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RESUMO - Este trabalho teve como objetivo avaliar os parametros cinéticos de
crescimento, contetido proteico extracelular e atividade especifica da enzima
peroxidase produzidos pela levedura Saccharomyces cerevisiae durante cultivo
submerso na presenca da Aflatoxina B;. A fermentagdo alcoolica foi realizada em
Erlenmeyer de 250 mL, contendo 170 mL de meio de cultivo YPD, adicionado
6,66% (v/v) do indculo da levedura Saccharomyces cerevisiae. O cultivo foi
conduzido durante 96 h, mantido a 26°C sem agitacdo. Os ensaios foram
realizados na presenca e auséncia (controle) de aflatoxina B na concentragdo de 1
pg/mL. A amostragem foi realizada no tempo zero e a cada 24 h para avaliagdao do
pH, concentragdo celular, concentragdo proteica e atividade da enzima peroxidase.
Em cultivo submerso na presenca da micotoxina foi observado um aumento na
velocidade especifica de crescimento (15%), maior conteudo de proteinas
extracelulares (19% superior) em 72 h de processo fermentativo e maior atividade
enzimatica especifica da peroxidase. Estes resultados confirmam a sensibilidade
da levedura frente a toxicidade da aflatoxina B;, contaminante ocorrente em
cereais utilizados em processos fermentativos.

1. INTRODUCAO

As micotoxinas sao metabolitos secundarios produzidos por diferentes tipos de fungos
(CARAO et al., 2014). Dentre elas, pode-se destacar a Aflatoxina que é produzida pelo
género Aspergillus, principalmente pelas espécies 4. flavus e A. parasiticus (OLIVEIRA et
al., 2001). A aflatoxina ¢ capaz de causar efeitos toxicos em animais e humanos,
hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, propriedades carcinogénicas, imunotoxicidade e
dermatotoxicidade (KLOSOWSKI e MIKULSKI, 2010; BOLECHOVA et al., 2015), entrando
na dieta dos mesmos por meio de contaminagdo, direta ou indireta, de cereais e graos
(CARAO et al., 2014). Sdo conhecidos 18 compostos designados pelo termo de aflatoxinas,
sendo que os principais tipos de interesse médico-sanitario sao identificados como By, Gy, B,
e G,. A estrutura quimica dessas micotoxinas ¢ similar, apresentando um nucleo central
cumarinico ligado a uma estrutura bi-furandide. A aflatoxina B; (AFLA B,) ¢ frequentemente
encontrada em cereais e apresenta o maior poder toxigénico (CARAO et al, 2014,
OLIVEIRA et al., 2001).

A resolugdo RDC n°® 07/2011 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
dispdoe sobre os Limites Maximos Tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos e
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estabelece como 5 pug/kg o LMT para aflatoxinas By, B, G; e G, em cereais, produtos de
cereais, incluindo a cevada malteada (BRASIL, 2015). Além dos danos a saide humana ¢
animal, os prejuizos econdomicos causados pela presenca da aflatoxina em cereais podem ser
severos (MALLMANN, SANTURIO e WENTZ, 1994).

As micotoxinas presentes nos graos utilizados como matéria-prima de alimentos podem
ser sintetizadas durante o periodo de pré ou pos-colheita, concomitante a fatores de estresse.
Além de causarem alteragdes nos processos fisiologicos de organismos superiores, as
micotoxinas podem afetar o metabolismo de varios micro-organismos, como a levedura
Saccharomyces cerevisiae (KLOSOWSKI e MIKULSKI, 2010), largamente empregada na
producao de cerveja. A ocorréncia de micotoxinas em cereais utilizados na produgdo de desta
bebida ¢ frequentemente relatada, e a contaminacdo pode ocorrer em varios estagios do
processo. Em consequéncia da estabilidade térmica das micotoxinas e de sua solubilidade
parcial em &gua, estas podem ser transferidas do malte ou cereais adjuntos a bebida
(RODRIGUEZ-CARRASCO et al., 2015). Desta forma, é imprescindivel a identificacio
desses contaminantes bem como a avaliagdo do efeito da sua presenca nas caracteristicas
fisico-quimicas e bioquimica relacionadas ao estresse celular da levedura Saccharomyces
cerevisiae.

Neste trabalho foram avaliados os parametros cinéticos de crescimento, contetdo
proteico extracelular e atividade especifica da enzima peroxidase produzidos pela levedura
Saccharomyces cerevisiae durante cultivo submerso na presenca da Aflatoxina B;, visando
detectar os efeitos da contaminagdo micotoxicoldgica durante fermentacao alcodlica.

2. MATERIAIS E METODOS

A fermentacdo submersa foi realizada em Erlenmeyers de 250 mL contendo meio de
cultivo YPD como substrato, onde sua composi¢do foi de 1% de extrato de levedura, 2% de
glicose e 2% de peptona. Os meios de cultivo estéreis foram inoculados com a levedura
Saccharomyces cerevisiae US-05 de alta fermentagdo. O indculo foi preparado em um
Erlenmeyer de 250 mL, contendo 150 mL de meio cultura YPD estéril onde a massa de 0,06 g
de levedura Saccharomyces cerevisiae liofilizada foi assepticamente adicionada e dissolvida
através de agitacdo manual durante 10 min. Ao meio de cultivo estéril foi adicionado 6,66 %
(v/v) do indculo nos reatores e o cultivo foi conduzido durante 96 h mantido a 26°C sem
agitacdo, conforme Bretanha (2013) Os ensaios foram realizados na presenca e auséncia
(controle) de AFLA B; na concentragdo de 1 pg/mL Nos cultivos onde a micotoxina foi
adicionada realizou-se primeiramente a adi¢do do padrdo de AFLA B nos reatores de forma
asséptica, onde o solvente foi evaporado sob corrente de nitrogénio e posteriormente foi
realizada a adigdo do meio estéril. Apos, os reatores foram submetidos a agitagdo em banho
ultrassonico a 37 kHz durante 10 min, seguida da adi¢ao do in6culo.

Aliquotas foram retiradas assepticamente para acompanhamento da fermentagdo
submersa a cada 24 h e avaliadas quanto ao pH, concentracao proteica, concentracao celular e
pH. A determinacdo da concentrag¢do celular foi realizada através da medida da densidade
otica do cultivo em espectrofotometro a 600 nm, onde a absorvancia da biomassa ¢ convertida
a concentracdo celular (mg/mL) através da curva padrdo de concentracdo celular. O método
de Lowry (1951) foi utilizado para a quantificagdo proteica extracelular, cuja reagdo
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colorimétrica envolve a oxidagdo dos aminoacidos aromaticos da proteina com o reagente de
fenol, utilizando o reagente de Folin Ciocalteau.

Para a avaliagdo do estresse celular, foi verificada a atividade enzimatica da peroxidase,
segundo KHAN e ROBINSON (1994), utilizando guaiacol como substrato. A leitura em
espectrofotometro foi realizada a 470 nm e uma unidade de atividade especifica da enzima
peroxidase foi definida como a massa de proteina capaz de causar um aumento da unidade de
absorvancia (ABS) em 0,001 por minuto por mg de proteina.

Os parametros cinéticos do crescimento da levedura na presenga e auséncia da
micotoxina foram calculados segundo as Equacgdes 1 e 2.

InX=InXy + wpar t (D)

1g = In2/tmx 2

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca da aflatoxina B; na fermentagdo submersa utilizando como micro-
organismo a levedura Saccharomyces cerevisiae acarretou alteragdes nos parametros cinéticos
e fisico-quimicos do cultivo. De acordo com a Tabela 1, ndo foi possivel observar alteragao
de pH, comportamento este que pode estar associado a manutencao de rotas metabolicas
envolvidas na produ¢do de energia e etanol concomitante a produgdo de acidos organicos,
subprodutos da fermentacao alcoolica.

Tabela 1 — Acompanhamento do pH e atividade enzimatica especifica da peroxidase no
cultivo submerso da levedura Saccharomyces cerevisiae

. pH Peroxidase (U/mgp)
Tempo de Fermentagao (h) Controle Contaminado Controle Contaminado
0 6,2 6,2 0,469+0,008 0,478+0,008
24 5,8 5,8 0,528+0,032 0,601+0,009
48 5,6 5,6 0,515+0,007 0,561+0,008
72 5,9 5,8 0,464+0,008 0,497+0,002
96 5,8 5,8 0,894+0,010 0,847+0,018

Ptn: proteina. Médiat+desvio padrao.

Com a finalidade de comparar os parametros cinéticos de crescimento da levedura na
presenca e auséncia da micotoxina, a regressao do logaritmo neperiano das concentragdes
celulares dos ensaios foi calculada, e a partir da Equagdo 1 e 2 foram obtidos os resultados de
velocidade maxima especifica de crescimento (Mmix) € tempo de geragdo (tg). No cultivo
controle 0 s foi 0,0345 h'l, enquanto que no cultivo contendo a micotoxina foi 0,0398 h-!.
O aumento de 15% na velocidade especifica maxima de crescimento no cultivo contaminado
pode indicar uma tentativa de eliminar a toxicidade causada pela micotoxina no meio. Desse
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modo, o tempo de geracdo do cultivo contaminado ¢ menor que o do ensaio controle, sendo
eles de 17,9 e 20,1 h, respectivamente.

A Figura 1 apresenta o perfil do contetido de proteinas extracelulares dos cultivos
controle e contaminado. Como pode ser observado, a concentragdao de proteinas no cultivo na
presenga da micotoxina foi maior durante toda a fermentagdo, quando comparada ao controle.
O maior teor proteico pode estar relacionado a maior producdo de enzimas oxidativas no
metabolismo da levedura. Como pode ser observado pela Tabela 1, a atividade enzimadtica
especifica da peroxidase também foi maior no cultivo contendo AFLA B,, principalmente em
48 e 72 h, que corrobora com os resultados obtidos dos parametros cinéticos e da
concentracdo de proteinas extracelulares, reforcando a possibilidade de estresse celular
causado pela micotoxina e consequentemente a ativagdo de rotas metabdlicas secundarias na
tentativa de eliminac¢do da toxicidade do meio e manutencao da viabilidade celular.

Figura 1 Perfil do teor proteico extracelular em cultivos submersos utilizando Saccharomyces

cerevisiae
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A concentracdo de proteinas de uma célula pode ser considerada como parametro de
avaliagdo de manifestacdo génica, e colaborar na elucidacdo de ciclos metabolicos quando
processos de toxicidade celular estdo envolvidos (ANDERSON, MATHESON e STEINER,
2000). A concentragdo de proteinas extracelulares apresentou maior alteracdo no contetdo em
72 h de cultivo, sendo 19% superior na presenga da micotoxina. Esta pode ser uma resposta
da célula da levedura em funcao da toxicidade do meio de cultivo ou mesmo na utilizagdo da
estrutura da micotoxina como fonte de nutriente.
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4. CONCLUSAO

A fermentagdo alcodlica em cultivo submerso da Saccharomyces cerevisiae na presenga
da micotoxina AFLA B, propiciou um aumento na velocidade especifica de crescimento de
15%. O teor de proteinas extracelulares foi 19% superior no cultivo contaminado em 72h de
cultivo, corroborando com os valores da atividade enzimatica especifica da peroxidase que
apresentaram maiores valores quando a levedura foi exposta a micotoxina.

5. NOMENCLATURA
X Concentragao de células mg/mL
Xo Concentrag¢ao inicial de células mg/mL
t Tempo h
tg Tempo de geracao h
Wmax Velocidade especifica maxima de crescimento h!
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