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RESUMO

A ocratoxina A é um composto formado a partir do metabolismo secundario de fungos dos
géneros Aspergillus e Penicillium. Uma vez que a presenga dessa micotoxina nos
alimentos causa sérios danos a saude humana e animal, surge o interesse pelo
desenvolvimento de métodos que visem a reducdo dos seus niveis em diferentes matrizes.
Diversos processos de descontaminacdo tém sido propostos, sendo que os métodos de
reducdo bioldgica tem recebido destaque. Esses métodos consistem na aplicacdo de micro-
organismos ou de suas enzimas, 0 que gera a biotransformacéo ou degradacdo da toxina
produzindo metabdlitos com menor ou nenhuma toxicidade. Diante disso, o objetivo geral
do trabalho foi avaliar o efeito da peroxidase na reducdo dos niveis de ocratoxina A. As
enzimas peroxidases testadas foram a comercial e a obtida do farelo de arroz. Para a
extracdo enzimatica foram utilizadas as fracdes granulométricas do farelo de arroz de 48 a
100 mesh, sendo estas fracOes caracterizadas quimicamente. A peroxidase foi extraida do
farelo de arroz em tampdo 10 mM pH 5,0 e purificada por particdo trifasica, obtendo
77,1% de recuperacdo e 9,2 para o fator de purificacdo. O método utilizado para a extracdo
da ocratoxina A do sistema aquoso foi por particdo liquido-liquido utilizando como
solvente o cloroférmio, sendo esse método validado segundo os parametros de linearidade
(0,1 a 20 ng mL™), coeficientes de correlacdo (0,9997) e de determinacéo (0,9994), e
limites de deteccdo (0,02) e quantificacdo (0,03). A afinidade entre as peroxidases e a
ocratoxina A foi verificada segundo os parametros de Ky e Vimax, resultando em 0,00027
mM e 0,000015 mM min™, respectivamente, para a peroxidase comercial, e 0,0065 mM e
0,000031 mM min™ para a obtida do farelo de arroz. Com relagdo aos percentuais de
reducdo de ocratoxina A, foram avaliadas 3 propor¢des enzima:substrato (1:10, 1:5 e 8:1
para a comercial e 1:10, 1:5 e a com atividade de 0,063 U mL™ para a do farelo), sendo
que as proporcdes que forneceram maior reducdo foi a de 8:1 para a enzima comercial
(0,063 U mL™) e a correspondente a 0,063 U mL™ para a enzima obtida do farelo. Os
percentuais de reducdo de ocratoxina A foram de 59% para a peroxidase comercial em 300
min e 41% para a peroxidase do farelo de arroz em 1440 min. O efeito de adsorcdo da
ocratoxina A pela enzima peroxidase foi descartado uma vez que foi realizada a sua
hidrolise com a enzima pepsina e verificado um percentual de 2,7% de adsorcdo,
demonstrando que a reducdo foi por acdo enzimatica. A enzima obtida de farelo de arroz
com atividade de 0,063 U mL™ foi aplicada em suco de uva tinto e branco. Observou-se
que para o primeiro ndao houve reducdo significativa, enquanto que para o segundo a
reducdo foi de 17%. Neste trabalho, entdo, foi possivel verificar a capacidade de reducédo
dos niveis da ocratoxina A pela enzima peroxidase, tanto em sistema aquoso como no suco
de uva integral branco.

Palavras-chave: descontaminacéo, enzima, micotoxina



ABSTRACT

Ochratoxin A is a compound formed by secondary metabolism of fungi from genera
Aspergillus and Penicillium. The mycotoxin presence in food can cause serious damages to
human and animal health. This aspect improves the interest in developing methods aimed
at reducing their levels in different matrices. Several decontamination procedures have
been proposed, and the biological reduction methods have been highlighted. These
methods consist in the application of micro-organisms or their enzymes, which generates
the biotransformation or degradation of the toxin producing metabolites with less or no
toxicity. Thus, the overall objective of the study was to evaluate the effect of peroxidase in
reducing ochratoxin A levels. The peroxidases enzymes tested were commercial and
extracted from rice bran. For the enzyme extraction were used the particle size fraction 48
to 100 mesh of rice bran and this fraction was chemically characterized. The peroxidase
was extracted from rice bran in buffer 10 mM pH 5.0 and purified by three-phase
partitioning, yielding 77.1% of recovery and 9.2 for the purification factor. The ochratoxin
A extraction method used was by liquid-liquid partition using chloroform as a solvent and
this method was validated according to linearity (0.1 to 20 ng mL™), correlation coefficient
(0.9997) and coefficient of determination (0.9994) and limits of detection (0.02 ng mL™)
and quantification (0.03 ng mL™). The enzymes and ochratoxin A affinity was found
according to the parameters Ky and Vs, resulting in 0.00027 mM and 0.000015 mM min’
! respectively, for commercial peroxidase, and 0.0065 mM and 0,000031 mM min™ to rice
bran enzyme. With respect to the percentage of ochratoxin A reduction, 3 proportion
enzyme:substrate (1:10, 1: 5 and 8: 1 for commercial and 1:10, 1: 5 and with the activity of
0,063 U ml™ for rice bran enzyme) were assessed. The proportion that provided the
greatest reduction was 8:1 for the commercial enzyme (0.063 U mL™) and corresponding
to 0.063 U mL™ enzyme from rice bran. The percentage reduction of ochratoxin A
obtained was 59% for the commercial peroxidase at 300 min and 41% for the rice bran
peroxidase at 1440 min. The adsorption effect of ochratoxin A by the enzyme peroxidase
has been dropped since its hydrolysis was carried out with pepsin enzyme and verified a
percentage adsorption of 2.7%, showing that the reduction was by enzymatic action. The
rice bran enzyme with 0,063 U mL™ activity was applied in red and white grape juice. For
the first juice no significant reduction was observed, whereas for the second the reduction
percentage obtained was 17%. In this work was possible to verify the capacity reduction of
ochratoxin A levels by peroxidase enzyme in both aqueous system and the white grape
juice.

Key-word: decontamination, enzyme, mycotoxin
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1 INTRODUCAO

A ocratoxina A é um composto formado a partir do metabolismo secundario de
fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium quando estes encontram-se em situagdes
adversas durante o armazenamento inadequado de produtos alimenticios. Uma vez que a
presenca dessa micotoxina causa sérios danos a salide humana e animal, surge o interesse
pelo desenvolvimento de métodos que visem a reducdo desse contaminante (KHOURY
ATOUI, 2010).

Diversos processos de descontaminacdo tém sido propostos, dentre eles a
utilizacdo de métodos fisicos e quimicos. No entanto, esses métodos ndo sdo aceitos para
uso pratico, uma vez que interferem no valor nutricional e na palatabilidade dos alimentos.
Como uma alternativa, tem-se estudado métodos de reducdo bioldgica das micotoxinas,
que consistem na aplicacdo de micro-organismos ou de suas enzimas, O que gera a
transformacdo ou degradacdo da toxina produzindo metabdlitos com menor ou nenhuma
toxicidade. Além disso, as caracteristicas dos alimentos seriam preservadas, através da
utilizacdo de condicdes brandas de processo sem 0 uso de substancias quimicas nocivas
(BATA; LASZTITY, 1999).

Alguns micro-organismos e enzimas tém sido investigados para a aplicacdo na
reducdo bioldgica de micotoxinas, tais como Aspergillus oryzae e Rhizopus oryzae
(GARDA-BUFFON; KUPSKI; BADIALE-FURLONG, 2011), ou ainda carboxipeptidase
A e lipases (AMEZQUETA et al., 2009). A peroxidase, por sua vez, é uma enzima pouco
estudada nesse contexto, mas que poderia ser de interesse uma vez que apresenta a
capacidade de oxidar compostos organicos e inorganicos, doadores de elétrons, na
presenca de um cofator, o perdxido de hidrogénio. Diante desse modo de acao relacionado
a estrutura da ocratoxina A, acredita-se que a peroxidase seja promissora na redugdo da
referida micotoxina (HAMID; KHALIL-UR-REHMAN, 2009). Outro aspecto positivo da
peroxidase € que ela pode ser obtida de coprodutos agroindustriais, como por exemplo, 0
farelo de arroz. Com isso, sua utilizacdo torna-se uma alternativa a utilizacdo de uma

enzima comercial e, também, para agregar valor ao farelo de arroz.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da peroxidase na reducdo dos niveis de ocratoxina A.

2.2 Objetivos especificos
Estudar as condicGes ideais para a extragdo da micotoxina em sistema aquoso.
Avaliar a cinética de reducdo dos niveis da micotoxina através da avaliacdo da
acao da peroxidase comercial e da peroxidase extraida do farelo de arroz.
Avaliar a afinidade das enzimas estudadas com a ocratoxina A.
Verificar a aplicabilidade da peroxidase extraida do farelo de arroz quanto a

degradacdo da micotoxina em suco de uva.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Micotoxinas

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios produzidos por uma variedade de
fungos toxigénicos, especialmente por espécies dos géneros Aspergillus, Fusarium e
Penicillium, quando estes se encontram em situacdes adversas. As principais caracteristicas
destes compostos sdo de atuarem em baixas concentracfes, possuirem baixa massa
molecular, um amplo espectro de toxicidade e serem ndo-imunogénicos e termoestaveis. A
biossintese desses metabdlitos pode ocorrer durante o periodo de pré e pos-colheita e ainda
durante toda a cadeia produtiva (BULLERMAN; BIANCHINI, 2007). Os tricotecenos, por
exemplo, sdo produzidos ainda no campo enquanto que a ocratoxina A e as aflatoxinas sdo
sintetizadas no pds-colheita, sendo que a contaminacdo por aflatoxinas também pode
ocorrer no campo (TURNER et al., 2009). Além disso, essa sintese esta relacionada com o
desbalanco de nutrientes e a variagdo das condi¢cbes ambientais tais como atividade da
agua do produto armazenado, temperatura, umidade, composicdo gasosa do ambiente,
dentre outros (VARGA et al., 2005). Um exemplo que se pode destacar ¢ o fungo da
espécie Aspergillus parasiticus. Este micro-organismo possui a capacidade de deslocar a
biossintese da aflatoxina B1 para a aflatoxina G1 ou vice-versa, conforme a variacdo da
atividade de agua e da temperatura do meio em que se encontra, demonstrando, assim, a
influéncia dos fatores ambientais na sintese das micotoxinas (SCHMIDT-HEYDT et al.,
2010 apud SCHMIDT-HEYDT et al., 2012).

Em geral, as micotoxinas contaminam grande parte dos produtos agricolas e
alimentos produzidos, provocando sérios danos as lavouras, a producdo de alimentos e a
salde humana e animal (HEIDTMANN-BEMVENUTI et al., 2011). A ingestdo de
micotoxinas por seres humanos ocorre através de graos, frutas e de produtos derivados
dessas matérias-primas, tais como vinho, cerveja, frutas secas, dentre outros (ALGUL;
KARA, 2014; BULLERMAN; BIANCHINI, 2007; CAST, 2003; CASTELLARI et al.,
2001; IMPERATO et al., 2011; KUMAR et al., 2012; LASRAM et al., 2012; MAJEED et
al., 2013; SHUNDO et al., 2006; WASKIEWICZ et al., 2013). Além disso, produtos de
origem animal, tais como leite, queijo e carnes, também sdo considerados veiculos de
contaminacdo. Uma vez que esses metabdlitos sejam ingeridos surgem as micotoxicoses,
denominacdo dada aos danos causados ao organismo decorrente dessa ingestdo. A
gravidade desse dano depende da toxicidade da micotoxina, do grau de exposicao, da idade



e estado nutricional do individuo e dos possiveis efeitos sinérgicos de outros agentes
quimicos aos quais o individuo esteja exposto (PERAICA et al., 2000).

Segundo Sobczack (2013), a FAO estima que cerca de 25% dos alimentos
produzidos mundialmente estejam contaminados com micotoxinas, sendo o milho um dos
cereais mais predispostos a tal contaminacdo. Estudos demonstram que aproximadamente
45% dos gréos produzidos no Brasil estdo contaminados com micotoxinas, representando
em torno de 25 milhdes de toneladas de milho por ano. Além disso, o autor destaca que
45,9% das racBes animais produzidas no Brasil, no ano de 2009, apresentaram
contaminacdo. Dentre as micotoxinas com grande importancia agroecondmica e na salde
publica, estdo as aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos, fumonisinas entre outras
(BULLERMAN; BIANCHINI, 2007; CAST, 2003; HEIDTMANN-BEMVENUTI et al.,
2011; PERAICA et al., 2000).

O Brasil dispde de legislacéo para algumas micotoxinas desde 2011. Os limites
maximos tolerdveis para micotoxinas como aflatoxinas, ocratoxina A, deoxinivalenol,
fumonisinas, patulina e zearalenona, em diversos alimentos, matérias primas e bebidas
estdo apresentados na resolucao de 18 de fevereiro de 2011 (BRASIL, 2011).

3.2 Ocratoxina A (OTA)

A ocratoxina A (OTA) foi primeiramente descoberta por Van der Merve et al.
(1965), na Africa do Sul, como um metabdlito flngico téxico para animais, produzido por
uma cepa de Aspergillus ochraceus. Atualmente, os géneros mais conhecidos como
produtores da ocratoxina A sdo Aspergillus (em regides de clima temperado da Europa e da
America do Norte) e Penicillium (em regides de climas mais quentes, como a América do
Sul e Africa) (RINGOT et al., 2006; SCHMIDT-HEYDT et al., 2012). A ocratoxina A é
um pentacetideo formado por uma isocumarina ligada a uma fenilalanina e possui ainda,
em sua estrutura, uma molecula de cloro, principal responsavel por sua toxicidade (Figura
2). Com massa molar de 403,8 g/mol, a ocratoxina A apresenta uma estrutura cristalina,
fluorescéncia verde e solubilidade em solventes polares organicos quando em meio acido.
Estabilidade a acidez e a altas temperaturas também sdo caracteristicas dessa molécula
(KHOURY; ATOUI, 2010). Cereais, uvas, café, especiarias e cacau sao alguns alimentos
em que a ocratoxina A pode ser encontrada e, devido a sua termoestabilidade, pode ser
encontrada ainda nos produtos derivados dessas matérias-primas (AMEZQUETA et al.,
2009).



Em 1993 a IARC (International Agency for Research on Cancer) classificou a
ocratoxina A como possivel carcinogénica para humanos (grupo 2B), o que despertou o
interesse no estudo da toxicidade dessa molécula. O efeito marcante dessa micotoxina é a
sua nefrotoxicidade, sendo que, além disso, possui caracteristica de ser hepatotoxica,
teratogénica, neurotoxica, imunotoxica e, em nivel molecular, inibe a biossintese proteica
através da competicdo pela fenilalanina. A ocratoxina A também esté relacionada com a
inibicdo da fertilidade e com a Nefropatia Endémica dos Balcdns, uma doenca renal

cronica encontrada no Sudeste da Europa (KHOURY; ATOUI, 2010; RINGOT et al.,
2006; SCHMIDT-HEYDT et al., 2012).

Figura 1 Estrutura quimica da ocratoxina A

Fonte: KHOURY; ATOUI, 2010.

Diante dos riscos a saude, do crescimento do comércio global e do aumento do
transporte de alimentos para diferentes paises, se faz necessario o desenvolvimento de
regulamentos com o objetivo de limitar o conteddo de micotoxinas em alimentos e
produtos agricolas. Para isso, no Brasil, a resolu¢do n° 7 de 18 de fevereiro de 2011, que
dispde sobre os limites maximos tolerados para as micotoxinas em alimentos, apresenta 0s
niveis de ocratoxina A em vinho e seus derivados, feijao, especiarias, entre outros, sendo
que estes variam entre 2 ug kg™ até 30 ug kg?, dependendo do alimento (Tabela 1). No
entanto, em janeiro de 2014, entrou em vigor o anexo Il onde o limite maximo tolerado de
ocratoxina A em cereais para posterior processamento, incluindo gréo de cevada passou de
10 para 20 pg kg (BRASIL, 2011). A Unido Européia, por sua vez, também apresenta
niveis maximos de ocratoxina A estabelecidos para alguns alimentos. Para cereais nao
processados, por exemplo, esse nivel é de até 5 ug/kg e para produtos derivados desses
cereais é de 3 ug kg? (EUROPEAN COMMISSION (EC), 2008).



Tabela 1 Limites maximos toleraveis de ocratoxina A em alimentos.

Alimento LMT (pg kg™)
Cereais e produtos de cereais, incluindo cevada malteada 10
Feijdo 10
Cafe torrado (moido ou em gréo) 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 poO, pimenta de caiena e
pimentdo-doce) Piper spp. (o fruto, incluindo a pimenta branca e
a pimenta preta) Myristica fragrans (noz-moscada) Zingiber 30
officinale (gengibre) Curcuma longa (curcuma) Misturas de

especiarias que contenham uma ou mais das especiarias acima

indicadas

Alimentos a base de cereais para alimentacdo infantil (lactentes

e criangas de primeira infancia) 2
Produtos de cacau e chocolate 5
Améndoa de cacau 10
Frutas secas e desidratadas 10

Fonte: BRASIL (2011)

Com relagdo a ocorréncia de ocratoxina A em cereais e seus produtos, Majeed
et al. (2013), determinaram que amostras de arroz, milho e produtos de milho,
apresentavam niveis médios de OTA de 12,94 pg kg, 5,29 pug kg* e 3,69 pg kg™,
respectivamente. Tais niveis apresentam-se acima dos permitidos pela Unido Européia (5
ug kg™*) para o arroz e para o milho, porém abaixo dos niveis estabelecidos pela legislacéo
brasileira (20 pg kg™). No entanto, os produtos de milho estudados apresentam-se dentro
dos limites estipulados pelas legislagOes citadas. Algil; Kara (2014) avaliaram a presenca
de OTA em farinhas de milho de diferentes cidades da Turquia e verificaram que 0s niveis
variaram de 0,37 ug kg a 25,34 pg kg*, dependendo da origem. Kumar et al. (2012)
verificaram a presenca de OTA em amostras de trigo de diferentes regifes da india, sendo

que 58% das amostras estavam contaminadas com quantidades detectaveis de OTA



variando de 1,36 a 21,17 pg kg™ e 26% das amostras excederam o nivel de 5 ug kg™
permitido pela Unido Européia.

Em diferentes tipos de especiarias e ervas estudadas por Waskiewicz et al.
(2013), foi observado que a pimenta de caiena, 0 grdo da pimenta preta entre outros,
apresentavam niveis de contaminacdo de 45,64 g kg™ e 23,57 ug kg™, respectivamente.
Considerando que os niveis permitidos para esses alimentos sdo de 15 pg kg?, para a
Unido Européia, e de 30 ug kg™, para a legislacdo brasileira, observa-se que ambas as
especiarias em destaque apresentam-se fora dos limites aceitaveis na Unido Européia. No
Brasil, por sua vez, a pimenta de caiena apresenta-se fora dos limites, enquanto que o gréo
da pimenta preta apresenta contaminacdo dentro do permitido pela legislagéo.

Dentro dos vinhos e seus derivados, Castellari et al. (2001) verificaram a
presenca de OTA em dois vinho tintos analisados sendo que os teores encontrados foram
de 3,8 e 1,5 ng mL™ estando somente o de menor incidéncia de acordo com a legislacéo
brasileira e o outro ndo. Com relacdo a contaminacéo de sucos de uva por OTA, Shundo et
al. (2006) verificaram que todas as amostras de sucos analisadas apresentavam-se de
acordo com as legislagcdes uma vez que a OTA néo foi detectada em nenhuma das amostras
analisadas. Para os vinhos, também analisados por estes autores, a contaminacéo por OTA
foi encontrada em 9 dos 29 vinhos tintos brasileiros em niveis variando de 0,10 a 1,33 ng
mL™ e em 18 dos 34 vinhos tintos importados, com niveis variando de 0,03 a 0,32 ng mL™
Considerando o limite méximo permitido pela legislacdo brasileira para esses produtos (2
ng mL™), observa-se que todos estdo abaixo dos limites méximos tolerados. O nivel de
contaminacdo de OTA em uvas foi avaliada por Lasram et al. (2012). Os autores
verificaram que 58% das uvas produzidas em diferentes areas geogréficas da Tunisia
apresentaram niveis detectaveis de OTA que variaram de 0,05 a 5,85 pg L™, e que apenas
4 das 39 amostras excederam o limite fixado pela Unido Européia para vinhos e sucos de
uva. Imperato et al. (2011), por sua vez, relataram que os niveis de OTA encontrados em
amostras de uva passa foram de 10 pg kg™, estando este exatamente no limite permitido
pela legislacéo brasileira. Woese (2000) avaliou a presenca de OTA em 37 sucos de uva e
verificou que 29 deles foram positivos, sendo que 8 apresentaram niveis de OTA
superiores ao limite maximo toleravel estabelecido pela Uni&o Européia (0,5 ng mL™). No

entanto, mais dados relacionados a ocorréncia de OTA em sucos de uva Sa0 necessarios.



Além disso, sdo necessarias medidas que unifiquem os limites maximos
permitidos e também que sejam estudados métodos de degradacdo desses metabdlitos uma

vez que se tem conhecimento dos efeitos toxicos causados por eles.

3.3 Métodos de degradacdo de micotoxinas

Uma vez que as micotoxinas estejam presentes nos alimentos, é dificil reduzir
sua concentracdo devido a sua estabilidade. Por esse motivo, muitos procedimentos tém
sido desenvolvidos na tentativa de descontaminar tais produtos (COLE, 1986 apud
BRYDEN, 2012). Os objetivos dos métodos de descontaminacéo consistem em destruir ou
modificar as micotoxinas e, com isso, reduzir seus teores a niveis aceitaveis e seguros,
evitando a alteracdo do valor nutricional do produto. Sendo assim, diferentes métodos
fisicos, quimicos e bioldgicos tém sido estudados para a desintoxicacdo de produtos para a
alimentacdo humana e animal. Dentre os métodos fisicos destacam-se classificagdo, corte,
moagem Umida e seca, lavagem, cozimento, extrusdo, entre outros (BULLERMAN;
BIANCHINI, 2007). Os quimicos, por sua vez, constituem os tratamentos com o0zénio,
amonia, cloro, bissulfito de sédio, hidréxido de sodio e de calcio, entre outros. No entanto,
tais métodos, ndo tém sido aceitos para uso pratico, pois utilizam substancias quimicas
nocivas, nao apresentam resultados satisfatérios, além de alguns utilizarem condic6es
drasticas, o que gera perdas significativas no valor nutricional e na palatabilidade dos
produtos (BATA; LASZTITY, 1999). Entdo, como uma alternativa, tém-se estudado
métodos de degradacdo bioldgica que consistem na aplicacdo de células de um
determinado micro-organismo, ou de suas enzimas, 0 que gera a biotransformacédo ou
degradacdo da toxina produzindo metabdlitos menos toxicos ou que ndo apresentem
toxicidade ao serem ingeridos (AMEZQUETA et al, 2009; BASAPPA; SHANTHA, 1996
apud SWEENEY; DOBSON, 1998; BATA; LASZTITY, 1999).

Os métodos fisicos tém sido utilizados com graus varidveis de sucesso.
Segundo Bullerman; Bianchini (2007) as etapas de classificacdo e corte podem reduzir as
concentragfes das micotoxinas através da remocdo do material contaminado, no entanto
ndo destroem os metabdlitos. Sydenham et al. (1994) utilizaram a lavagem como um
método de descontaminacao e encontraram que as concentracdes de fumonisinas no milho
foram reduzidas em 26-69%. Cenkowski et al. (2007) estudaram o efeito de vapor
superaquecido na descontaminacgdo de grdos de trigo e verificaram que uma reducgéo de

52% na concentracdo de DON foi obtida a 185 °C durante 6 min de exposic¢éo. Além disso,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stander%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11087547

irradiagdo com raios gamma, micro-ondas ou luz ultravioleta tém sido utilizados e
geralmente, diminuem a concentracdo das micotoxinas nos produtos testados (CAST,
2003). Para a degradacdo da OTA, especificamente, alguns métodos fisicos, tais como
processos de filtracdo, limpeza, torrefacdo e extrusdo foram avaliados por Gambuti et al.
(2005), Scudamore; Banks; MacDonald (2003), Castellanos-Onorio et al. (2011) e
Scudamore; Banks; Guy (2004), respectivamente. Gambuti et al. (2005) avaliaram a
filtracdo de vinho em membrana de 10 um e verificaram que ndo ocorreu diminuicao
significativa nos niveis da OTA. Scudamore; Banks; MacDonald (2003), por sua vez,
observaram uma reducdo de 2-3% de OTA em cevada utilizando apenas um processo de
limpeza dos grdos. Os autores comentam que, ainda que haja uma reducdo na
contaminacdo por OTA, esse nivel é muito baixo, ndo garantindo a eficiéncia do método.
Castellanos-Onorio et al. (2011) estudaram dois diferentes métodos de torrefacdo para
café, a temperatura de 230°C, e verificaram que para a técnica de leito fluidizado, o
percentual de reducdo encontrado foi de 75%. Para o cilindro rotativo, por sua vez, o
percentual encontrado foi de 96%. No entanto, os autores comentam que a fim de se
manter os beneficios antioxidantes do café, surge a busca pelo consumo de um café menos
torrado e, uma vez que o processo de torrefacdo seja mais brando, a degradacgéo da referida
micotoxina se torna menos eficiente. Ainda nesse contexto, Scudamore; Banks; Guy
(2004) verificou que com umidade de 17,5% a 191-196 °C, 31% de reducdo de ocratoxina
A foi obtida utilizando o processo de extruséo da farinha de trigo integral. Ainda pode-se
destacar o estudo de Vidal et al., (2015) que verificou o efeito da temperatura e do tempo
de cozimento de produtos de padaria feitos a partir de trigo na reducdo de ocratoxina A. A
méaxima reducdo obtida foi a 200 °C durante 40 min (64%) enquanto que a 140°C, para o
mesmo tempo, a reducdo encontrada foi de 21% .

Com relagdo aos metodos quimicos, Abd Alla (1997) apud Zinedine et al.
(2007) demonstrou que o percentual de degradacdo da micotoxina zearalenona,
determinada em milho coletado no Egito, foi de 83,9% com 10% de H-0: a 80°C durante
16 h. Young et al. (1987) apud Jouany (2007) demonstraram, por sua vez, que tratamentos
de milho contaminado com solugdes de bissulfito de sodio a 80°C durante 18 h convertia o
DON em DON-sulfonado conjugado que parece ndo apresentar toxicidade para porcos. Em
termos de meétodos de degradacdo quimica de OTA, alguns sdo citados por Amézqueta et
al. (2009) como sendo eficazes contra essa micotoxina, tais como peréxido de hidrogénio

alcalino, hidréxido de s6dio, monometilamina ou de amonio com tratamentos de hidroxido
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de calcio e solucdes etandlicas. Além desses, a utilizacdo de o0zénio e de adsorventes
também foi observada. McKenzie et al. (1997) estudaram a degradacdo de diversas
micotoxinas utilizando oz6nio e verificaram que tratamentos de 15 s com a utilizacdo de
uma solucdo de 10% de ozénio ocasionou uma reducdo de 32 uM a niveis ndo detectaveis
de OTA em HPLC. Com relagédo aos adsorventes, alguns como aluminiosilicatos, carvao
ativado, bentonita, caseinato de potassio entre outros, foram testados. Castellari et al.
(2001) estudaram diversos adsorventes que poderiam ser utilizados em vinhos e
verificaram que os adsorventes hidrofébicos e carregados positivamente tais como carvdes
ativados, gel de silica carregados positivamente, albumina de ovo, gelatina e o caseinato de
potassio foram os mais eficazes na reducdo do teor de OTA em vinhos tintos. Com base
nestas observacdes, os autores postularam que a OTA estava principalmente adsorvida
através da carga negativa existentes no grupo carboxila do seu radical fenilalanina. Os
autores também verificaram que o caseinato de potassio removeu mais de 82% de OTA
quando utilizado a 150 g/hL. Var; Kabak; Erginkaya (2008) estudaram a adsorcdo de
ocratoxina A de vinho branco utilizando carvdo ativado e verificaram que o vinho
contendo 5 ng mL™ de ocratoxina A quando tratado com 1 mg mL™ de carvdo ativado
resultou na adsorcdo de 87% da toxina disponivel. Além desse adsorvente, os autores
estudaram a bentonita para a reducdo de ocratoxina em vinho. No entanto, os resultados
encontrados foram inferiores, uma vez que nas mesmas concentracdes utilizadas para o
carvéo ativado e para a ocratoxina A (1 mg mL™ e 5 ng mL™) o percentual de reducéo
encontrado foi de 2,1%. Apesar desses resultados, 0 uso de adsorventes ndo tem sido
incentivado devido & adsorcdo de alguns nutrientes e por causarem reacGes adversas nos
consumidores (HUWIG et al, 2001; QUINTELA et al., 2013).

Dentro dos métodos biologicos sdo citados estudos que demonstram a
capacidade de alguns géneros de fungos filamentosos, protozoarios, bactérias e leveduras,
em degradar as micotoxinas. Ciegler et al. (1966) descreveram a capacidade de
Flavobacterium aurantiacum B-184 em degradar irreversivelmente aflatoxinas em meio
liquido. Faraj; Smith; Harran (1993), por sua vez, demonstraram que Aspergillus niger,
Rhizopus oryzae e Bacillus stearotherrnophilus geraram uma degradacdo de aflatoxinas
em, respectivamente, 80, 70 e 87%. Alem disso, Varga et al. (2005) demonstraram que a
zearalenona foi completamente degradada por isolados de Rhizopus, incluindo cepas de R.
stolonifer, R. oryzae e R. microsporus. Niderkorn; Boudra; Morgavi (2006) investigaram a

habilidade de espécies de bactérias acidas, laticas e propionicas de remover DON,
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zearalenona e fumonisina B:e B2de meio de cultura contaminado, encontrando que a maior
eficiéncia foi a da espécie latica. A remocdo foi superior a 55% para DON, 82% para
fumonisina Bi:, 100% para fumonisina B2 e 88% para zearalenona. Os autores acreditam
que a reducdo tenha ocorrido por meio de ligacdo entre as micotoxinas e parede celular
bacteriana, pois ndo foram observadas diferencas entre a incubacdo de bactérias viaveis e
ndo viaveis e ndo foram observados produtos de degradacdo nos cromatogramas. Em
termos de degradacdo da ocratoxina A, Varga et al. (2005) estudaram a aplicacdo de
isolados de Rhizopus e verificaram que eles eram capazes de degradar mais de 95% da
OTA durante 16 dias. Meca; Blaiotta; Ritieni (2010) avaliaram, por sua vez, a reducéo de
OTA durante a fermentacdo de vinho Moscato italiano e verificaram que a sua
concentracdo diminuiu 42,6% ap6s 21 dias de fermentacdo para as 16 cepas de
Saccharomyces cerevisiae. Petruzzi et al. (2014) também avaliaram a capacidade da
levedura Saccharomyces cerevisiae em degradar OTA e obtiveram até 57,2% de remocao.
Abrunhosa; Santos; Venancio (2002) avaliaram a capacidade de degradacédo de fungos
filamentosos isolados de uvas portuguesas. Como resultado, 51 das 76 cepas testadas,
predominantemente espécies de Aspergillus, foram positivas, podendo degradar mais de
80% da OTA inicial. Outros micro-organismos isolados das uvas, como por exemplo
Alternaria, Cladosporium e Penicillium também apresentaram capacidades degradativas
significativas. Ainda nesse contexto, Péteri et al. (2007) estudaram a degradacdo de OTA
por leveduras produtoras de astaxantina, onde foi verificado mais de 90% de degradacédo da
OTA inicial em 15 dias. Além disso, os autores comentam que uma das cepas analisadas
tem a capacidade de converter OTA em ocratoxina a (OTa) e isso se da pela agdo da
enzima carboxipeptidase, capaz de quebrar ligacbes peptidicas presentes na estrutura da
OTA.

A tendéncia referente a reducdo da contaminacdo por micotoxinas estdo
relacionadas a utilizacdo de enzimas. Liu et al. (1998) investigaram e confirmaram a
capacidade de detoxificacdo da aflatoxina B; por multienzimas extraidas de Armillariella
tabescens, principalmente quando a micotoxina encontrava-se em baixas concentragdes.
Das; Mishra (2000a) estudaram a degradagdo in vitro da mesma micotoxina, porém
utilizando peroxidase (PO) extraida da raiz forte. Os percentuais de degradacdo obtidos
foram comparados com os da PO comercial, sendo esses valores de 33,7% e 54,7%,
respectivamente. A aplicacdo desse processo foi verificada pelos mesmos autores, onde foi

realizado o estudo da degradacdo utilizando a mesma micotoxina e a mesma enzima, so
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que dessa vez em amendoim (DAS; MISHRA, 2000b). Os resultados variaram de 28,1%
até 53,2%, respectivamente para PO extraida da raiz forte e para a comercial. Para a
degradacdo de ocratoxina A, Stander et al. (2000) realizaram uma triagem de hidrolases
comerciais acerca da capacidade dessas enzimas em degradar a OTA a compostos nédo
toxicos. Das 23 lipases e esterases analisadas, apenas uma lipase obtida de Aspergillus
niger apresentou essa capacidade. Abrunhosa; Santos; Venancio (2006) estudaram a
aplicacdo de proteases e de uma enzima bruta obtida de Aspergillus niger para a
degradacdo de OTA. Para a protease A e para a pancreatina, foram obtidas atividades
hidroliticas de 87,3% e 43,4%, respectivamente, apds incubacdo de 25 h. Os autores
verificaram, também, que algumas enzimas comerciais ndo foram capazes de hidrolisar a
OTA. Com relacdo a enzima bruta extraida de Aspergillus niger, foi obtida 99,8% de
hidrolise.

Dados da literatura destacam a capacidade de micro-organismos em degradar
micotoxinas, no entanto, a avaliacdo do seu sistema enzimatico ou ainda de enzimas
especificas quanto a reducdo de micotoxinas tem destaque referente a futura aplicacédo
industrial. Relacionado a ocratoxina A, algumas enzimas como proteases,
carboxipeptidases, lipases e hidrolases ja foram avaliadas quanto a capacidade redutora.
No entanto, poucos estudos sdo apresentados utilizando a enzimas oxidativas, como a

peroxidase, para a reducdo de ocratoxina A, sendo esta uma enzima a ser investigada.

3.4 Enzima Peroxidase

Enzimas sdo proteinas com capacidade catalitica e que apresentam elevada
especificidade por seu substrato. Elas sd@o os catalisadores mais eficientes conhecidos
podendo aumentar a velocidade de uma reacdo em até 10%° enquanto que outros
catalisadores aumentam a velocidade em torno de 10% a 10*. Para que haja transformacéo
do substrato em produto, € necessaria a formacdo de um complexo entre a enzima e 0
substrato. O local onde ocorre essa transformacdo € denominado sitio ativo sendo este
localizado em uma fenda na superficie da proteina e formado por aminoacidos
(CAMPBELL; FARRELL, 2007).

O tipo de reacgdo catalisada pela enzima da a ela seu nome, seguido pelo sufixo
—ase. Elas sdo agrupadas em seis classes, tais como: oxidorredutases, transferases,
hidrolases, liases, isomerases e ligases. As peroxidases sdo classificadas como
oxidorredutases (EC 1.11.1.7) que catalisam a oxidacdo de varias substancias organicas e
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inorgénicas, doadoras de prétons (mono e difendis, polifendis, aminofendis entre outros),
na presenca de perdxidos (cofator), gerando radicais livres. Na auséncia de peroxidos, elas
podem oxidar os compostos com o auxilio de oxigénio molecular (KOBLITZ et al., 2010).

A Figura 2 ilustra 0 mecanismo de acdo das peroxidases.

Figura 2 Esquema ciclico da acdo das peroxidases.
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Fonte: KOBLITZ et al., 2010

Tais enzimas sdo, em geral, glicoproteinas e podem ser encontradas sob varias
isoformas. Além disso, apresentam como vantagem a termoestabilidade, sendo utilizadas
como indicador biol6gico de tratamento térmico, podendo, ainda serem regeneradas. A
massa molecular dessas enzimas pode variar de 30000 a 150000 Da e elas podem ser
classificadas como as que contém ferro no sitio ativo (ferriprotoporfirina-peroxidases e
verdo-peroxidases) e aquelas quem conttm FAD no sitio ativo, denominadas
flavoproteina- peroxidases. Dentre elas, as mais importantes sdo aquelas que contém como
grupo prostético a ferriprotoporfirina I1l e que incluem a maior parte das peroxidases de
vegetais superiores (HAMID; KHALIL-UR-REHMAN, 2009; KOBLITZ et al., 2010).

As peroxidases podem ser encontradas em células animais, vegetais e em
diferentes micro-organismos. Dentre as fontes vegetais de obtencdo da peroxidase estdo
péssego, inhame, mandioca, alcachofra, batata doce entre outras (HAMID; KHALIL-UR-
REHMAN, 2009; KOBLITZ et al., 2010).

Um grande interesse por esta enzima surge devido as suas multiplas aplicacdes
em laboratérios de pesquisa, como por exemplo, na construcdo de biossensores, na

industria de papel e celulose, na industria de alimentos, em analises bioguimicas, entre
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outras. Por esse motivo, peroxidases de diferentes fontes vegetais tém sido exploradas. A
mais conhecida é a extraida do rabanete devido a sua elevada atividade e estabilidade
frente uma série de substratos (HAMID; KHALIL-UR-REHMAN, 2009). Maciel; Gouvéa;
Pastore (2006) demonstraram que a folha de Copaifera langsdorffii (arvore leguminosa,
nativa e amplamente distribuida no territorio brasileiro), pode ser uma nova fonte de
peroxidase com alta atividade. Esta, quando comparada a peroxidase do rabanete
apresentou alta atividade (81,6%) sendo ambas obtidas nas mesmas condigdes. As
peroxidases de folhas de Copaifera langsdorffii e raiz forte apresentaram atividade de 20 e
244 U mL™, respectivamente. Jongmevasna; Yaiyen; Prousoontorn (2013) extrairam
peroxidase de mandioca e obtiveram, para o extrato bruto, uma atividade especifica de 550
U mL™?, sendo que essa atividade foi melhorada com diversas etapas de purificacéo
chegando a 8200 U mL™. No entanto, o rendimento foi reduzido de 100 % (extrato bruto)
para 4% (extrato purificado). Fontan et al., (2012) determinaram a cinética de inativacéo da
peroxidase de agua de coco, sendo que no tempo O min de exposi¢cdo, a peroxidase
apresentava uma atividade de 30,23 U mL™. Além disso, pode-se destacar o estudo em que
Feltrin (2013) caracterizou a peroxidase extraida do farelo de arroz, cinética e
termodinamicamente, demonstrando que a enzima purificada apresenta uma atividade
especifica de 0,11 U mg™.

As peroxidases, atualmente, tém sido aplicadas na degradacdo de compostos
fenolicos contaminantes de aguas residuais tais como pentaclorofenol (PCP) e corantes
téxteis. Mohan et al. (2005) determinaram o tempo 6timo de contato, o pH 6timo e as
concentracdes de peroxido, de enzima e de corante 6timas para a degradacdo do mesmo
utilizando a enzima peroxidase livre. Nas condi¢des otimizadas foi obtido um percentual
de 65% de reducdo do corante. Niu et al. (2013) estudaram a degradacdo de
pentaclorofenol presente em &gua através da aplicagdo da enzima peroxidase livre e
imobilizada. Os autores verificaram que 0s percentuais de remocéo foram de 47% e 83%,
respectivamente. Além disso, podem ser utilizadas na sintese de Vvarios compostos
aromaticos e na remocdo de peroxido presente em residuos industriais e alimentos
(ZHANG et al., 2007).

Com relacdo a atuacdo da enzima peroxidase como agente de degradacdo de
micotoxinas, poucos estudos sdo encontrados. No entanto, Das; Mishra (2000a)
encontraram percentuais de 29,1%, 38,3% e 54,7% quando aplicaram as peroxidases de

raiz forte B e C (B: precipitacdo com 68% de sulfato de aménio e C: precipitacdo com
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31,2% de sulfato de amonio) e a comercial na degradacéo da micotoxina aflatoxina B; (312
ng mL™), sendo que estas enzimas apresentavam atividades especificas de 20 U mg
proteina™, 30 U mg proteina™ e 200 U mg proteina™, respectivamente. Os mesmos autores,
por sua vez, verificaram percentuais de degradacdo de 28,1%, 35,5% e 53,2% para as
peroxidases da raiz forte A e B (A: precipitacdo com 42,3 g de sulfato de amonio e B:
precipitacdo com 17,23 g de sulfato de amdnio) e comercial, respectivamente, quando
foram aplicadas na degradacdo também de aflatoxina B; (374,4 pg 100g™), no entanto em
amendoim (DAS; MISHRA, 2000b). Garda-Buffon; Kupski; Badiale-furlong (2011)
demonstraram a habilidade dos fungos Aspergillus oryzae e Rhizopus oryzae em reduzir 0s
niveis da micotoxina DON relacionando esse fato com a atividade da enzima peroxidase
produzida por estes micro-organismos. Torna-se interessante, entdo, estudar a habilidade
da enzima peroxidase em degradar diferentes classes de micotoxinas em diferentes meios e
matérias-primas.

Uma vez que se deseja determinar a velocidade de reacdo e a eficiéncia global
de uma enzima, é necessario realizar o estudo da cinética enziméatica. Adrian Brown, em
1902, deu inicio a este estudo investigando as velocidades de hidrélise da sacarose pela
enzima B-frutofuranosidase de leveduras. Ele observou que quando a concentracdo da
sacarose € muito maior do que a de enzima, a velocidade da reacdo torna-se independente
da concentracdo. Ele, portanto, propds que a reacdo global é composta por duas reacdes
elementares, nas quais o substrato forma um complexo com a enzima que se decompde,
subsequentemente, em produto e enzima. A equacdo de Michaelis-Menten descreve a
velocidade dessa reacdo enzimatica, em funcdo da concentracdo do substrato. A partir
dessa equacdo, determina-se a constante de Michaelis-Menten (Ky) e a velocidade méxima
de reacédo (Vmax), sendo que ela descreve uma hipérbole retangular semelhante a mostrada
na Figura 3 (VOET; VOET; PRATT, 2008).

Na pratica, entretanto, é dificil obter os valores de Vs € Ky com precisdo a
partir dos graficos de velocidade versus concentracdo de substrato. Entdo, um método mais
adequado para determinar esses parametros foi formulado por Hans Lineweaver e Dean
Burk, que nada mais € que o inverso da equagdo de Michaelis-Menten. Se essas grandezas
forem colocadas em um grafico, o denominado grafico de Lineweaver-Burk ou gréfico de
duplo-reciproco (Figura 4), a inclinacdo da linha é Ky Vinax - € @ intersecdo no eixo Y, sera
1 Vina* (VOET, VOET, 2006; VOET; VOET; PRATT, 2008).
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Figura 3 Gréfico de velocidade versus concentracao de substrato e equacao de Michaelis-

Menten
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Fonte: VOET, VOET, 2006 modificada.

Figura 4 Equacdo e grafico duplo-reciproco de Lineweaver-Burk
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material
4.1.1 Farelo de arroz e padr6es de ocratoxina A e peroxidase.

O farelo de arroz foi obtido no comércio local da cidade de Rio Grande/RS. Os
padrdes da ocratoxina A e da enzima peroxidase foram adquiridos da Sigma Chemical
Company. Todos os materiais foram armazenados a -18 °C.

A enzima peroxidase comercial foi ressuspendida em &agua destilada e as

solucBes obtidas a partir dessa foram, também, armazenadas a -18 °C.

4.1.2 Instrumentacgao

Os principais equipamentos utilizados foram balanca analitica de precisdo
Bioprecisa FA2104N, centrifuga refrigerada CIENTEC CT-5000R, cromatografo liquido
Shimadzu, espectrofotdmetro Biospectro SP220.

4.1.3 Reagentes e solventes

Os principais reagentes e solventes utilizados foram acetonitrila grau HPLC e
P.A. (Vetec), agua ultrapura, cloroférmio P.A. (Proquimios), reagente de Folin Ciocalteau
2 M (Pro6ton Quimica), guaiacol P.A. (Vetec) e acido acético glacial (Merck).

4.2 Métodos
4.2.1 Preparo da solucéo padrao de ocratoxina A

A ocratoxina A, frasco contendo 5 mg, foi dissolvida em 100 mL de
benzeno:acetonitrila (98:2) em baldo volumétrico, resultando em uma solucéo estoque de
concentracdo de 50 pg.mL™. Essa solugdo foi acondicionada em frascos &mbar contendo
10 mL da solucdo, que foram secos em corrente de nitrogénio, obtendo-se uma massa de
500 pg em cada frasco. Para a obtencdo da solucédo trabalho, a micotoxina foi ressuspensa
em Dbenzeno:acido acetico (99:1) sendo sua concentracdo confirmada, em
espectrofotometro e utilizando a Equacéo 1, onde Abs: absorvancia lida a 333 nm; MM:
massa molecular da ocratoxina A (403,8 g mol™); FC: fator de correcdo do equipamento;
d: largura da cubeta e €: absortividade molar da ocratoxina A em benzeno:acido acético

(99:1) (5550 L cm™ mol™). As solucdes obtidas foram armazenadas a -18 °C.



18

Abs.MM. 1000. FC

OTA (ng.mL ™) = o

(1

4.2.2 Obtencdo da enzima peroxidase
4.2.2.1 Atividade da peroxidase extraida das fraces granulométricas do farelo de
arroz

Para a realizacdo deste estudo, 300 g de farelo de arroz integral foram agitados
mecanicamente utilizando peneiras com variacdo de malhas de 150 um até 710 um (100 a
24 mesh) durante 15 min. A partir disso, foi calculado o rendimento de farelo retido, o teor
de proteina soluvel e a atividade da enzima peroxidase (item 5.2.2.4) em cada malha
granulométrica avaliada. O teor de proteina soluvel e a atividade da enzima peroxidase

também foram avaliados para o farelo sem peneiramento.

4.2.2.2 Caracterizacao quimica da fonte enzimatica

A caracterizacdo quimica foi determinada segundo métodos descritos pela
AOAC (2000). A umidade foi determinada pelo método gravimétrico de secagem em
estufa a 105 °C (n°® 935.29); os lipidios pela extracdo com éter de petréleo (n° 920.85); os
niveis proteicos pelo método de micro-Kjeldahl (n° 920.87); as cinzas pelo método
gravimétrico através de incineracdo das amostras em mufla a 550 °C (n° 923.03) e as fibras
pelo método de digestdo acido-béasica (n° 991.43). Os carboidratos foram determinados por

diferenga.

4.2.2.3 Extragdo enzimatica

A enzima peroxidase foi extraida do farelo de arroz segundo Feltrin (2013),
utilizando 5 g da matéria-prima e 50 mL de tampé&o fosfato 10 mM pH 5. A mistura foi
colocada em mesa agitadora orbital a 100 rpm durante 60 min a temperatura ambiente,
centrifugada a 4 °C por 10 min a 3220 x g, filtrada e avolumada para 50 mL, obtendo-se o

extrato bruto enzimético, armazenado em freezer a -18 °C.

4.2.2.4 Purificacdo enzimatica
A enzima peroxidase foi purificada pelo método de particéo trifasica (TPP)
descrito por Ozer, et al (2010) com modificacdes. Em um tubo de centrifuga de 50 mL foi

adicionado 20 mL do extrato bruto enzimatico e este foi saturado com 50% (m/v) de
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sulfato de amonio a temperatura ambiente, sendo a mistura homogeneizada manualmente.
Acetona foi adicionada em uma proporcdo 1:1 e o sistema foi homogeneizado
manualmente durante 1 min seguido de repouso por 1 h para a separacdo de fases. A
mistura foi centrifugada a 3220 x g, durante 10 min a 4 °C para auxiliar na separacao das
fases. A camada superior, rica em acetona, foi removida com o auxilio de uma pipeta de
Pasteur, assim como a camada inferior (salina). Na interface precipitada, contendo a
enzima, foi adicionado 20 mL de tampdo fosfato 5mM pH 55 e a mistura foi
homogeneizada manualmente durante 2 min, filtrada e armazenada em freezer a -18 °C.

Os parametros recuperacdo (RP) e fator de purificacdo (FP) foram calculados
utilizando as Equagdes 2 e 3 (CURVELO-SANTANA et al., 2008), respectivamente,
sendo ATP: atividade total da enzima purificada; ATB: atividade total da enzima bruta;
AEP: atividade especifica da enzima purificada; AEB: atividade especifica da enzima

bruta.

_ate

RP=22.100 )
_AEP

Fp=— 3)

4.2.2.5 Determinacao da atividade enzimética

A determinacdo da atividade especifica foi realizada a partir do método de
Devaiah; Shetty (2009) com modificacdes. O meio reacional continha 2 mL de agua; 1,5
mL de tampdo fosfato 5 mM pH 5,5; 0,5 mL de guaiacol 1% e 1 mL de peroxido de
hidrogénio 0,08%, sendo a transmiténcia da reacdo obtida em espectrofétometro a 470 nm.
A atividade especifica (U mg™) foi calculada pela razéo da atividade da enzima (U mL™) e
o teor de proteina soldvel (mg mL™).

Para o calculo da atividade enzimatica, U mL™, foi empregada a Equacéo 4,
baseada na equacéo descrita por Zeraik et al. (2008) onde: U mL™: unidade de atividade da
peroxidase por mL de extrato; A: absorvancia; FD: fator de dilui¢do (diluicdo do extrato
bruto enzimatico); V: volume total do tubo de reagdo (mL); 10°%: conversdo de mol para
umol; &: absortividade molar do tetraguaiacol (26600 L mol™ cm™); d: tamanho horizontal

da cubeta (cm) e t: tempo de reacdo (min). Uma unidade da atividade da peroxidase
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representou a quantidade de enzima que catalisou a oxidac¢do de 1 umol de guaiacol em 1

min.

U _ AFD.V.10°
mL £.d.t.1000

(4)
O teor de proteina solGvel foi determinado pelo método de Lowry (1951),
utilizando uma curva padrdo de albumina de soro bovino (BSA). A transmitancia obtida

nessa reacdo foi lida em espectrofotbmetro a 660 nm.

4.2.3 Extragéo e quantificagdo da ocratoxina A

Para a extracdo da ocratoxina A, foi utilizada a técnica de extracdo por particdo
liquido-liquido, que consiste na adicdo de 3 mL de cloroférmio (CH3Cl) seguidos de
agitacdo em vortex durante 30 s, 3 min em banho ultrassénico de 25 kHz e centrifugacédo a
621,6 x g durante 5 min. A fase organica foi retirada com o auxilio de um pipetador
automatico e o procedimento foi repetido 3 vezes. O volume final obtido foi seco em
banho-maria a 75°C.

Para avaliar o desempenho do método de extracdo foram determinadas as
figuras de mérito: recuperacdo, linearidade e limites de deteccdo e quantificacdo
(INMETRO, 2003; BRASIL, 2003). A recuperacdo foi avaliada em tubos de ensaio onde,
primeiramente a micotoxina foi adicionada em trés niveis de concentracdo: 0,7 ng mL™,
3,7 ng mL™ e 22,3 ng mL™. Apés, o solvente foi evaporado durante 12 h, & temperatura
ambiente, e foram adicionados os constituintes do sistema tamponante, sendo estes 2 mL
de tampéo fosfato 5mM pH 5,5, 1 mL de peroxido de hidrogénio 0,08% e 3 mL de agua,
resultando em um volume Gtil de 6 mL. A micotoxina foi extraida e quantificada, sendo o

percentual de recuperagdo obtido através da Equacao 5.

~ OTA final L
% de recuperagio = — e ml ) 100 (5)
OTA inicial(ng mL™)

A linearidade foi determinada através da construcdo da curva analitica. Para
tal, foram realizadas solugdes de ocratoxina A em concentragdes crescentes, sendo estas de
0,1 a 20 ng mL™. A partir dessa curva, foram obtidos os coeficientes de correlacéo e

determinacao.
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Os limites de deteccdo e quantificacdo foram estimados através do método da
relacdo sinal-ruido. Concentracdes decrescentes de ocratoxina A foram injetadas até que se
obtivessem um sinal de 5 e 10 vezes maior, respectivamente, que o sinal gerado pela linha
de base (ruido) (INMETRO, 2003; MOREU e SIQUEIRA, 2010).

A quantificacdo, por sua vez, foi realizada segundo Kupski; Badiale-Furlong
(2015) em que foi utilizado um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia da marca Shimadzu
(Quioto, Japdo), com detector por fluorescéncia. A coluna utilizada foi Kromasil C18 com
particulas de 5 um e 100 A e dimensdes de 150 x 4,6 mm. Os solventes empregados na
fase mével foram agua ultrapura acidificada com 1% de &cido acético glacial e acetonitrila
na proporgdo 1:1 (v/v). Os demais parametros utilizados no método foram vazdo da fase
mével de 1 mL min™, temperatura da coluna de 35 °C, comprimento de onda de excitac&o

de 333 nm e de emissao de 460 nm.

4.2.4. Determinacdo da cinética de reducéo

A avaliacdo da reducdo dos niveis de ocratoxina A foi realizada segundo
Feltrin (2013) com algumas modificacGes. Em reator tipo Erlenmeyer, foi adicionada a
micotoxina e o solvente foi evaporado durante 12 h, a temperatura ambiente. As
proporcOes de enzima:substrato avaliadas foram de 1:10 (p/p) e 1:5 (p/p) para as enzimas
comercial e extraida do farelo. Além dessas proporc¢des, foi testada a propor¢do 8:1 (p/p)
para a enzima comercial correspondendo a uma atividade de 0,063 U mL™. A mesma
atividade enzimatica (0,063 U mL™) foi testada para a enzima obtida de farelo de arroz.
Isto se deve pela diferenca do grau de purificacdo entre as enzimas testadas. A massa de
ocratoxina A adicionada nos reatores correspondentes as propor¢oes 1:10 e 1:5 (p/p) foi de
2 pg (20 ng/mL) enquanto que para a propor¢édo 8:1 (p/p), a massa adicionada foi de 1 pg
(10 ng/mL).

Apbs, foram adicionados os constituintes do reator, sendo estes 40 mL de
tampao fosfato 5mM pH 6,0, para a enzima comercial, e pH 5,5, para a enzima do farelo,
20 mL de perdxido de hidrogénio 0,08%, 40 mL de &gua e a enzima peroxidase
(proporgdes 1:10 (p/p) e 1:5 (p/p)). Para as demais proporgdes, os constituintes foram 33,3
mL de agua, 33,3 mL de tampé&o fosfato 5mM pH 6,0, para a enzima comercial, e pH 5,5,
para a enzima do farelo, 16,7 mL de peroxido de hidrogénio em uma propor¢do 2:1 (p/p)
perdxido:substrato e 16,7 mL de enzima, totalizando um volume util de 100 mL. Em

seguida, a enzima foi adicionada ao sistema e este foi deixado em agitacdo orbital de 150
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rpm, & 25 °C, sendo a amostragem realizada nos tempos 0, 15, 30, 60, 300 e 1440 min,
retirando-se um volume de 6 mL. A concentracdo da micotoxina foi obtida através de
extracao e quantificacdo conforme o item 5.2.3.

A velocidade de reducdo foi determinada a partir da diferenca entre a

concentracéo inicial e final da ocratoxina A de acordo com tempo de reagéo (Equacéo 6).

V= OTA inicial (ng mL™)-OTA final (ng mL™)

Tempo de reagdo (min)

(6)

O percentual de reducdo foi determinado utilizando-se a Equacdo 7 através da

razdo entre a variagdo da concentracdo da micotoxina e a concentragdo inicial da mesma.

OTA final(ng mL™)
OTA inicial(ng mL™)

% de reducdo = 100 — x 100 (7)

4.2.5. Determinacéo da afinidade entre a ocratoxina A e as enzimas peroxidase

Os parametros Ky e Vmax foram determinados através da medida da atuacédo da
enzima, obtida pela velocidade média de reducdo da ocratoxina A, em relacdo a diferentes
concentracdes da referida micotoxina. Em tubos de ensaio foi adicionada a ocratoxina A
nas concentragbes de 1,7; 8,3; 15; 18,3; 27,5; e 31,7 ng mL™ quando testada a enzima
comercial, onde a concentragdo enzimatica adicionada nesse teste (3,17 ng mL™) foi
correspondente a propor¢cdo enzima:substrato 1:10 da ultima concentracdo de OTA
avaliada (31,7 ng mL™). Para a enzima extraida do farelo de arroz, as concentrages
utilizadas de micotoxina foram 8,3; 15; 21,7; 28,3 e 35,0 ng mL™ e a concentracio enzima
adicionada foi de 3,5 ng mL™. O solvente foi evaporado durante 12 h, & temperatura
ambiente, e apds foram adicionados os constituintes do reator, sendo estes 2 mL de tampéao
fosfato 5mM pH 6,0, para a enzima comercial, e pH 5,5, para a enzima do farelo, 1 mL de
perdxido de hidrogénio 0,08%, 3 mL de 4gua e a enzima. A reacdo ocorreu durante 15 min
e apds a micotoxina foi extraida e quantificada conforme o item 5.2.3.

O efeito da concentracdo sobre a a¢do enzimatica foi descrito pela constante de
Michaelis-Menten (Ky), que foi obtido a partir do grafico da velocidade versus a
concentracdo de substrato. Os parametros foram obtidos através da linearizacdo da equagéo

de Michaelis-Menten, o grafico de duplo-reciproco de Lineweaver-Burk, onde os valores
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de Km e Vmax foram calculados a partir do coeficientes angular e linear da Equacéo 8,

respectivamente.

o= ) * ®

Vmax Vmax

4.2.6. Avaliacdo do mecanismo de reducdo da ocratoxina A

A possibilidade de adsor¢do da ocratoxina A pela enzima foi verificada através
da hidrdlise da enzima peroxidase comercial segundo metodologia descrita Sgarbieri
(1996), com algumas modificacdes.

Em um reator tipo Erlenmeyer, foi adicionada a micotoxina (10 ng mL™),
sendo o solvente da solucdo evaporado durante 12 h, a temperatura ambiente. Os
constituintes do meio reacional foram adicionados, totalizando um volume util de 50 mL
(10 mL de peroxido de hidrogénio 0,08%, 20 mL de tampdo 5 mM pH 6,0, 20 mL de
agua). A enzima inativada durante 60 min a 80 °C foi adicionada ao reator (0,05 ug),
mantido sob agitacdo orbital de 150 rpm a 25£5°C. A amostragem inicial foi realizada nos
tempos 0 e 15 min, retirando-se um volume de 6 mL. Apos esse tempo, a enzima foi
precipitada com TCA 10% e a mistura foi centrifugada a 3220 x g, durante 15 min a 4°C.
O precipitado (enzima inativada) foi ressuspenso em 38 mL de solugdo contendo a enzima
pepsina (1,5 mg mL™* em HCI 0,1 M), mantendo o sistema a 37 °C a 150 rpm. O
acompanhamento da liberacdo de OTA com a acdo da pepsina na degradacdo de
peroxidase inativada foi realizada pela retirada de 6 mL nos tempos de 60, 120 e 180 min.
A concentragdo da micotoxina foi obtida através de extracdo e quantificacdo conforme o
item 5.2.3.

4.2.7. Avaliagdo da aplicabilidade da peroxidase do farelo de arroz em sucos de uva

A fim de se verificar uma aplicacdo para a peroxidase obtida do farelo de arroz,
esta foi adicionada em sucos de uva na presenca da micotoxina e avaliada a cinética de
reducdo. Dois tipos de suco integral foram avaliados, tinto e branco, ambos comerciais.
Primeiramente, foi determinada a presenca de OTA nos sucos, sendo esta extraida e

guantificada segundo o item 5.2.3.
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A recuperacdo da micotoxina, tendo como matriz o suco, também foi
determinada. Em tubos de ensaio foi adicionada a ocratoxina A com base na determinagéo
prévia da contaminacdo. Para o suco branco, apds a adicdo da micotoxina, as
concentracdes corresponderam a 0,7; 3,4 e 20,7 ng mL? e para o tinto 3,4; 11,1 e 20,7 ng
mL™. Apds, o solvente foi evaporado durante 12 h, & temperatura ambiente, e o suco foi
adicionado, resultando em um volume util de 6 mL. A micotoxina foi extraida e
quantificada, sendo o percentual de recuperacédo obtido atraves da Equacao 5.

Com relacdo a avaliacdo da reducdo da micotoxina, os testes foram realizados
em um reator tipo Erlenmeyer com volume util de 100 mL de suco. A micotoxina foi
adicionada (13 ng mL™) ao reator e o solvente evaporado durante 12 h, & temperatura
ambiente. Apds, foi adicionado o suco e o peroxido de hidrogénio em uma proporcao 2:1
(p/p) perdxido:substrato, sendo a mistura agitada em banho ultrassénico durante 10 min.
Em seguida, a enzima foi adicionada ao sistema e este foi deixado em agitacdo orbital de
150 rpm, & 25 °C, sendo a amostragem realizada nos tempos 0, 15, 30, 60, 300 e 1440 min,
retirando-se um volume de 6 mL para a quantificacdo de OTA conforme o item 5.2.3. Cabe
salientar que para o suco tinto, a centrifugacdo foi aumentada para 2486,4 X g uma vez que
com 621,6 x g ndo foi possivel a separacdo das fases. O percentual de reducdo foi
determinado utilizando-se a Equacdo 7 através da razdo entre a variacdo da concentracdo

da micotoxina, nos diferentes tempos, e a concentracdo inicial da mesma.

4.2.8 Tratamento de dados
Os resultados das triplicatas de cada experimento foram analisados atraves de

analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, com 95% de confianca.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Fracdes granulometricas do farelo de arroz e seu efeito na atividade da peroxidase
O estudo foi realizado com o objetivo de relacionar a eficiéncia da extracdo e o
tamanho de particula uma vez que elevada atividade enzimatica resulta em maior

aplicabilidade. Os resultados obtidos estédo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 Rendimento granulométrico, proteina sollvel e atividade da enzima peroxidase

em cada fracdo obtida do farelo de arroz.

Abertura Rendimento de farelo retido Proteina Soluvel Atividade da PO

Mesh  (um) (%) (mg mL) (Ug?’
24 710 15,5 2,2 (1,2)¢ 0,43 (7,4)
28 600 6,6 3,2 (2,5)° 1,61 (6,1)°
30 500 31 5,4 (4,9) 1,86 (7,7)°
35 425 10,4 6,5 (5,7)° 3,03 (7,0)°
42 355 13,7 10,8 (2,8)™ 3,65 (6,5)"
48 300 10,5 11,5 (3,9)® 4,21 (2,7)
65 212 31,0 12,8 (3,7) 4,00 (1,7)®
100 150 6,9 12,7 (6,0)% 4,14 (8,9)®
Sem peneirar - - 9,4 (2,1)° 2,94 (6,6)°

*Média (% Coeficiente de Variacédo). Letras iguais na coluna indicam que nao ha diferenca significativa entre as médias

pelo teste de Tukey (p<0,05).

Para a analise dos resultados, levou-se em consideragdo a atividade enzimatica
e ndo a atividade especifica uma vez que o0 extrato ndo passou por nenhum processo de
purificacdo. Por esse motivo, o teor de proteina solvel poderia estar sendo subestimado
uma vez que contabiliza todas as proteinas presentes no extrato e ndo apenas a enzima de
interesse. Isso pode ser confirmado por Luh et al., 1991 apud Paucar-Menacho et al., 2007.
Segundo o autor, além das proteinas sem capacidade catalitica, o farelo de arroz contém
varios sistemas enzimaticos, dentre 0s quais se destaca a presenca das enzimas a-amilase,
B-amilase, catalase, lipases, lipoxigenases e peroxidases.

As frages que obtiveram os maiores valores de atividade enzimatica foram as
de 48 a 100 mesh, sendo que estes, ndo diferiram significativamente (Tabela 2). Ao
comparar os valores de atividade da peroxidase para as malhas citadas anteriormente com

os valores encontrados para o farelo sem peneirar, nota-se uma diminuicdo de 29% no
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valor da atividade demonstrando, entdo, a necessidade do peneiramento quando se busca
uma atividade mais elevada. Em termos de rendimento, a malha que obteve o maior
percentual foi a de 65 mesh, estando essa dentro da faixa de malhas que obtiveram os
maiores valores de atividade enzimatica.

O teor de proteina sollvel e a atividade enzimética, para as diferentes malhas,
aumentaram com a diminui¢do do tamanho de particula. Quanto menor o esse tamanho,
mais efetiva € a extracdo do analito de interesse, uma vez que o contato entre o solvente e a
matriz é facilitado, devido ao aumento da superficie de contato. Para extracdo enzimatica,
entdo, foram utilizadas as fracOes que obtiveram os maiores valores de atividade

enzimatica, sendo estas de 48 a 100 mesh.

5.2 Caracterizacao quimica do farelo de arroz

Apo6s determinada a granulometria que seria utilizada para a obtencdo
enzimatica (48 a 100 mesh), o farelo de arroz foi caracterizado quimicamente. O teor de
umidade do farelo peneirado foi determinado, primeiramente, sendo este de 10,3%. A
partir desse dado, foram calculadas as demais fracdes da composicdo, em base seca. Os
resultados obtidos foram de 18,1% de lipideos, 13,6% de cinzas, 14,3% de proteinas, 9,3%
de fibras e 34,4% de carboidratos. Os teores dos componentes determinados no farelo de
arroz apresentam-se similares aos apresentados na literatura (MOONGNGARM;
DAOMUKDA; KHUMPIKA, 2012; SCHMIDT; FURLONG, 2012; FELTRIN 2013).
Pequenas variacOes existentes entre os autores sao justificadas devido a fatores associados
ao tipo de solo, ao clima, a qualidade da matéria-prima utilizada, ao processo de
beneficiamento empregado e ao grau de polimento ao qual o grdo foi submetido
(AMISSAH et al., 2003).

5.3 Extracéo da ocratoxina A
Os indicativos de mérito determinados para 0 método de extracdo de OTA

estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 Parametros analiticos avaliados em cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de fluorescéncia (CLAE-FL).

Parametro Ocratoxina A
Equacdo da curva y = 11025,21x + 719,32

Linearidade (ng mL™) 0,1a20
Coeficiente de correlagéo 0,9997
Coeficiente de determinacgéo 0,9994

LDi (hg mL™) 0,05

LQi (ng mL™) 0,1

LDm (ng mL™) 0,02

LQm (ng mL™) 0,03

Onde: LDi= limite de detec¢do do CLAE-FL; LQi= limite de quantificacdo do CLAE-FL; LDm = Limite de
deteccdo do método; LQm = limite de quantificacdo do método

Segundo INMETRO (2003), o valor recomendado para o coeficiente de
correlacdo € acima de 0,90 enquanto que a Anvisa recomenda valores iguais ou superiores
a 0,98 (BRASIL, 2003). Diante disso, os valores obtidos para os parametros apresentados
cumprem as recomendacles de analise de confiabilidade, sendo o método utilizado
adequado. Além disso, a linearidade da curva apresentou ampla faixa de aplicacéo.

Com relacdo aos limites de deteccdo e de quantificacdo, estes foram
determinados através da relacdo sinal/ruido na qual se estabeleceu a concentragdo minima
na qual o analito pode ser detectado e quantificado, respectivamente. Kupski; Badiale-
Furlong (2015) validaram o método QUEChERS para a determinagdo de ocratoxina A em
farinha de trigo por CLAE-FL sendo que os valores de LDi e LQi foram de 0,05 ng mL™ e
0,1 ng mL™, respectivamente, sendo estes os mesmo encontrados no presente estudo, pois
foi utilizada a mesma coluna cromatogréafica para a determinagcdo. Com relacdo ao LDm e
LQm os autores encontraram 0,25 e 0,50 ng g™, valores superiores aos determinados neste
estudo. Essa diferenca é justificada pelo tipo de amostra analisada. No presente trabalho, a
amostra da qual foi extraida a micotoxina foi constituida por agua, tampéo e peréxido de
hidrogénio, componentes que ndo oferecem interferéncia a extracdo, enquanto que Kupski;
Badiale-Furlong (2015) extrairam ocratoxina A de farinha de trigo, uma matéria-prima
complexa em que seus componentes podem influenciar a extragéo do analito.

Os percentuais de recuperacdo foram determinados e os resultados obtidos

estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 Recuperacéo de ocratoxina A em sistema aquoso.

Nivel OTA (ng mL™) Recuperacéo (%)* Recuperacdo média (%0)*
1 0,7 91 (4)
2 3,7 90 (11) 94 (7)
3 22,3 101 (5)

*Média (% CV).

Segundo Moreau e Siqueira (2010) sdo desejaveis recuperacdes proximas a
100%, porém admitem-se valores menores, desde que a recuperacdo seja precisa e exata.
Para a analise de residuos, os intervalos aceitaveis de recuperacdo geralmente estdo entre
70% e 120% com precisdo de até £ 20%. Porém, dependendo da complexidade analitica e
da amostra, esse valor pode ser de 50 a 120%, com precisdo de 15%. Diante do exposto, 0s
resultados de recuperacdo obtidos sdo satisfatorios, pois encontram-se dentro dos limites
estipulados. E importante ressaltar a auséncia de interferentes e de co-eluicio de

compostos na corrida cromatografica, conforme apresentado na Figura 5.

Figura 5 Cromatograma de elui¢do da ocratoxina A.
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5.4. Reducéo dos niveis da ocratoxina A por acdo da enzima peroxidase em meio
reacional

Para fins de comparacgéo, os testes de reducdo da ocratoxina A e 0s parametros
Km € Vmax foram realizados utilizando uma peroxidase comercial e a peroxidase extraida
do farelo de arroz. Cabe salientar que a peroxidase extraida do farelo de arroz foi

purificada segundo o item 5.2.2.3 e foram obtidos os valores de 77,1% e 9,2 para a



29

recuperacdo (RP) e para o fator de purificacdo (FP), respectivamente. Feltrin (2013)
utilizou o mesmo procedimento de purificacdo também para a peroxidase extraida do
farelo de arroz, estudando diversos percentuais de saturacdo de sulfato de amonio e de
proporcéo extrato bruto:acetona. Neste trabalho foram utilizados uma saturacdo de 50% de
sal e uma proporcdo de 1:1 extrato bruto:acetona. Assim, comparando com as mesmas
condigdes, 0 autor obteve os valores de RP e FP, para 50% de saturacdo de 67% e 1,76; RP
e FP para a proporgéo extrato bruto:acetona (1:1) de 38% e 4,31, sendo estes inferiores aos
obtidos neste trabalho. No método utilizado por Feltrin (2013), as homogeneizac¢bes do
extrato foram realizadas com vdrtex, o que poderia desnaturar a enzima parcialmente,
devido as forcas de cisalhamento, diminuindo, assim, os valores obtidos (RIBEIRO;
SERAVALLI, 2004). Entdo, para esse trabalho, foram realizadas homogeneizac6es
manuais e lentas.

Vetal; Rathod (2014) estudaram a particdo trifasica para a peroxidase extraida
da casca da laranja. Assim como Feltrin (2013), os autores estudaram diferentes
concentracdes de sulfato de aménio. No entanto, no estudo de Vetal;, Rathod (2014), foi
avaliada a proporcdo de extrato bruto:t-butanol, isso porque no método original descrito
por Ozer, et al (2010) utilizou-se t-butanol e ndo acetona. Feltrin (2013) descreve que 0 uso
de acetona foi decorrente da sua facil recuperacdo ao final do processo e menor toxicidade.
Diante do exposto, Vetal; Rathod (2014) encontraram os valores de 94% e 18,20 para a RP
e FP, respectivamente, superiores aos encontrados neste trabalho. A troca do solvente
desidratante (t-butanol por acetona) pode ter afetado os resultados.

E importante ressaltar a continuidade dos estudos visando a purificacio da
peroxidase obtida de farelo de arroz, por este se tratar de um co-produto com baixo valor
agregado e disponivel em grande quantidade.

Os resultados obtidos para a reducdo da concentragdo de ocratoxina A
utilizando uma proporgdo enzima:substrato (E:S) 1:10 estdo apresentados na Tabela 5.
Segundo Lehninger; Nelson; Cox (2002), a velocidade méxima de uma reacdo enzimatica
sera atingida quando praticamente todas as moléculas da enzima estiverem na forma do
complexo enzima:substrato e a concentracdo da enzima livre for significativamente
pequena. Nessas condicdes, a enzima estd “saturada” com seu substrato. Tal colocagao

justifica o porqué da utilizacdo dessa propor¢do enzima:substrato.
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Tabela 5 Ocratoxina A ap0s a acdo da peroxidase comercial e da obtida de farelo de arroz
na proporcao 1:10 (E:S) e com concentracdo de OTA inicial de 20 ng mL™.

OTA (ng mL™Y"

Tempo (min)

PO comercial™ PO do farelo de arroz”
0 4,3+0,8° 6,7 +1,2°
15 5,8 + 0,5° 6,2 +0,6°
30 6,3 + 0,5> 71412
60 8,6 +0,2° 7,2+0,3°
300 12,7+2,22 15,1 +1,0°
1440 12,2 + 0,7 13,4 + 1,5°

*Meédia * desvio padrdo. Letras iguais na coluna indicam que ndo ha diferenga significativa entre as médias pelo teste de
Tukey (p<0,05). **A (atividade enzimatica): 0,2146 U mL™, *** A: 0,4705 U mL*

Os valores apresentam um comportamento ascendente, o que ndo caracteriza
uma curva de reducdo. O comportamento esperado seria a reducdo da concentracdo da
micotoxina decorrente da atuacdo enzimatica ao longo do tempo. Acredita-se que nesse
teste ocorreram problemas de solubilizacdo da micotoxina no meio, 0 que pode ter
impedido a atuacdo ou saturagdo enzimatica ou, ainda, mascarado seu efeito.

Diante desse efeito, ap6s a adicdo dos constituintes do meio reacional, os
reatores foram deixados em banho ultrassdnico de 25 kHz durante 10 min. A Tabela 6
apresenta os resultados obtidos para proporcdo E:S a 1:5. Os resultados demonstram que
para uma reducdo significativa na concentracdo de ocratoxina A sdo necessarios 1440 min
de acdo para ambas as enzimas, sendo que os percentuais de reducdo obtido para as
peroxidases comercial e do farelo de arroz foram de 6% e 23,5%, respectivamente,

considerando uma adic#o de ocratoxina A de 20 ng mL™.

Tabela 6 Ocratoxina A apds a acao da peroxidase comercial e da obtida de farelo de arroz

na proporcao 1:5 (E:S) e com concentragdo de OTA inicial de 20 ng mL™.

OTA (ng mL™Y"

Tempo (min) PO comercial™ PO do farelo de arroz™
0 20,9 +1,3% 19,9 +1,5°
15 22,0+0,32 20,0 £ 1,0°
30 21,4+0,18 20,6 +0,2°
60 224+ 1,62 19,1 +0,5°
300 225+0,82 20,1 +0,5%
1440 18,8 + 0,6 15,3 +2,2°

*Média * desvio padrdo. Letras iguais na coluna indicam que ndo ha diferenca significativa entre as médias pelo teste de

Tukey (p<0,05). **A (atividade enzimatica): 0,5210 U mL™L. *** A: 0,4697 U mL™
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A concentragdo de ocratoxina A ndo diminui linearmente, o que pode ter sido
consequéncia da concentracdo, tanto da enzima como da micotoxina, estar na ordem de
traco (RIBANI et al., 2004). Além disto, a interacdo entre elas pode ndo ter sido efetiva de
inicio, devido a esta baixa concentracdo, gerando a variacdo observada em todos os testes
realizados. Outro fator é o extrato enzimético ser formado por um mix de enzimas, ndo s a
peroxidase, o que dificulta a anélise especifica da enzima de interesse.

Na busca por um percentual de reducdo maior, foi testada a interacdo E:S na
proporcéo 8:1 para a enzima comercial e na mesma proporc¢do de atividade enzimatica (U
mL") para a enzima extraida do farelo de arroz. Os resultados obtidos est&o apresentados
na Tabela 7.

Tabela 7 Ocratoxina A apds a acao da peroxidase comercial e da obtida de farelo de arroz

na proporcdo 8:1 (E:S) para a comercial e concentracéo de OTA inicial de 10 ng mL™.

OTA (ng mL™Y

Tempo (min) PO comercial™ PO do farelo de arroz™
0 7,3+0,1° 9,1+0,8°
15 9,3+0,2° 10,2 + 0,3
30 5,8 + 0,3 7,9+0,4°
60 7,6+0,4° 8,0+ 1,6™
300 4,1+ 0,2 7,6 £0,0°
1440 4,3+0,2 5,9 + 0,3

*Meédia * desvio padrdo. Letras iguais na coluna indicam que ndo ha diferenga significativa entre as médias pelo teste de
Tukey (p<0,05). **A (atividade enzimatica): 0,063 U mL™. *** A: 0,063 U mL™.

Os resultados demonstram que para uma reducdo significativa sdo necessarios
300 min de acdo para a enzima comercial e 1440 min para a enzima obtida do farelo de
arroz, sendo que os percentuais de reducdo obtidos foram maiores, de 59% para a
peroxidase comercial e 41% para a peroxidase do farelo de arroz, considerando uma adigéo
de ocratoxina A de 10 ng mL™.

O fato da reducédo de ocratoxina A ter se apresentado elevada no teste em que
uma maior concentracdo de enzima foi utilizada ndo ¢é usual. Esse comportamento pode ser
explicado uma vez que a ocratoxina A ndo é o substrato ideal da enzima utilizada. Além
disso, a peroxidase extraida do farelo ndo é uma enzima altamente purificada, o que gera a
necessidade da adicdo de uma maior concentracdo de enzima do que substrato.

Poucos sdo os estudos relacionados & degradagdo de ocratoxina A com a

enzima peroxidase. Por esse motivo, tona-se dificil a comparacdo dos resultados obtidos



32

neste trabalho. Das; Mishra (2000a) avaliaram a acdo degradativa da enzima sobre a
aflatoxina B, Para tal, foi utilizada a enzima comercial e duas parcialmente purificadas
extraidas do rabanete. Como resultado, os autores obtiveram que as enzimas purificadas,
com atividade especifica de 20 e 30 U mg™, demonstraram 30 e 38% de reducéo,
respectivamente. Diante do exposto, observa-se que a peroxidase extraida do farelo de
arroz apresentou uma maior capacidade de reducdo frente a ocratoxina A, pois foi obtido
um percentual superior (41% para a peroxidase obtida do farelo de arroz) quando utilizada
uma enzima com menor atividade especifica (0,05 U mg™). Além disso, destaca-se que 0s
autores utilizaram concentracdes elevadas de micotoxina (0,312 mg mL™) o que indica a
maior eficiéncia da peroxidase do farelo de arroz uma vez que, neste trabalho, foram
utilizadas concentracfes em escala traco.

Feltrin (2013) avaliou a degradacdo de deoxinivalenol pela mesma enzima e
observou que a concentracdo da micotoxina também variou ao longo do tempo. O autor
justificou tal acontecimento devido a possibilidade de adsor¢do da micotoxina pela enzima.
Diante disso, foi avaliada a possibilidade desse efeito através da hidrdlise da peroxidase
comercial apds interacdo com a micotoxina. O tempo de contato entre a enzima inativada
termicamente e a micotoxina foram de 0 e 15 min, onde a concentracdo de OTA
determinada no reator foi a mesma inicialmente adicionada ao sistema (10 ng mL™) tanto
para 0 como 15 min. Este resultado foi o esperado, pois a inativagdo impediu a acao
redutora da enzima. Apos esse tempo, a peroxidase foi precipitada e a pepsina adicionada,
para que ocorresse a hidrolise da sua estrutura primaria liberando a ocratoxina A, se
adsorvida. Durante os tempos de reacdo de hidrolise de 60, 120 e 180 min, a concentracao
da micotoxina foi de 0,33; 0,24 e 0,25 ng mL™, respectivamente. Estes resultados
demonstram uma adsor¢do minima de, em média 2,7 %. Esta baixa adsor¢do pode ser
decorrente da interacdo da enzima e da micotoxina na propria concavidade do sitio ativo,
mas ausente de catalise pela inativacdo térmica que afetou a estrutura tridimensional
principalmente de subunidades adjacentes. Este dado confirma que a reducdo da
concentracdo de OTA observada neste estudo ndo foi por adsor¢do, mas sim por agéo
enzimtica. Estudos envolvendo a definicdo do mecanismo de atuacdo da enzima
peroxidase sobre OTA s@0 necessarios para caracterizacdo bioquimica da reducdo da

micotoxina.
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5.5 Determinacéo dos parametros Ky e Vmax para as peroxidases.

Primeiramente, foram construidos os gréficos de velocidade média versus
concentracdo de ocratoxina para as duas enzimas (Figuras 6 e 8). Em seguida, foram
determinados os parametros Ky e Vmax, a partir dos graficos de duplo-reciproco de
Lineweaver-Burk (Figuras 7 e 9).

Para a construcdo do grafico de duplo-reciproco de Lineweaver-Burk para a
peroxidase do farelo de arroz, foram utilizadas apenas quatro concentrac@es de ocratoxina
A, uma vez que a concentragdo de 35 ng mL™ resultou em uma velocidade negativa
(Figuras 8 e 9). Varios testes foram realizados e esse comportamento permaneceu. Por esse
motivo, o coeficiente de determinacdo obtido (0,9539) nédo foi tdo satisfatério quanto o da
peroxidase comercial (0,9994). Uma hipotese para tal comportamento é que a micotoxina
em questdo possa estar atuando como um inibidor incompetitivo quando em concentracdes
elevadas, e com isso diminuindo a velocidade de reagdo. E importante também ressaltar a
importancia da pureza da enzima, o que dificulta a avaliacdo exata do mecanismo.
Segundo Voet; Voet (2006), os inibidores sdo sushstancias que modificam a atividade de
uma enzima por combinarem-se com ela de tal maneira que influenciam a ligacdo com o
substrato. Neste caso, o inibidor incompetitivo liga-se diretamente ao complexo enzima-
substrato e ndo a enzima livre. Essa ligagdo causa alguma distorcdo estrutural no sitio ativo

que torna a enzima cataliticamente inativa, diminuindo, assim, a velocidade méaxima.



Figura 6 Gréafico de velocidade versus concentracdo de ocratoxina A (OTA) para a
peroxidase comercial
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Figura 7 Gréfico de duplo-reciproco de Lineweaver-Burk para a peroxidase comercial
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Figura 8 Gréfico de velocidade versus concentracdo de ocratoxina A (OTA) para a
peroxidase do farelo de arroz
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Figura 9 Gréfico de duplo-reciproco de Lineweaver-Burk para a peroxidase do farelo de
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Uma vez determinados os gréaficos de Lineweaver-Burk e utilizando a Equacgéo
6, foram calculados os pardmetros Ky e Vs, apresentados na Tabela 8. Segundo
Campbell; Farrell (2007), o Ky € igual a concentracao de substrato na qual 50% dos sitios
ativos da enzima estdo ocupados pelo substrato e por isso, nessa concentracdo, a reacao
ocorre com metade de sua velocidade maxima. Além disso, esse parametro caracteriza o
inverso de uma medida de afinidade, pois ele mede o qudo fortemente o substrato esta
ligado & enzima. Quanto maior o seu valor, menor quantidade de substrato estara ligado a
ela, logo menor ¢ a afinidade entre eles. Os resultados obtidos demonstram que a enzima
comercial apresentou maior afinidade pela ocratoxina A do que a enzima extraida do farelo
de arroz, ou seja, a enzima do farelo apresentou concentragdo menor de substrato ligado a

ela. Essa diferenca é explicada devido ao grau de purificacdo de ambas as enzimas.

Tabela 8 Ky e Vinax para peroxidase comercial e a obtidas de farelo de arroz.

Peroxidase Km (MM) Vimax (MM min™)
Comercial 0,00027 0,000015
Farelo de arroz 0,0065 0,000031

Feltrin (2013) determinou 0s mesmo parametros para a peroxidase do farelo de
arroz purificada, no entanto, utilizou o guaiacol como substrato, sendo este o substrato
universal utilizado para enzimas oxidativas. Os resultados obtidos pelo autor foram de 0,06
mM para 0 Ky e 666,66 U mg™ para 0 Vs sendo estes superiores aos encontrados neste
estudo. O mesmo comportamento foi apresentado pelos valores obtidos por Abrunhosa;
Venancio (2007) e Suzuki et al. (2006). Com relacdo aos primeiros autores, foi estudada
uma enzima isolada e purificada de Aspergillus niger com capacidade de hidrolisar a
ocratoxina A. Para tal enzima, os valores obtidos para os parametros Ky € Vs foram de
de 0,5 mM e 0,44 uM min™, respectivamente, quando a reacdo foi realizada a 37 °C, com
pH de 7,5. Suzuki et al. (2006), por sua vez, determinou 0 Ky de duas isoenzimas de
peroxidase extraidas de sementes de trigo sarraceno frente a diversos substratos sendo estes
quercetina, o-dianisidina, ABTS, acido ascorbico e guaiacol. Os valores de Ky, variaram de
0,043 mM para o acido ascorbico até 0,288 mM para o guaiacol.

A variacdo entre os resultados apresentados na literatura e os obtidos neste
trabalho pode ser justificada por diversos fatores relacionados a quantificacdo do analito. O
primeiro deles é com relagdo & concentra¢do da ocratoxina A. Os testes realizados neste

trabalho utilizaram a concentracdo da micotoxina em ng mL™, enquanto que os testes
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realizados por Feltrin (2013), por exemplo, com guaiacol, foram em pg mL™ resultando,
assim, em valores superiores. Os testes com a micotoxina foram realizados com baixas
concentragdes uma vez que em alimentos, estas toxinas sdo quantificadas em
concentracdes em torno de pg kg™ . Um exemplo é o arroz que, segundo Majeed et al.
(2013), apresentou uma concentracdo de ocratoxina A de 12,94 ug kg™. Além disso, o0s
limites maximos toleraveis (LMT) apresentados nas legislagdes também encontram-se
descritos em pg kg, como é o caso de diversos paises tais como Brasil e para os que
compdem a Unido Européia. Para 0 mesmo alimento citado anteriormente, os LMT
apresentados, respectivamente, sdo de 5 e 20 ug kg™

Outra justificativa para as variacbes € com relacdo as técnicas de
quantificacdo/separacdo. Para as determinac@es realizadas com o guaiacol foi utilizada a
espectrometria no UV/Vis, enquanto que para a ocratoxina A foi utilizada a cromatografia
liquida de alta eficiéncia com deteccdo por fluorescéncia. Tal técnica apresenta uma maior
sensibilidade do que a espectrofotometria, podendo, por esse motivo, separar e quantificar
compostos em concentragdes muito baixas. O mesmo ndo ocorre com a espectrometria
uma vez que, se utilizadas solugdes de guaiacol em concentragdo traco, 0 metabdlito
formado a partir da reagdo com a enzima (tetraguaiacol) ndo seria detectado por essa

técnica.

5.6 Avaliacdo da aplicabilidade da peroxidase do farelo de arroz em sucos de uva

As condicBes em que a enzima apresentou uma atividade de 0,0634 U mL™
foram escolhidas para avaliar a reducdo da ocratoxina A nos sucos de uva. Cabe salientar
que essas condic¢des foram as que forneceram a maior redugdo da OTA avaliada no sistema
aquoso. Além disso, estes testes foram realizados apenas com a peroxidase extraida do
farelo de arroz devido ao alto custo da enzima comercial o que inviabiliza a aplicacéo
industrial.

A escolha do suco de uva é justificada devido, principalmente, ao seu processo
industrial de produgdo. Diversas sdo as etapas de producdo do suco e, dentre elas,
encontra-se a pasteurizacdo (R1IZZON; MENEGUZZO, 2007). A aplicacdo da enzima
como forma de reducdo da contaminacdo de OTA pode ocorrer previamente a esta etapa.
Em sucos, é necessario que esta enzima esteja inativa apds o processo, uma vez que sua
atividade estd intimamente ligada ao desaparecimento do aroma e ao surgimento de off-

flavous em produtos vegetais. Alem disso, essas podem participar da alteracdo da cor e da
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destruicdo do valor nutritivo desses produtos (oxidacdo de vitamina C e de amino&cidos)
(KOBLITZ et al., 2010).

Como a aplicacdo da peroxidase extraida do farelo de arroz foi realizada,
também, com o intuito de reduzir custos de produ¢do, uma vez que esta foi obtida de um
subproduto industrial, ndo é vidvel e indicado adicionar mais uma etapa de inativacdo
enziméatica em um processamento alimenticio. Entdo, como a pasteurizacao faz parte do
processamento do suco, optou-se por verificar a aplicacdo neste produto.

A contaminacdo natural dos sucos e os percentuais de recuperacdo foram determinados,
sendo que os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 9. Segundo a resolugéo n° 7
de 18 de fevereiro de 2011, para os sucos de uva, o limite maximo toleravel de ocratoxina
A é de 2 pg kg™t (ng mL™), estando os resultados obtidos dentro desse limite. Poucos sdo
os relatos apresentados na literatura referentes a contaminacdo de sucos de uva por
ocratoxina A. No entanto, a contaminacdo de vinhos e uvas é largamente estudada.
Segundo Varga; Kozakiewicz (2006), a propor¢do de amostras de suco de uva
contaminados com ocratoxina A foi bem elevada, em alguns estudos, especialmente para
sucos de uva tintos, mas inferior para as amostras de suco branco. O mesmo pode ser
confirmado neste trabalho uma vez que a contaminacgdo natural do suco tinto foi mais
elevada que a do branco. Além disso, Rosa et al. (2004) avaliaram a ocorréncia de
ocratoxina A em vinho e suco de uva comercializados no Rio de Janeiro e verificaram que
de 64 amostras de suco de uva e polpa congelada, 25% estavam contaminadas com
ocratoxina A, em concentracdes variando de 0,021 a 0,1 ng mL™. Shundo et al. (20086), por
sua vez, estudaram a presenca de ocratoxina A em vinhos e sucos de uvas comercializados
na cidade de S&o Paulo, ndo sendo detectada em nenhuma das amostras de suco analisadas.

Os percentuais obtidos para as recuperacdes da ocratoxina A nos sucos (Tabela
9) estdo de acordo com Moreau; Siqueira (2010), sendo que para a andlise de residuos, 0s
intervalos aceitaveis de recuperacdo geralmente estdo entre 70% e 120% com precisdo de
até + 20%. Os autores citados anteriormente também determinaram a recuperacdo nos
produtos analisados. Shundo et al. (2006) avaliaram a recupera¢do em um nivel de 0,4 ng
mL™ e obteve um valor de 86,2% com desvio padrio relativo de 2,01%. Rosa et al. (2004),
por sua vez, obteve um valor de 91,6% de recuperacdo. Os valores obtidos neste trabalho

estdo similares aos apresentados pelos autores.
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Tabela 9 Contaminacdo natural e percentuais de recuperacéo de OTA em sucos de uva.

Suco Contamina(;éu_)l Qatural a di(c:)i;)rrf; da Recu(p))er*agéo Recuperggég Meédia
(hg mL™) (ng mL ™) (%) (%)
0,7 83 (9)
Branco <LQ 3,4 95 (6) 97 (6)
20,7 111 (4)
34 84 (3)
Tinto 1,98 (3) 11,1 96 (6) 93 (4)
20,7 98 (4)
*Média (% CV).

Diante dos resultados de contaminacédo natural, aos sucos foram adicionados 13
ng mL™* de OTA para o teste de reducéo da micotoxina, sendo os valores de concentracéo
de ocratoxina A apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 Ocratoxina A ap0s a acéo da peroxidase obtida do farelo de arroz nos sucos de
uva e contaminacao de 13 ng mL™.

OTA (ng mL™y*

Tempo (min) Suco Branco Suco Tinto
0 12,9 +0,3° 12,1 +0,6°

15 13,3 +0,5° 12,5 +0,5°

30 13,4 +0,8° 12,2 +0,6°

60 11,9+ 0,2® 11,7 +0,7°

300 13,3+1,1% 12,2 +0,7%
1440 10,8 + 0,3b 12,7 +0,6°

*Media * desvio padrdo. Letras iguais na coluna indicam que nao ha diferenca significativa entre as médias pelo teste de
Tukey (p<0,05). AE da peroxidase do farelo: 0,05 U mg proteina™.

Os valores demonstram que para 0 suco branco ocorreu uma reducdo
significativa (17%) na concentragdo de ocratoxina A no tempo de 1440 min. Para 0 suco
tinto, por sua vez, ndo ocorreu diferenca na concentragcdo da micotoxina ao longo do tempo
de processo.

O pH dos sucos foi verificado uma vez que acreditava-se que este poderia ser
um fator que pudesse ter afetado a atividade enzimatica. O pH dos sucos determinados
foram de 3,3 e 3,5, para 0s sucos branco e tinto, respectivamente. A partir disso, foi
avaliada a atividade da peroxidase utilizando um tampdo com pH 3,5. A atividade

especifica da enzima no pH 6timo (5,5) foi de 0,456 U mg enquanto que e no pH 3,5 foi de



40

0,265 U mg, sendo que esses valores apresentam diferenca significativa (p<0,05). Segundo
Marzzoco; Torres (1999), as enzimas possuem um pH 6timo (ou um intervalo de pH) no
qual a sua atividade é maxima, sendo que em pH maior ou menor, essa atividade diminui.
Isso acontece, pois as enzimas apresentam grupos titulaveis em alguns residuos formadores
das cadeias laterais dos amino&cidos. Alguns destes grupos podem fazer parte do sitio ativo
ou serem importantes na manutengdo da estrutura espacial da molécula. A cada valor de
pH, alguns destes grupos apresentam-se protonados ou desprotonados. Existe uma
concentracdo hidrogenibnica que propicia um determinado arranjo de grupos protonados e
desprotonados que leva a molécula da enzima a conformacéo ideal para exercer seu papel
catalitico. Por outro lado, quando o substrato contem grupos ionizaveis, as variagdes de pH
também poderdo afetar suas cargas. Portanto, a eficiéncia da catalise dependerd, entdo, que
a enzima e o substrato estejam com conformacgdes e carga adequadas para permitir a
interacdo.

Outra hipdtese € a presenca de compostos fendlicos nos sucos que podem atuar
como inibidores enzimaticos ou ainda, como substrato Nos sucos, a concentra¢do desses
compostos variam de acordo com a espécie, maturacdo, condi¢Bes de cultivo das uvas e da
tecnologia aplicada para obter o suco. Suas concentracdes também diferem entre os tecidos
de uvas, uma vez que a polpa é rica em &cidos fendlicos e a pele rica em flavonoides
(flavondis, flavandis e antocianinas). Assim, sucos de uva comercialmente disponiveis
variam muito em numero e tipo de compostos fendlicos (MORENO-MONTORO et al.,
2015; NACZK; SHAHIDI, 2006). Segundo Moreno-Montoro et al. (2015) a classe de
compostos fenolicos que surge em maior concentracdo, no suco tinto, sdo as antocianinas
(285 mg. L) seguidas dos flavondides (98 mg. L™). No suco branco, a concentracéo de
flavonoides encontrada foi de 67,2 mg L™. Com relacdo aos acidos fenélicos, o que se
apresentou em maior concentracdo, no suco tinto, foi o 4cido galico com 2,01 mg L™,
enquanto que no suco branco foi 0 m- 4cido hidroxibenzéico com 2,66 mg L™.

Com relacdo a acdo inibitoria desses compostos, estudos que utilizam
compostos fendlicos com esse objetivo sdo descritos na literatura e, estando relacionado a
atividade da peroxidase, sdo aplicados métodos em que se avalia a atividade antioxidante
desses compostos relacionando com a inibicdo da atividade da referida enzima (COLLA et
al., 2007; MOJICA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2007). Um exemplo disso é o estudo
realizado por Oliveira et al. (2007) que avaliaram a atividade antioxidante de compostos
fendlicos extraidos de diversos vegetais através de métodos de inibi¢cdo do escurecimento
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enzimaético catalisada pela peroxidase. Os autores apresentaram percentuais de inibicdo que
variaram de 10% (polpa de berinjela) até 98% (polpa de laranja), dependendo da fonte
fenolica. Isso demonstra a capacidade desses compostos em inibir a atividade da
peroxidase.

Estudos apresentados na literatura demonstram que o conteido de compostos
fenélicos totais dos sucos de uva tinto (2015 mg L™) sdo superiores aos presentes nos
sucos de uva brancos (550 mg L™), justificando a n3o reducdo da concentracdo de
ocratoxina A no suco tinto versus os 17% de reducdo encontrados no suco branco
(TOALDO et al., 2015). Além disso, devido a elevada concentragdo de compostos
fendlicos no suco tinto, é possivel também que a enzima esteja atuando, primeiramente, na
degradacdo destes compostos, caso ndo ocorra inibicdo enzimatica, e ndo na ocratoxina A.
Uma vez que 0 suco branco apresenta concentracdes menores, foi possivel verificar a
reducdo (MORENO-MONTORO et al., 2015).

A aplicacdo da peroxidase € considerada, entdo, satisfatoria frente aos métodos
fisicos e quimicos comumente utilizados na degradacdo de ocratoxina A. No entanto,
estudos sdo necessarios para que as condicdes de reacdo da enzima nos sucos de uva ou em
qualquer outro produto alimenticio sejam otimizadas para que o percentual de reducdo
possa ser aumentado. Com isso, a enzima pode vir a ser utilizada, por exemplo, na reducao
de ocratoxina A em vinho, substituindo os adsorventes estudados por Castellari et al.
(2001). Ainda que os autores tenham obtido percentuais de reducdo elevados (82%), o uso
de adsorventes ndo tem sido bem visto devido a adsorcdo de alguns nutrientes, efeito ndo
observado quando utilizada a enzima. O mesmo pode-se dizer para o estudo de Var;
Kabak; Erginkaya (2008) em que a adsorcao de ocratoxina A de vinho branco utilizando
carvdo ativado foi estudada e os autores verificaram que quando o vinho estava
contaminado com 5 ng mL™ de ocratoxina A e foi tratado com 1 mg mL™" de carvio
ativado, 87% da toxina disponivel foi adsorvida.

Outra aplicacdo da peroxidase seria juntamente a um processo fisico. Gambuti
et al. (2005) verificaram que ao filtrar o vinho utilizando uma membrana de 10 um néo
ocorria diminuicdo significativa nos niveis de ocratoxina A. Entdo, como alternativa, a
enzima peroxidase poderia ser aplicada antes ou apds esse processo, resultando em uma
diminuicdo significativa da concentragdo da micotoxina no vinho. Além disso, a
imobilizacdo da enzima também parece ser uma alternativa viavel, uma vez que Niu et al.

(2013) verificou que ha diferenca entre a acdo da peroxidase livre e imobilizada frente a
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degradacdo de pentaclorofenol presente em &gua. Ainda que o substrato estudado pelo
autor ndo seja a ocratoxina A, acredita-se que o processo de imobilizacdo possa ser
utilizado na industria de alimentos como, por exemplo, na producdo de vinho,
possibilitando um maior percentual de reducdo da micotoxina e ainda a reutilizacdo da
enzima.

A enzima peroxidase poderia ser uma alternativa, ainda, para o estudo
realizado por Castellanos-Onorio et al. (2011). Os autores verificaram que para ocorrer
uma reducdo de 96% na concentracdo de ocratoxina A foi necessaria uma exposicdo do
gréo durante 15 min a 230°C. No entanto, esse processo geraria uma diminui¢do nos
antioxidantes presentes no café, o que ndo é desejado. A partir destas informacdes,
vislumbra-se a possibilidade de aplicacdo da enzima, uma vez que possa ser adicionada a
esse grdo, auxiliando na reducdo da contaminacdo e evitando processos de torrefacdo tdo

drasticos.
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6 CONCLUSAO

As condicOes de extracdo da ocratoxina A do meio reacional foram
determinadas, sendo elas satisfatorias uma vez que apresentaram parametros de validacao
de acordo com os estabelecidos na literatura.

As peroxidases obtiveram valores de Ky e Vma de 0,00027 mM e 0,000015
mM min™ para a peroxidase comercial e 0,0065 mM e 0,000031 mM min™ para a
peroxidase do farelo de arroz, respectivamente.

Com relacdo a reducdo da ocratoxina A, um percentual de 59% foi obtido
utilizando a proporgéo enzima:substrato 8:1 para a enzima comercial. Para a enzima obtida
do farelo de arroz, por sua vez, foi obtido 41% de reducéo da concentracdo da micotoxina,
quando utilizada a mesma atividade enzimatica do teste anterior (0,063 U mL™) .

A adicdo de uma peroxidase com 0,063 U mL™ gerou um percentual de
reducdo de 17% no suco branco. Porém, ndo houve efeito significativo no suco tinto.

A capacidade de reducdo dos niveis da ocratoxina A pela enzima peroxidase

foi verificada, tanto em sistema reacional como no suco de uva integral branco.
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