3°+ 0,3 58,17+ 2,1

* Solug¢dao-modelo - tampdo fosfato de potassio 25 mM pH 7, agua, peroxido de hidrogénio e incubagédo a
30 °C £ 1 °C por 24 h. ** Resultados expressos em média = DP. DP - desvio padrdo das médias (n = 3). Letras
iguais na mesma coluna indicam que ndo houve diferenga estatisticamente significante (p > 0,05).

Os resultados indicam que a concentracdo do H>O> na solucdo modelo ¢ um
parametro significativo a otimizacdo da degradacdo de OTA e ZEA simultaneamente, e os
maiores porcentuais de degradacdo das micotoxinas foram obtidos quando empregados a
concentragdo de 26 mM de H20.. Além disso, observou-se que nas concentracdes mais baixas
(13 mM) e superiores (52 mM) de H>O; houve a diminuicao na degradacdo da OTA (51 e 57%,
respectivamente) ¢ da ZEA (17 e 12%, respectivamente), quando comparados com a

degradacao obtida ao empregar 26 mM.
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A utilizagdo da PO na presenga de 0,08% de H,O: (v v'!, equivalente a 26 mM) é
descrita na degradagcdo de micotoxinas, como nos estudos de Garcia; Feltrin; Garda-Buffon
(2018), Nora et al. (2019) e Sibaja et al. (2019) que empregaram a PO de Armoracia rusticana
para degradacdo de ZEA, OTA e AFLA Bi, respectivamente, ¢ Gautério et al. (2017) que
utilizaram a PO purificada de farelo de arroz para redug¢do dos niveis de DON. Entretanto, a
concentragao de H>O» ndo foi avaliada nestes estudos, pois foram utilizadas as condi¢des 6timas
de a¢do enzimatica para a oxidagdo de guaiacol ou pirogalol, descritas pelo fabricante da
enzima.

A PO juntamente com o H>O> em diferentes concentragdes também é empregada
na oxidacao de outros substratos, como a oxidagao de o-dianisidina pela agdo da PO purificada
de feijao preto (Vigna mungo) (AJILA; PRASADA RAO, 2009), oxidacdo de
4- aminoantipirina através atividade da PO de Armoracia rusticana e soja (NICELL; WRIGHT,
1997) e oxidagdo de guaiacol, fenol e 2-clorofenol apds a acdo de PO de Armoracia rusticana

(LAVERY et al., 2010).

3.2.5 Efeito da adicao de ions metalicos

A adi¢do de ions metdlicos nas reagcdes enzimaticas pode alterar a conformacao do
sitio catalitico da enzima e, assim, bloquear sua interacdo com o substrato (inibi¢cdo enzimatica)
ou podem ser utilizados como um cofator pela enzima ocasionando o aumento da atividade
enzimatica (MAHMOUDI et al., 2003). Na Tabela 3 ¢ demonstrado os resultados obtidos para
degradacao de OTA e ZEA por PO ap6s a adicao de ions metalicos na solu¢do modelo. Os ions
metalicos K" e Na" (1 mM) e Mg?* (1 e 5 mM) demonstraram aumentar significativamente a
atividade da PO na degradacdo de OTA em 66; 38; 58 e 39%, respectivamente, enquanto o Ca>"
(1 e 5 mM) inibiu a degradagdao em 100% quando comparado ao controle (sem adig¢dao do ion
metdlico). Por outro lado, observou-se que a adi¢do de Ca*" (1 e 5 mM), Fe?" (1 e 5 mM), e Na*
e Mg**em 5 mM resultou na redugio da atividade da PO na degradacio de ZEA. Assim, visando
a degradagdo simultinea de OTA e ZEA o ion metalico K™ na concentragdo de 1 mM foi
escolhido para dar continuidade no estudo.

E possivel sugerir que algumas propriedades quimicas dos ions possam auxiliar ou
prejudicar a ligagdo enzima-substrato, como por exemplo, o ion ser monovalente ou divalente,
tamanho do raio atdomico, densidade e potencial de ionizagdo. Portanto, os resultados obtidos
corroboram com a importancia de estimar o efeito de ions metalicos na otimizagdo da

degradacao de micotoxinas por PO, uma vez que ndo ha estudos relacionados a isto na literatura.
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Tabela 3 - Efeito da adicdo de ions metélicos na degradagdo da ocratoxina A (OTA) e
zearalenona (ZEA) pela peroxidase comercial (0,6 U mL™) na solu¢io modelo*.

Degradacao** (%) Degradacio relativa®**(%)
Composto  Concentracao
OTA ZEA OTA ZEA
(mM)

Controle 0 20,4°+ 1,5 63,5%+21 100,0 100,0
Ca’>* 1 0,06+0,1 552%+22 0,0 86,9
Fe?* 1 14,0°+2,5 472%+51 68,6 74,3

K* 1 33.8°+4,1  64,8°+4,8 165,7 102,0
Na* 1 282*+0,5 61,02¢+0,2 138,2 96,1
Mg>* 1 32,33+ 1,5 604°+2.1 1583 95,1
Ca® 5 0,0°+03  557°+1,0 0,0 87,7

Fe?* 5 519£02  252f+1,7 25,0 39,7

K* 5 16,7°°£2,9 59,6®°+3,0 81,9 93,9

Na* 5 10,64+ 1,1  453°+2,5 52,0 71,3
Mg>* 5 283°+34  455°+4,1 138,7 71,7

* Solugdao-modelo - tampdo fosfato de potassio 25 mM pH 7, agua, peroxido de hidrogénio e incubacédo a
30 °C £ 1 °C por 24 h. Controle - a atividade enzimatica sem a adigdo de ions metalicos durante a degradagdo
das micotoxinas foi estabelecida em 100%. ** Resultados expressos em média + DP. DP - desvio padrdo das
médias (n = 3). Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo houve diferenga estatisticamente significante
(p > 0,05). *** Degradagao relativa calculada em rela¢do a porcentagem de degradagido da amostra controle sem

adigdo de ions metalicos.

Na literatura, existem varios estudos que descrevem a adi¢do de ions metélicos para
o aumento da atividade ou inibi¢ao de PO obtida de diferentes fontes para oxidagao de diversos
substratos. O Ca** nas concentra¢des de 1 e 5 mM é reportado por inibir a atividade da PO de
Armoracia rusticana na oxidagao do guaiacol, em 60 e 64%, respectivamente (MOHAMED et
al.,2011). O Fe*" em 1 e 5 mM reduz a atividade da PO purificada de folhas de Jatropha curcas
na oxidacdo do guaiacol, em 22 e 32%, respectivamente (CAI et al., 2012). Os ions K*, Na*,
Ca’" e Mg?" em 5 mM aumentaram a atividade enzimética da PO purificada de grama de trigo
(Triticum aestivum L.) na oxidagdo de o-fenilenodiamina em 46; 44; 64 e 50%, respectivamente

(LAI et al., 2006). Verificou-se também que a adi¢do de Mg?" e Ca?" em uma concentracio de
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5 mM induziu o aumento da atividade do PO purificado do feijdo preto (Vigna mungo) na
oxidagdo de o-dianisidina em 4 e 10%, respectivamente, enquanto que Na“ e K" (5 mM) inibiu
a atividade em 19 e 2%, respectivamente (AJILA; PRASADA RAO, 2009). Em outro estudo,
observou-se que os ions Mg?*, Ca*", K" e Fe?" (1 mM) inibiram aproximadamente 3; 20; 24 e
54% da atividade da PO purificada a partir da orquidea (Vanilla planifolia) na oxidag¢do do
guaiacol, respectivamente (MARQUEZ et al., 2008).

3.2.6 Determinac¢ao dos parametros cinéticos Km e Vmax

Os resultados de Km € Vmax apresentados na Tabela 4 foram determinados pelas
equacdes apresentadas nos graficos de duplo-reciproco de LB para degradacdo de OTA e ZEA
pela agdo da PO comercial (0,6 U mL™"). Os resultados de Ky € Vimax da PO comercial para

degradagdo e OTA e ZEA foram de 50 e 10.710 nM e 0,168 e 72 nM min !, respectivamente.

Tabela 4 - Parametros Ky € Vimax na degradagdo de de ocratoxina A (OTA) e zearalenona
(ZEA) por peroxidase comercial (0,6 U mL™!) em soluciio modelo*.

Equacao de
Micotoxina R? Km Vmix
LB**
nM ng mL!' nMmin! ngmL"! min’!
a=326,33x
OTA 0,983 50 20 0,168 0,068
b= 14,577
a = 144x
ZEA 0,984  10.710 3.410 72 23
b=42,189

* Solugdo-modelo - tampéo fosfato 25 mM pH 7, 26 mM de peroxido de hidrogénio, 1 mM de ion metalico K™ e
incubagdo a 30 °C £+ 1 °C por 90 min. **Equacédo do grafico de duplo-reciproco de Lineweaver-Burk
(y=ax+D).

A otimiza¢do das condi¢des reacionais contribui com o aumento da afinidade da
enzima por OTA e ZEA em até¢ 5 e 3,7 vezes, respectivamente, quando comparado aos
resultados descritos por Nora et al. (2019) e Garcia; Feltrin; Garda-Buffon (2018) que
empregaram a PO comercial para degradacdo de OTA e ZEA e obtiveram valores de Km de
270 e 39.600 nM, respectivamente. E relevante salientar que nos estudos citados, a a¢do da
enzima foi empregada sobre as micotoxinas individualmente, diferentemente do presente
estudo que avaliou os parametros de Ky € Vmax da PO ap6s otimizagao de condigdes reacionais

Otimas para degradacdo simultanea das micotoxinas.
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3.2.7 Cinética de degradacio de OTA e ZEA e confirmacio da degradacio pela acio da
PO desnaturada

Na Figura 4 sdo apresentados os percentuais de degradagdo de OTA e ZEA pela PO
comercial (0,6 U mL™) ao longo de 1440 min (24 h). Os percentuais de degradacdo simultanea
de OTA e ZEA pela agdo enzimatica aumentaram gradualmente ao longo de 360 min, onde
foram obtidos os valores maximos de 27,0 e 64,9%, respectivamente. Os resultados de
degradagdo obtidos em 480 e 1440 min foram de 29,8 e 30,5% para OTA e 65,7 e 65,0% para
ZEA, respectivamente, ¢ nao houve diferenga estatistica nas porcentagens de degradagdo
obtidos em 360; 480 e 1440 min. Desta maneira, o tempo de incubagdo 6timo para degradagao
simultanea de OTA e ZEA por PO comercial em solu¢do modelo ¢ de 360 min (6 h), indicando
seu potencial para futura aplicacdo desta enzima na industria de alimentos, pois com atividade
enzimética de 0,6 U mL"! foi possivel alcancar percentuais de degradacdo satisfatorios para
ambas micotoxinas. Assim, apds a otimizacao das condi¢des reacionais da enzima PO na
degradagdo simultanea de OTA e ZEA, foi verificado um aumento de 40% na degradacdo de
ambas micotoxinas quando comparada as condi¢des de reagdo descritas pelo fabricante da
enzima (tampao fosfato de 100 mM, pH 6,0, 26 mM de H>O> e temperatura de 30 °C em 24 h).

A ac¢do da PO comercial com atividade enzimatica de 0,6 U mL™! foi descrita por
degradar ZEA em 69,9% em 24 h na solucdo modelo (GARCIA; FELTRIN; GARDA-
BUFFON, 2018) e, com atividade de 0,063 U mL"!' degradou 59% de OTA em solucdo modelo
em 300 min (NORA et al., 2019). Além disso, o potencial da PO comercial ou obtida de fontes
alternativas na redug@o dos niveis ou biotransformagao de outras micotoxinas foram relados na
literatura (DAS; MISHRA, 2000; FELTRIN et al., 2017b; GARDA-BUFFON; KUPSKI;
BADIALE-FURLONG, 2011; GAUTERIO et al., 2017; SIBAJA et al., 2019; TRIPATHI;
MISHRA, 2011).

Outras enzimas também sdo mencionadas na literatura devido ao seu potencial na
degradag¢do de OTA e ZEA. OTA ¢ degradado por: carboxipeptidase A, obtida de pancreas
bovino (STANDER et al., 2001), Rhizopus oryzae (KUPSKI et al., 2013) e Trichoderma reesei
(KUPSKI; QUEIROZ; BADIALE-FURLONG, 2018a); carboxipeptidase obtida de Bacillus
amyloliquefaciens ASAG1 (CHANG et al., 2015) e Bacillus subtilis CW14 (HU et al., 2019);
proteases comerciais e obtidas de Aspergillus niger (ABRUNHOSA; SANTOS; VENANCIO,
2006); lipase obtida de Aspergillus niger (amano lipase A) (STANDER et al., 2000);
metaloenzima hidrolitica obtida Aspergillus niger (ABRUNHOSA; VENANCIO, 2007). Na

degradagdo de ZEA sao reportadas enzimas, como a peroxirredoxina (tio-redoxina peroxidases)
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obtida de Acinetobacter sp. SM04 (YU et al., 2012); a enzima lactona hidrolase ZEA (ZHD101)
obtida a partir de Clonostachys rosea (KOSAWANG et al., 2014); enzimas extracelulares
obtidas de Aspergillus niger FS10 (HE et al., 2016), de Pseudomonas putida (ALTALHI; EL-
DEEB, 2009) e de Acinetobacter sp. SM04 (YU et al., 2011), além de enzimas extracelular e

intracelular de Saccharomyces cerevisiae (ZHANG et al., 2016).

Figura 4 - Cinética de degradagao da ocratoxina A (OTA) e zearalenona (ZEA) pela agao da
peroxidase comercial (0,6 U mL") na solu¢io modelo*.
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* Solugdo-modelo - tampdo fosfato 25 mM pH 7, 26 mM de perdxido de hidrogénio e 1 mM de ion metalico K*
e incubacgdo a 30 °C £ 1 °C. Resultados expressos em média = DP. DP - desvio padrido das médias (n = 3).

A confirmacdo da acdo da PO na degradagdo simultdnea de micotoxinas foi
verificada, onde as porcentagens de degradacdo de OTA e ZEA utilizando a enzima desnaturada
foram de 0,4 e 0,6%, com desvio padrao de 0,1 e 0,2, respectivamente. Desta maneira, ficou
comprovado que a degradagdo se deve a capacidade de oxidacdo do PO e ndo a interagdes
quimicas ou fisicas com a estrutura proteica da enzima, corroborando com o estudo de Garcia;
Feltrin; Garda-Buffon (2018).

Os resultados deste estudo contribuem com informacdes sobre a degradacao
simultdnea de OTA e ZEA em solugdo modelo e para futuras aplicagdes alimentares. A

aplicacdo de enzimas na industria de alimentos, como a PO, ¢ apoiada por muitos pesquisadores
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(MANUBOLU et al., 2018; RAVEENDRAN et al., 2018). O uso de aditivos, como enzimas, ¢
promissor para degradar micotoxinas na industria de alimentos e ragdes, principalmente porque

cada enzima tem uma fungao especifica (JI; FAN; ZHAO, 2016).

3.2.8 Degradacio de OTA e ZEA em cerveja tipo Pilsen

Com base nos resultados obtidos da otimizacao das condic¢des de reagcdao da PO em
solucdo modelo (26 mM de perdxido de hidrogénio e incubagdo a 30 °C por 6 h) foi proposto a
aplicagdao da PO comercial na degradacdo de OTA e ZEA em cerveja tipo Pilsen. A cerveja ¢
uma bebida consumida mundialmente e ¢ frequentemente reportada por ser contaminada por
OTA e ZEA (BAUER et al., 2016; BERTUZZI et al., 2011; MEDINA et al., 2006; PASCARI
et al., 2018a).

A degradagao simultanea de OTA e ZEA na cerveja tipo Pilsen foi de 4,8 ¢ 10,9%,
com desvio padrao de 0,7 e 0,9, respectivamente. Os baixos percentuais de degrada¢do podem
estar relacionados ao pH acido da cerveja (4,05), pois pode ocasionar modificagdes do sitio
ativo da enzima e/ou alteragdes no estado de ionizagdo das micotoxinas. Estes resultados
também se assemelham aos obtidos na degradacdo de OTA ¢ ZEA em solu¢do modelo com
pH 4. Outro aspecto a ser observado ¢ que a maior concentragao adicionada de ZEA aumenta a
possibilidade da interagdo enzima-substrato.

Além disso, foi verificado a ocorréncia natural de OTA (6,4 ug L) nas amostras
nao fortificadas e que a agdo da PO degradou a micotoxina em 40,9%, com desvio padrao de
2,0. A maior degradacdo de OTA na cerveja pela agao da PO, quando comparada aos ensaios
de degradacdo simultanea de micotoxinas, ocorreu devido a agdo da enzima em apenas um
substrato. Para perspectivas futuras, a PO pode ser usado para degradagdo simultanea de OTA
e ZEA em outras matrizes alimentares, como produtos de panificagdo e alimentos para bebés,
entre outros, observando principalmente o pH da matriz alimentar, a fim de alcancar a maior
acdo enzimatica.

Na literatura, ndo existem estudos avaliando a degradacdo de OTA e ZEA na
cerveja pela aplicagao de PO. No entanto, a PO comercial foi descrita para degradar 24% do
AFBI1 em cerveja e os pesquisadores reportaram que a taxa de redugdo da micotoxina pode ser
influenciada negativamente quando comparada aos resultados de degradagdo (97%) obtidos na
solugdo modelo, devido a bebida ser constituida por dgua, minerais, lipidios, carboidratos,

proteinas, fibras soluveis e vitaminas do complexo B (SIBAJA et al., 2019).
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A cerveja ¢ descrita como fonte de minerais, como calcio (0,9 mM), magnésio
(4,3 mM), sodio (1,3 mM) e potassio (14 mM) e em menor proporgao, por ferro, cobre, zinco e
manganés. Além disso, ¢ relatado que o contetido desses minerais influencia na qualidade e o
sabor (doce, salgado, amargo e azedo) da bebida (MONTANARI et al., 2009). Portanto, ¢
possivel inferir que nos ensaios de degrada¢do de OTA e ZEA na cerveja, a presenca de K*,
Na®, Ca?", Mg?", também podem ter influenciado na atuagio da PO na degradagio das
micotoxinas, visto que, K", Na* e Mg?* contribuem com o aumento da degradacio simultanea
de OTA e ZEA em solugdo modelo. Enquanto que a presenca de Ca?* ocasiona o efeito inibidor
da atividade da PO na degradagdo, o que resulta de uma matriz complexa e justificaria a redugao
dos percentuais de degradagdo simultanea de OTA e ZEA quando comparados aos resultados

obtidos em solu¢dao modelo.

4 CONCLUSAO

O presente estudo relatou pela primeira vez que a PO comercial degradou
simultanecamente OTA e ZEA, em 27,0 e 64,9%, respectivamente, em solugdo modelo durante
360 min apo6s otimizagdo das condig¢des reacionais, como pH (pH 7), concentragdo da forca
16nica da solugdo (25 mM), temperatura de incubacao (30 °C), adi¢do de H>O> como co-subtrato
da enzima (26 mM) e adi¢do de ion metalico de potassio (K*) (1 mM). Além disso, a degradagio
simultinea de OTA e ZEA em amostra de cerveja tipo Pilsen foi de 4,8 e 10,9%,
respectivamente. Em conclusdo, a utilizacdo da PO comercial na degradacao destas micotoxinas
em solucao modelo e cerveja demonstrou que a enzima pode ser uma alternativa para a indastria
de alimentos e/ou ragdes, além de servir de base para outros estudos que visem a degradacgao

de micotoxinas em matrizes alimentares.
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ARTIGO 2. DEGRADACAO SIMULTANEA DE OCRATOXINA A E ZEARALENONA
PELA ACAO DA AMANO LIPASE A: CONDICOES E APLICACAO
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar a agdo da enzima amano lipase A na degradagdo
simultanea de ocratoxina A (OTA) e zearalenona (ZEA) em solugdo modelo e cerveja tipo
Pilsen. Para tanto, os parametros reacionais e cinéticos (Km € Vmiax) foram otimizados. A
aplicacdo da enzima (0,3 U mL™') na degradagiio de OTA e ZEA em cerveja foi avaliada. Nas
condig¢des 6timas de reacao a amano lipase A em solu¢cao modelo, constituida de tampao fosfato
50 mM pH 7, 40 °C e 22 h de incubagdo, degradou simultaneamente OTA e ZEA em até 100,0
e 30,6%, respectivamente. Os parametros cinéticos Km € Vmax da amano lipase A na degradacao
de OTA e ZEA foram de 0,03 € 3,14 pM ¢ 6,56x10% ¢ 19,57x10°% uM min™!, respectivamente.
Na cerveja, a enzima degradou simultaneamente 89,5% de OTA e 6,5% de ZEA. A enzima
amano lipase A se apresenta como uma alternativa para o controle destes contaminantes em
cerveja ou alimentos.

Palavras-chave: Micotoxina. Mitigagdo. Aspergillus niger. Otimiza¢ao enzimatica. Cinética
enzimatica. Método biologico.
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1 INTRODUCAO

As lipases (triacilglicerol acil-hidrolases, E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas hidroliticas que
realizam a clivagem de ligagdes peptidicas em proteinas, ligagdes glicosidicas em carboidratos
e ligagdes éster em lipidios. No entanto, sob em certas condi¢des, estas enzimas também
catalisam reagoes de hidrolise e sintese, como acidolise, alcodlise, amindlise, esterificagdo e
interesterificacio (CASAS-GODOY; DUQUESNE; BORDES, 2012; WOOLLEY;
PETERSEN, 1994). As lipases podem ser obtidas de fonte animal (MENDES; OLIVEIRA; DE
CASTRO, 2012; VERGER et al., 1969), vegetal (PRABHU et al., 1999; RIGO et al., 2010) ou
microbiana (MOHAMMADI et al., 2016; TOIDA et al., 1995). Especificamente as lipases
microbianas, como as obtidas a partir dos fungos do género Aspergillus spp., apresentam um
grande potencial frente as demais enzimas por possuirem maior estabilidade, especificidade
com o substrato ¢ menor custo de producdo, pois podem ser produzidas em larga escala
(CONTESINTI et al., 2010; UTSUGI; KANDA; HARA, 2009).

Dentre as enzimas, obtidas de fungos do género Aspergillus spp., a enzima
comercial Amano lipase A extraida de Aspergillus niger ¢ descrita por catalisar principalmente
reacdes quimosseletivas de O-desacetilagdo, reagdes de epoxidagdo com suporte de liquido
16nico hidrofilico e reacdes de hidrolise regiosseletiva (SIGMA-ALDRICH, 2020). A Amano
lipase A é empregada como biocatalisador em reagdes aldolicas assimétricas de compostos
aromaticos, heteroaromatico, aldeidos, cetonas ciclicas e aciclicas (YILDIZ et al., 2017),
hidrolise de ésteres (AKITA; MATSUKURA; OISHI, 1986), modificagdo de flavor em
alimentos (JOLLY, 2015), producdo e maturacao de queijos (HOUDE; KADEMI; LEBLANC,
2004; SCHMID; VERGER, 1998) e degradacdo da micotoxina ocratoxina A (OTA)
(STANDER et al, 2000). As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos
principalmente por fungos dos géneros Aspergillus, Claviceps, Penicillium e Fusarium, que
crescem em uma ampla variedade de substratos e de condi¢des ambientais. Dentre estas, se
destacam a OTA e zearalenona (ZEA) devido toxicidade e ocorréncia em diversas matrizes
alimentares (BENNETT; KLICH, 2003).

A OTA ¢ uma micotoxina produzida pelos fungos dos géneros Aspergillus e
Penicillium. Esta ¢ caracterizada por ser nefrotoxica e imunotdxica (GAN et al., 2017),
teratogénica (MAYURA et al., 1984) e principais alvos de toxicidade os rins e o figado de
humanos e animais (O’BRIEN; DIETRICH, 2005; RINGOT et al., 2006). A Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer — IARC, classifica a OTA no grupo 2B, pois ¢

considerada como uma substancia possivelmente carcinogénica (IARC, 1993). Na literatura, a
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ocorréncia de OTA ¢ descrita em graos e cereais (JUAN et al., 2008), produtos a base de cereais
(IQBAL et al., 2014a), café (BENITES et al., 2017), carne de frango e ovos (IQBAL et al.,
2014b), salame e presunto (DALL’ASTA et al., 2010), frutas (DRUSCH; RAGAB, 2003),
bebidas, como cerveja (ARAGUAS; GONZALEZ-PENAS; LOPEZ DE CERAIN, 2005;
ODHAV; NAICKER, 2002; VISCONTI; PASCALE; CENTONZE, 2000), sucos (HAJOK et
al., 2019) e vinhos (QUINTELA et al., 2012).

A ZEA ¢ uma micotoxina produzida pelos fungos do género Fusarium, através da
via policetideo (BENNETT; KLICH, 2003). A toxicidade deste composto estd relacionada a
sua estrutura quimica ser naturalmente semelhante a de hormonios estrogenos, tal caracteristica
favorece a ligagdo da ZEA as células aos receptores de estrogénio e a consequente
bioacumulagdo (ROGOWSKA et al., 2019). Portanto, a ZEA em animais, provoca disturbios
reprodutivos (D’MELLO; PLACINTA; MACDONALD, 1999; GREEN et al., 1990), além de
ser hepatotoxica, citotoxica, genotdxica e imutdxica (ZINEDINE et al., 2007). Em humanos, a
ZEA ¢ descrita por ser um desregulador endocrino (KOWALSKA; HABROWSKA-
GORCZYNSKA; PIASTOWSKA-CIESIELSKA, 2016), estando relacionada ao
desenvolvimento precoce da puberdade feminina (MASSART; SAGGESE, 2010), por
ocasionar estresse oxidativo e apoptose de células embrionarias humanas (CAO et al., 2019), e
por possuir a capacidade de promover a proliferagdo, formagdo de colonias e migragdo de
c€lulas de carcinoma de colon (ABASSI et al., 2016). A ZEA foi classificada pela IARC no
grupo 3, pois ndo ha evidéncias suficientes para ser considerada como carcinogénica a humanos
(IARC, 1993). Virios estudos determinaram ZEA em alimentos e bebidas, como graos e cereais
(ABD ALLA, 1997; ALKADRI et al., 2014; BRIONES-REYES; GOMEZ-MARTINEZ;
CUEVA-ROLON, 2007), produtos a base de cereais (IQBAL et al., 2014a, 2014c), carne de
frango e ovos (IQBAL et al., 2014b), leite (HUANG et al., 2014), especiarias e frutas secas
(GHALI et al., 2008) e cerveja (BAUER et al., 2016; NKWE; TAYLOR; SIAME, 2005).

Mesmo existindo esfor¢os na prevencao da formacao de micotoxinas, sejam eles
durante o plantio, colheita, transporte e armazenamento dos alimentos, ainda assim ocorre a
producdo desses metabolitos. Portanto, estratégias de reducao de micotoxinas como a adig@o de
produtos desativadores, com base em diferentes estratégias, seja pela adsorcdo,
biotransformacao, biodegradacgado e bioprotecao devem ser consideradas (STREIT et al., 2012).
Para tanto, estratégias com base em métodos quimicos e fisicos, visando a degradacao e redugdo
dos niveis de micotoxinas estdo sendo desenvolvidas. No entanto, esses métodos apresentam
limitagdes relacionadas principalmente a altos custos e possivel perda de nutrientes essenciais

e atributos sensoriais dos alimentos (ZHANG et al., 2016). Em contrapartida, os métodos
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bioldgicos estdo ganhando destaque por serem mais seguros, economicamente viaveis e
ecoldgicos (ROGOWSKA et al., 2019).

Desta maneira, a frequente ocorréncia de OTA e ZEA em alimentos juntamente
com os danos que estes contaminantes ocasionam a saude humana, a necessidade da busca por
novas estratégias de degradagdo para o controle destas substancias e, também, a falta de relatos
na literatura sobre o efeito da lipase na degradacdo de ZEA incentivaram essa pesquisa.
Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar a acdo da enzima amano lipase A na
degradacao simultanea de OTA e ZEA em solu¢ao modelo, visando a otimizacao das condigdes
de reagdo, determinacdo dos parametros cinéticos e aplicagdo da enzima em amostras de cerveja

tipo Pilsen.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 ENZIMA, PADROES DE MICOTOXINAS, AMOSTRAS E REAGENTES

A enzima amano lipase A obtida de Aspergillus niger (concentracdes de enzima
acima de 120.000 U g!) e os padrdes de OTA e ZEA com pureza de >99,0% e foram adquiridos
da Sigma Aldrich Co. (Saint Louis, EUA). As amostras de cerveja tipo Pilsen (embalagem de
473 mL) foram adquiridas em estabelecimento comercial na cidade de Rio Grande (Brasil).

Os produtos quimicos e reagentes, como acido acético glacial, etanol, 4-nitrofenil
butirato, 4-nitrofenol, etanol, fosfato de potdssio monobasico anidro, fosfato de potassio
dibésico anidro, cloreto de sodio, cloreto de magnésio, cloreto de célcio, cloreto de potassio,
cloreto de ferro, cloroférmio e benzeno, foram adquiridos em grau analitico. A acetonitrila foi
adquirida a J.T Baker. A 4gua ultrapurificada (resistividade de 18,2 MQ cm) foi purificada em
sistema de dgua Milli-Q (Direct-Q UV3) (Millipore, Bedford, EUA) com filtro de membrana
(didmetro de poro de 0,45 pm).

2.2 PREPARO DE AMOSTRA

As amostras de cerveja (473 mL) destinadas a aplicagdo da enzima foram adquiridas
do mesmo fabricante e lote. Estas foram homogeneizadas por inversao total do liquido presente
na embalagem e desgaseificadas em banho ultrassonico de 25 kHz durante 60 min, conforme

descrito por Garcia et al. (2020).
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2.3 PREPARO DA ENZIMA E DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A solucdo enzimatica de lipase foi preparada com a dilui¢do da enzima em agua
ultrapurificada, de acordo com as especificagdes do fabricante e foi armazenado de 2 a 8 ° C,
conforme recomendado pela Sigma Aldrich Co. (2020).

A atividade da lipase foi verificada conforme condi¢des descritas por Lee et al.
(1999). Primeiramente, o p-nitrofenil butirato (p-NPB) foi diluido em acetonitrila para obtencao
da concentracao de 10 mM do substrato. A solucdo de substrato foi constituida por 10 mM de
p-NPB, etanol absoluto e tampao fosfato de potassio 50 mM pH 7,5 nas proporg¢des de 1:4:95,
respectivamente. A reagdo enzimatica foi realizada empregando 0,3 mL da solu¢ao enzimatica
e 0,9 mL de substrato p-NPB mantidos a 60 °C por 15 min. A hidrolise do substrato em p-
nitrofenol (p-NP) foi medida em um espectrofotdmetro a 405 nm. Uma unidade de atividade da
lipase (U) ¢ definida como a quantidade de enzima que libera 1 pumol de p-NP em 1 minuto,

nas condig¢des do ensaio.

2.4 PREPARO DAS SOLUCOES PADRAO DE MICOTOXINAS E ESTIMATIVA
CONCENTRACAO

As solugdes estoque de OTA (concentragdo de 100 pg mL™!') e ZEA (concentragio
de 500 ug mL") foram preparadas em benzeno:acido acético (99:1, v v'!) e benzeno:acetonitrila
(98:2, v v'!), respectivamente e congeladas. As solucdes de trabalho resultaram das dilui¢des
de solucdes de estoque até a concentragao desejada para os ensaios de degradacdo. A estimativa
da concentragdo da solucdo de trabalho (Equagdo 1) de OTA e ZEA foi realizada em
espectrofotometro UV-Vis. O comprimento de onda de absor¢do maxima para OTA e ZEA ¢
de 333 e 317 nm, e a absortividade molar de 5550 e 6060 L cm ! mol"! em benzeno:acido

acético (99:1, v v'') e benzeno, respectivamente (AOAC, 2000).

. . _ bs X MM X 1000 X f
micotoxina (ug mL™) = == Xt : (1)

Onde micotoxina (ug mL™') é a concentragio da micotoxina presente em 1 mL; abs é o valor da
absorvancia da solu¢do padrio; MM ¢é a massa molecular da micotoxina em estudo (g mol™');
fc € o fator de correcdo do instrumento; € ¢ absortividade molar no comprimento de onda da

absorcio caracteristica de cada micotoxina (mol L!) e b é a largura da cubeta (cm).
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2.5 DETERMINACAO DE OTA E ZEA POR CLAE-FL

A extracdo de OTA e ZEA da solucdo modelo e das amostras de cerveja foi
realizada pela técnica de partigao liquido-liquido (LLP), de acordo com Garcia et al. (2020). Os
padroes OTA e ZEA foram adicionados em recipientes de vidro com volume util de 10 mL e o
solvente foi evaporado sob atmosfera de nitrogénio. A amostra, 1 mL (solu¢do modelo ou
cerveja), foi acidificada com acido acético a pH 2, seguida da adi¢ao de 1,5 mL de cloroféormio
(CH3Cl) e agitados em vortex por 30 s e banho ultrassonico de 25 kHz por 3 min. A fase
organica (cloroférmio) foi coletada e o procedimento foi repetido trés vezes. O volume final
obtido foi evaporado em banho de areia a 60 °C, ressuspenso em 1 mL de fase movel (60% de
acetonitrila, 40% de agua Milli-Q acidificada com 1% de 4cido acético) e injetado em sistema
cromatografico.

A determinacdo das micotoxinas OTA e ZEA foi realizada em cromatégrafo liquido
de alta performance (CLAE), fabricado pela Shimadzu, acoplado a um detector de fluorescéncia
(modelo FL - 10AXL) com comprimentos de onda de excitagdo e emissdo foram de 333 e
460 nm, respectivamente. A coluna cromatografica utilizada foi a Supleco® - Kromasil C18
(5 pm e 150 mm x 4,6 mm) a 25 °C. A vazio da fase movel foi estabelecida em 0,8 mL min™,
de modo a realizar uma corrida cromatografica de 7 min, de acordo com Garcia et al. (2020).
Nestas condi¢des, a eluigao de OTA e ZEA levou 4,7 min e 5,3 min, respectivamente.

O método foi validado através dos parametros de linearidade, curva analitica,
coeficiente de correlagdo e determinagdo, limite de detecg¢do (LD), limite de quantificagdo (LQ),
precisdo e exatidao, conforme descrito por (SANTE/EC, 2017). Para tanto, foi construida uma
curva analitica através das solugdes padrao de OTA e ZEA diluidas na fase mdvel em triplicata,

nas concentragdes de OTA de 0,4 a 30,0 ng mL™! e de ZEA de 0,02 a 2,00 pg mL".

2.6 DEGRADACAO DE OTA E ZEA PELA AMANO LIPASE A

2.6.1 Otimizacao das condicdes de reacdo para acio da amano lipase A na degradacao
de OTA e ZEA

Com a finalidade de atingir a méxima degrada¢do das micotoxinas, foi realizada a
otimizacdo das condi¢des de reacdo. Para tanto, as solu¢des padrio de OTA (10 ng mL™!) e
ZEA (1 ug mL™) foram adicionadas ao reator, o solvente foi evaporado sob atmosfera de
nitrogénio, de acordo com Garcia et al. (2020). A solubilizagdo do reator (1 mL), com
micotoxinas e tampao fosfato foi realizada em vortex e banho ultrassonico por 30 s e 3 min,

respectivamente. Posteriormente, foi adicionada na solugdo modelo (tampao fosfato de
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potassio) e a amano lipase A de acordo com Stander et al. (2000) com modificacdes na
concentragio da enzima, pois foram utilizados nos ensaios 0,3 U mL™".

A otimizagdo das condi¢des de reagdo foi realizada em quatro etapas, onde uma
variavel independente (pH, for¢a idnica, temperatura e adi¢cao de ions metalicos) foi investigada
em cada etapa e o tratamento com os resultados mais satisfatérios foi selecionado para a etapa
seguinte. Assim, na primeira etapa a variavel avaliada foi o pH da solugdo modelo com tampao
fosfato de potassio 50 mM em diferentes valores de pH (4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0),
lipase (0,3 U mL) e incubagio durante 24 h sob agitacdo orbital (150 rpm) a 25+ 1 °C. A

concentragdo residual de OTA e ZEA na solu¢do modelo foi determinada por meio Equagao 2.

Minicial - CMfinal)

Degradagdo de OTA e ZEA (%) = « oM x 100 ()
incial

Onde CMinicial ¢ concentragdo inicial de OTA (ng mL') ou ZEA (ug mL') e CMsina ¢
concentracio final de OTA (ng mL™') ou ZEA (ug mL).

A segunda etapa da otimizagao consistiu na avaliagdo da for¢a idnica (5; 10; 25; 50;
75 ¢ 100 mM) do tampao fosfato de potassio. Na terceira etapa, foi verificada a temperatura de
incubagdo (25; 30; 35; 40; 45; 50; 55 ¢ 60 = 1 °C) da solugdo modelo. Finalmente, no tltimo
estagio, foi avaliada a influéncia de ions metalicos (Mg?", Ca*", K*, Fe** e Na*a 1 e 5 mM) no

aumento ou diminuicdo da atividade de lipase relacionada a degradag¢ao das micotoxinas.
2.6.2 Determinacao dos parametros cinéticos

O efeito da concentracdo de OTA e ZEA sobre a acdo enzimatica (0,3 U mL™)
empregando as condigdes Otimas de reacao em 90 min foi descrito pela constante de Michaelis-
Menten (Kwm) (Equagao 3), determinado a partir do grafico da velocidade versus a concentragao
de substrato. A linearizagdo da equacdo de Michaelis-Menten (Equacdo 4) foi realizada para a
obten¢do do grafico de duplo-reciproco de Lineweaver-Burk (LB) empregado para determinar
os valores Km e velocidade maxima (Vmiax) a partir dos coeficientes angular e linear,
respectivamente.

As concentragdes de OTA e ZEA empregadas nos ensaios foram de 1,0; 6,5; 8,5;
10,4; 12,4; 15,6; 18,3 ¢ 31,7ngmL" e 0,1; 0,2; 0,5; 1,5; 2,0; 2.5; 3,0; 4,0; 5,0 € 6,0 pg mL" ",

respectivamente, conforme descrito por Garcia et al. (2020).
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Onde Vy ¢ a taxa inicial da utilizacdo de substrato; Vmsx € a taxa maxima de utilizacdo de

substrato; S ¢ a concentragao de substrato e Ku € a constante de Michaelis-Menten.

2.6.3 Cinética de degradacio de OTA e ZEA por lipase

A degradacdo simultinea de OTA e ZEA foi realizada em um reator tipo
Erlenmeyer com volume util de 125 mL. Os padrdes OTA (10 ng mL™") e ZEA (1 pg mL™ 1)
foram adicionados ao reator e o solvente foi evaporado sob atmosfera de nitrogénio. A solugao
modelo consistiu em tampao fosfato de potassio e micotoxinas. A incubagao foi efetuada por
24 h em agitagdo orbital (150 rpm) apos a adi¢do da enzima. As condi¢des de reacdo de pH,
forca idnica, temperatura e adicdo de ions metdlicos foram definidas através das variaveis
estabelecidas de acordo com o item 2.6.1. Nos intervalos de tempo de 0; 15; 30; 45; 60; 90;
120; 240; 480; 720; 960; 1080; 1200; 1320; 1440; 2160 ¢ 2440 min foram realizadas

amostragens de 1 mL para determinagdo da concentracdo de OTA e ZEA residual.

2.6.4 Degradaciao do OTA e ZEA na cerveja

Os ensaios de degradagdo de OTA e ZEA na cerveja foram realizados em um reator
do tipo Erlenmeyer com um volume 1til de 50 mL. Os padrdes OTA (10 ng mL') e ZEA
(1 pg mL") foram adicionados ao reator e o solvente foi evaporado sob atmosfera de nitrogénio.
Posteriormente, a cerveja previamente desgaseificada e enzima (0,3 UmL™!) foram
adicionados ao reator a um volume final de 10 mL e homogeneizada sob agitador orbital
(150 rpm) a 40 °C durante 22 h, parametros estes obtidos através da otimizacdo das condi¢des

de reagdo da enzima em solu¢ao modelo.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados da otimiza¢do das condi¢des de reagao, como pH, forca ionica,

temperatura, influéncia de ions metalicos, para acdo da lipase para degradagdo de OTA e ZEA
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e cinética de degradagdo foram analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA)
e pelo teste de Tukey a nivel de significancia de 5% (p < 0,05), com o uso do programa
Statistica. Todos os ensaios foram realizados em triplicata ¢ comparados ao controle (com

micotoxinas € sem enzima).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA DETERMINACAO DE OTA E ZEA

Os métodos analiticos devem ser submetidos a procedimentos de validagdo, a fim
de comprovar a producao de resultados confiaveis. Esses métodos precisam fornecer resultados
precisos e reproduziveis. Isso € especialmente importante em vista de agdes legais,
especificagdes comerciais, bem como estudos de monitoramento, avaliagdo de risco ou
publicagdo do método proposto (ANKLAM; STROKA; BOENKE, 2002). Para Gilbert ¢
Anklam (2002) o monitoramento de micotoxinas depende da disponibilidade de métodos
analiticos precisos e confiaveis. Desta maneira, a confiabilidade dos resultados para
determinacdo de OTA e ZEA em solugdo modelo e cerveja foi demonstrada através dos
resultados descritos na Tabela 1. O método validado pode ser empregado com confiabilidade
para monitorar a degradagdao de OTA e ZEA pela amano lipase A em solu¢ao modelo e cerveja
e estd de acordo com os parametros internacionais de validacdo descritos pela European

Commission (2006) e SANTE/EU (2015).

3.2 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE REACAO PARA ACAO DA AMANO LIPASE
A PARA DEGRADACAO DE OTA E ZEA

A catalise enzimatica ¢ influenciada por substincias quimicas (por exemplo,
protons, ions metalicos, tampao, ativadores enzimaticos naturais e sintéticos, inibidores e
estabilizadores) e fatores fisicos (temperatura, pressao, pressao idnica, resisténcia, polaridade
do solvente, imobilizag¢do, sequestro de substrato e aglomera¢ao molecular). A complexidade
quimica e estrutural das enzimas juntamente com as interagdes realizadas pelas mesmas, explica
o fato da atividade ser facilmente afetada (PURICH, 2010). Em virtude do exposto, foram
avaliadas as variaveis pH, for¢a idnica, temperatura e ions metalicos com a finalidade da

obtenc¢ao dos maiores percentuais de degradacdo de OTA e ZEA por amano lipase A.
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Tabela 1 - Parametros de valida¢do do método analitico avaliados em CLAE-FL para
ocratoxina A (OTA) e zearalenona (ZEA).

Parametros analiticos OTA (ng mL1) ZEA (ng mL")
Equagao da curva y =3235x + 1580,2 y =220395x + 1160,1
Linearidade 0,40 a 30 0,02a2
Coeficiente de correlacao 0,999 0,997
Coeficiente de determinagao 0,998 0,995
LDm 0,25 0,01
LQm 0,40 0,02
Recuperacao (%)* em Nivel 1 74,3 £7,6 88,6 £ 3,1
solugdo modelo Nivel 2 77,0£5,8 89,9 +£5,8
Nivel 3 77,2+5,9 75,9 £ 8,5
Recuperacao (%)* em Nivel 1 106,5 + 6,1 85,6 £4,5
cerveja Nivel 2 100,8 + 6,4 88,5+ 1,3
Nivel 3 97,4+42 84,4+0,4

LDm - limite de detecgdo do método; LQm - limite de quantificagdo do método.
*Resultados expressos como média + coeficiente de variagdo das médias (n=3).
Nivel 1 - fortificagdo com 1,0 ng mL™' de OTA ¢ 0,1 ug mL"; Nivel 2 - fortificagdo com 5,0 ng mL™' de OTA e
0,5 ug mL"' de ZEA; Nivel 3 - fortificagdo com 10,0 ng mL-! de OTA e 1,0 pg mL™' de ZEA.

3.2.1 Efeito do pH

As enzimas proteicas sdo polieletrolitos constituidos por a-aminoéacidos, contendo
frequentemente cargas adicionais positivas (+) e negativas (-) nas cadeias laterais. A carga
dessas enzimas e de seus grupo funcionais cataliticos depende do pH da solu¢ao (PURICH,
2010). De acordo com Ajila e Rao (2009), o pH ¢ um fator determinante na atividade de uma
enzima, pois pode ocasionar alteragdoes no estado de ionizacdo da cadeia de aminoacidos
presente no sitio catalitico da enzima ou na ionizag¢do do substrato.

Na Figura 1 sdo demonstrados os resultados obtidos para degradagdao de OTA e
ZEA pela lipase em solugdao modelo com tampdo fosfato de potassio 50 mM em diferentes
valores de pH. Na faixa de pH entre 6,5 ¢ 7,5 sdo observados os maiores percentuais de
degradacdo de OTA e ZEA simultaneamente, cerca de 97 e 30% com desvio padrdo de 1,8 e
1,0 respectivamente. Também foi verificado que tal varidvel ¢ importante na atividade da
enzima, visto que em pH mais &cido (4,5), houve a diminui¢ao da degradacao de OTA e ZEA

em 1,3 e 14,7 vezes, respectivamente, quando comparado ao pH 7,0. Desta maneira, visando a
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otimizagdo das condi¢des de reacgdo, a solugdo modelo com pH 7,0 foi selecionada para dar

seguimento nas proximas etapas do estudo da degradagdo destas micotoxinas.

Figura 1 - Efeito do pH na solu¢ao modelo* para degradacao da ocratoxina A (OTA) e
zearalenona (ZEA) pela amano lipase A (0,3 U mL™).
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*Solucdo modelo = tampao fosfato de potassio 50 mM e incubagdo a 25 + 1 °C durante 24 h. Resultados de
degradacdo (%) expressos como média + desvio padrdo das médias (n=3). Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre os niveis avaliados para a mesma micotoxina (p < 0,05).

De acordo com a Sigma-Aldrich Co (2020), fabricante da enzima, o pH 6timo da
amano lipase A obtida de Aspergillus niger é de 6,5. No entanto, na literatura ¢ descrito que a
lipase obtida de Aspergillus niger apresenta atividade em uma ampla faixa de pH para hidrolise
de diversos substratos, como em pH 1,5 e 2,5 usando como substrato o p-nitrofenol
(MHETRAS; BASTAWDE; GOKHALE, 2009); em pH 3 e 5 com azeite de oliva (HEERDEN;
LITTHAUER; VERGER, 2002); em pH de 3 a 6,5 com p-nitrofenol palmitato (p-NPP)
(ROMERO; BAIGORI; PERA, 2007); em pH 5 e 6 com azeite de oliva (NAMBOODIRI;
CHATTOPADHYAYA, 2000) e em pH 6 com 6leo de cartamo (UTSUGI; KANDA; HARA,
2009).

Quanto ao emprego da lipase para a degradagdo de micotoxinas, a mesma ¢ descrita
por degradar patulina (PAT) em suco de péra pelo emprego da lipase pancredtica suina nas

condigdes de pH entre 4,3 e 4,5 (XIAO et al., 2019), em suco de maca (TANG et al., 2018) e
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em solucdo aquosa com pH 6,0 (LI et al., 2017b). Stander e colaboradores (2000) utilizaram a
lipase A obtida de Aspergillus niger para degradar mais de 90% de OTA em solucdo modelo
com tampao fosfato 50 mM com pH 7,5. Adicionalmente, Garcia et al. (2020) avaliaram o
emprego da enzima PO na degradagao de OTA e ZEA em solucao modelo com pH 7,0 e
verificaram que a ioniza¢do das micotoxinas permitiu uma maior intera¢do dos substratos com

a enzima e um consequente aumento na degradagdo de OTA e ZEA.

3.2.2 Efeito da forca ionica

A atividade das enzimas ¢ influenciada pela concentragdo de sal do meio reacional
e, consequentemente, pela forca idnica; de fato, em baixa concentragdo de eletrdlitos, os sais
podem modificar a natureza da carga superficial i6nica. Em altas concentragdes, as forcas
eletrostaticas podem ser neutralizadas a superficie da enzima e as estruturas tridimensionais da
enzima também podem ser afetadas (KHEIROLOMOOM et al., 1998). Complementarmente,
Salis e colaboradores (2007) mencionam que a forga idnica € um parametro varidvel que pode
influenciar diretamente a atividade catalitica, pois em altas concentragdes de for¢a ionica pode
ocorrer a reducdo da constante de ionizagdo (pKa) pKa, mas em pH neutro pouco efeito sobre
a carga da molécula da enzima € observado, a menos que haja variagdo de carga dentro do seu
sitio ativo. No entanto, na literatura ha poucos estudos que descrevem o efeito da forca idnica
na atividade catalitica de enzimas, sendo esta varidvel frequentemente negligenciada em
estudos que visam a otimizagdo das condi¢des de reacao (DALE; WHITE, 1983).

Os resultados obtidos para degradacao simultanea de OTA e ZEA pela lipase em
solucdo modelo com tampao fosfato pH 7 em diferentes concentracdes idnicas sao
demonstrados na Figura 2. As solu¢des modelo constituidas por tampao fosfato nas
concentragdes entre 25 e 100 mM foram as que propiciaram significativamente a obtengao dos
maiores percentuais de degradacdo de ZEA. Para OTA, o maior percentual de degradacao de
foi verificado em solu¢do modelo constituida de tampao fosfato com 50 mM. Uma possivel
explicagdo para esse fato seria que a forga ionica além de influenciar a agdo da enzima também
ocasiona modificacdes na molécula dos substratos que estdo envolvidos na reagdo. Além disso,
a ZEA apresenta pKa de 7,6 (GAJECKA et al., 2011) enquanto a OTA possui dois grupos
ionizaveis, onde o grupo carboxila da fenilalanina apresenta pKa de 4,4 e o grupo fendlico o
pKa ¢ de 7,3 (DOHNAL; PAVLIKOVA; KUCA, 2010). A OTA é empregada nos ensaios em
baixa concentragio (ng mL™!) quando comparada com a concentragio de ZEA (pg mL™1),

ficando assim mais susceptivel as alteragdes de concentracdo salina e consequentemente a
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ionizagdo. Desta maneira, a solu¢do modelo constituida de tampao fosfato com 50 mM foi a
determinada como ideal devido resultar nos maiores percentuais de degradagdo simultanea de

OTA e ZEA em cerca de 96 ¢ 29% com desvio padrdo de 4,8 e 1,5, respectivamente.

Figura 2 - Efeito da forca i6nica da solu¢do modelo* para degradagdo da ocratoxina A (OTA)

e zearalenona (ZEA) pela amano lipase A (0,3 U mL™).
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*Solucdo modelo = tampao fosfato de potassio pH 7 e incubagéo a 25 + 1 °C durante 24 h. Resultados de
degradacdo (%) expressos como média + desvio padrdo das médias (n=3). Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre os niveis avaliados para a mesma micotoxina (p < 0,05).

Os resultados obtidos corroboram com os descritos por Stander e colaboradores
(2000) que empregaram a amano lipase A solugdo modelo com tampao fosfato 50 mM na
degradacdo de OTA. Assim, como no estudo de Bhardwaj; Raju e Rajasekharan (2001) que
extrairam, purificaram e caracterizaram uma lipase termoestavel obtida de farelo de arroz, onde
a enzima demonstrou redu¢do da atividade na hidrdlise do substrato trioleina para tampao

fosfato de potdssio em concentragdes acima de 50 mM.

3.2.3 Efeito da temperatura

A atividade enzimatica ¢ dependente da temperatura, pois esta pode ocasionar dois
processos: propiciar a energia de ativacdo catalitica (energia cinética) ou a energia de ativagao

para reacdo de desnaturacdo (inativagdo irreversivel) (EISENTHAL et al., 2006). De todos os
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fatores que afetam a catalise enzimatica, a temperatura ¢ sem divida a mais importante, pois
esta influencia praticamente todos os aspectos de uma reacdo bioquimica, incluindo a ionizagao
dependente do pH da enzima e substrato, interacdoes de ligacdo metal-ligante, alteracdes
conformacionais na enzima, oligomeriza¢ao de proteinas, ligagdes de hidrogénio, interacdes
hidrofébicas e estado de transi¢do (PURICH, 2010) .

Na Figura 3 sdo apresentados os resultados obtidos para degradagdo simultanea de
OTA e ZEA pela lipase em solugcao modelo com tampao fosfato 50 mM pH 7 em diferentes
temperaturas de incubacgao (25 a 60 °C). Os resultados demonstraram que nas temperaturas de
35 ¢ 40 °C sao alcancados os maiores percentuais de degradacdo das micotoxinas, sendo obtido
em 40 °C a degradagdo de OTA e ZEA de 100 ¢ 29%, com desvio padrao de 2,4 ¢ 1,8,
respectivamente. Estes resultados de degradacdo de OTA alcangados por meio da otimizacdo
da temperatura corroboram com os demonstrados por Stander e colaboradores (2000), onde a
OTA ¢ degradada acima de 90% a 37 °C. Desta maneira, a temperatura de 40 °C foi selecionada

para a otimizagdo das condic¢des reacionais.

Figura 3 - Efeito da temperatura para degradacdo da ocratoxina A (OTA) e zearalenona
(ZEA) pela amano lipase A (0,3 U mL™") em solugdo modelo*.
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*Solucdo modelo = tampao fosfato de potassio 50 mM pH 7 e incubacdo durante 24 h. Resultados de degradagao
(%) expressos como média = desvio padrao das médias (n=3). Letras diferentes indicam diferenca significativa
entre os niveis avaliados para a mesma micotoxina (p < 0,05).
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As lipases microbianas, especialmente as obtidas dos fungos do género Aspergillus,
sdo descritas como enzimas termoestaveis, como demonstrado por Falony e colaboradores
(2006) e Mhetras e colaboradores (2009) que obtiveram a enzima a partir de diferentes cepas
de Aspergillus niger; e Saxena e colaboradores (2003) que extrairam a lipase do fungo
Aspergillus carneus, sendo que estas enzimas demonstraram atividade 6tima em 40 °C e pH 6
para a hidrélise p-nitrofenol propianato, em 50 °C e pH 2,5 para hidrdlise de p-NPP e de 37 °C
e pH 9 para a hidrdlise de azeite de oliva, respectivamente. No entanto, as lipases obtidas de
outras fontes flngicas, também apresentam esse comportamento, como as enzimas extraidas de
Antrodia cinnamomea BCRC 35396 e Candida rugosa que demonstraram a atividade 6tima a
45°C em pH 8 (SHU; XU; LIN, 2006) e 50°C em pH 7,5 (SOARES et al., 1999),
respectivamente, quando na hidrolise dos substratos p-NPP e azeite de oliva, respectivamente.

Semelhantemente ao comportamento das lipases fingicas, as obtidas a partir de
bactérias sdo resistentes as temperaturas mais elevadas, como a enzimas extraidas de
Pseudomonas sp. KWI-56 e de Bacillus thermoleovorans ID-1 que mostraram atividade 6tima
na hidrolise de azeite de oliva a 60 °C em pH 7 (IZUMI; NAKAMURA; FUKASE, 1990) e na
hidrolise do substrato p-NPB em temperaturas entre 70 ¢ 75 °C em pH 7,5 (LEE et al., 1999),

respectivamente.

3.2.4 Efeito da adicao de ions metalicos na solucio modelo

Os ions metéalicos sdo essenciais para a estrutura e/ou funcdo de enzimas
(WAGNER, 1988). O efeito dos ions na estabilidade das proteinas esta relacionado as
interagdes quimicas que ocorrem no complexo enzima-substrato, pois podem ser utilizados na
reacdo como um co-substrato, como um cofator da enzima ou até mesmo atuar inibigdo
competitiva ou ndo competitiva de enzimas (ZHAO, 2005). Desta maneira, na Tabela 2 sdo
apresentados os resultados obtidos dos ensaios de degradacdo de OTA e ZEA pela lipase com
a adicdo dos ions metalicos Mg?*, Ca?", K*, Fe’* e Na"a 1 e 5 mM na solu¢do modelo com
tampao fosfato de potassio 50 mM pH 7 a 40 °C e incubag@o por 24 h. Os resultados obtidos
demonstraram que, de forma geral, os ions metalicos, Mg?*, Ca*", K*, Fe’" e Na' nas
concentracdoes 1 ou 5 mM, inibiram significativamente a atividade enzimatica da lipase na
degradacdo simultdinea de OTA e ZEA. Desta maneira, a determinacdo dos parametros
cinéticos, degradacdo das micotoxinas em solu¢cdo modelo e em cerveja foi realizada sem a
adi¢do de ions metalicos. Na literatura consultada, ndo ha estudos que verifiquem a influéncia

de ions na ac¢ao enzimatica da lipase para degradagcdo de micotoxinas. No entanto, os resultados
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obtidos neste estudo, corroboram com os descritos por Garcia e colaboradores (2020), quanto
ao efeito inibitorio dos ions Ca** (1 e 5 mM), Fe*" (1 e 5 mM), Na" e Mg?" em 5 mM, na

atividade da PO empregada na degradacao de OTA e ZEA em solugao modelo.

Tabela 2 - Efeito da adicao de ions metélicos na atividade enzimatica de amano lipase A
(0,3 U mL™") para degradacdo da ocratoxina A (OTA) e zearalenona (ZEA) em solugio

modelo*.
Composto  Concentracio Degradacao** (%) Degradago
(mM) relativa***(%)
OTA ZEA OTA ZEA
Controle 0 97,0+ 1,7 30,52+ 1,6 100,0 100,0
Ca** 1 50,2¢4£ 3,0 0,8 +0,8 51,8 2,6
Fe?* 1 76,3° + 0,8 10,1*+ 1,3 78,7 33,1
K* 1 78,7° + 3,1 1,0 +0,1 81,1 3,3
Na* 1 57,1°+ 1,3 6,24+ 0,9 58,9 20,3
Mg?* 1 51,94+27 3,79+ 0,6 53,5 12,1
Ca** 5 452%+39 73%+£1,5 46,6 23,9
Fe?* 5 55,2+ 4.4 47+ 13 56,9 15,4
K* 5 40,5¢+ 1,9 3,02+ 0,9 41,8 9,8
Na* 5 72,7° £ 3,9 4,7°% + 0.8 74,9 15,4
Mg>* 5 79,4% + 3.7 0,46+ 0,4 81,9 1,3

*Solugdo modelo = tampao fosfato de potassio SO mM pH 7 e incubacéo a 40 °C durante 24 h.
Controle — A atividade da enzima sem adi¢@o de ions metalicos durante a degradagdo das micotoxinas foi
estabelecida em 100%. **Resultados expressos como média + desvio padréo das médias (n=3). Letras iguais na
mesma coluna indicam que ndo houve diferenga significativa estatisticamente (p > 0,05). ***Degradagao
relativa calculada em relagdo a porcentagem de degradagdo da amostra controle, sem adig¢do de ions metalicos.

Além disso, sdo descritos estudos que avaliaram o efeito dos ions metalicos no
aumento ou diminui¢cdo da atividade enzimética da lipase obtida de diferentes espécies dos
fungos Aspergillus e hidrolise de diferentes substratos. Pokorny; Cimerman; Steiner (1997)
relataram que a adi¢dio dos fons Mg**, Ca?*, Fe’" e Na" (1 mM) aumenta em até 10 % a atividade
da lipase obtida de Aspergillus niger cepa MZKI A116 na hidrolise de tributirina.
Posteriormente, Yadav e colaboradores (1998) também descreveram que a adicao de 20 mM de
Mg?* ou Ca*" tendo como substrato p-NPP aumenta a atividade da lipase extraida a partir de
Aspergillus terréus . Shu, Yang e Yan (2007) também verificaram que os ions Mg?" e Ca®" na

concentragio de 2 mM aumentaram em aproximadamente 125 e 257%, enquanto o ion de Fe*"
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(2 mM) diminuiu em aproximadamente 40%, a atividade da lipase obtida de Aspergillus niger
F044 na hidroélise de azeite de oliva.

A influéncia de ions metalicos na atividade de lipases obtidas de outras fontes
fingicas, como Yarrowia lipolytica (YILip2) ¢ descrito por Yu; Qin e Tan (2007) que
verificaram o aumento de 8,5; 22,5 ¢ 4,0 % na atividade enzimatica da lipase extracelular na
hidrélise de azeite de oliva, apos adicdo de 1 ¢ 5 mM de Ca®* e 1 mM de Mg?", respectivamente.
Em contrapartida, Sathish Yadav e colaboradores (2011) reportaram que a adi¢cao de 5 e 10 mM
de Ca*" e 5 mM de Mg?* acarretava na diminuigdo de 4, 11 e 13%, respectivamente, a atividade
da lipase extraida da Yarrowia lipolytica NCIM 3639 quando empregada na hidrolise p-NPP.

Na literatura também ¢ reportado o efeito da adi¢ao de ions na atividade de lipases
obtidas de fontes bacterianas, como descrito por Kumar e parceiros (2005) que verificaram que
a adi¢do de 1 mM dos ions K*, Fe** e Mg?" na reacdo aumentou significativamente a atividade
enzimatica da lipase obtida de Bacillus coagulans BTS-3 em 386; 251 e 357%,
respectivamente, na hidrolise de p-NPP. Enquanto, a adicdo do ion metdlico Na“ ndo
demonstrou nenhum efeito sobre a enzima, quando comparado ao ensaio controle, sem adi¢ao
de ions. No estudo de Kojima; Yokoe e Mase (1994) a atividade enzimatica da lipase obtida de
Pseudomonas fluorescens AK102 aumentou 9% comparado ao controle quando houve a adigao
de Fe?* e 12% quando foi adicionado Na*, na hidrélise de uma solu¢do emulsionada de azeite
de oliva. Enquanto, a adi¢io de Mg?" acarretou na diminuicio da atividade da enzima e a adi¢io
K" e Ca?" ndo ocasionou nenhum efeito. Dong e colaboradores (1999) reportaram que o ion
Ca?" (10 mM) ocasiona o aumento de até 250% na atividade enzimatica da lipase obtida de

Pseudomonas sp., na hidrdlise de p-nitrofenol acetato.

3.2.5 Determinacgido dos parametros cinéticos Km € Vmix

O parametro cinético Km corresponde a concentragao de substrato necessaria para
atingir metade da Vmax € que a obtencdo de menores valores de Km demonstram a maior a
afinidade da enzima pelo substrato (TALENS-PERALES; MARIN-NAVARRO; POLAINA,
2016). Os resultados de Km € Vmax obtidos neste estudo sdo apresentados na Tabela 3 e foram
determinados através das equagdes apresentadas nos graficos de duplo-reciproco de LB para
degradacdo de OTA e ZEA pela agdo da amano lipase A. Os resultados de Km € Vmax obtidos
da degradacio de OTA e ZEA pela lipase foram de 0,03 e 3,14 uM e 6,56x10% e

19,57x10° % uM min™!, respectivamente.
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Tabela 3 - Parametros Kv € Vimax na degradacgdo da ocratoxina A (OTA) e zearalenona (ZEA)
pela amano lipase A (0,3 U mL™!) em solu¢io modelo*.

Equacio de Km Vmix
Micotoxina R?
LB** pM  pgmL?!  pMmin! pg mL! min’!
a=410,99x
OTA 0,98 0,03 0,01 6,56x10°% 2,65x107%
b= 37,69
a=160,52x
ZEA 0,98 3,14 1,00  19,57x10%  6,23x10%
b=160,44

*Solugdo modelo = tampéo fosfato 50 mM pH 7, incubagédo a 40 °C durante 90 min. **Equacéo do grafico de
duplo-reciproco de Lineweaver-Burk (y = ax + b).

A determinagdo dos parametros Ky € Vmax para a enzima lipase na hidrolise
simultanea de OTA e ZEA, até o momento, ainda nio foram descritos na literatura. Porém,
Carrea e colaboradores (1996) empregaram a amano lipase A na hidrdlise de cefalosporina C e
foi verificado um valor de Ky de 65 pM do substrato. Desta maneira, ¢ possivel verificarmos
que a lipase obtida de Aspergillus niger apresenta maior afinidade pelos substratos OTA e ZEA,
do que pela cefalosporina C.

Quando compararmos aos mesmos substratos (OTA e ZEA), Garcia ¢
colaboradores (2020) determinaram os parametros cinéticos da enzima PO utilizando como
substratos OTA e ZEA simultaneamente, onde foram obtidos os valores de Knm € Viax de 0,05
e 10,71 pM e 1,68x10% e 0,072 pM min !, respectivamente. A afinidade da lipase obtida de
Aspergillus niger em relagdo aos substratos OTA e ZEA ¢ maior que a determinada para a
enzima PO.

Além disso, estudos anteriores determinaram valores de Km para hidrolise de
diferentes substratos utilizando lipases obtidas de outras fontes microbianas, como 7,37 uM de
p-NPP para a lipase obtida de Aspergillus niger F044 (SHU; YANG; YAN, 2007), 360 e 630
uM de p-nitrofenil laurato para as lipase de Serratia marcescens (selvagem e mutantes)
(MOHAMMADI et al., 2016), 2500 uM de p-nitrofenil laurato para as lipase extraida de
Bacillus sp. 133 (NAWANI; KAUR, 2000), 420 e 150 uM de azeite de oliva para uma lipase
livre e imobilizada de Candida rugosa (PEREIRA et al., 2001) e 1327 uM de p-NPP para a
lipase obtida a partir de Mucor hiemalis f. corticola (ULKER; KARAOGLU, 2012). Portanto,
a amano lipase A apresenta potencial para ser aplicada para degradagao simultanea de OTA e
ZEA, visto que os valores determinados de Km de 0,03 e 3,14 uM, respectivamente, sao

menores quando comparados aos outros estudos.
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3.2.6 Cinética de degradacio de OTA e ZEA por lipase

A cinética da degradacdo de OTA e ZEA pela agdo amano lipase A (0,3 mL™!) ao
longo de 2400 min (40 h) nas condigdes otimizadas ¢ apresentada na Tabela 4. A degradacao
de 100% de OTA foi observada em 30 min de reacdo. No entanto, os percentuais de degradagao
de ZEA pela agdo enzimatica aumentaram gradualmente ao longo de 1320 min (22 h), nao
havendo diferenga estatistica no aumento da degradacdo desta micotoxina até 40 h. Desta
maneira, o tempo de incubacdo 6timo para degradagdo simultdnea de OTA (100,0%) e ZEA
(28,5%) pela agao da amano lipase A foi considerado de 1320 min (22 h), em solu¢do modelo

com tampao fosfato de potassio 50 mM pH 7 a 40 °C.

Tabela 4 - Cinética de degradagdo da ocratoxina A (OTA) e zearalenona (ZEA) pela a agao
da amano lipase A (0,3 U mL™") em solu¢io modelo*.
Degradacao de micotoxinas** (%)

Tempo (min)

OTA ZEA
0 0,0°+ 0,3 0,0+0,1
15 83,8°+2,1 4.4+ 1,7
30 100,0*+ 0,1 52°+0,3
45 100,0% + 0,0 5,5+ 0,8
60 100,0 + 0,1 6,0% + 1,0
90 100,0* + 0,2 6,8% + 0,2
120 100,0% + 0,0 7,3%+ 1,1
240 100,0* + 0,5 11,09+ 3,5
480 100,0% + 0,0 21,2¢+33
720 100,0 + 0,1 21,2427
960 100,0* + 1,0 21,3+ 1,7
1080 100,0°+ 0,3 25,3%¢+25
1200 100,0° + 0,7 252+ 1,6
1320 100,0*+ 0,2 28,5% + 1,4
1440 100,0 + 0,3 30,6°+ 1,1
2160 100,0°+ 0,1 304+ 1,2
2400 100,0% + 0,4 29,82+ 1,2

*Solugdo modelo = tampao fosfato 50 mM pH 7 e incubagdo a 40 °C ao longo de 24 h. **Resultados
expressos como média + desvio padrdo das médias (n=3). Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo houve
diferenca significativa estatisticamente (p > 0,05).
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O emprego da amano lipase A na degradagdo simultanea de OTA e ZEA pode ser
considerada promissora. Uma vez que, os percentuais de degradacdo 100% de OTA e 30,6%
de ZEA atingidos foram satisfatorios quando comparados a outros estudos que aplicaram a
lipase para degradagdo de uma micotoxina por vez. Como no estudo reportado por Stander e
colaboradores (2000) que realizaram o screening de diferentes hidrolases comerciais para a
degradagdo de OTA em solucdo modelo com tampao fosfato 50 mM com pH 7,5 a 37°C e
verificaram que a amano lipase A degrada mais de 90% da micotoxina em 120 min. No nosso
estudo, em 30 minutos 100% da micotoxinas foi degradada. A lipase obtida de pancreas suino
¢ descrita para degradacio de PAT em suco de péra, como demonstrado por Xiao e
colaboradores (2019), onde 93% de micotoxina foi degradada a 40 °C apds 24 h. No estudo de
Tang e colaboradores (2018) a enzima imobilizada degradou até 70% de PAT em suco de maca
a 40 °C apos 18 h. Li e colaboradores (2017) verificaram que a agdo da lipase imobilizada
degradou 98% de PAT em solugdo aquosa com pH 6 a 40 °C em 42 h de reagdo.

Além disso, até esse momento, nenhum estudo prévio foi descrito na literatura
utilizando a agdo da lipase na degradacdo de ZEA. Segundo Urry e colaboradores (1966) a
molécula de ZEA ¢ constituida de uma porg¢ao resorcinol fundida a uma lactona que inclui dupla
ligacdo trans, uma cetona, um éster ¢ um grupamento metil. Portanto, a ZEA pode ser
considerada um potencial substrato da amano lipase A por sua molécula ser constituida por
grupamentos quimicos, como uma cetona ciclica e um éster.

O conhecimento cientifico sobre a utilizacdo de outras enzimas na degradacio de
OTA e ZEA tém avangado, devido aos riscos que estas micotoxinas ocasionam a saiide humana
e/ou animal. Estudos descrevem que a OTA ¢ degradada por diversas enzimas, como a PO
comercial (GARCIA et al., 2020), a PO comercial e PO extraida de farelo de arroz (NORA et
al., 2019), a ocratoxinase obtida de Aspergillus niger (DOBRITZSCH et al., 2014), a
carboxipeptidase cp4 obtida a partir de Lysobacter sp. CW239 (WEI et al., 2020), a
carboxipeptidase A obtida de pancreas bovino (DEBERGHES et al., 1995; PITOUT, 1969;
STANDER et al., 2001); a carboxipeptidase obtida de Rhizopus oryzae (KUPSKI et al., 2013)
e Trichoderma reesei (KUPSKI; QUEIROZ; BADIALE-FURLONG, 2018b), a
carboxipeptidase obtida de Bacillus amyloliquefaciens ASAG1 (CHANG et al., 2015) e
Bacillus subtilis CW14 (HU et al., 2019), proteases comerciais e obtidas de Aspergillus niger
(ABRUNHOSA; SANTOS; VENANCIO, 2006) e metaloenzima hidrolitica obtida Aspergillus
niger (ABRUNHOSA; SANTOS; VENANCIO, 2006).

Em relagdo a degradacdo de ZEA pela acdo de enzimas, sdo descritas: a PO

comercial e obtida de farelo de arroz e farelo de soja (GARCIA; FELTRIN; GARDA-
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BUFFON, 2018), lacase obtida de Trametes versicolor (BANU; LUPU; APRODU, 2013), a
peroxirredoxina obtida de Acinetobacter sp. SM04 (YU et al., 2012); enzimas extracelular e
intracelular de Saccharomyces cerevisiae (ZHANG et al., 2016), enzima extracelular obtida de
Bacillus amyloliquefaciens ZDS-1 (XU et al., 2016), enzima intracelular de Pseudomonas
otitidis TH-N1 (TAN et al., 2015a), enzima obtidas de Aspergillus niger FS10 (HE et al., 2016;
SUN et al., 2014), de Acinetobacter sp. SM04 (YU et al., 2011), Pseudomonas putida
(ALTALHI; EL-DEEB, 2009) e a enzima lactona hidrolase ZEA (ZHD101) obtida a partir de
Clonostachys rosea (TAKAHASHI-ANDO et al., 2005; KOSAWANG et al., 2014).

A acdo de enzimas na degradacdo de micotoxinas ¢ resultante principalmente das
reacdes de acetilagdo, glicosilagdo, clivagem de anéis, hidrolise, desanimagdo e
descarboxilagdo, que estas moléculas catalisam (HAQUE et al., 2020). Adicionalmente, a
utilizacdo de enzimas microbianas, como a amano lipase A, ¢ preferida quando comparada a
outras fontes, principalmente devido a estabilidade, facilidade de producao e modificagdo, altos
rendimentos e viabilidade econdmica das mesmas. Pesquisas tém objetivado a investigagdo de
enzimas para degradar micotoxinas de grande relevancia econdmica, como AFs, OTA, ZEA,
FBs, PAT e deoxinivalenol (ZHU et al., 2016). Além disso, muitos processos enzimaticos foram
implementados nas industrias nas ultimas décadas, impulsionados principalmente pelas
caracteristicas de especificidade e acdo répida das enzimas, e economia no uso de matérias-
primas, energia, produtos quimicos e/ou 4gua em comparagao com 0s processos convencionais
(JEGANNATHAN; NIELSEN, 2013). Portanto, os resultados obtidos do estudo da otimizagao
das condi¢des de reagdo para agdo da Amano lipase A na degradacdo simultanea de OTA e
ZEA contribuem para futuras aplicagcdes desta enzima na induastria de alimentos, bebidas e

racao.

3.2.7 Degradaciao de OTA e ZEA em cerveja tipo Pilsen pela acio da amano lipase A

A degradagao simultanea de OTA e ZEA pela lipase na cerveja tipo Pilsen foi de
89,5 e 6,5%, com desvio padrao de 1,3 e 0,8, respectivamente. Através dos resultados foi
possivel observar a diminui¢ao da degradacao destas micotoxinas na cerveja quando comparado
aos percentuais de degradagdao de OTA e ZEA alcangados em solugdao modelo, de 100,0 e
30,6%, respectivamente. A acao da amano lipase A na degradacao simultanea de OTA e ZEA
em cerveja pode ter sido inibida devido a composicdo fisico-quimica complexa da matriz,

quando comparada a da solu¢do modelo.
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A cerveja ¢ constituida de mais de 800 compostos e muitos deles contribuem para
suas caracteristicas nutricionais € sensoriais, como amargor, dogura, acidez, caracteristicas de
lupulo, carbonatagdo, sabor alcoolico, éster ou frutado (CORTACERO-RAMIREZ et al.,
2003). Adicionalmente, Montanari e parceiros (2009) reportaram que a cerveja ¢ considerada
uma fonte de minerais, em maior propor¢do como calcio, magnésio, sddio e potassio e em
menor propor¢ao por ferro, cobre, zinco e manganés.

Chilaka e colaboradores (2018), descreveram que a cerveja ¢ um produto a base de
cereais consumido em todo o mundo. Este produto ¢ frequentemente contaminado por
micotoxinas, independentemente da localizacdo geografica da fabricacdo de cerveja ou do tipo
de cerveja, e sim devido as matérias-primas empregadas durante o processamento ser altamente
susceptivel a contaminacao por fungos. Na literatura a ocorréncia de OTA e ZEA em cerveja €
reportada por Bauer et al. (2016), Bélakova et al. (2011), Kuzdralinski, Solarska e Muszynska
(2013), Medina et al. (2005, 2006), Odhav e Naicker (2002), Pascari et al. (2018) e Rubert et
al. (2013).

Apesar disso, os relatos na literatura empregando métodos para degradacdo de
micotoxinas em cerveja, especialmente pela acdo de enzimas, sdo escassos. No entanto, estudos
recentes descrevem a utilizagdo da PO comercial para degradar 24% de AFLA B, (SIBAJA et
al., 2019), 4,8% de OTA ¢ 10,9% de ZEA (GARCIA et al., 2020), em cerveja tipo Pilsen. Estes
autores também reportam que a acdo da enzima PO na degradacdo da cerveja ¢ influenciada
negativamente quando comparada a a¢do da enzima em solugdes modelo, devido a bebida ser
constituida de 4gua, minerais (K, Na*, Ca®", Mg?"), lipideos, carboidratos, proteinas, fibras
soliveis e vitaminas do complexo B. Até o momento, nenhuma pesquisa cientifica empregando

a lipase para degradag¢do de micotoxinas em cerveja ¢ descrita.

4 CONCLUSAO

A acdo da amano lipase A na degradacao simultanea de OTA e ZEA em solugao
modelo foi satisfatéria resultando em degradagdes de 100,0 e 30,6%, respectivamente. As
condi¢des Otimas para a acdo da enzima para a degradacdo destas micotoxinas em solucdo
modelo foram o emprego de tampao fosfato 50 mM pH 7, incubacao a 40 °C por 22 h, sem a
adicao de ions metalicos. Com base nas condi¢cdes otimizadas de reag¢do, a enzima foi
empregada em cerveja tipo Pilsen para a degradacdo de OTA (89,5%) e ZEA (6,5%)
simultaneamente. Além disso, os resultados das condi¢des de reagdo, como pH, temperatura e

tempo, indicam que a amano lipase A pode ser empregada para degradacdo de OTA e ZEA em
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outras matrizes alimentares, sendo uma alternativa para a industria de alimentos e/ou ragdes
para mitigacdo destas micotoxinas, diminuindo os impactos econdmicos e também os relativos

a a saude humana e animal.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a acdo do mix enzimatico, composto por peroxidase
comercial (PO) e amano lipase A, na degradacdo simultinea de ocratoxina A (OTA) e
zearalenona (ZEA) em mosto e cerveja. A temperatura e atividade enzimatica 6timas para
degradagdo foram determinadas. As condi¢des de reagdo para acdo do mix no mosto foram de
30 °C e adi¢fio de 0,90 e 0,45 U mL"! de PO e amano lipase A e na cerveja foram de 25 °C e
adi¢dio de 1,20 e 0,60 U mL"! de PO e amano lipase A, respectivamente, a 150 rpm durante 22 h
com 26 mM de perdxido de hidrogénio. No mosto, OTA e ZEA foram degradadas em 86,3 e
29,4%, respectivamente. Na cerveja, 96,9% de OTA e 23,0% de ZEA foram degradadas apds
a acdo das enzimas. O mix enzimatico pode ser recomendado como uma alternativa para o
controle de OTA e ZEA nesta bebida amplamente produzida e consumida mundialmente.

Palavras-chave: Peroxidase. Amano lipase A. Condigdes reacionais. Processo cervejeiro.
Micotoxina.
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1 INTRODUCAO

A cerveja ¢ uma das bebidas alcoolicas mais populares e consumidas do mundo,
alcangando no ano de 2018 a producdo global aproximada de 1,94 bilhdes de hectolitros
(STATISTA, 2020). Os ingredientes essenciais na fabricacdo da cerveja sdo malte de cevada,
fermento, lupulo e agua (LI; WANG; LIU, 2017), podendo ser adicionados outros cereais
adjuntos, como arroz, trigo, milho, aveia, sorgo (PARKER, 2012). Entretanto, essas matérias-
primas sdo frequentemente contaminadas por micotoxinas, como ocratoxina A (OTA) e
zearalenona (ZEA) (BELAKOVA et al., 2011; GHALI et al., 2008; IBANEZ-VEA et al., 2012;
LAITILA, 2015; MAKUN et al., 2011).

As micotoxinas afetam a economia e podem resultar em riscos a saude dos
consumidores (ADEBIYT et al., 2019) além de causarem prejuizos a fermentacio alcodlica,
reduzindo a concentragdo de etanol, produtividade e rendimento (KEOSOWSKI et al., 2010).
Deste modo, para a producgdo de alimento seguro e de qualidade ¢ imprescindivel a utilizagao
de matérias-primas com caracteristicas fisico-quimicas (PAHL; MEYER; BIURRUN, 2016) e
microbioldgicas adequadas (WESTERMANN; HUIGE, 1979).

A OTA e ZEA provocam efeitos toxicos a saide de humanos e animais (STROKA;
GONCALVES, 2019). A OTA ¢ reconhecida por ser nefrotdxica, hepatotoxica, teratogénica e
imunotdxico (O’BRIEN; DIETRICH, 2005). A ZEA ndo ocasiona efeito toxico em um 6rgao
especificamente, pois sua a¢do ¢ sistémica por ser um desregulador enddcrino (EFSA, 2016).
A OTA e ZEA sao classificadas pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer — IARC
no grupo 2B (possivelmente carcinogénica) e 3 (as evidéncias cientificas sdo insuficientes para
a classificacdo como carcindgeno), respectivamente (IARC, 1993).

Os efeitos toxicos da contaminagdo de alimentos por micotoxinas podem ser
minimizados pela prevenc¢do da contaminagdo, remog¢ao de material contaminado, mitigacao do
contetido de micotoxinas nos alimentos (métodos bioldgicos, fisicos e quimicos) e tratamento
de individuos expostos a estas substancias (KARLOVSKY et al., 2016). Na fabrica¢do da
cerveja, a reducdo dos niveis de micotoxinas estdo associadas a algumas etapas, como
maltagem, moagem, fermentagdo e/ou clarificagdo (PASCARI et al., 2018). No entanto, a
ocorréncia de OTA e ZEA ¢ verificada no produto final mesmo apds o processamento
(ARAGUAS; GONZALEZ-PENAS; LOPEZ DE CERAIN, 2005; BAUER et al., 2016;
NKWE; TAYLOR; SIAME, 2005; ODHAV; NAICKER, 2002; VISCONTI; PASCALE;
CENTONZE, 2000).
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Desta maneira, a utilizagdo de enzimas ¢ estudada como um método bioldgico
alternativo para reduzir os niveis de micotoxinas em alimentos. Dentre as vantagens da acdo de
enzimas, destaca-se a especificidade com diferentes substratos, condi¢des brandas de reacao,
ser ambientalmente sustentaveis e seguras, além de causar minimas alteragdes na qualidade
sensorial e nutricional de produtos, quando comparada a outros métodos de descontaminagdo
(LOI et al., 2017). Adicionalmente, a peroxidase comercial (PO) demonstrou potencial
oxidativo em solu¢do modelo e cerveja para degradacao simultanea de OTA e ZEA (GARCIA
et al., 2020). Assim como, a amano lipase A mostrou-se efetiva na hidrélise de OTA em solugao
tampao (STANDER et al., 2000).

A elevada produgdo e consumo de cerveja e a ocorréncia de OTA e ZEA nesta
matriz estimulam a busca por alternativas para o controle destas substancias, visando reduzir
os danos que estas micotoxinas acarretam a saide humana e economia. Portanto, este estudo
teve como objetivo avaliar a agdo do mix enzimatico, composto pelas enzimas peroxidase
comercial e amano lipase A, na degradacdo simultanea de OTA ¢ ZEA em mosto e cerveja,
tornando a biodegradacdo destas micotoxinas um processo alternativo para a industria

cervejeira.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 PADROES DE MICOTOXINAS, ENZIMAS E AMOSTRAS

Os padrdes das micotoxinas OTA e ZEA, com pureza de > 99,0%, a PO comercial
- padrdo enzimatico de PO tipo VI obtida de raiz-forte (Armoracia rusticana) liofilizada com
concentragio de 250 a 330 U mg! e a enzima amano lipase A obtida Aspergillus niger em
concentragdes acima de 120.000 U g™ foram adquiridos da Sigma Aldrich Co. (Saint Louis,
EUA). As amostras de cerveja tipo Pilsen, constituidas de latas de 473 mL do mesmo fabricante
e lote, foram adquiridas em estabelecimento comercial na cidade de Rio Grande, RS - Brasil.
O mosto tipo American Pale Ale foi fornecido por uma microcervejaria localizada na mesma
cidade, sendo este produto da mosturagdo de 88 kg de malte Pilsen, 2 kg de malte Carared,

90 kg de malte de Munique tipo Il e 750 L de dgua potavel.

2.2 PREPARO DE AMOSTRA

As amostras foram desgaseificadas em banho ultrassonico de 25 kHz durante

60 min, conforme Garcia et al. (2020). O mosto foi filtrado em filtro de papel de 40 um.



158

Posteriormente, as amostras foram acondicionadas em frascos ambar de 1 L e mantidas

congeladas até a utilizagdo.

2.3 MICOTOXINAS: PREPARO DAS SOLUCOES PADRAO E ESTIMATIVA DA
CONCENTRACAO

As solucdes estoque de OTA (100 pg mL™) e ZEA (500 ug mL") foram preparadas
em benzeno:acido acético (99:1, v v'') e benzeno:acetonitrila (98:2, v v'!), respectivamente, e
posteriormente congelados. As solugdes de trabalho resultaram das diluigdes de solugdes
estoque até a concentracdo desejada para os ensaios de degradacdo. A confirmacdo da
concentragdo da solucdo de trabalho de OTA e ZEA foi realizada em espectrofotometro UV-
Vis. O comprimento de onda de absor¢do méaxima para OTA e ZEA foi de 333 ¢ 317 nm, e a
absortividade molar foi de 5550 e 6060 L cm™! mol! em benzeno:4cido acético (99:1, vv'!)e

benzeno, respectivamente (AOAC, 2000).

abs X MM X 1000 X fc (1)
eXb

micotoxina (ug mL™") =

Onde micotoxina (pg mL™) é a concentragio da micotoxina presente em 1 mL; abs é o valor da
absorvancia da solugdo padrio; MM ¢ a massa molecular da micotoxina em estudo (g mol™);
fc € o fator de correcdo do instrumento; € ¢ absortividade molar no comprimento de onda da

absorcdo caracteristica de cada micotoxina (mol L) e b é a largura da cubeta (cm).

2.4 DETERMINACAO DE OTA E ZEA POR CLAE-FL

A determinagdo de OTA e ZEA das amostras de mosto e cerveja foram realizadas
de acordo com Garcia et al. (2020), empregando a técnica de extracao parti¢ao liquido-liquido
com cloroférmio. Para a extragao os padroes OTA e ZEA foram adicionados em recipientes de
10 mL de vidro e o solvente foi evaporado sob atmosfera de nitrogénio. Primeiramente, a
amostra de 1 mL (mosto ou cerveja) foi acidificada com acido acético para pH 2, depois foram
adicionados 1,5 mL de cloroformio e agitados em voértex por 30 s e em banho ultrassonico de
25 kHz por 3 min. A fase orgénica foi coletada e o procedimento foi repetido trés vezes. O
volume final obtido durante a extragdo foi evaporado em banho de areia a 60 °C. A

determinag¢do das micotoxinas OTA e ZEA foi realizada em cromatdgrafo a liquido (CL)
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acoplado a um detector de fluorescéncia, e prévia ressuspensao e homogeneizagao das amostras
em fase movel. Para a andlise foi utilizada uma coluna Supleco® - Kromasil C18 (5 um e
150 mm x 4,6 mm) mantida a temperatura de 25 °C, deteccao nos comprimentos de onda de
333 nm para excitagdo e 460 nm para emissdo, fase movel composta por acetonitrila:agua
acidificada 1% com 4cido acético (60:40, v v'!) e vazdo 0,8 mL min"! em elui¢do isocratica
totalizando 7 min a corrida cromatografica.

Para a aplicabilidade do método analitico, as curvas analiticas corresponderam a
faixa de concentragio das micotoxinas de 0,4 a 30,0 ng mL! para OTA e 0,02 a 2,00 pg mL"!
para ZEA, limites de deteccdo e quantificacdo foram de 0,25 e 0,40 ng mL™! para OTA e 0,01
e 0,02 ng mL! de ZEA, respectivamente. Os coeficientes de correlacio e determinacio foram
superiores a 0,99 e as médias dos niveis de recuperacao, em trés niveis de fortificagdo de OTA
e ZEA, em mosto foram 92 e 99% e em cerveja foram 101 e 86%, respectivamente, com

coeficiente de variacao inferior ou igual a 7%.

2.5 PREPARO DAS ENZIMAS E DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

As solugdes trabalho de PO e lipase foram preparadas a partir da diluicdo dos
padrdes em agua ultrapurificada, de acordo com as especificagdes do fabricante.

A medida da atividade enzimatica da PO foi determinada em tampao fosfato
(100 mM pH 6,0), agua, peroxido de hidrogénio - H>O> (26 mM), guaiacol (9 mM) e extrato
enzimatico, incubacao a 30 °C durante 15 min, conforme Garcia et al. (2020). A atividade
enzimatica foi verificada em espectrofotometro a 470 nm através da oxidagdo do substrato
guaiacol a tetraguaiacol. Uma unidade de atividade da peroxidase (U) representa a quantidade
de enzima que catalisa a oxida¢do de 1 umol de guaiacol em 1 min.

A atividade da lipase foi verificada sob condi¢des descritas por Lee et al. (1999).
Para andlise, o substrato p-nitrofenil butirato (p-NPB) foi diluido em acetonitrila a uma
concentracao de 10 mM. Posteriormente, 10 mM de p-NPB em acetonitrila foi solubilizado em
etanol absoluto e tampao fosfato de potassio 50 mM pH 7,5 nas propor¢des de 1:4:95,
respectivamente. A incubagdo foi realizada com 0,3 mL da solucdo enzimatica e 0,9 mL de
substrato p-NPB a 60 °C por 15 min. A atividade da enzima foi medida em um
espectrofotometro a 405 nm através da hidrolise do substrato em p-nitrofenol (p-NP). Uma
unidade de atividade da lipase (U) ¢ definida como a quantidade de enzima que libera 1 pmol

de p-NP em 1 min.
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2.6 DETERMINACAO DAS CONDICOES REACIONAIS PARA ACAO DO MIX
ENZIMATICO

As condigdes reacionais de temperatura e concentragao de enzimas foram avaliadas
para acdo da PO e amano lipase A na degradacdo simultdnea das micotoxinas em amostras de
mosto e cerveja. A otimizacdo das condigdes de reacdo foi realizada usando o método de um
fator por vez, em duas etapas. Na primeira etapa, a variavel independente temperatura, foi
investigada e os tratamentos com os melhores resultados de degradagao foram selecionados e
utilizados na préxima fase, onde foi avaliado a atividade enzimatica do mix.

Para tanto, cada reator foi previamente contaminado com OTA (10 ng mL") e ZEA
(1 pg mL!), conforme descrito por Garcia et al. (2020). Posteriormente, o solvente da solucio
padrao foi evaporado sob atmosfera de nitrogénio e a adicionada mosto (1 mL) ou cerveja (1
mL). Apds, foi realizada homogeneizacdo em vortex e banho ultrassonico por 30 s e 3 min,
respectivamente. Em seguida, foi adicionado H,0> (26 mM), PO (0,6 U mL"") de acordo com
Garcia et al. (2020) e amano lipase A (0,3 U mL!) de acordo com Stander et al. (2000) com
modificagdes na concentragao da enzima. A temperatura foi avaliada incubando os reatores em
agitador orbital a 150 rpm a 25; 30; 40 e 45 £ 1 °C durante 22 h. A concentracio de enzima PO
(0,15; 0,30; 0,6; 1,2 U mL") e amano lipase A (0,07; 0,15; 0,30; 0,9 U mL™) foi avaliada nas
condicdes de temperaturas padronizadas. As amostras foram extraidas e quantificadas para a
verificagdo do percentual de degradacdo (%) de OTA e ZEA, sendo este determinado pela

diferenca da concentragdo inicial e final das micotoxinas.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados da degradacdo simultdnea de OTA e ZEA pela agdo do mix
enzimatico apos otimizagdo das condicdes reacionais (temperatura e atividade enzimatica)
foram analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) e pelo teste de Tukey a
nivel de significancia de 5% (p<0,05) no programa Statistica. Todos os ensaios foram realizados

em triplicata e comparados ao controle (com micotoxinas e sem adi¢do do mix enzimatico).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CONDICOES REACIONAIS PARA ACAO DO MIX ENZIMATICO
3.1.1 Efeito da temperatura
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A temperatura tem grande impacto em reagdes enzimatica (GRAHAME;
BRYKSA; YADA, 2015). Em temperatura mais altas, ocorre o aumento da taxa das reagdes
catalisadas por enzimas, denominado temperatura 6tima. Na temperatura 6tima as moléculas
ganham mais energia cinética (energia de ativagado catalitica), o que aumenta a atividade da
enzima e a probabilidade da ligacdo enzima-substrato (LIU, 2020). No entanto, acima da
temperatura 6tima, ocorre a desnaturacdo enzimatica, devido ao rompimento das ligagdes intra
e intermoleculares e, consequentemente modificagdo estrutural da enzima (EISENTHAL et al.,
2006; GOMES; ROCHA-SANTOS, 2019)

Os resultados demonstraram que nas temperaturas de 30 e 25 °C sdo alcangados os
maiores percentuais de degradacdo das micotoxinas em mosto e cerveja, respectivamente
(Tabela 1). A PO ¢ amplamente conhecida por sua ac¢do na degradagdo de diferentes
micotoxinas (DAS; MISHRA, 2000; FELTRIN et al., 2017; GARDA-BUFFON; KUPSKI;
BADIALE-FURLONG, 2011; GAUTERIO et al., 2017; MARIMON SIBAJA et al., 2019),
inclusive de OTA (NORA et al., 2019) e de ZEA (GARCIA; FELTRIN; GARDA-BUFFON,
2018; YU et al., 2012). Adicionalmente, Garcia e colaboradores (2020) descreveram, pela
primeira vez, a a¢do da PO (0,6 U mL!) na degradacio simultanea de OTA e ZEA em amostras
de cerveja tipo Pilsen e solu¢do modelo, sendo verificado a degradacao de 4,8 € 27,0% de OTA
e 10,9 e 64,9% de ZEA, respectivamente, apos incubagao por 6 h a 30 °C. Quando comparado
ao estudo de Garcia e colaboradores (2020) as degradagdoes de OTA e ZEA na cerveja,
observadas neste estudo, foram maiores em 5,57 e 1,85 vezes, respectivamente, ficando

demonstrada a necessidade da padronizacao das condi¢des de aplicacdao no produto desejado.

Tabela 1 - Efeito da temperatura na degradacdo de ocratoxina A (OTA) e zearalenona (ZEA)
pela acdo do mix enzimatico* em mosto e cerveja.
Degradacao** (%)

Temperatura (°C) Mosto Cerveja
OTA ZEA OTA ZEA
25 37,2°+0,2 27,3+ 0,8 67,4+ 3,3 20,22 +22
30 42,5%+£31 2932 +2.5 64,7 + 4,9 12,6° + 2,0
35 44,0° £ 3,2 14,7° £ 0,5 67,22+ 0,3 14,1+ 0,8
40 2824112 152°+1,3 21,2°+0,9 11,3+ 1,1

* Mix enzimatico (peroxidase comercial, 0,6 U mL"! e amano lipase A, 0,3 U mL"") sob agitagdo orbital a 150
rpm durante 22 h. **Resultados expressos como média + desvio padrdo das médias (n=3). Letras iguais na
mesma coluna indicam que ndo houve diferenca significativa estatisticamente (p > 0,05).
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A lipase também apresenta potencial para hidrolisar micotoxinas, principalmente
por sua a¢do na degradagao de 90% de OTA em solugdo tamponante (STANDER et al., 2000),
93% de patulina (PAT) em suco de pera (XIAO et al., 2019), 70% PAT em suco de maca
(TANG et al., 2018) e 98% de PAT em solucao aquosa (LI et al., 2017). Além disso, até esse
momento, nenhum estudo prévio foi descrito utilizando a a¢do da lipase na degradagdo de ZEA.
Assim, para dar continuidade na degradacdo de OTA e ZEA em mosto foi selecionada a
temperatura de 30 °C e para a cerveja foi empregado 25°C.

A cerveja ¢ obtida através das operagdes de maltagem, moagem do malte,
mosturacdo, filtracdo do mosto, fervura, tratamento do mosto, fermentacdo, maturagao,
clarificagdo, estabilizacdo e envase (HARRISON; ALBANESE, 2017, WUNDERLICH;
BACK, 2009). A aplicagdao do mix enzimatico, nas condi¢des reacionais de 30 e 25 °C em mosto
e cerveja, respectivamente, pode ser considerada uma alternativa a industria cervejeira para o
controle de OTA e ZEA. Desta maneira, sugerimos a aplicagdo do mix no mosto, apos a etapa
de mosturacdo, e na cerveja apos a fermentacdo, o que propiciariam evitar referentes a
manuten¢do da temperatura 6tima a reacdo enzimdtica. Além disso, as etapas seguintes do
processamento da bebida, como fervura do mosto e pasteurizacdo da cerveja, auxiliariam na
inativagdo das enzimas. E assim, evitariam reagdes enzimaticas indesejaveis e a necessidade de
adicionar outra etapa com a finalidade de desnaturar essas moléculas. Portanto, o mix
enzimatico podendo ser aplicada em uma etapa do processamento ou de maneira sequencial,
caso haja necessidade, como em situagdes onde os niveis de contaminagdo por estas

micotoxinas no mosto estejam altos mesmo apos a agao enzimatica.

3.1.2 Efeito da atividade enzimatica

A concentracdo da enzima € importante, pois esta € necessaria para reagir com as
moléculas do substrato. Se houver uma maior concentracdo de enzimas, a reagdo serd mais
rapida até que haja a extin¢do de todo substrato disponivel. Portanto, aumentar a concentracao
da enzima sempre aumentard a taxa da reagdo catalisada pela enzima até certo ponto, apds isto,
qualquer acréscimo ndo afetard a taxa da reagdo e resultard em desperdicios (KUDDUS, 2019).

Nas concentragdes de 0,90 U mL™! de PO e 0,45 U mL™' de amano lipase A foram
observados os maiores percentuais de degradagao simultinea de OTA e ZEA em mosto. Quanto
a cerveja, as maiores degradacdes foram observadas quando empregado o mix enzimatico nas

concentragdes de PO e amano lipase A de 1,20 e 0,60 U mL™!, respectivamente. Além disso, é
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possivel observar que os percentuais de degradagdo no mosto e cerveja aumentaram conforme

adi¢do da atividade enzimatica (Tabela 2).

Tabela 2 - Efeito da atividade enzimatica de peroxidase comercial (PO) e amano lipase A na
degradacdo de ocratoxina A (OTA) e zearalenona (ZEA) em mosto* e cerveja**.

Atividade enzimatica

(U mL") Degradacao®**(%)
PO Amano lipase A Mosto Cerveja
OTA ZEA OTA ZEA

0,15 0,08 28,9+ 14  162°+0,6 5,5+ 1,1 20,8°+ 0,7
0,30 0,15 38227 16,1°£22 11,79+ 0,6 22,3 +0,7
0,60 0,30 47,0626 30,3*+1,8 69,2°+12 212°+13
0,90 0,45 86,3*+3,6 294°+14 784°+1,6 247°+13
1,20 0,60 87,3*+2,1  28,4*+1,2 96,99+£1,9 23,00+1,2

*Mosto sob agitagdo orbital a 150 rpm durante 22 h a 30 = 1 °C. **Cerveja sob agitagdo orbital a 150 rpm
durante 22 h a 25 + 1 °C. ***Resultados expressos como média + desvio padrdo das médias (n=3). Letras iguais
na mesma coluna indicam que ndo houve diferenga significativa estatisticamente (p > 0,05).

Os resultados observados corroboram com o descrito no estudo de Das; Mishra
(2000), que verificaram que a velocidade de reacdo da PO e a degradacdo de aflatoxina B1
(AFBI) ¢ diretamente proporcional a atividade enzimdtica, mas que ap0s a concentragdo otima
ndo ocorre diferenca na conversdo de substrato, ocasionada pela saturagdo de substrato ou
atuagdo de inibidores enzimaticos. Outra consideracdo a ser realizada, ¢ que a atividade
enzimatica determina o uso destas moléculas em processos comerciais devido ao seu alto custo,
viabilizando o estudo desta variavel para ser empregado quantidades minimas de enzima e
obtencado de altos percentuais de degradagdo a um custo razoavel (SIBAJA et al., 2019).

Adicionalmente, nenhum estudo, na literatura consultada, foi realizado avaliando a
enzimatica 6tima de PO comercial e amano lipase A para degradagdo simultdnea de OTA e
ZEA. No entanto, a PO comercial foi empregada em diferentes concentracdes, para a
degradacdo de OTA e ZEA em solug@o modelo e cerveja (GARCIA et al., 2020), de OTA em
solu¢do modelo e suco de uva (NORA et al., 2019) e ZEA em solugao modelo (GARCIA;
FELTRIN; GARDA-BUFFON, 2018).

4 CONCLUSAO
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O mix enzimatico, composto pela PO e pela amano lipase A, foi eficiente na
degradagdo simultdnea de OTA e ZEA em mosto e cerveja. No mosto a 30 °C, a adigdo de
0,90 U mL"de PO e 0,45 U mL"! de amano lipase A a 30 °C propiciou a degradagiio de OTA e
ZEA de 86,3 e 29,4%, respectivamente. Na cerveja, a agdo do mix com 1,20 UmL"' de PO e
0,60 U mL! de amano lipase A, a 25 °C, resultou na degradacio de OTA e ZEA em 96,9 e
23,0%, respectivamente. Em suma, foi proposto a utilizagdo de um método bioldgico promissor
para o controle de OTA e ZEA na industria cervejeira. Este estudo colabora para a redugao dos
impactos que estes contaminantes ocasionam na producao de alimentos seguros e contribui com

a economia, por evitar o descarte de insumos e produtos.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi realizar a caracterizagdo, fisico-quimica e espectrometria de
ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H), de mosto e cerveja apds acdo de mix
enzimatico para degradagdo simultanea de ocratoxina A (OTA) e zearalenona (ZEA). O mix
enzimatico foi composto por peroxidase (PO) e amano lipase A. As condi¢des reacionais para
degrada¢iio de OTA e ZEA no mosto foram de 30 °C com adigdo de 0,90 e 0,45 U mL™!' de PO
e amano lipase A. Para a degradacdo na cerveja as condigdes reacionais foram de 25 °C e adi¢ao
de 1,20 € 0,60 U mL"! de POD e amano lipase A na cerveja. No mosto e na cerveja foi realizado
o acréscimo de 26 mM de peréxido de hidrogénio antes dos ensaios de degradagdo das
micotoxinas. A incubagao foi realizada sob sob agitacao orbital a 150 rpm por 22 h. No mosto,
OTA e ZEA foram degradadas em 86,3 e 29,4%, respectivamente. Na cerveja, 96,9% de OTA
e 23,0% de ZEA foram degradadas ap6s acdo do mix enzimatico. A caracterizag¢do fisico-
quimica demonstrou que a agdo das enzimas afetou parametros, como cor, pH, amargor e
turbidez das amostras e, a caracterizagio por espectrometria de RMN 'H possibilitou verificar
modificagdes nos sinais caracteristicos de alcoois, acidos organicos, aglicares € compostos
aromaticos. Além disso, foi demonstrado a eficiéncia da agcdo enzimatica na degradacdo de
micotoxinas, podendo ser uma alternativa ao processo cervejeiro para o controle destes
contaminantes.

Palavras-chave: Micotoxina. Método bioldgico. Peroxidase. Amano lipase A. RMN 'H.
Caracterizagao fisico-quimica.
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1 INTRODUCAO

A cerveja ¢ amplamente consumida e apreciada. Em 2018, sua produgao global foi
estimada em aproximadamente 1,94 bilhdes de hectolitros (STATISTA, 2020). A Lei de Pureza
Alema, oriunda da Baviera, descreve que a cerveja ¢ uma bebida alcodlica fermentada obtida
de cereais maltados, agua, lipulo e fermento (NARZISS, 1984). Para a obtencao da cerveja,
sao efetuadas varias operagdes durante o processo cervejeiro, como maltagem, moagem do
malte, mosturacao, filtragdo do mosto, fervura, tratamento do mosto, fermentagao, maturagao,
clarificagdo, estabilizagdo e¢ envase (HARRISON; ALBANESE, 2017; WUNDERLICH;
BACK, 2009). Na fabricacdo da bebida os principais cereais empregados sdo cevada, arroz,
trigo, milho, aveia e sorgo (PARKER, 2012). Cerca de 450 constituintes compdem a cerveja,
dentre eles macromoléculas, como proteinas, acido nucleicos, polissacarideos e lipideos
(STEINER; BECKER; GASTL, 2010). Além disso, esta bebida ¢ considerada fonte de
aminoacidos, peptideos, vitaminas B e compostos fendlicos derivados do lupulo e do malte e,
portanto, podem oferecer beneficios a saude humana (KONDO, 2004).

No entanto, nesta bebida ¢ reportado a ocorréncia de micotoxinas, como a
ocratoxina A (OTA) e zearalenona (ZEA) (ARAGUAS; GONZALEZ-PENAS; LOPEZ DE
CERAIN, 2005; BAUER etal.,2016; NKWE; TAYLOR; SIAME, 2005; ODHAV; NAICKER,
2002; VISCONTI; PASCALE; CENTONZE, 2000), resultantes do emprego de insumos
contaminados na fabricacdo da cerveja (BELAKOVA et al., 2011; GHALI et al., 2008;
IBANEZ-VEA et al., 2012; LAITILA, 2015; MAKUN et al., 2011). As micotoxinas sao
metabolitos secundarios produzidos por fungos filamentosos quando estes sdo submetidos a
condi¢des favordveis a producdo e/ou estresse (BENNETT; KLICH, 2003). A significativa
ocorréncia de micotoxinas em alimentos e ragdes apresenta riscos a satide humana e animal que
variam de simples reagdes alérgicas até a morte (HAQUE et al., 2020).

A OTA ¢ descrita como uma substancia nefrotoxica e imunotoxica (GAN et al.,
2017), teratogénica (MAYURA et al., 1984), mencionada pela Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Cancer — IARC como uma substincia possivelmente carcinogénica (IARC,
1993). A ZEA ¢ reconhecida por ser um desregulador endocrino (EFSA, 2016), porém as
evidéncias cientificas sdo insuficientes para sua classificacio como um agente carcindgeno
(IARC, 1993). Os efeitos toxicos que estas substancias acarretam a saude humana estimulam
estudos de métodos fisicos, quimicos e bioldgicos que visam a mitigagdo de micotoxinas em

alimentos (MAGAN; OLSEN, 2004).
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O emprego de enzimas como método bioldgico para reduzir os niveis de
micotoxinas em alimentos e/ou ragdes ¢ considerado vantajoso e promissor (KARLOVSKY et
al., 2016). As enzimas destacam-se frente a outros métodos de mitigacao de micotoxinas por
serem especificas, ambientalmente seguras e sustentdveis e por causarem alteracdes leves na
qualidade sensorial e nutricional dos alimentos (LOI et al., 2017; MANUBOLU et al., 2018).
Adicionalmente, a utilizagdo da enzima peroxidase comercial (PO), pertencente a classe das
enzimas oxidorredutases (LOPES; PINTO; SILVA, 2014), ¢ descrita por degradar OTA e ZEA
em cerveja e solugao modelo (GARCIA et al., 2020). A amano lipase A faz parte da familia de
enzimas hidroliticas (HOUDE; KADEMI; LEBLANC, 2004) e foi eficiente na degradacao de
OTA em solugdo modelo (STANDER et al., 2000).

As caracteristicas inerentes a composi¢ao da cerveja sdo importantes, pois fornecem
informagdes sobre a natureza e historico da amostra e apresentam implicacdes significativas
para o controle de qualidade apropriado da bebida (GIL; RODRIGUES, 2009). Além disso,
esta matriz ¢ uma mistura complexa dependente de muitos fatores, como as matérias-primas
empregadas e o processamento cervejeiro (HARRISON; ALBANESE, 2017). Neste contexto,
a espectroscopia por ressonincia magnética nuclear (RMN) ¢é uma técnica analitica ndo
destrutiva, rapida, simples e capaz de detectar seletivamente um grande numero de compostos
simultaneamente € mesmo que em baixas concentragdes, € até em matrizes complexas, como
leite e produtos lacteos (BELLOQUE; RAMOS, 1999; SCANO et al.,, 2019), carne
(LAURENT; BONNY; RENOU, 2000), frutas e vegetais (HILLS; CLARK, 2003), cereais e
farinhas (KALETUNC; BRESLAUER, 2003; SANGPRING et al., 2017), 6leos (HIDALGO;
ZAMORA, 2003), mel (OHMENHAEUSER et al., 2013), especiarias (SCOGNAMIGLIO et
al., 2015) e cerveja (JEONG; CHO; KIM, 2017).

Portanto, a elevada producdo e consumo de cerveja somado a frequente ocorréncia
de OTA e ZEA e aos problemas que estas substancias ocasionam a satde dos consumidores,
bem como os avancos dos métodos biologicos para degradagdao das mesmas, incentivam estudos
voltados a caracterizacdo do mosto cervejeiro por diferentes técnicas como RMN,
principalmente pela auséncia de pesquisas com este foco na literatura. Desta maneira, o objetivo
deste estudo foi realizar a caracterizagdo, fisico-quimica e por espectrometria por ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H), de mosto e cerveja antes e apos agdo de mix

enzimatico, composto por PO e amano lipase A, para degradagao simultanea de OTA e ZEA.

2 MATERIAL E METODOS
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2.1 AMOSTRA, PADROES DE MICOTOXINAS E ENZIMAS

O mosto base para a produgdo de cerveja tipo American Pale Ale foi fornecido por
uma microcervejaria situada em Rio Grande, RS — Brasil, resultante da mosturacao de 88 kg de
malte Pilsen, 2 kg de malte Carared, 90 kg de malte de Munique tipo Il e 750 L de agua potavel.
A cerveja tipo Pilsen (latas de 473 mL) foi adquirida em um estabelecimento comercial na
cidade de Rio Grande, RS — Brasil, sendo estas do mesmo fabricante e lote. Os padrdes das
micotoxinas OTA e ZEA, com pureza de > 99,0%, a PO comercial - padrao enzimatico de PO
tipo VI obtida de raiz-forte (Armoracia rusticana) liofilizada com concentracdo de 250 a
330 Umg! e a enzima amano lipase A obtida Aspergillus niger em concentragdes acima de

120.000 U g! foram adquiridos da Sigma Aldrich Co. (Saint Louis, EUA).

2.2 PREPARO DE AMOSTRA

As amostras foram desgaseificadas em banho ultrassonico de 25 kHz durante
60 min, conforme Garcia et al. (2020). O mosto foi filtrado em filtro de papel de 40 um.
Posteriormente, as amostras foram acondicionadas em frascos ambar de 1 L e mantidas

congeladas até a utilizagao.

2.3 PREPARO DAS SOLUCOES PADRAO DE MICOTOXINAS E ENZIMAS

As solucdes estoque de OTA (100 pg mL) e ZEA (500 ug mL!") foram preparadas
em benzeno:4cido acético (99:1, v v'') e benzeno:acetonitrila (98:2, v v'!), respectivamente, e
posteriormente congelados. As solugdes de trabalho resultaram das diluicdes de solucdes
estoque até a concentracdo utilizadas para os ensaios de degradagdo. A confirmagdo da
concentracao da solucdo de trabalho de OTA e ZEA foi realizada em espectrofotdometro UV-
Vis. O comprimento de onda de absor¢ao méaxima para OTA e ZEA foi de 333 ¢ 317 nm, e a
absortividade molar foi de 5550 e 6060 L cm™! mol! em benzeno:acido acético (99:1, vv') e
benzeno, respectivamente (AOAC, 2000).

As solugdes trabalho de PO e lipase foram preparadas a partir da diluigao dos
padrdes em agua ultrapurificada, de acordo com as especificagdes do fabricante. A medida da
atividade enzimatica da PO foi determinada de acordo com Garcia et al. (2020) utilizando
tampao fosfato (100 mM pH 6,0), dgua, peroxido de hidrogénio - H202 (26 mM), guaiacol

(9 mM) e extrato enzimatico, incubagdo a 30 °C durante 15 min. A atividade enzimatica foi
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verificada em espectrofotdometro a 470 nm através da oxidagdo do substrato guaiacol a
tetraguaiacol. Uma unidade de atividade da peroxidase (U) representa a quantidade de enzima
que catalisa a oxidacdo de 1 pmol de guaiacol a tetraguaiacol (26.600 L mol ! cm™!) em 1 min.

A atividade da lipase foi verificada sob condigdes descritas por Lee et al. (1999). O
substrato p-nitrofenilbutirato (p-NPB) foi diluido em acetonitrila a uma concentragdo de
10 mM. Posteriormente, o substrato p-NPB (10 mM) foi diluido em etanol absoluto e tampao
fosfato de potassio 50 mM pH 7,5 nas propor¢des de volumes de 1:4:95, respectivamente. A
incubacao foi realizada com 0,3 mL da solugdo enzimatica e 0,9 mL de substrato p-NPB a 60 °C
por 15 min. O produto da hidrolise do substrato em p-nitrofenol (p-NP) foi medido em um
espectrofotometro a 405 nm. Uma unidade de atividade da lipase (U) foi definida como a

quantidade de enzima que libera 1 umol de p-NP em 1 min.

2.4 DETERMINACAO DE OTA E ZEA

A determinagdo de OTA e ZEA das amostras de mosto e cerveja foram realizadas
de acordo com Garcia et al. (2020), empregando a técnica de extragao parti¢ao liquido-liquido
com cloroférmio. Primeiramente, a amostra de 1 mL (mosto ou cerveja) foi acidificada com
acido acético até atingir pH 2, depois foram adicionados 1,5 mL de cloroférmio e agitados em
vortex por 30 s e em banho ultrassonico de 25 kHz por 3 min. A fase organica foi coletada e o
procedimento foi repetido trés vezes. O volume final obtido durante a extracdo foi evaporado
em banho de areia a 60 °C. A determinacao das micotoxinas OTA e ZEA foi realizada em
cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) acoplado a um detector de fluorescéncia, e
prévia ressuspensao e homogeneizacdo das amostras em fase movel. Para a analise foi utilizada
uma coluna Supleco® - Kromasil C18 (5 um e 150 mm x 4,6 mm) mantida a temperatura de
25 °C, detec¢@o nos comprimentos de onda de 333 nm para excitagdo e 460 nm para emissao,
fase movel composta por acetonitrila:dgua acidificada 1% com 4cido acético (60:40, v v ') e

vazio 0,8 mL min™! em elui¢io isocratica totalizando 7 min de corrida cromatografica.

2.5 DEGRADACAO DE OTA E ZEA EM MOSTO E CERVEJA PELA ACAO DO MIX
ENZIMATICO DE PO E AMANO LIPASE A

A degradacdo de OTA e ZEA nas amostras foi realizada em reatores tipo
Erlenmeyer com volume de 250 mL. Os reatores foram previamente contaminados com OTA

(10 ng mL) e ZEA (1 ug mL™) e o solvente da solu¢do padrio foi evaporado sob atmosfera
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de nitrogénio e adicionado de 200 mL das amostras (mosto ou cerveja). Posteriormente, foi
realizada homogeneizagdo banho ultrassonico por 3 min, respectivamente. Nos reatores,
constituidos por mosto foram adicionados H202 (26 mM), PO (0,90 U mL ') e amano lipase A
(0,45 U mL™), e nos reatores de cerveja foram realizadas o acréscimo de H2O2 (26 mM), PO
(1,20 U mL!) e amano lipase A (0,60 U mL™). Os reatores de mosto e cerveja foram mantidos
em agitagdo orbital a 150 rpm durante 22 h a 30 e 25 £+ 1 °C, respectivamente. As amostras
foram extraidas e quantificadas para a avaliacdo do percentual de degradagdo (%) de OTA e
ZEA, sendo este determinado pela diferenca da concentragao inicial e final das micotoxinas.
A confiabilidade dos resultados foi verificada de acordo com as diretrizes descritas
como aceitaveis pela Comissao Europeia (2006) e Sante/Eu (2017). As curvas analiticas
apresentaram faixa de concentragio das micotoxinas e linearidade (0,4 a 30,0 ng mL™! de OTA
e 0,02 a 2,00 ugmL"! de ZEA) e limites de deteccdo e quantificacio foram de 0,25 e
0,40 ng mL™! para OTA e 0,01 e 0,02 pg mL"! de ZEA, respectivamente. Os coeficientes de
correlacdo e determinacdo foram superiores a 0,99 e as médias dos niveis de recuperacdo, em
trés niveis de fortificagdo de OTA e ZEA, em mosto foram 92 e 99% e em cerveja foram 101 e
86%, respectivamente, com coeficiente de variacdo inferior ou igual a 7%. Os ensaios foram
denominados como cerveja controle sem adigdo de micotoxina e mix enzimatico (C), cerveja
contaminada com OTA e ZEA (CM), cerveja contaminada com OTA e ZEA e tratada com mix
enzimatico (CME), mosto controle sem adicdo de micotoxina e mix enzimatico (M), mosto
contaminado com OTA e ZEA (MM) e mosto contaminado com OTA e ZEA e tratada com

mix enzimatico (MME).

2.6 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA

A caracterizagdo fisico-quimica das amostras de mosto (cor - método n° 8.5, pH -
método n°® 8.17, amargor - método n°® 8.8, densidade especifica - método n° 8.2.1, extrato do
mosto - método n° 8.3 e aclcar total — método 8.14) e de cerveja (cor - método n° 9.6, pH -
método n°® 9.35, amargor - método n°® 9.8, densidade especifica - método n° 9.43, grau alcodlico
—método n® 9.2.3, agucar total — método 9.26, extrato real, extrato aparente e extrato original -
método n°® 9.4) foi realizada conforme os métodos propostos pela European Brewery
Convention (EBC, 2007). A turbidez foi determinada em turbidimetro digital portatil (modelo
2100-P, Hach) de acordo com o método n°® 970.14 da Association of Official Analytical Chemists
(AOAC, 2000).
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2.7 CARACTERIZACAO DE MOSTO E CERVEJA POR RMN

Para a analise espectrométrica, as amostras foram homogeneizadas em vortex por
30 s e em banho ultrassénico de 25 kHz por 3 min. Posteriormente, 100 pL de dioéxido de
deutério (D20O) foram adicionados a 500 puL. de amostra (mosto ou cerveja) em tubos de RMN.
Os espectros do nticleo de 'H em 400,13 MHz a 26 °C foram registrados em espectrometro
Bruker Avance III HD Ascend 400, operando a 9,4 T com sonda BBI de detecc¢ao inversa. A
supressao de H>O foi realizada em 4,77 ppm, janela espetral de 20 ppm, correcao da linha de
base de 0,3 Hz, resolugdo digital de 65536, 16 varreduras e tempo de aquisi¢ao de 4,09 s. O
processamento dos dados foi realizado no software Topspin 3.6.2 Bruker. O
trimetilsililpropionato de sédio (TMSP) foi utilizado como padrdo interno para referéncia do
0 ppm.

Os espectros de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) foram
exportados e organizados em 3 matrizes, separadas pelas regides: de 0-3 ppm (9520 x 18), 3-6
ppm (9100 x 18) e 6-10 ppm (13090 x 18). As linhas correspondem aos deslocamentos quimicos
em RMN 'H, e as colunas, as amostras. Os sinais para o etanol (1,21-1,13 ¢ 3,69 - 3,60 ppm) e

agua residual (4,74 - 4,86 ppm) foram retirados, conforme Almeida et al (2006).

2.8 ANALISE DOS DADOS

Os resultados da caracterizagdo fisico-quimica foram avaliados por andlise de
variancia (ANOVA) e pelo teste de Tukey a nivel de significancia de 5% no programa Statistica.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata e comparados ao controle (com micotoxinas e
sem adicdo do mix enzimatico).

A Andlise de Componentes Principais (PCA) foi realizada utilizando o software
MetaboAnalyst 3.0 (www.metaboanalyst.ca — McGillUniversity) e aplicados ao conjunto de
dados relativos as 3 regides dos espectros de RMN 'H. A normalizagdo dos dados foi realizada
em relagcdo a uma amostra de referéncia. A separagdo das amostras em grupos foi realizada por

meio dos scores obtidos do PC1 e PC2. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 DETERMINACAO DA DEGRADACAO DE OTA E ZEA
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Ao final de 22 h de atividade do mix enzimatico foram observadas as degradagdes
de 86,3 e 29,4% de OTA ¢ ZEA em mosto, com desvio padrao de 3,6 e 1,4, respectivamente.
Na cerveja, 96,9% de OTA e 23,0% de ZEA, com desvio padrdo de 1,9 e 1,2, respectivamente,
foram degradadas apos a agdo das enzimas. Por meio destes resultados, foi proposto um método
eficiente de biodegradacdo de OTA e ZEA para a industria cervejeira. Até o momento, ndo ha
nenhum estudo na literatura consultada que descreva a acdo de mix enzimatico composto por
PO comercial e amano lipase A para degradacao simultanea de OTA e ZEA em mosto e cerveja.
Também nao ha estudo prévio que descreva a agdo da amano lipase A na degradagao de ZEA.
No entanto, a PO de diferentes fontes demonstrou bons resultados na degradacdo de diferentes
micotoxinas, como aflatoxinas (AFLA) (DAS; MISHRA, 2000; SIBAJA et al., 2019;
TRIPATHI; MISHRA, 2011), OTA (NORA et al., 2019), deoxinivalenol (FELTRIN et al.,
2017; GARDA-BUFFON; KUPSKI; BADIALE-FURLONG, 2011; GAUTERIO et al., 2017)
e ZEA (GARCIA; FELTRIN; GARDA-BUFFON, 2018).

Na literatura, somente dois estudos relatam a degrada¢do de micotoxinas por PO
em cerveja. Sibaja e colaboradores (2019) demonstraram que a PO (0,015 U mL™") reduziu a
concentracdo da micotoxina AFLA B1 em 97 e 24%, em leite e cerveja, respectivamente. Além
disso, é reportado por Garcia e colaboradores (2020) que a PO comercial (0,6 U mL™) é capaz
de degradar simultaneamente OTA e ZEA em solucao modelo e cerveja apds incubagdo a 30 °C
por 6 h. Os percentuais de degradacdo de OTA e ZEA em solugao modelo foram de 64,9 e 27%,
respectivamente. Na cerveja, somente 4,8% de OTA e 10,9% de ZEA foram degradados,
menores indices observados na cerveja foram justificados pelos autores devido a complexidade
da matriz quando comparado a solu¢ao modelo.

Adicionalmente, a lipase foi relatada por apresentar potencial na degradacao de
OTA e patulina (PAT). Stander et al. (2000) avaliaram a degradacdo de OTA pela acdo de 23
enzimas hidroliticas em solu¢do tamponante com pH 7,5, e verificaram que a amano lipase A
degradou até 90% de OTA em ocratoxina a (OTa), produto de detoxificagao dessa micotoxina.
Na degradacao de PAT, a lipase obtida de diferentes fontes foi eficaz na degradacao de desta
micotoxinas em 93% em suco de pera (XIAO et al., 2019), 70% em suco de maca (TANG et
al., 2018) e 98% em solucdo aquosa (LI et al., 2017).

3.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO MOSTO E CERVEJA APOS A
DEGRADACAO
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Na Tabela 1 sdo demonstrados os resultados da caracterizagdo fisico-quimica das
amostras (mosto e cerveja), observados apds a degradagdo simultinea de OTA e ZEA. Esta
caracterizacao foi realizada com a finalidade de avaliar as possiveis alteracdes que as enzimas
poderiam acarretar as amostras. No mosto, com exce¢ao da densidade e amargor, os parametros
analisados foram influenciados significativamente pela acdo das enzimas, e para cerveja
somente o teor alcodlico ndo foi alterado. Além disso, os demais parametros como extrato de
mosto, densidade da cerveja, extrato real, extrato aparente, extrato original e acticar foram
estatisticamente diferentes ao controle, o que pode ser decorrente da interferéncia das enzimas
e/ou proteinas presentes no mix adicionado.

A cor ¢ a turbidez em ambas amostras (mosto ou cerveja) tratadas com o mix
enzimatico foram os parametros mais afetados quando comparados ao controle. O efeito
observado relacionado a alterag@o da cor pode ser resultante da agdo da PO. A PO ¢ uma enzima
oxidativa, altamente reativa, termotolerante e reconhecida por ocasionar o escurecimento
enzimatico (JIANG et al., 2016; LI; WANG; LIU, 2017). Outra caracteristica a ser observada
¢ que a cerveja ¢ uma mistura complexa, onde interacdes entre polifenodis e proteinas, por
exemplo, pode resultar na precipitagao destes compostos e, consequentemente, aumento da
turbidez (STEINER; BECKER; GASTL, 2010). A cor e turbidez sdo importantes atributos
sensoriais € que poderiam ser melhoradas no produto final, nesta situagdo, através das etapas
de filtragdo e/ou clarificagdao atualmente empregadas durante o processamento cervejeiro.

O amargor no mosto ndo foi influenciado pela agdo do mix enzimatico, porém na
cerveja foi observado uma diminuicdo de 18,3% deste pardmetro quando comparado ao
controle. O amargor da cerveja ¢ um atributo de sabor que os consumidores esperam e
desfrutam em grau variavel durante o consumo (HOUGH et al., 1982). A baixa influéncia do
mix no mosto e/ou cerveja ocasionada no amargor torna seu emprego favoravel visando a
degradacdo de OTA e ZEA.

Apo6s a acdo do mix enzimatico, o pH do mosto foi reduzido em 5,7% e na cerveja
houve o aumento de 18,1 %, quando comparados ao controle. Adicionalmente, as alteragdes
observadas no pH podem ser resultantes das reagdes de ionizacdo dos aminodcidos das
proteinas que compdem o mix enzimatico. Segundo Kaneda, Takasiiio e Tamaki (1997) o pH
no processo cervejeiro apresenta influéncia acentuada referentes ao desenvolvimento
microbiano e turbidez, pois em baixos niveis este inibe o crescimento dos microrganismos,

porém aumenta a turbidez.
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Tabela 1- Caracterizacao fisico-quimica do mosto* e cerveja** apds degradagao de
ocratoxina A e zearalenona pela acdo de mix enzimatico.

Amostra Indicadores Controle [ratamento
enzimatico***
Cor (EBC) 13,59 + 0,07 36,31°+ 0,27
pH 5,128+ 0,05 4,83+ 0,03
Amargor (IBU) 8,44+ 0,06 8,592+ 0,20
Mosto Densidade especifica (g cm?) 1,0565% £ 0,0007 1,0535% £ 0,0026
Extrato do mosto (°P) 13,82+ 0,04 13,1+ 0,12
Acticar total (mg mL™) 126,72+ 2,27 116,8°+ 3,29
Turbidez (NTU) 49,21+ 0,80 897,01°+ 1,50
Cor (EBC) 5,10°+ 0,09 40,53*+ 0,50
pH 4,25+ 0,04 5,02+ 0,01
Amargor (IBU) 13,81+ 0,17 11,28+ 0,14
Densidade especifica (g cm?) 1,0075% + 0,0001 1,0139% £ 0,0019
Cerveja Teor alcoolico (% v v1) 5,012+ 0,02 5,042 £ 0,02
Extrato real (°P) 4,06+ 0,05 5,82+ 0,30
Extrato aparente (°P) 1,95+ 0,00 3,552+ 0,00
Extrato original (°P) 13,68+ 0,21 15,40*+0,31
Agucar total (mg mL) 1,2°+ 1,61 7,4+ 1,08
Turbidez (NTU) 8,76+ 0,80 564,32°+ 3,69

°P — graus Plato; EBC — unidade da European Brewery Convention; IBU- unidade Internacional de Amargor;
NTU - unidade nefelométrica de turbidez. Controle — amostra com micotoxinas ¢ sem adi¢do do mix enzimatico.
*Mosto - adi¢do de 0,9 U mL"! de PO ¢ 0,45 U mL' de amano lipase A e agitagdo orbital a 150 rpm durante 22 h
a 30+ 1 °C. **Cerveja - adigdo de 1,2 U mL™! de PO € 0,6 U mL"! de amano lipase A e agitagdo orbital a 150
rpm durante 22 h a 25 £ 1 °C. ***Resultados expressos como média + desvio padrdo das médias (n=3). Letras
iguais na mesma linha indicam que ndo houve diferenca significativa estatisticamente (p > 0,05).

3.3 CARACTERIZACAO DA CERVEJA E MOSTO ATRAVES DE RESSONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

As trés principais regides para andlise de cervejas por meio da técnica de
espectrometria de RMN ', conforme descrito por Almeida e colaboradores (2006), Jeong; Cho
e Kim, (2017) e Rodrigues et al e colaboradores (2010), sdao: de 0 a3 ppm,3a6 ppme 6 a 10
ppm, relativos aos compostos alifaticos, a agiicares € compostos aromaticos, respectivamente.
Para a andlise multivariada das amostras de cerveja e mosto, foi utilizada a técnica de PCA

separadamente para cada regido do espectro de RMN 'H, de modo a observar os efeitos dos
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tratamentos sobre os compostos alifaticos (regido de 0 a 3 ppm), agticares (regido de 3 a 6 ppm)
e compostos aromaticos (regido de 6 a 10 ppm). Os graficos de escores sdo apresentados na
Figura 1.

Para as trés regioes do espectro (Figuras 1 a, 1 b e 1 ¢), os agrupamentos
correspondentes as amostras de cerveja localizam-se na regido negativa da Principal
Componente 1 (PC1), enquanto aqueles correspondentes ao mosto foram agrupados na regiao
positiva dos graficos de escore. A principal diferenga observada foi a separacdo das amostras
de mosto (M, MM e MME) e cerveja (C, CM e CME) resultante composi¢ao das amostras. Na
regido caracteristica dos sinais dos compostos alifaticos, o PC1, explicou 96,5% da variancia
total (Figura 1 a) e a regido dos agucares (Figura 1 b) e dos compostos aromaticos (Figura 1 ¢)
foi explicada em 50,9 e 86,4%, respectivamente. Na Tabela 1 ¢ possivel observar alguns
indicadores que diferenciam a composi¢ao do mosto e da cerveja e corroboram com a anélise

de PCA.

Figura 1- Analise de Componentes Principais das amostras de cerveja e mosto dos espectros
de RMN 'H nas regides de 0 a 3 ppm (a), de 3 a 6 ppm (b) e de 6 a 10 ppm (c).
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Legenda: CM - cerveja contaminada com ocratoxina (10 ng mL™") e zearalenona (1 pg mL"); CME - cerveja
contaminada com ocratoxina (10 ng mL™') e zearalenona (1 ng mL™) e tratada com mix enzimatico (1,2 U mL"!
de peroxidase € 0,6 U mL' de amano lipase A) e agitagdo orbital a 150 rpm durante 22 h a 25 = 1 °C; C — cerveja
controle (sem adi¢do de micotoxinas e enzimas); MM - mosto contaminado com ocratoxina (10 ng mL') e
zearalenona (1 ug mL™"); MME - mosto contaminado com ocratoxina (10 ng mL-") e zearalenona (1 pg mL") e
tratadas com mix enzimatico (0,9 U mL! de peroxidase e 0,45 U mL"! de amano lipase A) € agitagdo orbital a
150 rpm durante 22 h a 30 + 1 °C; M — mosto controle (sem adi¢do de micotoxinas e enzimas
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Legenda: CM - cerveja contaminada com ocratoxina (10 ng mL™") e zearalenona (1 ug mL"); CME - cerveja
contaminada com ocratoxina (10 ng mL™') e zearalenona (1 pg mL™) e tratada com mix enzimatico (1,2 U mL"!
de peroxidase e 0,6 U mL! de amano lipase A) e agitagdo orbital a 150 rpm durante 22 h a 25 = 1 °C; C — cerveja
controle (sem adigdo de micotoxinas e enzimas); MM - mosto contaminado com ocratoxina (10 ng mL") e
zearalenona (1 pg mL™'); MME - mosto contaminado com ocratoxina (10 ng mL™!) e zearalenona (1 pg mL!) e
tratadas com mix enzimético (0,9 U mL"! de peroxidase e 0,45 U mL-! de amano lipase A) € agitagdo orbital a
150 rpm durante 22 h a 30 = 1 °C; M — mosto controle (sem adi¢do de micotoxinas e enzimas).
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Na regido entre 0 e 3 ppm, correspondente a Figura 1 (a), a anélise de componentes
principais foi capaz de explicar 96,5% da variancia entre as amostras verificadas no PC1. No
PC2 (1,7%), ha a separacdo do grupamento das amostras de C na regido negativa, enquanto CM
e CME encontram-se na regido positiva. Deste modo, considerando esta regiao do espectro, os
tratamentos empregados a cerveja ocasionaram a formagao de agrupamentos distintos no PC2,
enquanto as amostras de mosto formaram um unico agrupamento tanto no PC1 quanto no PC2.
A diferenciagdo entre mosto e cerveja nao ocorreu em decorréncia do tratamento enzimatico ou
contaminagao das amostras por OTA e ZEA.

Para a regido entre 3 e 6 ppm do espectro, demonstrado na Figura 1 (b), observa-se
a separacao das amostras CME e MME na regido positiva do PC2, que explica 36,8% da
variancia entre as amostras. A contaminagdo das amostras com micotoxinas ndo produziu
diferengas em relacdo aos C e M, pois € possivel observar que C e CM formaram um
agrupamento, do mesmo modo que 0 M e MM, ambos na regido negativa do PC2.

A regido entre 6 ¢ 10 ppm, conforme observado na Figura 1 (c), no PC2 (8,7%)
também ¢ possivel observar a separacdo do MME na regido positiva, enquanto MM e M
encontram-se na regido negativa, do mesmo modo que observado anteriormente para a andlise
da regido entre 3 ¢ 6 ppm. O grupamento formado pela amostra de CME esta localizado sobre
a origem do eixo que separa as regides positiva e negativa do PC2, proximo ao grupamento
formado por CM e C, que esta na regido negativa. Portanto, foi possivel observar que as
amostras tratadas com mix enzimatico (MME e CME) possuem caracteristicas comuns e que
ocasionaram a diferenciagdo das demais amostras nesta regido do espectro de RMN 'H.

Nas Figuras 2 e 3 sio apresentados os espectros de RMN 'H das amostras de cerveja
comercial tipo Pilsen (C, CM e CME) e das amostras mosto tipo American Pale Ale (M, MM
e MME), respectivamente. Na literatura, as aplica¢des da espectrometria por RMN em amostras
de cerveja envolvem basicamente: a tipificagdo (JEONG; CHO; KIM, 2017) e/ou diferenciagdo
(DUARTE et al., 2004; KHATIB et al., 2006), a caracterizacao quimica (DUARTE et al., 2003,
2002; GIL et al., 2003; NORD; VAAG; DUUS, 2004, RODRIGUES et al., 2011, 2010), o
controle de qualidade (LACHENMEIER et al., 2005) e o processamento cervejeiro (ALMEIDA
et al., 2006).
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Figura 2- Espectro de RMN 'H (400 MHz, 26 °C em agua deuterada) das amostras de

cervejas (CME, CM e C).
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Legenda: CME - cerveja contaminada com ocratoxina (10 ng mL™") e zearalenona (1 pg mL™") e tratada com mix
enzimatico (1,2 U mL"! de peroxidase € 0,6 U mL"! de amano lipase A) e agitagdo orbital a 150 rpm durante 22 h
a25+1°C; CM - cerveja contaminada com ocratoxina (10 ng mL™") e zearalenona (1 ug mL™"); C — cerveja

controle (sem adigdo de micotoxinas e enzimas).
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Figura 3 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, 26 °C em 4agua deuterada) das amostras de

mostos (MME, MM e M).
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Legenda: MME - mosto contaminado com ocratoxina (10 ng mL™!) € zearalenona (1 pg mL™') e tratadas com mix
enzimatico (0,9 U mL"' de peroxidase e 0,45 U mL"! de amano lipase A) e agita¢io orbital a 150 rpm durante 22
ha 30+ 1°C; MM - mosto contaminado com ocratoxina (10 ng mL") e zearalenona (1 ug mL™"); M — mosto
controle (sem adi¢do de micotoxinas e enzimas).
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As amostras CME apresentaram as seguintes modifica¢des: (I) a regido dos
alifaticos (0 a 3 ppm) apresentou maior intensidade de sinais, referentes aos alcoois e acidos
organicos; (II) a regido de agucares foram observadas modificagcdes como a diminui¢ao no sinal
caracteristico em 5,37 ppm (dextrina/maltose), aumento de sinais em 5,22 ppm, um dupleto em
4,62 e 4,64 ppm e também outros sinais de 3 a 4 ppm; (III) a regido dos compostos aromaticos
(6 a 10 ppm) demonstrou a reducdo de sinais indicando sobretudo a alteracdo no sinais
caracteristicos de compostos fenolicos e aminoacidos aromaticos. No mosto foi possivel
verificar que as amostras MME apresentaram diminui¢do de sinais na regiao correspondente
aos sinais caracteristicos de acucares (3 a 6 ppm) e na regido dos compostos aromaticos (6 a
10 ppm).

As alteragdes no aumento dos sinais correspondentes a alcoois e acidos organicos
e reducao dos sinais dos compostos aromaticos (compostos fendlicos) das amostras de mosto e
cerveja possivelmente sdo decorrentes da acdo catalitica da PO. A PO é uma oxidoredutase
capaz de catalisar reagdes de oxidacdo de uma ampla gama de substratos usando peréxido de
hidrogénio como receptor (ZAKHAROVA; UPOROV; TISHKOV, 2011). Esta enzima ¢ capaz
de atuar sobre os grupamentos quimicos: CH-CH, C=0, HC=CH, CH-NH-, NADH ¢ NADPH
(MEDINA et al., 2017), por este motivo foi empregada na degrada¢do de contaminantes
fenodlicos (DEVAIAH; SHETTY, 2009) e micotoxinas (DAS; MISHRA, 2000; FELTRIN et
al., 2017; GARCIA; FELTRIN; GARDA-BUFFON, 2018; NORA et al., 2019; SIBAJA et al.,
2019; TRIPATHI; MISHRA, 2011), na desodoriza¢dao de dejetos de suinos (YE; ZHU; LI,
2009), na descoloragdo de corantes (VUICIC et al., 2015) e hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (CHEN et al., 2014; LEE et al., 2015).

As modificacdes de sinais correspondente aos agucares podem estar relacionados a
acdo da lipase concomitantemente a atuacdo da peroxidase. A lipase ¢ uma hidrolase que atua
em ligacdes éster carboxilico de triacilglicerdis e outros substratos, como ésteres alifaticos,
aliciclicos, biciclicos e aromaticos, tio ésteres e aminas (LOTTI; ALBERGHINA, 2007). De
maneira geral, as enzimas hidroliticas como a lipase realizam clivagem de ligacdes C-O, C-C,
C-Ne P-O (SHARMA; UPADHYAY, 2020) e C-S (BLANCO; BLANCO, 2017). Além disso,
Fernandez-Mayoralas (1997) reportou que as reagdes enzimaticas que a lipase realiza incluem
acilagdo e desacilagdao de monossacarideos, dissacarideos e glicosideos. Também ¢ relatado que
a lipase possui capacidade de atuar na sintese sobre diferentes carboidratos, que se ligam a
diversos aminoacidos, formando os amino ésteres (LOHITH; DIVAKAR, 2007;
SOMASHEKAR; DIVAKAR, 2007).
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Outra caracteristica importante a ser ressaltada que pode ter ocasionado as
alteracdes do sinais correspondentes a agtcares ¢ que a PO ¢ uma glicoproteina que contém
18% de carboidratos, sendo estes: a galactose, arabinose, xilose, fucose, manose, manosamina
e galactosamina (KLAPPER; HACKETT, 1965; SIGMA-ALDRICH, 2019). Estudos
empregando a andlise d¢ RMN demonstraram que os carboidratos que constituem a fracdo
glicoproteica da peroxidase sdo detectados nas regides de 3,2 a 5,2 ppm e também nas regides
entre 1,2 a 2,2 ppm (KUROSAKA et al., 1991; VEITCH; WILLIAMS, 1990). Também ¢
possivel descrever que os resultados observados pela espectrometria de RMN corroboram com
os obtidos através da caracterizacdo fisico-quimica (Tabela 1). As amostras de mosto tratadas
enzimaticamente apresentaram conteudo de agucar total estatisticamente menor do que as
amostras controle (sem adicdo de mix enzimatico) de mosto. Nas amostras de cerveja efeito
contrario foi observado, pois apds o tratamento enzimatico houve o aumento significativo do
contetido de aglcares totais quando comparado as amostras controle (sem adicdo do mix
enzimatico).

Os sinais caracteristicos de OTA e ZEA nos espectros de RMN 'H, descritos por
Bittner, Cramer e Humpf (2013), Cordier et al. (1990), Dais et al. (2005) e Wang et al. (2019)
ndo foram observados nas amostras de mosto e cerveja analisadas. A explicagdo para esse
comportamento ¢ devida as baixas concentracdes de ZEA e OTA empregadas na fortificacao
das amostras (10 ng mL™! de OTA e 1 pg mL™! de ZEA) quando comparadas com as descritas

por estes autores que variaram entre 1 € 15 mg mL™!.

4 CONCLUSAO

O mix enzimatico composto por PO e amano lipase A, ocasionou a degradagao de
OTA e ZEA nas amostras de mosto e cerveja. As degradagdes de OTA e ZEA no mosto foram
de 86,3 e 29,4%, respectivamente. Nas amostras de cerveja tratadas enzimaticamente foram
atingidas degradagoes de 96,9% de OTA e 23,0% de ZEA. A caracterizagao fisico-quimica do
mosto e da cerveja demonstrou que a a¢do das enzimas acarretou alteracdes de parametros
importantes, como pH, amargor, cor e turbidez das amostras, porém sugere-se que algumas
etapas do processamento possam minimizar estes efeitos. Adicionalmente, a espectrometria de
RMN 'H permitiu determinar que a agdo enzimatica ndo é restrita somente aos substratos OTA
e ZEA, pois foi observado alteracdes nos sinais caracteristicos de alcoois, acidos organicos,
acucares e compostos aromaticos. Em suma, mesmo havendo reagdes indesejadas catalisadas

pelas enzimas foi proposto um método de degradagdo promissor para o controle de OTA e ZEA,
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resultando na produ¢do de uma bebida segura amplamente consumida e minimizando os

problemas que estes contaminantes ocasionam a saide humana e economia.
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4 CONCLUSAO GERAL

Este estudo demonstrou a aplicacdo de PO e amano lipase A para degradagao
simultanea de OTA e ZEA em solu¢do modelo, mosto e cerveja. Para tanto, um método
analitico confidvel para determinacdo de OTA e ZEA em solu¢do modelo, mosto e cerveja foi
validado e os parametros empregados cumpriram os critérios analiticos preconizados por 6rgaos
internacionais de validagao.

A PO comercial (0,6 mL™), isoladamente, degradou simultaneamente OTA (27,0%)
e ZEA (64,9%) em solugdo modelo apds 6 h em condi¢des 6timas de reagdo (25 mM de tampao
fosfato, pH 7, incubag¢do a 30 °C, adi¢do de 26 mM de H20O2 e 1 mM de ion metalico K*). Os
parametros cinéticos Km € Vmax obtidos da degradagdo de OTA e ZEA por PO em solugdo
modelo foram de 50 e 10.710 nM e 0,168 ¢ 72 nM min ™!, respectivamente. Na cerveja, apos
adi¢ao de 26 mM de H>O; e incubagdo a 30 °C por 6 h, a PO degradou simultaneamente OTA
e ZEA em até 4,8 ¢ 10,9%, respectivamente.

A acio da amano lipase A (0,3 UmL™"), isoladamente, apds a otimizacdo das
condi¢des de reagao (tampao fosfato 50 mM, pH 7, incubagdo a 40 °C durante 22 h) possibilitou
a degradacdo simultanea de 100% de OTA e 30,6% de ZEA em solu¢do modelo. Os parametros
cinéticos Km € Vmax verificados apos a a¢do da amano lipase A na degradagdo de OTA e ZEA
foram de 0,03 e 3,14 pM € 6,56x10% ¢ 19,57x10" % uM min!, respectivamente. A amano lipase
A degradou simultaneamente 89,5% de OTA e 6,5% de ZEA em cerveja, apds incubagdo a
40 °C durante 22 h.

As condigdes reacionais (temperatura e atividade enzimatica) obtidas da otimizagao
para a¢do do mix enzimatico (composto por PO e amano lipase A) no mosto foram de 30 °C e
adi¢do de 0,90 e 0,45 U mL! de PO e amano lipase A e na cerveja foram de 25 °C e adicio de
1,20 € 0,60 UmL™" de PO e amano lipase A, respectivamente, durante 22 h com 26 mM de
H>0:>. A acdo do mix enzimatico, em condi¢gdes 6timas, degradou simultaneamente OTA e ZEA
no mosto em 86,3 e 29,4%, respectivamente e, na cerveja foram atingidas degradagdes de
96,9% de OTA e 23,0% de ZEA.

Apos a acdo de mix enzimdtico para degradagdo simultanea de OTA e ZEA, a
caracterizacdo fisico-quimica e por espectrometria de RMN 'H permitiu verificar no mosto e
cerveja alteragdes de parametros como cor, pH, amargor e turbidez das amostras e,
modificacdes nos sinais caracteristicos de alcoois, acidos orgénicos, aglicares € compostos

aromaticos.
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A PO pode ser aplicada em cerveja com maior concentracdo de ZEA; enquanto a
amano lipase A tem potencial na degradacdo de amostras com maior ocorréncia de OTA. O
emprego do mix enzimatico, ¢ uma alternativa quando o mosto ¢ a cerveja apresentam elevada
incidéncia das duas micotoxinas. A otimizagdo das condi¢des de aplicagdo do mix enzimatico
permitiu um aumento da degradagdo de 20,2 e 1,1 vezes de OTA e 2,1 e 3,5 vezes de ZEA,
respectivamente, em cerveja comparado o emprego isolado da PO ou amano lipase A. No
processamento cervejeiro a aplicagdo destas enzimas ¢ dependente de fatores como o pH,
tempo, temperatura, concentracdo de OTA e ZEA nos insumos utilizados e caracteristicas
inerentes a composicao da cerveja. Além disso, ¢ necessario a avaliacdo da viabilidade
econdmica e dos efeitos nas caracteristicas da cerveja, para tornar essa alternativa de mitigagao
de micotoxina aplicavel durante o processo.

Em suma, este estudo promoveu o avanco no conhecimento cientifico acerca da
aplicacdo de PO e lipase para mitigacdo de OTA e ZEA em solucdo modelo, mosto e cerveja.
Portanto, foi proposto um método bioldgico que pode auxiliar na adequacdo aos niveis
aceitaveis de OTA e ZEA em alimentos, descritos como seguros, conforme a legislacdo
nacional e internacional e, assim minimizar os efeitos toxicos que estas substancias ocasionam
para saude humana. Adicionalmente, o emprego do mix enzimatico permite evitar desperdicios
durante o processamento industrial quando relacionando ao descarte de matéria-prima ou

produto final contaminado.
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5 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

. Otimizar as condigdes de tempo para agao do mix enzimatico em mosto e cerveja;
o Avaliar os compostos de degradacdo e sua toxicidade do mosto e cerveja apos a
mitigacao de OTA e ZEA pela agdo das enzimas;

. Avaliar a aplicacao das enzimas durante o processo cervejeiro;

o Avaliar a viabilidade econdmica para aplicagdo das enzimas no processo cervejeiro

visando a mitigacao de OTA e ZEA;

o Avaliar a acdo enzimatica sobre as caracteristicas sensoriais e nutricionais do mosto
e cerveja;
o Avaliar o emprego de enzimas obtidas de fontes alternativas, bem como a

imobilizagdo e o reuso destas na mitigacao de OTA e ZEA.
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