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ABSTRACT

Mycotoxins are secondary metabolites produced by filamentous fungi in
different food chain stages. Among mycotoxins, ochratoxin A (OTA) is of great
importance, and presents carcinogenic, teratogenic and nephrotoxic effects.
These effects have motivated the development of methods to reduce the
contamination levels to the allowed levels. Biological methods involving the use
of enzymes and microorganisms for OTA degradation has excelled due the
specific reaction and mild conditions for detoxification. In this work we
established conditions for the extraction of carboxypeptidase A from fermented
biomass by Rhizopus oryzae in order to employ it in the OTA degradation, using
pancreatin as control. The standardized methodology for enzymatic extraction
consisted of ultrasonic agitation for 30 minutes in a fixed power of 150 W and 40
kHz. The enzyme extract of the microorganism showed a degradation capacity of
19.4%, which caused degradation higher (49%) than the one found during
pancreatin action. This result confirms the advantage of using microbial enzymes
over those from vegetables including micotoxycology biodegradation processes.
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RESUMO

Micotoxinas sao metabdlitos secundarios produzidos por fungos filamentosos
em diferentes etapas da cadeia produtiva de alimentos. Entre micotoxinas,
ocratoxina A (OTA) é de grande importancia, e apresenta efeitos carcinogénicos,
nefrotdxicos e teratogénicos. Estes efeitos vém motivando o desenvolvimento de
métodos capazes de diminuir esta contaminagdao aos niveis permitidos pela
legislagdo. Os métodos biolégicos envolvendo o uso de enzimas e micro-
organismos para degradacdo da OTA tem se destacado, em fungdo da
especificidade reacional e das condigdes brandas para a detoxificagdao. Neste
trabalho foram estabelecidas condi¢des de extracdo de carboxipeptidase A a
partir de biomassa fermentada por Rhizopus oryzae para emprega-la na
degradacdo de OTA, tendo pancreatina como controle. A metodologia
padronizada para extra¢cdo enzimatica consistiu em agitacao ultrassonica durante
30 minutos numa potencia fixa de 150 W e 40kHz. O extrato enzimatico do micro-
organismo apresentou uma capacidade de degradacao de 19,4%, que ocasionou
uma degradagdo 49% superior a agdo da pancreatina. Este resultado confirma a
vantagem da utilizagdo de enzimas microbianas em detrimento as de origem
vegetal inclusive para processos de biodegradagao micotoxicologica.
Palavras-chave: hidrdlise
enzimatica.
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INTRODUGCAO

As micotoxinas sdo substancias naturais de baixo peso molecular,
produzidas por fungos filamentosos como metabdlitos secunddrios em
qualquer etapa da cadeia produtiva (KOPPEN et al., 2010). A ocratoxina A
(OTA), considerada cancerigena do grupo 2B pela Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Cancer (IARC, 1993) pode ser produzida por fungos do
género Penicillium e Aspergillus, sendo encontrada em cereais e em
produtos como café, vinho, frutos secos, cerveja e sumo de uva (ZAIN,
2011).

Embora a prevencdao do crescimento e producdao micotoxicoldgica de

fungos em plantas e alimentos é normalmente considerada como a melhor
abordagem para impedir os efeitos nocivos das micotoxinas na saude
animal e humana, a descontaminacao de produtos agricolas contaminados
é também de primordial importancia. Diferentes estratégias para este fim
jd& vem sendo estudadas, sendo classificados como métodos fisicos,
guimicos e (micro) biolégicos (Varga et al., 2005).
Dentre estes, os bioldgicos tem destaqgue em pesquisas por serem
necessarias condicdes brandas de reacdo e pela diminuicio da
possibilidade de producdo de derivados mais téxicos. Para isso, sdao
utilizadas leveduras, bactérias e fungos nao toxigénicos capazes de inibir o
crescimento de fungos toxigénicos e diminuir os niveis toxina a niveis
aceitaveis pela legislagao, 2-30 pg kg'1 (EC, 2011). A principal via de
degradagao de OTA por micro-organismos envolve a hidrdlise da ligagao
amida, que liga a porgao isocumarina nao téxica da OTA com a molécula de
fenilalanina, mediante acdo de enzimas proteoliticas intra ou
extracelulares, conforme ilustrado na Figura 1.

Neste contexto encontram-se as carboxipeptidases, que podem ser
obtidas de leveduras, como Phaffia rhodozyma e fungos filamentosos

(STANDER et al.,, 2001; ABRUNHOSA et al.,, 2002; VARGA et al., 2005;
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AMEZQUETA et al., 2009). Uma espécie de Rhizopus oryzae, isolada da
casca de arroz, depositada no Banco de Culturas da Fundacdo André
Tosello (CCT 7560) e posteriormente identificada por técnicas moleculares.
Empregando este micro-organismo, Kupski et al. (2014) avaliaram a
producao de celulases durante processo fermentativo em farelo e casca de
arroz e Oliveira et al. (2010) avaliaram a disponibilizacdo de nutrientes
como proteinas e compostos fendlicos. No entanto a utilizacdo de enzimas,
como a carboxipeptidase A, extraidas deste micro-organismo para
aplicacdo em descontaminacdo de micotoxinas nao foi relatado na
literatura, apesar dos relatos da acdao na degradacao de micotoxinas
durante a fermentacdao com R. oryzae (VARGA et al., 2005).
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Figura 1 Estrutura da ocratoxina A

Neste trabalho foram estabelecidas condicdes de extracdo de
carboxipeptidase a partir de biomassa fermentada pela linhagem selvagem
R. oryzae CCT 7560 para aplicacdo na degradacao de OTA comparando o
efeito hidrolitico ao da pancreatina

MATERIAL E METODOS

Fonte enzimatica

A enzima pancreatina foi obtida da Sigma Aldrich”, a partir da qual foi
preparada a solugdo enzimatica (2mg.mL") usando agua destilada para
aplicagao nos experimentos.
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A biomassa de R. oryzae foi cultivada em substrato farelo e casca de
arroz (17,5 e 82,5%) em biorreatores do tipo bandeja durante 15 h a 30°C,
tendo como concentracdo inicial de esporos 4x10° esporos.g™ e umidade
de 30% (KUPSKI et al., 2014).

Estudo das condigOes de extragao da enzima carboxipeptidase

Para este estudo foi utilizada a metodologia OFAT (one factor at a time),
avaliando diferentes fatores individualmente. O primeiro estudado foi o
sistema de agitacdo: (i) banho ultrassonico de 40 kHz e (ii) agitacdo orbital a
150 rpm, ambos durante 30 minutos; seguido da frequéncia de ondas
ultrassénicas (25, 37 e 40 kHz) com potencia fixa de 150 W e na melhor
frequéncia os tempos de extracdo (15, 30, 45 e 60 min).

A extracdo foi realizada com agua destilada na proporg¢do 1:5 (p/v) em
cada condicdo descrita anteriormente, seguida por centrifugacdo a 42C e
3220 xg durante 10 minutos, obtendo-se assim o extrato bruto enzimatico
(Po).

Para purificacdo primaria foi utilizada acetona na propor¢do 1:3 (v/v) a
02C durante 2 horas. Ap6s a remocado do excesso de solvente, a proteina foi
ressuspensa em dgua para quantificacdo de acordo com Lowry et al. (1951)
e determinacdo de atividade enzimatica.

Determinacgao de atividade e proteina soluvel

A atividade de carboxipeptidase A foi determinada utilizando como
substrato hipuril-L-Phe (H-PHE) 0,1 mM, preparado em tris-HCI 25 mM (pH
7,5), contendo NaCl 500 mM. O aumento na absorvancia, medida a 254
nm, foi acompanhado por 15 min, tomando-se a tangente da regiado linear.

A atividade foi calculada utilizando-se um coeficiente de extingcao molar de
360 | (mol cm)™ (PEDROCHE et al., 2002). Uma unidade foi definida como a
guantidade de proteina necessaria para hidrolisar 1umol de H-PHE por
minuto a 252C e pH 7,5.
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Para determinacao da atividade especifica, a atividade foi correlacionada
com o teor de proteina soluvel dos extratos, conforme a equacao 1.

. ... __Afividade (U)
Alividade especifica= / Proteina solivel (mg)
(1)

Degradagao de ocratoxina A

Para o ensaio de degradacdo, OTA foi dissolvida em tampao tris HCI pH
7,5 25 mM contendo NaCl 0,5 M e quantificada a 380 nm (absortividade
7160 M cm™) (PITOUT, 1969).

A hidrdlise de OTA foi acompanhada a 380 nm aos 30 e 60 min a 25 2C,
tendo como meio reacional 1 mL da solucdo da micotoxina (25 pg mL™) 0,5
mL de tampado tris HCl pH 7,5 e 0,5 mL de pancreatina ou extrato
parcialmente purificado (P;) de R. oryzae. A avaliacdo da degradacao foi
expressa em termos de hidrélise e hidrélise especifica, determinadas de
acordo com as equacodes 2 e 3.

C,-C
Hidrélise= 1[: 2% 100 (2)
1

% Hidrdlise
Proteina sollvel (mg)

Hidrolise especifica=

(3)

Onde:
C,- concentragao inicial de OTA;
C,- concentragao de OTA ap0s hidrélise;

Analise estatistica

A anadlise estatistica dos resultados de atividade especifica, hidrélise e
hidrolise especifica, foi realizada por ANOVA considerando as médias de
triplicatas dos ensaios, seguida pelo teste de Tukey a um nivel de 5 %
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(p<0,05), utilizando o programa “Statistica” (versao 7.0, StatSoft, Inc., Tulsa,
USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Padronizagao da extragao

O estudo do sistema de extracao (orbital ou ultrassonico) foi avaliado na
biomassa fermentada com R. oryzae (Tabela 1). A agitacao ultrassénica em
ambos os extratos (bruto (Py) e purificado (P,)) melhorou o rendimento da
extracdo (1,5 vezes) em relacdo a agitacdo orbital. Este comportamento
pode ser atribuido a maior eficiéncia das ondas ultrassénicas para romper a

Tabela 1 Condi¢des testadas para a padronizagdo da extragdao de carboxipeptidaseA
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extracdo (1,5 vezes) em relacdo a agitacdo orbital. Este comportamento
pode ser atribuido a maior eficiéncia das ondas ultrassénicas para romper a
parede celular e liberar enzimas intracelulares da biomassa fungica
(MASON, 2003). O emprego de ultrassom como uma ferramenta para
extracdo de metabdlitos de origem vegetal e compostos bioativos de
material vegetal ou animal (CHEMAT, HUMA; KHAN, 2011) tem sido
crescente, uma vez que propicia maior eficiéncia de recuperacdao sem a
necessidade de aumento do volume de extrator, o que gera menos danos
ambientais e ao analista (KAPTUROWKA et al., 2012; SILVA et al., 2013).

A etapa de purificacdo primdria com acetona aumentou em 7 vezes a
atividade enzimatica hidrolitica da enzima, comportamento esperado, visto

Tempo
Sistema** Atividade (mUmgproteina™) Freqiiéncia (kHz)**  Atividade (mU mgproteina™) (min) P Atividade (mU mgproteina-')
min
Orbital Py S.A. 25,0 S.A. 15 35,9 (3,5)°
Orbital P, 23,0(1,8)° 37,0 22,3 (4,5)° 30 39,1(0,1)°
Ultrassom Py 5,0 (2,0)° 40,0 39,5 (0,8)° 45 36,5 (0,6)b
Ultrassom P, 35,5 (16,6)° 60 21,0 (4,8)°

* Resultados expressos como Média (CV). S.A.- sem atividade. Po- Extrato bruto; P;- Extrato parcialmente purificado. **Estudo realizado em 30 min.

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05).

gue a mudanca da constante dielétrica do meio ocasionada pela adicao de
acetona propicia a diminuicdo de interferentes do meio.

A frequéncia de 40 kHz foi mais eficiente (Tabela 1), representando um
aumento de 77% na atividade da carboxipeptidase A em relagao a
frequéncia de 37 kHz. Em baixas frequéncias, as forcas de cisalhamento
geradas sao muito fortes devido ao colapso mais entrépico da bolha,

causando consequentemente a desnaturagdo protéica e decréscimo de
atividade (CHANDRAPALA et al., 2012), como pode ser verificado neste
estudo.

Com base nos resultados encontrados ficou adotado como
procedimento de extracdo a utilizacdo de banho ultrassénico 40 kHz
durante 30 min e a purificacdo do extrato com acetona (P;) na propor¢ao

1:3 (v:v).

Degradacao enzimatica de OTA

A alta incidéncia de OTA e seus efeitos nocivos em seres humanos e
animas tem motivado a busca por métodos de degradacgao eficientes e nao
geradores de derivados téxicos (AMEZQUETA et al., 2009). O principal
caminho pelo qual os micro-organismos podem descontaminar OTA
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envolve a hidrdlise da ligacdo amida que une a OTa (derivado ndo toxico de
OTA) a molécula de fenilalanina (ABRUNHOSA et al., 2002).
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Neste trabalho, a diminuicao do teor de ocratoxina A mediante a¢ao das
diferentes enzimas, extrato P, de R. oryzae e pancreatina (240 mU mg
proteina-') esta descrita na Figura 2.

Figura 2 Taxa de hidrdlise (a) e hidrdlise especifica (b) de OTA mediante a¢do enzimatica em meio reacional. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05).
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A hidrélise da OTA (Figura 1a) aumentou significativamente com o
tempo de reagao tanto para pancreatina quanto para a enzima extraida de
R. oryzae. A hidrélise de OTA promovida pela enzima fungica foi 4 e 1,5
vezes superior a enzima de origem animal (pancreatina) em 30 e 60
minutos, respectivamente.

A hidrodlise especifica (Figura 1b) aumentou significativamente com o
tempo reagdo. No entanto, se comparando a agdao das enzimas de
diferentes fontes (fungica e animal), aos 30 minutos de reacdo a hidrélise
especifica da enzima proveniente da biomassa de R. oryzae é 37% maior
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gue a da pancreatina, indicando uma maior especificidade da enzima
fungica a OTA. A maxima hidrdlise especifica promovida pela pancreatina
ocorreu aos 60 min de reacdo (26,2% (mg proteina)™), atribuido ao fato de
gue a pancreatina é uma enzima comercial purificada onde estao presentes
varias enzimas proteoliticas além da carboxipeptidase A. Portanto, a
enzima fungica se mostra como alternativa a pancreatina para processos de
degradagdo, especialmente quando se requer intervalos menores para
degradacdao de OTA. Vale ressaltar que a biomassa produzida por R. oryzae
havia sido otimizada para produg¢ao de celulase, e ainda assim ficou
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demonstrado o potencial do micro-organismo para producao de
carboxipeptidases ativas contra a OTA. Este fato é bastante promissor, visto
qgue o fungo produtor é de uma linhagem selvagem, no qual pode-se
realizar modificagbes genéticas visando a maximizacdo da producdao da
protease para emprego nos processos de descontaminagao.

Os resultados encontrados corroboram com o obtido em estudo (VARGA
et al., 2005) que avaliou a degradacao de ocratoxina por diferente espécies
de Rhizopus, encontrando uma reduc¢do de até 96,5 % no conteudo inicial
de OTA no substrato com R. stolonifer. Relatos da acdo da pancreatina na
reducdo desta micotoxina ndo foram encontrados na literatura.

E importante salientar que na maioria dos estudos de degradacdo, n3o é
usual a extracdo da enzima para aplica-la em degradacdo, sem uso do
micro-organismo. Trata-se, portanto de um aspecto inovador para
processos de degradacao, que pode se adaptar melhor a condigdes de
purificacdo e disponibilizacdo para fins comerciais.

CONCLUSAO

A utilizacdo de banho ultrassénico de 40 kHz durante 30 min foi a melhor
condicdo para extracdo de carboxipeptidase do R. oryzae. O extrato
enzimatico contendo carboxipeptidase foi capaz de reduzir os niveis iniciais
de OTA em até 20%, podendo este ser empregado em processos para
minimizar a contaminacao no produto final. Além disso, o trabalho salienta
a vantagem da utilizagdo de enzimas microbianas em detrimento as de
origem vegetal inclusive para processos de biodegradagao micotoxicologica
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