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Efeito das etapas de elaboracao de cerveja Ale
nos niveis de eniatinas
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Resumo

Eniatinas (ENs) sdo micotoxinas emergentes com potencial citotdxico encontradas em produtos de cereais, como malte usado
para a fabricacéo de cerveja. O objetivo deste estudo foi avaliar odestino da ENA, ENA1, ENB e ENB1 ao longo das etapas de
produgao de cerveja Ale. Um método baseado no uso da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas foi validado
para o monitoramento de ENs nas etapas de elaboragédo de cerveja. O método apresentou linearidade (R?> 0,99) e recuperagéo
(88 -99%), repetibilidade (coeficiente de variacdo <8,7%) e preciséo intermediaria (coeficiente de variagéo <9,0%), de acordo com
diferentes diretrizes de validagao do método. Os valores de LOD e LOQ mostraram que o método € suficientemente sensivel para
determinar ENs em todas as etapas da produgdo de cerveja. Os maiores valores de LOD (0,1 ug kg™') e LOQ (0,5 pg kg') foram
verificados para ENA1 e ENB em mosto filtrado, mosto fervido e precipitado pos-fermentagdo. Durante os estagios de produgao de
cerveja, os niveis de ENA, ENA1, ENB e ENB1 foram significativamente reduzidos, garantindo que as cervejas estivessem livres
dessas micotoxinas emergentes. Em contraste, ENs foram encontradas em todos os subprodutos (bagaco do malte, precipitado
pos-fervura e precipitado pos- fermentagéo) da produgéo de cerveja devido a sua baixa solubilidade em agua. Portanto, a principal
fonte de preocupagédo com relagéo a exposicéo a ENs parece ser os subprodutos da elaboragdo de cerveja. Cabe ressaltar que
esses subprodutos sao destinados a alimentagédo animal ou adicionados a alimentos para aumentar o teor de fibra e proteina.
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Introdugédo

O papel das etapas de elaboracéo de cerveja na redugao dos
niveis de micotoxinas legisladas é bem conhecido ((HABLER et
al.,2017; HU et al., 2014; PASCARI et al., 2019; VACLAVIKOVA
etal.,2013). No entanto, além das micotoxinas regulamentadas,
existem as micotoxinas emergentes, como as enniatinas (ENs).
Esses compostos nédo sdo regulamentados por legislagao,
embora a literatura tenha relatado sua alta ocorréncia e
concentragdo em produtos de cereais com niveis de até 5.000
Mg kg (DRAKOPOULOS et al., 2021; IWASE et al., 2020;
ORLANDO et al., 2019).

As ENs mais prevalentes em cereais sdo ENA, ENA1, ENB e
ENB1. Em relagéo a toxicidade dessas micotoxinas emergentes,
investigacdes in vitro relataram um aumento da geracdo de
espécies reativas de oxigénio e peroxidacao lipidica, perda do
potencial de membrana mitocondrial e indugéo de apoptose
e necrose (PROSPERINI et al., 2013). O mecanismo de
citotoxicidade das ENs esta relacionado a sua capacidade
de atuar como iondéforo, uma vez que esses compostos se
incorporam facilmente a membrana celular e formam poros
seletivos para o transporte de cations (K*, Na*, Ca?*) através
da membrana, modificando o comportamento eletroquimico
normal do gradiente dentro e fora das células (CIMBALO et al.,
2021). A Autoridade Europeia para a Segurancga dos Alimentos
(EFSA) relatou uma preocupagéo sobre a exposigéo cronica as
ENs e sugeriu que mais investigagdes sejam feitas para avaliar
o risco humano a essas micotoxinas (PANEL; CHAIN, 2014).

A cerveja pode ser uma importante fonte de exposigédo as
ENs, uma vez que essas micotoxinas foram relatadas nas
matérias-primas (DRAKOPOULOS et al., 2021; IWASE et al.,
2020; ORLANDO et al., 2019) e podem ser transferidas para
a cerveja durante o processamento. Considerando o tipo de
fermentacao, as cervejas séo classificadas como Lager e Ale.
A Ale é uma cerveja de alta fermentacdo devido a flutuacédo
das leveduras no tanque de fermentagdo, uma vez que esta
etapa é realizada a 15-25°C por 5 a 10 dias. Ao contrario, as
leveduras permanecem no fundo durante a fermentagéo Lager,
que ocorre a 7-14 °C durante 7 a 14 dias (PARKER, 2012). O
papel do processamento da cerveja Lager nos niveis de ENs foi
avaliado por Vaclavikova et al. (2013), Hu et al. (2014) e Habler et
al. (2017), que relataram uma diminui¢cdo na quantidade de ENs
durante as etapas de elaboragao da cerveja Lager. O papel das
etapas de elaboragéo de cerveja Ale nos niveis de micotoxinas
esta sendo avaliado pela primeira vez neste estudo. O objetivo
deste estudo foi avaliar o destino de ENA, ENA1, ENB e ENB1
ao longo da producao de cerveja Ale.

Material e Métodos

Elaboragéao da cerveja

Malte moido (500 g) naturalmente contaminado com ENs foi
adicionado a2 L de agua destilada (68 °C) com agitagéo continua
e mantendo a temperatura a 65 °C. Amosturagado ocorreu até a
conversado completa do amido em agucares fermentaveis, o que
foi verificado adicionando-se uma gota de solugéo de iodo a 2%
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em um prato de porcelana branca contendo algumas gotas de
mosto. A cor amarelo-ouro confirma a conversdo completa do
amido em agucares menores, como a maltose e a maltodextrose.
A temperatura do mosto foi aumentada para 78 °C e mantida
por 10 min para desativar as enzimas. O método Brew In a Bag
(BIAB) foi usado para o processo de filtragem, que envolve a
separagao do mosto filtrado e sélido residual (bagago do malte).
O mosto filtrado foi fervido a 90-95 °C durante 35 min. Lupulo
(1 g) foi adicionado quando a ebulicdo comegou. O mosto foi
resfriado a 20 °C em banho de gelo e as particulas suspensas
foram agrupadas por meio de agitagdo mecanica (whirlpool),
seguida da separagéo dos agregados decantados (precipitado
pos-fervura). A levedura de alta fermentagao (Fermentis SafAle
S-33, 1 g diluida em 10 mL de agua destilada) foi adicionada
ao mosto para produzir cerveja Ale. A fermentagéo decorreu
a 18 °C durante 6 dias e foi considerada finalizada quando as
leituras da medicdo do ° Brix em refratbmetro permaneceram
constantes por 2 dias, o que equivale a densidade 1,008 e etanol
4,5%. Ao final da fermentagéo, o fermentado foi separado do
sedimento de levedura (precipitado pés-fervura), adicionou-se
agucar (6 g L") e a bebida foi transferida para garrafas ambar
de 350 mL. Os frascos foram mantidos em local escuro por 3
dias a 18 £ 3 °C para carbonatagdo. Apds esse periodo,

(LOD), conforme estabelecido pela Conferéncia Internacional de
Harmonizagéo (ICH 2005).

Resultados e Discussao

As curvas analiticas elaboradas por superposi¢éo de matriz (0.05
to 250 ug kg') exibiram linearidade adequada com coeficientes
de determinagdo (R?) 2 0,99. Os menores valores de LOD (0,01
Mg kg') e LOQ (0,05 ug kg™') foram encontrados para ENA em
todas as matrizes e ENB1 no mosto filtrado e mosto fervido. Os
maiores valores de LOD (0,1 ug kg™) e LOQ (0,5 pg kg™') foram
verificados para ENA1 e ENB em mosto filtrado, mosto fervido
e precipitado pos-fermentacao. A porcentagem de recuperacéo
(88 -99%), repetibilidade (RSD <8,7%) e precisao intermediaria
(RSD <9,0%) estavam de acordo com as diretrizes da FDA,
AOAC e INMETRO.

ATabela 1 mostra as caracteristicas (formula molecular e massa
tedrica exata) e dados de MS [razdo massa-carga (m/z) do ion
precursor e dos ions produto] das ENs (ENA, ENA1 , ENB e
ENB1) avaliadas usando LC-QToF-MS. ENs foram detectados
em modo positivo como aduto com NHa4".

as garrafas foram armazenadas por 10-15 dias a 5 Tabela 1: Dados sobre as eniatinas avaliadas por cromatografia liquida

°C para completar a fase de maturacéo. As seguintes
amostras foram coletadas durante afermentacao: malte,
bagago domalte, mosto filtrado, precipitado pds-fervura,

acoplada a espectrometria de massa de tempo de voo
quadrupolo (LC-QToF-MS)

mosto fervido, fermentado, cerveja verde, sedimento de Micotoxina Formula Massa tedrica m/z m/z
levedura e cerveja. Molecular exata [M+NH4]*  jons produtos
. . . . ENA C36HB63N309 699.4908 699.4885 328; 210
Determinagdo das micotoxinas ENA1  C35H6IN309 6854751 6854719 328;210
A extragao dasl amostras foi realizada de acordo ENB C33H57N309 657 4438 657 4420 214: 196
com um procedimento QUEChERS relatado em um
ENB1 C34H59N309 671.4595 671.4559 214; 196

estudo anterior (LAGO et al., 2021). As analises foram

realizadas em um cromatografo liquido (Shimadzu,

Japao) acoplado a um espectrometro de massas hibrido do
tipo quadrupolo-tempo de voo (QTOFMS, (Bruker Daltonics,
modelo micrOTOF-Q Ill, Bremen, Alemanha). A separagéo
cromatografica foi realizada com C18. coluna (Kinetex Core-Shell
Technology 2,6 ym F5 100 A, Estados Unidos da América) a
35 °C, taxa de fluxo de 0,4 mL min'. A fase movel consistia em
agua ultrapura (fase A) e acetonitrila (fase B). Ambas as fases
continham acido acético 0,1% e acetato de amoénio 4 mM. O
gradiente da fase A e B foi de 60:40 a 44,6: 55,4 em 4 minutos, a
63:37 em 9 minutos, a 80:20 em 14 minutos e entéo para 40:60
em 19 minutos, respectivamente. Curvas analiticas foram obtidas
para a quantificacdo das ENs em concentragéo variando de 0.05
—250 ug kg'. O MS foi operado no modo de monitoramento de
reacdo multipla (MRM) e no modo de varredura completa para
a identificagdo e quantificagdo das ENs, respectivamente. No
MS, a voltagem capilar foi de 3,5 kV, a temperatura da fonte
foi de 120 °C e a temperatura de dessolvatagéo foi de 400 °C.

Validagdo do método

Os parametros de validagdo do método incluiram linearidade,
recuperacgao, precisao intermediaria (reprodutibilidade),
repetibilidade, limite de quantificacdo (LOQ) e limite de deteccéo

R. bras. Ci. Vet., supl., v. 28, n. 2, p. 19-21, abr./jun. 2021

O papel das etapas de elaboragdo da cerveja nos niveis de
ENs foi mostrado na Figura 1. ENA, ENA1, ENB e ENB1 foram
encontradas no malte em niveis médios de 23,3, 28,8, 103,5 e
72,7 ug kg™'. Aredugao nos niveis das quatro ENs foi verificada ao
longo das etapas de elaboragéo de cerveja (Figura 1). Os niveis
de ENA, ENA1, ENB e ENB1 no mosto doce foram 86, 88, 87 e
87%, respectivamente, mais baixos do que no malte. As etapas
de mosturacéo e filtragem sao responsaveis por esta reducéo
nos niveis de ENs. O bagago do malte é o principal subproduto
do processo cervejeiro, no qual permanecem 25, 21, 25 e 25%
de ENA, ENA1, ENB e ENB1, respectivamente.

Afervura também reduziu significativamente os niveis dos quatro ENs.
ENA1 e ENB mostraram uma redugéo de 93 e 95%, respectivamente,
apos a fervura, conforme verificado quando o mosto fervido foi
analisado, enquanto ENB e ENB1 ndo foram detectados no mosto
fervido (100% de reducéo). Apos as etapas seguintes (fermentagao,
carbonatagdo e maturagéo), nenhuma EN foi detectada garantindo
cervejas livres dessas micotoxinas.

E importante ressaltar que esses subprodutos (bagago do malte,
precipitado pds-fervura e precipitado pds-fermentagéo) séo
destinados principalmente a alimentagdo animal devido ao seu
alto teor de proteinas, fibras, vitaminas e minerais. Além disso,
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Figura 1: Efeito das etapas de elaboragao de cerveja Ale sobre os niveis de
eniatinas. Para cada eniatina (ENA, ENA1, ENB e ENB1), as barras seguidas
da mesma letra indicam que os niveis ndo séo estatisticamente diferentes
(p> 0,05) pela ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
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pode ser usado como substrato para cultivo de microrganismos e
producao de enzimas, e ainda na industria de panificagdo como
fonte de fibras alimentares (B-glucanas) (MASTANJEVIC et al.,
2019). Portanto, a andlise desses subprodutos é recomendada
para monitorar micotoxinas a fim de garantir a segurancga de
alimentos e ragdes (COMISSAO EUROPEIA 2017).

Conclusoes

Os niveis de ENA, ENA1, ENB e ENB1 foram significativamente
reduzidos durante os estagios de produgédo da cerveja Ale,
garantindo que as cervejas estivessem livres dessas micotoxinas
emergentes. O destino dos ENs na fabricagao de cerveja parece
ser impulsionado principalmente por sua baixa solubilidade em
agua e sua sensibilidade ao calor durante a fervura. O acumulo
das ENs nos subprodutos da produgao de cerveja (bagago do
malte, precipitado pés-fervura e precipitado pds- fermentacéo)
pode ser uma preocupagao quando esses subprodutos séo
adicionados a alimentos e ragdes para aumentar seu conteudo
de fibra e proteina.
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