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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da presenca de DON na atividade de enzimas
oxidativas e proteinas sollveis durante fermentacdo submersa. Este efeito foi avaliado utilizando planejamento
experimental com o fim de verificar variaveis significativas para o processo. A contaminacdo de DON variou de
0 a 1,71ug/g de farelo de arroz e trigo usados como fonte de carbono A fermentagdo submersa utilizou como
microrganismo Aspergillus oryzae, sendo coletada amostras a cada 24 horas até tempo final de 144 horas a 30°C.
Nestas foram realizadas de analises atividade enzimatica de polifenoloxidase e peroxidase utilizando catecol e
guaiacol como substrato, proteinas sollvies através do método de fenol em meio alcalino e quantificacdo em
espectofotometro. Como resultado, para peroxidase, as varidveis que mais freqiientemente foram significativas
foram fonte de carbono, sacarose, ocosionando efeito antagbnico, e pH, efeito sinergistico. J& para
polifeoloxidase foram pH e esporos ocasionando efeito sinergistico. Para a contaminagdo em relagdo a proteinas
solveis, nos tempos de 48, 72, 96 e 120 horas, 0 aumento da contaminagdo da toxina no farelo ocasionou uma
diminuicdo das proteinas sollveis, exceto em 24 horas de fermentacdo. Para o efeito na atividade enzimatica, em
48 horas de fermentacdo para as duas enzimas oxidativas houve um efeito significativo antag6nico, o aumento da
concentracdo ocasiona a diminuicdo da atividade enzimatica. JA& em 24 horas para peroxidase e 144 horas para
polifeloxidase o efeito foi inverso, 0 aumento da concentracdo ocasionou um aumento da atividade. Portanto, a
contaminacgdo de DON em farelos utilizados para fermentagdo submersa diminui significativamente a quantidade
de proteina solGvel no meio. Para a atividade enzimatica da peroxidase e polifenoloxidase, em 48 horas de
fermentacdo ocorre a diminuicdo da atividade e em 24 e 144 um aumento respectivamente.
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1 INTRODUCAO

Compostos tdxicos, chamados de micotoxinas, sdo metabdlitos flingicos secundarios caracterizados pela
capacidade de induzir mudangas patologicas e anormalidades fisiologicas em humanos e animais. A
manifestagdes toxicoldgicas sdo varias, isto conforme a espécie fungica produtora (D°’MELLO, MACDONALD,
1997; SANCHIS, VINAS, 1994).

Os tricotecenos sdo um grupo de compostos sesquiterpendides produzidos por varias espécies flngicas
como Fusarium, Myrothecium, Trichothecium, Cephalosporium, Verticimosporium e Stachybotrys (MELLO et
al., 1999; SCHAPIRA et al.,, 1989; UENO, 1986, 1983). Esta classe de micotoxinas é caracterizada por
contaminar gréos de cereais, em pré e pds colheita, em temperaturas entre 0 e 35°C e umidade relativa entre 80 e
90%. Estes cereais contaminados sdo as principais fontes de tricotecenos ndo macrociclicos nos alimentos e
racbes (YOSHIZAWA, 2001).

O deoxinivalenol (DON) é o tricoteceno mais frequentemente detectado em levantamentos realizados
em diferentes produtos e paises desde os anos setenta. Esta toxina € relativamente estaveis aos principais
processos de producdo de alimentos e dificilmente sdo removidos dos grdos (BARAJ, 2000; SCOTT, 1984;
UENO, 1986). Sendo assim ha possibilidade de ocorréncia destas micotoxinas em diferentes produtos obtidos a
partir de grdos ou insumos contaminados.

A descontaminagdo desta toxina tem sido amplamente estudada por varios autores como Scott (1993 e
1984), Bennet e Richard (1996) entre outros. A detoxificacdo empregando procedimentos ou processos fisicos,
quimicos ou microbiolégicos podem exercer seu efeito em destruir, modificar ou absorver estas micotoxinas
reduzindo ou eliminando os efeitos toxicos.

Outra forma de descontaminagdo Sa0 0S processos que empregam microrganismos e dentre estes estdo
0s processos fermentativos para a producdo de alimentos (SCOTT, 1984). Durante o processo fermentativo
utilizado na producéo de pées a partir de gréos de trigo contaminados com deoxinivalenol, ficou demonstrada
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uma reducdo dos niveis, sendo que esta descontaminagdo se deve além da fermentacdo ao processo térmico ao
qual o produto é submetido.

Scott (1992) mencionou experimentos de fermentagdo alcodlica por Saccharomyces cerevisiae com
mosto contaminado com deoxinivalenol e zearalenona, onde os resultados apds 7-9 dias de fermentacgdo
mostraram que DON é estavel ao processo.

Segundo Bennett e Richard (1996), DON como também zearalenona e fumonisina ndo sao
completamente destruidas pelo processo de fermentagdo alcodlica, sendo detectado em altos niveis tanto no
residuo sélido como no liquido fermentado. Isto sugere que outros procedimentos como separagdo por
densidade, tratamentos com reagentes quimicos ou ainda lavagens com agua devem ser realizados nos graos
utilizados como matéria-prima para a fermentacdo e ainda estudos quanto ao efeito da fermentacdo na
descontaminagéo devem ser melhor avaliados.

Tendo em vista estes aspectos este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da presenca de DON na
atividade de enzimas oxidativas e proteinas sollveis durante fermentacdo submersa, ja que se utilizou farelo de
trigo e arroz contaminado como fonte de carbono. Este efeito foi avaliado utilizando planejamento experimental
com o fim de verificar variaveis significativas para o processo.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Material e Métodos

2.1.1 Materiais

Os reagentes utilizados foram de grau analitico e marca Merck Chemical Co. para anidrido trifluoro
acetico e Sigma Chemical Company para toxinas.

A solucdo estoque da micotoxina foi preparada em benzeno:acetonitrila (95:5) resultando em
concentracdo de 100 ug/ml. A solucéo trabalho foi obtida por diluicdo correspondendo a uma concentracdo de
50 pg/ml.

A amostragem foi realizada a cada 24 horas de fermentacéo perfazendo um total de 144 horas.

2.1.2 Métodos

As andlises realizadas foram proteina solUvel, atividade enzimatica da polifenoloxidase e peroxidase.

A determinacdo de proteinas sollveis seguiu o procedimento para amostras liquidas utilizando fenol de
Folin em meio alcalino e quantificacdo em espectrofotdmetro a 660nm.

Para atividade enzimatica de peroxidase e polifenoloxidase foram utilizados guaiacol e catecol como
substrato respectivamente e quantificagdo por especfotometria a 470nm.

Para avaliacdo das varidveis significativas foi utilizado inicialmente o planejamento experimental para
triagem de variaveis Plackett-Burman 27 originando 8 experimentos e com adicdo de 6 pontos centrais pela
presenca de varidveis nominais. As varidveis independentes foram pH, fonte de nitrogénio, fonte de carbono,
quantidade de esporos, contaminagdo por DON, granulometria da amostra e adi¢do de sacarose como fonte
alternativa de carbono como mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 Niveis de variavies codificadas.
Niveis  Variaveis independentes

Ph Fontede N FontedeC Esporos DON Granulometri  Sacarose
a

1 -1 (4,5) -1 (7g/L) -1 (FT)* 1(4.10") 1(1,71ppm)  1(amostra) -1(0g/L)
2 1,0(5,5) -1(7g/L) -1 (FT) -1(4.10°)  -1(0 ppm) 1(amostra) 1 (50g/L)
3 -1 (4,5) 1(10,5¢g/L) -1(FT) -1(4.10°  1(1,71ppm)  -1(32 mesh) 1 (50g/L)

4 1(5,5) 1(10,5g/L) -1 (FT) 1(4.10)  -1(0 ppm) -1(32 mesh) -1(0g/L)
5 -1 (4,5) -1 (7g/L) 1 (FA)** 1(4.10)  -1(0 ppm) -1(32 mesh) 1 (50g/L)

6 1(5,5) -1 (7g/L) 1 (FA) -1(4.10°)  1(1,71ppm)  -1(32 mesh) -1(0g/L)

7 -1(4,5) 1(10,5g/L) 1 (FA) -1(4.10°) -1 (0 ppm) 1 (amostra) -1(0g/L)

8 1(5,5) 1(10,59/L) 1(FA) 1(4.10") 1(1,71ppm)  1(amostra) 1(50g/L)
9(C) 0¢(50 0 (14g/L) 0 (FT) 0(4.10%  0(0,85ppm)  0(32 mesh) 0 (25g/L)
10(C) 0(5,0) 0 (14g/L) 0 (FT) 0(4.10% 0(0,85 ppm)  0(32 mesh) 0 (25¢/L)
11(C) 0(5,0) 0 (149/L) 0 (FT) 0(4.10% 0(0,85 ppm)  0(32 mesh) 0 (25¢/L)
12(C) 0(5,0) 0 (149/L) 0 (FA) 0(4.10° 0(0,85 ppm)  O(amostra) 0 (25g/L)
13(C) 0(5,0) 0 (14g/L) 0 (FA) 0(4.10° 0(0,85 ppm) O(amostra) 0 (25g/L)
14(C) 0(5,0) 0 (14g/L) 0 (FA) 0(4.10° 0(0,85 ppm)  O(amostra) 0 (25g/L)

* FT — Farelo de trigo 50g/L
*FA — Farelo de arroz 50g/L



2.1.3.Processo Fermentativo
O processo fermentativo foi realizado em shaker de bancada a 30°C e 200 rpm em reator de 500 mL
contendo um volume de 250 mL de meio tendo como microorganismo Aspergillus oryzae.

2.2 Resultados e Discussao

Quanto a significancia das variaveis, para as enzimas oxidativas, peroxidase, as varidveis que mais
frequentemente foram significativas foram fonte de carbono, sacarose, ocosionando efeito antagbnico, e pH,
efeito sinergistico. Ja para polifeoloxidase foram pH e esporos ocasionando efeito sinergistico. Assim estas
variaveis devem ser estudadas.

Por se tratar de processo com microrganismos e compostos detectados em tragos, admitimos intervalos
de confianca de 70%. Os dados da andlise estatistica estdo apresentados na Tabela 2.

Como resultado da avaliacdo através da analise do planejamento experimental, para proteinas sollveis,
nos tempos de 48, 72, 96 e 120 horas, 0 aumento da contaminacdo de DON no farelo ocasionou uma diminuicao
das proteinas sollveis, exceto em 24 horas de fermentacdo. O efeito ocorrido de 48 a 120 horas pode ser uma
associacao da toxina com proteinas solUveis pela sua estrutura espacial ou pelo fato de DON ser conhecido como
inibidor de sintese protéica

Em 24 horas de fermentacdo o efeito significativo foi inverso, maior concentragdo de DON causa um
aumento de proteinas sollveis.

Para o efeito na atividade enzimatica, em 48 horas de fermentagdo para as duas enzimas oxidativas
houve um efeito significativo antagbnico, 0 aumento da concentracdo ocasiona a diminui¢do da atividade desta
enzima. J& em 24 horas para peroxidase e 144 horas para polifeloxidase o efeito foi inverso, o aumento da
concentragdo ocasionou um aumento da atividade. Para o tempo de 48 horas de fermentacéo o efeito € explicado
pela possibilidade de combinagdo do composto com outro inibidor presente, inibi¢do de outra enzima com maior
afinidade que interfere na atividade enzimatica. J& para o tempo inicial e final de fermentagdo, por diversas
alteracBes no meio fermentativo, a toxina pode ter apresentado toxicidade a enzima diminuindo assim sua
atividade ou ainda possibilidade de interacdo com a mesma.

Tabela. Média, desvio padréo e efeito significativo das respostas obtidas nos diferentes tempos de fermentacéo.

Tempo Variaveis independentes
(horas) Peroxidase Polifenoloxidase Proteinas SolGveis
Média Efeito Média Efeito Média Efeito
(desvio significativo (desvio significativo (desvio significativo
padrdo) (horas) padréo) (horas) padrdo) (horas)
0 0,768 3,945
(0.622) 0,061 (0,047) (1.990)
24 N (+)
C() Contaminacéo (-)
0,836 15,184 pH (+)
Sacarose (-) 0,304 (0,201) pH(+) .
(0,890) oH (+) Esporos (+) (7,257) Contaminacao (+)
Contaminacao (+)
48 Granulometria (+)
0,354 Contaminagio () 0,197 (0,115) P ooras o) 15,793 = Contaminagao (-)
(0,368) ¢ I N FE+) (5484)  C(+)
Contaminacao (-)
72 Granulometria (-)
0,811 19,074 . a
(1,081) 0,371 (0,170) (6,279) FC):|E)|n('[_a;m|nac;ao )
96 . Contaminacao (-)
0,413 gag'grose 0 0,333 S;'a?f)'ome”'a ™) 25603  C()
(0,568) (0,224) (13.642) N (-)
PH (+) Esporos (+) Sacarose (+)
120 C(+)
pH ()
0,300 0,188 Todas variaveis 14,712 N (-)
(0,335) (0,140) (+) (5,067) Esporos (+)
Contaminacao (-)
Granulometria (-)
144 Sacarose (-)
0,099 C() 6,489
©0182)  N(#) 7,419(27.22) (4,222)

pH (+)




3 CONCLUSAO

A contaminacdo de DON em farelos utilizados para fermentagdo submersa diminui significativamente a
quantidade de proteina soltvel no meio.

Para a atividade enzimética da peroxidase e polifenoloxidase, em 48 horas de fermentacdo ocorre a
diminuicdo da atividade e em 24 e 144 um aumento respectivamente.
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