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RESUMO - Estudos indicam que a producdo de glutationa (GSH) por células de leveduras na
fermentacdo alcodlica pode estar relacionado com a reducdo de micotoxinas, 0 que torna essa
molécula uma forma de defesa contra esses contaminantes. Devido a esse motivo, o objetivo desse
estudo foi relacionar a fortificacdo de GSH com a reducdo da micotoxina desoxinivalenol (DON)
durante o processo fermentativo. A fermentacdo alcodlica foi realizada utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae (0,115 g) em 20 mL de mosto contendo 0,02 pg/L de DON e fortificado
com 50 mg/L de GSH em 96 h de fermentacdo, comparado ao controle realizado nas mesmas
condigdes, porém sem adi¢do da GSH. A fortificacdo de GSH indicou maior redugdo da contaminacéo
por DON, 66,45% maior quando comparado ao controle, demonstrando que esta € uma alternativa

para a degradagéo da micotoxina e disponibilizacdo de uma bebida segura.
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ABSTRACT - Studies indicate that the production of glutathione (GSH) by yeast cells in alcoholic
fermentation may be related to the reduction of mycotoxins, which makes this molecule a form of
defense against these contaminants. For this reason, the objective of this study was to relate GSH
fortification to the reduction of the mycotoxin deoxynivalenol (DON) during the fermentation
process. Alcoholic fermentation was performed using the yeast Saccharomyces cerevisiae (0.115 g)
in 20 mL of wort containing 0.02 pug/L of DON and fortified with 50 mg/L of GSH in 96 h of
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fermentation, compared to the control performed under the same conditions, but without the addition

of GSH. GSH fortification indicated a greater reduction in DON contamination, 66.45% greater when
compared to the control, demonstrating that this is an alternative for the degradation of the mycotoxin
and provision of a safe beverage.
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1. INTRODUCAO

A micotoxina desoxinivalenol (DON) é um contaminante natural produzido pelo
metabolismo secundario de espécies fangicas toxigénicas, sendo algumas do género Fusarium as
principais produtoras dessa micotoxina (Gab-Allah; Choi; Kim, 2023; Li et al., 2022). Os cereais se
destacam como principais alvos da contaminagdo desses fungos que podem levar a producdo de
micotoxinas, que quando presente pode vir a ser transferido para alimentos que utilizem estes insumos
na formulacdo (Mastanjevic et al., 2019). No caso da cerveja, a via de contaminagdo por micotoxinas
ocorre devido a utilizacdo de cereais (como cevada, milho, trigo e centeio) fonte dos acgucares
fermentesciveis, transformados em alcool pela acéo das leveduras (Eliodorio et al., 2019).

A contaminacéo da cerveja € relatada na literatura pela transferéncia da micotoxina do cereal
para o produto (Pascari et al., 2022). Devido a isso, estratégias quimicas, fisicas e bioldgicas vém
sendo investigadas para a reducdo desses contaminantes nas matrizes alimentares (Afsah-Hejri;
Hajeb; Ehsani, 2020). Os métodos bioldgicos tém demonstrado resultados promissores quando
ressaltado aspectos ambientais e a preservacdo das caracteristicas sensoriais da bebida (Tian et al.,
2022).

Especificamente no processamento da cerveja, a fermentacdo alcodlica pelo emprego de
levedura tem sido destacada como uma etapa eficiente na reducéo da concentracdo de micotoxinas
(Carvalho, 2022), estando relacionada a adsorcdo da micotoxina a parede celular da levedura ou
metabolizacdo pela acdo de biomoléculas de defesa (Acosta, 2020). A GSH é um tripeptideo
produzido com este fim, principalmente contra estresse oxidativo, e manutencdo de funcgdes bésicas,
sendo relacionada a reducdo de contaminantes como as micotoxinas (Binati et al., 2022).

Em estudos como o de Giacomini et al. (2023) e Boeira et al. (2021) com fermentacao
alcodlica, a GSH foi descrita como umas das principais moléculas relacionada a reducao dos niveis
das micotoxinas OTA e NIV em percentuais de 58% e 56,5%, respectivamente. Devido a essas
informac0des acerca da acdo da GSH, o objetivo desse estudo foi relacionar a fortificagdo de GSH com

a reducao da micotoxina DON no processo fermentativo.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material

O mosto cervejeiro (Extrato de malte em pd) da marca Dry Brew e a levedura Saccharomices
cereveisiae UC-05 de alta fermentacdo foram adquiridos de uma empresa da cidade de Porto Alegre
— RS. O padrdo da micotoxina DON e a GSH foram adquiridas da Sigma-Aldrich (Saint Louis,
Missouri, USA), sendo a GSH na forma de L-glutationa reduzida com pureza > 99% produzida no

Japdo, outros reagentes empregados foram adquiridos de grau padrao analitico.

2.2 Preparo do padrédo de DON e da solugdo de GSH

A solucéo padréo de DON foi preparada a partir de 1 mg da micotoxina, solubilizando em
benzeno:acetonitrila (95:5, v/v) até perfazer a concentracdo de 50 pug/mL e armazenadas a uma
temperatura de -4 °C. A confirmagdo da concentracao foi realizada em espectrofotdmetro ultravioleta
visivel (UV-Vis) (FEMTO Cirrus-80), em comprimento de onda de 220 nm empregando
absortividade molar de 6808 em acetonitrila. A solucdo de GSH foi preparada a partir de 0,01 g
dissolvido em HCI 0,01 M até o volume de 100 mL (mantida revestida com papel aluminio para evitar

oxidagéo a -8 °C).

2.3 Preparo do mosto sintético

O mosto sintético foi preparado conforme as indicacdes do fabricante, onde 14,28 g de
extrato de malte em pd foi empregado para o preparo de 100 mL de mosto, solubilizado em agua
estéril, tendo como composicao de carboidratos 88 g/L, proteinas 6,8 g/L.

2.4 Fermentacdo e Fortificacdo com GSH

A fermentacéo alcodlica foi conduzida em um reator tipo tubo Falcon de 50 mL, sendo esse
esterilizado em autoclave por 15 min a 121 °C. Os ensaios foram realizados em triplicatas, onde aos
reatores foram adicionados DON (0,02 ug/L), GSH (50 mg/L) e levedura (5,75 g/L) e avolumados
para 20 mL de mosto cervejeiro, mantidos em cadmara germinativa a 19 °C por 96 h, sem agitacédo
(Acosta, 2020). O controle foi preparado e conduzido nas mesmas condicGes, porém sem a
fortificacdo de GSH. Apds decorrido 96 h, foi determinada a concentracdo residual da micotoxina
DON.

2.5 Determinagéo de DON no meio fermentado

A extracdo de DON foi realizada pelo método de QUEChERS de acordo com Seus-Arraché
(2019) com modificacdes. A modificacdo do método consistiu na miniaturizacdo, com redugdes na
quantidade de amostra (1 mL), da acetonitrila (5 mL), dos sais de extracdo (2 g de sulfato de magnésio
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(MgSOg) e 0,5 g de cloreto de sédio (NaCl)) e dos sais de limpeza (0,45 g de MgSOas e 0,15 g de

celite). A deteccdo e quantificacdo de DON foi efetuada a 220 nm em cromatografo a liquido (LC)

equipado com detector de arranjo de diodos (DAD — 10 AXL). A separacdo ocorreu em coluna de
C18 de fase reversa (Gemini®, Phenomenex) 250 x 4,5 mm (5 um), a fase mdvel constituida por
MeCN e &gua Mili-Q (30:70, v/v), com vazdo de 0,8 mL/min e volume de injecdo de 20 pL (Souza
etal., 2015).

A reducdo da micotoxina DON (%) foi estimada pela relacdo entre a concentracdo inicial
adicionada ao reator e a determinada no tempo final de fermentacdo (Equacdo 1), sendo CM: a

concentracdo da micotoxina.

CM(final) . 100 @
Redugdo (%) = 100 - ( CM (inicial) )

2.6 Anélise Estatistica
O Teste de Student (t) foi aplicado para comparacdo das médias de cada ensaio com um nivel

de 5% de significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido as condicGes de estresse as quais as leveduras podem ser submetidas durante a
fermentacdo (ex. presenca de micotoxinas), uma das estratégias deste micro-organismo é a alteracao
do seu metabolismo e a producdo de moléculas de defesa como a GSH, molécula antioxidante
presente no meio intracelular, porém ndo suficiente para a reducdo total das micotoxinas (Boeira et
al., 2021).

Neste estudo, a reducdo de 82,6% foi observada no ensaio realizado com fortificacdo do
peptideo GSH, quando comparado ao ensaio controle (16,13% de reducdo) (sem fortificagdo com
GSH), verificando um aumento de 66% quando empregado a fortificagdo de 50 mg/L (Figura 1).
Logo, pode-se evidenciar a importancia da fortificacdo para a eficiéncia da levedura na reducgéo do
contaminante DON do meio fermentado.

Até o presente momento ndo foram encontrados estudos na literatura envolvendo a
fortificagdo com GSH em processos fermentativos. No entanto, estudos indicam que a producdo de
moléculas de defesa por parte da levedura leva a reducdo das micotoxinas. No estudo de Giacomini
et al. (2023), a fermentacéo alcodlica foi avaliada como forma de reduzir os niveis de agrotoxicos e

da micotoxina ocratoxina A (OTA), sendo observado ao final da fermentacdo de 168 h reducéo de
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58% dos niveis da micotoxina, reducdo associada a producdo de GSH e peroxidase produzidas pelas

células de levedura. Com os resultados apresentados na Figura 1, ficou evidente que a fortificacao
com GSH, no processo fermentativo cervejeiro demonstrou resultados promissores, podendo vir a

ser uma opcao para a reducdo dos niveis desse contaminante em cerveja.

Figura 1 — Reducdo de DON em fermentacéo alcodlica cervejeira pela fortificacdo com GSH

Controle - 16,13P
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Letras distintas acima dos resultados mostra diferenca significativa pelo teste (t).

4. CONCLUSAO

O presente estudo explorou pela primeira vez a fortificagdo com GSH para a reducdo de DON
em fermentacdo alcoodlica cervejeira, 66% superior ao controle. Logo, a fortificacdo pode ser uma
alternativa para a industria cervejeira e de alimentos, visando a oferta de uma bebida segura para 0s

consumidores.
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