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RESUMO GERAL

O Brasil € 0 segundo maior produtor e 0 maior exportador mundial de soja, colhendo
114,9 milhdes de toneladas deste grao na safra 2017. Além disso, o feijdo é uma
leguminosa de grande consumo no Brasil com uma producdo de 3,3 milhdes de
toneladas na safra 2017. O clima tropical do Brasil € bastante favoravel para o
crescimento de fungos em gréaos estocados e, consequentemente, micotoxinas sao
comumente encontradas neste tipo de produto, ocasionando um risco a saude de
humanos e animais. Desta maneira, o isotiocianato de alila (AITC), um composto
volatil derivado da mostarda negra e marrom, foi utilizado para fumigar grédos de soja
e feijao preto para evitar o crescimento de Aspergillus parasiticus produtor de
aflatoxinas. Amostras contendo 50 g de soja ou feijdo foram inoculadas com 104
esporos g* de A. parasiticus CECT 2681 e estocados em jarros de vidro herméticos.
A umidade relativa de 85% foi controlada utilizando uma solucéo supersaturada de
KCI, simulando a umidade em diversas localidades produtoras de soja no Brasil. As
amostras foram tratadas com 0, 1, 5 ou 25 pL L de AITC e analisadas depois de 35
d. A contagem microbiana foi realizada através da homogeneizacdo e diluicdo
seriada das amostras em agua de peptona 0,1%, seguido de semeadura em agar
batata dextrose acidificado (pH 3,5). As aflatoxinas foram extraidas, concentradas
com colunas de imunoafinidade e quantificadas por HPLC-FLD. A umidade dos
gréos também foi mensurada ao final do experimento. Os resultados demonstraram
que uma reducdo de 2 e 4 log UFC g de A. parasiticus em soja foi produzida pelo
AITC em fase gasosa nas doses de 5 pL L?* e 25 pL L1, respectivamente. De
maneira similar, reducées de 2 e 5 log UFC g de A. parasiticus foi observada para
os tratamentos de 5 pL L* e 25 pL Lt em feijdo. Além disso, a producdo de
aflatoxinas foi totalmente inibida com o tratamento de 25 pL L** em ambos os gréos,
enguanto uma inibicdo de ~90% foi observada a5 pL L. O AITC na dose de 1 puL L-
! ndo inibiu o crescimento flngico em soja e a producédo de aflatoxinas em soja e
feijdo. A umidade dos gréos de soja aumentou de 14 para 18% e dos graos de feijao
de 14,5 para 19% durante a estocagem a UR=85% por 35 d, mostrando a
necessidade de utilizar sistemas de ventilagcdo mais eficientes como mais uma
barreira contra a contaminacao fungica. Assim, a fumigagdo com AITC pode ser uma

alternativa para inibir o crescimento de A. parasiticus e a producéo de aflatoxinas
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durante a estocagem de feijdo e soja. Uma vez que estes grdos sdo processados
termicamente antes do consumo, o AITC é capaz de evaporar, em sua maioria, hao

impactando nas caracteristicas sensoriais.

Palavras-chave: micotoxinas; conservante natural; estocagem; soja; feijao; fungos;

fumigacéo
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ABSTRACT

Soya beans have been widely planted as source of vegetable oil, biodiesel and as a
major ingredient in foods and animal feed. Brazil is the second largest producer
(114.9 million ton in the 2017 harvest) and the largest exporter of soy in the word. In
addition, beans are the staple food in Brazil, with a production of 3.3 million tons in
2017. As tropical country, Brazil has a favorable climate for the growth of spoilage
fungi in grains and, consequently, mycotoxins are commonly found in stored crops,
which poses as a threat to the health of humans and animals. Therefore, allyl
isothiocyanate, a natural volatile compound derived from brown and black mustard,
was used to fumigate soy and beans and avoid the growth of aflatoxin-producer
Aspergillus parasiticus. Samples containing 50 g of soy or black beans were
inoculated with 10+ spores g+ of A. parasiticus CECT 2681 and stored in hermetic
glass jars. The relative humidity was controlled using saturated solutions of KCI,
which gives a RH of 85% simulating the average RH of fields in areas of Southern
Brazil. Samples were treated with 0,1, 5 or 25 uL L+ of gaseous AITC and analyzed
after 35 d. Microbial counting was performed by homogenizing and serially diluting
the samples in peptone water and plating in acidified (pH 3.5) potato dextrose agar.
Aflatoxins were extracted, concentrated with immunoaffinity columns and quantified
by HPLC-FLD. Humidity of the grains was also followed during the storage. Results
have shown that a 2 and 4 log CFU g+ reduction of A. parasiticus in soy was
produced by gaseous AITC at 5 pL L+ and 25 pL L+, respectively. Similarly, 2 and 5
log CFU g+ reduction of A. parasiticus was found in black beans treated with 5 pL L+
and 25 pL L+ of AITC. Moreover, aflatoxin production was totally inhibited by 25 pL L+
of AITC in both grains, whereas ~90% inhibition was found at 5 pL L. Gaseous AITC
at 1 pL L+ did not inhibit fungal growth in soy and aflatoxin production in soy and
black beans. Humidity of soya beans increased from 14 to 18% and from 14.5 to
19% in black beans during storage. Therefore, fumigation of AITC may be an
alternative to avoid the growth of A. parasiticus and aflatoxin production in stored
black and soya beans. Since these beans are thermally processed before

consumption, AITC will evaporate and may not impact their sensory characteristics.

Keywords: mycotoxins; natural antimicrobial; storage; soy; beans; fungi; fumigation
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E CONTEXTUALIZACAO

1.1. Dados estatisticos de producdo e consumo

O Brasil é o segundo maior produtor de soja (Glycine max) do mundo,
com uma colheita total de 114,9 milhdes de toneladas nas trés safras do ano
de 2017, que corresponderam a um plantio de 33,9 milhdes de hectares. A
expectativa para 2018, segundo o IBGE (2018), € que o investimento aplicado
ao cultivo do grdo aumente em 3% a area de plantio e consequentemente a
safra. O feijdo (Phaseolus vulgaris) também é um grdo que aparece em
destaque no mercado brasileiro, base da alimentacdo popular, rico em fibras,
ferro e vitamina B9, além de ser considerado fonte de proteinas e 6mega 3. Em
2017 os brasileiros consumiram 3,5 milhdes de tonelada do grdo, assim, o
Brasil vem investindo para se tornar autossuficiente na producéo do gréo, sem
a necessidade de importar de paises como Argentina, China e México
(CONAB, 2018). A producdo em 2018 ¢ estimada em 3,4 milhdes de toneladas
cultivadas em 3,1 milhdes de hectares, 2,8% superior a safra anterior (IBGE,
2018).

Na racdo animal o feijdo triturado ou banda de feijdo, oriundo do
processamento, que nao possui grande valor comercial para consumo humano,
€ grandemente utilizado na alimentacdo de vacas leiteiras durante a etapa de
amamentacao, compondo em até 20% a racado, principalmente pelo seu alto
valor proteico, que varia de 22% a 26%. Na alimentacdo de suinos esta
presente em todas as fases de desenvolvimento, menos no periodo pré-inicial,
podendo compor 5%, 20% e 25% das racBes durante as fases iniciais, de
recria e terminacao, respectivamente. Nos periodos de gestacdo e lactacdo
compde entre 5% e 10% a alimentacdo dos suinos (Magalhdes et al., 2008,
Azevedo, 2007). Estudo realizados por Castro et. al (2014) mostraram uma
viabilizacdo na substituicdo de até 50% do farelo de milho e soja por triturado
de feijdo nas rac¢des, sem alterar no ganho de peso de suinos.

Além do 6leo, a soja vem ganhando mais presenca na alimentacao
humana, ndo so para pessoas com restricbes alimentares, como vegetarianos,

mas também para quem esta criando alternativas para diminuir o consumo da
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proteina animal, seja pelo custo da carne, que aumentou em média 3,2% em
2017, ou pela opcdo de uma alimentacdo mais saudavel, ja que a soja é rica
em proteinas, vitamina K, ferro, calcio, isoflavonas, que contribuem para a
manutencdo do equilibrio hormonal, além de auxiliarem na redugdo do
colesterol ruim, LDL, e aumento do bom, HDL (Peixoto et al., 2011). Desde que
o Food and Drugs Administration (FDA) e a ANVISA aprovaram a proteina de
soja como alimento funcional, a soja passou a estar mais presente nas
cozinhas com uma variedade de utilizages. A soja € um gréo equilibrado em
nutrientes, composta por 20% de gordura, 40% de proteina e 30% de
carboidratos, que juntamente com o feijdo, arroz, milho, trigo e demais graos
compdem em média 50% do total de calorias da ingesta diaria da populacéo
mundial (Turek et al., 2013; Cunha et al., 2015).

Na alimentagdo animal, 2/3 de todo o farelo de soja é destinado a
alimentacdo de aves e suinos. O terco restante compde parte da dieta de
bovinos e outros animais fora da linha de corte, como animais de companhia.
Base da composicdo da racao, o farelo é oriundo da producéo do 6leo vegetal
de soja, que é reprocessado com injecdo de vapor e posteriormente seco para

facilitar a digestdo e eliminar possiveis contaminantes (Bellaver e Junior, 2015).

1.2. Problematica da contaminacado fungica e micotoxigenica em graos

estocados

As condicdes climaticas do Brasil, proporcionam um bindmio temperatura-
umidade apropriado para o desenvolvimento de fungos, o0s quais sao
contaminantes naturais dos graos. JA no campo estes fungos sao capazes de
degradar os alimentos, provocando diversas alteracdes fisicas e quimicas,
além de perdas econbmicas nas lavouras de todo o mundo que chegaram a
US$ 1 trilhdo em 2015 (Silva et al., 2015). A contaminagdo se agrava ainda
mais devido as mas condicbes de armazenamento dos grdos durante a
estocagem em silos, que em sua maioria ndo possuem sistemas de exaustao
adequados ou, quando possuem, nao sao acionados com frequéncia devido ao
custo energético extra do produtor. Os graos de soja e feijao sdo extremamente
porosos, sendo assim, o mal acondicionamento pode fazer com que impurezas
adentrem nos espacos intergranulares, diminuindo a porosidade do gréo,
dificultando ainda mais a aeragdo (Oliveira et al., 2010). Além disso, 0 nao
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incentivo de érgaos superiores e ndo bonificagdo pelo grdo de alta qualidade
também influencia diretamente em manter a situacdo estagnada por parte do
produtor. Apesar disso, hoje ja existem penalizacbes por parte dos
compradores de grédos em relacdo a produtos com alto teor de umidade, onde o
percentual de umidade acima do ideal é multiplicado por um fator de
penalizacdo que varia entre 1,5 e 2,0 e tal valor passa a ser descontado do
valor acordado para 0 pagamento das sacas, contudo esta acdo é meramente
comercial e visando o lucro, visto que o comprador est4 pagando por agua no
lugar do grao, ndo possuindo nenhum interesse em penalizar e conscientizar
pelos problemas que a alta umidade do gréo pode trazer a saude humana e
animal (Astoreca et al., 2012; Azaiez et al., 2013).

Alguns destes fungos presentes nos gréaos podem ser produtores de
micotoxinas, metabdlitos secundarios que exercem efeitos toéxico variados em
humanos e animais, dentre eles, mutagenicidade, teratogenicidade,
carcinogenicidade e imunossupressao, além de reducdo de ganho de peso,
necrose, fibrose e hemorragias em aves, suinos e bovinos (Fonseca, 2010). Os
fungos dos géneros Aspergillus, Penicilium e Fusarium sdo produtores de
micotoxinas como aflatoxinas, tricotecenos, ocratoxinas e fumonisinas, porém o
namero de micotoxinas descobertas estd crescendo constantemente, assim
como a rigorosidade das legislacdes que regulam os niveis maximos tolerados
destas substancias em alimentos e ragdes. Segundo a Food and Agriculture
Organization (FAO), aproximadamente 25% de todos os grados do mundo estao
contaminados com micotoxinas em niveis acima do permitido, levando a uma
perda anual de 1 bilhdo de toneladas de grdos e somente na América do Norte
(FAO, 2004; Nazareth, 2016; Wagacha e Muthomi, 2008).

Segundo Nazareth et al. (2018) as micotoxinas sao produzidas pelos
fungos em condi¢Bes especificas de temperatura e umidade, além do nivel
estresse em que este fungo esta exposto, visto que a toxina surge como forma
de defesa do microrganismo. Além disso a presenca do fungo né&o
necessariamente confirma a presenca da micotoxina, assim como a nao
presenca visual do fungo justificaria a auséncia de micotoxinas.

Estas toxinas sdo em sua maioria termoresistentes, isto €, mesmo que
submetidas a tratamentos rigorosos de temperatura, ndo sofrem alteracoes,

portanto se um fungo micotoxigénico foi capaz de se desenvolver em um
3



alimento que posteriormente sofreu um tratamento térmico, apesar da
destruicdo do fungo, suas toxinas apodem estar presentes sem grandes
alteracdes. Em estudo realizado por Silva et al. (2002), em amostras de feijao
foram detectadas aflatoxinas B1 e G1 em concentracdes de 2,5 ppb e 2,0 ppb,
apos cozimento do grdo a 116°C durante 30 minutos, ainda se detectou
micotoxinas nas mesmas concentragbes encontradas antes do tratamento
térmico, mostrando a grande dificuldade da eliminacdo deste composto mesmo
em altas temperaturas.

Dentre as micotoxinas, as aflatoxinas s&o de extrema importancia,
principalmente em paises tropicais. Produzidas por fungos como Aspergillus
parasiticus e Aspergillus flavus, estas micotoxinas podem ser classificadas nos
grupos B1, B2, G1 e G2, sendo que a aflatoxina B1 € classificada como grupo 1A
pela IARC, onde existe a comprova¢ao da mutagenicidade, carcinogenicidade
(composto com maior potencial carcinogénico conhecido até hoje),
teratogenicidade e imunossupressdo em humanos, além disso, animais como
aves, suinos e bovinos, quando ingerem este metabdlito, ainda sofrem com a
reducdo do ganho de peso, necrose, fibrose e hemorragias, problemas nos rins
e figado além da alta taxa de mortalidade das crias, problemas que além de
comprometer o bem estar animal, trazem perdas enormes ao produtor (Costa,
2009; Fonseca, 2010).

1.3. Legislacdo brasileira e mundial associada a presenca de

micotoxinas nos alimentos

No Brasil a legislacdo relacionada a limites aceitaveis de micotoxinas em
alimentos é muito branda e incompleta, principalmente quando comparada as
legislacbes de outros 100 paises que possuem uma alta fiscalizacdo em cima
destes compostos. A legislacdo que rege esses limites hoje é a resolucdo da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), RDC N° 7 de 18 de
fevereiro de 2011. Infelizmente ndo existe um limite maximo tolerado (LMT) de
aflatoxinas em soja e diversos outros graos. Para o feijao, o valor da soma dos
grupos B1, B2, G1 e G2 de aflatoxinas ndo deve ultrapassar os 5 pg kg* para
alimentacdo humana e 50 pg kg' no geral em racdo animal. Paises do
Mercosul, como Argentina e Uruguai, S80 mais rigorosos com relacédo ao LMT
em soja, onde a quantidade de AFs néo deve ser superior aos 30 ug kg™.
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Estudos realizados anteriormente em 8 variedades de soja diferentes,
mostraram que todas as amostras apresentavam algum nivel de contaminacao
com AFB1, que variaram de 1,6 a 9,8 ug kg? (Oliveira, 2010). Outro estudo
realizado com amostras de feijdo mostrou que de 89 amostras, 3,4%
apresentavam contaminagcdo com um ou mais tipos de aflatoxinas em nivel
médio de 2,5 pg kg (Savi et al., 2014).

1.4. Métodos de inibicdo de crescimento fungico e eliminacao

micotoxigenica

Métodos para o controle de fungos e micotoxinas em grdos sao
normalmente preventivos, incluindo boas praticas de manejo na agricultura e
secagem adequada dos grdos apds a colheita. Muitos &cidos como o
propidnico e benzoatico sao utilizados nos silos de armazenagem pos colheita,
como um método quimico bastante inciso no processo de controle fungico. Tais
acidos sdo utilizados em concentragbes de até 250 ppm, normalmente na
forma sdélida diretamente aplicada sobre os grdos, mantendo residuos mesmo
apos processamento. O controle das micotoxinas néo é diferente, uma vez que
o fungo ja se instalou no grdo e comecou a produzi-1a, tratamentos térmicos na
faixa dos 100°C nao sao o suficiente para destrui-las. Sendo assim, sao
adicionados adsorventes de micotoxinas, como argila e carvdo mineral na
tentativa de controle. O problema € que assim como os &cidos de controle
fungico, estes adsorventes também sdo mantidos nos grados e possivelmente
serdo consumidos pelos animais em suas ragoes, interferindo diretamente no
ganho de peso e problemas de saude. Recentemente hd um grande interesse
no uso de antimicrobianos naturais para o controle de patégenos em alimentos
devido a sua aceitacdo e seguranca para os consumidores. Os isotiocianatos
(ITCs) sdo alguns dos antimicrobianos mais potentes originarios de plantas,
capazes de inibir o crescimento de leveduras, fungos filamentosos e bactérias.
O grupo isotiocianato contém um carbono fortemente eletrofilico (—N=C=S),
que possibilita a reacdo de ITCs com diversos compostos. Sua agéo
antifingica se deve principalmente a sua alta lipofilicidade que permite reacao
com a membrana celular dos microrganismos, que quando danificadas tornam-
se permeaveis, alterando principalmente a homeostase celular que leva a um
derramamento do conteudo intracelular do microrganismo. Assim, os ITCs séo

5



bons candidatos para reagir com estas toxinas, formando estruturas que tem
menor ou nenhuma toxicidade. (Meca et al., 2012; Azaiez et al., 2013; Manyes
et al., 2014; Luciano et al., 2014).

O isotiocianato de alila (AITC) € o principal componente do Oleo
essencial de plantas da familia Brassicaceae, como a mostarda marrom
(Brassica juncea), sendo amplamente utilizado na industria alimenticia e
cosmeética pelas suas caracteristicas sensoriais. O AITC € produzido quando a
sinigrina, comportada em vacuolos na planta, é hidrolisada ao reagir com a
enzima mirosinase. Tal reacdo acontece principalmente como um mecanismo
de defesa da planta ao ser injuriada por algum inseto, patégeno microbiano ou
moagem, que rompe 0s vacuolos de substrato, fazendo com que a reacéo
ocorra. O AITC é um composto volatil, o que facilita sua eliminacdo apds sua
acdo no combate a fungos. Seu residuo pode provocar uma leve irritacdo,
principalmente nos olhos, por sua alta pungéncia. Além de ter sido considerado
um dos mais potentes antimicrobianos de origem natural, o AITC é classificado
como seguro pelo FDA, sem riscos para o consumo humano, com acdo
angiogénica, anti-inflamatéria, neuroprotetora e anticarcinogénica (Quiles et al.,
2015; Hontanaya et al.,, 2015). Saladino et al. (2016), utilizou a farinha de
mostarda oriental hidratada para a producédo do AITC e reducéo de aflatoxinas
em piadina italiana (tipo de pdo nao fermentado), conseguindo uma reducéo
acima de 70% das AFBi, AFB,, AFG: e AFG2. Outro estudo feito por
Hontanaya et al. (2015) utilizando o mesmo principio com a farinha de
mostarda, aplicou o AITC em sementes oleaginosas como amendoim e nozes,
sendo capaz de inibir totalmente o crescimento de Aspergillus parasiticus e a
producado das aflatoxinas. Apesar de ser um Oleo essencial natural, o AITC ja €
produzido de forma sintética, viabilizando e facilitando sua comercializagdo em
alta escala, atualmente 1L do produto de alta qualidade possui o custo de US$
9,00, valor muito diferente do que seria encontrado caso fosse um produto
obtido exclusivamente de fontes naturais, abrindo possibilidades para aplicacao

industrial em larga escala.

1.5. Justificativa

sistema precario de estocagem de graos vem se tornando um fator que

compromete a seguranca alimentar e agrava a contaminacdo de alimentos
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destinados a alimentacdo humana e animal pelo favorecimento do
desenvolvimento fungico e consequentemente micotoxigenico. A legislacao
falha e incompleta também contribui para expansao do problema, ja que a falta
de fiscalizacdo expOe brechas para situagbes de riscos. Associado a isso, a
busca por uma alimentacéo livre de conservantes quimicos, como sais acidos
para o controle fungico e adsorventes de micotoxinas, abre portas para 0s
Oleos essenciais naturais agirem como substitutos na protecao destes graos,
visando além de fatores naturais, uma menor dose de utlizacdo de

conservantes que gera reducdo de custos para o produto.

1.6. Objetivos

Reduzir ou eliminar a populacdo de Aspergillus parasiticus e suas
aflatoxinas, em graos de soja e feijdo, armazenados in vitro sob condi¢cdes de
umidade relativa (UR) proxima a 85% durante 35 dias, com o auxilio de

diferentes doses do 6leo essencial natural isotiocianato de alila.

Determinar a menor dose de AITC capaz de eliminar os esporos de
Aspergillus parasiticus e inibir a producédo de aflatoxinas.

1.7. Hipbteses

H1: O AITC é capaz de reduzir ou eliminar o Aspegillus parasiticus e
suas aflatoxinas em graos de soja e feijdes estocados em condicbes de

armazenamento com UR = 85%.
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ABSTRACT
The objective of this study was to evaluate the efficacy of gaseous AITC to

inhibit growth of Aspergillus parasiticus and aflatoxins production in soy and
beans stored at RH 85% during 35 d. Samples containing 50 g of soy or black
beans were inoculated with 10* spores g* of A. parasiticus CECT 2681 were
treated with 0, 1, 5 or 25 pL L? of gaseous AITC in hermetic glass jars.
Microbial counting was performed by plating samples in potato dextrose agar
after 35 d. Aflatoxins were extracted, concentrated with immunoaffinity columns
and quantified by HPLC-FLD. Humidity of the grains was also followed during
the storage. Results have shown that 2 and 4 log CFU g* reduction of A.
parasiticus in soy was produced by 5 pL L* and 25 pL L' gaseous AITC,
respectively. Similarly, 2 and 5 log CFU g* reduction of A. parasiticus was
found in black beans treated with 5 pL Lt and 25 pL Lt of AITC. Moreover,
aflatoxin production was totally inhibited by 25 pyL L™ of AITC in both crops,
whereas ~90% inhibition was found at 5 puL L. Gaseous AITC at 1 pL L did
not inhibit fungal growth in soy and aflatoxin production in soy and black beans.
Humidity of soy beans increased from 14 to 18% and from 14.5 to 19% in black
beans during storage. Therefore, fumigation of AITC may be an alternative to
avoid the growth of A. parasiticus in stored soy and black beans.

Keywords

Mycotoxins; natural antimicrobial; storage; soy; black beans; fungal spoilage
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a eficacia do AITC gasoso na
inibicacdo do crescimento de Aspergillus parasiticus e producdo de suas
aflatoxinas em graos de soja e feijdo estocados a UR 85% durante 35 d.
Amostras contendo 50 g de soja ou feijdes pretos foram inoculadas com 104
esporos g de A. parasiticus CECT 2681 e tratadas com 0, 1, 5 or 25 uL Lt de
AITC gasoso em jarros de vidro herméticos. A contagem microbiana foi feita
através do plagueamento das amostras em agar batata dextrose apos 35 d. As
aflatoxinas foram extraidas, concentradas com colunas de imunoafinadade e
quantificadas em HPLC-FLD. A umidade dos graos também foi monitorada
durante o periodo de estocagem. Os resultados mostraram uma reducéo de 2 e
4 log UFC g de A. parasiticus em soja tratada com concentracdes de 5 pL L*
e 25 uL L de AITC gasoso, respectivamente. Similarmente, uma redugéo de 2
e 5 log UFC g*! de A. parasiticus foi encontrada em grédos de feijdes preto
tratados com 5 pL Lt e 25 pL L de AITC. Além disso, a producédo de
aflatoxinas foi completamente inibidada pela concentracdo de 25 pL Lt de
AITC em ambos os graos, enquanto que uma inibicdo de ~90% foi encontrada
em tratamentos de 5 pL L. Concentracdes de 1 pL L de AITC gasoso néo
foram capazes de inibir o crescimento fangico em soja e a producdo de
aflatoxinas tanto na soja quanto no feijdo. A umidade dos grdos de soja
aumentou de 14 para 18% e passou 14,5 para 19% nos feijdes durante o
periodo de estocagem a UR 85%. Sendo assim, a fumigacdo com o AITC pode
ser uma alternativa para reduzir o crescimento do A. parasiticus em graos de

soja e feijdo durante o periodo de estocagem.
Keywords

Micotoxinas; antimicrobiano natural; estocagem; soja; feijao preto; deterioracéo

fungica.
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1. Introducéo

Com uma colheita de 114,9 milhdes de toneladas de soja em 2017, o
Brasil se destaca como segundo maior produtor do grdo em todo o mundo,
atrds apenas para os Estados Unidos. Dentro da realidade brasileira, o Parana
possui grande destaque, com 16% de todo o cultivo nacional, 10% a menos do
gue o primeiro colocado, Mato Grosso (IBGE, 2018). Matéria prima do principal
0leo vegetal consumido no pais, a soja vem ganhando espaco na alimentacéo
dos brasileiros pela alta complexidade nutricional, principalmente em questéo
proteica, pois € composta de em média 40% de proteinas. E uma boa
alternativa na substituicdo da proteina animal, seja pelo preco que sofre
aumento consideravel no mercado todos os anos ou pela simples opcao da
substituicdo do consumo de carne (Turek, 2013; Cunha, 2015). Na alimentacéo
animal o farelo de soja se faz presente na maioria das composicdes utilizadas
em animais de producédo, sendo que 2/3 de todo o farelo de soja € destinado a
alimentacdo de aves e suinos e o terco restante compde parte da dieta de
bovinos e outros animais. Base da composicdo da racdo, o farelo é oriundo da
producdo do 6leo vegetal de soja, que é reprocessado com injecdo de vapor e
posteriormente seco para eliminar possiveis contaminantes e agentes
antinutricionais, inibidores de tripsina, que sdo responsaveis pela inadequada
utilizacao da proteina no durante o processo de digestdo dos animais. Contudo,
sabe-se que este simples tratamento térmico pode ndo ser o suficiente para
garantir a integridade e qualidade do farelo, o que traz sérias complicactes
para 0s animais que possuem a soja em sua dieta diaria (Bellaver, 2015).

O feijao, grdo rico em proteinas, ferro e 6mega 3, € base da

alimentacdo popular brasileira. Na alimentacdo animal comp&e em média 20%
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das racdes de vacas leiteiras e suinos em diversas fases de desenvolvimento,
O grdo possui uma producdo notavel no Brasil, 3 milhdes de toneladas em
2017, valor que ainda precisa crescer para deixar de depender de importacao
de paises como Argentina, China e México, j& que o consumo do grao por
parte dos brasileiros é de 3,5 milhdes de toneladas por ano (Magalhées et al.,
2008; Azevedo et al., 2007; IBGE, 2018; CONAB, 2018).

A precariedade no sistema de armazenamento de ambos os gréos, que
ocorre em silos sem sistema de ventilagdo e controle de umidade adequada,
associado ao clima tropical brasileiro, proporcionam o ambiente perfeito para
fungos se desenvolverem. Estes fungos séo contaminantes naturais dos graos
mesmo antes da colheita, presentes abundantemente no solo e ar, gerando
perdas econbmicas nas lavouras de todo o mundo, que chegaram a US$ 1
trilhdo em 2014 (Oliveira e Mallman, 2010; Astorteca et al., 2012; Silva, 2015;
Azaiez et al.,, 2013). O problema se agrava quando alguns destes fungos
contaminantes sdo produtores de micotoxinas, metabdlitos secundarios que
exercem efeitos toxico variados em humanos e animais. Estes compostos
causam mutagenicidade, teratogenicidade, carcinogenicidade e
imunossupressao, além da reducdo de ganho de peso, necrose, fibrose e
hemorragias em aves, suinos e bovinos (Fonseca, 2010). Dentre os fungos
micotoxigénicos, o Aspergillus parasiticus, Aspergillus flavus e Aspergillus
nomius sao os principais produtores de aflatoxinas (AFs), que estdo divididas
em quatro subclasses, Bi, B2, G1 e G2. A AFB1 é a mais abundante e mais
toxica, sendo a substancia com maior potencial carcinogénico conhecido,

classificada como grupo 1A pela IARC (International Agency For Research On

16



Cancer), grupo onde existe a comprovacdo do efeito mutagénico e
carcinogénico em humanos (Costa et al., 2009).

No Brasil, a legislacdo que rege os limites maximos tolerados (LMT) de
micotoxinas em alimentos € a resolugdo da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) RDC N° 7 de 18 de fevereiro de 2011 e ainda ndo foi
determinado um valor maximo de aflatoxinas em soja e diversos outros graos.
Para o feijao, o valor da soma dos grupos de aflatoxinas ndo deve ultrapassar
os 5 ug kg? para alimentacdo humana e 50 pg kg™ no geral em racéo animal.
Outros paises do Mercosul, estabelecem que a quantidade de AFs em soja nao
deve ser superior aos 30 ug kg

O AITC é o principal componente do 6leo essencial de mostarda marrom.
E um composto volatil, o que facilita sua acdo e eliminacdo, e tem sido
considerado um dos mais potentes antimicrobianos de origem natural. Além
disso € considerado pelo Food and Drug Administration (FDA) como um
componente seguro e sem riscos para o consumo humano. Diferente do que é
encontrado atualmente no campo, quimicos para fumigacdo utilizados sem
grande controle, o AITC provém de fontes naturais, podendo ser utilizado sem
causar danos a saude do produtor e do consumidor, sejam eles humanos ou
animais. Sua vantagem quando comparado a demais Oleos essenciais no
combate aos fungos € a possibilidade de producao sintética em larga escala do
Oleo, barateando seu custo final para o produto. (Quiles et al., 2015;
Hontanaya et al., 2015).

Existem diversas teorias relacionando a reacdo do AITC com os
microrganismos até a sua morte, porém em sua maioria tal eliminacao se deve

a alta atracao lipofilica do 6leo que possibilita sua reagdo com a membrana
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celular dos microrganismos, danificando-a e tornando-a mais permeavel,
gerando assim um desequilibrio no pH que leva ao derramamento do contetdo
intracelular. O grupo isotiocianato contém um carbono fortemente eletrofilico
que possibilita a reagédo de ITCs diretamente com micotoxinas que possuem
um grupo aminico ou hidroxila livre e facilmente disponivel para rea¢do (Meca
et al., 2012; Azaiez et al., 2013; Manyez et al., 2014, Luciano et al., 2014).
Visto a necessidade de substituir compostos antifungicos sintéticos e outros
quimicos utilizados nos processos de fumigacdo, o presente estudo possui
como objetivo reduzir ou eliminar a populagéo de Aspergillus parasiticus e suas
aflatoxinas, em graos de soja e feijdao, armazenados in vitro sob condi¢cdes de
umidade relativa (UR) proxima a 85%, simulando condi¢cdes de armazenagem,
durante 35 dias, com o auxilio de diferentes doses do 6leo essencial natural
isotiocianato de alila Além disso, a umidade no grdo sera monitorada afim de

obter-se uma curva para associa-la com o desenvolvimento fungico.
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2. Material e Métodos

2.1. Material

Aflatoxinas B1, B2, isotiocianato de alila (AITC), acetonitrila, metanol,
cloreto de potassio, cloreto de sodio, &cido tartarico por Sigma Aldrich (St.
Louis, USA), agua ultrapura (<18 MQ.cm resistivity) obtida através Milli-Q water
purification system (Millipore, Bedford, MA, USA). A cepa de Asperqgillus
parasiticus CECT 2681 foi cedida pela Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
(CECT, Valéncia, Espanha). Agua peptonada, agar batata dextrose (PDA) e

caldo triptona de soja (TSB) (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA).

2.2. Preparo do in6culo de Aspergillus parasiticus

A cepa de Aspergillus parasiticus CECT 2681, produtora de aflatoxinas,
encontrava-se congelada a uma temperatura de -80°C. A mesma foi
suspendida, ap0s o total descongelamento em temperatura ambiente, em caldo
TSB e incubada por 48 horas a uma temperatura de 25°C. Apds este periodo,
inoculou-se 200 pL da solucao fungica em placas de Petri contendo agar batata
dextrose (PDA) acidificadas (pH 3,5) com solucéo de acido tartarico 10%, para
inibir o crescimento de outros microrganismos. As placas foram incubadas por

7 dias, ou até a observacao da formacéo de esporos, a 25°C.

Apés o tempo de incubacédo, as placas de Petri foram cobertas com 5
mL de solucdo de NaCl 0,9% estéril. Agitou-se as placas para que a solucdo
salina pudesse colher o maior numero possivel de esporos e por fim depositou-
se o0 sobrenadante em um tubo Falcon estéril de 15 mL. Para a contagem dos
esporos, 100 pL do sobrenadante foi transferido para uma camara de

Neubauer espelhada (Blaubrand 7186 05; Wertheim, Germany), onde foi feita a
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contagem de esporos, em duplicata, por microscopia 6ptica com lente de
aumento 40X (Nikon E200 POL's, New York, USA). A solugéo de esporos foi
diluida, também em solucédo salina, até obter-se uma concentracgéo final de 10°

esporos mL™.

2.3. Preparo dos jarros contento soja ou feijdes para tratamento

A soja e os feijdes foram porcionados em amostras de 50 g,
contaminadas com A. parasiticus em uma concentragdo final de 10* esporos
g'. As amostras contaminadas foram adicionadas sobre uma base rigida e
transferidas para jarros de 830 mL. Além disso, placas de Petri de 50 mm
contendo 15 mL de solucdo supersaturada de KCI foram adicionadas sobre a
base a fim de gerar umidade relativa de aproximadamente 85% no interior dos
jarros, simulando um ambiente extrapolado de mal acondicionamento de graos
em silos no periodo de pré-processamento (Figura 1). Por fim, filtros de 2,5 x
2,5 cm contendo concentracdes capazes de gerar 0, 1, 5 ou 25 pL L de AITC
gasoso foram preparados e adicionados no parte interna das tampas dos
jarros. Amostras do grupo controle foram preparadas sem AITC. Os jarros
foram hermeticamente fechados para fumigacdo das amostras, e deixados a
temperatura ambiente de aproximadamente 20°C durante 35 dias. Cada um
dos tratamentos mais o grupo controle foram preparados em triplicata (n=3).

(Lopes et al., 2017)
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Feijao ou soja
Solucao saturada contaminados com
de KCI Asperqillus parasiticus

Figura 1 - Esquema do processo de fumigacao. Feijdes contaminados com A.
parasiticus e placa de Petri contendo solucdo de KCI acima da base rigida.
Papel filtro contendo diferentes concentracdes de AITC adicionados a tampa
interna dos jarros. O jarro foi hermeticamente fechado e a volatilizagéo do AITC
ocorreu em temperatura ambiente. Os jarros foram mantidos sob observacéo
durante 35 dias.

2.4. Anélise microbioldgica

Apbs 35 dias de observacéo, adicionou-se 25 g de amostras de feijao ou
soja a 225 mL de solucdo de NaCl 0,9% estéril dentro de sacos de
homogeneizagéo, homogeneizou-se em stomacher por 1 minuto e entdo fez-se
a diluicéo seriada até 10, também em solucéo salina estéril. Inoculou-se 100
UL de cada uma das diluicbes em placas de Petri contendo agar batata
dextrose (PDA) acidificado com &cido tartarico 10% (pH 3,5). As placas foram
incubadas a 25°C por até 7 dias para a contagem de coldnias. Cada uma das
diluicdes foi executada em triplicata nas placas obtendo assim um n=9, os

resultados foram apresentados em log UFC g*. (Lopes et al., 2017)

2.5. Extracao de aflatoxinas

Amostras de 5 g de feijdes ou soja, trituradas, foram pesadas e
adicionadas juntamente com 1 g de cloreto de sodio e 15 mL de metanol:agua
(80:20, v/v) em tubos falcon de 50 mL. Os tubos foram homogeneizados em
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ultraturrax (Tecnal, Piracicaba, Brasil) durante 3 minutos e a mistura foi filtrada
(Whatman N° 1 filter) e diluida cinco vezes com agua Milli-Q (Millipore, Bedford,
MA, USA). O extrato foi filtrado novamente (Whatman N° 1 filter) e 15 mL foram
adicionados em colunas de imunoafinidade aflatest (Vicam, Watertown, MA).
As colunas foram lavadas com 20 mL de agua Milli-Q e as aflatoxinas foram
eluidas com 1 mL de metanol. Este concentrado foi seco em fluxo de ar
(Tecnal, Piracicaba, Brasil). Por fim as aflatoxinas foram derivatizadas
adicionando 200 pL de n-hexano e 200 pL de acido trifluoroacético (TFA). Na
derivatizacdo a amostra foi mantida a 40°C durante 10 minutos, seguida por
secagem em fluxo de ar e ressuspendida em 1 mL de metanol:dgua (50:50

v/Iv).

2.6. Quantificacdo de aflatoxinas

Apos purificacdo das amostras com coluna de imunoafinidade, injetou-se
20 puL de amostra em HPLC (1220 infinity, Agilent, Santa Clara, USA) com
detector de fluorescéncia (1260 infinity, Agilent). Uma coluna C18
(Phenomenex, Torrance, USA) 4,6 x 150 mm, com um tamanho de particula de
3 um foi utilizada como fase estacionaria. A fase movel isocrética foi composta
por agua/metanol/acetonitrila (60:20:20, v/v/v) com um fluxo de 0,8 mL min~t. O
detector de fluorescéncia foi ajustado a 366 nm de excitacdo e 428 nm de

emissao.

A calibracéo das curvas foi determinada injetando padrdes de aflatoxinas
em diferentes concentracdes (1 ug L™ a 10.000 ug L™), relacionando a area do
pico com a quantidade de micotoxinas. Matrizes de soja e feijao também foram
inoculadas com concentracdes conhecidas (10, 100 e 500 ug L™%) de AFB4,

AFB2, purificadas com colunas de imunoafinidade, e injetadas nas mesmas
22



condicdes descritas acima, afim de observar o efeito matriz dos gréos sobre as
micotoxinas, visto que a soja possui um alto teor lipidico e o feijdo preto uma
pigmentacdo que podem interferir diretamente nos resultados quantitativos. Os
resultados observados serviram para obter dados relacionados a porcentagem
de recuperagdo do método assim como mudancas no tempo de retencdo das

mesmas.

2.7. Determinacao da umidade dos graos

Amostras de 25 g de soja ou feijdes foram inseridas dentro de jarros de
vidro herméticos de 830 mL com placas de Petri contendo 15 mL de solucao
salina saturada de KClI, para simular a umidade ambiente de 85%, assim como
no teste de crescimento fungico a producdo de aflatoxinas. Os jarros foram
hermeticamente fechados e as umidades foram avaliadas nos dias 0, 7, 14, 21,
28 e 35. Os jarros correspondentes a cada dia foram abertos e as amostras
foram pesadas em cadinhos de porcelana, e colocadas em estufa a 105°C por
24 horas (AOAC, 1995), posteriormente as amostras foram pesadas
novamente para obtencdo da nova umidade. Os testes foram realizados em

triplicata (n=3) em cada um dos dias.

2.8. Andlise estatistica

O software Graphpad Prism version 6.0 (Graphpad Software Inc., La
Jolla, CA, USA) foi utilizado para a andlise estatistica dos dados. Todos o0s
experimentos foram realizados em triplicata e a diferenca entre 0s grupos
amostrais foi realizado utilizando o teste one-way ANOVA seguido pelo teste de
Tukey para multiplas comparacdes. O nivel de significancia considerado foi de

5% (P < 0.05).
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3. Resultados e Discussao

3.1. Inibicdo do crescimento fangico

A Figura 2 representa a populacdo fungica apdés os 35 dias de
tratamento. Foi possivel observar uma reducédo de 2 e 4 log UFC g' de A.
parasiticus nas amostras de soja tratadas com 5 e 25 pL L de AITC volatil,
respectivamente. Os resultados obtidos nas amostras de feijdo foram
semelhantes, havendo uma redugéo de 2 log UFC g* para tratamentos com 1
e 5 uL L de AITC e 5 log UFC g para o tratamento com 25 pyL L* de AITC
volatil. As amostras de soja tratadas com 1 pL L de AITC ndo apresentaram
uma reducdo do crescimento fungico e, portanto, ndo foram estatisticamente
diferentes (P < 0,05) do grupo controle, onde houve um aumento de ~1,5 logs

em relacdo a populacéo inicial apds os 35 dias de observacéo.

Tais valores encontrados sdo extremamente relevantes e capazes de
mostrar a eficiéncia do AITC em doses muito baixas. Apesar de 25 puL L ter
sido a maior dose utilizada ainda esta muito longe do limite maximo de 500
ppm, permitido pela ANVISA de compostos quimicos para tratamento fungico.
Ambas as matrizes se comportaram de forma muito parecida na reducéo das
colénias de A. parasiticus apesar do tratamento com 1 pL L' néo ter
apresentado grande efeito em amostras de soja, 0os demais tratamentos foram

radicais na reducao de colonias.
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Populagdo A. parasiticus (log UFC g1)
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Controle 1pLL-1 5uLL-1 25 uLL-1

Figura 2 - Populacdo de A. parasiticus CECT 2681 em feijoes e soja tratados
com diferentes concentracdes de AITC em UR=85% apds 35 dias de
tratamento. O limite de deteccdo do experimento foi de 1,05 log CFU g™'. Os
valores sdo representados em média + desvio padrdo (log UFC g™). Letras
minusculas diferentes mostram diferencas significativas entre os tratamentos
em feijdes (P < 0,05). Letras maiusculas diferentes mostram diferencas
significativas entre os tratamentos em soja (P < 0,05).

3.2. Curva de Umidade

E possivel relacionar o fator crescimento fungico com a umidade dos
graos conforme demonstrado na Figura 3, a umidade dos graos de soja passou
de um valor inicial de 14%, valor normalmente encontrado em um grao pos
colheita, para 18%. Os graos de feijdo apresentaram um aumento de 14,5%
para 19% de umidade apo6s os 35 dias de em ambiente simulado de UR=85%.
Este aumento de umidade € comum de ser encontrado em locais onde 0s
graos sao acondicionados no interior de silos que ndo possuem exaustao ou

gue ndo possuem uma rotina de ativacao de tal sistema. A umidade gerada no
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interior destes equipamentos além de ideal para o desenvolvimento fangico e
micotoxinas, que sao produzidas sob condi¢cdes especificas de temperatura e
umidade, geram perdas econémicas consideraveis para o produtor. Cada ponto
percentual acima da umidade ideal é multiplicado por um valor de correcao que
varia entre 1,5% e 2% e esta porcentagem final obtida, juntamente com outros
fatores como quantidade de impurezas e demais condi¢des fisico quimicas dos
gréos, € descontada no montante final que o produtor ira receber pela
mercadoria (EMBRAPA, 2016). Apesar desta penalizacdo ser meramente
pensada por questdes econdmicas, jA que o comprador estaria pagando por
agua no lugar do gréo, € o inicio para uma forma de conscientizacao e possivel
penalizagdo para o produtor. Contudo formas de bonificagdo devem ser
pensadas, para que a melhoria nas praticas de manejo na lavoura sejam

incentivadas e a tecnificacdo avance para reduzir a perda de alimentos, que é

um grave problema mundial.

E possivel ainda comparar a curva de umidade obtida com a Figura 4,
que representa os dias corridos apés o inicio do tratamento para que o primeiro
sinal de aparecimento fangico fosse observado a olho nu. Nas amostras de
feijdo o aparecimento do fungo foi em média 3 dias mais rapido quando
comparado com a soja, isso porque logo na primeira semana o feijdo ja
absorveu umidade suficiente para entrar em equilibrio com o ambiente, tal
absorcdo pode estar relacionada a sua grande porosidade e baixo teor de
lipidios, quando comparamos suas caracteristicas com grdos de soja. A
umidade que chegou no percentual acima de 18% ap0s 7 dias, foi determinante
para o aparecimento rapido das colonias fungicas, enquanto que nas amostras

de soja tal equilibrio foi mais gradual e o fungo demorou mais para se
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desenvolver e chegar em uma populacdo onde a sua observacdo fosse
possivel. Com aproximadamente 12 dias a umidade do grao de soja chegou a
casa dos 17 pontos percentuais, onde as primeiras colonias comegaram a ser
observadas. Novamente reforcando o ponto da importancia de se utilizar o
controle da umidade como uma barreira fisica contra 0s microrganismos, pois
certamente se os gréos fossem armazenados em sua umidade inicial, os
fungos teriam muito mais dificuldade para se desenvolver. Umidade controlada
e associada a utilizacdo do AITC, podem ser suficientes para a inibicéo

completa do A. parasiticus e producéo de aflatoxinas.
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Figura 4 — Dias corridos ap0s o inicio do experimento, para uma percepgao a
olho nu do crescimento fangico em amostras de feijdo preto e soja. Os
resultados sdo apresentados em meédia = desvio padrdo. Letras diferentes
mostram diferencas significativas entre os tratamentos em ambas as matrizes
(P=<0,05).

3.3. Determinacdo da concentracdo de aflatoxinas em soja e feijdo

contaminados com A. parasiticus CECT 2681

Antes do inicio da quantificacdo das aflatoxinas das amostras, foram
determinadas retas padrdes, assim como valores de recuperagdo e efeito
matriz. Para amostras de feijdo houve uma recuperacdo média de 87,76% do
padrao de aflatoxina B1 e 84,15% de aflatoxina B2, que geraram um efeito
matriz de 90,56% e 86,58%, para cada aflatoxina, respectivamente. Nas
amostras de soja a recuperacéao foi de 84,96% e 85,76% para AFB1 e AFB>,
respectivamente, valor menor do que o recuperado em amostras de feijoes.
Isto possivelmente ocorreu devido ao alto teor de lipidios contidos nas
amostras de soja, que dificultam a recuperacédo dos padrdes. O efeito matriz
encontrado foi de 83% e 86%, respectivamente. O limite de deteccdo (LOD) foi
fixado em 0,2 ug kg! e o de quantificacdo em 0,6 pg kg?. Tais valores de
recuperacdo sdo importantes para determinar quanto a matriz influencia na
quantificacdo das micotoxinas, pois dificilmente 100% do padrédo analitico que
foi inoculado nas amostras seria recuperado, ja que a soja e o feijdo séo
matrizes complexas, com pigmentos, poros, altos teores de proteinas e lipidios

que podem ligar-se as micotoxinas, dificultando a sua completa recuperacao,
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sendo assim o0 método de extracao foi testado para garantir que um valor acima

de 75% da micotoxina que contaminou a amostra, fosse recuperada com éxito.

A Tabela 1 apresenta os valores de aflatoxinas encontrados apoés
quantificacdo por HPLC-FLC das amostras de soja e feijdo submetidas a
tratamento com o AITC durante 35 dias. Houve uma reducdo de 36% de AFB:
no tratamento mais brando (1 pL L'*) em amostras de feijdes, enquanto que em
tratamentos a partir de 5 puL L os teores de AFB:1 permaneceram abaixo de
niveis quantificaveis. Além disso, todas as doses testadas inibiram totalmente

(< LOD) a formagao de AFB2 em feijao.

Ja para amostras de soja, os tratamentos com 1 pL L?* mostraram um
aumento em 53% de AFB1 se comparadas ao grupo controle, porém esses
valores ndo foram estatisticamente diferentes pela alta variagdo do desvio
padrdo, que se apresentou alto principalmente pela dificuldade de se trabalhar
com fungos micotoxigénicos, algumas amostras apresentaram uma
contaminacdo extremamente alta de aflatoxinas, enquanto em outras seu
aparecimento foi sutil. Tal divergéncia também pode ser explicado pelo fato que
a concentracdo de AITC néao ter sido capaz de inibir o crescimento do fungo.
Por outro lado, o AITC pode ter causado uma leve injuria, e tal injaria pode ter
incentivado uma maior producao da micotoxina como um mecanismo de defesa
por parte do A. parasiticus, como observado em estudos anteriores de Lopes et
al. (2017), onde amostras tratadas em baixos niveis de AITC apresentaram
uma producdo maior de micotoxinas, quando comparadas a grupos controle.
Contudo, analisando o tratamento na concentracdo de 5 pyL L de AITC
gasoso, foi possivel verificar uma reducdo de 90% da AFB1 em comparagao

com o grupo controle. Tratamentos com 25 pyL L foram capazes de reduzir
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totalmente a producéo de aflatoxinas (< LOD). N&o foram detectados quaisquer

niveis de AFB2 em soja, incluindo o grupo controle.

E interessante comparacdo de alguns dados que associam o0
desenvolvimento fungico com a “producdo de aflatoxinas. Em amostras de
soja, por exemplo, apesar do tratamento com 5 pL L de AITC ter sido capaz
de reduzir apenas 2 logs da populacdo fungica, ele ja foi capaz de inibir em
90% a concentracdo de aflatoxinas nas amostras. No feijao resultados
similares foram encontrados. Apesar da néo diferenca estatistica da populagéo
de A. parasiticus de amostras tratadas com 1 e 5 uL L' de AITC, as amostras
gue sofreram tratamento mais brando apresentaram uma concentracdo de em
média 47 ppb de aflatoxina B1, enquanto que a concentracdo de micotoxinas
ficou abaixo do limite de deteccdo nas amostras tratada com 5 yL L de AITC,
mostrando mais uma vez o potencial do AITC ndo s6 em inibir o crescimento
fungico, mas também reagir com as micotoxinas, apesar de nao se saber ao

certo os produtos formados de tal reagéo.

O Brasil € um dos paises que mais consome acidos propidnicos, benzdicos
e soOrbico para o controle fungico pds colheita. Estes acidos séo utilizados sem
grande controle em concentracdes de até 500 ppm, deixando possiveis
residuos nos grédos que mesmo apos processamento podem surtir algum efeito
no corpo de humanos e animais. A proposta de tratamento maxima
apresentada no presente artigo € utilizar 25 ppm de um composto que além de
natural, possui baixo custo, visto que € possivel produzi-lo sinteticamente. Sua
volatilidade também é apresentada como um fator positivo, sendo possivel
eliminar, em sua maioria, o AITC ap0s exaustdo ou processamento dos graos.

Utilizando doses 10 vezes menores do que outros quimicos os resultados da
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utilizacdo do AITC sdo promissores, sendo uma real alternativa que possui

todos os pilares para obter sucesso na industria de controle fangico.

Infelizmente quando o mecanismo de armazenamento dos graos é falho e
o controle fangico ndo € o suficiente, ha possibilidade de presenca de
micotoxinas nos graos. Tratamentos térmicos e processamentos ja ndo serao o
suficiente para eliminacdo das toxinas e haverd necessidade de uso de
adsorventes. O Brasil também bate recordes na utilizagdo desses compostos,
chegando a casa de 38 milhdes de reais em gastos todos os anos. Esses
adsorventes, sdo em sua maioria, argilas capazes de adsorver aflatoxinas dos
graos nas etapas de armazenamento. Estes adsorventes, quando consumidos
pelos animais na ragdo, assim como as micotoxinas, também podem trazer
sérios problemas relacionados ao ganho de peso e problemas géastricos dos
animais. Sendo assim, seu uso deve ser criterioso, apenas para eliminar as
micotoxinas. Por outro lado, o AITC também é capaz de reagir diretamente com
as aflatoxinas, em baixas doses, eliminando-as dos grdos. Apos um
processamento posterior, 0 AITC pode também ser eliminado, deixando o grao

livre de contaminacao fungica e micotoxigenica.

Tabela 1

Valores de aflatoxinas em amostras de soja e feijoes submetidas a tratamentos
com AITC gasoso em U 85% durante 35 dias, resultados estéo representados
em média + desvio padrdo. Letras diferentes, na mesma coluna, mostram
diferencga significativa (P < 0,05). O limite de deteccao (LOD) foi fixado em 0,2
ug kg™

Matriz
Soja (kg kg™) Feijao (ug kg?)
Concentracdo de AITC Gasoso (pL L'l) AFB, AFB, AFB, AFB,
0 51,97+36,96°" <LOD®  74,71+29,99° 11,24+17,49°
1 78,89+6,32° <LOD®  47,34+16,50° <LOD®
5 5,45:8,46™ <LOD*  <LOD" <LOD?

25 <LOD" <lOD®  <LOD® <LOD?




4. Conclusao

O AITC volatii em concentragbes = 1 pL L%, foi capaz de reduzir a
populacdo de A. parasiticus e reduzir/eliminar as aflatoxinas B: e B> de
amostras de soja e feijdes estocadas em condi¢cdes de umidade relativa de
85%. Sendo assim o AITC, associado a outras barreiras, como a reducao da
umidade e sistema de exaustdo adequado durante o armazenamento, pode ser
um grande aliado no combate a fungos micotoxigénicos.

O AITC pode ser aplicado em processos de fumigacéo de gréo, racoes e
alimentos para reduzir o crescimento de fungos e, consequentemente a
producdo de micotoxinas. Em questdo de doses, sua utilizacdo neste artigo foi
10 vezes menor do que concentracdes de sais acidos aplicados em graos nos
silos, apresentando um efeito excelente na reducdo fungica. A utilizacdo de
baixas concentracdes é fator determinante em questdes comerciais, pois
guanto menos do composto o produtor precisar utilizar, menor seréo os custos.
O AITC ja é produzido de forma sintética. Portanto, seu uso pode ser amplo,
pois ndo depende somente de fontes naturais. Este composto € altamente
pungente, mas por sua alta volatilidade, ele pode ser eliminado apoés ter
cumprido sua acao antimicrobiana, principalmente em alimentos que seréo
processados por moagem ou acéo térmica apds colheita, como é o caso do

feijdo e da soja.

Sua viabilidade vai além do laboratério, atingindo proporcdes industriais, por
ser um composto de baixo custo e que € altamente eficaz em baixas
concentracdes, como apresentado neste trabalho: doses de 1 pL L?! ja
apresentaram efeitos consideraveis na reducdo de fungos e micotoxinas em

feijdo. No presente trabalho, os graos foram submetidos a uma estocagem em
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ambiente simulando uma umidade forcada e extrapolada, fornecendo o
ambiente ideal para o desenvolvimento fungico. Mesmo assim o AITC superou
as expectativas com uma elevada reducédo fungica. Sendo assim o composto
pode ser utilizado como um agente de profilaxia para inibir o crescimento
fungico e sua eficiéncia deve ser ainda maior se o ambiente de estocagem dos

gréos tiver um bom controle de temperatura e umidade.

Paralelo a este estudo foi estudada a viabilidade dos graos de soja e feijao,
destinados ao plantio, quando submetidos aos tratamentos com o AITC, os
verificando se o composto apesar de natural, ndo seria toxico para a semente,
evitando que a mesma nao germinasse. Diversos testes de germinagéo foram
realizados e irdo compor o artigo final do presente trabalho.

Para estudos futuros sugere-se um aumento na escalabilidade do projeto,
aplicando o estudo em silos de escala piloto, onde qualquer ambiente e
umidade podera ser simulado, incluindo sistemas de exaustdo, assim como no
campo. Futuramente também é completamente valida a busca por formas de
incorporar o AITC em produtos de forma comerciavel, onde qualquer produtor
possa comprar e aplicar na fumigacdo de seus graos, de forma segura e
controlada, sem a necessidade de estar em contato com o produto de forma

concentrada.
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