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FORMATO DA DISSERTACAO

A presente dissertacdo € composta por capitulos.

O capitulo 1 apresenta uma introducdo geral dos objetivos desta dissertacao.

O capitulo 2 trata-se de uma reviséo de literatura.

O capitulo 3 refere-se aos estudos experimentais desenvolvidos sobre a acédo de
dispositivos antimicrobianos contendo isotiocianato de alila sobre fungos deteriorantes
e micotoxigénicos de queijos e que é base de um artigo que serd submetido para um
periodico cientifico.

O capitulo 4 refere-se aos estudos experimentais desenvolvidos sobre a acdo do
isotiocianato de alila para reduzir a producdo de micotoxinas por fungos filamentosos
em milho e que € base de um artigo que sera submetido para um periodico cientifico.

O capitulo 5 finaliza esta dissertacdo com conclusdes gerais deste trabalho e
sugerindo estudos futuros.

As referéncias de todos os capitulos se encontram em lista Unica ao final da

dissertacao.
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RESUMO GERAL

A presenga de fungos e suas toxinas em alimentos podem provocar alteracdes
sensoriais nestes produtos e problemas de salude nos consumidores, podendo
acarretar em grandes perdas econdmicas para o setor agro-industrial. Para evitar estes
problemas, muitos alimentos séo adicionados de conservantes sintéticos, que possuem
uma imagem ruim perante o publico consumidor. A alternativa de substituir os
conservantes sintéticos por conservantes naturais € amplamente estudada, sendo de
grande relevancia a aplicacdo de Oleos essenciais que possuem acao bactericida,
fungicida, antiparasitaria e inseticida. Em decorréncia da necessidade de proteger os
alimentos contra contaminagfes fungicas, esta dissertagcdo teve como objetivos:
analisar a acao antifungica do isotiocianato de alila (AIT), principal composto do 6leo
essencial de mostarda marrom e negra; verificar a capacidade do AIT em reduzir a
guantidade de micotoxinas produzidas por fungos; validar a utilizacdo de dispositivos
antimicrobianos para aumentar a vida de prateleira e a seguranca alimentar de queijo
mucarela; e previnir o crescimento de fungos micotoxigénicos em graos de milho. No
primeiro trabalho experimental, foram testados trés dispositivos antimicrobianos
contendo AIT contra o crescimento de Penicillium digitatum e Aspergillus parasiticus
inoculados em fatias de queijo mucarela. As fatias foram embaladas em saco ou em
bandeja compostos por plastico de alta retencdo de oxigénio e hermeticamente
fechados. As embalagens receberam os seguintes dispositivos antimicrobianos: papel
filtro com AIT, adesivo com AIT ou saché contendo farinha de mostarda oriental e agua.
O AIT foi adicionado em concentracdes de 2, 4, 8 ou 16 ppm (o calculo tedrico de
producdo de AIT foi feito para os sachés contendo farinha de mostarda e agua). Os
tratamentos foram comparados com um controle ausente de AIT. O dia em que o
crescimento dos fungos foi visualmente detectavel foi considerado como fim da vida util
destes produtos. As embalagens foram inspecionadas diariamente por 60 d. O
crescimento visual de P. digitatum no grupo controle foi observado apés 19,2 + 1,4 d
em bandeja e 26,6 + 2,1 d em saco plastico, enquanto que o crescimento de A.
parasiticus foi perceptivel apos 41,4 + 1,7 d e 28,4 £ 1,5 d em bandeja e saco plastico,
respectivamente. Todos os queijos tratados com AIT ndo apresentaram crescimento
fungico visual por 60 d. No entanto, AFB; estava presente no controle (6,93 +
1,23mg/kg) e nos grupos tratados com 2ppm de AIT: papel filtro com 0,030
+0,004mg/kg; adesivos com 0,56 + 0,127 mg/kg; e saché com 2,015 + 0,049 mg/kg.
Estes resultados demonstram que os trés dispositivos antimicrobianos testados foram
capazes de aumentar a vida de prateleira do queijo mucgarela fatiado e que reduzem a
producdo de AFB; por A. parasticus, aumentando a seguranca alimentar deste produto,
quando utilizado em doses de 4 ppm ou superiores. A capacidade do AIT em prevenir o
crescimento de fungos micotoxigénicos (Aspergillus parasiticus, Fusarium tricinctum,
Fusarium verticillioides, Alternaria alternata e Gibberella zeae) em grédos de milho
também foi avaliada. Para tanto, os gréos de milho foram tratados com AIT gasoso na
concentragdo de 50, 100 ou 500 ppm durante 48 h em frascos herméticos. Entdo, o AIT
foi liberado durante 24 h e 100 g de milho foram inoculados com 10° conidios/g de uma
espécie fungica (cada fungo foi inoculado em 3 frascos distintos para cada dose). Os
frascos foram mantidos a 23°C durante 30 d, e entdo o milho foi processado para a
guantificacdo de micotoxinas por LC-MS. As micotoxinas foram produzidas em todos os
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grupos controle (sem tratamento com AIT): 119,74 mg/kg de aflatoxinas; 10,84mg/kg
de eniatinas; 4,18 mg/kg de fumonisina Bi; 3,59 mg/kg de alternariol; 2,73 mg/kg de
HT-2 e 3,28 mg/kg de zearalenona. Todas as doses de AIT foram capazes de penetrar
o grao de milho e as doses residuais que permaneceram nos graos apos as 24 h em
que os frascos ficaram abertos foram capazes de inibir a producdo de micotoxinas
pelas espécies fungicas testadas. Nesta dissertacédo foi demonstrado que o AIT pode
ser incorporado em embalagens bioativas para aumentar o prazo de validade e a
seguranca de queijo mucarela. Além disso, sugere-se que baixas doses de AIT (= 50
ppm) poderiam ser utilizadas para fumigar embalagens ou silos de estocagem de milho
para evitar a producao de micotoxinas nestes produtos.

Palavras-chave: Oleo essencial; queijo; milho; deterioracao flingica; micotoxinas.



ABSTRACT

The occurrence of fungi and their toxins in food can cause changes in sensory
properties in the products, health problems for consumers, resulting in a huge economic
loss for the agro-industrial sector. To avoid these problems, in lot of foods are added
synthetic preservatives, wich have a bad image for the consumers. The alternative to
replace chemical preservatives by natural preservatives is extensively studied by
applying various essential oils that have some characteristics like bactericides,
fungicides, pesticides and antiparasitic. Due to the need to protect food against fungal
contamination, this thesis aimed to: analyze the antifungal action of allylisothiocyanate
(AITC), main compound of mustard essential oil and oriental mustard flour; verify the
ability of this compound to reduce the amount of mycotoxins produced by fungi;
validating the use of antimicrobial devices to increase the shelf-life of sliced mozzarella
cheese; prevent the growth of fungi in maize. In the first project we tested three
antimicrobial devices containing allylisothiocyanate (AITC) against growth of Penicillium
digitatum and Aspergillus parasiticus inoculated in sliced mozzarella cheese. The slices
were packaged in either a thermo-sealed plastic bag or a hermetically closed plastic
tray. The packages received the following devices: filter paper added AITC, sticker
containing AITC and sachet containing mustard meal and water. The AITC was added
at concentrations of 2, 4, 8 or 16 ppm (theoretical calculation of AITC production were
made with mustard flour and water). The treatments were compared to a control that
was not added AITC. The day when the fungal growth was visually detectable was
considered as the end of the product’s shelf life. Packages were inspected daily for 60
days. Visual growth of P. digitatum for the control was observed after 19.2 + 1.4 days in
bags and 26.6 £ 2.1 days in trays, whereas A. parasiticus was visually detectable after
41.4 + 1 7 days and 28.4 £ 1.517 days in bags trays, respectively. All AITC — treated
cheese did not present visual fungal growth for 60 days. However, AFB1 was present in
control (6.93 + 1,23mg / kg) and in the groups treated with AIT at 2ppm: paper filter with
0.030 £ 0,004 mg/kg; sticker with 0.56 + 0.127 mg/kg; and meal with water 2.015 +
0.049 mg/kg. These results demonstrate that all three antimicrobial devices tested were
able to increase the shelf life of the sliced mozzarella and to reduce the production of
AFB; by A. parasticus, increasing the food security of this product. The ability of AITC in
preventing mycotoxigenic fungi (Aspergillus parasiticus, Fusarium tricinctum, Fusarium
verticillioides, Alternaria alternata and Gibberella zeae) was evaluated in corns.
Therefore, the corn kernels were treated with gaseus AITC at concentration of 50, 100
and 500ppm in sealed flasks for 48 hours, then the AITC was released during 24 hours
and 100g of maize were inoculated with 10°conidia/g of either fungal species (each
fungal specie was inoculated in 3 different flasks for each dose). The flasks were kept at
23 ° C for 30 days prior to quantification of mycotoxins analyses by LC-MS. Doses of
mycotoxin were produced in all control groups (no AITC treatment): 119,74mg/kg of
aflatoxins, 10,84 mg/kg of enniatins; 4,18 mg/kg of fumonisin B;; 3,59 mg/kg of
alternariol; 2,73mg/kg of HT-2 and 3,28 mg/kg of zearalenone. All doses of AIT were
able to penetrate the corn grain and the residual dose remained in the grains after 24 h,
the flasks were open and were able to completely inhibit the production of mycotoxins
form the fungal species tested. This thesis has been demonstraded the ability of AITC
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incorporated in antimicrobial devices to increase the shelf life of mozzarella cheese.
Furthermore, it's proposed that low doses of AITC (£ 50 ppm) could be used as a
fumigantin packaging or in grains store silo to prevent the growth of mycotoxigenic fungi
in these products.

Keywords: Essential oil; cheese; corn; fungal deterioration; mycotoxins
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

Os fungos podem contaminar varias commodities agricolas e sdo os principais
responsaveis pela deterioracdo desses produtos. Além disso, muitos desses
microrganismos séo capazes de produzir metabdlitos secundarios conhecidos como
micotoxinas, 0s quais, em sua generalidade, apresentam alta toxicidade e estabilidade
térmica, podendo causar sérios danos a saude humana e dos animais (Abbaszadeh et
al., 2014). Os principais géneros produtores de micotoxinas em alimentos e ra¢des sdo
Aspergillus, Fusarium, Penicillium e Alternaria.

A Food and Agriculture Organization (FAO) relatou que mais de 120 paises
possuem regulamentacdo especifica para a presenca de micotoxinas em alimentos
(FAO, 2004). De acordo com o relatério anual do Rapid Alert System for Food and
Feed (RASFF), as principais notificacdes de rejeicdo de alimentos por alerta e perigo
em 2012 na Unido Europeia foram causadas pela presenca de micotoxinas em graos
(principalmente as associadas as aflatoxinas) (Marin et al., 2013).

A correta avaliagdo das perdas econdmicas causadas pela contaminacao por
micotoxinas € dificil de realizar, pois ainda ndo ha um modelo de notificacdo pratico e
coerente, com critérios a serem avaliados e considerados de maneira uniforme por
todos os paises. Esse modelo deve estabelecer uma relacdo direta entre as perdas
agricolas, o consumo de alimentos contendo micotoxinas e as doencas crbénicas
apresentadas por humanos e animais. Segundo Marroquin-Cardona (2014), estas
perdas econdémicas estdo associadas com a reducdo da qualidade de alimentos para
seres humanos, com as perdas na producéo animal (baixo ganho de peso animal) e
com o custo para o tratamento de micotoxicoses. Além disso, sao contabilizados os
gastos relacionados a deteccéo, identificacdo e quantificagdo dessas micotoxinas em
alimentos contaminados, aliados a estratégias para reduzir a exposi¢cdo dos alimentos

a esses fungos deteriorantes.



A agéncia americana Food and Drug Administration (FDA) estimou 0s custos
anuais dos EUA pela perda de grdos contaminados por micotoxinas em US$ 932
milhdes (CAST, 2003). Custos adicionais por esforcos na prevengao ou reducdo da
contaminacéo foram calculadas em US$ 466 milhdes. Além disso, a Unido Européia
publicou recentemente novos limites maximos de micotoxinas em diferentes produtos,
0 que gerou uma reducao na importacdo de milho americano, argentino e chinés de
aproximadamente US$ 300 milhdes (valor trés vezes maior do que se fossem adotados
0s padrdes norte-americanos) (Wu, 2014).

Dentro da cadeia de producdo alimentar ha trés etapas que podem auxiliar na
intervencdo de contaminacdo por fungos e, consequentemente, por micotoxinas em
alimentos (Leibetseder, 2006). As etapas se resumem em: prevenir a ocorréncia de
qualquer contaminagdo por microrganismos, determinar os pontos criticos de controle e
estabelecer os limites criticos. A maioria dos esforcos devem ser concentrados nas
duas primeiras etapas, visto que, uma vez presentes nos alimentos, € extremamente
dificil a eliminagdo de micotoxinas de forma prética.

Algumas abordagens para prevenir a produgdo de micotoxinas e o crescimento
fungico incluem estratégias de pré e pés-colheita, sendo utilizados métodos bioldgicos,
fisicos e quimicos. Os métodos fisicos de controle, como a refrigeracédo e a aplicacao
de embalagens sob atmosfera modificada (reducéo de O,) sédo eficazes para a inibicdo
do crescimento fungico, porém pouco viaveis para a estocagem de gréaos e farinaceos
(Holley e Patel, 2005).

Diferentes produtos quimicos tém contribuido como conservantes na preservacao
dos alimentos e na inibicdo de microrganismos patogénicos (Burt, 2004; Bakkali et al.,
2008). Os principais conservantes utilizados pela industria de alimentos para reduzir o
crescimento fungico sdo os sais derivados dos acidos soérbico, benzoico e propibnico
(Guynot et al., 2005). Além destes, também sédo utilizados o butil-hidroxi-anisol (BHA),
butil-hidroxi-tolueno (BHT) e o propilparabeno (Da Cruz et al., 2013). Contudo, muitos
desses conservantes quimicos tém sido relacionados com efeitos carcinogénicos e de
sensibilidade em consumidores (Chen et al., 2014). Muitos autores também tém

relatado alta incidéncia de resisténcia fungica frente a estes antimicrobianos
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(Abdelillahet al., 2013; Zabka et al., 2013; Abbaszdeh et al., 2014; Prakash et al.,
2015). Como alternativa para a utilizacdo dos conservantes quimicos em alimentos,
esta sendo estudada a aplicacdo de diversos 6leos essenciais derivados de plantas
(Regnault-Roger et al., 2012). Estes 6leos tém sido usados como agentes bactericidas,
fungicidas, antiparasitarios e inseticidas, com aplicacbes medicinais e cosméticas
(Bakkali et al.,, 2008). Plantas da familia Brassicaceae possuem compostos com
propriedades antimicrobianas relatadas desde a década de 1930 (Walker et al., 1937).
O isotiocianato de alila é um destes compostos, sendo um 6leo volétil capaz de inibir o
crescimento de bactérias (Shofram et al.,1998; Nadarajah et al., 2005); fungos (Harvey
et al., 2002; Dhingra et al., 2004) e protozoarios (Lage, 2009). Este composto pode ser
utilizado tanto na forma liquida quanto como agente de fumigagéo (Meca et al., 2012).
Em vista da necessidade de se preservar melhor os alimentos contra a
contaminacdo por fungos micotoxigénicos e deteriorantes, este trabalho teve como
principais objetivos 1) analisar a acao antifingica do isotiocianato de alila e da farinha
de mostarda oriental; 2) verificar a capacidade destes antimicrobianos em reduzir a
guantidade de micotoxinas produzidas por fungos; 3) validar a utilizacéo de dispositivos
antimicrobianos para aumentar o prazo de validade e a inocuidade do queijo mucarela

e 4) evitar o crescimento de fungos micotoxigénicos em milho.



CAPITULO 2

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PERDAS POR DETERIORACAO DOS ALIMENTOS E CUSTOS RELACIONADOS
COM A CONTAMINACAO POR MICOTOXINAS

Mesmo com 0s avangos nos programas de saneamento e servicos de inspecéo,
ainda ha grande risco no potencial de contaminacédo dos alimentos por microrganismos
patogénicos durante toda a cadeia de producdo (colheita, processamento,
armazenamento e distribuicdo) tanto em paises desenvolvidos como naqueles em
desenvolvimento (Silveira et al., 2012).

Diversos produtos alimentares, principalmente grdos e farindceos, séo
frequentemente contaminados por fungos tanto na pré quanto na pos-colheita, o que
pode resultar na perda da composicdo nutricional e no valor de mercado desses
produtos (Prakash et al., 2015). A situacdo é mais critica em regifes tropicais e
subtropicais por serem ambientes favoraveis ao crescimento de fungos e a producao
de micotoxinas. Além disso, se cuidados especificos ndo forem tomados durante o
transporte, armazenamento e nos processos de producdo, pode ocorrer um aumento
do estresse oxidativo nos fungos contaminantes de produtos agricolas, aumentando a
biosintese de micotoxinas (Prakash et al., 2015).

A contaminacdo agricola por fungos produtores de micotoxinas leva a uma perda
de 10% da producdo de diversos graos (Gerk e Braus, 2014). Robens e Cardwell
(2003) relataram que a perda de milho, amendoim e trigo pela contaminacdo por
aflatoxinas, fumonisinas e desoxinivalenol nos EUA é estimada entre US$ 0,5 e 1,5
bilhdo. J4& Vardon et al. (2003) estimam uma perda de US$ 500 milhBes por gréos
deteriorados nos EUA. Para os paises africanos, com a regulamentacdo para as
aflatoxinas, houve uma perda de US$ 670 milhdes para os produtores de alimentos
(Wu, 2014).



Os limites maximos de micotoxinas presentes nos graos e cereais se tornaram
mais restritos em diversos paises, principalmente na Comunidade Europeia (Wu,
2006). Desta maneira, duas consequéncias estdo previstas para 0s paises
exportadores, a primeira é a de que os alimentos de melhor qualidade ser&o
exportados, mantendo os graos de menor qualidade no mercado interno, resultando em
alto risco de exposicdo as micotoxinas pela populacdo local, em consequéncia dos
rigidos limites de exportagdo aplicados, os melhores grédos de paises menos
desenvolvidos poderao ser rejeitados, sinalizando desta forma, uma desvalorizacdo do

produto no mercado internacional (Wu, 2006).

2.2 CARACTERISTICAS GERAIS DAS MICOTOXINAS

A palavra “micotoxina” é derivada das palavras gregas mikes e toxina, que
significam fungo e veneno, respectivamente. Esses compostos se formam quando a
fase de crescimento do mofo chega a sua etapa final, estando muitas vezes associada
com a diferenciacao celular e a esporulacdo (Soriano, 2007). Mais de 400 micotoxinas
ja foram identificadas, porém as que recebem maior atencdo sdo as que possuem
propriedades carcinogénicas, hepatotdxicas, e teratogénicas (Igbal et al., 2014).

Atualmente, mais de 100 paises estabeleceram limites méaximos para as principais
micotoxinas em diversos alimentos (Wu, 2014). De maior importancia para o presente
estudo, sdo apresentados na Tabela 2.1 os limites maximos tolerados para diversas
micotoxinas em milho e em leite e derivados pelas legislacdes americana (FDA, 2011),
brasileira (RDC N°7, ANVISA, 2011) e europeia (EC, 2007).

Algumas micotoxinas sdo consideradas mais importantes na atualidade devido a
sua reconhecida toxicidade como as aflatoxinas (AFs), fumonisinas (FBs), zearalenona
(ZEA), ocratoxina (OTA), patulina (PAT) e alguns tricotecenos. Contudo, existe também
um grupo de compostos bioativos chamados de emergentes ou micotoxinas menores,
pois ndo sao rotineiramente analisadas e ndo sao legisladas. No entanto, observa-se
que a sua presenca como contaminantes de alimentos € bastante recorrente

(Vaclavikova et al., 2013). Neste grupo, estdo classificadas micotoxinas como as
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eniatinas (eniatina A, eniatina A;, eniatina B, eniatina B;), fusaproliferina (Fusa),
beauvericina (BEA), esterigmatocistina, citrinina e o &acido ciclopiazénico (ACP)
(Richard et al., 2009).

Tabela 2.1 - Limites maximos toleraveis de micotoxinas em milho, leite e derivados lacteos de acordo
com FDA — Regulatory Guidance for Mycotoxins/2011; RDC n°7, 2011 da ANVISA; e Comisséo

Europeia n° 1881/2006.

Legislacéo Alimentos Micotoxinas Teores Maximos (ug/kg)
Americana
Leite Aflatoxina My 0,5
Gréos de milho Aflatoxinas B1,B2,G1,G> 20
Alimentos a base de milho Aflatoxinas B1,B2,G1,G> 20
Farinha de milho* Fumonisinas B1,B»,B3 2,000
Farinha de milho** Fumonisinas B1,B»,B3 4,000
Milho para pipoca Fumonisinas B1,B2,B3 3,000
Gréos de milho na alimentagdo Desoxinivalenol 5,000
Brasileira
Leite fluido Aflatoxina My 0,5
Leite em po Aflatoxina My 5,0
Queijos Aflatoxina My 2,5
Milho Aflatoxinas Bi, B2, G1, G2 20
Milho em gréo Aflatoxinas Bi, By, G1, G2 20
Milho de pipoca Fumonisinas (B1+B>) 2,000
Farinha de milho Fumonisinas (B1+B>) 1,500
Alimentos a base de milho* Fumonisinas (B1+B>) 1,000
Amido de milho e produtos a base de milho Fumonisinas (B1+B2) 1,000
Milho em gréos para processamento Fumonisinas (B1+B>) 5,000
Milho de pipoca Zearalenona 150
Alimentos a base de milho Zearalenona 300
Milho em gréos para processamento Zearalenona 400
Milho em gréo Desoxinivalenol 3,000
Milho em gréo para processamento Desoxinivalenol 3,000
Europeia
Leite cru Aflatoxinas M 0,050
Derivados lacteos Aflatoxinas M 0,050
Milho para processamento Aflatoxina B, 5,0
Milho para processamento Aflatoxina By, B,,G1,G> 10
Milho néo transformado Desoxinivalenol 1,750
Fracdes > 500 micron de milho Desoxinivalenol 750
Fragbes < 500 micron de milho Desoxinivalenol 1,250
Milho n&o transformado Zearalenona 350
Milho para consumo direto Zearalenona 100
FragBes > 500 micron de milho Zearalenona 200
Fragdes < 500 micron de milho Zearalenona 300
Milho n&o transformado Fumonisinas (B1 e By) 4,000
Milho para consumo direto Fumonisinas (B1 e By) 1,000
FragBes > 500 micron de milho Fumonisinas (B1 e By) 1,400
Fragdes < 500 micron de milho Fumonisinas (B e By) 2,000

* Farinha de milho com teor de gordura < 2,25% da base em matéria seca.

** Farinha de milho com teor de gordura = 2,25% da base em matéria seca.



No ano de 1993, a International Agency of Research on Cancer (IARC) classificou
varias micotoxinas de acordo com 0s seguintes grupos: Grupo 1) agente cancerigeno
para os seres humanos; Grupo 2) agente provavelmente cancerigeno para o0s seres
humanos; existem evidéncias limitadas para seres humanos, mas suficientes para
animais; Grupo 2B) agente possivelmente cancerigeno; a evidéncia em seres humanos
€ limitada e ndo ha provas suficientes em animais experimentais; Grupo 3) Nao
classifichAvel como agente cancerigeno para os seres humanos e néo pode ser incluido
em um outro grupo; Grupo 4) Agente provavelmente ndo cancerigeno para humanos;
h& evidéncias que sugerem a falta de carcinogenicidade em humanos e em animais
experimentais (IARC, 2014). A Tabela 2.2 apresenta a classificacdo das principais

micotoxinas segundo a sua carcinogenicidade e os fungos produtores.

Tabela 2.2 - Principais micotoxinas e classificacdo em funcdo da sua carcinogenicidade.

Micotoxinas Espécies micotoxigénicas Classificagao IARC

Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus,

Aspergillus nomius !

Aflatoxinas

Fusarium verticillioides, Fusarium

Fumonisinas B, e B, proiferatum, Fusarium monoliforme 28
OTA Aspergillus o_chr_aceus, Aspergillus niger, B
Penicillium verrucosum
T-2 € HT-2 Fusarium sporotrlphlmdes', Fu_sarlum poae, 3
Fusarium equisetie
DON Fusarium graminearum, Trichotecium sp., 3
Myrothecium sp.
ZEA Fusarium graminearum, Fusarium tricinctum 3

Ocratoxina (OTA), DON (desoxinivalenol), ZEA (zearalenona). Fonte: IARC, 2014.

A presenca e 0 perigo associado com a ingestdo de uma micotoxina podem ser
determinados somente depois da sua extracdo e quantificacdo, porque a presenca do
fungo n&o garante a presenga de uma micotoxina. Além disso, uma micotoxina pode
continuar presente no produto alimentar mesmo apos a erradicagdo do fungo por uso

de antimicrobianos ou processos térmicos. Alguns fungos também sdo capazes de



produzir mais de uma micotoxina e uma determinada micotoxina pode ser formada por
mais de uma espécie fungica (Catrrillo, 2003).

As contaminacdes de alimentos por aflatoxinas tém sido analisadas com frequéncia
desde o inicio da década de 1960 devido ao seu alto poder carcinogénico e de
genotoxicidade. Entre as aflatoxinas, a aflatoxina B; (AFB;) é a mais tOxica para os
mamiferos, podendo causar hepatite toxica, hemorragias, edemas, imunossupressao e
carcinoma hepético (Igbal et al., 2014). As aflatoxinas s@o produzidas por fungos do
género Aspergillus sp., mais especificamente Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus
e Aspergillus nomius (Ashig, 2014). As micotoxinas produzidas por esses fungos sao
AFB; (figura 2.1), AFB,, AFG; e AFG,. As aflatoxinas M; e M, sdo as formas oxidadas
da AFB;, formadas no trato digestorio de ruminantes e encontradas no leite, urina e
fezes desses animais (Heidtmann-Bemvenuti et al., 2011). O Aspergillus flavus produz
somente aflatoxinas B, enquanto as outras duas espécies produzem ambas aflatoxinas
B e G (Kiessling, 1986; Wu, 2006; Ashiq, 2014).

@) O/CH3

Figura 2.1 - Estrutura quimica da aflatoxina B; (AFB,).

A zearalenona (ZEA) (figura 2.2), previamente conhecida como toxina F-2, é uma
micotoxina estrogénica nao-esteroidal sintetizada por alguns fungos do género
Fusarium em paises de clima quente ou temperados. Os fungos produtores de ZEA
contaminam, em sua grande maioria, o milho, mas também sdo encontrados em
cevada, aveia, trigo, sorgo, mileto e arroz (Warth et al., 2013). Esta micotoxina é capaz
de estimular o crescimento de células do cancer de mama humano que sao
dependentes de estrogénio (Ahamed et al.,, 2001). Esta micotoxina é também

imunotoxica e genotoxica, capaz de induzir a formacao de ligagdes quimicas no DNA
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de culturas in vitro de linfocitos bovinos e fragmentacdo do DNA em células DOK, Vero
e Caco-2 (Borchers et al., 2010; Ashiqg, 2014).

OH O  CHs

HO

O

Figura 2.2 Estrutura quimica da zearalenona (ZEA).

As fumonisinas (FBs) sdo micotoxinas produzidas por fungos do género Fusarium,
especialmente o Fusarium verticillioides e Fusarium proliferatum. Desde o
descobrimento das FBs em 1998, 28 moléculas desta familia foram descritas. Os
compostos classificados na série B, fumonisinas B; (FB;) (figura 2.3), B, (FB,) e Bs
(FB3), sdo as mais abundantes e comumente encontrados em grdos. A FB; é o
composto mais téxico deste grupo e é responsavel por 70% da contaminacao de
alimentos por fumonisinas no mundo (Scott, 2012). Estas micotoxinas sdo associadas
com a leucoencefalomalacia (LEM) equina, edema pulmonar em suinos e
hepatocarcinoma em ratos, além de estarem relacionadas com a inibicdo da sintese de
esfingolipidios e proporcionarem maior risco de cancer de es6fago em humanos.
Considerando todos esses fatores em conjunto, a IARC descreveu a FB; como
pertencente a classe 2B, ou seja, possivelmente carcinogénica para humanos. O F.
verticillioides e F. proliferatum sdo patégenos de cereais encontrados em todo o
mundo, que causam doencas durante a germinacdo, causando o apodrecimento da

raiz, do caule e do grao (Cendoya et al., 2014).
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Figura 2.3 Estrutura quimica da fumonisina B; (FB,).

O termo tricoteceno é derivado de tricotecina, que foi um dos primeiros membros
caracterizados desta familia. Todos os tricotecenos contém um esqueleto 12,13-
epoxitricoteceno e uma ligacao olefinica em comum, com vérias substituicdes em suas
cadeias laterais. Os tricotecenos constituem uma familia de mais de 60 metabdlitos
sesquiterpendides produzidos por uma variedade de géneros fungicos, incluindo
Fusarium, Myrothecium, Phomopsis, Stachybotrys, Trichoderma e Trichothecium
(Escriva, Font e Manyes, 2015). As toxinas T-2 e HT-2 pertencem aos tricotecenos do
grupo A, e sdo encontradas em trigo, milho, aveia, cevada, arroz, feijdo e soja. Estas
micotoxinas sdo produzidas pelas espécies Fusarium sporotrichioides, Fusarium poae,
Fusarium equisetie, Fusarium acuminatum (Heidtmann-Bemvenuti et al., 2011).

O desoxinivalenol (DON), também conhecido como vomitoxina, € uma micotoxina
pertencente ao tipo B dos tricotecenos. O DON (figura 2.4) é encontrado
predominantemente em trigo, cevada e milho, e com menor frequéncia em aveia, arroz,
centeio e sorgo. Esta micotoxina pode ter efeitos adversos agudos e crénicos. Apés a
administracdo aguda, o DON produz dois efeitos toxicologicos caracteristicos:
diminuicdo do consumo de alimento (anorexia) e émese. Apesar de ter menor
toxicidade do que outros tricotecenos, o DON € a toxina deste grupo que apresenta
maior prevaléncia (Richard et al., 2009). Os efeitos crénicos da DON estdo
relacionados com o sistema imunologico e citotoxicidade em uma variedade de
espécies animais. Nos suinos, o baixo desempenho produtivo ocorre pelas alteracdes
nos niveis bioquimicos e hematoldgicos, induzindo diarreia hemorragica e choque
circulatorio (Streit et al., 2012; Gerez et al., 2015).
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Figura 2.4 Estrutura quimica do desoxinivalenol (DON).

As eniatinas (Figura 2.5) foram descobertas em 1947, através de uma cepa de
Fusarium oxysporum (Gammelsrud et al., 2012). Sao sintetizadas por diferentes
espécies de Fusarium (F. avenaceum; F. poae e F. tricinctum) (Logrieco et al., 2002) e
encontradas em diversos graos (Blesa et al., 2012). Sdo compostos lipofilicos e com
propriedades iondéforas, facilmente incorporadas nas membranas celulares em baixas
concentragbes. Estas micotoxinas atuam formando estruturas diméricas que
transportam ions monovalentes através das membranas celulares, particularmente da
membrana mitocondrial, alterando o equilibrio ibnico e o pH fisiolégico. Dentro da
célula, as forcas eletroquimicas conduzem as toxinas para as organelas
micotocondriais, induzindo a apoptose celular (Uhlig et al., 2006; Gammelsrud et al.,
2012). Existem outros grupos de mitocotoxinas importantes que nao sao

regulamentadas que estdo descritas no Quadro 2.1.

Figura 2.5 Estrutura quimica da eniatina B (ENB).
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Quadro 2.1 Exemplos de micotoxinas, suas caracteristicas quimicas e patogenicidade.

l\_lome c_la Fungo produtor Efeito na sal_Jde Estrutura quimica Referéncias
micotoxina humana e animal
Género Fusarium Nascimento et al.,
o Imunossupressora, 2001; Heidtmann-
(F. sporotrichioides, ~ :
T-2 F degeneracéo de Bemvenutiet al.,
- .poae, F. L ; L
L condrécitos em 2011; Escriva,
equisetie, frangos de corte Font e Manyes
F.acuminatum) 9 ’ 2015 yes,
Aumento da
Género Fusarium incidéncia do cancer
. (F. cerealis, F no esdfago e no Tatsunc_;et al,
Nivalenol : o « RO 1968; Hsia et al.,
(NIV) crookwellence, F. estdbmago; inibicao 2004; Luongo et
poae, F. culmorum da producéo de aI’ 2008
e F. graminearum) células de defesa v ’
em humanos.
Problemas no trato L:\ljoer:;rll'ég?n
Géneros Penicillium gastrplntestmal, rns OH 2012; Ismaiel e
e figado, danos
Patulina (P. expansum), geluléres Tharwat., 2014,
(PAT) Aspergillus e (citotoxicidade e 0 =6 Zhang e Talalay,
Byssochlamys . = 1994; Cunha et
apoptose) além de O al., 2014; Zhu et
sinais neurotéxicos. al.. 2015.
Alteracdo no sistema
nervoso central,
contracdes
Gé Clavi musculares, Desjardins e
?ge;)%srpufg;):ips alteracdes na Hohn, 1997;
Alcalbides Neotyhodium pi:ﬁii?)gssui)nrglsjfs%eo& Lorezr(l)z()gF al.
de ergot (N.coilnclJplblalum, reducédo na lactagéo, Panaccione,
- lolii) problemas no 2005; Richard,
sistema reprodutor, 2009.
alucinagoes,
vasoconstricdo e
gangrena.
Monascus Alteragdo no sistema 2 oH .
purpureus; P. renal (tubulos Yuet gl._2006,
L ; A N P Bouslimi et al.
L citrinum; P. proximais), Ho : o
Citrinina . 5 2008; Jia et al.
expansum; P. toxicidade celular e U
" “y, 2010; Liao et al.
verrucosum e estimulo ao < 2014
Aspergillus sp. citocromo C. '

2.3 DEFINICAO E CONSERVACAO DE QUEIJO MUCARELA

O principal tipo de queijo de massa filada produzida no Brasil € a mucarela, a qual

€ frequentemente utilizada no preparo de pratos quentes, sanduiches e pizzas. Este
12



tipo de queijo necessita apresentar propriedades funcionais, como o bom fatiamento,
derretimento e estiramento (Coelho, 2012; Pizaia et al., 2003; do Valle et al., 2004).

O Regulamento de Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA) de 1952, em seu Art. 598, define o queijo como produto fresco ou maturado
gue se obtém por separacdo parcial do soro do leite ou leite constituido (integral,
parcial ou totalmente desnatado) ou de soros lacteos, coagulados pela acao fisica do
coalho, enzimas especificas de bactérias especificas, de 4cidos organicos, isolados ou
combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem agregacao de
substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente
indicados, substancias aromatizantes e materiais corantes.

A Associacdo Brasileira de Industrias de Queijo (ABIQ) informou que foram
produzidos 867,1 mil toneladas de queijos no Brasil em 2011, sendo o queijo mugarela
o tipo de queijo mais produzido (confome a figura 2.6). Em 2013, foram consumidas
1,032 milhdo de toneladas de queijos no Brasil, sendo apenas 3% deste total em
gueijos importados (ABIQ, 2014).
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Tipos de queijos

Figura 2.6 Tipos e percentual quantitativo de queijos produzidos no Brasil em 2011. Fonte: ABIQ, 2014.

Para manter os padrbes de higiene e inibir o crescimento de microrganismos

patogénicos em queijo mucarela, a indastria pode utilizar compostos como o nitrato de

13



sodio e o nitrato de potassio (Perry, 2004; Silva, 2005). Ao final da producédo, o queijo
mucarela € embalado com materiais plasticos que diminuem ou retiram por completo o
oxigénio que estd em contato com o0 queijo, inibindo o crescimento de bactérias
proteoliticas e de fungos filamentosos. Além disso, esse queijo deve ser armazenado
em ambientes sob refrigeracdo. No final do seu processamento, 0 queijo mucarela
deve apresentar em média 43% a 46% de umidade, 22% a 24% de gordura, 1,6% a
1,8% de teor de NaCl e o pH entre 5,1 a 5,3 (Furtado e Lourengo Netto, 1994; Silva,
2005).

2.3.1 DETERIORACAO DO QUEIJO MUCARELA POR FUNGOS FILAMENTOSOS

Durante a transformacao do leite em queijo, ocorre além da oxida¢&o da lactose, a
reducdo do oxigénio dissolvido, transformando o seu interior em um ambiente
anaerébico. Portanto, microrganismos aerébicos estritos como Pseudomonas,
Brevibacterium, Bacillus, Micrococcus e fungos filamentosos sO conseguem se
desenvolver na superficie dos queijos (Perry, 2004). Apesar de que a grande maioria
dos queijos em bloco é embalada a vacuo, € uma pratica comum no Brasil o
fracionamento destas pecas em fatias, que sao acondicionadas aerobicamente em
bandejas. Assim, a contaminacao por fungos em queijo mucarela é bastante comum,
provocando problemas significativos de qualidade neste produto e gerando perdas
econdbmicas para a industria, o comércio e o consumidor final. Além disso, muitos
destes fungos podem ser produtores de micotoxinas, representando assim um grande
risco para a saude do consumidor (Kure et al., 2001; Banjara, Suhr e Hallen-Adams,
2015). Mesmo os queijos em forma de blocos embalados a vacuo, podem conter
particulas de oxigénio devido a perda de impermeabilidade ou por falha no momento da
retirada do oxigénio da embalagem, permitindo assim, o crescimento de fungos (Kure
et al., 2001).

A contaminag¢do microbiana dos queijos pode ser proveniente de diversas fontes,
como a salmoura, 0s pisos, 0s materiais de embalagens, as facas e utensilios de corte,

a camara fria e até o ar ambiente das salas de producdo (Kousta et al., 2010). De
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acordo com o Ministério de Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 1996) os
gueijos devem ser inspecionados em todas as fases, desde o seu local de origem
(producéo leiteira), industrias e nos locais onde serdo vendidos ou consumidos.

A presenca de micotoxinas nos queijos € resultante de trés razfes: presenca da
aflatoxina AFM; no leite, proveniente de animais que se alimentaram de racoes
contaminadas com AFB; (Heidtmann-Bemvenuti et al., 2011); a sintese de micotoxinas
por esporos fungicos que estdo presentes no ambiente das fabricas e a producédo de
micotoxinas por fungos que séo utilizados na fabricacao de queijos curados (O Brien et
al., 2004).

Ha& um ndamero limitado de espécies de fungos que sdo capazes de provocar
deterioragdo no queijo, pois essas sao bem adaptadas ao teor de gordura e ao
ambiente de baixo pH (Hocking, 1992). O género Penicillium sp. € o maior causador de
deterioracdo em queijo mucarela por conta da sua adaptacdo e crescimento nesta
matriz alimentar (Noori et al., 2012), sendo ele encontrado em 60 a 80% dos queijos
contaminados (Varnam et al., 1994). A espécie mais importante é o P. nordicum, um
dos principais fungos isolados no queijo mucarela e um dos produtores de ocratoxina
(Hymery et al., 2014), uma micotoxina estavel no queijo (Pattono et al., 2011). Além
dessa, outras espécies podem ser encontradas, como o P. commune; P. digitatum; P.
glabrum; P. nalgiovense; P. verrucosum; P. solitum; P. roqueforti; P. crustosum; P.
atramentosum; P. chrysogenum, além do género Aspergillus (A. versicolor; A.
parasiticus), Cladosporium (C. cladosporioides e C. herbarum) e Phoma sp. (Hocking e
Faedo, 1992; Sengunet al., 2008).

O ambiente das fabricas de queijos pode ser caracterizado como uma fonte de
contaminacao dos queijos ali produzidos (Basilico et al., 2001). No trabalho de Kure
(2001), foram confirmadas as cepas de Penicillium commune, Penicillium palitans,
Penicillium roqueforti e Penicillium solitum nos blocos de queijos. Todas as cepas foram
encontradas no comeco e no final da linha de producéo, nos aparelhos utilizados para
0 corte e no sistema de ar da fabrica. J& nos setores de matéria prima e embalagens,

0s niveis de contaminacao foram baixos.
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2.4 DETERIORACAO DO MILHO POR FUNGOS FILAMENTOSOS

A producao de cereais (incluindo o trigo, soja, arroz e o milho) desempenha um
papel extremamente importante para o fornecimento mundial de alimentos, visto que
estes produtos representam cerca de 50% do total da ingestao de calorias pelos serem
humanos (FAO, 2003). A figura 2.7 demonstra 0 aumento das areas na producao de

diversas commodities e o redimento da producéao.
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Soja Milho Algodao Arroz
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Figura 2.7 Aumento anual das areas plantadas e no respectivo aumento do rendimento de diferentes
graos. Fonte: FAO, 2003.

A producao brasileira de graos da safra 2014/2015 pode chegar a 204,5 milhdes de
toneladas, acréscimo de 5,6% (10,9 milhdes de toneladas a mais) em relacdo a safra
de 2013/2014, quando alcangou 193,62 milhdes de toneladas (CONAB, 2015).

De acordo com a LSPA (Levantamento Sistematico da Produgédo Agricola) o arroz,
milho e soja, sdo os principais grdos da safra de 2015, resultando em 91,6% da
estimativa da producgéo e respondendo por 85,5% da area de plantio (LSPA, 2015). O
Departamento de Economia Rural (DERAL) estima que a colheita da safra de milho no
estado do Parand em 2015 sera de aproximadamente 10,78 milhdes de toneladas,

3,8% acima das 10,39 milhdes de toneladas colhidas no ano anterior. O valor bruto da
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producédo (VBP) no Parana em 2014 alcancou R$ 5,3 bilhdes (DERAL, 2015). No
consumo de milho destinado a producéo de racdo animal, estima-se que 51,0% deste
total seja direcionado ao setor avicola; 33,0% a suinocultura; 11,0% & pecudria,
principalmente de leite; e 5,0% a producdo da racdo para as outras espécies animais
(Embrapa, 2015).

A exposicdo dos graos de milho aos fungos do ambiente acontece desde o campo
devido ao contato com microrganismos presentes no solo e agua, trazidos pelo vento e
por processos de irrigacdo, respectivamente (Millis, 1989). ApGs o crescimento destes
fitopatogenos nas sementes do milho, muitas caracteristicas de qualidade s&o
afetadas, reduzindo o desempenho na germinacdo e no vigor, além de promover uma
deterioracdo mais rapida dos grdos durante o seu armazenamento (Smith e Berjak,
1995).

Muitos fungos também se encontram no ambiente de estocagem (Tabela 2.3) e o
crescimento destes organismos € determinado por fatores ambientais, como altas
temperaturas (entre 15°C a 30°C), alta umidade relativa do ar (entre 60 e 95%), alta
atividade de agua do gréo (superior a 0.9) e a concentracdo do agente patogénico no
ambiente (Pezzini et al., 2005; Santin et al., 2010; Dionello et al., 2012).

Tabela 2.3 Algumas spécies produtoras de micotoxinas e a sua temperatura ideal de crescimento.

- . ) Temperatura para crescimento
Espécies Micotoxinas P P

°C

Alternaria alternata Alternariol 25

Aspergillus flavus Aflatoxinas 33
Aspergillus ochraceus Ocratoxina A 25-30

Penicillium verrucosum Ocratoxina A 25

Fusarium graminearum Deoxinivalenol 30

Fusarium culmorum Deoxinivalenol 26

Fusarium oxysporum Zeralenona 28
Fusarium acuminatum HT-2 20-30
Fusarium poae T-2 20-30
Fusarium thapsinum Moniliformina 25-30

Fonte: Jimenez (1996), Medina e Margan (2011), Popovski (2013).
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De acordo com Santin (2010), a contaminacdo dos grdos pode ocorrer em
diferentes momentos da producéo, onde a presenca de fungos do género Fusarium e
Alternaria sdo encontrados no campo e os fungos do género Penicillium e Aspergillus

sédo encontrados nos ambientes de secagem e estocagem.

2.5 CONSERVACAO DE ALIMENTOS

Nos ultimos anos, os consumidores estdo se tornando mais conscientes sobre a
gualidade da sua alimentacdo e estdo atentos ao excesso de conservantes e aditivos
guimicos por parte das indastrias de alimentos. Apesar de eficientes para combater o
crescimento de microrganismos deteriorantes e patogénicos, estes compostos Sao
percebidos como prejudiciais a saude humana. Assim, existe atualmente uma
incessante procura por produtos naturais capazes de substituir os conservantes
sintéticos (Militello et al., 2011).

Visando a seguranca alimentar e a preservacdo da sua qualidade nutricional e
sensorial, técnicas estdo sendo desenvolvidas com o objetivo de prevenir o
crescimento e a proliferacdo de microrganismos patogénicos na superficie e no interior
dos alimentos (Tunc et al., 2007). Atualmente, na industria de alimentos, para evitar a
contaminacao por esporos fungicos, adota-se o uso de técnicas de preservacao de
alimentos com o uso de embalagens em atmosfera modificada, radiacéo e a adicao de
acidos organicos como acidos propibnico, benzdico e sorbico (Passarinho et al., 2014).

A incorporacdo de antimicrobianos junto aos materiais de embalagens € um tema
bastante atual, que permite a gradual difusdo do composto antimicrobiano no ambiente
da embalagem, diminuindo a necessidade de adicionar conservantes diretamente no
alimento. Contudo, as aplicagbes de compostos antimicrobianos em embalagens séo
limitadas por fatores como a viabilidade dos compostos antimicrobianos, a dificuldade
em encontrar bons polimeros que sirvam como embalagem e carreadores do
antimicrobiano concomitantemente, e pela burocracia legislativa de diversos paises (Jin
et al., 2011).
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Outro fator que compromete a vida de prateleira dos alimentos é a presenca de
oxigénio em alimentos embalados. O oxigénio € responsavel pela oxidacdo dos
componentes alimentares e proliferagdo de bactérias e fungos aerobios, resultando em
perdas de qualidade devido a mudangas no sabor, cor, textura e valor nutritivo do
alimento (Realini e Marcos, 2014). Estes problemas podem ser evitados ou reduzidos
com a utilizacdo de embalagens em atmosfera modificada (vacuo ou troca do ar por
outros gases, como N, e CO,). No entanto, nem sempre a retirada do oxigénio é
completa (Véronique, 2008). O uso combinado de sequestradores de oxigénio com a
embalagem de atmosfera modificada ou embalagem a vacuo garante a remocao de
guase 100% do oxigénio no espaco interno da embalagem (Realini e Marcos, 2014).

O interesse por compostos naturais com propriedades antimicrobianas esta
crescendo, por serem considerados mais saudaveis e sustentaveis em relacdo ao uso
de compostos sintéticos (Davidson, Critzer e Taylor, 2013). Muitos destes compostos
possuem boas caracteristicas para serem utilizados em embalatens bioativas de
alimentos contra o crescimento de microrganismos deteriorantes e patogénicos
(Balaguer et al., 2013).

2.5.1 Oleos Essenciais

Muitas plantas sdo ricas em Oleos essencias biologicamente ativos, que
apresentam atividade antibacteriana, antifingica, antiparasitaria e inseticida (Turgis et
al., 2012; Prakash et al., 2015). Estes metabdlitos secundarios auxiliam na defesa das
plantas contra patdgenos e demonstram uma excelente inibicdo contra diversas
espécies de bactérias, fungos e insetos (Davidson et al., 2013).

Os Oleos essenciais sdo compostos naturais de grande interesse para a industria
de alimentos por serem um grupo de antimicrobianos de amplo espectro e devido ao
seu status de segurancga para o consumo - GRAS (Generally Recognized as Safe)
(Chen et al., 2014). Varios mecanismos de acdo tém sido propostos para explicar a

atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais. Devido a sua lipofilicidade, os Oleos

essenciais promovem danos a membrana celular tornando-a mais permeavel,
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causando um desequilibrio eletrolitico, alterando o pH e a homeostase celular, levando

ao extravasamento do conteudo intracelular (Silveira et al., 2012).

2.5.1.1 Oleos essenciais derivados de glucosinolatos e sua atividade biolégica

Os glucosinolatos (GLs) sdo metabdlitos secundarios presentes em vegetais da
ordem Brassica derivados de aminoacidos, com a adicdo de enxofre e uma molécula
de glicose (Hounsome et al., 2008). Os glucosinolatos possuem a particularidade de
serem 0s precursores dos isotiocianatos (ITCs), um grupo que possui substancias
naturais com grande interesse cientifico por suas numerosas propriedades bioativas. O
consumo de alimentos ricos em GLs é relacionado com a prevencédo de determinados
tipos de cancer. Os ITCs promovem uma protecdo contra 0 estresse oxidativo e a
ativacdo de enzimas relacionadas com a desintoxicacdo de agentes carcinogénicos
(Johnson, 2002).

Nas células vegetais, 0s glucosinolatos se encontram armazenados em vacuolos e
séo liberados quando ocorre algum dano celular. Entdo, esses compostos entram em
contato com a enzima mirosinase (B-tioglicoseglucohidrolase, EC 3. 2. 1. 147), que se
encontra ligada a membrana plasmatica. A mirosinase converte os GLs em ITCs na
presenca de 4gua (Dai & Lim, 2014). Devido a grande variedade de glucosinolatos e a
elevada especificidade entre enzima e substrato, existem distintas mirosinases em
funcao do tipo do vegetal. Como exemplo, as mirosinases obtidas a partir de sementes
de mostarda branca (Sinalpis alba) tem atividade 6tima em pH entre 4,2 e 6,0 e
temperatura de 60°C (Travers-Martin et al., 2008). A figura 2.8 demonstra a estrutura

geral dos glucosinolatos e os seus produtos de degradacao enzimatica.
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Figura 2.8 Estrutura geral dos glucosinolatos e os seus produtos de degradacdo enzimética (Vig, 2009).

Quando a mirosinase degrada os glucosinolatos, forma-se uma molécula
intermediaria (aglicona), altamente instavel, que se rearranja formando diferentes
produtos finais dependendo das condigbes do ambiente, como epitionitrilos, nitrilos,
tiocianatos e isotiocionatos. Estes Ultimos possuem uma potente atividade fungicida,
bactericida, inseticida e nematocida (Vig et al., 2009).

O isotiocianato de alila (AIT), o qual é derivado do glucosinolato sinigrina, é o
produto mais estudado dessa familia de compostos. O AIT é um composto volatil,
caracteristico das sementes de mostarda marrom (Brassica juncea) e negra (Brassica
nigra), com sabor e odor altamente pungentes. Este composto € capaz de inibir o
crescimento de fungos toxigénicos dos géneros Penicillium (Tunc et al., 2007),
Alternaria, Fusarium e Aspergilus (Meca et al., 2012; Azaiez et al., 2013; Hontanaya et
al., 2015), assim como as bactérias Escherichia coli O157:H7 (Nadarajah et al., 2005),
Listeria monocytogenes (Lara-Lledo et al., 2012) e Salmonella (Chen et al., 2014).

No ano de 2005, a empresa Mitsubishi desenvolveu um dossié cientifico para
demonstrar ao Food and Drug Administration que o AIT é um composto seguro para o
uso na industria alimenticia (GRAS). As conclusdes foram positivas e o AIT foi isento
dos requisitos de aprovacdo prévia para comercializacdo (Mitsubishi-Kagaku Foods
Corporation, 2005).0 uso do isotiocianato de alila tem sido avaliado por um comité
composto por especialistas da Joint FAO/WHO Expert Committee of Food Additives e
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pela agéncia de seguranca alimentar europeia (EFSA). A EFSA emitiu um parecer
cientifico sobre a seguranca do uso de isotiocianato de alila como conservante de
alimentos através de sua adicdo em embalagens. Uma das conclusdes deste parecer
cientifico foi o estabelecimento da Ingestdo Diaria Admissivel (IDA) do isotiocianato de
alila em 0,02mg/kg de peso corporal/dia (EFSA, 2010).

A acdo antimicrobiana do AIT acontece principalmente por conta da sua estrutura
quimica altamente reativa, que, atraveés de seu carbono central eletrofilico, pode reagir
com aminas, tidis e hidroxilas de aminoacidos, peptideos e proteinas, formando
carbamatos, tiocarbamatos e tioureia (Zhang e Talay, 1994; Verma, 2003; Cejpek,
Valusek e Velisek, 2000). Kojima e Ogawa (1971) demonstraram que o AlT é capaz de
inibir a acdo do citocromo C, uma enzima essencial da cadeia fosforilativa de elétrons,
e consequentemente poderia inibir a formacdo de ATP. Além disso, foi comprovado
gue o AIT inibe a catélise da tioredoxina redutase e do acetato quinase de Escherichia
coli, enzimas que estdo relacionadas com a formagédo de &cidos nucleicos e ATP,
respectivamente (Luciano e Holley, 2009). Também foi demonstrado que o AIT causa
desestabilizacdo da membrana de bactérias, interferindo no metabolismo energético
desses organismos (Eun-Sook Ahn et al., 2001).

O uso do isotiocianato de alila na sua forma volatii vem sendo aplicado em
embalagens ativas, como no trabalho de Lee (2005), onde o AIT foi aprisionado em
ciclodextrinas para evitar a sua volatilizacdo. Quando a embalagem foi exposta a
condi¢cBes de elevada umidade, as ciclodextrinas alteraram a sua estrutura, para liberar
0 agente antimicrobiano na atmosfera que envolve o alimento. O AIT esta sendo
aplicado como um agente antimicrobiano em diversas matrizes alimenticias, como nos
gréos de milho (Azaiez et al., 2013), arroz (Isshiki et al., 1992), queijos (Pires et al.,
2009) e até em frutas (Ugolini et al., 2014).

Tendo em vista o potencial do AIT contra o desenvolvimento fangico, bem como a
inibicdo da producéo de micotoxinas, esta dissertacéo esta dividida em dois projetos. O
primeiro projeto teve como objetivo desenvolver e testar trés dispositivos
antimicrobianos contendo isotiocianato de alila contra o crescimento de Penicillium

digitatum e Aspergillus parasiticus inoculados em fatias de queijo mucarela. O segundo
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projeto teve como objetivo avaliar o AIT como um agente de fumigacdo contra o
crescimento e a produgcdo de toxinas dos fungos Aspergillus parasticus, Fusarium

tricinctum, Fusarium verticillioides, Alternaria alternata e Gibberella zeae em graos de

milho.
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CAPITULO 3
DISPOSITIVOS CONTENDO ISOTIOCIANATO DE ALILA CONTRA O
CRESCIMENTO DE FUNGOS DETERIORANTES E MICOTOXIGENICOS EM
QUEIJO MUCARELA
RESUMO

Fatias de queijo mucarela sdo muito susceptiveis a contaminacdo por fungos, e o
crescimento visual desses microrganismos é um fator determinante para a vida Uutil
desse produto e para o consumo humano. Fungos do género Penicillium sdo alguns
dos mais prevalentes no queijo mucarela fatiado, mas outros fungos potencialmente
perigosos podem crescer em versfes mais sofisticadas, como 0 queijo mugcarela
adicionado de castanhas ou frutas desidratadas. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver e testar trés dispositivos antimicrobianos contendo isotiocianato de alila
(AIT) para controlar o crescimento de Penicillium digitatum e Aspergillus parasiticus
(produtor de aflatoxina B1) inoculados em fatias de queijo mucarela. Fatias de queijo
mucarela, de aproximadamente 18g, foram inoculadas com cada um dos géneros de
fungos em 9 pontos equidistantes utilizando 10 pl de uma solucdo contendo 10°
esporos/mL. As fatias de mucarela foram embaladas em sacos plasticos ou em
bandejas de plastico, hermeticamente fechados. As embalagens receberam os
seguintes dispositivos antimicrobianos: 1) papel filtro adicionado com AIT; 2) adesivo
contendo AIT e 3) saché contendo farinha de mostarda e agua (para a producao
intrinseca de AIT). O AIT foi adicionado nas concentracdes de 2, 4, 8 ou 16 ppm. A
guantidade de mostarda adicionada ao saché foi calculada para gerar os mesmos
niveis de AIT dos outros dispositivos. Cada tratamento foi composto por quatro
repeticdes. Os tratamentos foram comparados com um controle, o qual néo recebeu
tratamento com AIT. O dia em que o crescimento dos fungos foi visualmente detectavel
foi considerado como fim da vida util dos produtos. As embalagens foram
inspecionadas diariamente por 60 d. No final do experimento, foi realizada a
guantificacdo de aflatoxinas nas amostras contendo A. parasiticus. O crescimento
visual de P. digitatum foi observado ap6s 19,2 + 1,4 d no grupo controle embalado em
bandeja e ap6s 26,6 £ 2,1 d em saco plastico, enquanto A. parasiticus foi perceptivel
ap6s 41,4 +1,7d e 28,4 £ 1,5 d em bandeja e saco plastico, respectivamente. Todas
as fatias tratadas com AIT ndo apresentaram crescimento fungico visual por 60 d. A
AFB; estava presente no controle (6,93 + 1,23mg/kg) e nos grupos tratados com 2ppm
de AIT em papel filtro (0,030 £0,004mg/kg), 2 ppm em adesivo (0,56 = 0,127 mg/kg) e 2
ppm em saché (2,015 + 0,049 mg/kg). Estes resultados demonstram que todos os
dispositivos antimicrobianos testados foram capazes de aumentar significativamente a
vida de prateleira do queijo mucarela fatiado e que reduziram a producéo de AFB; por
A. parasticus, em doses maiores que 2 ppm de AIT. Portanto, esses dispositivos
demonstraram um grande potencial para serem utilizados pela industria de alimentos
para melhorar a seguranca alimentar e reduzir a deterioracdo fungica de queijo
mucarela fatiado.
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ABSTRACT

Sliced mozzarella cheese is very susceptible to mold contamination, and visual fungal
growth is a determinant factor for the shelf life of these products. Penicillium species are
some of the most prevalent microorganisms found in sliced mozzarella, but other
potencially dangerous fungi may grow in novelty products such as mozzarella added
with nuts or dried fruits. The objective of this study was to develop and test three
antimicrobial devices containing allyl isothiocyanate (AIT) against the growth of
Penicillium digitatum and Aspergillus parasiticus (aflatoxin B; producer) inoculated in
sliced mozzarella. Each slice of mozzarella (approx. 18g) was inoculated with either
fungus in 9 equidistant points with 10 upl of a solution inoculated containing 10’
spores/mL. Slices of mozzarella were packaged in either a thermo-sealed plastic bag or
a hermetically closed plastic tray. The packages received one of the following
antimicrobial devices: 1) filter paper added with AIT; 2) sticker containing AIT; or 3)
sachet containing mustard meal and water (for intrinsic production of AIT). AIT was
added at different concentrations, namely 2, 4, 8 and 16 ppm. The quantity of mustard
meal added to the sachet was calculated to provide the same AIT levels. Each
treatment was composed by 9 repetitions. Treatments were compared to a control that
was not added AIT. The day when the fungal growth was visually detectable was
considered as the end of the product’s shelf life. Packages were inspected daily for 60
days. At the end of the experiment, samples containing A. parasiticus used for aflatoxin
guantification. Visual growth of P. digitatum for the control was observed after 19.2+1.4
days in bags and 26.6 + 2.1 days in trays, where as A. parasiticus was visually
detectable after 41.4 + 1.7 days and 28.4 + 1.517 days in bags and trays, respectivey.
All AIT- treated cheese did not present visual fungal growth for 60 days. However, AFB;
was present in the control (6.93+ 1.23 mg/Kg) and in the groups treated with AIT at 2
ppm: paper filter with 0.030 + 0.004 mg/kg; sticker with 0.56 + 0.127 mg/kg; and meal
with 2.015 + 0.049 mg/kg. These results show that all three antimicrobial devices tested
were able to significantly increase the shelf life of sliced mozzarella and to reduce the
production of AFB; by A. parasiticus. Therefore, these devices could potencially be
used by the food industry to enhance food safety and decrease the deterioration of the
sliced mozzarella cheese.

Keywords: Bioactive packaging; cheese; aflatoxin; mold deterioration; essential oil.
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3.1 INTRODUCAO

A Associagdo Brasileira de Industrias de Queijo (ABIQ) registrou o consumo de
1,032 milh&o de toneladas de queijos no Brasil em 2013, sendo apenas 3% deste total
em queijos importados (ABIQ, 2014). Os principais tipos de queijos produzidos foram o
mucarela, requeijao culinario, prato, requeijao cremoso e o0 petit suisse, sendo o queijo
mucarela utilizado principalmente no preparo de pratos quentes, sanduiches e pizzas
(Pizaia et al., 2003; do Valle et al., 2004; Coelho, 2012). Durante a transformacao do
leite em queijo, ocorre além da oxidacdo da lactose, a reducdo do oxigénio,
transformando o seu interior em um ambiente anaerdbico. Portanto, microrganismos
aerobicos estritos como Pseudomonas, Brevibacterium, Bacillus, Micrococcus e fungos
filamentosos s6 conseguem se desenvolver na superficie dos queijos (Perry, 2004).
Apesar da grande maioria dos queijos em bloco ser embalada a vacuo, uma pratica
comum no Brasil, € o fracionamento dessas pecas em fatias, que sdo acondicionadas
aerobicamente em bandejas, para sua posterior comercializacdo. Assim, a
contaminacdo por fungos em queijo mucarela é bastante comum, provocando
problemas significativos de qualidade nesse produto e gerando perdas econdmicas
para a industria, comércio e consumidor final. Além disso, muitos destes fungos podem
ser produtores de micotoxinas, representando assim um grande risco para a saude do
consumidor (Kure et al.,, 2001; Banjara, Suhr e Hallen-Adams, 2015). Os principais
fungos causadores de deterioracdo fungica em queijos pertencem aos géneros
Penicillium, Cladosporium, Geotrichum, Mucor e Trichoderma (Sengun, 2008).

As contaminagfes podem ocorrer pelo processamento (salmoura ou cultura starter
contaminada), pelo contato com equipamentos contaminados (facas, utensilios de corte
e materiais de embalagens) ou pela presenca de microrganismos contaminantes no
ambiente (pisos, camara fria e ar das salas de producédo) (Kousta et al., 2010). O uso
de embalagens sob atmosfera modificada e conservantes sintéticos (derivados do
acido sorbico, propidnico e benzobico) sdo o0s principais meétodos para inibir o
crescimento fungico em queijo mugarela (Guynot et al., 2005). Contudo, este produto é

normalmente comercializado em condi¢cdo de aerobiose e muitos fungos sédo capazes
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de crescer mesmo na presenca de conservantes. Além disso, muitos destes
conservantes sintéticos tém sido considerados potencialmente carcinogénicos e
associados a episodios alérgicos em humanos (Chen et al., 2014). Assim, existe uma
grande pressédo publica para a substituicdo destes conservantes por produtos naturais
e in6cuos a saude humana (Militello et al., 2011). O isotiocianato de alila (AIT) é o
principal componente antimicrobiano do 6leo essencial de mostarda marrom (Brassica
juncea), sendo capaz de inibir o crescimento fungico em diversas matrizes alimentares
(Isshiki et al., 1992; Pires et al., 2009; Azaiez et al., 2013; Ugolini et al., 2014). Por ser
um composto altamente volatil, o AIT pode ser utilizado como um agente de fumigacéo
em sistemas de embalagem bioativa. Ao entrar na fase gasosa, este composto entra
em contato com os fungos inibindo o seu crescimento e, consequentemente,
aumentando o prazo de validade de produtos alimentares (Azaiez et al., 2013;
Hontanaya et al., 2015).

Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar a acdo de trés dispositivos
antimicrobianos contendo AIT sobre o desenvolvimento de Penicillium digitatum e
Aspergillus parasiticus em queijo mucarela fatiado embalado em sacos plasticos ou

bandejas hermeticamente fechados.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Microrganismos e compostos quimicos

Foram utilzados fungos da espécie Penicillium digitatum CECT 2954 e Aspergillus
parasticus CECT 2681, fornecidos pela Colecdo Espanhola de Cultivos Tipo (CECT,
Valéncia, Espanha). A farinha de mostarda oriental (Brassica juncea) foi obtida da
empresa GS Dunn Ltd (Hamilton, ON, Canada). O tipo de farinha utilizada continha
sementes integralmente moidas. Foi utilizado também o isotiocianato de alila, que foi
obtido da empresa Sigma-Aldrich Chemistry (St. Louis, EUA). O metanol foi adquirido
da Fisher Scientific (New Hampshire, EUA), agua deionizada (< 18 MQ cm
resistividade) foi obtida a partir do sistema milli-Q de purificagdo (Millipore, Bedford,
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MA, EUA). Os solventes da cromatografia e a agua foram desgaseificados durante 20
minutos usando um banho ultrassénico Branson 5200 (Branson Ultrasonic Corp., CT,
EUA).

3.2.2 Modelos do filtro, adesivo e saché antimicrobiano

Para a confecgédo dos filtros antimicrobianos, foi utilizado um papel filtro, nas
dimensdes de 2,5 cm x 2,5 cm, que recebeu a quantidade de AIT liquido, suficientes
para resultar em concentracbes de 2, 4, 8 e 16 ppm no interior da embalagem. Os
filtros foram fixados na parte interna da embalagem com o auxilio de fita adesiva.

Para a confeccdo dos adesivos antimicrobianos (figura 3.1), foram utilizados
polietileno (taxa de transmissdo de oxigénio = 6509 cm®mil/m?/24h), papel filtro com
dimensdo de 2,5 cm x 2,5 cm e vinil autoadesivo. A parte interna do adesivo foi
composta por um plastico de baixa retencdo de oxigénio (taxa de transmissao de
oxigénio = 20 cm®mil/m?/24h) e a parte externa, que estava em contado com a
embalagem, era composta por vinil autoadesivo. Uma maquina seladora foi utilizada
para selar as extremidades. Entre as camadas plasticas, foi adicionado o filtro (2,5 cm x
2,5 cm) que foi inoculado com isotiocianato de alila liqguido momentos antes da
utilizacdo do adesivo. Assim, o AIT logo era volatilizado para dentro da embalagem e
entrava em contato com o alimento. Os adesivos continham quantidades suficientes de
AIT para resultar em concentracfes de 2, 4, 8 ou 16 ppm de isotiocionato de alila no

interior da embalagem.

Papel vinil
_/-. autoadesivo
Plastico de baixa

Filtro com AIT i retencéo de O,

Figura 3.1 Modelo do adesivo antimicrobiano contendo papel contact, filtro com AIT e plastico de baixa

retencd@o de oxigénio.
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Os sachés antimicrobianos (figura 3.2) foram confeccionados com polietileno (taxa
de transmissdo de oxigénio = 6509 cm®/mil/m?/24h) e adicionados de farinha de
mostarda oriental e 2 mL de 4gua. Uma maquina seladora Sammis TS-150 (Basarte,
Espanha) foi utilizada para selar as extremidades do saché. O AIT foi formado ao
misturar a agua, que entrou em contato com a farinha e promoveu a conversao de
sinigrina em AIT. Testes preliminares utilizando a cromatografia liquida foram
realizados com a farinha de mostarda oriental para quantificar a concentragdo de
sinigrina. Foi encontrada 5,04% de sinigrina e 24,95% desta sinigrina foi capaz de se
transformar em AIT. Assim, cada grama da farinha pode resultar em 12,57 uL de AIT. A
guantidade de farinha de mostarda utilizada foi calculada em relacdo ao conteudo de
sinigrina basal para proporcionar as mesmas concentragdes de AIT dos adesivos e
filtros. Para 2 ppm de AIT foram utilizados 160,330 mg; para 4 ppm foram utilizados
320,661 mg; para 8 ppm foram utilizados 641,322 mg e para os 16 ppm foram

utilizados 1282,64 mg de farinha de mostarda oriental.

Farinha de mostarda

Camada plastica adesiva

Agua — 1

Camada pléstica com
baixa retencéo de oxigénio

Figura 3.2 Modelo do saché antimicrobiano contendo farinha de mostarda e agua.

3.2.3 Contaminacao fungica e embalagem do queijo mucarela

As fatias de queijo mucarela foram adquiridas no comércio varejista da cidade de

Valéncia, Espanha e pertenciam ao mesmo lote de fabricacdo. As fatias possuiam 8,5 x
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8,5 x 0,2 cm, com peso aproximado de 18 g. Cada fatia de queijo mucarela foi
inoculada com um dos fungos em 9 pontos equidistantes, utilizando 10uL de uma
solucdo contendo 10° esporos/mL. As fatias foram embaladas em sacos plasticos de
alta retencéo de oxigénio ou em bandejas com tampas de plastico de alta retencdo de
oxigénio, sendo que ambos eram hermeticamente selados, com o uso de uma
termoseladora. As embalagens receberam os seguintes dipositivos antimicrobianos: 1)
papel filtro adicionado com AIT; 2) adesivo contendo AIT e 3) saché contendo farinha
de mostarda e agua (para a producao intrinseca de AIT). Os dispositivos ficaram do
lado de dentro da embalagem, porém sem entrarem em contato direto com as fatias de
gueijo. Os tratamentos foram comparados com o controle, o qual ndo recebeu
tratamento com AIT. O dia em que o crescimento dos fungos foi visualmente detectavel
foi considerado como fim da vida util dos produtos. As embalagens foram armazenadas
em uma camara a 4°C e inspecionadas diariamente durante 60 d. Ao final do
experimento, foi realizada a quantificacdo de aflatoxinas nas amostras contendo

Aspergillus parasiticus.
3.2.4 Procedimentos para a extragcdo das micotoxinas

Transcorridos 60 d de armazenamento, foram realizadas a extracdo e a
guantificacdo das aflatoxinas presentes no queijo inoculado com Aspergillus parasiticus
(CECT 2681). A extracdo das aflatoxinas foi realizada de acordo com os protocolos de
D Arco et al. (2009) e Jestoi (2008) com algumas modificacGes. As fatias de queijo
foram homogeneizadas em stomacher IUL (Barcelona, Espanha) com 162 mL de agua
peptonada 0,1%. Posteriormente foi iniciada a extracdo liquido-liquido com 100 mL de
acetato de etila, utilizando um funil de separacdo. Apos a separagdo das fases, a fase
lipofilica foi depositada em um baléo de vidro para rotaevaporador e os solventes foram
evaporados em um rotaevaporador Buchi R-200 a 23 °C (Postfach, Suica). A extracéao
liquido liquido com o acetato de etilo foi repetida duas vezes, para otimizar a extracao
das aflatoxinas. Os residuos sélidos foram ressuspendidos com 10mL de metanol e

transferidos para um tubo de 15 mL e introduzidos em um equipamento turbovap com
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uma corrente de nitrogénio a 5 atm (TurboVap LV, Hopkinton, USA) para secagem do
solvente. Os tubos ficaram em um banho maria com temperatura de 40°C durante a
secagem. O residuo foi reconstituido com 1mL de metanol, agitado em vortex e filtrado
em fitro de nylon com poro de 0,22 um. As amostras foram colocadas em frascos de

vidro e condicionadas para analises por LC-MS/MS.

3.2.5 Determinagédo de micotoxinas por LC-MS/MS

A separacdo por cromatografia liquida foi realizada com uma coluna analitica
Gemini C18 (150 mm, 4,6 mm, 2,1 um) (Phenomenex, Madrid, Espanha) precedido por
um cartucho de seguranca C18 (4 mm, 2 mm ,5 pm) (Phenomenex). As amostras
foram separadas usando um gradiente de eluicdo com agua como fase A e metanol
como fase B, ambos contendo 0,1% de acido formico e 5mM de formato de amonio.
Iniciou-se a cromatografia com 65% da fase B por 3 min, que foi aumentada
gradualmente para 95% em 4 min, a qual foi mantida constante por 3 min. A analise foi
realizada no modo de ions positivos. Os valores da fonte foram: tensdo capilar 3,20kV;
cone 50V; extrator 3 V; lente de RF 0,2V; temperatura da fonte 125°C; fluxo de gas
(nitrogénio com 99,99% de pureza), 500I/h; e cone (fluxo de gas) de 50I/h. As
configuracdes do analisador foram: resolucdo de 12,0 (resolucdo de unidade) para a
primeira e terceira quadruplas; energia de ion em 0,5; entrada e saide de energias
foram 3 e 1; multiplicador a 650V; pressdo de gas em 99,99%; colisdo a 3,74 mbar;
atraso de 0,02 segundos; tempo total de varredura de 1,0 s. Foi utilizado um
espectrometro de massa TQ Quattro LC Micromass (Manchester, UK) equipado com
um sistema de cromatografia liquida CL 2695 (Waters, Milford, MA), contendo um
mostruario, uma bomba quaternéria, uma sonda pneumaética e para o processamento
de dados, foi utilizado o software de massa Lynx NT 4.1. O espectrébmetro de massa
foi operado no modo “acompanhamento de reagéo selecionada” e as transi¢coes dos
ions precursores foram de m/z 313,3 / 241,3 — 228,5; m/z 315,3 / 259,0 — 288,4; m/z
329,7/ 243,3 — 200,5; m/z 331,9/ 189,3 — 217,1 para AFB;, AFB,, AFG; e AFG;
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respectivamente. O limite de deteccdo das aflatoxinas foi de 0,1 pug/kg e o limite de

guantificacéo foi de 1,0 pg/kg.

3.2.6 Andlise estatistica

A homogeneidade de variancia dos dados obtidos para o estudo do isotiocianato de
alila em queijo mucarela foi analisada pelo teste de Bartlett e suas médias comparadas
pelo teste t de Student. Os dados sdo apresentados por média + desvio padréo.
Valores de p<0,05 foram considerados como diferencas significativas entre o controle e
0s grupos. Cada tratamento foi composto por quatro repeticdes. Na quantificacdo das
micotoxinas, foi utilizado o teste de Tukey para analisar as diferencas estatisticas entre
os tratamentos. As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software
STATGRAPHICS Centurion XVI versdo 16.1.11.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 3.1 demonstra o prazo de validade das fatias de queijo mucarela
inoculadas com a cepa Penicillium digitatum embaladas em bandejas e sacos plasticos
de alta retencdo de oxigénio. As embalagens receberam um dos trés tipos de
dispositivos antimicrobianos (filtro, saché com farinha ou adesivo), contendo as
concentracfes de 2, 4, 8 ou 16 ppm de AIT na fase gasosa. No grupo embalado em
bandeja, o prazo de validade visual das fatias de queijo mucarela inoculadas com o
Penicillium digitatum aumentou de 19 + 1,48 d (fatias do grupo controle) para mais de
60 d (fatias que receberam os tratamentos antimicrobianos) (p<0,05). No grupo
embalado em saco plastico de alta retencdo de oxigénio, houve também diferenca
significativa entre o controle e os tratamentos (p<0,05), onde o prazo de validade
aumentou de 26,06 + 2,07 d para mais de 60 d. Estes resultados demonstram que o
AIT liberado pelos trés dispositivos foi igualmente capaz de inibir o crescimento visual

de P. digitatum durante os 60 d de experimento. A inibicdo do crescimento visual € uma
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importante medida avaliada pelo consumidor como o prazo de validade final, visto que

ao se deparar com um alimento contendo crescimento fungico, este ja é descartado.

Tabela 3.1 Validade visual do queijo mucarela inoculado com o Penicillium digitatum,
tratado com filtro, adesivo e saché de farinha contendo isotiocianato de alila (AIT), e

embalados em bandejas e saco plastico de alta retengdo de oxigénio.

Validade (dias) - Penicillium digitatum

Embalagem
. . Saché com
AIT Filtro Adesivo farinha
Controle 19 +1,48% 19 +1,48° 19 +1,48°
. 2ppm > 60° >60° >60°
Bandeja b b b
4ppm > 60 > 60 > 60
8ppm >60°" >60" >60°
16ppm > 60" >60° >60°
] . Saché com
AIT Filtro Adesivo farinha
Controle 26,06 + 2,07% 26,06+ 2,072 26,06 + 2,07%
Saco pléastico de alta 2ppm >60" > 60" > 60"
retencdo de oxigénio 4ppm >60P >60° >60°
8ppm >60°" >60° >60°
16ppm > 60" >60° >60°

Valores representam média + desvio padrdo. O tempo maximo de andlise foide 60 dias.
Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p<0,05).

Para as fatias de queijo inoculadas com o Aspergillus parasiticus e embaladas com
bandeja (figura 3.2), o prazo de validade visual aumentou de 41 d (fatias do grupo
controle) para mais de 60 d (fatias que receberam os grupos antimicrobianos) (p<0,05).
O prazo de validade das fatias de queijo inoculadas com Aspergillus parasiticus e
embaladas em plastico de alta retencdo de oxigénio foi de 28 d (fatias do grupo
controle) para mais de 60 dias (fatias que receberam os tratamentos antimicrobianos)
(p<0,05). Apesar do A. parasiticus ndo ser um fungo normalmente encontrado em
gueijo mucarela, muitas vezes ele pode ser encontrado em castanhas e frutas
desidratadas, adicionadas a formulacdo versdes mais sofisticadas de queijos. Assim,
esta espécie micotoxigénica pode crescer nesses produtos mesmo sob refrigeracéo,
representando risco para a saude do consumidor. Neste caso, 0 uso dos trés

dispositivos antimicrobianos também foi eficaz para inibir o crescimento fungico visual.
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A utilizacdo de um saché com func&o antimicrobiana € um sistema inovador e tém
como caracteristica envolver uniformemente a superficie do alimento quando

incorporado com agentes antimicrobianos volateis (Passarinho et al., 2014).

Tabela 3.2 Validade visual do queijo mucarela inoculado com o Aspergillus
parasiticus, tratado com filtro, adesivo e saché de farinha contendo isotiocianato de

alila (AIT) embalados em bandejas e plastico de alta retencao de oxigénio.

Validade (dias) - Aspergillus parasiticus

Embalagem
. . Saché com
AIT Filtro Adesivo farinha
Controle 41,4 +1,67% 41,4 +1,67°2 41,4+1,67°%
. 2ppm 60° 60° 60"
Bandeja b b b
4ppm 60 60 60
8ppm 60° 60° 60°
16ppm 60° 60° 60°
. . Saché com
AIT Filtro Adesivo farinha
Controle 28,4+1,51°% 28,4+151°% 28,4+151°%
Saco pléstigo de 2ppm 60° 60° 60°
alta retencéo de b b b
oxigénio 4ppm 60 60 60
8ppm 60° 60° 60°
16ppm 60° 60° 60°

Valores representam média + desvio padrao. O tempo de analise foi de 60 dias.
Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa (p<0,05).

Balaguer et al. (2013) utilizaram sacos plasticos de polipropileno contendo na
camada interna um filme de gliadina incorporado com 5% de cinamaldeido contra o
crescimento de Penicillium expansum em cheese spread (queijo tipo requeijao). O
cheese spread foi colocado em placas de petri e cada amostra recebeu 5 pyL da
suspensdo de P. expansum na concentracdo de 10° esporos/mL. As tampas das
placas de petri foram adicionadas com o filme de gliadina incorporada com 5% de
cinamaldeido e utilizadas para fechar as placas com o cheese spread contaminado. As
placas forma armazenadas a 4°C. O grupo controle do cheese spread apresentou
crescimento fingico apds 16 d de estocagem e o grupo tratado apresentou crescimento
fungico visual apos 30 d de estocagem. Apesar da quantidade final de cinamaldeido no

espaco de cabeca das embalagens nao ter sido verficada pelos autores, ela

35



certamente era mais alta do que a concentracao de AIT utilizada no presente estudo
(méaximo de 16 ppm), uma vez que o filme continha 5% de cinamaldeido. O AIT possui
maior atividade antifingica do que o cinamaldeido (Nielsen e Rios, 2000), porém
ambos os compostos volatilizam a temperatura ambiente.

Um saché contendo AIT também foi desenvolvido para aumentar a preservacao de
gueijo mucarela por Pires et al., 2009. Os sachés foram criados com a incorporacao de
1 mg de AIT liquido em 100 mg de resina polimérica de alta absorcao. A concentracédo
inicial de AIT na embalagem foi de 3,26 ppm, superior & menor concentracdo utilizada
no presente trabalho. Foi avaliado o crescimento de bolores, leveduras e
Staphylococcus sp. da microbiota enddégena do queijo. As amostras foram embaladas
com plastico de baixa transmissao de oxigénio e os sachés foram fixados na parte
interna da embalagem. Entdo, o queijo foi estocado a 12 + 2°C por 15 dias. A
populacao inicial de bolores e leveduras que era de 3,02 log UFC/g e ao final do
experimento houve uma diferenca de 3,6 log UFC/g destes organimos entre o grupo
controle (~ 6 log UFC/g) e tratado (~2,4 log UFC/g). Os resultados deste trabalho
corroboram com os resultados dos autores acima, sendo demonstrado que o uso de
dispositivos antimicrobianos que liberem concentragbes = 2 ppm podem ser utilizados
no controle do crescimento de fungos em queijo mucarela.

Apés a extracdo e quantificacdo de micotoxinas das fatias de queijo mucarela
inoculadas com Aspergillus parasiticus e embaladas em sacos plastico, foram
encontrados 6,03 + 1,23 mg/kg de AFB; (tabela 3.3) no grupo controle, 0,03 + 0,5
mg/kg no grupo tratado com 2 ppm de AIT em filtro, 2,02 £ 0,05 mg tratado com 2 ppm
de AIT no saché e 0,56 + 0,13 mg/kg no grupo contendo 2 ppm de AIT no adesivo.
Contudo, nado foi encontrada AFB; nas fatias de queijo embaladas em bandejas e
tratadas com AIT. Isto provavelmente ocorreu pela proximidade do saco plastico as
fatias de queijo, 0 que pode ter dificultado a difusdo do AIT no interior da embalagem.
Por sua vez, nas bandejas, as moléculas de AIT estavam mais livres para se espalhar

por todo o ambiente da embalagem.
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Tabela 3.3 Concentracbes de AFB; em amostras de queijos mucarela embaladas
em plasticos de alta retencdo de oxigénio e adicionadas sem (controle) e com os

dispositivos antimicrobianos (filtro, adesivo e saché com farinha).

Aflatoxina B; - Quantificagdo - mg/Kg de queijo

Dispositivos antimicrobianos

Concentracgéo Filtro Adesivo Sach.e com
farinha
Controle 6,03 + 1,23* 6,03 + 1,23* 6,03 + 1,23
2ppm 0,03 + 0,05°° 0,56 + 0,13 2,02 + 0,05
4ppm <0,001" <0,001" <0,001"
8ppm <0,001" <0,001" <0,001"
16ppm <0,001" <0,001" <0,001"

T Os valores apresentados estdo abaixo dos limites de detecgdo paras a micotoxinas.
Letras mailsculas diferentes representam diferencga significativa na mesma coluna (p<0,05).
Letras mindsculas diferentes representam diferenca significativa na mesma linha (p<0,05).

A concentragdo da micotoxina AFB; (Figura 3.3) produzida pelo fungo Aspergillus
parasiticus encontrada nas fatias de queijo mucarela sdo preocupantes, pois conforme
a legislacdo brasileira o limite maximo de aflatoxinas em queijos é de 2,5 pg/kg.
Portanto, todas as fatias de queijo mucarela que apresentaram concentracdes de AFB;
(controle e grupos tratados com 2 ppm de AIT), ndo estariam aptas a comercializacao.
Os efeitos crbnicos envolvendo a ingestdo de aflatoxinas estdo relacionados a
atividade carcinogénica, mutagénica, teratogénica, hepatotoxica e imunossupressora. A
aflatoxina B; (AFB;) é o mais potente agente hepatocarcinogénico conhecido como
mais potente para mamiferos e € classificado pela IARC como um agente
carcinogénico pertencente ao grupo 1 (Kiessling, 1986; Wu, 2006; Ashiq, 2014).
Também é importante ressaltar que a micotoxina estava presente mesmo sem 0
crescimento visual perceptivel do fungo, o que poderia representar um risco muito alto
para a saude do consumidor. Visto que o aspecto visual do produto € o principal
atributo utilizado pelo consumidor para diferir o prazo de validade do queijo mugarela. A
legislacdo brasileira ndo prevé limites de populacéo para bolores e leveduras em queijo
mucarela. Portanto, a presenca de fungo micotoxinogénico neste tipo de produto pode

ser um grave problema de saude publica.
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Figura 3.3 Cromatograma da aflatoxina B; (AFB;) presente no grupo controle do queijo

mucarela.

3.4 CONCLUSAO

A utilizac&o de isotiocianato de alila em diferentes concentracdes e em dispositivos
antimicrobianos (filtro, saché com farinha e adesivo) foi capaz de inibir o crescimento
de Penicillium digitatum (deteriorante) e Aspergillus parasiticus (micotoxigénico) em
fatias de queijo mucarela embalados em sacos plastico de alta retencdo de oxigénio e
em bandejas plasticas, hermeticamente fechadas. A dose de 2 ppm de AIT nos
dispositivos foi a tnica que nao inibiu totalmente a producéo da AFB; por A. parasiticus
em queijo fatiado embalado em sacos plasticos de alta retencéo de oxigénio. Portanto,
doses iguais ou superiores a 4 ppm de AIT podem aumentar significativamente o prazo
de validade e a inocuidade de queijo mucarela fatiado. Contudo, ainda € necessaria a
realizacdo de testes sensoriais para a utilizagcdo desses dispositivos antimicrobianos
contendo AIT, visto que este é um composto altamente pungente. Porém, acredita-se
gue as concentragdes testadas em queijo dificilmente promoverao alteragdo no gosto

ou no odor do queijo.
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CAPITULO 4
ISOTIOCIANATO DE ALILA COMO AGENTE DE PREVENCAO NA PRODUCAO DE
MICOTOXINAS EM MILHO CONTAMINADO COM DIFERENTES ESPECIES
FUNGICAS
RESUMO

Muitos fungos deteriorantes de cereais sdo capazes de produzir quantidades
significativas de micotoxinas. Estes metabdlitos secundarios sdo extremamente
prejudiciais para os animais de producéo, causando doencas e gerando grandes
perdas produtivas e econdmicas. Os isotiocianatos (ITCs) sdo compostos naturais
derivados de vegetais cruciferos que apresentam atividade fungicida. Neste trabalho, a
reducdo da producdo de micotoxinas pelo isotiocianato de alila (AIT) gasoso foi
avaliada frente a diversas espécies de fungos micotoxigénicos: Aspergillus parasiticus
(aflatoxinas), Fusarium tricinctum (eniatinas), Fusarium verticillioides (fumonisinas),
Alternaria alternata (alternariol e HT-2) e Gibberella zeae (zearalenona). O milho em
grao foi tratado com AIT gasoso nas concentragcdes de 50, 100 ou 500 pl/L durante 48
h em frascos herméticos. Em seguida, os frascos foram abertos e o AIT liberado
durante 24 h. Entdo, diferentes porcdes de 100 g de milho foram inoculadas 10°
conidios/g de cada uma das espécies fangicas (triplicatas para cada fungo). Os frascos
foram mantidos a 23°C durante 30 d. ApoOs este periodo, o milho foi processado e as
micotoxinas extraidas e quantificadas por LC-MS/MS. Doses muito elevadas de
micotoxinas foram produzidas em todos os grupos controle (sem tratamento com AIT):
119,74 mg/kg de aflatoxinas;10,84 mg/kg de eniatinas; 4,18 mg/kg de fumonisinas By;
3,59 mg/kg de alternariol; 2,73 mg/kg de HT-2 e 3,28 mg/kg de zearalenona. Todas as
doses de AIT foram capazes de inibir a producdo de micotoxinas de todas as espécies
de fungos testados. Embora o AIT apresente odor muito forte, grande parte dele é
volatilizado enquanto o grdo de milho € moido. Portanto, o AIT pode ser utilizado como
agente fumigante no milho armazenado inibindo a producédo de micotoxinas, diminuindo
0 risco de sua ingestao pelos animais e consequentemente, pelos humanos.

Palavras-chave: Deterioracdo fungica; micotoxinas; 6leo essencial; milho; compostos

naturais.
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ABSTRACT

The occurrence of fungi and their toxins in foods can cause alterations in the sensory
properties of the products and health problems for consumers, leading to a massive
economic loss for the agro-industrial sector. Synthetic preservatives are added to many
foods to avoid these problems, but consumers have a bad perception about the use of
synthetic additives in their food. The use of natural antimicrobials as an alternative to
synthetic preservatives has been extensively studied, and the use of essential oils
possessing bactericidal, fungicidal, antiparasitic and insecticide activity has great
relevance in this field. Facing the need of preserving foods against fungal
contaminations, this dissertation had the following objectives: analyze the antifungal
activity of allyl isothiocyanate (AIT), the main compound of black and oriental mustard
essential oils; verify the capacity of AIT in reducing mycotoxin production by different
species; validate the use of antimicrobial devices to increase the shelf-life and safety of
mozzarella cheese; and prevent the growth of mycotoxinogenic fungi in corn kernels.
The first experimental work tested three antimicrobial devices containing AIT against the
growth of Penicillium digitatum and Aspergillus parasiticus inoculated in mozzarella
slices. These slices were packaged in a bag or a tray composed by a high oxygen-
retention plastic and hermetically closed. Each package received either of the following
antimicrobial devices: paper filter with AIT, sticker with AIT or a sachet containing
mustard flour and water. AIT was added at 2, 4, 8 or 16 ppm (theoretical calculation was
done for the production of AIT in the sachets containing mustard flour and water).
Treated samples were compared to a control, which was absent of AIT. The day when
fungal growth was visually detected was considered as the end of the product’s shelf-
life. Packages were inspected daily in 60 d. In the control groups, visual growth P.
digitatum occurred after 19,2 + 1,4 d in trays and 26,6 + 2,1 d in plastic bags, whereas
the growth of A. parasiticus was noticeable after 41,4 + 1,7 d and 28,4 + 1,5 d in trays
and plastic bags, respectively. Cheese slices treated with AIT did not present fungal
growth up to 60 d. However, AFB; was present in the control group (6,93 = 1,23 mg/kg)
and in the groups treated with 2 ppm of AIT: filter paper-treated slices presenting 0,030

+ 0,004 mg/kg; sticker-treated presenting 0,56 + 0,127 mg/kg; and sachet-treated with
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2,015 + 0,049 mg/kg. These results show that all three antimicrobial devices tested are
able to increase the shelf-life of sliced mozzarella and to reduce the production of AFB;
by A. parasiticus, improving the safety of this product when using doses 4 ppm or
higher. The ability of AIT in prevent the growth of mycotoxinogenic fungi (Aspergillus
parasticus, Fusarium tricinctum, Fusarium verticillioides, Alternaria alternata and
Gibberela zeae in corn kernels was also evaluated. Kernels were treated with gaseous
AIT at the concentration of 50, 100 or 500 ppm during 48h in hermetic flasks. Then,
flasks were opened for 24h to let the excess of AIT evaporate and 100 g of corn were
inoculated with 10 conidia/g of either fungal species (n = 3). Flasks were kept at 23°C
for 30 d, and corn was processed for mycotoxin quantification by LC-MS. Mycotoxins
were produced in all control groups (without AIT): aflatoxins at 119.74 mg/kg, enniatins
at 10,84 mg/kg; fumonisins B; at 4.18 mg/kg; alternariol at 3.59 mg/kg; HT-2 at 2.73
mg/kg and zearalenone at 3.28 mg/kg. All doses of AIT were able to penetrate the
kernels and the residual doses present in the grains after the 24 h when flasks
remained opened were able to inhibit mycotoxin production by all fungal species tested.
This dissertation demonstrated that AIT could be incorporated in bioactive packaging to
increase the shelf-life and safety of mozzarella cheese. Moreover, low doses of ( < 50
ppm) could be used to fumigate bulk packages or silos to avoid mycotoxin production in

corn.

Keywords: Spoilage fungi; mycotoxins; essential oil; corn; natural compounds

41



4.1 INTRODUCAO

A produgcdo de cereais (incluindo trigo, arroz e milho) desempenha papel
extremamente importante para o fornecimento mundial de alimentos, visto que esses
produtos representam cerca de 50% do total da ingestdo de calorias pelos seres
humanos (FAO, 2003). A producéo brasileira de graos da safra 2014/2015 pode chegar
a 204,5 milhdes de toneladas, acréscimo de 5,6% em relacdo a safra de 2013/2014
(CONAB, 2015). De acordo com a LSPA (Levantamento Sistemético da Producao
Agricola) o arroz, o milho e a soja sdo os principais graos da safra de 2015, resultando
em 91,6% da estimativa da producdo e respondendo por 85,5% da area de plantio
(LSPA, 2015). O Departamento de Economia Rural (DERAL) estima que a colheita da
safra de milho no estado do Parana em 2015 sera de 10,78 milhdes de toneladas, 3,8%
acima das 10,39 milhdes de toneladas colhidas no ano anterior. O valor bruto da
producdo no Parana em 2014 alcancou R$ 5,3 bilhdes (DERAL, 2015). Do total de
milho destinado a producdo de racdo animal, estima-se que 51,0% deste total seja
direcionado ao setor avicola; 33,0% a suinocultura; 11,0% a pecuaria, principalmente
de leite; e 5,0% a producdo da racdo para outras espécies (Embrapa, 2015).

Diversos produtos alimentares, principalmente grdos e farindceos, séo
frequentemente contaminados por fungos, tanto na pré quanto na pés-colheita, o que
pode resultar na perda de qualidade, da composicao nutricional e do valor de mercado
desses alimentos (Prakash et al., 2015). A contaminacdo agricola por fungos
produtores de micotoxinas leva a uma perda de 10% da producdo de graos (Gerk e
Braus, 2014).

A exposicao dos graos de milho aos fungos do ambiente ocorre desde o campo,
(principalmente pelos géneros Fusarium, Cephalosporium e Diplodia), devido ao
contato com microrganismos presentes no solo e agua, trazidos pelo vento e por
processos de irrigacao (Millis, 1989). Muitos fungos também encontram-se no ambiente
de estocagem, principalmente dos géneros Aspergillus e Penicillium, sendo seu
crescimento determinado por fatores ambientais, como altas temperaturas (entre 15°C

a 30°C), alta umidade relativa do ar (entre 60 e 95%), alta atividade de agua do gréao
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(superior a 0,9) e concentracao do agente patogénico no ambiente (Pezzini et al., 2005;
Santin et al., 2010; Dionello et al., 2012; Moses, Jayas e Alagusundaram, 2015). Apos
o crescimento desses fitopatbgenos nas sementes do milho, muitas caracteristicas de
qualidade sao afetadas, reduzindo o desempenho na germinagdo e no vigor, além de
promover uma deterioragcdo mais rapida dos grdos durante o seu armazenamento
(Smith e Berjak, 1995). Além disso, eles podem produzir toxinas nos graos, que quando
consumidos, podem resultar em sério risco a saude humana e dos animais
(Abbaszadeh et al., 2014).

Devido a alta toxicidade, algumas micotoxinas s&do consideradas mais
preocupantes, como as aflatoxinas, fumonisinas, zearalenona, ocratoxina A, patulina e
alguns tricotecenos. Contudo, existe também um grupo de compostos bioativos
chamados de emergentes ou micotoxinas menores, que ainda ndo sao rotineiramente
analisadas e regulamentadas (Vaclavikova et al., 2013). Nesse grupo, encontram-se
classificadas micotoxinas como as eniatinas (eniatina A, eniatina A;, eniatina B,
eniatina B;), fusaproliferina, beuvericina, esterigmatocistina, citrinina e o acido
ciclopiazonico (Richard et al., 2009).

Diversas técnicas estdo sendo desenvolvidas com o objetivo de prevenir o
crescimento e a proliferacdo de microrganismos patogénicos na superficie e no interior
dos alimentos (Tunc et al., 2007). Muitos Oleos essenciais sdo de grande interesse
para a industria de alimentos por serem um grupo de antimicrobianos naturais de
amplo espectro e seguros para o consumo (Generally Recognized as Safe) (Chen et
al.,, 2014). O isotiocianato de alila (AIT) € um Oleo essencial bastante volatil,
caracteristico das sementes de mostarda marrom (Brassica juncea) e negra (Brassica
nigra), com sabor e odor altamente pungente. Este composto € capaz de inibir o
crescimento de fungos micotoxigénicos dos géneros Penicillium (Tunc et al., 2007);
Alternaria, Fusarium e Aspergillus (Meca et al., 2012; Azaiez et al., 2013; Hontanaya et
al., 2015). Alguns estudos ja demonstraram que o AIT pode inibir o crescimento desses
fungos em grédos quando séo estocados em embalagens herméticas (Paes et al., 2011;

Pires et al., 2009). Contudo, a maioria dos graos € mantida em silos que nédo séao

totalmente fechados e sofrem constante ventilagdo. Por outro lado, devido a sua
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lipofilicidade, o AIT é capaz de penetrar no cotilédone da maioria dos graos utilizados
na alimentacdo humana e animal. Dessa forma, o grdo pode armazenar o AIT e libera-
lo lentamente durante um longo periodo de tempo. Diante disso, este estudo teve como
objetivo tratar grdos de milho com AIT previamente a contaminacao fangica e verificar a

capacidade desse tratamento profilatico em inibir a producéo de micotoxinas.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Compostos quimicos e cepas fungicas

O isotiocianato de alila (95%) foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Loius, MO, EUA).
Acetonitrilo e o metanol foram obtidos da Fisher Scientific (Hempton, NH, EUA), a 4gua
ultrapura de um sistema de purificador de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA).
Os solventes da cromatografia e a agua foram desgaseificados através de um banho
ultra-sénico (Branson 5200-Ultrassonic Corp. St. Louis, MO, EUA) por 20 minutos. As
cepas de Aspergillus parasiticus CECT 2947, Fusarium tricinctum CECT 20150,
Fusarium verticilloides CECT 2983, Alternaria alternata CECT 2662 e Gibberella zeae
CECT 2150 foram obtidas da Colecdo Espanhola de Cultivos Tipo (CECT, Valéncia,
Espanha).

4.2.2 Condi¢cGes do milho e das culturas fangicas

Foram utilizados grdos de milho (Zea mays) adquiridos em um comércio varejista
da cidade de Valéncia, Espanha. O milho foi pesado e separado em por¢des de 100 g,
que foram colocadas em frascos de conserva de 1 L. Entédo, os frascos com milho
foram esterilizados em autoclave (121°C por 20 min). Ap6s o resfriamento e secagem
dos gréos, foram adicionadas doses de AITC referentes a 50, 100 ou 500 pL/L (em
relacdo ao volume do frasco). O grupo controle era isento de isotiocianato de alila. Os
recipientes foram hermeticamente fechados e armazenados em uma sala com

temperatura controlada a 23°C por 48 h. Apds isso, 0s recipientes foram abertos
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durante 24 h para que o AIT livre fosse removido do frasco. Entdo, as por¢cdes de milho
foram inoculadas com ~ 10 esporos/g de Aspergillus parasiticus CECT 2947, Fusarium
tricinctum CECT 20150, Fusarium verticilloides CECT 2983, Alternaria alternata CECT
2662 ou Gibberella zeae CECT 2150. O in6culo dos fungos foi padronizado em caldo
batata dextrose (Liofilchem Bacteriology Products, Roseto, Italia) com o auxilio de um
espectrofotdmetro (600nm) em 10° esporos/mL, de acordo com Kelly et al (2006). Os
potes com os grédos de milho foram armazenados por 30 dias em uma camara com
temperatura de 23 °C. Posteriormente, os mesmos foram autoclavados para eliminar a

populacao fungica e o milho foi utilizado para a quantificacdo de micotoxinas.

4.2.3 Procedimento de extracdo das micotoxinas

A extracdo das micotoxinas foi realizada de acordo com os protocolos de D"Arco et
al. (2009). Foram pesados 5g de gréos de milho, os quais foram homogeneizados com
20 mL de metanol, utilizando um equipamento ultraturrax Ultra lka 18 (Staufen,
Alemanha) por 5 min. Esta mistura foi centrifugada a 4500 rpm durante 5 min e o
sobrenadante foi evaporado com o rotaevaporador Buchi R-200 (Postfach, Suica). O
residuo foi novamente dissolvido em 2 mL de solvente de extracdo. As solucdes foram
filtradas com um filtro de nylon de 0,22 um e analisadas utilizando cromatografia liquida
acoplada com o espectrdmetro de massas (Analises Vinicos, Tomelloso, Espanha).

4.2.4 Determinacado de micotoxinas por LC-MS/MS

A separagdo por cromatografia liquida foi realizada com uma coluna analitica
Gemini C18 (150 mm, 4,6 mm, 2,1 um) (Phenomenex, Madrid, Espanha) precedido por
um cartucho de seguranca C18 (4 mm, 2 mm ,5 um) (Phenomenex). As micotoxinas
foram separadas usando um gradiente de eluicdo com agua como fase A e metanol
como fase B, ambos contendo 0,1% de acido formico e 5mM de formato de amonio.
Iniciou-se a cromatografia com 65% da fase B por 3 min, que foi aumentada

gradualmente para 95% em 4 min, a qual foi mantida constante por 3 min. A analise foi
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realizada no modo de ions positivos. Os valores da fonte foram: tensédo capilar 3,20kV;
cone 50 V; extrator 3 V; lente de RF 0,2 V; temperatura da fonte 125 °C; fluxo de gas
(nitrogénio com 99,99% de pureza), 500 I/h; e cone (fluxo de gas) de 50 I/h. As
configuracbes do analisador foram: resolugéo de 12,0 (resolucéo de unidade) para a
primeira e terceira quadruplas; energia de ion em 0,5; entrada e saide de energias
foram 3 e 1; multiplicador a 650 V; pressao de gas em 99,99%; colisdo a 3,74 mbar;
atraso de 0,02 segundos; tempo total de varredura de 1,0 s. Foi utilizado um
espectrometro de massa TQ Quattro LC Micromass (Manchester, UK) equipado com
um sistema de cromatografia liquida CL 2695 (Waters, Milford, MA), contendo um
mostruario, uma bomba quaterndria, uma sonda pneumaética e para o processamento
de dados, foi utilizado o software de massa Lynx NT 4.1. O espectrdmetro de massa foi
operado no modo “acompanhamento de reacao selecionada” e foi selecionado o ion
m/z 313.3/ 241.3 -228.5, m/z 315.3 / 259.0-288.4, m/z 329.7/243.3-200.5, m/z
331.9/189.3-217.1 para AFB,, AFB,, AFG; e AFG, Para FB;,732,3/ 334.3/ 352.3; FB, e
FB3 706,3/336.0/ 318.0 Para HT-2 442,1/ 215.0/ 185.0; AOH; 259.0/ 157.0/ 128.0; ZEA,
319.0/ 187.0/ 185.0; ENA; 681.9/ 228.2/ 210.0; ENA1;667.9/ 228.2/ 210.0; ENB; 639.8/
214.2/ 196.2; ENB; 654.9/214.2/ 196.2. O limite de deteccdo das aflatoxinas foi 0,1
png/kg e o limite de quantificacdo era 1,0 pg/kg; para FB; o limite de deteccéo foi 25
pHog/kg e de quantificacdo era 70 pg/kg; para FB; 32ug/kg e 100 pg/kg; para FBj
30ug/kg e 90 pg/kg; para HT-2 6ug/kg e 20ug/kg; para AOH 1ug/kg e 10ug/kg; para
ZEA 3ug/kg e 8 ug/kg; para as ENs A, A;, B e B 1 1ug/kg e 10ug/kg, respectivamente.

4.2.5 Andlise Estatistica

Os dados sdo apresentados por média + desvio padrdo. Valores de p<0,05 foram
considerados como diferengas significativas entre o controle e os grupos. Este
experimento ocorreu em triplicata. Na quantificacdo das micotoxinas, foi utilizado o
teste t. para analisar as diferencas estatisticas entre os tratamentos e o grupo controle.
As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software STATGRAPHICS
Centurion XVI verséo 16.1.11.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As micotoxinas encontradas neste trabalho foram identificadas e quantificadas
somente no grupo controle (conforme na tabela e figura 4.1). As aflatoxinas
identificadas foram: AFB; na concentracdo média de 72,083 + 12,709 mg/kg de milho;
AFB, com 2,141 + 0,341 mg/kg; AFG; com 44,166 + 10,408 mg/kg e AFG, com 1,35 +
0,238 mg/kg. Seguindo a legislacdo americana, as aflatoxinas podem apresentar teor
méaximo de 20 ug/kg tanto em gréos quanto em alimentos a base de milho (FDA,2011).
O mesmo limite maximo de aflatoxinas para graos de milho (20 pg/kg) € estabelecido
pela legislacdo brasileira (RDC N° 7, ANVISA, 2011). A legislacéo européia (EC, 2007),
estabelece que, o milho para processamento pode conter no maximo 5 pg/kg de
aflatoxina B;, enquanto que a associacdo de AFB;, AFB,, AFG; e AFG, nao pode
ultrapassar 10 pg/kg. Assim, todas as amostras controle estariam reprovadas,
enquanto que as amostras tratadas estariam dentro dos limites de controle
estabelecidos pelas legislacbes americana, brasileira e europeia.

Micotoxinas como as eniatinas (ENA, ENA;, ENB, ENB,), alternariol e HT-2 foram
encontradas neste experimento, mas ainda nédo ha legislacéo vigente para seu controle
na Europa, no Brasil ou nos Estados Unidos. A fumonisina identificada neste estudo foi
a FB; e a sua concentracao foi de 4,18 £ 0,155 mg/kg. Pela legislagdo americana, a
associacao de FB;, FB, e FB3 no milho para pipoca possui como limite o valor de 3000
pg/kg; na farinha de milho com teor de gordura < 2,25% em base seca, possui como
limite 2,000 pg/kg e a farinha de milho com teor de gordura = 2,25% em base seca,
possui o limite de 4,000 pg/kg. Pela legislacéo brasileira, nos graos de pipoca e na
farinha de milho, os limites maximos sao de 2000 ug/kg e 1500 pg/kg, respectivamente.
Por sua vez, os graos para processamento possuem limite maximo de 1000 ug/kg. Pela
legislagédo europeia, o milho para consumo direto pode conter no maximo 1000 ug/kg;
fragcbes >500 micron de milho podem conter 1400 pg/kg e fracbes <500 micron de
milho podem conter 2000 pg/kg. Neste caso, as amostras controle estariam
reprovadas, enquanto que todas as amostras tratadas com AIT estariam aprovadas,

com concentracdes ndo detectaveis de FBs.
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Tabela 4.1 Identificacdo e quantificagdo de micotoxinas em grdos de milho tratados com diferentes

concentracdes de isotiocianato de alila (AIT).

Fungo Produtor e Micotoxinas (mg/kg de milho)

Aspergillus parasiticus
Tratamentos
AFB; AFB; AFG; AFG,
Controle 72,083 + 12,709° 2,141 +0,341°% 44,166 + 10,408° 1,35 + 0,238°
50ppm <0,001™ <0,001™ <0,001™ <0,001™
100ppm <0,001™ <0,001™ <0,001™ <0,001™
500ppm <0,001™ <0,001™ <0,001™ <0,001™
Fusarium tricinctum
ENA ENA; ENB ENB;
Controle 173,075 + 3,685° 5590 +91,216%  8223,75+6,0139°  1881,25 + 06,419°
50ppm <0,01™ <0,01™ <0,01™ <0,01™
100ppm <0,01™ <0,01™ <0,01™ <0,01™
500ppm <0,01™ <0,01™ <0,01™ <0,01™
Fusarium verticilloides
FB:
Controle 4,18 + 0,155°
50ppm <0,025™
100ppm <0,025™
500ppm <0,025™
Alternaria alternata
AOH HT-2
Controle 3,587 +0,371°% 2,73 +£0,296%
50ppm <0,01™ <0,06™
100ppm <0,01™ <0,06™
500ppm <0,01™ <0,06™
Gibberella zeae
ZEA
Controle 3,28 + 0,339%
50ppm <0,03™
100ppm <0,03™
500ppm <0,03™

T Os valores apresentados significam os limites de deteccdo paras as micotoxinas encontradas.

Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca estatistica entre os tratamentos (p < 0,05).

AFB; — aflatoxina B1; AFB, — aflatoxina B»; AFG; — aflatoxina Gi; AFG; — aflatoxina G2; ENA — eniatina A;
ENA; — eniatina A;; ENB- eniatina B; ENB; — eniatina B;; FB; — fumonisina B1; AOH — alternariol; ZEA —
zearalenona.

Em relagdo a zearalenona, a concentragdo encontrada neste estudo foi de 3,28 +

0,339 mg/kg de milho no grupo controle. A legislacdo brasileira aceita até 150
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pg/kgpara milho de pipoca, 300 pg/kg para alimentos a base de milho e 400 ug/kg para
o milho em grdos para processamento. Pela legislacdo europeia, o milho né&o
transformado pode conter no maximo 350 pg/kg, o milho para consumo direto pode
conter no maximo 100 pg/kg, fragbes > de 500 micron de milho podem conter 200
pHo/kg e fragbes < a 500 micron de milho podem conter 300 pg/kg. Conforme as
legislacbes estudadas, a zearalenona também estaria reprovada. Todas as
concentragbes de AIT utlizadas nos tratamentos foram capazes de inibir
completamente a producdo dessas micotoxinas e inibir visualmente o crescimento
fungico.

Muitos estudos utilizaram o AIT contra o crescimento fungico e pra a reducdo da
guantidade de micotoxinas em alimentos e em ragdes. Santos et al. (2010) avaliaram a
qualidade dos gréos de milho estocados em embalagens herméticas (de polietileno de
alta densidade) por 150 dias. Os graos foram tratados com 300 pL/kg de AIT,
estocados em camaras com temperaturas controladas (15, 25 ou 35°C), com 14,8% e
17,9% de umidade relativa. A cada 30 d os graos eram analisados quanto a sua
densidade, teor de umidade, potencial de germinacdo e condutividade elétrica. No final
do experimento, ndo houve efeito significativo na qualidade fisiologica dos gréos de
milho (potencial de germinacao, umidade, densidade e condutividade elétrica) no grupo
tratado com AIT, assim como ndo houve alteracdo na analise microbioldgica desses
graos. Esses resultados corroboram com o presente trabalho, pois o crescimento
fungico foi evitado nos grdos expostos ao AIT em uma dose de 300 pL/kg™ (relacédo
AlIT/milho), que provavelmente se encontra entre os 50 - 500 pL/L (relagéo
AlT/embalagem) utilizados neste estudo.

Paes et al. (2011) avaliaram a difusdo e a sor¢cdo do isotiocianato de alila no
processo de fumigacdo do milho. No estudo da sorcéo, frascos de vidro contendo 0s
graos receberam 15 mL de AIT saturado por meio de injecdo. Para o uso de difusao, foi
utilizada uma camara de gas e uma coluna cilindrica. A cada 110 minutos, as amostras
eram coletadas e injetadas no equipamento de cromatografia gasosa. Ao final do
estudo, a concentracdo de AIT gasoso variou de 130,50 g/kg no inicio do experimento

para 0,88 g/kg ap6s 130min de exposicdo aos grdos de milho, demonstrando uma
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reducdo de 99% em relacdo a concentracdo de AIT inicial (absorvido pelos grdos de
milho). Assim, os graos de milho parecem ser uma 6tima matriz para absorcao do AlT,
gue pode ser liberado vagarosamente durante o processo de estocagem. A exposi¢cdo
dos gréos de milho ao AIT por 48h no presente trabalho fez com que ocorresse a
absorcao do oleo no interior do grdo. O AIT residual que permaneceu no grao apos a
fumigacéo de até 50 pL/L foi capaz de inibir a producdo de micotoxinas por todas as
espécies fungicas testadas. Também ndo foi observado o crescimento visual dos
fungos em nenhum dos grupos tratados com AIT durante 30 d de estocagem. Assim,
esse processo poderia ser aplicado em silos e em grdo ensacados para inibir as perdas
por deterioracdo fungica e/ou de produtos com niveis de micotoxinas acima do

preconizado pela legislacéo.

50



FB, b) -

L

AOH

I‘ HT-2

N

et
i
-

if
EEEEENEEEEE
—

-
ENE
188
ZEL
c) = \ d) . ;
L
:r
1 1]
e} ENE; ™
f__:_:.-. %'uj
E‘:" ENA / E e
e ENA; T
AT
il :nj
i e
x. ¢_|III " ; )4 I
b w o L | a 2 ‘ 1 . L] .: a8 = & a I B = x 2 &
45w
4543
e)
e AFB;
3548
1048
8 AFB»
'f._ i AFG;
5
E 20
1544 AFGy
1044 |I
0000 ] r'
' M I
o r . = .-"\"'“‘“'"."'J'lﬂ' . ELV A AN . .
2 M 8 8 10 12 14 18 18 2 n
Time. min

Figura 4.1Cromatogramas das micotoxinas presentes nos grupos controle dos grdos de milho; a) fumonisina B;
(FB1), b) alternariol (AOH) e HT-2, c) eniatina A (ENA), eniatina A1 (ENA1), eniatina B (ENB) e eniatina B1 (ENB:), d)
zearalenona (ZEA) e e) aflatoxina B (AFB,), aflatoxina B, (AFBy), aflatoxina G; (AFG1) e aflatoxina G, (AFGy).
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4.4 CONCLUSAO

A utilizacdo de isotiocianato de alila como agente fumigante profilatico foi capaz de
inibir a produg&o de micotoxinas nos graos de milho, quando utilizado nas doses de 50,
100 e 500 pL/L. O uso deste composto em alimentos ja € pratica em diversos paises e
a Comunidade Europeia permite a inclusdo de até 500 pL/L de AIT na alimentac&o
animal. Logo, o isotiocianato de alila pode ser usado como agente de fumigagcao na
estocagem de graos de milho, protegendo o grédo contra o crescimento de fungos
micotoxigénicos. Apesar do isotiocianato de alila exalar um odor forte e possuir um
gosto pungente, ele é rapidamente volatilizado quando os gréos sao moidos. Contudo,
novos estudos devem ser realizados para observar a acdo do AIT em doses mais
baixas, ja que a menor dose testada deste estudo foi capaz de inibir totalmente a

producdo de micotoxinas em um periodo de 30 dias de estocagem.
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CAPITULO 5

5 CONCLUSAO GERAL

A importancia da contaminacgéao fungica em alimentos e racfes faz com que 6rgaos
reguladores como a FAO, FDA e instituicbes como a Unido Europeia, promovam
relatérios e féruns de normatizacdes e aplicacbes de legislacdes, contendo indices de
tolerdncia méxima para diversas micotoxinas. A utilizacdo de Oleos essenciais na
industria de alimentos é uma alternativa interessante aos conservantes quimicos, visto
gue esses compostos naturais possuem potente atividade fungicida, tanto na forma
liguida como gasosa. Além disso, esses compostos podem aumentar o prazo de
validade de produtos alimenticios, atendendo a demanda de consumidores que
buscam por produtos convenientes e que ndo sao adicionados de conservantes
guimicos.

Na presente dissertacdo, foi demonstrada a capacidade do isotiocianato de alila
incorporado a trés dispositivos antimicrobianos em inibir o crescimento de fungos
deteriorantes e micotoxinogénicos em queijo mucarela. No segundo trabalho, foi
demonstrado que o AIT em forma de gas conseguiu inibir o crescimento e a producao
de diversos fungos micotoxigénicos em graos de milho armazenados durante 30 dias.
O efeito fungicida do AIT esta ligado a reatividade do carbono central do grupamento
isotiocianato, que é capaz de se ligar covalentemente com hidroxilas, tidis e aminas de
estruturas essenciais das células microbianas, como enzimas e fosfolipideos de
membrana. Como o mecanismo de acdo do AIT é inespecifico, ele se torna um
antimicrobiano de amplo espectro com baixa probabilidade de formacéo de resisténcia
em microrganismos. Estudos ainda devem ser realizados para testar concentragbes
mais baixas do isotiocianato de alila na inibicdo do crescimento fungico em milho, além
de provas sensoriais com 0 objetivo de verificar a presenca de alteracées no sabor e

odor dos alimentos tratados com esse 6leo essencial.
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