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Resumo

Neste estudo, verificou-se a utilizacdo de um filme de quitosana para o controle do crescimento e producao de aflatoxinas por
A. parasiticus em amendoim. Os filmes foram aplicados sobre os graos por meio de duas metodologias (aspersao e imersao).
Os grdos recobertos foram inoculados com 2,5 ml de uma suspensao contendo 1,0x10° esporos/ml e incubados a 25 °C
por 7 dias. A concentracdo de aflatoxinas foi determinada por cromatografia em camada delgada, utilizando a técnica de
densitometria. A verificacdo da inibicdo do crescimento fungico foi realizada por meio da inoculacdo do patégeno em placas
de Petri contendo GYEP suplementado com quitosana a 2% e incubadas por 7 dias a 25 °C. Apés incubacdo, o diametro da
coldnia do patégeno foi estimado e comparado com o controle. Todos os testes foram realizados com cinco repeticdes. Para a
verificacdo de alteracdes morfoldgicas, uma suspensao de esporos ou hifas incubados na presenca de quitosana foi submetida a
microscopia eletrénica de varredura. Foi observado que tanto o método de imersao quanto o de aspersado reduziram a producao
de aflatoxina significativamente, 84,3% e 86,7% respectivamente. A presenca de quitosana no meio de cultura reduziu o diametro
das col6nias e promoveu modificacdes morfoldgicas nos esporos de A. parasiticus. Com esse procedimento foi verificado que
a utilizacdo de quitosana a 2% na forma de filme, principalmente por aspersao, pode reduzir a concentracdo de esporos e
aflatoxinas de A. parasiticus em amendoim, o que confere a essa substancia uma grande perspectiva de utilizacdo no controle
de fungos aflatoxigénicos.

Palavras-chave: Arachis hypogaea, Aspergillus parasiticus, micotoxinas, pés-colheita, substancia GRAS.

Use of chitosan film to control aflatoxins in peanuts

Abstract

In this study, we evaluate the utilization on chitosan film to control the growth and aflatoxin production by A. parasiticus in peanut.
The films were inoculated over the grains by aspersion or immersion methods. The chitosan coated grains were inoculated with
2.5 ml solution with 1.0x10° spores/ml and incubated at 25 °C for 7 days. The aflatoxin concentration was estimated by thin
layer chromatography and densitometry. The fungus growth inhibition was observed by pathogen inoculation in Petri dishes
with GYEP media plus 2% chitosan and incubated by 7 days at 25 °C. After incubation the colony diameter was measured and
compared with the control. All assays were repeated five times. To verify morphological alterations, a spore/hypha suspension
was incubated in media with chitosan and observed in scanning electron microscopy.Both methods (immersion and aspersion)
were able to reduce the aflatoxin production significantly, 84.3% and 86.7%, respectively. The chitosan reduced the colonies
diameters and promoted morphological alterations in A. parasiticus spores. With this, was observed that a 2% chitosan film,
specially inoculated by aspersion, can to reduce A. parasiticus spores and aflatoxins concentrations in peanuts. This characteristic
gives to this substance an excellent perspective to be used in aflatoxigenic fungi control.

Key words: Arachis hypogaea, Aspergillus parasiticus, mycotoxins, postharvest, GRAS substances.
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1. INTRODUCAO

O amendoim é um grio que possui altos indices de
proteinas e 8leos que, aliado ao seu agraddvel sabor, o torna
muito consumido por adultos e criancas nas mais diversas
formas, quer seja in natura, torrado, em doces, confeitos
ou, ainda, em pratos da culindria de diversos paises. Este
alimento é muito susceptivel & contaminagio por micotoxinas
(aflatoxinas), podendo esta ocorrer praticamente em todas
as fases das vdrias etapas da sua cadeia produtiva (Viegas &
Rossetto, 2006).

As micotoxinas sio metabdlitos tdéxicos produzidos
por algumas espécies de fungos. Uma das micotoxinas
de maior significado em satide publica e na agricultura
sao as aflatoxinas, produzidas com maior frequéncia pelas
espécies Aspergillus flavus e A. parasiticus. Estas toxinas sdo
extremamente carcinogénicas e teratogénicas (Klich, 2007).

Nos udltimos anos, o consumidor tem aumentado o
interesse por alimentos seguros, com isso a procura por
metodologias capazes de substituir total ou parcialmente
o uso de agrotéxicos na agricultura tem aumentado.
Por possuir aceitagio mundial, as substncias “GRAS”
(Generally Regarded As Safe) tornaram-se grandes aliadas na
manutengio da qualidade dos alimentos. Substincias como
a quitosana tém sido estudadas por inibirem o crescimento
de vérios micro-organismos (Campana-Filho et al., 2007;
Cerqueira et al., 2011).

A quitosana, um polimero policatiénico 8-1,4 ligado a
D-glucosamina, é uma poliamina linear, que pode ser obtida
pela desacetilagdo alcalina da quitina (N — acetilglucosamina).
A quitina ¢ o biopolimero mais abundante na natureza,
depois da celulose, e pode ser encontrada em abundéncia
no exoesqueleto de crustdceos, como camarao, siri,
caranguejo, lagosta e de plantas como as algas marinhas
(Botelho et al., 2010; Moura et al., 2006).

A quitosana tem um grande potencial para aplicagoes devido
auma variedade de propriedades tais como, biodegradabilidade,
biocompatibilidade, atividade antimicrobiana e atoxicidade.
Os filmes a base de quitosana tém-se demonstrado eficazes na
conservagio de diversos alimentos (Campana-Filho etal., 2007;
Cerqueira et al., 2011; Cia et al., 2010; Mali et al., 2010).

Os filmes comestiveis podem ser importantes na extensao
da vida 4til de alimentos, funcionando como barreira de
protecio contra a invasio de micro-organismos patogénicos e
garantindo sua seguranga microbioldgica (Mali et al., 2010).

Esta pesquisa visou a incorporagio de um filme comestivel
a base de quitosana para reduzir o crescimento e produgao
de esporos e aflatoxinas por A. parasiticus em amendoim.
Com isso, foi proposta uma alternativa eficiente e vidvel para
a manutengio da qualidade e seguranca microbiolégica e
toxicolégica do amendoim.

2. MATERIAL E METODOS
Obtencao das sementes

Foram utilizados grios de amendoim autoclavados,
cultivar IAC Caiapé. Os graos apresentavam alto teor de
6leo, tamanho médio, cor castanha e isentos de aflatoxinas.
Para a realizacio dos experimentos foram utilizados graos

colhidos na safra de 2009/2010.
Obtencao do fitopatéogeno

Foi utilizada a linhagem de A. parasiticus IMI 242695
proveniente do International Mycological Institute, Inglaterra,
isolada de produtos alimenticios e produtora de aflatoxinas
(B,,B,, G, eG,). Este micro-organismo encontra-se depositado

na cole¢io de cultura de fungos do Laboratério de Micologia
da Fundagio Ezequiel Dias (FUNED).

Obtencao da quitosana

A quitosana utilizada para a elaboragio do filme foi
adquirida da Sigma-Aldrich® com 85% de desacetilacio.

Preparo das solucdes de quitosana

As solugbes de quitosana foram preparadas por meio da
dissolugdo da quitosana (0,5, 1,0 € 2,0 g) em uma solugio de
4cido cloridrico (HCI) a 2% v/v até atingir o volume final
de 100 ml; apés a completa dissolugio, as solugoes foram
filtradas e armazenadas sob refrigeragao.

Preparacido do fitopatégeno

A linhagem de A. parasiticus foi inoculada em placa de
Petri contendo o meio de cultura Czapek (nitrato de sédio
4%, cloreto de potdssio 1%, sulfato de magnésio 7H20 1%,
sulfato ferroso 7H20 0,02%, fosfato de potdssio dibdsico
2%, sacarose 3%, sulfato de zinco 7H2O a 1%, sulfato
de cobre a 0,5%, dgar 2%) ¢ incubada por 7 dias a 25 °C.
Apés esporulagio, uma alcada de esporos foi transferida
para tubo de ensaio, contendo 1,5 ml de Tween 80% a
0,1%, com posterior agitagio por 1 minuto para dispersao
dos esporos. Em seguida, foram transferidos, 200 pL dessa
suspensao para um frasco Erlenmeyer de 250 ml, contendo
25 ml do meio GYEP (glicose 2%, extrato de levedura 0,3%
e peptona 1%) e em seguida incubado a 25 °C por 7 dias
para nova esporulagio.

Apés esse tempo, foram adicionados 20 ml de Tween
80% a 0,1% em cada um dos frascos e 10 pérolas de vidro,
agitou-se vagarosamente e transferiu-se o sobrenadante para
outro Erlenmeyer de 250 ml esterilizado. O ntmero de
esporos/ml da suspensio foi calculado com o auxilio de uma
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cAmara de Neubauer e ajustado para 1,0x10° esporos/ml em
50 ml de Tween 80% a 0,1% (Prado et al., 2011).

Verificacao da inibicio do crescimento de
A. parasiticus

Para verificar a inibi¢ao do crescimento de A. parasiticus
por quitosana in vitro, placas controle (contendo GYEP
sem suplemento) e as placas testes (GYEP suplementadas
com as solugoes de quitosana) foram incubadas por 7 dias
a 25 °C. A obtengao dos esporos foi realizada através do
cultivo do A. parasiticus em placa de Petri contendo o meio
de cultura Czapek. Apés esporulagdo, uma algada de esporos
foi transferida para tubo de ensaio, contendo 15 ml de
Tween 80% a 0,1% com posterior agitagio em vértex para
dispersao dos esporos.

A concentragio de esporos foi obtida com o auxilio
de uma cimara de Neubauer ¢ em seguida ajustada para
1,0x10° esporos/ml. Em seguida inoculou-se trés “spots”,
contendo 10 pL da suspensdo, nas placas controle ¢ nas
placas testes (meio cultura GYEP suplementados com
quitosana 0,5%, 1,0% e 2,0%). Em seguida, as placas
foram incubadas a 25 °C por 7 dias. Apds a incubagio, o
didmetro da colénia do patégeno foi medido com auxilio
de um paquimetro digital (Jomarca®) e comparado com
o didmetro observado na cultura controle. Todos os testes
foram realizados com cinco repetigdes.

Verificacao de alteracdes morfolégicas do
A. parasiticus

Para verificar a presenca de alteragoes morfolégicas nas
estruturas reprodutivas de A. parasiticus, foram realizados dois
procedimentos com as placas controle e as placas teste do
procedimento acima descrito. Para o primeiro utilizou-se uma
suspensio a partir de uma algada de esporos do crescimento
do fungo que posteriormente foi transferido para tubo de
ensaio, contendo 1,0 ml de Tween 80% a 0,1% e submetido
a agitacdo em vértex para dispersao dos esporos. O outro
procedimento foi realizado com a retirada de fragmentos
de hifas, que foram imersos em Tween 80% a 0,1% e
encaminhados para a realizagio da microscopia eletrénica
de varredura, conforme metodologia recomendada pelo
CM/UFMG.

Apbs a realizacio da suspensdo e da retirada dos fragmentos
de hifas, 10 pl da suspensio e fragmentos das hifas foram
inoculados em uma laminula pré-tratada com Poli-L-Lisina e
deixados & temperatura ambiente (dentro do fluxo laminar)
até sua completa secagem.

Posteriormente, as laminulas foram fixadas em glutaraldeido
2,5%, em tampao cacodilato 0,1 M por no minimo 1 h, apds
esse perfodo o fixador foi removido e as amostras lavadas
trés vezes por 10 minutos em tampio cacodilato 0,1 M.

As amostras foram novamente imersas e fixadas por 1 hora
com tetréxido de dsmio 1%, depois lavadas por trés vezes
(10 min.) em tampao cacodilato 0,1 M. Apds esse processo,
as amostras foram imersas em dcido tdnico 1% em tampao
cacodilato 0,1 M por 20 minutos, em seguida as amostras
foram imersas novamente no fixador tetréxido de dsmio
1%, e lavadas por trés vezes (10 min.) em dgua destilada.
Apds essa etapa, as amostras foram desidratadas em solugio
crescente de Alcool etilico 35%, 50% e 95% (por 10 min.)
e em 100% (trés vezes por 10 min.), ap6s a desidratacio as
amostras foram secas no ponto critico de CO,. Em seguida,
as amostras foram montadas nos “stub” usando cola de
carbono, posicionando a laminula com as células aderidas
sobre a fita de carbono e metalizadas com ouro (3 mm

de espessura). As imagens digitais foram capturadas no
microscdpio eletronico de varredura JEOL JSM-6360LV.

Elaboracao do filme de quitosana por
imersao

Os amendoins foram imersos na solugio de quitosana a
2%, previamente preparada e, logo em seguida, colocados
para secar em jato de ar (temperatura entre 35 e 40 °C).
Para o controle negativo, os amendoins foram imersos em
dgua destilada estéril.

Elaboracao do filme de quitosana por
aspersao

Os graos de amendoim foram aspergidos com a solu¢io de
quitosana, previamente preparada. Para o controle negativo,
a dgua destilada estéril foi aspergida sobre os amendoins.

A aspersao foi realizada através de um dispositivo de
pressao positiva que insuflou o ar na solugio a ser aplicada,
deslocando a solugao de um recipiente para outro onde se
encontrava os amendoins. Apds o insuflamento de cada
uma das camadas, os amendoins foram secos com jatos de
ar (temperatura entre 35 e 40 °C). Esse insuflamento foi
repetido até atingir 200 camadas de revestimento em cada
grupo de amendoim.

Verificacao da reducao da producao
aflatoxina

As sementes de amendoim (15 g.), in natura, foram
previamente autoclavadas a 121 °C por 15 minutos e
distribuidas em dois experimentos com trés grupos cada:

Experimento 1 - imersao
Grupo 1 = (controle positivo) foi inoculado com 2,5 ml

da suspensio com 1,0x10° esporos/ml do fungo aflatoxigénico
nos amendoins imersos em dgua destilada estéril.
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Grupo 2 = (ensaio) foi inoculado com 2,5 ml da suspensio
com 1,0 x 10° esporos/ml do fungo aflatoxigénico nos
amendoins previamente imersos em solugio de quitosana
a 2%;

Grupo 3= (controle negativo) foi inoculado com 2,5 ml
de Tween 80% a 0,1% nos amendoins previamente imersos
em solugio de quitosana a 2%.

Experimento 2 - Aspersao

Grupo 1 = (controle positivo) foi inoculado com 2,5 ml
da suspensao com 1,0x10° esporos/ml do fungo aflatoxigénico
nos amendoins aspergidos com dgua destilada estéril.

Grupo 2 = (ensaio) foi inoculado com 2,5 ml da
suspensio com 1,0x10° esporos/ml do fungo aflatoxigénico
nos amendoins previamente aspergidos com a solugio de
quitosana a 2%;

Grupo 3= (controle negativo) foi inoculado com 2,5 ml
de Tween 80% a 0,1% nos amendoins previamente aspergidos
com a solugido de quitosana a 2%.

Em seguida, todos os grupos foram incubados a 25 °C
durante 7 dias. Os experimentos foram realizados com cinco
repetigoes de cada grupo.

Determinacao de aflatoxinas

A quantifica¢io das aflatoxinas foi realizada por
cromatografia em camada delgada, utilizando a técnica de
comparagio com padrdes por densitometria (Valente Soares

& Rodriguez-Amaya, 1989).
Anadlise estatistica

O delineamento experimental utilizado para avaliar a
redugio da produgio de aflatoxina foi inteiramente casualizado,
com cinco repeti¢des e trés tratamentos ¢ dois tipos de
revestimentos (imersdo e aspersao). Os tratamentos foram:

Controle positivo 1: Amendoins imersos em dgua
destilada estéril, amendoins imersos em solugao de quitosana
a2%; controle positivo 2: Amendoins aspergidos com dgua
destilada estéril, amendoins aspergidos com solu¢ao de
quitosana a 2%.

Foi realizado o teste F(p<0,05). As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Os dados foram
submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov,
com o intuito de verificar a instabilidade de resposta entre
as médias dos grupos experimentais.

O delineamento experimental utilizado para a determinagao
da influéncia das substancias “GRAS” sobre o crescimento
do A. parasiticus foi inteiramente casualizado, com cinco
repeti¢oes e quatro tratamentos. Os tratamentos foram:

Crescimento do controle positivo A. parasiticus em meio
de cultura sem suplemento; e o crescimento do fitopatégeno

em meios suplementados com quitosana a 0,5%, quitosana
a 1%, quitosana a 2%.

Foi realizado o teste F(p<0,05). As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Os dados foram
submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov,
com o intuito de verificar a instabilidade de resposta entre
as médias dos grupos experimentais. O programa estatistico
utilizado foi o Sisvar versio 5.3, UFLA.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Ao observar a média do didmetro da colonia de A. parasiticus,
em meio suplementados com quitosana a 0,5%, 1,0% e 2,0%,
verificou-se que ocorreu uma diferenca significativa entre
os didmetros em todas as concentragdes avaliadas, quando
comparados ao controle positivo. Quando comparados os
crescimentos fingicos entre as diferentes concentragdes de
quitosana verificou-se que a maior concentragio testada foi
estatisticamente mais eficiente que as demais.

A média do didmetro do crescimento da col6nia foi
gradativamente reduzida 2 medida que se elevava a concentragao
de quitosana (Tabela 1). As médias dos tratamentos sofreram
transformagdes logaritmicas, uma vez que foi observada
instabilidade da resposta, isto é, aumento da proporcionalidade
entre as médias dos grupos experimentais e seus respectivos
desvios padroes, configurando a nio conformidade com os
pré-requisitos exigidos para a andlise de variancia.

Nos experimentos iz vitro, a germinacio do A. parasiticus
foi lenta, as hifas se apresentavam de forma agregada,
excessivamente ramificada, intumescidas e com comprimento
reduzido dos conidiéforos na presen¢a de meio de cultura
GYEP suplementado com quitosana (0,5% ¢ 1%), quando
comparado com a germinacio e o crescimento do fitopatégeno
em meio de cultura sem suplementagio. No experimento onde
a concentracio de quitosana foi maior (2%), as alteragoes
morfolégicas das hifas foram mais facilmente visualizadas
quando comparadas aos resultados observados no controle
(Figuras 1a,b, Figuras 2a,b, Figuras 3a,b e Figuras 4a,b).

As eletromicrografias obtidas mostraram que os conidios
resultantes a partir do meio de cultura GYEP suplementado
com quitosana (0,5% e 1%) nio apresentaram diferencas

Tabela 1. Médias do didmetro da colonia (mm) de A. parasiticus em
meio suplementados com quitosana 0,5%, 1,0% e 2%

Ensaios Média Desvio padrao
Controle A. parasiticus 38,6 A 0,9
A. parasiticus + Quitosana
0.5% 15,7 B 18
A. parasiticus + Quitosana 1% 132 B 0,9
A. parasiticus + Quitosana 2% 8,6 C 1,4

Meédias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Dados transformados em log10.
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=
Mag HV Sig WD Spot HFW

Pressure. — 9 g
PIA UFMGH10000x 15.0 kV SE 29.7 mm 3.0 113.52 ym 0.2

38 Torr CENTRO DE MIC

Figura 1. A. parasiticus IMI 242695 incubados em meio dgar GYEP, por 7 dias, a 25 °C. (a) Macroscopia do crescimento fungico — controle
positivo (10 pl da suspensio de 1,0x10° esporos/ml de em cada “spot”), (b) eletromicrografia da colonia de A. parasiticus (aumento de 200 X),
(c) eletromicrografia dos esporos de A. parasiticus (aumento de 5.000 X), (d) eletromicrografia dos conidios de A. parasiticus (aumento

de 10.000 X).

HV Sig
5.0 kV SE 10.

- L
g HV Sig WD Spot - Mag HV Sig WD Spotf H e -
2000 15.0 KV SE 10.0 mm_ 3.0 67 a da UFMG_|10000x 15.0 kV SE 110.0 mm 3.0 113.52 ym 0.38 Torr _Centro de Microscopia da UFMG

Figura 2. A. parasiticus IMI 242695 incubados em meio dgar GYEP suplementado com quitosana 0,5%, por 7 dias, a 25 °C. (a) Macroscopia
do crescimento fangico (10 pl da suspensio de 1,0x10° esporos/ml de em cada “spot”), (b) eletromicrografia da colénia de A. parasiticus
(aumento de 200 X), (c) eletromicrografia dos conidios de A. parasiticus (aumento de 5.000 X), (d) eletromicrografia dos conidios de

A. parasiticus (aumento de 10.000 X).
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Mag =~ HV Sig WD Spot HI

WD of HFW Pre
7.04 1GJ10000x 15.0 kV SE 10.1 mm 3.0

Figura 3. A. parasiticus IMI 242695 incubados em meio dgar GYEP suplementado com quitosana a 1%, por 7 dias, a 25 °C. (a) Macroscopia
do crescimento fingico (10 pl da suspensio de 1,0x10° esporos/ml de em cada “spot”), (b) eletromicrografia da colonia de A. parasiticus
(aumento de 200 X), (c) eletromicrografia dos conidios de A. parasiticus (aumento de 5.000 X), (d) eletromicrografia dos conidios de

A. payasiticus (aumento de 10.000 X).

3 Opm
TorrCentro de Microscopia da UFMG

Mag | HV Sig/Det, WD |Spx

Figura 4. A. parasiticus IMI 242695 incubados em meio dgar GYEP suplementado com quitosana a 2%, por 7 dias, a 25 °C. (a) Macroscopia
do crescimento fingico (10 pl da suspensio de 1,0x10° esporos/ml de em cada “spot”), (b) eletromicrografia da colonia de A. parasiticus
(aumento de 200 X), (c) eletromicrografia dos conidios de A. parasiticus (aumento de 5.000 X), (d) eletromicrografia dos conidios de

A. parasiticus (aumento de 10.000 X).
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em suas dimensdes e forma quando comparados ao controle,
permanecendo com 5 pm de didmetro, globosos, hialinos
e com a presenca de espiculas (Figuras 1c,d, Figuras 2¢,d,
Figuras 3c,d e Figuras 4c,d), por outro lado, os conidios
obtidos a partir do meio de cultura suplementado com
quitosana a 2%, mostraram-se entumecidos, apresentando
20 pm de didmetro, hialinos e com auséncia de espiculas
(Figuras 1c,d e Figuras 4c,d).

Liu et al. (2007) obtiveram resultados semelhantes
a0 avaliar o efeito da quitosana, no desenvolvimento de
B. cinerea e P expansum, onde foi observada uma significativa
inibi¢do na germinacio dos esporos, no alongamento do
tubo germinativo e no crescimento micelial.

Maia et al. (2010) avaliaram o efeito da quitosana
no desenvolvimento 7z vitro de plantulas de videira cv.
Merlot e sua atividade antifingica sobre Elsinoeampelina.
Foi demonstrado um efeito fitotdxico nas plantulas e
fungistdtico sobre E. ampelina, reduzindo o didmetro micelial
em 81,7% em relacio ao controle.

El Ghaouthet al. (1992a,b) observaram que a quitosana
reduziu as podridoes em morangos, causadas por B. cinerea
e Rhizopus stolonifer, e concluiram que o mecanismo pelo
qual a quitosana reduz podridées em morangos parece
estar relacionado a sua propriedade fungistdtica. Quando
avaliada in vitro, a quitosana inibiu os dois patdgenos, mas
nio completamente. Os autores observaram que a quitosana
alterou bruscamente a morfologia das hifas de R. stolonifer.

Herndndez-Lauzardo et al. (2008) observaram que
houve um efeito inibitério sobre o crescimento micelial
de R. stolonifer utilizando-se uma quitosana de baixo peso
molecular, provocando alteragdes na morfologia dos esporos.
Coqueiro & Di Piero, (2011), avaliaram o efeito antiftingico
de quitosanas com pesos moleculares diferentes sobre Alternaria
solani, causador da pinta negra em tomateiros. Os autores
verificaram, em estudos iz vitro, uma inibico significativa
da germinacio dos conidios e do crescimento micelial do
fungo de 85% e 50%, respectivamente, concluindo que
os diferentes pesos moleculares da quitosana apresentaram
efeitos similares em relagio a atividade antifingica.

Embora esses trabalhos tenham demonstrado o efeito
fungistdtico da quitosana, o mecanismo de atuagio sobre o
patdgeno ainda nio estd totalmente esclarecido. Especula-se
que a natureza cationica colabore para a atuagio da quitosana,
uma vez que suas cargas positivas podem interagir com os
residuos carregados negativamente das macromoléculas

expostas na superficie da célula de patdgenos, causando
alteracio na permeabilidade da membrana celular (Coqueiro
& Di Piero, 2011).

Devido aos resultados de inibi¢ao obtidos com a utilizagao
do filme de quitosana com concentragio de 2%, esta
concentragio foi selecionada para avaliar a capacidade deste
filme em reduzir a concentragio de aflatoxinas produzidas por
A. parasiticusnos graos de amendoim. Com isso, verificou-se
que tanto os graos submetidos & imersdo quanto os submetidos
a aspersdo apresentaram uma reducio significativa na sua
concentragio de aflatoxinas quando comparados com o
controle, 84,3% e 86,7% respectivamente. Foi observada
interacao significativa entre os tipos de aplicacio, indicando
que o método de aplicacao influenciou o controle da produgio
de aflatoxina. A aspersao foi significativamente mais eficiente
em reduzir a concentragio de aflatoxinas que o método de
imersio (Tabela 2).

O amendoim ¢ muito suscetivel & contaminagio por
fungos aﬂatoxigénicos, esta contaminagao pode ocorrer
em qualquer etapa de sua produgio, principalmente no
periodo pés-colheita. Apesar disso, ainda nio estd disponivel
um método totalmente eficaz e acessivel economicamente
para eliminar tal contaminagio (Prado et al., 2008, 2011).
Contudo, o recobrimento de alimentos com filmes comestiveis
podem melhorar sua resisténcia a fitopatdgenos por melhorar
sua integridade estrutural do substrato revestido, provendo
protegao fisica contra injurias, e reduzindo as portas de
entrada para a infecgao e, por consequéncia, para a produgio
de aflatoxinas (Cabral et al., 2013; Cerqueira et al., 2011).

Filmes a base de quitosana tém sido utilizados no
recobrimento de frutos e outros alimentos para conferir
prote¢io contra a ago de patdgenos, melhorar sua aparéncia
junto ao consumidor, retardar o amadurecimento, evitar a
perda de massa, reduzir a troca gasosa, preservar a coloracio
original, induzir a resisténcia no vegetal e, com isso, aumentar
o tempo de prateleira dos produtos (Botelho et al., 2010;
Cerqueira et al., 2011; Tanada-Palmuet al., 2005).

Cia et al. (2010) verificaram que o uso da quitosana foi
eficaz para reduzir a severidade e a incidéncia de R.szolonifer
em caquis, como o processo de colonizacio e infeccao de
fitopatdgenos sio semelhantes em sua esséncia, as mesmas
propriedades que impediram a infecao de R. stolonifer devem
ter atuado sobre o A. parasiticus nos grios de amendoim
pesquisados no presente estudo. Além dos danos diretos
causados pela ingestao de aflatoxinas, como o cAncer de

Tabela 2. Médias das aflatoxinas (pug kg™') produzidas por A. parasiticus em amendoins revestidos com um filme de quitosana a 2% por
imersdo ou aspersio, e percentual de reducio de aflatoxinas em relagio ao controle

) Controle Reducao (%)
Ensaio = = = =
Imersao Aspersao Imersao Aspersao
Controle A. parasiticus 45.170,20 Aa 15.405,20 Ab - -
A. parasiticus + Quitosana 2% 7.093,60 Ba 2.049,80 Bb 84,3 86,7

Na linha, as médias seguidas pela mesma letra mintscula, e na coluna, pela mesma letra maitscula, nio diferem entre si, pelo teste Tukey (p<0,05).
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figado, essas micotoxinas influenciam negativamente os
progndsticos de 6 dos 10 agravos 4 satide humana mais
importantes indicados pela organizacio mundial da satde
(Oliveira et al., 2004; Williams et al., 2004).

Como os agravos a satide produzidos pela aflatoxinas sao
dose dependente, qualquer método ou técnica que elimine
ou reduza a concentragio dessa substincia nos alimentos
poderd reduzir de forma direta seus efeitos no organismo.
Os resultados obtidos neste estudo confirmam o efeito
antifingico da quitosana ¢ demonstraram a viabilidade de
utilizagio de um filme comestivel & base dessa substincia como
uma importante ferramenta para o controle de aflatoxicoses.

4. CONCLUSAO

A quitosana foi capaz de inibir o crescimento do micélio e
de induzir alteragbes morfoldgicas nos esporos de A. parasiticus
in vitro. O filme de quitosana a 2% inoculado pela metodologia
de aspersio foi mais eficiente que 0 método de imersao, no
controle da produgio de aflatoxinas em amendoins. Sendo
assim, concluimos que um filme de quitosana a 2% pode
ser utilizado para o controle do crescimento micelial e na
reducdo da concentragio de aflatoxinas produzidas por
A. parasiticus, em amendoim. Tal propriedade confere a essa
substdncia uma grande perspectiva de utilizagio no controle
de fungos aflatoxigénicos em alimentos.
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