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RESUMO

Aflatoxinas (AF) sdo metabdlitos secundarios toxicos, produzidos principalmente dos fungos
Aspergillus flavus e A. parasiticus, potentes mutagénicos e carcinogénicos de alimentos. As
aflatoxinas (AFLAS) sdo tanto aguda como cronicamente tdxicas para animais e seres humanos e tem
propriedades imunossupressoras, mutagénicas, teratogénicas e carcinogénicas. Diante disso, este
estudo teve como objetivo avaliar o efeito da enzima peroxidasse (PO) na reducéo dos niveis de
aflatoxina AFB1, em solugdo modelo (Tamp&o Fosfato 0,05 mM pH 5,5), alcancando-se uma reducao
de ate 67 % apos 60 min de interacdo PO + AFLA B1.
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INTRODUCAO

As aflatoxinas (AFLAS) constituem uma importante classe de micotoxinas produzidas
principalmente por espécies Aspergillus, incluindo Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus
e Aspergillus nomius. Estas toxinas estdo em grande parte relacionadas com produtos
alimentares produzidos nos tropicos Umidos e subtropicais, como os cereais (milho, sorgo,
arroz e trigo), oleaginosas (amendoim, soja, girassol e algodao), especiarias (pimenta, agafrao,
coentro e gengibre), frutos de casca rija (améndoas, castanha do Brasil, pistache, nozes, e
coco), e o leite. Entre as AFLAS (B1, B2, G1 e G2), a AFB1 é a mais comumente encontrada
em alimentos além de ser considerada o agente cancerigeno de maior potencial toxico por sua
associagdo com o carcinoma hepatocelular (cancer de figado) (BHATNAGAR-MATHUR et
al.,, 2015). Com base nestas informacdes, estudos sobre a avaliagio de métodos de
descontaminacdo micotoxicoldgicos tém sido enfatizados, em que a utilizacdo de enzimas
oferece uma alternativa atrativa para o controle ou eliminacdo de aflatoxinas em alimentos,
resguardando sua qualidade e seguranca quando comparado aos métodos fisicos e quimicos
de descontaminacdo empregados.

Numerosas enzimas podem degradar toxicos (KARLOVSKY, 2011), entre estas a
peroxidase uma oxidoredutase produzida por certo nimero de micro-organismos e plantas
(HAMID; KHALIL-UR-REHMAN, 2009). A peroxidase pode ser utilizada na degradacgéo de
uma grande variedade de tdxicos, incluido compostos aromaticos policiclicos, fendis
policlorados e na descontaminagdo bioldgica das AFLAS alcancando bons resultados de
descontaminacdo (SMITH, 1987). Desta forma, o objetivo do presente trabalho é a reducéo
enzimatica dos niveis de AFB1 aplicando PO comercial, visando seu uso na industria
alimentaria.
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MATERIAL E METODOS

Padroes e Reagentes

A enzima peroxidase comercial PO, padrdo de micotoxina AFB1, assim como todos 0s
reagentes e solventes necessarios, foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Company
(E.U.A).

Condigdes HPLC

As analises para separacdo e quantificacdo da AFB1 foram feitas em cromatografo
liquido de alta eficiéncia com detector por fluorescéncia (HPLC-FL), nas condicdes 6timas de
quantificacdo de AFB1 segundo Silva (2016). Coluna cromatogréfica Kromasil C18 com
tamanho de particula de 5 um e 250 mm x 4,6 mm de didmetro interno, fase movel contendo
mistura de solventes, agua:acetonitrila:metanol (60:25:15), temperatura de 40 °C, vazdo de 1
mL min-1, e um volume de inje¢do de 20 uL. A avaliacdo da separacdo foi realizada em
padréo diluido através do tempo de retengdo (tR), fator de separagdo (a) e fator de retengdo
(k) (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Os parametros de qualidade analitica como a faixa de linearidade, curva analitica,
limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ), exatiddo (recuperacdo) foram
determinados para a validagcdo do método instrumental.

Extracdo de Aflatoxina B1 — Método QUEChERS

A verificacdo do percentual de recuperacdo do método se realizou fortificando
amostras contendo solugdo Tampdo Fosfato 0,05 mM pH 5,5 com solucdo padrdo de AFB1.
Foi utilizado um nivel de fortificacdo, com base no limite legislado pelos 6rgdos reguladores
para AFB1 em leite (0,5 pg/kg, MERCOSUL), e considerando o LQm estimado. A extragédo
foi feita pelo método de QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged e Safe)
(Rodriguez, et al. 2015), onde aliquotas do padrdo transferiram-se para frascos &mbar de 10
mL, ap0ds evaporacdo do solvente contendo os padrdes, 5 mL de acetonitrila foi adicionado a 1
ml de amostra (solugdo tampdo fosfato) e vigorosamente agitou-se durante 30 s antes da
adicdo de 0,4 g de MgSQ, anidro e 0,1 g de NaCl. A mistura foi agitada em vértex durante 30
s e sonicada durante 3 min antes de ser centrifugada durante 3 min a 3500 rpm. Finalmente, o
sobrenadante foi recolhido e evaporou-se ate secura sob uma corrente de nitrogénio suave,
ressuspendendo os extratos secos em 1 mL da mistura que compunha a fase moével do sistema
cromatografico para posterior quantificacdo por CLAE-FL. O percentual de recuperacgédo foi
estimado relacionando a concentracdo das AFLA Bl encontrada com a concentracdo
esperada, conforme indicado na Equacao 1.

% R= (C1/C2)*100 Eq. (1)

Onde % R representa o percentual de recuperacdo; C1 indica a concentragdo
determinada na amostra fortificada e C2 a concentracdo do padrdo utilizado para a
fortificagéo.
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Reducdo de Aflas em Solucdo Modelo

Foi avaliado o potencial degradativo da enzima PO sobre a micotoxina AFLA Bl. A
reacao de reducdo dos niveis de AFLA B1 em solugdo modelo ocorreu na presenca da enzima
na concentracbes de 1 U/mL de solucdo modelo meio reacional e AFLA Bl com
concentracdo de 0,5 pg/mL. A reacdo foi avaliada usando diferentes pH de solugdo Tampéo
Fosfato (5,5 e 6,7) sob agitacdo orbital a 150 rpm a 25 °C.

A avaliacdo da degradacéo foi constituida de etapas que envolveram diferentes meios:
na presenca da micotoxina em meio tamponante; na presenca da micotoxina contendo PO e 0
cofator da atividade enzimatica H,O,; e na presenga do meio tamponante contendo PO e
cofator da atividade enzimatica H,O,. A avaliacdo da concentracdo residual apds a acdo da
enzima foi utilizada para estimar a redugéo da concentragdo da micotoxina. Todos 0s ensaios
foram conduzidos e analisados em triplicata e o percentual de descontaminacdo foi
determinado utilizando-se a Equagdo 2 atraves da razdo entre a variacdo da massa da
micotoxina e a massa inicial da mesma.

[AMM)

% de descontaminacdo = ——— x 100 Eq. (2)

MM

RESULTADOS E DISCUSSOES

A curva analitica para AFLA B1, assim como seus parametros (Tabela 1), mostram
que o procedimento era adequado para a quantificacdo de AFLABI. Seus indicadores
atendem as recomendacfes de confiabilidade da anélise, considerando as recomendacfes da
ANVISA (coeficiente de correlacdo de 0,99) e do INMETRO (valores acima de 0,9). Além
disso, a linearidade da curva mostrou uma ampla gama de aplicacdes.

Os limites de deteccdo e de quantificacdo do método foram estimados por a relacdo
sinal-ruido, o que estabelece a concentragdo minima a qual a substancia a analisar pode ser
detectada facilmente.

Tabela 1. Parametros analiticos avaliados em HPLC-FL.

Parametro AFLA B1
Curva y = 313566x - 10237
Linearidade 0,0015-11,9
Coeficiente de Correlacéo 0,998
Limite de Deteccdo (ug/L) 0,0015
Limite de Quantificacdo (ug/L) 0,026

De acordo com a orientacdo da Comissdo Europeia, que faz recomendacdes
especificas de desempenho para ensaios sobre a recuperacdo de micotoxinas, o valor de
recuperacdo recomendada € de 70-120%. Os resultados obtidos neste estudo (Tabela 2)
mostram recuperac6es que foram mantidos dentro de niveis aceitaveis, por tanto, verificou-se
que AFLA B1 pode ser quantificado em condi¢des analiticas confiaveis.
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Tabela 2. Recuperacdo de AFLA B1 (0,5 pg/L) em Tampdo Fosfato por QUEChERS.

pH Recuperacdo (%) CV (%)
55 119 (5)
6,7 118 (4)

*AFLA B1- Aflatoxina B1, CV% - Coeficiente de variagcdo das analises.

Os resultados encontrados na avaliagdo dos diferentes pH de solucdo modelo (Tabela
3), evidenciaram uma reducdo de 67 % com o emprego de solugdo modelo Tampédo Fosfato
pH 5,5, no entanto o aumento do pH para 6,7 influencia negativamente no percentual de
reducéo da AFLA B1 com acdo da PO. Estes resultados ressaltam a importancia da avaliagcdo
das condicdes do médio na degradacao de aflatoxinas mediante o uso da enzima PO, além de
avaliar outros parametros como o tempo de reacdo, proporcao enzima:substrato, entre outros,
que podem resultar em percentuais também maiores de reducédo dos niveis de DON.

Tabela 3. Degradacdo de AFLA B1 (0,5 pug/L) em Tampdo Fosfato por QuechErs.

pH Degradacéo (%) CV (%)

55 67 (7)

6,7 20 (3)
CONCLUSOES

Neste trabalho, pode-se concluir que a enzima PO possui agdo sobre AFLA B1,
levando a uma diminuicdo dos niveis deste de 67 % apds 60 min de interacdo PO + AFLA
B1. Em adicdo se faz necessario a realizagdo de estudos futuros a cerca desses resultados, com
0 objeto de investigar o mecanismo de agéo de PO sobre AFLA B1.
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