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RESUMO

UMA AVALIACAO QUALITATIVA DA PRESENCA DE MICOTOXINAS
E MICRO-ORGANISMOS TOXIGENICOS EM INSUMOS E EM
CERVEJAS ARTESANAIS

Composta por basicamente agua, lupulo, cereais maltados e ndo-maltados e também
leveduras, a cerveja € uma das bebidas fermentadas alcodlicas mais consumidas no
mundo. Embora existam leis sobre riscos que comprometam a qualidade do produto,
alguns patdégenos como fungos podem contaminar a matéria-prima utilizada na
producdo cerveja com metabolitos secundarios. Como por exemplo, as micotoxinas
gue sdo compostos produzidas por fungos filamentosos, que em certas quantidades
podem causar doencas em animais e seres humanos. Desta forma, estudamos alguns
fungos da espécie do género Fusarium spp. e Aspergillus flavus para identificar quais
micotoxinas poderiam produzir, quando cultivados in vitro sob condi¢des favoraveis
em insumos (cevada, milho e arroz) utilizados por microcervejarias para a producéo
de cervejas artesanais. Estes micro-organismos quando cultivados sob condi¢cdes
favoraveis, foi possivel encontrar no seu extrato fungico que, fungos do género
Fusarium spp., produziram micotoxinas como a Zearalenona, a-Zearalenol e -
Zearalenol, Nivalenol, Fumonisina B1, ja em relagéo ao extrato fungico obtido a partir
do cultivo do fungo da espécie Aspergillus flavus, foi possivel observar a producao da
micotoxina Aflatoxina B1. Foram produzidas em escala laboratorial seis cervejas
artesanais utilizando os mesmos insumos anteriores sem a contaminacdo com 0S
fungos em diferentes proporgdes de cevada, milho e arroz, no qual estas amostras
quando submetidas analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas, porém ndo foi encontrada nenhuma micotoxina. Além disso, foi feito um
estudo sob quais fungos poderiam ser isolados em gréos de cevada utilizado por
microcervejarias, onde foi possivel isolar sete fungos. E com experimentos de micro-
cultivo e MALDI-TOF, dois fungos podem pertencer ao género Fusarium sp. e ao
género Mucor sp.. Diversas bactérias também foram encontradas ao fazer o
isolamento dos micro-organismos, sendo estas também submetidas a experimentos
utilizando MALDI-TOF, sendo que muitas delas possuem um perfil protedmico muito

semelhante.
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ABSTRACT

A QUALITATIVE EVALUATION OF THE PRESENCE OF MYCOTOXINS
AND TOXYGEN MICROORGANISMS IN SUPPLIES AND CRAFT
BEERS

Consisting primarily of water, hops, malted and non-malted cereals as well as yeast,
beer is one of the most consumed alcoholic fermented beverages in the world.
Although there are risk laws that compromise product quality, some pathogens such
as fungi can contaminate the raw material used in beer production with secondary
metabolites. For example, mycotoxins which are compounds produced by filamentous
fungi, which in certain amounts can cause disease in animals and humans. Thus, we
studied some fungi of the species of the genus Fusarium spp. and Aspergillus flavus
to identify which mycotoxins could produce when grown in vitro under favorable input
conditions (barley, maize and rice) used by microbreweries for the production of craft
beers. These microorganisms when cultivated under favorable conditions, it was
possible to find in their fungal extract that fungi of the genus Fusarium spp., Produced
mycotoxins such as Zearalenone, a-Zearalenol and [(-Zearalenol, Nivalenol,
Fumonisin Bl, in relation to the extract. obtained from the cultivation of the fungus
Aspergillus flavus, it was possible to observe the production of mycotoxin Aflatoxin B1.
Six craft beers were produced on a laboratory scale using the same previous inputs
without contamination with the fungi in different proportions of barley, corn and rice, in
which these samples when subjected to liquid chromatography coupled with mass
spectrometry, but were not found. In addition, a study was carried out under which
fungi could be isolated from barley grains used by microbreweries, where it was
possible to isolate seven fungi. And with micro-cultivation and MALDI-TOF
experiments, two fungi may belong to the genus Fusarium sp. and the genus Mucor
sp.. Several bacteria were also found when isolating microorganisms, which were also
submitted to experiments using MALDI-TOF, many of which have a very similar
proteomic profile.
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1. INTRODUCAO
1.1 Cerveja

A origem histérica da cerveja ndo é conhecida, porém Sumérios e
Egipcios comecaram a produzir a cerca de 5000 a.C. e Babildnios consumiam cerca
de 16 tipos de cerveja utilizando ingredientes como cevada, trigo e mel ha 4000 a.C..
Segundo as leis do cédigo de Hamurabi na Babilénia (datado em 1800 a. C.) declarava
gue a pena de morte deveria ser imposta a quem diluia cerveja e a comercializava
(SANTOS, 2002). Composta por basicamente agua, lupulo, cevada e leveduras é

uma das bebidas alcodlicas mais consumidas no mundo.

O mercado brasileiro cresce a cada ano, sendo que no ano de 2014 o
brasileiro consumiu cerca de 68,3 L de cerveja ao ano de 2014 (CERVBRASIL, 2014)
e este setor representou cerca de 1,6% do PIB brasileiro, sendo o terceiro maior
produtor mundial (BRASIL, 2017).

No meio de gigantes produtoras de cervejas em escalas industriais, uma
pequena parcela deste setor vem ganhando importante destaque, as chamadas
cervejas artesanais. As cervejas artesanais provenientes de microcervejarias tem
ganhado muito espaco no setor nos ultimos anos, pois de acordo com a Associacao
Brasileira de Bebidas (Abrabe) as microcervejarias se caracterizam pela producdo em
pequenas quantidades e em muitas vezes com um sabor diferenciado de sua bebida
(SEBRAE, 2011), no qual pelo sabor e aroma diferenciado das cervejas industrias,
tem levado muitos consumidores de cervejas a tomarem gosto por este tipo de bebida.
Segundo a Associacdo Brasileira de Cervejas Artesanais (Abracerva), este setor
representou cerca de 0,7% das vendas de cervejas artesanais do mercado cervejeiro
no ano de 2016 (ABRACERVA, 2016).

Portanto, para a maioria desse publico consumidor, € importante levar
em consideracdo a qualidade da cerveja, quanto em sabor, textura, estabilidade e
também em relacdo a saude dos consumidores, principalmente quando se trata de
micro-organismos patogénicos que podem causar doencas em seres humanos, como
por exemplo as micotoxinas, encontrada em alimentos ou bebidas fermentadas.
Embora encontrada em baixas quantidade, a exposi¢cdo depende da quantidade de
cerveja consumida durante um periodo prolongado de tempo, o que mostra uma

crescente preocupagcdo com O monitoramento destas toxinas em cervejas,



principalmente entre as artesanais, onde nao existe de fato um controle de qualidade
rigoroso em relacdo a esta molécula, bem como, em muitas vezes existe falta de

conhecimento dos cervejeiros sobre essas toxinas.

1.2 Producao de Cerveja

O processo de fabricacéo de cerveja é relativamente simples, entretanto,
algumas varidveis como temperatura, o tempo e as diferentes quantidades e tipos de
matérias — primas empregadas podem gerar uma gama de cervejas com
caracteristicas proprias. A producao de cerveja consiste basicamente em trés etapas:
preparo do mosto, fermentacdo e maturacdo, como pode ser observado na FIGURA
1. Sendo que cada etapa possui caracteristicas variaveis de acordo com o tipo de
cerveja que se deseja produzir (STEFENON, 2012).

Antes da preparacdo do mosto, temos a etapa de moagem dos gréos -
FIGURA 1 (A), no qual a cevada € quebrada deixando exposto o seu endosperma,
rico em amido, no qual enzimas irdo agir sobre ele no processo conhecido como
“‘brassagem”. Com a adi¢cao de agua e cozimento dos graos, produz-se o mosto -
FIGURA 1 (B), meio no qual as enzimas que estao presentes no endosperma do grao
de cevada, irdo atuar para converter o amido presentes nos grdos em acucares
fermentaveis. Apés esta etapa, as cervejas passam por um processo de clarificacao -

FIGURA 1 (C), no qual o mosto é separado do bagaco de malte.

Antes da fermentacédo, temos o processo de fervura - FIGURA 1 (D),
onde ocorre a esterilizacdo, e também a inoculacdo de lupulo, no qual ocorre o
processo de isomerizacdo dos alfa-acidos em iso-alfa acidos do IUpulo, tornando-os

sollveis no mosto, o0 que confere amargor e sabor para cerveja.

Antes de inocular as leveduras utilizadas no processo de fermentacao,
a mistura obtida da fervura deve ser resfriada e separada de alguns residuos sélidos
obtidos a partir da lupulagem - FIGURA 1 (E). S0 entéo as leveduras sao adicionadas
ao processo de fermentacéo - FIGURA 1 (F), no qual os acucares do mosto serdo
transformados em gas carbonico (CO2) e alcool. Os subprodutos da fermentacéo
contribuirdo na formacao dos aromas (ésteres), caracteristicos das cervejas e certos
compostos indesejados serdo eliminados pelo arraste do CO2 ou consumidos pelas

leveduras.



Na etapa de maturacdo - FIGURA 1 (G), € o momento onde os
constituintes de aroma e sabor da cerveja se estabilizam. Durante a maturacao,
leveduras restantes na cerveja metabolizam certos compostos, amenizando ou até
eliminando os “off -flavors”, bem como auxilia a remog¢do de outros compostos
turvadores (polifendis e proteinas). A préxima etapa consiste no envase da cerveja -
FIGURA 1 (H), onde esta sera armazenada em garrafas ou barris e € onde recebera
o diéxido de carbono (CO2z). Um fluxograma simplificado sobre o processo é mostrado
na FIGURA 1 abaixo.
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FIGURA 1: PROCESSO DE FABRICACAO DE CERVEJA

FONTE: (CERVEJARIA BISER&BEER)

1.3 Legislacéo Brasileira

Na maioria dos paises, a substituicdo de cevada maltada, por outros
adjuntos, ou seja, insumos utilizados na indastria para obtencdo de acucares nao
provenientes da cevada, como milho e arroz é permitido por lei, sendo que estes
apresentam menores custos de producdo em relacdo a cevada, sendo que o xarope
de milho (adjunto liquido), se apresenta dentre todos, 0 com o pre¢o mais competitivo
e entdo um dos mais utilizados no processo de fabricacdo de cerveja.



A proporcéao utilizada de cada cereal na producéo de cerveja depende
de cada empresa, no entanto no Brasil o Decreto n° 2314 define cerveja como a
bebida obtida pela fermentacdo alcodlica de mosto cervejeiro oriundo de malte de
cevada e agua potavel, por acao de levedura, com adicao de lupulo. Parte do malte
de cevada podera ser substituida por adjuntos, isto €, cereais maltados ou néo (arroz,
trigo, centeio, milho, aveia e sorgo na forma integral, em flocos ou somente sua parte
amilacea) e por carboidratos de origem vegetal transformados ou ndo. Na TABELA 1,
mostra como s&o classificadas as cervejas em relagdo ao percentual de malte. A
guantidade de carboidrato (acucar) empregada na elaboracao da bebida ndo pode ser
superior a 15% na cerveja clara, 50% na cerveja escura e 10% na cerveja extra, em

relacdo ao seu extrato primitivo, conforme TABELA 2 (BRASIL, 1997).

No ano de 2001, foi publicada a Instrucdo Normativa n® 054 (IN-054) que
estabelece padrdes de identidade e qualidade dos produtos de cervejaria e aplica-se
a comercializacdo entre os paises que compdem o Mercosul, além de importacdes
extraterritorial. A IN-054 define cerveja como a bebida resultante da fermentacéo do
mosto de malte de cevada ou seu extrato, submetido previamente a um processo de
coccéo, adicionado de lapulo. A fermentacdo deve ocorrer mediante a presenca de
levedura cervejeira e uma parte do malte ou do seu extrato podera ser substituida por
adjuntos (BRASIL, 2001). Quando se tratarem de acUcares vegetais nao provenientes
de cereais, a quantidade empregada em relacdo ao extrato primitivo € limitada
conforme o tipo de cerveja produzida (TABELA 1). A IN-054 também proibe, entre
outras préticas, a adi¢cdo de qualquer tipo de alcool a cerveja, qualquer que seja sua
procedéncia.



TABELA 1— COMPARAGAO DA CLASSIFICAGAO DA CERVEJA QUANTO A PROPORGAO DE MALTE
DE CEVADA, SEGUNDO A LEGISLAGAO BRASILEIRA (DECRETO N° 2.314) E A LEGISLAGAO DO
MERCOSUL (IN-N°054).

Decreto n° Cerveja puro malte: 100% de malte de cevada, em peso, sobre o extrato
2314 primitivo como fonte de aguUcares.

Cerveja: malte de cevada maior ou igual a 50%, em peso, sobre o extrato
primitivo, como fonte de agUcares.

Cerveja com o nome do vegetal predominante: malte de cevada maior que
20% e menor que 50%, em peso,

sobre o extrato primitivo, como fonte de aclcares.

Instrucéo Cerveja 100% malte ou de puro malte: elaborada a partir de um mosto cujo
Normativa n° | extrato primitivo provém exclusivamente de cevada maltada.
054 Cerveja: elaborada a partir de um mosto cujo extrato primitivo contém um
minimo de 55% em peso malte
de cevada.

TABELA 2— QUANTIDADE MAXIMA DE ACUCARES VEGETAIS NAO PROVENIENTES DE CEREAIS,
PERMITIDA EM CERVEJAS, SEGUNDO A LEGISLAGAO BRASILEIRA (DECRETO N° 2.314) E A
LEGISLAGAO DO MERCOSUL (IN-054).

Decreto n° 2314 IN-054
15 %
Cervejas Claras (10% para cervejas extras) 10 %
25 %
Cervejas Escuras 50 % (50% para cervejas tipo Malzbier)

1.4 Microrganismos Endofiticos

Microrganismos endofiticos sdo considerados um grupo de
microrganismos que se associam com tecidos internos de plantas terrestres e
aquaticas, incluindo partes internas do caule, peciolo, raizes e folhas, sem causar
doencas visiveis as plantas (Gautam et. al, 2019).

Entre os microrganismos mais frequentemente encontrados sdo o0s
fungos e bactérias, sendo que esta relacdo entre planta e hospedeiro, pode variar
entre uma relacdo simbidtica a patogénica (Gautam et. al, 2019).

Microrganismos endofiticos, principalmente fungos endofiticos, sé&o
conhecidos pela produgédo de uma ampla gama de metabolitos secundéarios e embora

estes fungos endofiticos muitas vezes se comportem de forma assintomatica com



seus hospedeiros, eles sdo capazes de produzir efeitos benéficos, como a producéo
de metabdlitos secundarios que foram identificados como compostos
anticancerigenos, inseticida, antidiabético, imunossupressor e biocontrole (Gautam et.
al, 2019).

Entretanto, ha muitas espécies de fungos patogénicos conseguem entrar
nos tecidos das plantas, seja este no momento da germinacdo ou até mesmo em
estagios mais avancados como o florescimento e entdo viver em estado de laténcia
até que, em determinadas condi¢cdes ambientais que favorecam oportunamente o
microrganismo, este entdo passa a se desenvolver em maneira prejudicial a planta,
seja este pelo consumo de nutrientes vitais e/ ou desenvolvimento da planta, ou pelo
acumulo de fitoxinas (SOUZA, 2009).

A infestacdo de plantacdes por fungos € muito bem conhecida,
principalmente quando se trata de cereais, sendo que muitas vezes sem 0 USO
adequado de fungicidas e no mal armazenamento dos graos apés a colheita, podem
ocorrer contaminagdes graves com micotoxinas, que podem ser carregadas durante

todo o processo do comodities chegando ao seu destino final.

1.5 Micotoxinas

De acordo com BENNET et. al. (2003), micotoxinas sdo compostos de
baixo peso molecular, produzidos no metabolismo secundario de fungos filamentosos.
Onde condigcbes ambientais adequadas favorecem a sua ocorréncia e geram
compostos de alta toxidade, capazes de causar doengas graves em animais e seres

humanos.

Diversas micotoxinas sado conhecidas, mas algumas delas sao mais
comumente encontradas devido a sua preocupacdo em relacdo a saude humana,
agricultura e pecuéria. Dentre as mais conhecidas estéo as aflatoxinas, ocratoxina A,
zearalenona, fumonisinas e nivalenol/ deoxinivalenol (WHO, 2018). As estruturas e as

algumas caracteristicas destas moléculas estdo mostradas nos topicos abaixo.

1.6 Zearalenonas

ZEA, ou p-lactona do acido 6-(10-hidroxi-6-oxo-trans-1-undecinil) -3-

resorciclico, também conhecida como F-2 toxina € um metabdlito secundario



produzido por fungos do espécies Fusarium, incluindo Fusarium cerealis, F.
crookwellense F. culmorum, Fusarium equiseti, F. graminearum, F. moniliforme, F.
oxysporum, Fusarium semitectum, F. roseum e F. tricinctum, que apresenta atividades
estrogénicas e anabdlicas em animais (TURNER, 1983). A zearalenona é um derivado
de policetideos a partir de uma condencao sequencial multipla de unidades de acetato
pela policetidea sintase (PKS) (Gaffoor et. al., 2006). A estrutura e a biossintese da
zearalenona e de alguns de seus derivados podem ser observados nas FIGURA 2 e

3 abaixo.
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FIGURA 3: ESTRUTURA DA ZEARALENONA E SEUS DERIVADOS.

O milho, € um dos cereais com maiores riscos de contamina¢do, mas
essa toxina ja foi detectada em trigo, cevada, aveia, sorgo, arroz, centeio e soja
(ZINEDINE, et al., 2007). ZEA, é estruturalmente similar ao 17R-estradiol, o que
explica a sua habilidade de competir com receptores estrogénicos, causando
problemas de infertilidade em camundongos, porcos, coelhos e animais domésticos
(DE RUYCK et al.,, 2015; ESCRIVA et al., 2015; ZINEDINE et al.,, 2007). A
zearalenona, também pode estar ligada a Sindrome Hipoestrogénica em humanos
(ZINEDINE et al., 2007).

Estas toxinas sédo formadas principalmente antes das colheitas, mas sua
sintese pode continuar durante condicbes de armazenamento ndo adequadas. Muitos
desses cereais sao utilizados pela industria cervejeira como complemento para a

producdo de mosto, principalmente o milho e o arroz. A crescente preocupagédo com



cervejas de alta qualidade, principalmente com as artesanais tem levado a
pesquisadores como RUBERT et. al. (2011), a desenvolver metodologias analiticas
com equipamentos de alta resolucdo para determinar e quantificar moléculas de baixo
peso molecular, como micotoxinas. Em seu estudo ele verificou a presenca de

zearalenona em cervejas irlandesas.

1.7 Tricotecenos

Outra classe de toxinas fungicas produzidas pelo género Fusarium, sao
os Tricotecenos, nos quais sdo um grupo de metabdlitos com um amplo espectro de
acao toxica. Existem diversos problemas relacionados com a ingestdo destas
substancias por humanos e animais, em sua maioria relacionados a intoxicacéo
alimentar, que tém sido relatados por diferentes organizacdes internacionais como o
WHO (World Health Organization) e FAO (Food and Agricultural Organization of
United Nations) (SWEENEY et. al., 1998). Quimicamente, eles sdo sesquiterpenos
tetraciclicos com um sistema policiclico béasico 12,13-epoxitricotec-9-eno,
subdivididos em 4 grupos, tipo A, tipo B, tipo C, tipo D, sendo os mais conhecidos os

tricotecenos do tipo A e B 0s mais conhecidos e relatados na literatura.

Tricotecenos do tipo A, possuem em sua cadeia lateral no carbono 8
(C8) um hidrogénio ou um éter, incluindo moléculas como T-2 e seus metabdlitos di-
acetilados HT-2 e DAS (anguidina). Ja os do tipo B, possuem uma cetona no mesmo
grupo lateral, incluindo moléculas como o Deoxinivalenol (Vomitoxina, DON) e
Nivalenol, sendo o DON a micotoxina mais comumente encontrada em graos
mundialmente. Na FIGURA 4 podemos ver as estruturas das micotoxinas do tipo B
Deoxinivalenol e Nivalenol, o que se observa que suas estruturas sdo muito similares,

sendo que se diferenciam por apenas uma hidroxila.
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FIGURA 4: ESTRUTURA DOS TRICOTECENOS DEOXINIVALENOL E NIVALENOL.

Eles s&o biossintetizados via tricodieno (FIGURA 4), na rota nerolidol
pirofosfato (DEWICK, 2004). A rota Biosintética do deoxinivalenol pode ser observada
na FIGURA 5 abaixo.

Essas micotoxinas sdo detectadas no mundo inteiro, em alimentos e
matérias-primas para a alimentacao, principalmente quando se trata de graos, sendo
que encontradas antes ou ap0s as colheitas. A contaminacdo do malte ou cerveja, por
esses tricotecenos é possivel se a cevada ou outros graos (milho ou arroz), contendo
esses compostos, sdo utilizados no processo de producado de cerveja (SUGA, et. al.,
2005). Em seu trabalho Suga e colaboradores chegaram a conclusdes que ao analisar
diferentes tipos de malte e 17 tipos de cervejas artesanais importadas da Unido
Européia e Canada, foi possivel detectar HT-2 e Nivalenol nas amostras de cevada e
nas amostras de cervejas foi detectado baixas concentracdes de ng/g (0,5 -1,4 ng/g)

DON, sendo um contaminante que ocorre frequentemente em cervejas artesanais.

Apesar do limite maximo tolerado pela ANVISA em graos de cevada
maltada ser de 750 pg/Kg (ppb), ndo existe uma preocupacdo por parte de
empresarios e nem da populagdo em geral por este tipo de contaminantes,
principalmente quando se trata de cervejas artesanais, onde ainda nao ha no pais leis
gue regulamentam essas moléculas neste tipo de bebida, levando as pessoas muitas

vezes a estarem se contaminando sem ter o conhecimento sobre tal fato.
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1.8 Fumonisinas

As fumonisinas foram descobertas na Africa do Sul em 1988, a partir de
culturas isolados de um fungo do género Fusarium, mais especialmente ao fungo da
espécie Fusarium verticillioides e segundo SWEENEY et. al. (1998), as principais
espécies produtoras sao F. moniliforme, F. proliferatum, F. napiforme, F. nygamai e F.
oxysporum e também algumas outras espécies como Alternaria alternata sp.
lycopersici (SCHOTT, 2012). Sweeney e colaboradores (1999) dizem que a rota
biossintetica dessas micotoxinas seja através da condensacao do aminoacido alanina

a um precursor derivado do acetato.

A estrutura quimica basica destas toxinas € caracterizada por uma
cadeia carbdnica aminopolihidroxialquilica di-esterificada com acido propano-1,2,
tricarboxilico (também chamado &cido tri-carbalilico — TCA) (SEO, et. al., 1996,
RHEEDER et. al., 2002). A FIGURA 6 apresenta o esqueleto basico das fumonisinas
(a), bem como a estrutura do TCA (b) e do grupo 3-hidroxipiridina (3HP) (c), também
encontrado em algumas classes de fumonisinas. Estas estruturas apresentam muita

similaridade as esfingosina, esqueleto precursor dos esfingolipideos (MARIN. 2013).
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FIGURA 6: ESTRUTURA DAS FUMONISINAS.

As fumonisinas podem ser divididas em quatro principais grupos,
identificados como A, B, C e P (SEO, et. al.,, 1996, RHEEDER et. al., 2002) com
predominéancia da classe B. As fumonisinas FB1, FB2 e FB3 (FIGURA 7) sdo as mais
encontradas como contaminantes naturais de produtos alimenticios e estas sao
causadoras de edemas pulmonares em porcos e podem apresentar efeitos
hepatocarcinogénicos em animais e humanos (GELDERBLOM et. al.,1988; RUMORA
et. al., 2002). Dentro deste grupo de fumonisinas, a FB1 recebe uma importancia

especial, por geralmente ser produzida em maior abundancia (GELDERBLOM et. al.,
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1992). Ela é mais comumente encontrada, ndo apenas no milho e alimentos a base

dele, mas também na cerveja, arroz, sorgo, sementes de feijdo, soja e aspargos.

A Fumonisinas FB2 e FB3, sdo metabolitos estreitamente relacionados,
gue podem ocorrer em concentracdes mais baixas que a FB1. As fumonisinas sao
relativamente estaveis ao calor, sendo que uma pequena degradacdo pode ocorrer
durante a fermentagcéo (MARIN, 2013).

OHOH e OHOH 24 OH e
o) o o)
0 0 o
OH OH
HO™O OH o]

HO O

Fumonisina B1 Fumonisina B2 Fumonisina B3

FIGURA 7: ESTRUTURA DAS FUMONISINAS FB1, FB2 E FB3.

Estas micotoxinas podem ser introduzidas em cervejas, a partir de
materiais que sao utilizados (cevada, malte, lUpulo, leveduras) ou a partir de insumos
utilizados no processo de fabricagcdo da cerveja. Geralmente, amido de milho ou
xarope de milho s&o os insumos mais utilizados alternativamente na producéo de
cerveja (HLYWKA & BULLERMAN 1999).

PIACENTINI et. al. (2015), estudaram a presenca de DON e FB1 em
cervejas artesanais da regido Sul do Brasil, no qual a micotoxina FB1 foi encontrada
em 15,09% das amostras. Um exemplo disso, é o amido de milho e o xarope de milho
gue estdo entre os adjuntos alternativamente utilizado para producao de cerveja no

Brasil, contribuindo para a presenca destas micotoxinas em cerv

De acordo com esses numeros sobre a contaminacdo de cervejas,
muitos estudos também documentaram os niveis de micotoxinas e seu padrdo em
grios de cevada (CASTANARES et al., 1998; MARIN et al.1999; OLIVEIRA, 2011;
RUBERT et al. 2012). Este problema é fortemente influenciado por praticas agricolas
que, em combinacdo com as condi¢cdes meteoroldgicas durante as fases criticas do
crescimento das plantas, um nimero de fungos toxigénicos invadem a cultura em

condi¢cbes de campo (EDWARDS, 2004), produzindo estas micotoxinas.
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1.9 Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo um grupo de estruturas policiclicas no qual pertencem
a classe dos compostos furanos coumarinas, derivadas de uma biossintese de
policetideos, no qual inicialmente acetato e malonil-Coa sdo convertidos em um
iniciador de hexanoil CoA, que é entéo estendido por uma policetideo sintase ao acido
norsolorinico, o primeiro precursor estavel da biossintese, como mostrado na FIGURA
9. Eles sao produzidos primeiramente por Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus,
Aspergillus nomius, Aspergillus pseudotamarii, e Aspergillus bombycis e podem

contaminar largamente gréos e seus derivado.

s

Aspergillus flavus € um patdbgeno mais comumente encontrado em
culturas oleaginosas, como milho, amendoim, algoddo e nozes. O fungo, esta
presente no solo como conidios ou esclerddios e nos tecidos vegetais como micélios,

é mais frequentemente encontrado em climas quentes.

As aflatoxinas sdo as micotoxinas mais importantes em relacdo a sua
abundancia, toxicidade e impacto humano (GNONLONFIN et al., 2013). Existem
quatro aflatoxinas principais B1, B2, G1 e G2 (FIGURA 8). O termo “2” no nome da
aflatoxina indica que € um isémero, no qual falta uma ligacdo dupla, em comparacao
com a respectiva aflatoxina “1”. (DE RUYCK et al., 2015). Os nomes das quatro
principais aflatoxinas associadas a alimentos sdo com base na sua fluorescéncia azul
“blue” (B) ou verde “green” (G) sob luz UV e sua relativa mobilidade cromatografica
(YU, 2012).

As aflatoxinas sao toxinas termoestaveis com efeitos teratogénicos e
mutagénicos. Eles s&o altamente carcinogénicos em humanos, e sua
carcinogenicidade também pode ser vista em primatas, roedores, passaros e peixes
(KEW, 2013; YU, 2012). A aflatoxina B1 é o representante mais toxico deste grupo e
tem sido causalmente ligado ao carcinoma hepatocelular (DE RUYCK et al., 2015;
GNONLONFIN et al., 2013; KEW, 2013; WU et al., 2014a).
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Aflatoxina G1 Aflatoxina G2

FIGURA 8: ESTRUTURA DAS AFLATOXINAS.

PIETRI et. al. (2010), estudaram a transferéncia de aflatoxinas e
fumonisinas em matérias-primas (cevada, lapulo, leveduras) utilizadas na producéo
de cerveja. A micotoxina aflatoxina B1 (AFB1) variou em concentragcdes detectadas
nas matérias-primas sob a concentracdes de 0,31 a 14,85 ug/kg, sendo que 0,6 - 2,2%
de AFB1 passou para a cerveja. JA4 BENESOVA et. al. (2012), também monitorou
aflatoxinas em cervejas e concluiram que elas podem passar de matérias-primas
naturalmente contaminadas ou de adjuntos utilizados no processo de fabricagéo para
a cerveja. Em 2008 e 2011, um conjunto total de 216 amostras de materiais utilizados
na fabricacdo de cerveja provenientes da Unido Europeia (UE) foram analisados. Os
valores em cevada e malte ndo excederam o maximo permitido limite estabelecido

pela Unido Europeia, porém estavam sob os limites de deteccéo.
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1.10 Ocratoxinas

Outra importante micotoxina estudada sdo as ocratoxinas, que € um
grupo patdégenos geralmente encontrados em areas subtropicais, normalmente por
espécies Aspergillus (A. ochraceus, A. sulphureus, A. sclerotinum, A. niger, A.
carbonarius) e em areas frias por espécies Pinicillium (P. verrucosum, P.
purpurascens, P. commune). As suas caracteristicas quimicas provém de derivados
da 7-isocumarin ligado com um aminoacido L-R-fenilalanina (BELAKOVA;
BENESOVA & SVOBODA, 2011).

A Ocratoxina A (OTA) é a mais importante e generalizada micotoxina do
grupo das ocratoxinas. VAN DER MERWE, STEYN, & FOURIE, 1965 isolaram pela

primeira vez em laboratério através da espécie A. ochraceus.

Cl

FIGURA 10: ESTRUTURA DA OCRATOXINA A.

Os principais efeitos toxicologicos da OTA sdo a nefrotoxicidade,
imunotoxicidade, = mutagenicidade, carcinogenicidade, teratogenicidade e
neurotoxicidade, sendo que seus efeitos foram confirmados por experimentalmente
em animais e também pode ser encontrado em humanos (PFOHL-LESZKOWICZ &
MANDERVILLE, 2007). Estudos sobre os efeitos dos mecanismos da OTA sob
organismos vivos tém mostrado que ha uma inibicdo sob a sintese de proteinas,
incluindo a peroxidacao de lipidios, danos aos metabolismos de sacarideos, calcio e
as fungbes mitocondriais (DIRHEIMER & CREPPY, 1991). As ocratoxinas,
similarmente com outras micotoxinas sao altamente resistentes ao calor (Bullerman &

BIANCHINI, 2007); nem o congelamento pode elimina-los de qualquer alimento.
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A ocratoxina A ocorre em grande parte de mercadorias, ambos de
origem animal, como vegetal, sendo encontrada em cereais, principalmente cevada,
centeio, aveia, trigo, arroz e milho (KABAK, 2009; SUGITA-KONISHI et al., 2006).

Uma vez que a OTA é amplamente encontrada em cereais, as cervejas
feitas a partir desses cereais tém um potencial risco de contaminacéo de OTA. Alguns
autores relataram a presenca desta micotoxina no vinho e cerveja, a niveis baixos,
mas variaveis (de menos de 0,1 pg/ L a mais de 1 pg/ L) (SCOTT, et. al, 1996; LEE
et al., 2007). Em cervejas consumidas na Espanha, Legarda e Burdaspal (1998)
encontraram OTA em 100 e 97,4% das cervejas nhacionais e importadas,
respectivamente. Em 2004, ARAGUAS et al. detectaram OTA em 24 das 31 amostras
de cerveja testada.

1.11 Técnicas de Extracdo, Separacdo e ldentificacdo de Micotoxinas

Para a extracao de micotoxinas, as etapas iniciais envolvem o cultivo da
cepa fungica em meios de cultura adequados, visando posterior extracdo com
solventes e obtencdo de extratos brutos. Porém quando se trata de cervejas e o0s
insumos utilizadas na sua producdo a amostragem e a preparacdo da amostra sao
etapas muito importantes no processo, pois se a amostra escolhida para andlise ndo
for representativa pode levar a resultados analitico ndo confiaveis. Geralmente ocorre
uma distribuicdo muito desigual das micotoxinas em mercadorias que foram
contaminadas naturalmente, portanto, seguir com uma forma adequada de coleta e

homogeneidade da amostra, torna a matriz mais representativa (SEMPLE, 1991).

A definicdo do solvente de extracdo depende de varias coisas, como
caracteristicas fisicas e quimicas do analito, custo, seguranca do solvente e bem
como também da solubilidade de interferentes no qual o solvente de extragdo também
ird estar atuando e etapas de processamento subsequentes da extracdo. O solvente
ideal € aquele no qual remova a micotoxina de interessa da matriz, porém as
complexidades das matrizes em que se trabalha, leva ao uso de mistura de solventes,
sendo que comumente os mais utilizados sdo uma mistura de metanol/ agua e
acetonitrila/ agua, ndo descartando também o uso de solventes como etanol, acetona,
acetato de etila e cloroférmio (ZHANG, 2018).
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Micotoxinas possuem uma diversidade de grupos de compostos
quimicos, que se torna dificil encontrar um procedimento especifico no qual se remova
apenas a micotoxinas de interesse da amostra sem carregar interferentes. Dessa
forma, muitos procedimentos desenvolvidos nos ultimos anos, visam eliminar a
presenca de interferentes no extrato de uma amostra, deixando a micotoxina de

interesse ou um grupo dela presente no extrato.

Nos ultimos anos, varios métodos de “clean-up” foram publicados
tratando da andlise de amostras de cerveja. Seguindo a etapa de extracdo, esses
meétodos geralmente incluem uma etapa de limpeza como a imunoafinidade, no qual
sdo materiais que tem sido muito utilizado nos ultimos anos, devido a boa recuperacao
e a especificidade adquirida no uso de anticorpos monoclonais ou policlonais. A
desvantagem esta no alto custo do material, pois se usa apenas uma vez o cartucho
devido a desnaturacdo dos anticorpos. Outro método utilizado seguindo também a
extracdo em fase solida (SPE) sédo os cartuchos Mycosep®, no qual sdo compostos
de varios absorventes selecionados para a recuperacdo de uma micotoxina em
individual, onde estes absorventes estdo em uma coluna no qual removem toda
matriz, deixando o composto de interesse em solucéo na parte superior da coluna. E
um meétodo rapido, portatil sem necessidade de etapas adicionais de lavagem, no
entanto as colunas sao projetadas para um unico tipo de micotoxina, sendo inviavel o
seu uso na analise de multiplas micotoxinas (PIACENTINI et al., 2017; TAMURA,
UYAMA E MOCHIZUKI, 2011; TURNER et al., 2009). O uso de cartuchos SPE com
fase reversa C-18 e solventes polares e nao-polares, combinados com técnicas de
espectrometria de massas, mostra-se bastante eficiente na andlise de micotoxinas
pois acaba abrangendo uma gama maior de micotoxinas na analise e a espectrometria
de massas oferece bons resultados na deteccao destes compostos (TURNER et al.,
2009). Estes procedimentos de limpeza sao especificos para um grupo certo de
toxinas e alguns anos atras o uso da técnica por QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, and safe), atraiu muito a atencéo de pesquisadores devido ao seu
sucesso na analise de cereais e seus derivados, no qual esta técnica permite eliminar
compostos interferentes da amostra, além de permitir a analise de multiplas
micotoxinas (SUN et al., 2016).

O uso destas técnicas de extragdo demandam tempo e as toxinas que
sdo obtidas, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos para uma analise

rapida e eficaz, que envolva em geral a elaborac&o de protocolos incluindo extracao
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em fase solida (SPE) e posterior analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e espectrometria de massas (MS), em conjunto. A analise pela deteccéo por
fluorescéncia também tem sido empregada na andlise de aflatoxinas e ocratoxinas
devido a presenca de grupos cromoforos presentes nestas moléculas. Porém
micotoxinas como as fumonisinas ndo é viavel o uso desta técnica devido estas
moléculas ndo possuirem grupos cromoéforos Algumas técnicas como ELISA
(Enzyme-Lyked Immunosorbent Assay) e também a TLC (Thin layer chromatography)
no qual sdo técnicas permitem a deteccdo e, em alguns casos, a identificacdo de
guantidades minimas destas substancias (TURNER et al., 2009). Assim, as analises
por espectrometria de massas (MS) recebem grande destaque, sendo que a imensa
maioria destas andlises envolvem também o acoplamento com algum tipo de técnica
de separacdo como a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas -
GC-MS (COONEY et. al., 2000; JELEN et. al., 2008; KRISHNAMURTHY et. al., 1996,
1987; PLATTNER, et. al., 1991; RYU, et. al.,1996; SHEPHARD, et. al., 2008), assim
como a eletroforese capilar - CE-MS (MASHEGO MLAWULE et. al., 2006; RITTGEN
et. al., 2008) e uma das mais utilizadas nestes estudos a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas - HPLC-MS (FABERI et. al., 2005; MOL et. al.,
2008; PIATTNER et. al., 1995; PLATTNER et. al., 1999; Rosenberg et. al., 1998;
SENYUVA et. al.,, 2008; SONGSERMSAKUL et. al., 2008). Estes métodos sao
utilizados principalmente para a quantificagdo destas toxinas. Um grande numero de
trabalhos realizados com espectrometria de massas atualmente deve-se ao
desenvolvimento de interfaces para cromatografia liquida, como APCI (Atmosferic
Pressure Chemical lonization) e ESI (Electrospray lonization). Na sequéncia, segue
uma discussao um pouco mais detalhada sobre estas duas técnicas de ionizacdo a

pressao atmosférica.

1.12 Técnicas de lonizacéo a Pressdo Atmosférica (API): ESI e APCI

FEN et. al (1984, 1985), foi o primeiro a publicar dados utilizando a
técnica “Electrospray lonisation” - ESI. O processo da técnica de ionizacao utiliza
energia elétrica no qual ira auxiliar na transferéncia de ions da solugéo na fase gasosa
antes de serem submetidos a analise por espectrometria de massas, sendo que estes
ions em solugdo ganham em parametros de sensibilidade quando utilizados a

espectrometria de massas chamada de ESI-MS. Compostos neutros também podem
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ser convertidos em compostos idnicos na solucéo ou pela protonacéo na fase gasosa,
sendo também analisados por ESI-MS (HO et. al., 2003).

O processo de formacao destas moléculas ionizadas ocorre da seguinte
maneira, primeiramente ocorre uma dispersédo de um spray fino de goticulas de carga
(1), seguidas por evaporacao do solvente (2) e entdo a saida de ions das goticulas

altamente carregadas (3), como observado na FIGURA 11(HO et. al., 2003).

FIGURA 11: ESQUEMA DE UMA FONTE DE IONIZAGAO POR ESI (HO, ET.AL., 2003).

Na fonte ESI, um fluxo continuo de solucdo de amostra é passado
através de um capilar de aco inoxidavel ou quartzo-silica tubo, que é mantido em alta
tensdo (por exemplo, 2,5 - 6,0 kV). Entdo é formada uma névoa de gotas altamente
carregadas com a mesma polaridade que a tensédo capilar. Um gas de nebulizacao,
geralmente nitrogénio, é aplicado a amostra da solucéo eluida, formando um aerossol
(HO et. al., 2003).

Aplicando-se um potencial inverso ao das goticulas carregadas no
primeiro cone de entrada da fonte de ionizacdo, € possivel atrair os ions com carga
oposta e repelir os de mesma carga, possibilitando a entrada somente dos primeiros
para dentro do sistema de vacuo. Este movimento € auxiliado por um fluxo de gas
nebulizante (geralmente nitrogénio-N2), que também contribui para a evaporacao da
camada de solvatacdo das goticulas — e a consequente diminui¢cdo do tamanho destas
— gerando um aumento da repulsdo entre as cargas das goticulas. Este processo é

conhecido como Explosédo Couldombica (SOUZA, 2009).



22

Os ions gerados séo atraidos por um cone skimmer de amostragem e
entdo sdo acelerados para o analisador de massas para uma posterior analise da

massa molecular e medicdo da intensidade dos ions (HO et. al., 2003).

s

Outra fonte muito utilizada € a APCI, que embora também promova
ionizacdo a pressdo atmosférica, € mais indicada para compostos de média
polaridade. Isso deve-se ao fato que neste tipo de fonte, uma alta voltagem néo é
aplicada no probe e os processos de nebulizagdo e ionizagdo ocorre de modo
independente (NIXDORF, 1999; TSUCHIYA, 1998). A amostra em solucdo ao ser
analisada é inserida com vazao variando de 20 a 2000 pL/min e elui do probe
(temperatura entre 300 e 550°C) com o auxilio do fluxo do gas nebulizante, formando
um aerossol de solvente que evapora rapidamente. Uma agulha carregada (corona)
entdo aplica uma alta voltagem (2 - 4kV) que ioniza as moléculas do solvente. A
colisdo das moléculas do solvente ionizadas com as moléculas do analito, promove a
transferéncia de cargas e consequente a ionizacao, gerando formas das moléculas
protonadas ([M+H]") e ions adutos como [M+NH4]" se sais de amonio sao adicionados
ao solvente, moléculas desprotonadas sao formadas pela abstracdo do ion oxigénio
O2 ([M-H]) ou ou pela formacdo de adutos com &nions como acetato ou cloreto
presente na amostra ou solvente. A FIGURA 12 mostra uma representacao
esquematica desta fonte (BRUINS et. al., 2019; SOUZA, 2009).
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FIGURA 12: REPRESENTAGAO DA FONTE DE IONIZAGAO POR APCI (SOUZA,
2009).
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O uso destas técnicas de ionizacdo em conjunto, permite que uma
grande variedade de compostos organicos possa ser analisada, no qual possuem
excelentes interfaces para o uso da espectrometria de massas acoplada a
cromatografia liquida (SOUZA, 2009).

1.13 Analisadores de massas

Nos ultimos anos a utilizacdo de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas se tornou umas das técnicas mais utilizadas nos estudos
de micotoxinas, sendo que os analitos em muitos casos sdo compativeis com as
condicbes aplicadas durante a separacdo e deteccdo. Quando comparadas com
técnicas convencionais como o UV e fluorescéncia, embora as vezes seja uma técnica
muito utilizada na andlise de aflatoxinas, a espectrometria de massas oferece maior
sensibilidade e seletividade nas analises, a confirmacéo da identidade molecular do
analito e também permite o uso de substancia isotopicamente marcadas que podem
ser utilizados como padrbes internos; além de investigar a estrutura de outros
metabdlitos, conjugados de acucares e omitir etapas de derivatizacdo e limpezas
demoradas aumentos os erros. Embora se tenha uma diminuicdo na preparacdo da
amostra relativamente os métodos possuem baixa precisdo e exatiddo devido aos
componentes das matrizes coeluirem, influenciando na intensidade do sinal do analito
(KRSKA, 2008).

Existem muitos analisadores de massas no mercado, porém neste
trabalho sera falado do analisador no qual foi utilizado que é um equipamento tipo
tandem. O espectrometro de massas FIGURA 13 utilizado neste trabalho consiste de
um primeiro quadrupolo chamado de Q1, no qual o analito de interesse (ion precursor)
tem a sua massa selecionada, entdo € colidido por um gas de colisdo (geralmente
argonio), sendo que esta etapa ocorre no segundo quadrupolo chamado célula de
colisdo Q2. Este processo € conhecido como CID, do inglés collision-induced
dissociation — dissociacdo induzida por colisdo. Os ions resultantes de filhos podem
ser monitorados por um terceiro quadrupolo Q3 (neste caso seria um espectrometro
de massas com um sistema tandem quadrupolo) ou como no utilizado no trabalho o

Q3 é um espectrémetro de massas do tipo Linear lon-Trap (KRSKA, 2008).

O espectrometro de massas do tipo Linear lon Trap, utiliza um conjunto

de hastes de um quadrupolo para confinar os ions radialmente e um eletrodo de ponta
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estatico para confinar os ions axialmente. A vantagem € que a forma linear pode ser
usada como um filtro seletivo, ou uma armadilha criando um poc¢o potencial para os
ions ao longo do eixo dos eletrodos. Dentre as vantagens, estdo aumento da
capacidade de armazenamento de ions, tempos de escaneamento mais rapidos e
simplicidade de construcao (Douglas, et. al., 2005; MARCH, 2000).
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FIGURA 13 - ESQUEMA SIMPLIFICADO DE UM ION TRAP LINEAR. ADAPTADO DE HAGER, 2002.

1.14 MALDI-TOF

O termo MALDI-TOF é derivado da lingua inglesa e significa Matrix
Assisted Laser Desorption/ lonization time-of-flight mass spectometry, ou seja,
dessorcédo/ ionizagao por lazer assistido — espectrometria de massas de tempo de
voo, no qual tem avancado muito na identificacdo, diferenciacao e classificacdo de
microorganismos devido as suas ferramentas serem faceis e rapidas de aplicar
(CHALUPOVA, et. al., 2013).

A técnica de ionizacdo funciona da seguinte maneira FIGURA 13: (1)
Amostras dos microrganismos sao flexionados em uma placa metalica em um spotted
que sao entao recobertos por uma matriz normalmente derivados do acido-cianico. (2)
A matriz absorve uma luz ultravioleta (laser de nitrogénio, comprimento de onda 337
nm) e a converte em energia térmica. Uma pequena parte da matriz (até 100 nm da

superficie externa superior do analito) aquece rapidamente (em varios nano
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segundos) e € vaporizada, juntamente com a amostra (SHIMADZU, 2020;
CHALUPOVA, et. al., 2013)

fons carregados de varios tamanhos sdo gerando uma diferenca de
potencial Vo entre a amostra e a matriz no qual atrai os ions na direcdo mostrada (3).
A velocidade dos ions atraidos v € determinada pela lei de conservacéao de energia.
Como a diferenca de potencial Vo é constante em relacdo a todos os ions, os ions
com menor valor de m/ z (ions mais leves) e 0s ions mais carregados se movem mais
rapidamente pelo espaco de deriva até atingir o detector (4). Consequentemente, o
tempo de voo do ion difere de acordo com o valor da razdo massa / carga (m/z) do
ion, obtendo entdo um espectro de massas da amostra (5). O método de
espectrometria de massa que explora esse fendbmeno é chamado de espectrometria
de massa de tempo de voo (SHIMADZU, 2020).

[l & ‘I | T Espectro de massas (5)
oescor [ | ®
Yy
\__—/ A
°° Separacdo das massas por tempo
Tubo de voo de voo (3)
~
Lazer
Aceleragdo (Campo eletrostatico) (2)
lonizagao/ dessorgdo de matriz 1
Analitos com a matriz cristalizada assistida por lazer - MALDI ( )

FIGURA 14 - ESQUEMA SIMPLIFICADO DE UM MALDI-TOF.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo do estudo em geral é avaliar a quais tipos de micotoxinas sdo
produzidas por fungos Fusarium oxysporum, Fusarium gramminearum e Aspergillus
flavus em experimentos in vitro com insumos (graos de cevada, milho e arroz) mais
comumente utilizados na producdo de cervejas artesanais, além da identificacdo de
das micotoxinas deoxinivalenol; nivalenol; Iso-deoxinivalenol; HT-2; T2; zearalenona;
zearalanona; a-zearalenol; B-zearalenol; aflatoxinas B1, B2, G1 e G2; fumonisinas
FB1, FB2, FB3 e a ocratoxina em cervejas artesanais produzidas em escala
laboratorial utilizando diferentes propor¢cdes dos insumos cevada, milho e arroz na

producao das cervejas.

2.2 Objetivos Especificos

i.  Identificar as micotoxinas propostas, por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas;

ii. Isolamento e identificacdo de microrganismos (Fungos e Bactérias) presentes
em graos de cevada, utilizada nas cervejas artesanais produzidas no
LaBioMMi, por técnicas de micro-cultivo e MALDI-TOF;

ii. Estudo de um perfil quimico para cervejas artesanais quando estas s&o
produzidas utilizando diferentes propor¢des dos insumos cevada, milho e arroz.
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3. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Bioquimica Micro-
molecular de Micro-organismos — LaBioMMi, localizado no Departamento de Quimica
- DQ da Universidade Federal de Sado Carlos — UFSCar.

3.1 Isolados utilizados

Os fungos Fusarium oxysporum; Fusarium graminearum 728, Fusarium
graminearum 729, Fusarium graminearum 730, Fusarium graminearum 732;
Aspergillus flavus, LaBioMMi 1396, LaBioMMi 1397, LaBioMMi 1398, LaBioMMi 1399,
LaBioMMi 1400, LaBioMMi 1401, LaBioMMi 1402, foram adquiridos da micoteca do
LaBioMMi — DQ- UFSCar.

3.2 Insumos utilizados

Os cereais utilizados foram milho comprado em uma agropecuaria na
regido central da cidade de S&o Carlos, o arroz em flocos, foi adquirido no Mercado
Municipal da cidade de Séo Carlos e o malte de cevada utilizado é o tipo Pilsen
proveniente da produtora de malte alemdo BINDEWALD®, a levedura de baixa
fermentacéo utilizada no processo fermentativo € a SAFLAGER™W34/70 da empresa
francesa FERMENTIS®, ambos foram doados pela empresa ROHBRAU® de

Piracicaba — SP.

3.3 Reativagéo dos fungos

Para a reativacdo dos fungos foram utilizadas placas com meio de
“Potato dextrose agar, PDA” onde esporos dos fungos, armazenados em glicerol e
agua a -20°C, eram colocados nas placas. Foram feitas trés reativacdes dos fungos,

ou seja, cada fungos foi ativado em trés placas diferentes, apds o seu crescimento.
3.4 Cultivo dos microrganismos em diferentes meios
Foram preparados trés diferentes meios em estado solido de milho, arroz

e grao germinado de cevada para cada fungo, além de um controle para cada tipo de

meio que foi utilizado.
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Foram utilizados no total 63 Erlenmeyer de 250 mL, onde foram
adicionado 18,0 g de cada cereal, no qual estes foram triturados em um moinho de
facas. A cada Erlenmeyer foi adicionado 15,0 mL de &gua ultra purificada e deixado
em repouso por 5 horas.

Todas as amostras foram levadas a autoclave a 121°C; 1,2 atm.; por 20
minutos. Apos o término de 3 dias as amostras foram levadas ao Fluxo Laminar para

inoculacao da suspenséao de esporos obtidos dos microrganismos.

Foram inoculados 500 pL de suspenséo de esporos dos fungos em cada
Erlenmeyer, menos no controle, todas as amostras contendo as cepas dos fungos e
o controle foram deixados por 15 dias a temperatura ambiente sendo agitados

manualmente no periodo de 24, 48 e 72 ap0s a inoculacéo.

3.5 Extracdo dos metabdlitos secundéarios dos microrganismos em
diferentes meios

Para a extracdo dos metabolitos secundarios foram feitos os seguintes

passos:

Adicionou-se uma solucdo de 85,0 mL de etanol e 1,8 g de NaCl a
biomassa fungica-cereal, e deixou agitando por 10 min em banho de ultrassom,
filtrando a solugdo com papel de Filtro n°4; esta etapa foi repetida por mais 2 vezes.
Retirou-se entdo uma aliquota de 40,0 mL da solucao final a qual foi transferida para

um tubo falcon e centrifugada a 5000 rpm por 5min.

Retirou-se aliquotas de 2,0; 5,0 e 10,0 mL, que foram adicionadas a
potinhos de vidro e secas no Dry Block, com temperatura (40 °C) e fluxo de ar. Apds
seco, adicionou aos tubos de ensaio 5,0 mL de Acetato de Etila, entdo as amostras

foram colocadas no ultrassom por 5 min.

Retirou-se uma aliquota de 4,0 ml e esta foi seca novamente, a amostra

foi solubilizada em metanol e reconstituida no vial em 1,0 ml de metanol.

As amostras foram analisadas pelo sistema UPLC-PDA (WATERS®) e
em um espectrometro de massas 3200 gTRAP (SCIEX).
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3.6 Métodos cromatograficos

Neste trabalho foram desenvolvidos dois métodos cromatograficos no
UPLC-PDA® para andlises dos metabdlitos secundarios presentes nas amostras que
continham o extrato fungico quando estes cultivados nos insumos de cevada, milho e
arroz; voltado para a identificagdo de algumas micotoxinas de interesse: DON, Iso-
DON, NIV, ZEA e AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2.

No caso dos Tricotecenos e da Zearalenona, o método cromatografico
se desenvolveu a partir de padrbes disponiveis no LaBiommi. O método analitico
envolveu o uso de uma coluna ACQUITY UPLC® CSH ™ C18 (2.1 x 100 mm, 1.7 um),
empregando uma corrida gradiente onde a porcentagem de agua/ acetonitrila se inicia
nas proporcdes (90:10), aumentando o gradiente do solvente organico para (65:35)
por 2,5 minutos, aos 5,0 minutos o gradiente atinge a proporc¢éo (30:70), chegando
em 8,0 minutos na proporgéo (0:100), estabilizando por 2,5 minutos, retornando as
condic@es iniciais em 0,5 minutos. O fluxo empregado foi de 0,45 ml/min e para cada

analise foi injetado 5,0 uL de amostra.

Para a analise das Aflatoxinas foi utilizado um outro método, porém
utilizando a mesma coluna ACQUITY UPLC® CSH ™ C18 (2.1 x 100 mm, 1.7 ym),
empregando uma corrida gradiente onde a porcentagem de agua/ acetonitrila se inicia
nas proporcdes (90:10) chegando a (0:100) em 8,0 minutos, se mantendo por 2,5
minutos, retornando as condig¢des iniciais em 0,5 minutos. O fluxo empregado foi de

0,5 ml/min e para cada analise foi injetado 5,0 yL de amostra.

As amostras de cervejas produzidas no LaBioMMi e os extratos fungicos
também foram submetidas a uma andlise por espectrometria de massas utilizando um
LC-MS/MS (3200-gTRAP, SCIEX®). Utilizou-se uma coluna PHENOMENEX Luna 5
uL Phenyl — Hexyl (150 x 4.6 mm, 5 micra) no qual também foi empregado uma corrida
gradiente em que a porcentagem de agua/ acetonitrila se inicia em (85:15) e chega a
(0:100) em 18,0 min., se mantendo nesta proporcao por mais 2,0 min. e voltando as
condicdes inicias em 1,0 min.. A fonte de ionizacdo do espectrébmetro de massas
utilizada foi a Electronspray ionization (ESI), no qual foi operado em modo positivo e
negativo, com MRM (Multiple Reaction Monitoring) TABELA 3. Os parametros de
operacdo do massas foram: gas de cortina, 20psi; gas de colisdo (CID), médio;

temperatura do capilar, 500 °C; voltagem do “ion spray”, £ 4000 V; géas da fonte de
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ions 1 (GS1), 50psi; gas da fonte de ions 2 (GS2), 50psi; temperatura de interface,

“on”; o nitrogénio foi usado como gas de cortina, colisdo, aquecimento e nebulizador.

TABELA 3 - MICOTOXINAS MONITORADAS POR MRM.

Micotoxinas Modo lon Precurssor Q1 (m/z) (r(rglsz)
297.1 249.2

Deoxynivalenol ESI (+) [M + H]* 297 1 203.1
297.1 175.1

311.1 281.1

Nivalenol ESI (-) [M-H] 311.1 191.1
311.1 233.2

297.2 249.2

Iso-deoxynivalenol ESI (+) [M + HJ* 297 2 231 1
297.2 161.1

HT-2 ESI (+) M + HJ* 425.0 263.0
425.0 215.0

T2 ESI (+) [M + HJ* 467.0 215.0

467.0 185.0

319.1 301.2

Zearalenona ESI (+) M +HJ* 319.1 231.3
319.1 189.2

Zearalanona ESI (+) [M + HJ* 321.1 189.0
321.1 303.0

Zearalenol ESI (+) [M + H]* 321.1 285.0
321.1 303.1

Fumonisina B1 ESI (+) [M + HJ* 722.0 334.5
722.0 352.0

Fumonisina B2 ESI (+) [M + H]* 706.1 336.1
706.1 318.1

Fumonisina B3 ESI (+) [M + HJ* 706.0 336.0
706.0 354.0

Ocratoxina ESI (+) [M + HJ* 404.0 239.0
404.0 358.0

313.1 243.1

Aflatoxina B1 ESI (+) [M + HJ* 313.1 85 1
313.1 257.1

Aflatoxina B2 ESI (+) [M + HJ* 315.0 287.0
315.0 259.0

Aflatoxina G1 ESI (+) [M + HJ* 329.0 243.0
329.0 215.0

Aflatoxina G2 ESI (+) [M + HJ* 331.1 245.1
331.1 217.0
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3.7 Isolamento de fungos endofiticos a partir de grdo germinado de
cevada e trigo utilizado na producao de cerveja artesanal e identificacao
por micro-cultivo e Maldi — TOF.

3.7.1 Cereais utilizados

Foram utilizados ao total cinco tipos diferentes de malte em relagcédo ao
modo de torrefacdo (Pilsen, Munich I, Munich Il, Vienna, Pale Ale), além de um malte

obtido a patrtir de trigo.

3.7.2 Preparo do meio de cultura PDA

Para a preparagédo do meio de cultura para fungos, foi utilizado o meio
“‘Potato dextrose agar” (PDA).

Para a preparacao das placas de Petri para isolamento foram pesados
19,5 g de meio PDA, que foi solubilizado em 500 mL de &gua ultra purificada. O pH foi
medido estando de acordo com as instru¢des do fabricante 5,6 £ 0,2.

Todo material (meio produzido e placas de Petri) foram levados a
autoclave a 121°C; 1,2 atm por 15 min..

Apos esfriado, foi adicionado ao meio uma substancia antibacteriana de
Sulfato de Streptomicina (Sigma-Aldrich) 100,0 ug/ml e entdo o meio foi vertido nas
placas até que este estivesse por toda superficie, sendo que toda esta etapa foi
realizada dentro fluxo laminar. Esperou-se trés dias para ver indicios de contaminacgéo

externa para iniciar o isolamento dos microrganismos endofiticos dos gréos.

Como algumas bactérias também cresceram no experimento mesmo
utilizando antibiotico, foi preparado um meio de cultura Mueller Hinton, para que as
bactérias isoladas crescessem sem nenhuma contaminacdo a também afim de evitar
contaminacgdo cruzada na sua identificacdo. Para a preparacdo do meio de cultura
foram utilizados 21,0 g de meio e este dissolvido em 1,0 L de agua deionizada. Ele foi
aquecido até a completa dissolucéo e esterilizado em autoclave a 121°C e 1,2 atm por
15 minutos. Esperou-se trés dias para ver indicios de contaminacdo externa para

iniciar o isolamento e crescimento.
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3.8 Esterilizagao, inoculagéo e isolamento

A esterilizacdo foi adaptada de BECCARI et. al (2016), onde
aproximadamente 10,0 g de grdos foram externamente desinfetados por 2,0 min.,
utilizando uma solucéo composta por Etanol 70%, Agua Deionizada esterilizada em
autoclave e uma solucao de Hipoclorito de Sodio, entdo os gréos foram lavados com
Agua Deionizada por 1,0 min.. Entdo seis gréos de cada tipo de malte foram dispostos
homogeneamente sobre as placas de petri de modo que néo ficassem juntos. Durante
20 dias de incubacdo em uma estufa a 25°C foi feita uma analise visual sobre o
crescimento dos microrganismos, sendo que estes quando identificados visualmente
eram transferidos para placas de petri com meio PDA no caso de fungos e meio Agar
Mueller — Hinton para bactérias.

3.9 Analise por Maldi — TOF dos microrganismos isolados.

O preparo de amostra para analise dos fungos endofiticos foi baseado
no protocolo utilizado para a construcdo da biblioteca de microrganismos do
Laboratério de Bioquimica Micro-molecular de Micro-organismos (LaBioMMi). Este
protocolo, consiste em friccionar o material microbiano diretamente na placa de
MALDI. Em seguida, cada microrganismo foi friccionado em doze spots do sample
target (placa de aco ground steel MTP 384 Bruker Daltonics®) com auxilio de uma
haste de madeira esterilizada. Quando todo o material fangico esta na placa, foram
adicionados a cada spot uma solucéo contendo 1,0 uL da solugdo da matrix acido a-
ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) na concentragdo de 20 mg.mL* em solugédo de
acetonitrila/ agua com 1% de &cido tri-fluoracético (50/50, v/v). ApOs secar a
temperatura ambiente, os espectros foram adquiridos em um espectrébmetro de
massas Bruker Autoflex speed (Bruker Daltonics, GmbH) equipado com o laser
Smartbean Il (355 nm) e controlado pelo software FlexControl (versédo 3.3, Bruker
Daltonics, GmbH). Os espectros foram adquiridos em modo linear positivo de
aquisicdo de ion, a frequéncia maxima do laser (1000 Hz). A intensidade do laser foi
ajustada de acordo com o padrado de calibragcdo e os espectros foram adquiridos
aleatoriamente em diferentes posi¢cées no spot por meio de movimento aleatorio no
modo automatico de aquisicéo do software FlexControl. Uma cepa de Escherichia coli
ATCC 25922 CHB, com 24 horas de incubagéo a 37 °C em meio Mueller Hinton &gar,
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foi utilizada como padrao externo para calibracdo do instrumento, utilizando os ions
m/z 4365,3; 5096,8; 5381,4; 6255,4 e 7274,5 Da. Foram adquiridos um total de 48

espectros para cada um dos microrganismos isolados.

Os dados adquiridos foram analisados por trés softwares disponiveis.
Primeiramente foi feita uma analise visual, utilizando o software FlexAnalysis 3.3
(Bruker Daltonics, GmbH), no qual a reprodutibilidade, razdo S/N, intensidade, e
resolucdo foram analisadas com um maior acompanhamento. Os dados ent&o foram
processados automaticamente utilizando o software MALDI Biotyper 3.1 (Bruker
Daltonics, GmbH), e finalmente comparados com a biblioteca Bruker Taxanomy e com

a biblioteca interna do LaBioMMi.

3.10 Micro-cultivo dos fungos isolados

Em uma placa de petri com meio de cultura PDA, foi inoculado uma cepa
de cada fungo ja isolado e repicado uma vez, entdo foi sobreposta uma laminula de
vidro esterilizada em autoclave e etanol 70%. Apds observar o crescimento (7 dias), a

laminula foi retirada e levada para a analise no microscopio eletronico.

3.11 Metodologia utilizada para andlise do extrato dos fungos isolados

A metodologia de cultivo dos fungos nos meios de arroz, milho e cevada
e a posterior obtencao do extrato fungico foram as mesmas empregadas nos itens 3.

e 3.5, respectivamente.

Foi utilizado para andlise um HPLC com deteccédo UV, SHIMADZU®,
onde utilizou-se uma coluna Luna Phenyl hexyl 5 um (150x 4.6 mm), a vazao foi de
0,8 mL/ min e o volume de amostra injetado foi de 20 uL. As condicdes de eluicdo
foram feitas no modo gradiente onde a corrida comeg¢ou com uma propor¢ao de agua
acetonitrila (85:15), chegando em 45 min com a propor¢cdo de agua/ acetonitrila
(0:100), se mantendo por 10 min.. No tempo de corrida de 51min., a proporcdo de

agua/ acetonitrila (80: 20) se mantendo por mais 9 min..
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3.12 Producéo em escala laboratorial de cerveja artesanal puro malte e
com insumos de milho e arroz.

Nesta etapa do projeto foram produzidas as cervejas artesanais para a
a possivel identificacdo de micotoxinas. Cada cerveja artesanal possuia um tempo de
duracéo de producédo de 15 dias, que séo divididos em: 1 dia de producéo do mosto,
7 dias de fermentacdo e 7 dias de maturagdo. Foram desenvolvidas ao total 9

producdes de cerveja.

Na primeira etapa de inicio de producéo da cerveja, os grdos de cevada
foram moidos para deixar o seu o amido contido no seu interior exposto. Um moedor
especifico de 3 rolos foi utilizado pois ele foi capaz de quebrar a casca do grdo sem

destrui-lo.

Quando insumos, que nao tem seu amido previamente gelatinizado,
como milho e arroz utilizados na producéo de cerveja é necessario que seja realizada
parte da coccao dos adjuntos em uma tina separada da tina de sacarificacdo do mosto.
Nessa etapa deve-se ocorrer o cozimento dos insumos adicionando 10% da sua
massa em malte de cevada até a temperatura de gelatinizacdo do amido do adjunto
utilizado (arroz 82 °C e milho 78 °C) durante 30 min, em seguida ele deve ser fervido
por mais 30 min e, posteriormente, esse adjunto deve ser adicionado a tina de

sacarificagdo do mosto.

Na primeira do processo, a etapa de brasagem, os insumos utilizados
foram, 4gua, malte de cevada, lUpulo e os cereais ndo maltados, nesse caso milho e
flocos de arroz. A agua utilizada na producdo € a agua mineral de poco artesiano
doada pela empresa Refrigerantes Sdo Carlos® de S&o Carlos - SP, o malte de cevada
utilizado é o tipo Pilsen proveniente da produtora de malte aleméo Bindewald®, a
levedura de baixa fermentacdo utilizada no processo fermentativo é a SafLager™
W34/70 da empresa francesa Fermentis®, ambos foram doados pela empresa
Rohbrau® de Piracicaba — SP. Todos os insumos sédo estocados no laboratério de
RMN em condi¢cdes adequadas de temperatura e humidade, pois o projeto de cerveja
foi desenvolvido em conjunto com o aluno de mestrado Rafael Esteves, orientado do

Prof. Dr. Gilberto Ferreira.

As cervejas produzidas durante o projeto possuiram a proporcao de
malte de cevada e adjuntos conforme descrito na TABELA 4, a seguir.



TABELA 4- PROPORGAO DE CEREAIS NAS PRODUCOES DE CERVEJA.

Malte de Flocos de
Producéo Milho
Cevada arroz
1 100 0 0
2 85 0 15
3 70 0 30
4 55 0 45
5 85 15 0
6 70 30 0
7 55 45 0
8 80 10 10
9 60 20 20

35
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Na etapa de sacarificacdo do mosto utilizamos duas temperaturas para
a coccao malte, sendo 45 °C e 67 °C, ambos durante 30 minutos. Por dltimo a
temperatura foi elevada para 78 °C para garantir a desnaturagdo das enzimas e
finalizar o processo de sacarificacdo do amido. Apés a finalizacdo deste processo,

damos inicio ao processo de clarificacéo.

Esse procedimento de sacarificagdo consiste em passar agua a 80 °C
na massa de malte para extrair os acucares residuais e aumentar o rendimento do
processo. Apés esse procedimento, conhecido como lavagem do malte, a agua de

lavagem e o primeiro mosto sdo misturados e € iniciado o processo de fervura.

O procedimento de fervura do mosto possui uma duracéo total de 60 min
a partir do momento em que o mosto entra em ebulicdo. E neste momento também
onde ocorre a adicdo do lupulo. Sdo utilizados 8 g de lupulo por producao e este é
adicionado em duas partes iguais: nos tempos zero e cinquenta minutos de fervura.
O lapulo utilizado na producéo sera do tipo Hallertauer Tradition com 5,7% de alfa

acidos.

Quando o processo de fervura foi finalizado, iniciou-se o whirlpool e
posteriormente a refrigeracdo do mosto. Apd6s toda a decantacdo, o mosto foi
separado dos residuos provenientes do lupulo, resfriado e enviado para o
fermentador. Na producdo em escala laboratorial, a etapa de resfriamento foi realizada

utilizando-se banho de gelo.

O mosto foi resfriado para aproximadamente 10 °C e 2,5 L dele foram
transferidos para um frasco Erlenmeyer de 3 L previamente esterilizado e em seguida
adicionadas 1,44 g de levedura ao mosto, que é cuidadosamente homogeneizado. O
Erlenmeyer tem a sua abertura fechadas com plastico filme de pvc e é levado para a

geladeira com controlador de temperatura ajustado para 12 °C, durante 7 dias.

Nestes 7 primeiros dias, temos a etapa de fermentacdo onde uma parte
dos acucares sdo transformados em &lcool pelas leveduras. Apos esta etapa, a
cerveja fica em seu periodo de maturagdo por mais 7 dias a uma temperatura

controlada de 5°C.

A coleta de amostra foi feita transferindo 50 mL da cerveja para um tubo

Falcon® que foi centrifugado a 10 mil RPM com temperatura controlada a 5°C, retira-
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se o sobrenadante e o dividindo em tubos Eppendorf® de 15 mL que foram nomeados

e alocados no freezer do laboratdrio para posterior analise.

3.13 Preparacao das Amostras de Cerveja

Todas as cervejas produzidas seguiram o seguinte procedimento de
extracdo adaptado de RUBERT et. al (2011a). Aproximadamente 10,0 mL de cerveja
foi de-gaseificada por 25,0 min. em um banho de ultrassom. O condicionamento do
cartucho de extracdo SPE (do inglés, solid phase extraction) foi feito 5,0 mL de
acetonitrila/ metanol (50:50 v/v) e 5,0 mL de 4gua ultra purificada. Foi adicionado entao
ao cartucho 10,0 mL de cerveja e em seguida este foi lavado com 5,0 mL de agua
ultra purificada. Os cartuchos foram secos com auxilio de uma bomba de vacuo por
30,0 min.. A eluicdo das substancias presentes na cerveja foi realizada com uma
solucdo de 4,0 mL de acetonitrila/ metanol (50:50, v/v), em seguida, o extrato foi
transferido para um tubo de ensaio de 15,0 mL, no qual toda solucao foi evaporada
com auxilio do dry-block & 35°C e fluxo de ar. A amostra foi reconstituida com metanol/
agua (50:50, v/v), filtrada por filtro de nylon 0,20 um, evaporada e reconstituida
novamente com 1,0 mL da solucdo metanol/agua (50:50, v/v) no vial. As analises
foram realizadas por HPLC-MS/MS.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Identificacdo das Substancias de Interesse

No inicio do trabalho foram cultivados os fungos Fusarium oxysporum
(FO), Fusarium graminearum 728 (FG-728), Fusarium graminearum 729 (FG-729),
Fusarium graminearum 730 (FG-730) e Fusarium graminearum 732 (FG-730) e
Aspergillus flavus (AF), para observar os metabolitos secundarios produzidos por
estes e como principal objetivo verificar quais micotoxinas poderiam ser encontradas
frente a diferentes fontes de insumos (malte de cevada, milho e arroz) na qual séo

utilizadas comumente na producao de cerveja.

ApoOs o processo de extracdo dos compostos produzidos pelos fungos,
foram obtidas as seguintes massas de extratos para os diferentes microrganismos,

como pode ser observado nos gréaficos abaixo:

Rendimento do Extrato Aspergillus Flavus Rendimento do Extrato Fusarium
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FIGURA 15 - RENDIMENTO EXTRATOS DOS FUNGOS E EXTRATO DO MEIO DE CULTIVO.
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FIGURA 16 - RENDIMENTO EXTRATOS DE FUNGO E EXTRATO O MEIO DE CULTIVO.

Como pode ser observado na FIGURA 14, o maior rendimento do extrato
obtido pelo cultivo do fungo Aspergillus Flavus, foi utilizando como substrato o cereal
de milho, seguido do cereal de arroz e do grdo de cevada maltada. Em relagcéo ao
fungo Fusarium Oxysporum, o substrato de arroz foi o que obteve um melhor
rendimento, seguido do de milho e arroz, sendo que estes possuem uma diferenca
muito préxima. Quando comparadas as quatro cepas de Fusarium Graminearum,
temos que o extrato obtido para os microrganismos Fusarium Graminearum 728 e 729
cultivados em cevada maltada foram os maiores, seguidos das cepas que foram
cultivadas em arroz e milho. As outras duas cepas de Fusarium Graminearum 730 e
732 FIGURA 15, mostraram-se produzir um maior rendimento de extragdo para o
substrato de arroz, seguido do substrato de cevada e milho, que também mostram
resultados muito proximos. Isso mostra que o Fungo Aspergillus Flavus se
desenvolveu melhor sob as fontes de nutrientes provenientes do substrato de milho e
as cepas de Fusarium Oxysporum, Fusarium Graminearum 730 e 732, sob substrato
de arroz. Ja as outras duas cepas de Fusarium Gramineraum 728 e 729 mostrou-se

um maior rendimento sob as condi¢ces da cevada maltada.

Quando comparados com 0s extratos obtidos a partir dos controles

observa-se que todos os extratos dos fungos (com excec¢ao dos extratos de cevada e
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milho para o fungos Fusarium oxysporum e o extrato de cevada para o fungo
Aspergillus flavus) obtiveram um rendimento acima do extrato dos cereais, mostrando
uma extrema habilidade desses microrganismos se desenvolverem nestes tipos de

insumos, quando possuem condi¢des ambientais favoraveis.

Além disso, esse estudo de crescimento dos microrganismos sob
diferentes meios de cultivo em estado sélido foi para verificar qualitativamente se
estes conseguiam sob as condi¢cdes de cultivo, produzir as suas micotoxinas.
Portanto, para determinar as micotoxinas produzidas por estes microrganismos foram
utilizados dois métodos cromatograficos, um para as amostras que continham os
extratos dos fungos das cepas de Fusarium sp. e outra para as amostras dos extratos
de Aspergillus flavus.

4.2 Analises dos extratos em diferentes meios de cultivo dos fungos
Fusarium gramminearum 728, 729, 730, 732 e Fusarium oxysporum.

Inicialmente foram feitas as analises das amostras com o fungo
Fusarium oxysporum, cultivados em diferentes meios, para verificar se estes
produziam as micotoxinas de interesse. Por meio das analises por UPLC-PDA e
utilizando padrdes das micotoxinas Deoxinivalenol, Nivalenol, Iso-deoxinivalenol e
Zearalenona, observando os tempos de retencdo dos padrdes, e 0S espectros no
ultravioleta destas moléculas néo foi possivel observar a producao destas pelo fungo,

como pode ser visto pelas FIGURAS 16 e 17.

Detector A-216 nm
—— Mix_Micotoxinas_100ppm
600 Mix_Micotoxinas_100ppm

-~ ZEA
5004 P DON

4004

__— Iso-DON

=]
< 3004
£

- NIV

2004

1004

w

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Minutes

Ficura 17: CROMATOGRAMA PADRAO coM MiIX DE 100 PPM, PARA OS COMPOSTOS
DEOXINIVALENOL, NIVALENOL, |SO-DEOXINIVALENOL E ZEARALENONA.
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FIGURA 18: CROMATOGRAMAS PARA AS AMOSTRAS DO FUNGO FUSARIUM OXYSPORUM EM
DIFERENTES MEIOS DE CULTIVO.

A nao identificacdo destas moléculas nos extratos em que o fungo
Fusarium oxysporum foi cultivado pode ter sido devido a forma estrutural destas
moléculas pois ndo apresenta bons grupos cromaoforos, o que néo leva a ocorrer uma

excitacao néo eficiente na identificacdo destas moléculas por UPLC-PDA.

Porém quando estas amostras foram analisadas por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas, foi possivel identificar utilizando a uma
outra micotoxina, produzida por alguns fungos do género Fusarium, denominada
Fumonisina B2, nas amostras de milho e cevada, como pode ser observado na tabela
abaixo. Como as analises foram feitas no modo de aquisicdo por MRM do inglés
“Multiple Reaction Monitoring”, abaixo encontrasse as FIGURAS 19 e 20

respectivamente referentes aos cromatogramas das transicoes da TABELA 5.



TABELA 5- FUMONISINA B2

Amostra | Transicao Tempo de | Transicao Tempo de
Retencéo Retencéao

FO-M 706.1/336.1 | 12,57 706.1/ 318.1 | 12,56

FO-C 706.1/336.1 | 12,57 706.1/318.1 | 12,58

Legenda: (FO-M) Fusarium oxysporum — Milho

(FO-C) Fusarium oxysporum — Cevada
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FIGURA 19 - MRM DAS TRANSICOES REFERENTES AO FO-M.
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FIGURA 20 - MRM DAS TRANSIGCOES REFERENTES AO FO-C.
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As fragmentacdes responsaveis pelas transi¢cdes, sdo mostradas abaixo

pela FIGURA 18.
(0] O
OH OH
(0]
NH 0 S0 OH NH H‘o o ©H
2 2
coe o > 2,
RS
OH OH Qoo OH OH OH
m/z. 706.1 - C34H50N014 m/z. 530.1 - 023H52N03
NH NH,,
_— 2 »
=+ =+
OH OH ) CoH
H+
m/z: 354.1 - CooHgyNO, m/z: 336.1 - CpoH4NO
NH,
— 4
H+

m/z: 318.1 - CaoHyoN

FIGURA 21 - FRAGMENTACOES DA MOLECULA FUMONISINA B2.
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Em relacdo aos outros microrganismo Fusarium graminearum 728, foi
possivel observar a producdo de Zearalenona, pela técnica de deteccdo UV na
amostra de onde o fungo Fusarium graminearum 728, cresceu sob a influéncia do
meio de milho, como pode ser observado na FIGURA 23, onde é possivel comparar o
tempo de retencéo do padrdo em torno de 25,9 min. com o cromatograma da amostra
onde o fungo Fusarium geminearum 728 cresceu. Quando as amostras foram
analisadas por espectrometria de massasfoi possivel observar a producdo da
molécula de zearalenona nas amostras onde o fungo cresceu sob a influéncia do meio
de cevada. Ja o fungo Fusarium graminearum 732, foi observada a producéo desta
micotoxina nos substratos de milho e cevada, como observado na FIGURA 23, 24, 25,
26 além da TABELA 6. Apesar de se ter em muitas literaturas a producdo desta
micotoxinas nestes tipos de insumos, fica evidenciado que em condi¢Oes apropriadas
o fungo se desenvolve e produz este tipo de moléculas quando contaminam estes

tipos de cereais.

3007
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2071 — FG-728-M
— FG—-728-C
1507 FG-732-M
1007
507 ,« ‘ . A | | |
[~ ; ‘-!»ﬁ_;, : ﬁ,-: _ﬁ\‘_,.‘___,f\“r_-»_lil ,i/‘Lﬂf\ ] - \ : N ~ N : "r\_[ﬁ—\;
Mﬂ LLJ\—’—”%’”M—M’JA_TL.—."%
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FIGURA 22: CROMATOGRAMAS ZEARALENONA.

Legenda: (FG — 728 - M) Fusarium graminearum 728 — Milho
(FG — 728 -C) Fusarium graminearum 728 - Cevada

(FG — 732 - M) Fusarium graminearum 732 — Milho
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TABELA 6 - ZEARALENONA

2’681 e'1e7 Z'10€
T80T /T 6TE €80T /T'6TE 080T /T'6TE 0-¢€L-94
2’681 e'1e7 Z'10€
T80T /T°6T€ T8°0T /T'6TE T8°0T /T'6TE N-¢€.-94
2’681 e'1e7 Z'10€
T8°0T /T°6TE 28’0t /T'6TE 28’01 /T'6TE 0—8¢/.-94
2’681 g'1ee Z'10€
€80T /T 6TE 2801 /T'6TE €8°0T /T'6TE N-82.-94
oedualay ordualay ordualay
op odwa] | oedisuel] @ opodwa] | oedisuel] | ap odwal | opdisuel] | ensowy

Legenda: (FG — 728 - M) Fusarium graminearum 728 — Milho

(FG — 728 -C) Fusarium graminearum 728 - Cevada

(FG — 732 - M) Fusarium graminearum 732 — Milho

(FG — 732 -C) Fusarium graminearum 732 — Cevada
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FIGURA 23 - MRM DA ZEARALENONA REFERENTE AO FG-728-M.
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FIGURA 24 - MRM DA ZEARALENONA REFERENTE AO FG-728-C.

46



47

Sed 4 10.81
4ed
2
2 3ed 4
i
=4
- 2ed 4
Ted 1 Area: 4,30E+08
0ed :
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 13 20 21
Time, min
10.81
3ed
% 2ed 4
£
£
Ted 4 .
Area: 3,06E+08
Ueu.~.....~.A«-.~Jk:.5‘;..........
1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 13 20 2
Time, min
15000 - 1081
= 10000
@
£
=
5000 : .
L Area: 1,66E+08
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 13 20 21
Time, min

FIGURA 25 - MRM DA ZEARALENONA REFERENTE AO FG-732-M.
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FIGURA 26 - MRM DA ZEARALENONA REFERENTE AO FG-732-C.
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As fragmentacdes responsaveis pelas transicdes sdo mostradas abaixo.

a H. H H_H
H, o OH ©
OH PG) CH, OH 0® S
o) o . 0
P> L~ ©]
HO
HO = o HO
m/z: 319"
OH ® OH ©)
20 | 20
. 0
= = ///
HO 0 HO
m/z: 301 m/z: 231
OH @
20
HO ANF
m/z: 301 m/z: 189

FIGURA 27 - FRAGMENTAGCOES ZEARALENONA.

Ja a espécime de Fusarium graminearum 729, produziu zearalenona
somente no meio de cultivo de milho, como é mostrado abaixo pela FIGURA 28 e
TABELA 7. A molécula foi confirmada pelo tempo de retencdo comparado ao padréo
e também em relagéo as transicdes obtidas pelo experimento de MRM. Em relacdo a
espécime de Fusarium graminearum 730 ndo observou nenhuma producdo de

micotoxinas.
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TABELA 7 - ZEARALENONA

2'68T g'ree Z'10€
280t /T 6TE 28'0T /T'6TE T80T /T'6TE W—62.-O4
oeduslay ordualey oeduslay
ap odwa| oedisuel] | apodwa] | oedisuel] | apodwa] | ordisuel] rlISOWyY

Legenda: (FG — 729 - M) Fusarium graminearum 729 — Milho

(FG — 732 - M) Fusarium graminearum 732 — Milho
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FIGURA 28 - MRM DA ZEARALENONA REFERENTE AO FG-729-M.

Além disso foi possivel observar a producdo de outros micoestrogenos
produzidos pela biossintese dos espécimes de Fusarium graminearum 728 e 732,
como a Zearalanona encontrado no substrato de milho, que estes apesar de nao
utilizar padrdes para confirmar as moléculas foram utilizadas além do ion precursor
m/z: 321, foram utilizadas as transigées m/z: 321/189 de confirmagédo e m/z: 321/303
de quantificagdo, como mostrado na TABELA 8, comprovando a existéncia da
molécula. Os cromatogramas dos MRMs utilizados e as fragmentacdes responsaveis
pelas transicbes também s&o mostradas abaixo nas FIGURAS 29, 30 e 31
respectivamente.



TABELA 8-ZEARALANONA

Amostra Transicao Tempo de Transicao Tempo de

Retencéo Retencéao
FG-728-M 321.1/ 189.0 10.77 321.1/ 303.0 10.78
FG-732-M 321.1/189.0 10.76 321.1/ 303.0 10.78

Legenda: (FG — 728 - M) Fusarium graminearum 729 — Milho
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FIGURA 29 - MRM DA ZEARALANONA REFERENTE AO FG-728M.
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FIGURA 30 - MRM DA ZEARALANONA REFERENTE AO FG-732-M.
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FIGURA 31 - FRAGMENTAGCOES ZEARALANONA.

J& os fungos Fusarium graminearum 728, 729 e 732, como mostrado na
TABELA 10, produziram outro mico-estrogeno o Zearalenol, no substrato de cevada
também. A diferenciacéo dos isbmeros nao foi possivel devido a falta de padrées das
moléculas e por ndo termos certeza de que no método cromatografico ocorreria a
separacao dos isobmeros. Os cromatogramas de MRM estdo mostrados nas FIGURA
33, 34 e 35, além de algumas informacdes sob os possiveis fragmentos monitorados

sdo mostrados na FIGURA 36.

TABELA 9 - ZEARALENOL.

. Tempo de _ Tempo de
Amostra Transicao . Transicao .
Retencéo Retencéo
FG-728-C 321/285 9,24 321/303 9,24
FG-729-C 3211285 9,23 321/303 9,19
FG-732-C 32117285 9,24 321/303 9,25

Legenda: (FG — 728 - C) Fusarium graminearum 728 — Cevada
(FG — 729 - C) Fusarium graminearum 729 — Cevada

(FG — 732 - C) Fusarium graminearum 732 — Cevada
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FIGURA 32 - MRM REFERENTE AO ZEARALENOL PRODUZIDO PELO FUNGO FG-728-C.
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FIGURA 33 - MRM REFERENTE AO ZERALENOL PRODUZIDO PELO FUNGO FG-729-C.
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FIGURA 34 - MRM DO ZEARALENOL REFRENTE AO FUNGO FG-732-C.
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FIGURA 35 - FRAGMENTAGOES DO ALFA - ZEARALENOL.

Outro composto observado foi o Nivalenol, encontrado nas amostras de
milho e arroz para o fungo Fusarium graminearum 728 e na amostra de cevada para

o fungo Fusarium graminearum 732, que pode ser observado no TABELA 11.
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TABELA 10- NIVALENOL

T2’ T'T6T /T'ETE T2’ C'EECITETE 6T'E T'18¢ /T'TTE J-¢€L-94
6T'E T'T6T /T'ETE eg'e C'EECITETE 12'E T'18C /T'TTE VvV —8¢/.-94
zz'e T'T6T /T'ETE 12' C'EECITETE T2’ TT18C/T'TTE WN—8¢.-94
oeduslay oeduslay oedualay
ap odwa ) oedisuel]| ap odwa) oedisuel] ap odwa] oedisuel] elISOWY

Legenda: (FG — 728 - M) Fusarium graminearum 728 — Milho

(FG — 728 - A) Fusarium graminearum 728 — Arroz

(FG — 732 - C) Fusarium graminearum 732 — Cevada
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FIGURA 36 - MRM REFRENTE AO NIVALENOL DO FUNGO FG-728-M.
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FIGURA 37 - MRM REFRENTE AO NIVALENOL DO FUNGO FG-728-A.
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FIGURA 38 - MRM REFERENTE AO NIVALENOL PRODUZIDO PELO FUNGO FG-732-C.

As fragmentacbes observadas nas transicbes do nivalenol sao

mostradas abaixo:
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FIGURA 39 - FRAGMENTAGCOES NIVALENOL.
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As micotoxinas Deoxinivalenol, Fumosina B1, Fumosina B3, HT-2 e T-2
gue sao metabolitos secundarios produzidos por espécies de fungos Fusarium sp.,

foram analisadas, porém nao foi detectada a presenca destas moléculas.

4.3 Analises dos extratos em diferentes meios de cultivo do fungo
Aspergillus Flavus.

Em relacdo ao fungo Aspergillus Flavus este também crescido sob
diferentes meios de cultivo de milho, arroz e cevada maltada. Como nos outros
experimentos, as amostras foram analisadas por UPLC-PDA (WATERS®), onde foi
observada a producdo da Aflatoxina B1, uma alta producdo deste composto no

substrato de arroz, como mostrado na FIGURA 17 abaixo.
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FIGURA 40: CROMATOGRAMA OBTIDO DO EXTRATO DE CULTIVO DO FUNGO ASPERGILLUS
FLAVUS

A amostra de arroz possui um pico no tempo de retengcdo de 3,70
minutos muito intenso e com um espectro de UV muito parecido ao relatado na

literatura, mostrado abaixo.
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FIGURA 41: ESPECTRO DE UV DA AFLATOXINA Bl ENCONTRADA NAS AMOSTRAS DE
ASPERGILLUS FLAVUS EM ARROZ.

Dados da literatura, mostram que a absor¢do maxima € observada para
a Aflatoxina B1é 224, 266 e 362 nm. (MADRIGAL, et al.; 2009), o que correspondem
as absorcdes 223, 265 e 362 nm, na molécula encontrada no extrato de arroz onde

foi cultivado o fungo Aspergillus flavus.

Para confirmar a molécula foi feito um experimento de MRM, onde
também foi possivel mostrar que o fungo também produziu esta molécula nos outros
meios de cultivo, como mostrado nas FIGURA 42, 43, 44 e TABELA 12.
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TABELA 11- EXPERIMENTO DE MRM PARA ANALISE DA AFLATOXINA B1.

6E'6 T',LSC /T'ETE 0’6 T'G8C /T'ETE 0’6 T'EVC ITETE o—dv
0’6 T'LSC /T ETE 0’6 1'G8C /T'ETE ov'6 T'EVC ITETE V-4V
ov'6 T'/SC IT'ETE ov'6 1'G8¢C /T'ETE ov'6 T'EvC ITETE N— Vv
oeduolay orduolay oeduolay
ap odway oedisues] | op odwal ordisuel] ap odwa] oedisuel] | ensowy

Legenda: (AF —M) Aspergillus flavus — Milho

(AF — A) Aspergillus flavus — Arroz

(AF — C) Aspergillus flavus — Cevada



61

20000
15000

10000

Intensity

Area: 1,53E+08

5000

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Time, min

9.40
15000

10000

Intensity

— 313.1/285.1 Area: 1,42E+08

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 13 20 21
Time, min
8000
7000
6000
5000
4000
3000

0 313.1/257.1 , Area: 6,57E+07
1000 “

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 13 20 21
Time, min

9.40

Intensity

FIGURA 42 - MRM REFERENTE A AFLATOXINA B1 PRODUZIDA PELO FUNGO AF-M.

BeS
9.40

5eb

4e5

Intensity

3e5

2¢

i ]

313.1/243.1 Area: 6,12E+09

1e5

0e0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Time, min

5eb
3.40

4e5

3e5

Intensity

2e5 :
- 313.1/285.1 Area: 5,13E+09
0=0 T - - - . - - - T k’&, - T - - T - - - - - -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Time. min

2565 3.40
2065
1565
1.065 313.1/257.1 g Area: 2,58E+09

5.0ed t\
0.0¢0 g

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 189 20 21
Time. min

Intensity

FIGURA 43 - MRM DA REFERENTE A AFLATOXINA B1 PRODUZIDA PELO FUNGO AF-A.



3000 4
8000
7000 -
6000 -
5000 -
4000 4
3000 4
2000 -
1000 4

Intensity

313.1/243.1

62

9.40

Area: 6,63E+07

8000 4
7000
6000 A
5000 -
4000
3000 4
2000 -
1000 A

Intensity

313.1/285.1

78

o

3 1 11 12

13 14 15 16 17 18 13 20 21

Time, min

3.40

Area: 6,18E+07

Ju .

5000 4

4000 4

Intensity

2000 4

1000 4

3000 4

313.1/257.1

708

3 10 11

12 13 14 15 16 17 18 13 20 21

Time. min

9.39

Area: 3,47E+07

M st rg e

78

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Time, min

FIGURA 44 - MRM REFERENTE A AFLATOXINA B1 PRODUZIDA PELO FUNGO AF-C.



63

As fragmentacdes responsaveis pelas transicdes da Aflatoxina B1 sdo mostradas
abaixo na FIGURA 45.

m/z: 285

m/z: 243

FIGURA 45 - FRAGMENTACOES DA AFLATOXINA B1.

Foram também analisadas as micotoxinas Aflatoxina B2, Aflatoxina G1
e Aflatoxina G2, porém nado foi observada no experimento a presenca dessas

moléculas.
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4.4 Resultado sobre o Isolamento de Microrganismos Endofiticos
Presentes em Grdao Germinado de Cevada Utilizando Técnica de
Microcultivo e MALDI-TOF como Ferramenta de Anéalise.

Sabe-se que uma grande quantidade de microrganismos coloniza 0s
tecidos de plantas superiores e com esse intuito foi feito a tentativa de isolamento de
alguns microrganismos que vivem de forma endofito nos graos de malte de cevada
que passaram por diferentes processos de torrefacdo e também alguns isolados a

partir do malte de trigo.

Apesar de uma etapa do trabalho ser voltada para o isolamento de
fungos endofiticos, foram isoladas algumas bactérias resistentes a estreptomicina, um
antibiético que abrange um grande espectro de acdo, dentre eles bactérias gram-

positivas e gram-negativas.
4.4.1 Fungos Isolados
Durante 14 dias de cultivos foram isolados cerca de 7 fungos a partir das

sementes de cevada e trigo, no qual a lista com os microrganismos isolados é

mostrada nas tabelas abaixo.

TABELA 12- FUNGOS ISOLADOS A PARTIR DA SEMENTE DE CEVADA

Tipo do Malte Microrganismos
Trigo LaBioMMi 1396
Munich 1l LaBioMMi 1397
Munich 1l LaBioMMi 1398
Fungos Vienna LaBioMMi 1399
Vienna LaBioMMi 1400
Vienna LaBioMMi 1401
Vienna LaBioMMi 1402

Com relagéo aos fungos foi feito um experimento de microcultivo onde é
possivel observar como o0s esporos se dispdem sobre as hifas gerando varias outras
estruturas (BRASIL, 2004), dessa forma se possivel observar a qual género de fungos

vivem nestes cereais pertencem.
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Dessa forma, foram feitas fotos dos microcultivos de cada fungo isolado

e em seguida alguns estudos por Maldi-TOF também foram realizados.

A FIGURA 46 remete ao fungo denominado LABIOMMI 1396, isolado a

partir de um malte produzido a partir do gréo de trigo.

FIGURA 46 - LABIOMMI 1396, ISOLADO A PARTIR DO TRIGO.

A TABELA 14, a seguir, traz uma comparacao produzida pelo software
Biotyper®, no qual, os espectros de massas obtido pelo MALDI-TOF é comparado com
0s espectros de massas de microrganismos que a sua biblioteca possui. O quao mais
proximo esse valor se aproxima de 3, mais provavel que o fungo pertenca a espécie
da sua biblioteca.

Segundo as ferramentas do Biotyper®, é provavel que o fungo
LABIOMMI 1396 possa pertencer ao género Geotrichum ssp., no qual, segundo
Pimenta et. al, 2005 as colbnias séo brancas, planas e a massa de esporos produzidos

sdo secos. Ja ALPER et al., 2011 descreve que o género Geotrichum sp. sédo fungos
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dimérficos, que em certas condicbes pode se comportar como fungos ou como
leveduras, possui colénias de coloragdo creme, que se caracterizam
morfologicamente pela presenca de artroconideos, que sdo resultados de
fragmentacdes aleatério das hifas (HOOG, et al., 1986), o que pode ser observado

nas imagens de microcultivo anteriormente.

TABELA 13- RESULTADO DO MALDI-TOF, UTILIZANDO A FERRAMENTA BIOTYPER.

Rank Matched Pattern Score Value NCBI
(Quality) Identifier
1 LaBioMMi 1396 3 -
(+++)

2 LaBioMMi 1401 2,713 -
(+++)

3 LaBioMMi 1400 2,707 -
(+++)

4 LaBioMMi 1402 2,668 -
(+++)

5 LaBioMMi 1397 2,65 -
(+++)

6 Geotrichum silvicola 04 188 LBK 1,785 215419

(+)

7 Geotrichum silvicola 04 322 LBK 1,731 215419

(+)

8 Geotrichum silvicola 04 007 LBK 1,688 215419

Q)

9 Geotrichum candidum CBS 184 56 1,633 27317

) CBS

10 Geotrichum silvicola 2 LBK 1,586 215419

)

Afim de observar o perfil dos metabolitos secundéarios do fungo
LaBioMMi 1396, foi feito um experimento com o extrato fungico do fungo LaBioMMi

1396, quando este cultivado em meio sélido de milho, ja que este ndo se desenvolveu
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nos meios solidos de cevada e arroz. Na FIGURA 47 e 48 possivel observar o
cromatograma do extrato fungico e o espectro de ultravioleta no tempo de retencao

de 12,94 min., respectivamente.
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FIGURA 47 - CROMATOGRAMA DO EXTRATO FUNGICO DO FUNGO LABIOMMI 1396 CULTIVADO EM
MEIO DE MILHO.
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FIGURA 48 - ESPECTRO DO ULTRAVIOLETA NO TEMPO DE RETENGCAO 12,94 MIN..



68

O fungo isolado LaBioMMi 1397, também passou pelos mesmos experimentos

de identificagdo como microcultivo e andlise proteomica pelo software Biotyper®.

Apesar de nao ser possivel identificar as espécies o LaBioMMi 1397, este tem
um alto valor de “score” com os outros microrganismos isolados, TABELA 15 o que
pode dizer que estes microrganismos possam ser muito parecidos. Observando o
cruzamento dos dados do Biotyper®e as imagens de microcultivo FIGURA 49, mostra

realmente que este fungo possa se tratar de alguma espécie do género Geotricum
sp..

FIGURA 49: LABIOMMI 1397, ISOLADO A PARTIR DA CEVADA MUNICH II.



TABELA 14- RESULTADO DO MALDI-TOF, UTILIZANDO A FERRAMENTA BIOTYPER.

Rank Matched Pattern Score Value NCBI
(Quality) Identifier
1 LaBioMMi 1397 3 -
(+++)

2 LaBioMMi 1401 2,69 -
(+++)

3 LaBioMMi 1400 2,68 -
(+++)

4 LaBioMMi 1396 2,652 -
(+++)

5 LaBioMMi 1402 2,639 -
(+++)

6 Geotrichum silvicola 04_322 LBK 1,572 215419

Q)

7 Geotrichum silvicola 04_007 LBK 1,544 215419

)

8 Geotrichum silvicola 04 188 LBK 1,514 215419

Q)

9 Pseudomonas trivialis DSM 14937T 1,405 200450

) HAM

10 Geotrichum candidum CBS 184 56 1,376 27317

) CBS
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Foram feitos cromatogramas e alguns espectros na regiao do UV-Vis do

extrato do fungo LaBioMMi 1397, quando cultivado nos meios de cevada e milho no

qual sdo apresentados a seguir.
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FIGURA 50 - CROMATOGRAMA DO EXTRATO DO FUNGO LABIOMMI 1397, CULTIVO EM MEIO DE
CEVADA E MILHO.
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Legenda:
LaBioMMIi 1397 C — LaBioMMi 1397 em cevada
LaBioMMi 1397 M — LaBioMMi 1397 em milho

FIGURA 51 - ESPECTRO NO ULTRAVIOLETA DE ALGUNS METABOLITOS PRODUZIDOS PELO FUNGO
LABIOMMI 1397, QUANDO CULTIVADOS NO SUBSTRATO DE MILHO E CEVADA.

Observa-se que no extrato do fungo LaBioMMi 1397, ocorreu a producgéo de

metabolitos diferentes, ja que o mesmo fungo foi inoculado em diferentes meios. De

certa forma, estes cereais séo de géneros diferentes (milho Zea e cevada Hordeum),

possuem metabolitos diferentes o que nos leva a crer que 0 microrganismo deve ter
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utilizado desses compostos, chegando a sintetizar outros metabdlitos por suas

diferentes vias.

O fungo LaBioMMi 1398 também foi isolado do tipo de malte Munich II.
Ao observar a FIGURA 52 referente ao experimento de microcultivo observa-se que o
fungo isolado possui uma coldnia de coloracdo marrom amarelada, com formacéo de
macroconideos hialinos, com células apicais curtas de 1-2 células e duas células
centrais cilindricas e microconideos cilindricos de 1-2 células, conidiofésros hialinos,
eretos e longos, ndo muito simples. Essas informacBes levam a uma possivel
identificacdo de um fungo do género Fusarium sp., apesar dos dados da biblioteca do

software Biotyper®, TABELA 16, ndo conseguir identificar pela andlise proteomica

FIGURA 52: LABIOMMI 1398, ISOLADO A PARTIR DO CEVADA MUNICH Il.



TABELA 15- RESULTADO DO MALDI-TOF, UTILIZANDO A FERRAMENTA BIOTYPER.

HAM

Rank Matched Pattern Score Value NCBI
(Quality) Identifier

1 LaBioMMi 1398 3 -

(+++)
2 Clostridium bifermentans 1,064 1490
(-) 2273 _CCUG 35297 BOG
3 Campylobacter jejuni MB_4738_05 1,056 197
(-) THL
4 Clostridium tetani type 1 1049 NCTC 1,054 1513
(-) 279T BOG
5 Clostridium bifermentans 1,047 1490
(-) 2274 _CCUG 35556 A BOG
6 Pannonibacter phragmitetus LGM 1,025 121719
() 5430 HAM
7 LaBQuiM 96 — MALT2% Direct cell 1,015 133995672
Q)
8 LaBQuiM 96 1,015 133995672
Q)
9 Brevibacterium iodinum IMET 10995T 0,999 31943
(-) HKJ
10 Stenotrophomonas maltophilia 0,993 40324
) (Pseudomonas beteli) LMG 978T

72
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A seguir encontra-se 0os cromatogramas, além dos espectros na regido do

ultravioleta do extrato do fungo LaBioMMi 1398, apo6s do isolamento, cultivado nos

meios solidos de arroz, cevada e milho.
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FIGURA 53 - CROMATOGRAMA DO EXTRATO DO FUNGO LABIOMMI 1398 NOS MEIOS DE CEVADA,

MILHO E ARROZ.

Observa-se na FIGURA 53 que o comportamento do extrato do fungo

LaBioMMi 1398, quando cultivado nos meios sélidos de arroz, cevada e milho,

mostram um perfil muito semelhante. Nos tempos de retengdo em 25,2 min., nos

espectros da FIGURA 54 observamos compostos semelhantes entre os extratos, bem

como também no tampo de retencdo em 40,4 min., observamos nas FIGURAS 54 e

55 um composto encontrado na membrana celular de fungos, o ergosterol. Onde os

picos de absor¢do maxima estdo em 271, 281 e 293 nm., respectivamente.
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Espectro de UV-Vis do cromatograma do extrato do fungo LaBioMMi 1398 em arroz e milho.
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FIGURA 54 - ESPECTROS NO ULTRAVIOLETA PARA O EXTRATO DO FUNGO LABIOMMI 1398 EM ARROZ

E MILHO.

Espectro de UV-Vis do cromatograma do extrato do fungo LaBioMMi 1398 em cevada.
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FIGURA 55 - ESPECTRO NO ULTAVIOLETA PARA O EXTRATO DO FUNFO LABIOMMI 1398 EM CEVADA.
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O préximo fungo isolado foi isolado a partir do malte Vienna, este o que obteve
0 maior nimero de isolamento, o primeiro foi denominado LaBioMMi 1399. Apesar
dos “scores value” ndo serem confidveis, TABELA 18, a ferramenta Biotyper® cita o
género Mucor, como sendo 0 microrganismo que mais se assemelha a este isolado.
Apesar de ndo termos a certeza de que este isolado realmente pertence a este género,
podemos comparar as estruturas de microcultivo com a familia Mucorales, na qual o
Mucor também se encontra e segundo BOTHA et al., 2014 e MILLER et al., 2019 que
os fungos pertencentes a esta familia, produz espongiosporos, que Sao esporos
assexuados, que ficam contidos dentro de uma espécie de bolsa, chamada de
esporangio, além dos rizoides e estoldes serem reduzidos ou até mesmo nao
possuirem, 0 que ao observar as imagens de microcultivo deste isolado, notamos uma
semelhanca muito grande a esta familia, como se pode observar nota-se a presenca
de esporangios e 0s espongiosporos poucos rizéides em algumas imagens, como

mostrado acima.

FIGURA 56 — FUNGO LABIOMMI 1399 ISOLADO A PARTIR DA CEVADA VIENNA.



TABELA 16- RESULTADO DO MALDI-TOF, UTILIZANDO A FERRAMENTA BIOTYPER.

Rank Matched Pattern Score Value NCBI
(Quality) Identifier

1 LaBioMMi 1399 3 -

(+++)
2 Mucor rouxii_Aveia_7dias_d_cell 1,425 130535518
()
3 Mucor rouxii - LaBioMMi 8 1,425 130535518
()
4 Enterococcus faecium 11037 CHB 1,373 1352
()
5 Mucor rouxii - LaBioMMi 8 1,33 130535518
()
6 LaBioMMi 8 1,33 130535518
()
7 Mucor rouxii - LaBioMMi 8 1,251 130535518
()
8 Mucor rouxii - LaBioMMi 8 1,231 130535518
()
9 Mucor circinelloides — LaBioMMi 9 1,213 130535518
()
10 Streptomyces violaceorubacter B263 1,211 1935
) UFL
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Abaixo é apresentado o cromatograma e o0 espectro de na regido do

ultravioleta - visivel. O que mostrou um comportamento semelhante aos diferentes

cultivos. Resultando em moléculas de média a baixa polaridade. Algumas moléculas

tiveram um A de absor¢édo acima de 300 nm, no qual uma molécula chegou aum A =

350nm, chegando préximos da regido do visivel (400nm). E possivel observar a

presenca de ergosterol nos metabolitos extraidos como observado na FIGURA 58 e

60.
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FIGURA 57 — CROMATOGRAMAS DO EXTRATO DO FUNGO LABIOMMI 1399 NOS MEIOS DE ARROZ,
MILHO E CEVADA.
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FIGURA 58 - ESPECTRO NO ULTRAVIOLETA DE ALGUNS METABOLITOS DO FUNGO LABIOMMI 1399
NO MEIO DE ARROZ.



78

Espectro de UV-Vis do cromatograma do fungo LaBioMMi 1399 em cevada

5.80 min. 27.03 min. 26.83 min.

A min ZEimin

250 200 £ 400 280 500 =0 0 % 400 4 00 250 200 80 40 450 500

.- 3371 min.

FIGURA 59 - ESPECTRO NO ULTRAVIOLETA DE ALGUNS METABOLITOS DO FUNGO
LABIOMMI 1399 NO MEIO DE CEVADA.

Espectro de UV-Vis do cromatograma do fungo LaBioMMi 1399 em milho
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FIGURA 60 - ESPECTRO NO ULTRAVIOLETA DE ALGUNS METABOLITOS DO FUNGO
LABIOMMI 1399 NO MEIO DE MILHO.
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Em seguida temos o segundo microorganismos isolado a partir do malte
Vienna, no qual foi denominado LaBioMMi 1400. Os “score value” obtidos na analise
por Maldi-TOF, mostra que o microrganismo isolado, é muito parecido com o0s
microrganismos LaBioMMi 1396 e 1397 possuindo resultados de “Matched Pattern”,
€ encontrado novamente os microrganismos do género Geotrichum sp., TABELA 18
Ao observar a FIGURA 61 do experimento de microcultivo, também encontramos

artroconideos e coloragdo creme.

FIGURA 61: LABIOMMI 1400, ISOLADO A PARTIR DO MALTE VIENNA.



TABELA 17 - RESULTADO DO MALDI-TOF, UTILIZANDO A FERRAMENTA BIOTYPER

Rank Matched Pattern Score Value NCBI
(Quality) Identifier
1 LaBioMMi 1400 3 -
(+++)

2 LaBioMMi 1396 2,734 -
(+++)

3 LaBioMMi 1401 2,72 -
(+++)

4 LaBioMMi 1402 2,695 -
(+++)

5 LaBioMMi 1397 2,691 -
(+++)

6 Geotrichum silvicola 04_188 LBK 1,744 215419

(+)

7 Geotrichum candidum CBS 184 56 1,655 27317

) CBS

8 Geotrichum silvicola 04 _007 LBK 1,637 215419

Q)

9 Geotrichum silvicola 04 322 LBK 1,613 215419

)

10 Geotrichum candidum DSM 1240 CBS 1,516 27317

)
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Os cromatogramas do extrato do fungo LaBioMMi 1400 cultivados em
meio de cevada e milho € apresentado a seguir, no qual também é possivel observar

a presenca de ergosterol, como mostrado na FIGURA 63.
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FIGURA 62 - CROMATOGRAMA DO EXTRATO DO FUNGO LABIOMMI 1400 NOS MEIOS DE CEVADA E
MILHO.

Espectro UV-Vis para o extrato do fungo LaBioMMi 1400 cevada
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FIGURA 63 - ESPECTRO NO ULTRAVIOLETA DE ALGUNS METABOLITOS DO FUNGO
LABIOMMI 1400 NO MEIO DE CEVADA.
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Espectro de UV-Vis do cromatograma do fungo LaBioMMi 1400 em milho

3.7 min. 5.93 min. 10.05 min.

= wEm
20 W 3 @0 0 E: 250 =0 =0 0 = . 20 ) 3 L) 0
m m
12.27 min 13.22 min.

‘‘‘‘‘

= = = 0 200 0 0 450

om

FIGURA 64 - ESPECTRO NO ULTRAVIOLETA DE ALGUNS METABOLITOS DO FUNGO
LABIOMMI 1399 NO MEIO DE MILHO.
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O terceiro microrganismo isolado do malte Vienna, foi o LaBioMMi 1401.
No qual, a ferrementa Biotyper®, TABELA 19, mostra uma correlacdo com o género
Geotrichum sp., no qual pode ser possivel observar na FIGURA 65 pelo experimento

de microcultivo a presenca artroconideos e uma coloragdo creme.

FIGURA 65: LABIOMMI 1401, ISOLADO A PARTIR DO MALTE VIENNA.



TABELA 18- RESULTADO DO MALDI-TOF, UTILIZANDO A FERRAMENTA BIOTYPER.

1 LaBioMMi 1401 3
(+++)

3 LaBioMMi 1396 2,716
(+++)

5 LaBioMMi 1397 2,686
(+++)

7 Geotrichum silvicola 04_007 LBK 1,496 215419
)

Vibrio xuii DSM 17185T HAM 1,337 170661
)

84
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Os cromatogramas do extrato do fungo LaBioMMi 1401 cultivados em
meio de cevada e milho e alguns espectros encontrados sédo apresentados abaixo nas
FIGURA 66 e 67 respectivamente.
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FIGURA 66 — CROMATOGRAMAS DO EXTRATO DO FUNGO LABIOMMI 1401 NOS MEIO DE CEVADA E

MILHO.
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LaBioMMi 1401 M — LaBioMMi 1401 em milho

FIGURA 67 - ESPECTRO NO ULTRAVIOLETA DE ALGUNS METABOLITOS DO FUNGO LABIOMMI 1399
NO MEIO DE CEVADA E MILHO.
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O dultimo isolado do Malte Vienna, é o LaBioMMi 1402, e algumas
informacdes sobre ele € mostrado na FIGURA 68 e Tabela 20. A ferramenta Biotyper
mostra uma correlagdo com o género Geotrichum sp., no qual pode ser possivel
observar pelas imagens de microcultivo a presenca artroconideos e uma coloracao
creme, sendo estes microrganismos muito parecidos ao comparados acima. Nao foi
realizada a analise por cromatografia liquida com deteccdo UV para o extrato desse
fungo nos meios de cevada, milho e arroz, pois 0 mesmo nao chegou a crescer nesse

tipo de substrato.

FIGURA 68: LABIOMMI 1402, ISOLADO A PARTIR DO MALTE VIENNA.



TABELA 19- RESULTADO DO MALDI-TOF, UTILIZANDO A FERRAMENTA BIOTYPER

Rank Matched Pattern Score Value NCBI
(Quality) Identifier
1 LaBioMMi 1402 3 -
(+++)

2 LaBioMMi 1401 2,745 -
(+++)

3 LaBioMMi 1400 2,688 -
(+++)

4 LaBioMMi 1396 2,676 -
(+++)

5 LaBioMMi 1397 2,631 -
(+++)

6 Geotrichum silvicola 04_188 LBK 1,629 215419

Q)

7 Geotrichum silvicola 04_007 LBK 1,54 215419

)

8 Geotrichum silvicola 04 322 LBK 1,54 215419

Q)

9 Salmonella sp (entérica st Anatum) 11 1,34 58712

) LAL

10 Geotrichum candidum RV_02 VML 1,308 27317
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Utilizando de ferramentas disponiveis pelo software MALDI Biotyper
(Bruker ™), foi possivel construir um dendograma FIGURA 69 e 69.1 dos fungos
isolados a partir dos seus Mass Spectrometry Proteomic (MSP — do inglés: Espectro
de Massas Protedbmica). Percebe-se que duas espécies LaBioMMi 1398 e LaBioMMi
1399, sdo microrganismos que se diferem entre si um nivel de distancia acima de 700,
FIGURA 69. Estes dois microrganismos se diferem a um nivel de distancia dos demais
microrganismos isolados, em torno de 1000, mostrando a diferenca entre as espécies
isoladas.

FIGURA 69 - DENDOGRAMA OBTIDO A PARTIR DOS MSP DOS FUNGOS ISOLADOS.



89

MSP Dendrogram

—{LaBiohMi 1396

— LaBiahMi 1401

— LaBiohMi 1400

—LaBioMMi 1402

—LaBioMMi 1387

FIGURA 69.1 — DENDOGRAMA DOS FUNGOS ISOLADOS (APROXIMAGCAO).

4.4.2 Bactérias Isoladas

Em relacdo aos outros microrganismos isolados foram observadas cerca
de 17 bactérias, TABELA 21, porém dentre estas algumas cepas isoladas nédo foram
possiveis isolar no Maldi-TOF, pois foram perdidas, por ndo crescerem no meio de
cultivo que seria utilizado, dentre elas sdo a LaBioMMi 1405, 1406, 1407, 1408, 1410,
1414, 1416, 1417e 1419.

Observa-se que os maltes Munich Il e Vienna, foram os maltes que foi
possivel isolar mais microrganismo, seguidos de Pilsen e Trigo, apenas duas bactérias

foram isoladas do malte Munich | e Pale Ale.

Os maltes Vienna e Munich sao produzidos de forma semelhantes, onde
a etapa de secagem chega a uma temperatura de 100°C, o que mostra a presenca

algumas bactérias que possuem uma resisténcia a antibioticos e a altas temperaturas.

Ao observar o dendograma (FIGURA 70 e 70.1), a seguir, percebe-se
que existe uma boa semelhanca (distancia menor 4) entre 0S microrganismos
LaBioMMi 1401 1, 1411, 1412, 1415 e 1420 _1. Ja os isolados LaBioMMi 1418 e
1420 _2 possuem uma semelhanca com os isolados anteriores a uma distancia menor

que 6. Esses isolados anteriores mostram um “score value” (maior que 2,300; 0 mais
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préximo de 3,000, maior a chance do microrganismo ser da mesma espécies) o que
leva a entender que sao microrganismos possuem caracteristicas que os levam a
mesma espécie, porém o isolado 1404 2 possui uma semelhanca menor quando
comparado aos isolados anteriores (distancia menor que 300) e observando o relatério
gerado pelo software, ele possui uma semelhanca apenas uma semelhanca com o

isolado LaBioMMi 1420 2 a nivel de género.

Os isolados LaBioMMi 1403 e 1413, se assemelham a uma distancia
menor que 600, que entdo vai possuir caracteristicas parecidas com o grupo
LaBioMMi 1409 e 1404 _2 a um nivel de distancia em torno de 1000. Ja o isolado
LaBioMMi 1409, possui uma semelhanca em um nivel de distancia em torno de 700
com o grupo LaBioMMi 1404_2 e 1420_2. Ja em relagdo aos dados de “score value”
gerado pelo software estes ndo apresentam semelhanca significativa com os dados

gerados, portanto nao foi possivel gerar a identificacéo.

TABELA 20- BACTERIAS ISOLADAS A PARTIR DA SEMENTE DE MALTE.

Tipo de Malte Microrganismos
Munich | A LaBioMMi 1403
Munich | B LaBioMMi 1404
Munich Il A LaBioMMi 1405
Munich II B LaBioMMi 1406
Munich Il C LaBioMMi 1407
Munich 1l LaBioMMi 1408
Pale ale A LaBioMMi 1409
Pale ale B LaBioMMi 1410
Bactérias Pilsen A LaBioMMi 1411
Pilsen B LaBioMMi 1412
Pilsen C LaBioMMi 1413
Trigo A LaBioMMi 1414
Trigo B LaBioMMi 1415
Trigo C LaBioMMi 1416
Vienna A LaBioMMi 1417
Vienna B LaBioMMi 1418
Vienna C LaBioMMi 1419
Vienna D LaBioMMi 1420
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FIGURA 70: DENDOGRAMA DAS BACTERIAS ISOLADAS
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FIGURA 70.1: DENDOGRAMA DAS BACTERIAS ISOLADAS (APROXIMACAOQ)
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4.5 Resultados das Cervejas Produzidas em Escala Laboratorial

Ao longo do projeto foram feitas um total de 9 cervejas produzidas em
escala de laboratério com diferentes proporc¢des de adicédo de adjunto de milho e arroz.
Entre as cervejas produzidas e analisadas estdo a Cerveja Puro Malte (100% de
cevada maltada), Cerveja com adi¢céo de 15% de adjunto de milho, Cerveja com 30%
de adi¢c&o de adjunto de milho e Cerveja com 45% de adicao de adjunto de milho.

Foram analisadas as micotoxinas Aflatoxina B1, Aflatoxina B2, Aflatoxina
G1, Aflatoxina G2, Deoxinivalenol, Isso-deoxinivalenol, Nivalenol, HT-2, T2,
Zearalenona, Zearalanona, a-Zaralenol, B-Zearalenol, Fumonisina B1, Fumonisina
B2, Fumonisina B3 e Ocratoxina. No qual néo foi identificado nenhuma micotoxina nas
cervejas analisadas, no qual o n&o identificar, ndo significa que elas ndo possam estar
presente, pois, como ndo houve uma validagdo do método, ndo podemos dizer que
nao estdo, sendo as vezes o método utilizado ndo tenho um limite de deteccéo téo
baixo 0 quanto necessite para identificar essas micotoxinas, ja que estas Ssao
produzidas em pequenas quantidades pelos microrganismos, além disso os cereais
que foi utilizado no estudo poderiam n&o estar contaminados com micotoxinas. Na
FIGURA 71 e 72 é possivel observar os cromatogramas das Cerveja Puro Malte
(100% de cevada maltada), Cerveja com adicdo de 15% de adjunto de milho, Cerveja

com 30% de adicdo de adjunto de milho e Cerveja com 45% de adicao de adjunto de

milho.
1 TIC of +EPI: Exp 2, from Sample 1 (Cerveja_100_.. Max. 2.1e7 cps. B TIC of +EPI. Exp 2, from Sample 2 (Cerveja_15_Mikho_E... Max. 2.3e7 cps.
22 . "
2 067 186 237 Adigdo de 15% de milho
Puro Malte 2067
»
1.5e7 »
3 2 157
= =
= 1.0e7 >
E E 1.0e7 1276
= 5.0e6 =
=
= 5.0e6 E}TD e
0.0 Y A penA
0.0 LAMM A
5 1,0 . 15 20 2 4 6 8 10 12 14 1B 18 20 2
Time, min Time_min
1 TIC of +EPI: Exp 2, from Sample 3 (Cerveja_30_Miho,_E.. Max. 6.7e6 cps. 1 7IC of +EPL Exp 2, from Sample 4 (Cerveia_45 Milo E.. Max. 7.0e6 cps.
67es, 2 7066
- o .
6028 Adigdo de 30% de milho 6.0e6 Adigdo de 45% de milho
5066
2 2
o 408 © 4066
= 1002 =
g 306 350 z
£ 20e6 8.82 E 2066 12 27 13.92
1066 435651 278 1385
0.0Leewert LS .MJ‘VJLW — .Wm‘”V,(f ———y 0.0
2 4 6 8 10 12 14 1B 18 20 2 20 2
Time_min Tlme m_m

FIGURA 71 - CROMATOGRAMA CERVEJA 100% MALTE DE CEVADA E COM 15%, 30% E 45% DE
ADICAO DE MILHO.
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FIGURA 72 - CERVEJA 100% MALTE DE CEVADA E COM 15% E 30% DE ADIGAO DE ARROZ.

Para analisar as cervejas, foram feitos experimentos de (Enhanced mass
scan — EMS), no qual foi obtido uma varredura de ions totais realizados pelo
espectrometro de massa lon Trap linear e para tracar um perfil quimico das
substancias presentes, foram feitos experimentos de data-dependent acquisition
(DDA), no qual se seleciona os 5 picos mais intensos do Cromatograma de Pico Base

e realiza-se a fragmentacao (MS/MS) destas moléculas.

Na TABELA 22, referente as Cerveja Puro Malte (100% de cevada
maltada), Cerveja com adicdo de 15% de adjunto de milho, Cerveja com 30% de
adicdo de adjunto de milho e Cerveja com 45% de adicdo de adjunto de milho, é
possivel observar (FIGURA 73) alguns compostos, e dentre as classes encontrados
temos aminoéacidos, flavonoides, compostos fendlicos, alguns acidos organico

provenientes do lapulo e agucares.
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FIGURA 73 - MS/MS DE ALGUNS COMPOSTOS ENCONTRADOS NA CERVEJA 100% MALTE DE CEVADA
E MILHO.

Na TABELA 23, estda mostrado os resultados das cervejas Cerveja Puro
Malte (100% de cevada maltada), Cerveja com adicdo de 15% de adjunto de arroz,
Cerveja com 30% de adicdo de adjunto de arroz. As micotoxinas Aflatoxina B1,
Aflatoxina B2, Aflatoxina G1, Aflatoxina G2, Deoxinivalenol, Isso-deoxinivalenol,
HT-2,

Fumonisina B1, Fumonisina B2, Fumonisina B3 e Ocratoxina, no qual também néo foi

Nivalenol, T2, Zearalenona, Zearalanona, a-Zaralenol, [-Zearalenol,
observar a presenca dessas micotoxinas na cerveja com adicdo de adjunto de arroz
Embora com o experimento de EMS (Enhanced mass scan), foi possivel identificar
nestas analises compostos provenientes do Idpulo como humulona e compostos
provenientes da cevada como a hordatina, quercetina e antocianidinas como a

mirtilina, no qual podem ser observados na FIGURA 74.
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FIGURA 74 - MS/MS DE ALGUNS COMPOSTOS ENCONTRADOS NA CERVEJA DE ARROZ.

N&o foram analisadas as amostras de Cerveja com 45% de adicéo de

adjunto de arroz, Cerveja com adicdo de 80% cevada, 10% milho, 10% arroz e a

Cerveja com adicdo de 60% cevada, 20% milho e 20% arroz, por motivo de saida para

trabalho em ambiente privado.
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TABELA 21: COMPOSTOS ENCONTRADOS NA CERVEJA 100% PURO MALTE E COM ADICAO DE

ADJUNTO DE MILHO.
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Legenda: Nao-identificado (N/ ID).

Continua.
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Legenda: Nao-identificado (N/ ID).

Continua.
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Legenda: Nao-identificado (N/ ID).

Continua.
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Legenda: Nao-identificado (N/ ID).

Continua.
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Legenda: Nao-identificado (N/ ID).

Continua.
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Legenda: Nao-identificado (N/ ID).

Continua.
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Legenda: Nao-identificado (N/ ID).
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TABELA 22: COMPOSTOS ENCONTRADOS NA CERVEJA 100% PURO MALTE E COM ADICAO DE
ADJUNTO DE ARROZ.

Cerveja 15% de
adicdo de arroz
X
X
X
X
X
X

Legenda: Nao-identificado (N/ ID).

Continua.
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Legenda: Nao-identificado (N/ ID).

Continua.
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Continua.
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5. CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados, podemos chegar as seguintes

conclusoes:

e Fungos patogénicos do género Fusarium sp. e Aspergillus flavus, sdo micro-
organismos que podem facilmente contaminar os principais insumos, que sao
utilizados no processo de fabricagéo de cerveja, visto que quando cultivados
em cereais produzem quantidades relevantes de metabdlitos secundarios
guando comparamos extrato fiangico com extrato obtido dos cereais.

e Foi observada a producéo de diversos tipos de micotoxinas, provenientes de
seu metabolismo secundério, como Zearalenona, a-Zearalenol e 3-Zearalenol,
Nivalenol, Fumonisina B2 e Aflatoxinas que no caso a encontrada foi a
Aflatoxina B1.

e Em relacdo as micotoxinas em cervejas artesanais, estas ndo foram
encontradas, porém as mesmas poderiam néo estar presentes nas amostras
na qual foi produzida as cervejas, ou estar por estarem em quantidades muito
baixas, entretanto como n&o houve uma validagdo da metodologia utilizada nao
sabemos o limite de deteccao do método.

e Técnicas de deteccdo como LC-MSMS, se mostraram muito mais sensivel e
eficaz na deteccdo destes compostos quando comparada com a técnica LC-
UV, pois sdo moléculas que sédo produzidas em quantidades muito baixas e
gue em alguns casos a propria estrutura da molécula ndo favorece o uso da
técnica por este método.

e Em relacdo a cervejas estd se mostrou uma matriz extremamente complexa
com inUmeros compostos que coeluem, no mesmo tempo de retencgéo, além
disso um dos objetivos era utilizar marcadores, moléculas que cada cereal tem
em comum a fim de utilizar na identificacdo de qual cereal € utilizado nas
cervejas. Compostos como aminodcidos, flavonoides, compostos fendlicos,
alguns acidos orgéanico provenientes do lupulo e agucares foram encontrados.

e Diversos tipos de micro-organismos foram isolados de varios tipos de
sementes de cevada, 0 que mostra que apesar do cereal sofrer alguns
processos na qual envolvem temperatura e umidade estes microrganismos se
mostraram capazes de sobreviver a condi¢des de estresse e quando colocados

em ambientes favoraveis ainda séo capazes de se desenvolver, dentre eles
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possiveis fungos do género Fusarium sp. e Muccor sp., 0 que mostra que além
de se comportarem como patdégenos, ainda sdo microrganismos endofiticos
gue podem estar em um estado de laténcia.

Além disso muitas espécies de fungos dimorficos foram isoladas, mostrando
gue estes podem se comportar como leveduras, nos quais quem sabe um dia
podemos pensar em processos de fermentacdo aerdbico no processo de
fabricacéo de cervejas.

Apesar do uso de antibiéticos diversas espécies de bactérias também puderam
ser encontradas, mostrando a extrema diversidade de microrganismos que

vivem endofiticamente em cereais.
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