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CABRAL, Jhonatha Barros. Uso de substincias geralmente reconhecidas como seguras
(GRAS) para o controle de aflatoxinas produzidas por Aspergillus parasiticus no milho
(Zea mays). 2024. 78 f. Tese (Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia- Rede
BIONORTE) - Universidade Federal do Tocantins, Palmas, 2024.

RESUMO

O milho (Zea mays) ¢ um importante alimento utilizado na alimentag¢io humana e animal. E um
cereal de grande importancia economica e cultural em todo o mundo. A contaminagdo por
fungos causa danos a essa cultura durante a pré-colheita e pos-colheita, e, além das perdas
econdmicas, prejuizos a satide humana e animal, pois alguns fungos produzem as micotoxinas,
que sdo substancias toxicas. Dentre as micotoxinas, destacam-se as aflatoxinas produzidas pelo
fungo Aspergillus parasiticus, produtor de aflatoxinas tipo B1, B2, G1 e G2. A aflatoxina B1 ¢
a mais perigosa, sendo classificado pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC)
como substancia cancerigena de classe I. O objetivo deste trabalho foi propor uma estratégia
eficaz, segura e economicamente viavel para controlar o Aspergillus parasiticus e
consequentemente reduzir a quantidade de aflatoxinas produzidas. Para isto foram utilizados
trés acidos organicos (acético, latico e propionico), substancias geralmente reconhecidas como
seguras (GRAS). Os 4cidos foram utilizados para produzir uma atmosfera modificada para
promover a inibi¢do do crescimento fingico. Foram realizados testes in vitro em placas de Petri
contendo o meio de cultura agar batata dextrose, discos de 6mm do in6culo e as substancias
GRAS em trés concentragdes para cada substancia. A leitura dos resultados foi realizada com
um paquimetro digital, durante 6 dias. Todos os testes foram realizados em quintuplicata. Os
resultados dos testes in vitro demonstraram que o acido acético na concentragdo de 0,15%, bem
como o acido propionico nas concentragdes de 0,5%, 0,75% e 1,0%, conseguiram inibir
totalmente o crescimento do Aspergillus parasiticus. Para os testes in vivo foram utilizados
frascos de vidro com tampa, milho triturado, as substancias GRAS acido acético 0,15%, acido
propidnico 0,5% e uma mistura de acido acético 0,15%/4cido propionico 0,5% e a suspensio
inoculante em uma concentragdo de 1,0x10° conidios/ml. A quantificagio das aflatoxinas totais
foi realizada com um kit da Envirologix denominado TotalTox™ Aflatoxin nos tempos de 0,
14 e 28 dias apds a inoculacdo. Os frascos foram preparados em quintuplicata. Quando
comparados o resultado do controle no dia 0 com o do 14° dia, observou-se um aumento
significativo na concentracdo das aflatoxinas, que aumentou em 3.110%. J& comparando-se
com os resultados dos tratamentos, essa reducao na concentracdo das aflatoxinas foi de 99.6%
para o tratamento com acido acético, 100% para o acido propidnico e 100% para o tratamento
realizado com a mistura de acido acético/acido propidnico. Resultados da quantificacio
realizada no 28° dia mostrou que comparando o controle desse periodo com o controle no 14°
dia houve um aumento de apenas 3,6% na concentragdo de aflatoxinas. Ja& este controle
comparado com os resultados dos tratamentos mostrou que o acido acético reduziu a produgdo
de aflatoxinas em 98,72%, o acido propionico reduziu em 100% e a mistura de acido
acético/acido propionico reduziu em 100% a concentracdo das aflatoxinas. De acordo com os
resultados obtidos no teste in vivo os tratamentos aplicados podem ser propostos como
tratamento de escolha para o controle do fungo e consequente redugao das aflatoxinas.

Palavras-chave: Atmosfera modificada; Micotoxinas; Acidos organicos; Commodity agricola.



CABRAL, Jhonatha Barros. Use of substances generally recognized as safe (GRAS) for the
control of aflatoxins produced by Aspergillus parasiticus in corn (Zea mays). 2024. 78 p.
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ABSTRACT

Corn (Zea mays) is an important food source used for both human and animal consumption. It
is a cereal of great economic and cultural significance worldwide. Fungal contamination causes
damage to this crop during pre-harvest and post-harvest stages and, beyond economic losses,
poses risks to human and animal health, as some fungi produce mycotoxins, which are toxic
substances. Among these mycotoxins, aflatoxins stand out, produced by the fungus Aspergillus
parasiticus, which generates aflatoxins of types B1, B2, G1, and G2. Aflatoxin B1 is the most
dangerous and is classified by the International Agency for Research on Cancer (IARC) as a
Group 1 carcinogen. The aim of this study was to propose an effective, safe, and economically
viable strategy to control Aspergillus parasiticus and consequently reduce the amount of
aflatoxins produced. To achieve this, three organic acids (acetic, lactic, and propionic) were
used, substances generally recognized as safe (GRAS). The acids were employed to create a
modified atmosphere to inhibit fungal growth. In vitro tests were conducted on Petri dishes
containing potato dextrose agar culture medium, 6mm inoculum discs, and the GRAS
substances at three concentrations for each acid. Results were measured using a digital caliper
over a period of six days. All tests were performed in quintuplicate. The in vitro results
demonstrated that acetic acid at a concentration of 0.15%, as well as propionic acid at
concentrations of 0.5%, 0.75%, and 1.0%, completely inhibited the growth of Aspergillus
parasiticus. For in vivo tests, glass jars with lids, crushed corn, GRAS substances (acetic acid
0.15%, propionic acid 0.5%, and a mixture of acetic acid 0.15%/propionic acid 0.5%), and an
inoculum suspension at a concentration of 1.0x10° conidia/mL were used. Total aflatoxin
quantification was performed using an Envirologix kit named TotalTox™ Aflatoxin at 0, 14,
and 28 days post-inoculation. The jars were prepared in quintuplicate. When comparing the
control results on day 0 with those on day 14, a significant increase in aflatoxin concentration
was observed, rising by 3,110%. However, when compared to the treatment results, reductions
in aflatoxin concentrations of 99.6% were achieved with acetic acid treatment, 100% with
propionic acid, and 100% with the acetic/propionic acid mixture. Results from quantifications
performed on day 28 showed that when comparing the control from this period with the control
on day 14, there was an increase of only 3.6% in aflatoxin concentration. Comparing this control
with the treatment results showed that acetic acid reduced aflatoxin production by 98.72%,
while propionic acid and the acetic/propionic acid mixture reduced aflatoxin concentrations by
100%. According to the in vivo test results, the applied treatments can be proposed as the
treatments of choice for controlling the fungus and consequently reducing aflatoxins.

Keywords: Modified atmosphere; Mycotoxins; Organic acids; Agricultural commodity.
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1 INTRODUCAO

A contaminacdo provocada por fungos e suas micotoxinas ¢ um grave problema na
agricultura e na industria de alimentos e tem o potencial de gerar grande impacto sobre a saude
humana e a economia global. Na producdo agricola o milho (Zea mays) é uma importante
commodity para diversos paises produtores e ¢ uma das principais culturas afetadas por doencas
pos-colheita. A historia do milho moderno comega no inicio da agricultura humana, onde hoje
¢ o México, com a pratica da reproducdo seletiva por antigos agricultores (GSLC, 2017).

Trata-se do cereal mais produzido (GOMEZ-SALAZAR et al., 2021) e ¢ muito
importante na dieta humana onde ¢ consumido cozido ou em forma de produtos processados,
além de ser amplamente utilizado na composi¢ao da fabricacao de ragdes para animais devido
as suas qualidades nutricionais, pois ele possui alto teor de fibras, carboidratos e proteinas, e €
importante também por ser um alimento de baixo custo, o que o torna bastante acessivel
(SULTANA et al., 2015).

O Brasil ¢ o segundo maior exportador mundial de milho, exportou na safra 2021/2022
cerca de 44 milhdes de toneladas, ficando atrds apenas dos Estados Unidos que exportou 62
milhdes de toneladas. Nesta mesma safra a producdo mundial de milho foi de 1.21 bilhdes de
toneladas, tendo os Estados Unidos como o pais lider em producdo com cerca de 383 milhdes
de toneladas produzidas, seguido pela China em segundo lugar com a producdo de 272 milhdes
de toneladas e em terceiro lugar o Brasil com 116 milhdes de toneladas (USDA, 2022). Estes
numeros evidenciam a importancia economica desta commodity para o Brasil.

De acordo com o décimo levantamento do acompanhamento da safra de graos
2021/2022 feito pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) o Brasil teve
acréscimos, em relagdo a safra 2020/2021, de 8,6% em area plantada, de 22% em produtividade,
e de 32,8% em producdo (CONAB, 2022).

Ao longo dos anos o milho tem sido aprimorado através de melhoramento genético e
técnicas de selecdo que resultam em variedades mais produtivas e mais resistentes a doengas,
contudo as doencas pds-colheita provocadas por fungos ainda sdo um grande desafio para a
producdo e o armazenamento do grao. O milho e produtos derivados dele sdo suscetiveis a
contaminagdo fungica (KORTEI et al.,, 2021) e essa contaminacdo causa a deterioracao
(KOUCHESFAHANI et al., 2015; YOGENDRARAIJAH et al., 2016; SUN et al., 2016;
REBONATTO et al., 2018).

As contaminagdes fungicas ocorrem principalmente nos cereais, como o milho, mas

também ocorrem em frutas, hortaligas ¢ derivados (MATEOQ et al., 2017). Tais contaminagdes
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sdo responsaveis por perdas econdomicas significativas em todo o mundo (PIZZOLITTO et al.,
2015; ZHENG et al., 2017) e ocorrem nas diversas etapas que envolvem a produgdo: desde o
campo, transporte, armazenamento até o processamento (REBONATTO et al., 2018). Estima-
se que os fungos patogénicos sejam responsaveis por 20% das perdas ocasionadas na produgdo
de alimentos em todo o mundo, o que totaliza aproximadamente 125 milhdes de toneladas de
produtos anualmente, quantidade suficiente para alimentar mais de 600 milhdes de individuos
por ano (BANGAR et al., 2021).

Além das perdas econdmicas significativas que sao geradas e da instabilidade provocada
na seguranca alimentar em todo o mundo, alguns fungos oferecem também riscos para a satde
animal e humana, pois tem o potencial de produzir micotoxinas. As micotoxinas sao
metabolitos secundarios téxicos produzidos por fungos, principalmente por espécies dos
géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Alternaria (ZAHIJA et al., 2023) e contaminam
predominantemente cereais tanto no periodo pré-colheita quanto no pos-colheita (SILVA et al.,
2015; ZEIDAN et al., 2018; GIZACHEW et al., 2019).

De acordo com a Organizagdo das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura
(FAO) 25% da producdo de cereais do mundo ¢ drasticamente contaminada por micotoxinas
(PRIESTERJAHN et al., 2020; KUMAR et al., 2022). As micotoxinas tem limite maximo
tolerado em alimentos estabelecido por legislagdes especificas em paises de todo o mundo e a
sua durabilidade ¢ um grande problema de seguranga especialmente em paises pobres (FARAJI
etal.,2022).

Dentre todas as micotoxinas, as aflatoxinas sdo as que causam maior preocupacao em
termos de incidéncia em alimentos e ragdes por conta de sua toxicidade para humanos e animais
(MATEO et al., 2017; LIAO et al., 2020). Estima-se que cerca de 5 bilhdes de pessoas em todo
o mundo sdao afetadas pela contaminagdo por aflatoxinas pelo consumo de alimentos
contaminados (WEE et al., 2016). As aflatoxinas sdo produzidas principalmente por trés
espécies de fungos: Aspergillus parasiticus, Aspergillus flavus e Aspergillus nomius (SILVA et
al.,2015; POK et al., 2020).

Mais de 20 tipos de aflatoxinas sdo conhecidas, sendo as mais comuns e importantes a
B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1) e G2 (AFG2), e sua prevaléncia em alimentos, como o
milho, e seu potencial carcinogénico, mutagénico, hepatotoxico, imunossupressor e
teratogé€nico que as fazem mais importantes do que os outros tipos (HACKBART et al., 2014;
SULTANA et al., 2015; POK et al., 2020; SHABEER et al., 2022). Essas aflatoxinas sao

denominadas assim devido a sua fluorescéncia sobre luz ultravioleta, onde se apresentam na
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cor azul as AFB1 e AFB2 ¢ na cor verde as AFG1 e AFG2 (DEVI et al., 2017; ACHUGBU et
al., 2022).

A AFBI1 ¢ a mais perigosa, pois ¢ um agente altamente cancerigeno, e foi classificada
pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) como substancia cancerigena Classe
I (IARC, 2012), enquanto as AFB2, AFG1 e AFG2 sdo classificadas como possiveis substancias
cancerigenas e podem potencializar o efeito da AFB1 (HACKBART et al., 2014). O nivel de
toxicidade das aflatoxinas segue a seguinte ordem: AFB1 > AFG1 > AFB2 > AFG2 (ZAHIJA
etal.,2023).

Devido ao grande potencial téxico, diversos paises vém implementando legislacdes
restritas para prevenir a contaminagdo por aflatoxinas em alimentos e ragdes. Em paises que
compoem a Unido Europeia a legislagdo estabelece o limite maximo de 2ug/kg de AFBI e
4ng/kg de aflatoxinas totais em cereais € produtos derivados de cereais (AGHAMOHSENI et
al., 2022; KUMAR et al., 2022). Ja nos Estados Unidos o limite maximo estabelecido ¢ de
20ug/kg de aflatoxinas em cereais e derivados (KUMAR et al., 2021; SHABEER et al., 2022).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) através da Instrugdo
Normativa de N°160 de 2022, estabelece os limites maximos tolerados para micotoxinas em
alimentos. Nesta instru¢do ficou estabelecido que para o milho, milho em grao inteiro, partido,
amassado ou moido, farinhas ou sémolas de milho o limite maximo tolerado ¢ de 20ug/kg
(AFB1+AFB2+AFG1+AFG2) (ANVISA, 2022).

Além dos riscos a saide humana e animal a ocorréncia de aflatoxinas em alimentos e
ragdes traz perdas econOmicas, principalmente para paises exportadores (FARGHL et al.,
2023), a contaminagdo por aflatoxinas provoca deterioragdo qualitativa e quantitativa nos
alimentos que consequentemente levam a desvalorizagdo do alimento no mercado nacional e
internacional, a redug¢do da aceitagdo pelos consumidores, a diminui¢do da quantidade
disponivel para consumo e a necessidade de métodos de intervengao no periodo pré-colheita e
pos-colheita (GOMEZ-SALAZAR etal.,2021; TIWARI et al., 2022).

As aflatoxinas s3o a razdo principal de rejeicdo de varios alimentos importados pela
Unido Europeia (DOVENYI-NAGY et al., 2020). Somente nos Estados Unidos as aflatoxinas
causam anualmente uma perda econdmica de U$923 milhdes na industria dos graos (HASSAN
et al.,2020).

As aflatoxinas sdo estruturas complexas com alta estabilidade quimica e térmica, o que
aumenta o risco de exposicao, visto que elas ndo podem ser eliminadas durante o processamento
dos alimentos na industria, no cozimento ou durante a pasteurizagdo (HASSAN et al., 2020;

BULUT et al., 2020; FARAJI et al., 2022; ASGHAR et al., 2022). Isto evidéncia o problema
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causado e diante deste se faz necessario o emprego de novos métodos e ferramentas que nao
tragam efeitos indesejados, como a alteragdo das caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais
dos alimentos expostos ao tratamento.

O controle da producdo das aflatoxinas ¢ um desafio complexo que envolve abordagens
desde o cultivo através da implementagao de boas praticas agricolas até métodos de controle de
doencas pds-colheita com a pratica da secagem e armazenamento adequados dos graos. Entre
os diversos caminhos para o controle das aflatoxinas na cadeia de produgdo de alimentos e ragao
estdo inseridas duas categorias principais que sdo: a prevengdao da contaminacdo e do
crescimento fingico e a desintoxicagdo dos produtos contaminados (FARGHL et al., 2023).

Os tratamentos desenvolvidos para inibicdo do crescimento fungico e diminui¢do da
producdo de micotoxinas incluem métodos fisicos, tratamentos quimicos e agentes de controle
biologico (DEVI et al., 2017, FOUAD et al., 2019). Porém o uso de fungicidas sintéticos ainda
¢ o principal meio de controle, o que ndo ¢ o ideal, por causa dos efeitos colaterais sobre a satide
humana e animal, a polui¢do ambiental e o desenvolvimento de cepas resistentes (MANYES et
al.,2015; FARGHL et al., 2023).

Diante deste contexto pode-se acrescentar também o aumento do interesse em alimentos
que sejam seguros para o consumo humano e animal. E para que isso aconteca ¢ necessario
identificar e estabelecer métodos seguros para controlar e minimizar a contaminacdo dos
alimentos por fungos produtores de aflatoxinas, substituindo o uso total ou parcial dos
defensivos agricolas. Neste sentido desponta o uso das substancias geralmente reconhecidas
como seguras (GRAS), que sao substancias amplamente utilizadas na industria de alimentos
por serem reconhecidas cientificamente como seguras para o consumo € que podem atuar na
manuten¢ao da qualidade dos alimentos, como agentes de controle de contaminagao por fungos
e consequentemente reduzir a produgao de aflatoxinas produzidas.

De acordo com REBONATTO et al. (2018), dentre as diversas classes de substancias
GRAS temos os acidos organicos que atuam como conservantes e sdo amplamente utilizados
no setor industrial devido a eficiéncia e baixo custo, sendo capazes de garantir a qualidade e
aumentar a vida de prateleira dos alimentos, dos quais podemos citar o acido acético, acido
latico e o acido propidnico.

As trés substancias GRAS foram utilizadas no presente estudo com o intuito de
prolongar a vida de prateleira do milho pela inibicdo de crescimento do fungo Aspergillus
parasiticus durante o periodo de pos-colheita e consequentemente reduzir a concentragao de

aflatoxina, evitando as perdas econdmicas e reduzindo a possibilidade dos danos provocados a
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satde, de humanos e animais, pelo consumo de milho e seus derivados contaminados por

aflatoxinas.

1.1 Objetivo geral

Propor um método para o controle de doenca pds-colheita provocada pelo fungo
Aspergillus parasiticus com consequente redu¢do na concentragdo de aflatoxinas que seja
eficaz, seguro e economicamente viavel, utilizando substancias geralmente reconhecidas como

seguras (GRAS).

1.2 Objetivos especificos
° Avaliar in vitro, em ambiente com atmosfera modificada, a capacidade inibitoria das

substancias GRAS 4cido acético, acido latico e acido propidnico frente ao fungo Aspergillus

parasiticus,
. Visualizar a producao de micotoxinas pelo Aspergillus parasiticus em agar coco;
. Determinar quais concentragdes das substancias GRAS testadas apresentaram melhor

efeito inibitdrio sobre o crescimento in vitro do Aspergillus parasiticus,

. Avaliar in vivo a eficacia das substancias GRAS 4cido acético, acido propidnico ¢ a
mistura de acido acético com acido propidnico na reducdo da concentracdo de aflatoxinas
produzidas pelo Aspergillus parasiticus;

o Propor um método para a inibicao de crescimento do fungo Aspergillus parasiticus que

seja alternativo ao uso de fungicidas sintéticos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Micotoxinas

A preocupacao com a producao de alimentos seguros e saudaveis aumentou em todo o
mundo durante as tltimas décadas, assim como tem aumentado o percentual de detec¢ao de
alimentos contaminados por microrganismos que colocam a satde dos consumidores em risco
(DEVI et al., 2017). E dentre os alimentos contaminados temos os que entram no grupo das
commodities, que sao de grande importancia econOmica e amplamente utilizadas como
alimento para consumo humano e animal. A falta de condi¢des adequadas de pré-colheita,
armazenamento e pos-colheita podem predispor estes graos a contaminagdo por fungos
produtores de micotoxinas (BOCATE et al.,, 2019). Além das commodities, diferentes
micotoxinas sao comumente encontradas em frutas, nozes, legumes, café e especiarias
(BANGAR et al., 2021).

A palavra micotoxina deriva do grego “mykes”, que significa fungo, e do latim
“toxicum”, que significa toxico ou veneno (AGRIOPOULOU et al., 2020). As micotoxinas sao
compostos quimicos sintetizados como metabdlitos secundarios toxicos de baixo peso
molecular produzidos por fungos que podem contaminar alimentos e ragcdes (PANKAJ et al.,
2018; GIZACHEW et al., 2019; CONTE et al., 2020; LORAN et al., 2022).

Sua biossintese depende da espécie de fungo envolvido e da interagdo de alguns fatores
entre si, tais fatores sao: composi¢ao do substrato, da fonte de carbono e nitrogénio disponivesis,
da temperatura e atividade da agua, pH, umidade, agentes bioativos e do tempo de incubagdo
ou armazenamento (LEITE et al., 2021; ZAHIJA et al., 2023). Elas ndo podem ser detectadas
a olho nu, sendo vistas sob luz ultravioleta (UV) e ndo possuem odor caracteristico nem
provocam alteragdes no sabor dos alimentos. (AGRIOPOULOU et al., 2020).

Das mais de 300 micotoxinas conhecidas, as de maior relevancia na agricultura sao as
aflatoxinas produzidas por Aspergillus spp., ocratoxina A (OTA) por Aspergillus spp. e
Penicillium spp., fumonisinas e tricotecenos tipo A (HT-2 (HT-2) e toxina T-2 (T-2)) e
tricotecenos tipo B produzidas por Fusarium spp., além de patulina por P. expansum. (CONTE
et al., 2020; ALKUWARI et al., 2022). E abordando mais especificamente o milho, as
principais micotoxinas encontradas sdo as aflatoxinas (AFs), fumonisinas (FUM), tricotecenos
tipo A e tipo B zearalenona (ZEA), zearalenol, moniliformina, beauvericina e fusaproliferinas
(TARAZONA et al., 2020).

Essas toxinas transitam pelos diferentes niveis da piramide alimentar, tem efeito carry-

over, e estdo presentes em todas as etapas da cadeia agroalimentar onde seus efeitos negativos
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sdo mais graves nas culturas agricolas e exploragdes leiteiras devido as perdas na safra, na perda
de rentabilidade da producao, na sanidade animal e na seguran¢a dos produtos (LEITE et al.,
2021). Além disso elas causam grandes preocupacdes, pois representam perigo para a saude
humana e animal (LORAN etal.,2022; FARGHL et al., 2023), e nas ultimas décadas os casos
de micotoxicose aumentaram consideravelmente devido ao consumo de alimentos
contaminados com um tipo ou mais de micotoxinas, e isso acaba afetando também a
sustentabilidade do agronegocio (KUMAR et al., 2022).

Esta provado que algumas micotoxinas tém efeito carcinogénico, mutagénico,
teratogé€nico e imunossupressor (PANKAJ et al., 2018; HANVI et al., 2019; MOLLER et al.,
2021). As principais vias de exposi¢ao incluem a respiratdria, cutnea e oral e a severidade da
micotoxicose depende de fatores como o grau de exposi¢ao, toxicidade da micotoxina, estado
nutricional e da idade do individuo, bem como de possiveis efeitos sinérgicos com outras
substancias quimicas as quais possam estar expostos (LORAN et al., 2022).

A micotoxicose ¢ a doenga resultante da exposi¢do as micotoxinas, e € classificada
como aguda ou cronica, € 0 maior risco para humanos e animais ¢ em consequéncia da
exposicao alimentar cronica. Esta doenga tem efeitos colaterais nos diferentes o6rgdos e os
sintomas clinicos incluem vomito, diarreia, hemorragia, dor no peito, dificuldade respiratoria,
bolhas, fadiga, dor de cabega e podem levar até¢ a morte (CONTE et al., 2020; AGRIOPOULOU
et al., 2020).

2.2 Aspergillus parasiticus

Os fungos sdo parte natural e encontram-se amplamente dispersos no meio ambiente.
Podem ser isolados do solo, de residuos vegetais ou do ar (HOPPANOVA et al., 2022). Eles
tém capacidade de se adaptar e colonizar diversos substratos e representam um grande desafio
para a seguranca alimentar, pois atuam na deterioragdo de alimentos € podem trazer risco a
satde e impactos na economia (ZAHIJA et al., 2023).

O género Aspergillus contém quatro subgéneros e 339 espécies (SHABEER et., al
2022), pertence a familia Aspergillaceae, a classe Ascomicetos e a subclasse Euascomycetae
(HOUBRAKEN et al., 2011). Considerando os atuais sistemas de classificagdo morfoldgica e
filogenética, o género Aspergillus inclui seis espécies de interesse econdmico que sdo divididas
em 2 grupos. O primeiro grupo inclui o Aspergillus parasiticus, o Aspergillus flavus e o
Aspergillus nomius, espécies estas produtoras de micotoxinas chamadas aflatoxinas, que sao

consideradas um grande problema para saide humana e animal quando consumidas.
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No segundo grupo estdo incluidas as espécies domesticadas Aspergillus oryzae,
Aspergillus sojae e Aspergillus tamarii, que sao utilizadas no processo de fermentagdo de
alimentos (HEDAYATI et al., 2007, Godet e Munat, 2010). O Aspergillus parasiticus,
pertencente ao primeiro grupo de interesse, ¢ responsavel pela produgdo de aflatoxinas em
produtos alimenticios tais como o amendoim, o milho e outros cereais (MEHMOOD et al.,
2021).

Sua reproducao ¢ assexuada e caracteriza-se pela producdo de fidlides e conidios em
cadeia. Seus conidios sdo esféricos com paredes grossas € asperas € a sua cor varia entre o
amarelo-esverdeado, verde-oliva ou verde escuro (ALKUWARI et al., 2022). A facil dispersao
dos conidios ¢ uma forte caracteristica dessa espécie e as estruturas reprodutivas produzem
grandes quantidades de conidios que sdo leves e podem se adaptar a diferentes ambientes,
mesmo com poucos recursos como agua, luz e nutrientes.

Outra estrutura caracteristicas desta espécie de fungo ¢ o conidioforo, que ¢ simples e
termina numa vesicula onde ficam inseridas as fidlides. Algumas espécies do género também
podem produzir células Hiille ou esclerocios, que sdo estruturas responsaveis pela sua
sobrevivéncia em condigdes adversas (GEBRIE, 2016).

O Aspergillus parasiticus cresce em uma faixa de temperatura que varia entre 10°C e
43°C, com um pH ideal entre 3,5 ¢ 8 e com a atividade da agua (aw) em torno de 0,80 e 0,84.
Enquanto as condigdes ideais para a producao de suas AFs sdo de uma temperatura que varia
entre 12°C e 40°C, com pH 6timo proximo a 6 e com valores de atividade de agua entre 0,82 e
0,87 (LEITE et al.,2021). Porém estudos relatam que eles também podem crescer em uma faixa
de temperatura ainda mais ampla, entre 6°C e 55°C e essa capacidade adaptativa ¢ muito
importante para a sobrevivéncia e dispersdo do fungo demonstra vantagem sobre outros
organismos em qualquer nicho ecologico (MCCORMICK et al., 2010).

Existem mais de 20 aflatoxinas descritas na literatura, e cepas toxigénicas de Aspergillus
parasiticus sdo responsaveis pela producdo de AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2. Sendo essas as
mais importantes devido aos seus efeitos mutagénicos, carcinogénicos, hepatotdxicos,
teratogénicos e imunossupressores (IARC, 2012) e entre os fungos produtores de aflatoxinas, o
Aspergillus parasiticus ¢ considerado o mais disseminado e de dificil controle e verificacao

(PILDAIN et al., 2008; LORAN et al., 2022).

2.2.1 Aflatoxinas
Entre todas as micotoxinas as aflatoxinas sdo as mais estudadas por pesquisadores

(BUITIMEA-CANTUA et al., 2020) ¢ sua historia comega em 1960 em Londres, na Inglaterra,
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onde foram isoladas apds a morte de perus que ingeriram ra¢do contaminada, em um episddio
conhecido como a “Doenga X do Peru” (LUO et al., 2021; MEHMOOD et al., 2021;
HOPPANOVA et al., 2022). Desde entdo diversos estudos foram conduzidos com a finalidade
de elucidar a biologia dos fungos envolvidos, entender os efeitos provocados na satide humana
e animal e de desenvolver métodos de prevencdo e controle da produgdo das aflatoxinas.

As aflatoxinas sdo amplamente encontradas nas Américas, Asia, Europa e Africa, mas
ocorrem principalmente nas regidoes subtropicais, tropicais € em regioes temperadas onde as
condigdes de temperatura e umidade sao mais favoraveis ao desenvolvimento dos fungos e a
produgdo dessas toxinas (GROOPMAN et al., 2018; DOVENYI-NAGY et al., 2020; GOMEZ-
SALAZAR et al.,2021; FARAJI et al., 2022), e segundo Asghar et al. (2022) nessas regides
elas se tornam uma séria ameaca a seguranca alimentar.

A producao de aflatoxinas ¢ influenciada diretamente pelo estagio de desenvolvimento
do alimento contaminado, por danos causados nos alimentos seja por insetos ou por
processamento, por mas praticas adotadas durante a colheita, por disponibilidade de nutrientes
e além destes, fatores como os elencados por Kumar et al. (2022), que sdo as mudangas
climaticas, o solo e as condi¢des de armazenamento, também exercem influéncia sobre o
crescimento dos fungos e consequente produgdo de aflatoxina.

As aflatoxinas pertencem a uma classe de compostos organicos de natureza policiclica
que tem a estrutura quimica similar, cuja familia de compostos ¢ chamada difuranocumarinas,
onde todos tem um anel difurano e um anel cumarina (WU et al., 2021), elas dividem-se em
duas importantes séries de estrutura quimica, os difurocumarociclopentenona (AFB1 e AFB2)
e os difurocumarolactona (AFG1 ¢ AFG2) (BBOSA et al., 2013; HASSAN et al., 2020).

Ha mais de 20 tipos de aflatoxinas descritas na literatura (LIAO et al., 2020; HASSAN
et al., 2020) e elas sdo produzidas por diversas espécies de fungos incluindo Aspergillus,
Penicillium, Fusarium e Alternaria (KUMAR et al., 2021), porém os dois principais fungos
produtores sdo o Aspergillus flavus e o Aspergillus parasiticus (RAO et al.,2019; MEKAWEY
etal.,2019; WU et al., 2021; ZAHIJA et al., 2023). O Aspergillus nomius também figura como
um importante produtor de aflatoxina (GIZACHEW et al., 2019; POK et al., 2020; KORTEI et
al., 2021; ASGHAR et al., 2022; TIWARI et al., 2022). Ainda da secao Flavi podem ser
listados como espécies produtoras de aflatoxina o Aspergillus tamarii, Aspergillus
parvisclerotigenus, € o Aspergillus bombycis, da secdo Ochraceorosei o Aspergillus
ochraceoroseus e Aspergillus rambellii e da se¢do Nidulatans o Emericella astellata e o

Emericella venezuelensis (SHABEER et al., 2022). Estes fungos produtores sdo amplamente
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distribuidos na natureza e podem ser encontrados no solo, nas plantas, em substratos organicos
€ nas sementes.

Dentre todas as espécies produtoras de aflatoxinas o Aspergillus parasiticus chama a
atencao por ser amplamente disperso e encontrado em inumeras culturas. (HERNANDEZ et
al., 2021). Ele produz AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 (DEVI et al., 2017; PRIESTERJAHN et
al., 2020; KUMAR et al.,, 2021) e entre as 5 piores micotoxinas estas aflatoxinas sao
classificadas como as mais toxicas (PANKAJ et al., 2018). Os termos “B” e “G” utilizados na
identificacao dos grupos referem-se as cores azul e verde produzidas por aflatoxinas sob luz
UV, enquanto os numeros “1” e “2” indicam compostos maiores € menores, respectivamente
(AMAKE e KELLER, 2011; UDOMKUN et al., 2017).

As AFBI1, AFB2, AFG1 e AFG2, entre todas as aflatoxinas conhecidas, sdo as principais
contaminantes de uma ampla variedade de alimentos e de ragdo animal (TIWARI et al., 2022).
Podem ser encontradas em: cereais (PRIESTERJAHN et al., 2020; LIAO et al. 2020; LUO et
al., 2021), especiarias (GOMEZ-SALAZAR et al., 2021; WU et al., 2021; AGHAMOHSENI
et al., 2022), oleaginosas (HASSAN et al., 2020; KUMAR et al., 2021; TIWARI et al., 2022)
frutas (BUITIMEA-CANTUA et al., 2020; DOVENYI-NAGY et al., 2020; WU et al., 2021),
leite (FARAJI et al., 2022, TIWARI et al., 2022; AGHAMOHSENI et al., 2022), além de serem
encontradas em diversos produtos derivados destes alimentos. Segundo Mehmood ef al. (2021)
os cereais e os produtos a base de cereais sdo os principais alimentos para o consumo humano
em todo o mundo e entre os cereais a cultura do milho ¢ umas das mais contaminadas durante
a pré-colheita e a pds-colheita. Em processos que envolvem desde a producdo, colheita,
transporte, armazenamento até o processamento do alimento (YILMA et al., 2019; KORTEI et
al.,2021).

As aflatoxinas geram um impacto econdmico significativo em varias areas, pois afetam
a produgao agricola com consequente diminuicao da quantidade de alimento disponivel para o
comércio, afetam o comércio nacional e internacional visto que provocam a reducgdo do valor
dos produtos no mercado, afetam a indtstria de alimentos que fica sujeita a rejei¢do regulatoria
dos produtos contaminados, além de afetarem de forma direta a saude publica pois podem
provocar doencas que resultam em custos para os sistemas de saude (ZHANG et al., 2021;
GOMEZ-SALAZAR et al., 2021).

De todas as micotoxinas, as aflatoxinas sdo consideradas as mais toxicas € o seu
consumo ¢ associado a casos de hepatotoxicidade, teratogenicidade, imunossupressao, cancer

e mutagénese em humanos e animais (CACERES et al., 2020; SEGURA-PALACIOS et al.,
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2021; FARAJI et al., 2022; HOPPANOVA et al., 2022; KUMAR et al., 2022; SHABEER et
al., 2022).

Das aflatoxinas secretadas por Aspergillus parasiticus, a AFB1 ¢ a de maior
preocupacao, pois ¢ classificada como cancerigena para humanos (IARC, 2012) e ¢ seguida em
grau de importancia toxicoldgica pelas AFG1 > AFB2 >AFG2. (VERMA, 2004; KUMAR et
al., 2022). Sua principal rota patogénica ¢ a indugdo de carcinoma hepatocelular, um tipo de
cancer com alta taxa de mortalidade. A AFB1 também ¢ classificada como agente imunotdxico
e tem sido intimamente relacionada ao crescimento prejudicado em criangas, incluindo o
nanismo (ISMAIL et al., 2018).

As aflatoxinas tém um mecanismo toxico de atuagdo bastante complexo e quando
ingerida a sua absor¢do acontece no trato gastrointestinal, sendo, por conseguinte,
biotransformadas por enzimas hepaticas com fungdes oxidases. A forma ativada de AFB1 ¢
altamente eletrofilica e as ligagdes ocorridas com nucleotideos e proteinas conduz a formacgao
de adutos de DNA, que provocam lesdo bioquimica na célula (FATEMI et al., 2006). Diversos
tipos de carcinomas sao resultados da ligacao entre AFB1 e as guaninas da molécula de DNA,
devido a modificagdo estrutural que compromete a atividade bioldgica deste nucleotideo (LIN
etal.,2006; BULUT et al., 2020). Porém os efeitos toxicos das aflatoxinas dependem de alguns
fatores como a quantidade ingerida, o tempo de exposi¢do, a via de exposicdo e a
susceptibilidade que cada individuo pode apresentar frente ao agente.

Os limites maximos tolerados para aflatoxinas em alimentos variam de acordo com
normativas e regulamentos estabelecidos por cada pais. Esses limites sdo estabelecidos para
que seja garantida a seguranga alimentar, bem como a protecao da satide dos consumidores. No
Brasil a regulamentagdo em relacdo a concentragdo de aflatoxinas permitida nos alimentos
acompanha os valores estabelecidos pelo United States Food and Drug Administration (FDA),
orgao regulamentador dos Estados Unidos da América.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da Instrugdo
Normativa de N°160 de 2022, dispde sobre limites maximos tolerados para micotoxinas em
alimentos, incluindo as aflatoxinas em milho e seus derivados. Nesta legislacdo, ficou
estabelecido para as aflatoxinas AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 o limite maximo tolerado de 20
ng/kg em alimentos como amendoim, castanhas e cereais como o milho. Em outras categorias
de alimentos esse limite pode ser inferior, como € o caso de cereais para alimentacao infantil,

que apresentam um limite maximo tolerado de apenas 1ug/kg (ANVISA, 2022).
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2.2.2 Formas de Controle

Embora seja impossivel prevenir completamente a infec¢do fungica e o acimulo de
micotoxinas nos cereais, ¢ essencial utilizar métodos que inibam a propagagao de fungos e
minimizem as toxinas nos alimentos (ALKUWARI et al., 2022).

Atualmente, o principal método para inibi¢do do crescimento do fungo Aspergillus
parasiticus e controle da produgdo de aflatoxinas é baseado no uso de fungicidas sintéticos.
Esses produtos comerciais sdo sintetizados a partir de constituintes quimicos como
carbendazim, tridemorfo, triadimenol, difenoconazol, miconazol, dentre outros e¢ tém o
potencial de inibir o crescimento, a germinagdo de conidios e a producdo de aflatoxinas
(SARITA et al.,2014). Contudo, o uso desses fungicidas tem sido constantemente questionado
devido aos riscos associados a saude e ao meio ambiente (VARGAS-ORTIZ et al., 2020).

Além desses riscos alguns fungicidas induzem mutag¢des em patdgenos que levam ao
surgimento de espécies com maior agressividade e adaptabilidade as condigdes adversas
(PATYKA et al., 2016). Além disso outro inconveniente ao uso de fungicidas refere-se a
germinacao e vigor das sementes tratadas, por isso, as pesquisas tentam intensificar a busca por
métodos alternativos de controle (BOXSTAEL et al., 2013).

Me¢étodos de processamento como cozinhar, assar, ferver, pasteurizar e fritar nio
eliminam a maioria das micotoxinas, que permanecem termicamente ¢ quimicamente estaveis.
Em casos de contaminagdo, os alimentos geralmente sdo descartados porque a maioria dos
métodos alternativos ou sdo de alto custo ou sdo de dificil aplicagdo e inviabilizam o processo
de descontaminagdo causando perdas econdmicas substanciais. Diante deste problema diversos
métodos de controle vém sendo desenvolvidos, sejam eles para inibir o crescimento do fungo e
a produgdo de aflatoxinas ou sejam para realizar a descontaminacao de alimentos e ragdes (RAO
et al.,2019; AGRIOPOULOU et al., 2020).

Os diversos métodos podem ser aplicados de acordo com cada etapa de producao dos
alimentos, seja no periodo pré-colheita ou no pos-colheita (Figura 1). Contudo, os métodos que
visam a prevencao t€ém mostrado ser mais eficientes para a redug@o ou eliminacdo da presenga
de aflatoxinas em cereais (SHEHATA et al., 2019).

Durante o desenvolvimento destes novos métodos pontos importantes devem ser
observados, eles devem ser seguros a saude humana e animal, eficazes, economicamente
viaveis e de facil aplicagao.

Além disso, e de acordo com os critérios listados pela FAO/UNEP/OMS, os métodos
de controle de micotoxinas devem: (a) destruir ou inativar a toxina, (b) o produto final nao pode

ser toxico ou cancerigeno, (c) destruir os micélios e esporos fungicos, impossibilitando sua
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proliferacdo, (d) manter o valor nutritivo do produto, (¢) manter as propriedades importantes

do produto de forma significativa (HASSAN et al., 2020).

Os métodos mais estudados, tanto para a inativacdo dos fungos quanto para a

degradacao das aflatoxinas, sdo os fisicos, biologicos e quimicos, contudo alguns desses

métodos trazem algumas desvantagens como a baixa efetividade, preocupagdes com a

seguranga, alto custo, e deteriora¢do da qualidade nutricional de alimentos (SHEHATA et al.,

2019; TIWARI et al., 2022).

Figura 1 - Métodos de prevengdo e descontaminagio de aflatoxinas na cadeia produtiva de alimentos e ragdes.
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M¢étodos fisicos podem ser usados para controlar a contaminagao em diferentes tipos de

alimentos. Esses métodos podem incluir triagem mecanica, inativagdo por calor, irradiacao,

segregacdo de densidade, lavagem, cozimento, torrefagdo, micro-ondas (YIN et al., 2008;
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MILICEVIC et al, 2010; MEKAWEY et al, 2019; AGRIOPOULOU et al., 2020;
KONLAMBIGUE et al., 2020).

Os métodos de controle biologicos envolvem o uso de bactéria, leveduras e fungos
(AGHAMOHSENI et al., 2022). Um exemplo € o uso do proprio Aspergillus, mas de uma cepa
ndo toxigénica. Espécies de Trichoderma e Penicillium também tém sido investigados como
potenciais agentes de controle bioldgico contra cepas aflatoxigénicas (WU et al., 2009).
Estudos com levedura demonstram efeitos drasticos na produgao de aflatoxinas, bem como no
crescimento de Aspergillus spp. toxigénico (REN et al., 2020). Entre as bactérias espécies de
Bacillus sao os mais amplamente estudados para o controle de cepas aflatoxigénicas (KONG et
al.,2014).

Agentes quimicos que usam substancias diferentes dos tradicionais fungicidas sao
amplamente estudados. Os métodos baseados no uso de agentes quimicos sdo os mais simples
e econdmicos para inativar e controlar patogenos contaminantes de alimentos (MIR et al.,
2022). Dentre os métodos que usam agentes quimicos podemos citar os tratamentos por
cloracdo, oxidagao, hidrélise, bases, quitosana, gases e acidos (MEKAWEY et al., 2019;
AGRIOPOULOU et al., 2020; CONTE et al., 2020).

E dentre esses métodos destaca-se o uso dos acidos organicos. Estudos utilizando o
acido citrico, acido latico, acido tartarico, acido propidnico e acido cloridrico, tém mostrado
bons resultados para o controle das aflatoxinas (SHABEER et al., 2022). O efeito inibitdrio dos
acidos organicos deve-se a sua difusdo através da membrana celular de forma hidrofobica e ndo
dissociavel, que provoca o estresse acido responsavel pelo cessar das atividades metabdlicas
dos fungos, e por isso ocorre o efeito fungistatico e fungicida (HOUSSNI et al., 2023).

A principal vantagem desse tipo de controle ¢ que estes acidos sdo inertes, € ja sdo
amplamente difundidos e utilizados na industria de alimentos e tem ganhado cada vez mais
espago no mercado. Estas substancias sdo denominadas substancias geralmente reconhecidas
como seguras (GRAS), ou seja, seu consumo nao oferece riscos para a saude humana e animal

e produzem danos minimos ao meio ambiente.

2.3 Substancias geralmente reconhecidas como seguras (GRAS)

Os aditivos alimentares s3o quaisquer ingredientes que possam ser adicionados
intencionalmente nos alimentos sem o propdsito de nutrigdo e servem para modificar
caracteristicas quimicas, fisicas, biologicas e sensoriais. Eles podem ser adicionados durante a
fabricagdo, preparagdo, tratamento, embalagem, armazenagem, transporte ou manipulacao de

um alimento.
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A principal preocupagdo quanto ao uso dos aditivos alimentares na produgdo de
alimentos € a controvérsia entre a necessidade e a seguranca do uso. Mesmo que o uso traga
beneficios, existe a preocupacao quanto aos riscos toxicoldgicos em virtude da ingestao diria
dessas substancias em alimentos processados. Em virtude dessa preocupacgdo, ao longo dos
anos, foi constituida uma lista onde muitos aditivos alimentares foram classificados como
substancias GRAS ap6s passarem por avaliagdes técnicas e por pesquisas cientificas que
conferem a seguranga necessaria para liberacao de uso destas substancias.

As substancias GRAS tém inumeras aplicagdes na industria alimenticia, sdo utilizadas
como corantes, conservantes, aromatizantes, antimicrobianos, veiculos, entre outras fungoes.
Algumas delas podem ser utilizadas como uma alternativa segura para o controle de
fitopatdgenos, pois podem ter efeito bactericida, bacteriostatico, fungistatico e fungicida
(FERREIRA et al., 2015).

No Brasil, a portaria do Ministério da Saude de N° 540 de 27 de outubro de 1997,
aprovou o Regulamento Técnico que versa sobre as substancias GRAS. Nele fica estabelecido
que o pais utilizard como referéncia as normativas estabelecidas no Codex Alimentarius, da
Unido Européia, do Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos, além de outros
orgaos reconhecidos internacionalmente.

Dentre as substancias de natureza quimica consideradas como GRAS, destacam-se os
acidos organicos. Estes estdo presentes na regulamentacdo da Food and Drug Administration
nos Estados Unidos (FDA, 2023a; FDA, 2023b, OJO e DE SMIDT, 2023) e da European Food
Safety Authority na Unido Europeia (EFSA, 2011; EFSA, 2012; EFSA, 2019; EFSA, 2022) e
incluem os &cidos acético, latico e propidnico, entre outros aprovados para varios fins técnicos
na industria de alimentos. Os 4acidos organicos de cadeia curta (C1-C7) estdo associados a
atividade antimicrobiana devido a reducao do pH e pela capacidade de dissociagdo. Eles tém a
capacidade de passar através da parede celular dos microrganismos e se dissociar no citoplasma,
acidificando o pH interno impedindo sua multiplicacdo, levando a danos e morte. O uso
crescente de conservantes baseados em 4acidos organicos se deve a simplicidade, rapidez,
eficiéncia e baixo custo. Eles sdo capazes de garantir a qualidade e a vida de prateleira e impedir,
por exemplo, o crescimento de fungos responsaveis pela produgdao de aflatoxinas
(STANOJEVIC-NIKOLIC et al., 2015).

A eficiéncia dos acidos organicos como agentes microbianos depende de fatores como
constante de dissociagao, atividade de agua, pH e temperatura de armazenamento. Além disso,

¢ possivel obter melhores efeitos pela sinergia desses fatores (HUANG et al., 2010).



28

2.3.1 Acido acético

O 4cido acético, também denominado &4cido etanoico, ¢ um composto quimico
amplamente empregado tanto na industria quanto no dia a dia e ¢ encontrado naturalmente no
vinagre, que ¢ uma solucdo diluida de acido acético em agua (DESHMUKH ¢ MANYAR,
2020). Ele ¢ um acido fraco, monocarboxilico com a férmula quimica CH;COOH, incolor,
altamente solivel em agua, com odor caracteristico e ¢ considerado um produto seguro para
consumo (LOPEZ et al., 2012; KUMBHAR et al., 2019).

O 4cido acético ¢ conhecido desde a antiguidade, pois o vinagre tem sido utilizado ha
milénios na conservag¢do de alimentos. Foi descoberto acidentalmente de forma empirica na
Babilonia, quando um suco de uva ficou mal armazenado e “vinagrou” (aproximadamente 5000
a.C.) (DESHMUKH e MANYAR, 2020).

Relatos historicos dao conta que na medicina o acido acético foi utilizado desde 420
a.C. quando Hipdcrates II, um médico Grego, utilizava esta solu¢do para higienizacdo de
feridas. J& no século XIII d.C, um cientista de medicina forense chamado Sung Tz‘u (Song Ci)
propos a utilizacao do acido acético com enxofre para evitar contaminacao microbiologica
durante a execucao de autdpsias. Ha também relatos de que por volta de 200 a.C. Anibal de
Cartago utilizou 4cido acético como solvente para dissolu¢do de rochas que atrapalhavam a
passagem de suas tropas militares. Assim como também ha relatos de uso em 50 a.C. por
Cledpatra que teria dissolvido pedras preciosas para o preparo de sua po¢do do amor
(JOHNSTON e GASS, 2006).

Por volta de 700 d.C. o acido acético foi produzido pela primeira vez através da oxidagao
do etanol do vinho de uva por um alquimista mugulmano chamado Jabir Hayyan, entretanto
quem popularizou e industrializou o processo de producdo foi o quimico Alemdo Adolph
Wilhelm Hermann Kolbe em 1845, através de um processo de destilagdo industrial (BUDAK
etal., 2014).

De acordo com relatorio do grupo Mordor Intelligence, em 2023 o mercado do acido
acético foi de aproximadamente 17.88 milhdes de toneladas. Prevé-se que até 2028, a demanda
aumente para cerca de 22.44 milhdes de toneladas, mostrando um crescimento constante ao
longo dos anos, com uma taxa de crescimento anual estimada em 4,65%. Atualmente, o maior
mercado de acido acético esta na Asia-Pacifico, com empresas como Celanese Corporation,
INEOS Group, Jiangsu Sopo Chemical Co., Ltd., Eastman Chemical Company e Yankuang
Group como os principais players desse mercado (MORDOR INTELLIGENCE, 2024a).

O 4acido acético ¢ amplamente utilizado em diversas areas como industria téxtil,

quimica, alimentos, tinturas, bebidas e polimeros, sendo a aplicacdo mais comum a producao
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de vinagre (DESHMUKH ¢ MANYAR, 2020), na fabricagcdo de variados ésteres de acetato,
compostos organicos fungicidas, solventes organicos e na preparacdo de produtos
farmacéuticos (KUMBHAR et al., 2019).

Em sua forma ultrapura ¢ conhecido como acido acético glacial (>99,98% de pureza)
(KUMBHAR et al., 2019) e pode ser produzido em grande escala pela oxidagdo de élcoois,
especialmente do etanol, ou pela fermentagdo acética de matérias-primas ricas em carboidratos,
como melaco, cereais ou frutas (GONZALEZ, 2017). Existem basicamente quatro mecanismos
principais de producdo: fermentacdo anaerdbica, oxidagdo direta do N-Butano, oxidagdo do
acetaldeido e carbonilagdo do metanol (KUMBHAR et al., 2019), sendo a carbonilagdo do
metanol a rota mais utilizada mundialmente, representando cerca de 60% do total produzido
(BAIAO, 2015).

Além de servir como componente principal do vinagre, o acido acético ¢ empregado
como conservante em alimentos e como aditivo alimentar para conferir sabor e acidez. Também
é aplicado na fabricagio de condimentos, molhos, marinadas e emulsificantes (MOLLER et al.,
2004; SANCHEZ-ORTEGA et al., 2014). Silva et al. (2015), citam o acetato de isoamila e o
acetato de etila, que sdo ésteres derivados do acido acético, utilizados na industria alimenticia
e farmacéutica como flavorizantes e aromatizantes.

Na industria de alimentos o 4cido acético ¢ empregado de diferentes formas, variando
principalmente a concentracdo de uso, ¢ utilizado por exemplo na acetificagdo, como agente
antimicrobiano, precursor de compostos para produgao de embalagens alimenticias, acidulante,
conservante ¢ realcador de sabor (DESHMUKH e MANYAR, 2020). Na acetificagdo as
bactérias do acido acético convertem aguicares em acidos organicos em condigdes aerdbicas, o
que garante a producdo de varios alimentos fermentados, como o vinagre e algumas cervejas
do tipo Lambic (DE ROOS e DE VUYST, 2018; BRANDAO et al., 2023).

O acido acético ¢ utilizado na produgao de queijos brancos como a ricota € o requeijao
cremosos, devido seu potencial coagulante, regulador de acidez e flavorizantes (LIMA, 2019;
ALBUQUERQUE et al., 2022). Deshmukh e Manyar (2020) relatam que na concentragao de
3% ¢ possivel utilizar o 4cido acético como agente antisséptico. Resultado semelhante foi
observado por Soares e Prado (2019) que na concentracdo de 1% conseguiram observar uma
redu¢do de parasitas e microrganismos em alface.

O 4cido acético pode ainda fazer parte de uma mistura de perdxido de hidrogénio, &cido
acético e agua (na forma de acido peracético), para controle de microrganismos na industria de

alimentos de origem animal, na lavagem de ovos, carcagas, partes dos animais, pescados e
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crustaceos, conforme aprovado pela ANVISA através da RDC N° 2, de 8 de janeiro de 2004
(BRASIL, 2004).

A vantagem de utilizagdo do acido peracético na industria de alimentos ¢ sua rapida
eficiéncia contra bactérias e fungos (= 5 minutos) e virus (= 30 minutos), bem como, a
capacidade de ser menos afetado na presenga de matéria organica do que alguns outros
desinfetantes. Isso significa que sua eficacia ndo ¢ significativamente reduzida na presenca de
sujidade, sangue ou outros residuos organicos, tornando-o uma op¢ao confidvel em ambientes
onde a limpeza completa pode ser desafiadora (TORTORA et al., 2017; MONTEIRO e
TIECHER, 2022).

Neumann e Rosa (2018) avaliaram diversos acidos organicos, como o acido acético
(125-500 ppm) e acido peracético (100 ppm), e conseguiram observar uma eficaz higienizacao
de frutas e hortaligas (FLV’s) em um tempo de 15 minutos de tratamento. Fuzawa et al. (2020),
obtiveram resultados semelhantes contra rotavirus, ao utilizar dcido peracético para sanitizar
FLV’s variando a concentracdo entre 1 a 10 ppm pelos tempos de 3 a 60 minutos.

Saraiva et al. (2019), avaliaram a eficiéncia de fermentados acéticos em saladas de
alface e observaram que houve uma reducao significativa na contagem de aerobios mesofilos,
coliformes totais e termotolerantes nas alfaces tratadas. J4 Chang e Fang (2007) observaram
uma reducdo de E. coli O157:H7 em alface, com uso de acido acético na concentragio de 5%
por um periodo de 5 minutos.

Gonzalez (2017) cita diversas importancias do acido acético na industria de alimentos
através da producdo de embalagens para bebidas, como € o caso do acido tereftalico, que na sua
forma pura ¢ utilizado para sintetizar o politereftalato de etileno (PET), mas que também pode
ser destinado para a industria té€xtil onde o PET ¢ utilizado na confeccdo de TNT (tecido ndo
tecido), carpetes e outros tipos de fios a base de plastico. Relata também que acido acético ¢
conhecido também como um solvente versatil e desempenha um papel crucial como produto
quimico industrial, na producdo de ésteres de acetato, como o acetato de vinila, que representa
a principal matéria-prima para a fabrica¢do de polimeros como o etileno de acetato de vinila
(EVA) e o poli (acetato de vinila) (PVA), utilizados em uma ampla gama de produtos, incluindo
plésticos, adesivos e tintas.

Ja Baido (2015) destaca o emprego do acido acético na agricultura, especialmente na
fabricacdo de fertilizantes e herbicidas. De acordo com Cheung et al. (2002), o acido acético ¢
o precursor do herbicida 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) e do Agente Laranja (mistura
de 2,4-D com 2.,4,5-triclorofenoxiacético), amplamente utilizado durante a Guerra do Vietna

para desfolhar florestas.
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De acordo com regulamento do FDA o acido acético ¢ utilizado na industria de
alimentos com agente de cura e de conserva, intensificador de sabor, agente aromatizante e
adjuvante, agente de controle de pH, solvente, veiculo e também como um aditivo de agua de
caldeira. Ainda de acordo com o mesmo regulamento o 4acido acético pode ser utilizados em
géneros alimenticios desde que ndo exceda as boas praticas de fabricacdo e regulamenta os
niveis maximos permitidos para alguns alimentos, dos quais podemos citar 0,25% para produtos
de panificacdo, 0,8% para queijos e produtos lacteos, 0,5% para goma de mascar, 9,0% para
condimentos e aperitivos, 0,5% para gorduras e o6leos, 3,0% para molhos, 0,5% para produtos
a base de carne e 0,15% para todas as outras categorias de alimentos (FDA 21CFR184.1005,
2023).

2.3.2 Acido latico

O 4cido latico, também chamado 4cido 2-hidroxipropanoico, ¢ um composto organico
que tem funcdo essencial em diversos processos biologicos. Quimicamente, ¢ um dacido
carboxilico com a formula CH;CH(OH)COOH (OJO e DE SMIDT, 2023). Este acido possui
quiralidade, ou seja, estrutura tridimensional espelhada, formando duas variantes
enantioméricas: L-lactico e D-lactico. Podem aparecer nas formas puras ou opticamente ativas
(L(+) ou D(-)) ou na forma de uma mistura racémica (L(+) e D(-), 1:1). Na industria alimenticia
e farmacéutica, ¢ vital determinar a forma especifica ou a mistura racémica, pois isso afeta
diretamente caracteristicas como sabor, aroma e atividade bioldgica (SINGHVI et al., 2019).

A descoberta do acido latico em 1780 ¢ creditada ao quimico e farmacéutico Sueco, Carl
Wilhelm Scheele. Ele isolou o 4cido a partir do leite azedo, que € rico nesse composto (KIM et
al., 2022). Essa descoberta foi um marco na historia da quimica, pois foi uma das primeiras
vezes que um acido organico foi isolado de uma fonte natural.

Em 1839, Pasteur testou a fermentagao latica a partir de amido, leite, dextrina e outros
carboidratos, o que serviu de base para descrever em 1857 que o acido latico ¢ um produto
oriundo da fermentagdo realizada por microrganismos em condi¢cdes anaerdbias e nao
componente intrinseco do leite, como se acreditava anteriormente (GHAFFAR et al., 2014).

De acordo com relatério do grupo Mordor Intelligence, em 2023 o mercado do &cido
latico foi de aproximadamente US$ 491,03 milhoes. Prevé-se que até 2028 haja um crescimento
constante ao longo dos anos, com uma taxa anual estimada em 4,09%. Atualmente, o maior
mercado de acido latico esta na América do Norte, com empresas como Corbion N. V., Henan
Jindan Lactic Acid Technology Co., Ltd., Cargill, DuPont de Nemours, Inc., Vigon
International, Inc. como os principais players desse mercado (MORDOR INTELLIGENCE,
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2024b). Na América do Sul, o Brasil ¢ o maior consumidor deste 4cido, seguido pela Colombia
(MORDOR INTELLIGENCE, 2024c).

O 4cido latico tem sido estudado por seu potencial uso em produtos farmacéuticos, na
producao de polimeros e na industria alimenticia, onde ¢ usado como acidulante, conservante e
flavorizante (ABEDI e HASHEMI, 2020). Cerca de 85% de todo acido latico produzido ¢
destinado para a industria alimenticia, seja de transformagao, desenvolvimento de produtos ou
embalagens, e toda a cadeia em torno do segmento alimenticio (KIM et al., 2022).

A crescente demanda por produtos biodegradaveis levaram a um aumento no interesse
pela utilizag@o do acido latico polimerizado para a produgdo de embalagens de polidcido latico
(PLA) (ALBUQUERQUE et al.,, 2021), ele tem a vantagem de ser biodegradavel e
compostavel, sendo decomposto na natureza em CO; e 4gua, o que o torna um bioplastico
cobicado (INGRAO et al.,2015; MASMOUDI et al., 2016; SINTIM et al., 2019). O PLA é um
polimero utilizado também na agricultura, como carreador de defensivos agricolas para solo,
de forma que permite a liberagao controlada, sendo benéfico principalmente em locais com alta
infestacdo de patdogenos e ervas-daninhas (ZHAO e WILKINS, 2005; JAMSHIDIAN et al.,
2010).

O 4cido latico ocorre de forma natural em seres vivos como plantas, animais e
microrganismos, e pode ser gerado através da fermentagao de aglicares ou por meio de sintese
quimica a partir de fontes como carvao, subprodutos petroliferos e até mesmo o gés natural
(KOMESU et alt., 2017).

Na forma quimica, a produg¢dao geralmente segue rotas de degradacdo com bases
catalisadas por acucares, como hidrolise do 4cido cloropropionico ou oxidacdo de
propilenoglicol, porém essas rotas necessitam do subproduto de outras aplica¢des, bem como a
dependéncia de combustiveis fosseis, o que encarece a produgdo. A via de produgdo mais
comum ¢ a da lactonitrila, porém o método gera misturas racémicas (L(+) e D(-), 1:1), o que
ndo ¢ ideal a depender da aplicacdo (KOMESU et al., 2017).

Na sintese biologica, além de langar mao de fontes renovaveis, o que diminui custos e
respeita 0 meio ambiente, ¢ possivel obter o acido latico em sua forma pura (L(+) ou D(-)),
através da fermentagdo de acticares oriundos de residuos agroindustriais (TANG et al. 2016;
YIN et al. 2016). Os principais microrganismos produtores de acido latico, podem ser divididos
em trés grupos, sendo os fungos filamentosos como o Rhizopus oryzae, bactérias amiloliticas
como os Lactobacillus, e os fermentadores que seguem a via da glicolise, como E. coli e

Saccharomyces cerevisiae (PLEISSNER et al., 2017; ABEDI e HASHEMI, 2020).
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O 4cido latico pode ocorrer de forma natural nos alimentos e atuar como conservante,
regulador de pH e aromatizante, além disso, pode ser adicionado aos alimentos, até mesmo
como antioxidante e crioprotetor, sua natureza acida e sua capacidade de reagir com outros
compostos tornam o acido latico uma substancia versatil com uma variedade de aplicagdes em
diferentes areas (ABEDI e HASHEMI, 2020). De acordo com a norma do FDA ele pode ser
utilizado em diversos géneros alimenticios sem qualquer limitagdo de concentragdo. A ressalva
que ele ndo pode ser utilizado na composi¢cdo de alimentos ou formulas para lactentes (FDA
21CFR184.1061, 2023).

Como acidulante e regulador de pH, o acido latico ¢ aplicado principalmente em
confeitaria, por possuir uma acidez persistente em boca, porém suave, realgando o sabor, sem
o impacto da acidez como ocorre com o acido citrico, além de reduzir a formagao de actcares
invertidos em processos que exijam calor, a producao de doces menos turvos e prevenir a
deterioragao microbiana (WEE et al. 2006; KIM et al., 2022). Pelos mesmos motivos, € bastante
utilizado na industria do leite, refrigerantes, sucos, vinhos, cervejas e na producdo de conserva
de legumes (KRISHNA et al., 2018).

Na industria da panificagdo, seus derivados, o estearoil-2-lactilato de sodio e o estearoil-
2-lactil lactato de calcio sdo utilizados como emulsificantes para melhorar a qualidade da
mistura dos ingredientes no processo de sova da massa, bem como diminuir o tempo de
cozimento dos paes, podendo serem empregados em manteiga para substituir a albumina de
ovo como emulsificante (KIM et al., 2022).

Em conjunto com acido acético, ¢ possivel observar um aumento no potencial
bactericida, na industria da carne. A adig¢do do 4cido latico reduz a atividade de 4gua das pecas
o que dificulta a sobrevivéncia de Clostridium botulinum, aumentando o prazo de validade, ele
¢ utilizado na forma de lactato de s6dio ou lactato de potassio e € um poderoso conservante em
carne bovina, peixe e de aves (KRISHNA et al., 2018; KIM et al., 2022). Para atividade
antiflingica ¢ necessario que o 4cido esteja predominantemente na sua forma ndo ionizada e sua
eficiéncia requer concentragdes mais elevadas (PELAEZ et al., 2012).

Martinez-T¢llez et al. (2009), avaliaram a eficiéncia do acido latico na protecao contra
patogenos na concentragdo de 2% de 40 a 90 segundos em aspargos e cebolinha, onde
observaram um efeito sanitizante com reducdo de 3 log UFC/g de Salmonella enterica subesp.
enterica serovar Typhimurium. Resultado semelhante (4cido latico a 2%) foi observado por
Amrutha et al. (2017), na inativacao de E. coli e Salmonella spp. em frutas e vegetais frescos.

Zhang e Farber (1996) observaram que a utilizag¢do de 4cido latico a 1% por 10 minutos

para sanitizagdo de alface e repolho foi suficiente para reduzir em 5 log UFC/g de L.
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monocytogenes. José et al. (2018), observou a efetividade deste acido contra bolores e
leveduras, quando avaliado a sanitizagdo em tomate cereja, com eficiéncia comparada a
utilizagdo de cloro. Esta mesma autora cita ainda a eficiéncia do acido latico contra L.
monocytogenes, Salmonella spp. e E. coli JOSE, 2017).

Ja na industria farmacéutica pode ser aplicado como clareador e rejuvenescedor de pele,
hidratante, producdo de comprimidos, fabricacao de produtos de higiene, solucdo de dialise,
dentre outros (ABEDI e HASHEMI, 2020). Alsaheb et al. (2015), citam a importancia do acido
latico na producao de solugdes intravenosas, na forma de eletrdlito, para garantir uma
complementacdo dos fluidos corporais e reidratacdo, atuando ainda como regulador do pH e
sequestrador de metais.

Na indtstria quimica pode-se observar a aplicacdo como regulador de pH, precursor de
polimeros para producao de embalagens biodegradaveis, descalcificante e até mesmo repelente
de mosquito (ABEDI e HASHEMI, 2020). Como agente de limpeza, ¢ eficaz e ecoldgico,
utilizado em produtos domésticos para desinfeccao, remogao de calcario e limpeza de banheiros
(KRISHNA et al., 2018). Martinez et al. (2013), relatam este acido como componente na
fabricagdo de produtos destinados a higiene bucal.

Por se tratar de uma molécula altamente ativa (possui um grupo hidroxila e um
carboxila) e oxidada, além de possuir alta reatividade, o 4cido latico pode ser utilizado como
poderoso solvente, removedor de resinas e polimeros (WEE et al., 2006; KIM et al., 2022).
Bem como pode ser aplicado na producao de plastificantes, lactato de etila, acido acrilico,
propilenoglicol, 2-3 pentanodiona, além de emulsificantes, acido propidnico e acido piruvico

(WASEWAR et al., 2005).

2.3.3 Acido propidnico

Com a férmula quimica C3HgO2, 0 acido propidnico foi isolado pela primeira vez por
Johann Gottlieb em 1844. Derivado de suas caracteristicas, seu nome combina "protos"
(simples/primeiro) e "pion" (graxo/gordura) (AMMAR e PHILIPPIDIS, 2021). E um liquido
corrosivo, incolor e organico, com odor pungente, apresentando propriedades fisicas
intermediarias entre acidos carboxilicos leves e acidos graxos de cadeia longa. Apesar de
soluvel em agua, precipita na presenca de sal, e reage com alcoois, ésteres, bases e sais
organicos (AHMADI et al., 2017).

O acido propidonico ¢ amplamente utilizado na industria de alimentos, farmacéutica e
agropecuaria, devido as suas propriedades antimicrobianas, antifungicas, flavorizante, anti-

inflamatorias e herbicidas (LIU et al., 2012; RANAEI et al., 2020; AMMAR e PHILIPPIDIS,
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2021), bem como ¢ utilizado na industria téxtil na precursdo de acetato de celulose propionato,
que ¢ um plastico derivado da celulose (YANG et al., 2018). Na industria de alimentos ou
ragoes ele ¢ amplamente utilizado como agente antimicrobiano e agente aromatizante € nao ha
qualquer limitacao de uso para além das boas praticas de fabricagdo (FDA 21CFR184.1081,
2023).

De acordo com relatdrio do grupo Statista, em 2022 o mercado do 4cido propidnico era
de aproximadamente 463 mil toneladas, gerando cerca de US$ 1,89 bilhdo. Prevé-se que até
2030, a demanda aumente para cerca de 603 mil toneladas, mostrando um crescimento
constante ao longo dos anos, com uma taxa de crescimento anual estimada em 3,35%
(STATISTA RESEARCH DEPARTMENT, 2023). Atualmente, o maior mercado de acido
propidnico esta na Europa, seguido pela Asia-Pacifico e América do Norte, com empresas como
BASF SE, Dow Inc., Eastman Chemical Company, Merck KGaA e Perstorp Holding AB como
os principais players desse mercado (INDUSTRY ARC, 2022).

Embora seja amplamente sintetizado a partir do petréleo, hd uma crescente demanda
pela diversificagdo da matriz produtiva do acido propidnico. Isso se deve a necessidade de
reduzir as emissoes de gases do efeito estufa, diminuir a dependéncia de matéria-prima fossil e
lidar com a volatilidade dos precos do petréleo. Nesse contexto, o 4cido propidnico também ¢
comercialmente produzido por processos bioldgicos, utilizando microrganismos, como
apresentado no Quadro 1. Esses microrganismos demonstram uma notdvel capacidade de
converter agucares em acido propionico por meio da rota fermentativa do acido dicarboxilico

(AMMAR e PHILIPPIDIS, 2021).

Quadro 1 - Microrganismos e substratos utilizados para a produgdo de acido propidnico.

Microrganismo Substratos Referéncias
Acidipropionibacterium Glicerol, lactose, soro de  Yang et al. 1994; Dishisha et al.
acidipropionici leite, residuo de milho, 2012; Liu et al., 2012; Jiang et
hemicelulose al. 2015; Wang et al., 2017
Propionibacterium Melago de cana, glicerol, Feng et al., 2011; Ammar et al.,
freudenreichii glicose, residuo de sorgo  2014; Wang et al., 2014; Ammar
etal., 2020
Propionibacterium jensenii Glicerol, lactato Coral, 2008; Liu et al., 2015, Liu
etal.,2016
Clostridium propionicum Lactato, glicerol Johns, 1952; Barbirato et al.,
1997
Bacillus coagulans Glicose Selder et al., 2020
Veillonella criceti Glicose Dietz et al., 2013; Selder et al.,
2020

Fonte: O autor (2023).
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A utilizagdo de microrganismos na produgdo de acido propidnico apresenta uma
significativa vantagem devido a sua certificacdo GRAS, especialmente no caso das
propionibactérias, o que confere seguranca ao emprego desse acido na industria de alimentos.
No entanto, uma desvantagem ¢ que o rendimento alcangado por meio desse processo nao € tao
eficiente quanto o obtido a partir do petroleo (GU et al, 1998). Durante o processo de
fermentagdo, esses microrganismos podem gerar compostos secundarios, além do proprio acido
propidnico, que inibe a atividade do microrganismo e reduz a produtividade da operacao
(AMMAR e PHILIPPIDIS, 2021).

Uma das principais utilizagdes do acido propidnico € como conservante alimentar (DEL
NOBILE et al., 2015). E frequentemente adicionado a produtos assados, como pies e bolos,
para prevenir o crescimento de fungos filamentosos e prolongar a vida til (PAGE et al., 2014).
Também ¢ utilizado em queijos e outros laticinios para inibir o crescimento de bactérias
indesejadas e deterioragdo do alimento (RANAEI et al., 2020). Estes autores relatam ainda a
importancia do 4cido propionico como aditivo alimentar na conservacdo dos alimentos,
especialmente através do uso dos seus sais propionato de célcio, propionato de potassio e
propionato de sodio.

O 4acido propidnico inibe o crescimento de fungos e bactérias, através do potencial de
permear pela membrana dos microrganismos, até atingir o citoplasma, onde altera o pH
intracelular e a funcdo celular, que desencadeia na ma eficiéncia de absorc¢do e transporte de
nutrientes, tornando-se uma escolha popular para evitar o crescimento de patdgenos em
produtos alimenticios (ZHANG ¢ YANG 2009; VOULGARI et al., 2010; ZHANG et al.,
2020).

Na agropecuaria, o dcido propidnico ¢ usado como conservante de silagem, ajudando a
prevenir a deterioragdo microbiana durante o armazenamento de alimentos para animais
(RANAEI et al., 2020). Este acido ¢ normalmente adicionado a ragdo de aves pela sua
comprovada eficiéncia em mitigar a contaminacao por Salmonella spp. e fungos filamentosos
(MANI-LOPEZ et al., 2012).

Ja na agricultura um grande problema na produgdo de graos ¢ a contaminagdo pos-
colheita causada por fungos filamentosos, que podem resultar em problemas alimentares devido
a produgdo de micotoxinas e em prejuizos econdmicos pela deterioragdo do grao. Nesse
contexto, o acido propidnico poderia ser considerado um aliado para conter essa perda no
armazenamento de trigo (KAGLIWAL et al., 2013). Holmquist et al. (1983) relataram o
potencial inibitério do crescimento de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, fungos

micotoxigénicos em graos destinados a alimentag¢do animal. E como agente quimico de controle
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0 acido propidnico mostra bons resultados no controle de aflatoxinas (SHABEER et., a/ 2022;
TIWARI et al., 2022b). Ademais, a adi¢do de 4cido propidnico a racdo animal tem se mostrado
eficaz na melhoria da digestdo no ramen (CHEN et al., 2020) e na reducao da emissdo de gas
metano (BORSTING et al., 2020).

Rangel e Villela (2004), observaram que a adicdo de 2 L/t! de um produto a base de
acido propionico, melhorou a eficiéncia na conservagdo e armazenamento de soja seca.
Resultado semelhante, foi observado por Elias et al. (2008), avaliando a mistura de acido
propidnico e &cido acético na preservacdo de graos de sorgo, mantendo caracteristicas
qualiquantitativas por até 180 dias.

Es et al, (2017) relataram a importincia do 4cido propidnico como herbicida
ambientalmente correto, pois diferente dos demais disponiveis no mercado, ¢ um composto
facilmente degradado de forma natural, sendo convertido em outros acidos organicos e
posteriormente CO> e 4agua, além de possuir um amplo espectro contra monocotiledoneas e
dicotiledoneas, atua no pré e pods emergéncia. Ademais, sabe-se que em doses corretas e com
uso de EPI bésico para trabalhos com herbicidas, o acido propidnico ndo representa nenhum
risco a saude humana (RANAEI et al., 2020).

O 4cido propidnico tem sido estudado também como agente anti-inflamatorio por conta
da demanda por compostos livres de nitrogénio e que possuem origem ndo esteroidal
(GONZALEZ-PONCE et al., 2018). Pedroso e Batista (2017) relataram que medicamentos
como a Aspirina® podem induzir tlceras devido a sua acumulago na mucosa gastrica. Por essa
razao, os derivados de &cido propidnico, como o Ibuprofeno, podem desempenhar um papel na

reducdo dos problemas gastricos causados pela superdosagem de anti-inflamatérios.
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3 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado em duas etapas no laboratorio de Microbiologia Geral e Aplicada
da Universidade Federal do Tocantins. Primeiramente, foram realizados os testes in vitro e,
posteriormente, os testes in vivo. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 3x3x7+1, representado por trés substincias GRAS (acido
acético, acido latico e acido propionico) em trés concentragdes diferentes (maior, intermediaria
e menor) e sete tempos de incubagao (0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 dias), com uma testemunha adicional
(controle). As concentragdes das substincias GRAS foram testadas respeitando os limites

maximos de uso permitidos pela legislacdo vigente no Brasil.

3.1 Testes in vitro

O Aspergillus parasiticus IMI 242695 utilizado no estudo, Figura 2, ¢ proveniente do
International Mycological Institute, Inglaterra, e produtor das aflatoxinas AFB1, AFB2, AFG1
e AFG2. O fungo encontra-se depositado na colecdo de culturas de fungos do Laboratério de

Microbiologia Geral e Aplicada da Universidade Federal do Tocantins.

Figura 2 - Aspergillus parasiticus em placa de Petri.

Fonte: O autor (2022).

3.1.1 Substancias geralmente reconhecidas como seguras (GRAS)
As substancias GRAS foram adquiridas de um distribuidor de produtos quimicos e
laboratoriais localizado na cidade de Palmas — Tocantins, Brasil. As caracteristicas das

substancias GRAS testadas estao discriminadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Principais caracteristicas das substancias geralmente reconhecidas como seguras (GRAS) utilizadas no
experimento.

Substancias GRAS Formula Peso Concentracao Fabricante
Acido acético CHsO02  60,05g/mol 99,8% NEON
Acido latico C3HsO3 90,08g/mol 85% EXODO

Acido propidnico C3HeO2  74,08g/mol 99,5% EXODO

Fonte: O autor (2023).

3.1.2 Inibi¢ao de crescimento do Aspergillus parasiticus

Para realizacdo do experimento foram preparadas novas culturas puras do Aspergillus
parasiticus utilizando placas de Petri descartaveis (90mm de didmetro), cada uma delas
contendo 15mL do meio de cultura dgar batata dextrose (BDA). As placas inoculadas com o
Aspergillus parasiticus foram incubadas em incubadora BOD (Biological Oxygen Demand) a
25°C, por sete dias.

Ap6s os sete dias de incubagdo foram retirados com o auxilio de um canudo, discos de
6mm de diametro do Aspergillus parasiticus € inoculados no centro de novas placas de Petri
contendo 15ml do meio de cultura BDA. As novas placas inoculadas foram incubadas a 25°C
em incubadora BOD por 24 horas.

Apo6s 24 horas as placas inoculadas foram invertidas, ficando o Aspergillus parasiticus
na parte superior. Na tampa de cada placa foi entdo colocado um pedaco quadrado (1,5 x 1,5cm)
de papel filtro que recebeu as substancias GRAS. As placas foram colocadas em sacos de
polietileno, medindo 10 x 15¢m, vedadas em seladora e incubadas em incubadora BOD a 25°C.

No papel filtro foram adicionadas diferentes concentracdes das substancias GRAS, em
porcentagem sobre o peso da amostra. As concentracdes utilizadas respeitaram o limite maximo

atribuido pela legislacao vigente para adi¢ao em alimentos, conforme Tabela 2.

Tabela 2 - Substancias GRAS e respectivas concentragdes testadas in vitro de acordo com os limites maximos
permitidos pela legislacdo vigente no Brasil.

Substincias GRAS Concentracoes testadas*
Maior Intermediaria Menor
Acido acético 0,15% 0,10% 0,05%
Acido latico 1,0% 0,75% 0,5%
Acido propidnico 1,0% 0,75% 0,5%

* As concentracdes foram calculadas em porcentagem sobre peso final da amostra.
Fonte: O autor (2023).

Os resultados do crescimento dos micélios foram determinados individualmente com o

auxilio de um paquimetro digital e calculada a média diaria de dois diametros perpendiculares
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do crescimento. Os valores das médias de crescimento da coldnia nos tratamentos foram
comparados com as das placas controle. Este experimento foi realizado com cinco repeti¢des
para cada uma das trés concentragdes das trés substancias GRAS testadas contra o Aspergillus

parasiticus, como também as placas do controle, totalizando 50 placas.

3.1.3 Detecc¢ao das aflatoxinas em agar coco

O meio de cultura agar coco (LIN e DIANESE, 1976) utilizado foi preparado através da
diluicao de 84ml de extrato hidrossoluvel de coco (leite de coco) comercial em 250ml de agua
destilada, mais 5g de agar puro. O meio de cultura foi esterilizado em autoclave por 15 minutos
a 121°C e posteriormente foi distribuido 15ml do meio de cultura por placa de Petri descartavel.

As placas foram inoculadas com discos de 6mm do Aspergillus parasiticus e incubadas
em incubadora BOD a 25°C. Os resultados foram observados a olho nu sob luz ultravioleta
(UV) com comprimento de onda de 365 nanometros (nm), e as leituras foram realizadas em 24,

48,72, 96, 120 e 144 horas ap0s a inoculagdo.

3.2 Teste in vivo

Para realizacdo dos testes in vivo o Aspergillus parasiticus foi inoculado em novas
placas de Petri com meio de cultura BDA e as placas foram incubadas em incubadora BOD a
25°C por trinta dias. E o milho utilizado no experimento foi adquirido no comércio local, na

cidade de Palmas, Tocantins, o mesmo foi comprado ja triturado.

3.2.1 Inoculagdo do Aspergillus parasiticus no milho

A inoculagdo do Aspergillus parasiticus no milho foi realizada com uma suspensao de
conidios retirados de placas inoculadas com trinta dias de crescimento. Foi utilizada uma
solugdo composta de dgua destilada estéril e 0,1% de Tween 80 (v/v) para lavagem das placas.
Ao todo foram preparados 500ml dessa suspensdo de conidios a uma concentragio de 1,0 x 10°
UFC/ml, o valor foi ajustado por contagem com auxilio de uma camara de Neubauer.

Apo6s o preparo da suspensdo de conidios, aliquotas de 100g do milho foram pesadas e
acondicionadas em frascos de vidro com tampa rosqueavel, com volume de 1,3 litros. Entao
10ml da suspensao de conidios foram inoculadas em cada um dos frascos com o milho triturado,
em seguida foram tampados e homogeneizados.

Nos frascos do controle positivo apenas a suspensdo de conidios foi adicionada, ja nos

frascos dos tratamentos as substancias GRAS foram adicionadas conforme Tabela 3 a seguir.
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Tabela 3 - Substancias geralmente reconhecidas como seguras (GRAS) e respectivas concentragdes testadas in
Vivo.

Concentracoes testadas®

: Acido acético 0,15% -
) Acido propidnico - 0,5%
Acido acético / Acido propionico 0,15% 0,5%

* As concentracdes foram calculadas em porcentagem sobre peso final da amostra.
Fonte: O autor (2023).

Foram preparados ao todo quarenta e cinco frascos, sendo quinze frascos do controle
positivo, dez frascos do tratamento com acido acético 0,15%, dez frascos do tratamento com
acido propidnico 0,5% e dez frascos do tratamento com a mistura dos acidos acético 0,15% e

acido propionico 0,5%.

3.2.2 Tempo de permanéncia vidvel

O tempo de permanéncia viavel foi realizado nas amostras dos testes in vivo antes da
autoclavagem dos frascos, com 14 e 28 dias de inoculacdo. Os testes foram realizados em
triplicata, totalizando 120 placas.

Para realizagdo do teste 1g de cada amostra foi pesada em tubos tipo Falcon e
posteriormente foi adicionado em cada tubo 9ml de 4gua de torneira estéril, dilui¢io 107!, A
amostra foi entdo agitada em agitador vortex por 30 segundos e logo apods a agitagdo foi
realizada uma segunda dilui¢do da amostra, para 102, A inoculagio da diluigdo foi realizada no
aparelho Eddy Jet Spiral Plater (IUL Instruments) em placas de Petri contendo o meio de cultura
BDA. As placas inoculadas foram incubadas em incubadora BOD a 25°C por 48 horas.

Para leitura dos resultados foi utilizado o Colony Counting & Zone Reading (IUL
Instruments) ligado a um computador que através do software Flash And Go, e apds
configura¢des de pardmetros como volume inoculado (50ul) e dilui¢do inicial (102), fez a
contagem automatica das colonias na placa de Petri e mostrou os resultados em unidades

formadoras de colonia por ml (UFC/ml).

3.2.3 Quantifica¢ao das aflatoxinas

Para quantificacdo das aflatoxinas produzidas foi utilizado um kit da Envirologix
denominado TotalTox™ Aflatoxin, este método usa dispositivos de teste de fluxo lateral
(LFDs) onde membranas de nitrocelulose sdo revestidas de anticorpos especificos que se ligam
as aflatoxinas. Para que isso aconteca a amostra ¢ adicionada a uma extremidade da tira e a

medida que flui através da membrana por capilaridade, esta ¢ exposta a zonas de anticorpos
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reativos a aflatoxinas. O teste garante precisdo nos resultados encontrados entre o nivel minimo
de 2,7pg/kg e nivel maximo de 300pg/kg para a matriz milho.

Para realizacao do teste foram pesadas 25g de amostra de cada frasco em um copo
plastico com tampa rosqueavel. Em seguida, por amostra, foi adicionado um envelope do
reagente EB17 juntamente com 75ml de 4dgua destilada. Durante dez segundos a amostra foi
agitada vigorosamente até ser totalmente misturada e em seguida foi realizada a agitacao
manual constante por dois minutos. Apds o processo de mistura a amostra foi filtrada em filtro
de papel e em seguida com auxilio de uma pipeta foram adicionados a um tubo de reagao, 100ul
do tampao DBS5 e 100ul do extrato clarificado recém coado.

O tubo foi entdo colocado no My Block™ mini dry bath (Benchmark), que é um bloco
estabilizador de temperatura, para estabilizar a temperatura da amostra em 22°C por dois
minutos. Apos os dois minutos, colocou-se a tira reagente e deixou-a reagir por quatro minutos.
Passado este tempo, a tira foi retirada do tubo, cortada na area demarcada sendo depositada no
escaner QuickScan que ligado a um computador e através do software de mesmo nome realizou
a leitura do resultado.

Para resultados inicias maiores que 30ug/kg foi necessario a realizar dilui¢dao extra do
extrato clarificado em uma solugdo de dilui¢do preparada com um envelope do reagente EB17
com 150mL de dgua destilada. Os proximos passos apos a diluicdo extra do extrato clarificado
seguiram conforme procedimento anterior, com adi¢do de tampao DBS5, climatizacdo, tira e

leitura no escaner QuickScan.

3.3 Analise estatistica

Os dados foram analisados inicialmente por andlise de varidncia individual e,
posteriormente, em analise conjunta. Nos ensaios in vitro, as médias dos tratamentos foram
comparadas com o controle utilizando o teste de Dunnett (p < 0,05) e entre si pelo teste de
Tukey (p < 0,05). A taxa de crescimento ao longo do tempo foi avaliada por meio de regressao
polinomial, com ajustes de primeiro e segundo grau. Para os testes in vivo, os dados passaram
por analise descritiva e pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os programas estatisticos utilizados foram o AGROESTAT (BARBOSA, 2011),
GENES (CRUZ, 2006a, 2006b) e SISVAR versao 5.0 (FERREIRA, 1998).



43

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Testes in vitro

4.1.1 Inibigdo do crescimento de Aspergillus parasiticus

O resumo da analise de varidncia (ANOVA) conjunta para o crescimento de Aspergillus
parasiticus revela significincia a 1% de probabilidade para todas as fontes de variacdo (FV)
analisadas, incluindo 4cidos (A), concentragao (C) tempo (T) e uma testemunha adicional, estao
apresentados na Tabela 4. Foram analisados os efeitos isolados dos é&cidos (A), das
concentragdes (C) e dos tempos de incubagdo (T) e além disso todas as interagdes entre esses
fatores (AxC, AxXT, CxT, AxCxT) também sdo altamente significativas. Esses resultados
indicam que tanto os fatores individuais quanto suas interacdes tém um impacto significativo
no crescimento de Aspergillus parasiticus. A interacdo tripla (AxCxT) demonstra sua
importancia nos tratamentos, como ja observado em estudos realizados por Udomkun et al.

(2017).

Tabela 4 - Analise de variancia conjunta do crescimento de Aspergillus parasiticus na presenga de trés acidos
distintos (4cido acético, acido latico e acido propidnico) e sete tempos de incubagio.

FV GL QM
CR
A 2 177368431,97"
C 2 7850670,72"
T 6 14934753,47"
AxC 4 2361019,23"
AXT 12 8219142,10™
CxT 12 1489931,80™
AXCXT 24 589288,78™
Fatorial 62 9679719,69™
Adic vs fat 1 153945078,95™
Entre fat 6 24483409,78""
Trat 69 13057799,39"
Resi 280 105250,80
Total 349
CV% 13,86

**Significativo a 1% de probabilidade; FV: fonte de variagdo; GL: grau de liberdade; QM: quadrado médio; CR:
crescimento radial de Aspergillus parasiticus; A: acidos; C: concentragdo; T: tempo.
Fonte: O autor (2023).

As interagdes também demonstram uma influéncia significativa no crescimento fingico,
sugerindo que a resposta de Aspergillus parasiticus ndo € apenas dependente de um tnico fator,

mas da combinacao de acidos, suas concentragdes € o tempo de tratamento.
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Segundo classificacdo proposta por Pimentel - Gomes (2009) o coeficiente de variagdo
(CV) de 13,86% obtido nesta analise indica uma boa precisao na conducdo dos experimentos,
embora um CV alto sugira uma consideravel variagdo nos dados, que pode ser inerente a
natureza do crescimento fingico.

As médias de crescimento radial do Aspergillus parasiticus oriundas do desdobramento

da interacdo tripla, AXCxT, sdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Médias de crescimento de Aspergillus parasiticus na presenga de trés diferentes tipos de acido em trés
concentragdes ¢ sete tempos de incubagao.

Crescimento radial (mm)

Tempo (dias)
GRAS C 0 1 2 3 4 5 6
) Cl 11,64Aal 11,64Aal 11,64Aal 11,64Aal 11,64Aal 11,64Aal 11,64Aal
Acido
T C2  12,66Aal 12,65Aal  12,65Aal  12,65Aal 12,65Aal  13,96Aal 20,04Bb2

C3 11,97Aal 12,27Aal  12,27Aal  12,27Aal  23,62Bb2  33,68Bb3  41,46Cb3

TA - 11,44 22,96* 33,94% 44,04* 53,52% 64,15* 72,99%
. Cl  11,21Aal 23,82Ab2  33,99Ab3  38,05Ab3 39,04Ab3  40,15Ab3 40,15Ab3
gct;(cl;) C2  12,24Aal  24,82Ab2  35,07Ab3  41,83Ab4  45,92Ab4  48,66Ab4  49,17Bc4
C3  12,06Aal 23,59Ab2  34,85Ab3  43,74Ab4 49,57Ac4  53,54Bc4  55,46Cc4
TA - 11,44 22,96 33,940 44,04 53,52% 64,15% 72,99%*
) Cl 11,77Aal 11,77Aal  11,77Aal 11,77Aal 11,77Aal 11,77Aal 11,77Aal
Acido

propiomico C2  1207Aal  12,06Aal  12,06Aal  12,06Aal  12,06Aal  12,06Aal  12,06Aal
C3  12,02Aal  12,05Aal  12,05Aal  12,05Aal  12,05Aal  12,05Aal 12,05Aal
TA - 1144™  22,96% 33,94% 44,04 53,52% 64,15% 72,99

1- Médias de concentra¢do, dentro do mesmo acido e do mesmo tempo, seguidas de mesma letra maiuscula na
coluna, ndo deferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

2- Médias de acido, dentro da mesma concentra¢do e do mesmo tempo, seguidas de mesma letra mintscula na
coluna, ndo deferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

3- Médias de tempo, dentro do mesmo acido e da mesma concentragdo, seguidas de mesmo ntimero na linha, nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

4- *Médias de acidos diferem do controle pelo teste de Dunnet (p < 0,05).

C1- Maior concentragdo (Acido acético: 0,15- Acido latico: 1,00-Acido propidnico: 1,00).

C2- Concentracdo intermediéria (Acido acético: 0,10- Acido latico: 0,75-Acido propidnico: 0,75).

C3- Menor concentragdo (Acido acético: 0,05- Acido latico: 0,50-Acido propidnico: 0,50).

TA- Testemunha adicional.

Fonte: O autor (2023).

Nos testes realizados com o 4cido acético e acido propidnico, o crescimento radial médio
em todas as concentragdes e tempos de incubacao diferiram significativamente da testemunha
adicional pelo teste de Dunnet (p< 0,05), indicando uma inibi¢do do crescimento radial do

Aspergillus parasiticus. J& nos testes realizados com o 4cido latico, embora todas as
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concentragdes utilizadas para inibi¢do do crescimento radial tenham interferido a partir do
quarto dia, elas ndo demonstraram diferenga significativa com a testemunha nos quatro
primeiros dias de avali¢do, indicando que o uso do mesmo ndo resulta em um controle tao
efetivo quanto o desejado.

Comparando-se as trés substancias testadas, a partir do primeiro dia, observou-se
diferenca estatistica entre as médias de crescimento radial no tratamento realizado com o acido
latico, onde as médias foram maiores que as apresentadas pelos demais acidos. Esse
comportamento se manteve ao longo dos dias, indicando que o tratamento com o acido latico,
em comparacao com os outros tratamentos realizados com o acido acético e acido propidnico,
ndo foi capaz de inibir efetivamente o crescimento do Aspergillus parasiticus.

Estes resultados corroboram com os resultados encontrados por Rebonatto et al. (2018),
que também observaram a efetividade do acido acético e do acido propionico na inibi¢do do
crescimento de Aspergillus flavus, com concentragdes inibitorias minimas de 0,5% e 0,2%,
respectivamente, e também relataram uma ineficacia do acido latico mesmo quando utilizado
em concentracdes mais elevadas.

A 1nibi¢do do crescimento de Aspergillus parasiticus também foi relatada por Meller et
al. (2021), que observaram uma redugdo no crescimento fingico em meio contendo acido latico
derivado de lactobacilos. No entanto, os resultados encontrados neste trabalho sugerem que,
quando utilizado de forma isolada, o &cido latico ndo possui a mesma eficacia, corroborando os
achados de Houssni ef al. (2023), que sugerem que a agdo inibitéria € potencializada pela
presenca de compostos antagonistas produzidos durante a fermentagao.

Tahuer et al. (2019) também encontraram resultados semelhantes aos encontrados neste
trabalho, onde o acido latico ndo foi capaz de inibir totalmente o crescimento dos fungos
Aspergillus flavus e Aspergillus carbonarius em testes in vitro.

A literatura também aponta para a variabilidade da eficacia de diferentes compostos
naturais. Zeidan et al. (2018) relataram que compostos organicos volateis (COVs) produzidos
por leveduras conseguiram inibir parcialmente o crescimento de Aspergillus parasiticus. Mas
a sua eficacia foi reduzindo ao longo do tempo, o que pode estar relacionado ao
desenvolvimento de resisténcia do fungo. Esse fendmeno de adaptacdo também pode explicar
a menor efetividade do acido latico observada em nosso estudo.

Rao et al. (2019) relataram que o uso do sobrenadante livre de células de Lactobacillus
plantarum demonstrou uma atividade antifiingica e conseguiu controlar o crescimento de

Aspergillus parasiticus com eficiéncia comparavel a da nistatina, que € um antifingico padrao.
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Ja Silva et al. (2015) investigaram o efeito da quitosana sobre o crescimento de
Aspergillus parasiticus e observaram uma redug¢ao significativa no diametro médio das colonias
em meios suplementados com quitosana nas concentracdes de 0,5%, 1,0% e 2,0%. Uma redugao
progressiva no didmetro das colonias a medida que a concentracao de quitosana aumentou,
indicando uma relagdo direta entre a concentragdo do composto e sua eficacia antifungica.

Farghl et al. (2023) destacaram em seu trabalho o uso promissor de extratos de algas e
benzoato de so6dio no controle de fungos aflatoxigénicos. Esses tratamentos naturais, assim
como o acido acético e o acido propidnico, mostraram eficacia significativa, o que pode indicar
alternativas viaveis ao controle convencional de fungos.

Considerando o desdobramento das concentracdes, dentro de cada 4cido e tempos de
incubacgdo, o acido acético na sua maior concentracdo (C1) apresentou inibicao efetiva do
crescimento radial durante todo o periodo analisado. Na concentracdo intermedidria (C2),
houve um aumento do crescimento radial no sexto dia e na concentragao baixa (C3) o
crescimento teve inicio a partir do quinto dia de medigao.

Nos testes realizados com o 4cido latico houve o aumento das médias do crescimento
do Aspergillus parasiticus em todas as concentragdes utilizadas logo no segundo dia de
experimento. Enquanto ndo houve aumento das médias do crescimento radial em todas
concentragdes testadas quando o tratamento foi realizado com o 4cido propidnico.

Sun et al. (2016) destacaram em seus estudos o potencial do cinamaldeido (CIN) como
agente antifungico, ele inibiu completamente o crescimento de Aspergillus flavus € embora esse
composto nao tenha sido testado em nosso estudo, a relagdo entre a concentragao do composto
testado e a eficdcia na inibi¢do do crescimento fungico se alinha aos resultados observados para
o0 &cido acético, que demonstrou um efeito dose-dependente.

Moon et al. (2018) relataram em seus estudos que o acido propidnico em concentragdes
de 0,1% e 0,5% inibiram totalmente o crescimento de Aspergillus flavus. No entanto, no caso
do acido acético, a eficacia antifiungica diminuiu em concentragdes mais baixas, o que esta em
concordancia com os resultados encontrados no presente estudo.

Foi realizada a verificagdo da relacdao funcional entre os acidos e tempo de incubagao
(AxT) na taxa de crescimento do Aspergillus parasiticus, € esta mostrou que houve um ajuste
polinomial quadratico somente para os acidos acético e latico. No caso do acido acético, a
equacdo indicou que o ponto critico ocorreu no dia 1,32, demonstrando uma mudanca de
comportamento logo no primeiro dia, com um leve crescimento até o quarto dia, alcan¢ando

um crescimento médio de 24,38 mm no sexto dia. J& para o 4cido latico, o crescimento foi
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rapido e continuo, com o ponto critico situado no dia 5,43, atingindo um crescimento de 48,26
mm no ultimo dia de observacao (Figura 3).

Para o acido propionico, nao foi observado ajustamento, e o valor constante de
crescimento de 11,96 mm permaneceu inalterado ao longo do tempo de incubagao, indicando

controle total do Aspergillus parasiticus.

Figura 3 - Crescimento radial (CR) do Aspergillus parasiticus em fung@o do tempo para o acido acético e acido
latico.

Acetic acid W Lacticacid A

50

40 -

CR (mm)

l 0 T T T T T T

Tempo (dias)

Acido acético: y =0,5908x2 — 1,5611x + 12,55 (R? = 0,9875)
Acido latico: y = -1,222x% + 13,266x + 12,135 (R? = 0,9982)
Acido propiénico: y=11,96

Fonte: O autor (2023).

A Figura 4 ilustra a relagdo entre a concentracdo e o tempo de incubagao (C x T) no
crescimento radial de Aspergillus parasiticus, independentemente do acido utilizado. Nas
menores concentragdes (C3), o ajuste linear indicou que o crescimento radial aumentava com
o tempo de incubagdo, chegando a um CR de 36,22 mm no sexto dia. Para a concentracao
intermediaria (C2), o ajuste quadratico revelou que o ponto critico seria alcangado apenas a
partir do sexto dia, com um CR de 27,09 mm nesse mesmo periodo. Nas concentragdes mais
altas (C1), o ajuste também foi feito por uma equagdo quadratica, com o ponto critico no dia

4,63 e crescimento médio de 21,19 mm no sexto dia.



48

Figura 4 — Crescimento radial (CR) em fun¢@o do tempo para as diferentes concentragdes utilizadas das substancias
GRAS no controle de Aspergillus parasiticus.

¢Cl mC2 AC3

CR (mm)

0 1 2 3 4 5 6 7
Tempo (dias)

C1- (maior concentragdo): y = -0,4543x% + 4,2093x + 11,864 - R> = 0,9843
C2- (concentragio intermediaria): y = -0,2571x? + 3,8436x + 12,746 - R>=0,9911
C3- (menor concentragdo): y =4,1229x + 11,651 - R*=0,9941

Fonte: O autor (2023).

Esse comportamento sugere que a taxa de crescimento do fungo estd associada ao
aumento das concentragdes das substancias GRAS. De modo geral, as menores concentragdes
(C3) exibiram um padrdo linear de crescimento, indicando que a partir do sexto dia o
Aspergillus parasiticus continuaria se desenvolvendo. Além disso, nota-se que, na concentragao
C1, o ponto critico da equacao foi alcancado em um tempo mais curto em comparagdo a C2,
sugerindo um controle mais rapido do crescimento fingico.

Diante dos resultados obtidos nos testes in vitro, podemos concluir que suas
concentragdes maior € menor conseguiram inibir o crescimento da colonia de Aspergillus
parasiticus em 100% (Figura 5). E visando a busca por tratamentos eficazes ambos foram
selecionados para realizagdao dos testes in vivo. Também foi realizado o teste in vivo com a

mistura das duas substancias nestas concentragdes selecionadas.
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Figura 5 - Resultado do crescimento radial de Aspergillus parasiticus aos 6 dias apos incubagdo. (A) Controle;
(B1) Acido acético 0,05%; (B2) — Acido acético 0,10%; (B3) Acido acético 0,15%; (C1) Acido latico 0,5%; (C2)
Acido latico 0,75%; (C3) Acido latico 1,0%; (D1) Acido propidnico 0,5%; (D2) Acido propidnico 0,75%; (D3)
Acido propidnico 1,0%.

Fonte: O autor (2022).
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4.1.2 Deteccdo das aflatoxinas em agar coco

A observagdo da producdo das aflatoxinas através da inoculagdo de Aspergillus
parasiticus em meio de cultura 4gar coco e posterior exposi¢ao da placa inoculada a luz UV
com intuito de observar a fluorescéncia das aflatoxinas ¢ bastante difundida na identificacao de
uma cepa produtora ou ndo de aflatoxinas e foi proposta pelos pesquisadores Lin e Dianese
(1976). Eles desenvolveram a formulagdo e propuseram o uso do agar coco para detec¢do da
producdo de aflatoxinas por Aspergillus spp, neste meio de cultura as aflatoxinas produzidas
mostram uma fluorescéncia azul ou azul-verde quando expostas a luz ultravioleta.

Anteriormente os pesquisadores de Vogel ef al. (1965) e Hara et al. (1974) também
propuseram formulacdes para detec¢do de aflatoxinas em meio de cultura, porém o uso de dgar
coco mostrou ser um método mais rapido e mais simples em comparacdao a estes propostos
anteriormente.

Bizzetto et al. (1997) avaliaram diferentes meios de cultura para mensurar a capacidade
de detecgdo de aflatoxinas e concluiram que o 4gar coco foi o melhor meio de cultura utilizado.
Ele manifestou fluorescéncia de alta ¢ média intensidade apds 48 horas de incubacgdo, € o
crescimento do fungo também mostrou ser maior em comparagdo aos demais substratos
utilizados. Portanto, o uso de agar coco se destaca por ser um método simples e rapido para
detec¢do de aflatoxinas por cepas produtoras e pode ser utilizado em larga escala.

No presente estudo o meio de cultura agar coco também mostrou ser um excelente meio
de cultura para avaliagdao da producdo de aflatoxinas produzidas pelo Aspergillus parasiticus.
Ja na primeira leitura realizada 24h ap6s a inoculagado, foi possivel observar a produgdo das
aflatoxinas através da fluorescéncia no meio de cultura, ainda que a fluorescéncia observada
tenha sido de baixa intensidade.

Ja nos estudos de Lin e Dianese (1976) a fluorescéncia comegou a aparecer apenas 32
horas ap6s a inoculagdo do meio ¢ com o passar do tempo de incubacdo a intensidade da
fluorescéncia foi aumentando, assim como no presente estudo.

As leituras das placas inoculadas foram realizadas por 6 dias consecutivos e, dia apds
dia, ficou ainda mais evidente o aumento gradual na concentragao de aflatoxinas, pelo aumento
da intensidade da fluorescéncia, quando as placas foram colocadas sob a luz UV (Figura 6).

Os resultados obtidos neste teste foram de suma importancia, pois mostraram que a cepa
de Aspergillus parasiticus utilizada na pesquisa era produtora das aflatoxinas, trazendo assim a
seguranca para realizagdo da etapa seguinte do trabalho que foi a de quantificacdo das

aflatoxinas produzidas nos testes realizados in vivo.
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Figura 6 - Fluorescéncia das aflatoxinas produzidas por Aspergillus parasiticus em agar coco. (A) 24h apos a
inoculagdo; (B) 72h apds a inoculagdo; (C) 144h apos a inoculagio.

Fonte: O autor (2022).

4.2 Testes in vivo

4.2.1 Tempo de permanéncia viavel

O tempo de permanéncia vidvel permitiu avaliar a viabilidade celular do Aspergillus
parasiticus inoculado nos frascos controle e nos frascos dos tratamentos com substancias
GRAS, nos periodos de 14 e 28 dias de incubacao.

Conforme a Tabela 6, podemos observar que nos frascos do controle o fungo

permaneceu viavel até a realizacdo da segunda quantificacdo no vigésimo oitavo dia. J& nos
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frascos dos tratamentos houve controle do Aspergillus parasiticus, ou seja, ele ndo conseguiu

sobreviver a nenhum dos tratamentos realizados em ambos os periodos.

Tabela 6 - Viabilidade celular do Aspergillus parasiticus com 14 e 28 dias de incubacgdo do teste in vivo.
Tempo
14 Dias 28 Dias
Média Desvio padrao Média Desvio padrao
Controle 3,6x10° 2,1x10° 2,38x10° 2,71x10°
Acido acético - - - -
Acido - - - -
propiodnico
Ac. acético / Ac. - - - -
propionico
Fonte: O autor (2023).

O 4cido acético e o 4cido propionico controlaram 100% a viabilidade celular do
Aspergillus parasiticus. Segundo Stratford et al. (2009), os acidos, acético e propidnico, inibem
o crescimento de fungos através da acidificacdo citoplasmatica que por sua vez afetam a
membrana fungica. Esse mecanismo envolve a forma ndo dissociada dos acidos que se
difundem mais facilmente dentro das células.

Trabalho realizado por Scussel ef al. (2011) avaliaram o potencial do géas ozdnio,
substancia GRAS, no tratamento de castanha do Brasil associado ao empacotamento a vacuo
para controle do Aspergillus. E de acordo com os resultados obtidos o tratamento reduziu a
concentracio de células de 1,8 x 10* UFC/g para nenhum crescimento. Esse resultado corrobora
com os resultados encontrado neste estudo, onde a concentracdo inoculada foi de 1,0x10°
UFC/ml e ao realizar o teste de viabilidade celular ndo foi observado nenhum crescimento do
Aspergillus parasiticus inoculado nos tratamentos.

Além dos tratamentos isolados o tratamento utilizando a combinagdo entre os dois
acidos também se mostrou efetiva e inibiu o crescimento do fungo. De acordo com Houssni e?
al. (2023), o efeito inibitorio de um acido pode variar entre diferentes géneros e até entre
espécies de fungos. Por essa razdo, a combinagdo sinérgica entre os acidos pode frequentemente
melhorar os resultados na inibi¢cdo do crescimento fingico. Resultado que corrobora com os
encontrados por Dagnas et al. (2015), que observaram a inibi¢ao do crescimento de Aspergillus
niger, Penicillium corylophilum e Eurotium repens em comparagao ao seu uso isolado quando
tratados com a combinacao de acido acético, latico e propionico. A combinagdo de substancias
GRAS também tem como objetivo baratear o custo para a industria alimenticia, visto que a

combinagdo pode baratear consideravelmente o tratamento proposto.
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A Figura 2Figura 7 mostra o resultado do controle e dos tratamentos no teste do tempo

de permanéncia viavel.

Figura 7 - Tempo de permanéncia viavel do Aspergillus parasiticus. (A) Tratamento com 14 dias; (B) Controle
com 14 dias; (C) Tratamento com 28 dias; (D) Controle com 28 dias.

Fonte: O autor (2022).

4.2.2 Quantificagao das aflatoxinas

Os promissores resultados obtidos no teste de inibicdo de crescimento de Aspergillus
parasiticus, demonstram a eficacia do uso de substancias GRAS no controle da producao de
aflatoxinas em milho contaminado ao longo de 28 dias de armazenamento. Os tratamentos
foram realizados utilizando a maior concentragdo de acido acético (0,15%) e a menor

concentracdo de acido propidnico (0,5%), e uma combinacdo de ambas. As amostras foram
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avaliadas em trés momentos distintos: 0, 14 e 28 dias de armazenamento, com o objetivo de
verificar a variagdo nas concentragdes de aflatoxinas (png/kg) ao longo do tempo. Um grupo
controle, sem aplicacao de tratamentos, também foi incluido para comparagao de resultados.
Os resultados obtidos na quantificacdo das aflatoxinas produzidas pelo Aspergillus
parasiticus mostraram uma reducdo significativa na concentracdo das aflatoxinas no milho
quando comparados os resultados dos tratamentos com os resultados dos controles, aos 14 e 28

dias de avaliagao (Tabela 7).

Tabela 7 - Médias de concentragdoes de aflatoxinas em amostras de milho contaminadas com Aspergillus
parasiticus (0, 14 e 28 dias), apos tratamento com as substdncias GRAS.

Concentracao de aflatoxinas (ug/kg)

Tratamentos Tempo (dias)
0 14 28
Acido acético (0,15%) 8,64 Aa 9,74Aa 12,30 Aa
Acido propionico (0,5%) 8,64 Aa 5,00 Aa 5,00 Aa
Acido acético/acido propionico 8,04 Aa 4,14 Aa 4,02 Aa
Controle 8,64 Aa 285,18 Bb 294,00 Bb

*- Médias de concentragdo de aflatoxinas seguidas de mesma letra maiuscula na coluna e, minuscula na linha, nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: O autor (2023).

Pelo preparo do in6culo ter sido realizado por lavagem da placa de Petri para captagao
dos conidios, esperava-se que toxinas liberadas no meio de cultura, bem como as aderidas as
estruturas do Aspergillus parasiticus, se fizessem presentes na suspensao preparada. Para
confirmar essa hipotese e servir de base para comparagdo com os resultados subsequentes, foi
realizado o teste do controle no tempo 0, do dia da inocula¢do dos frascos e a média da
concentragdo das aflatoxinas encontrada foi de 8,64pg/kg. Sendo assim essa concentracao
inicial serviu como concentracdo padrao, e esse valor foi descontado de todos os resultados
obtidos posteriormente.

A quantificacdo realizada nas amostras do controle no décimo quarto dia apresentaram
um aumento expressivo na concentragdo de aflatoxinas, foi encontrada uma concentra¢do média
de 285,18ug/kg. Quando comparamos com o resultado obtido no controle do tempo 0, vimos
que as médias diferem estatisticamente entre si € que ha um aumento significativo da
concentragdo das aflatoxinas, esse aumento na concentragao foi de 3.110%. J4 a quantificagdo
realizada no vigésimo oitavo dia mostra que a média da concentracdo foi de 294,00ung/kg e esta
média nao difere estatisticamente do valor da média do controle do décimo quarto dia, esse

aumento na concentragdo foi de apenas 3,6%.
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As amostras tratadas com acido acético apresentaram um aumento gradual na
concentrac¢do de aflatoxinas, passando de 8,64 ng/kg no inicio do experimento para 12,30 ng/kg
ap6s 28 dias. Embora esse aumento tenha sido evidente, as diferencas entre as médias de
concentracao de aflatoxinas ao longo do tempo nao foram estatisticamente significativas. Esses
resultados corroboram com os de Pornpukdeewattana et al. (2017), que observaram que o acido
acético foi eficaz tanto na inibi¢do do crescimento de Aspergillus flavus quanto na reducdo da
producao de aflatoxinas em sementes de milho.

Os resultados dos testes realizados com 4cido propionico apresentaram uma redugdo nas
concentragdes de aflatoxinas apos 14 dias, e essa reducdo também foi observada na leitura de
resultado realizada nos frascos do vigésimo oitavo dia de tratamento. As médias de
concentracdo de aflatoxinas para os tempos de 14 e 28 dias ndo diferiram significativamente
entre si, indicando que o 4cido propionico teve um efeito inibitério duradouro sobre a produgao
de aflatoxinas.

Estes achados corroboram os de Singh et al. (2010), que relataram uma inibi¢ao
completa da sintese de aflatoxinas AFB1 e AFB2 em amostras de ragdao contaminadas com
Aspergillus parasiticus quando o 4cido propidnico foi aplicado a uma concentragdo de 0,25%.
A eficacia observada em ambos os estudos confirma o potencial do acido propidnico como um
agente inibidor da biossintese de aflatoxinas, com possivel aplicacdo em estratégias de
preservagdo de alimentos.

A combinagdo de acido acético e acido propidnico resultou nas menores concentragdes
de aflatoxinas em todas as avaliagdes, com uma reducdo logo apods 14 dias (4,14 pg/kg) e uma
diminuic¢ao adicional, ainda que pequena, apds 28 dias (4,02 pg/kg). Embora essa combinagao
ndo tenha sido amplamente investigada na literatura, nossos resultados sugerem um efeito
sinérgico entre os dois acidos, resultando em uma reducao mais pronunciada das aflatoxinas
em comparagao com o uso isolado de cada acido. Essa observacgao ¢ consistente com o conceito
de que combinagdes de compostos antimicrobianos podem amplificar a eficacia de tratamentos
individuais, como também observado por Shehata et al. (2019), que relataram que o
sobrenadante livre de células de Lactobacillus spp. foi capaz de reduzir a produgdo de
aflatoxinas e inibir o crescimento de Aspergillus parasiticus e Aspergillus flavus em graos de
trigo.

Outras estratégias bioldgicas também tem sido exploradas de acordo com a literatura,
como o uso de compostos organicos volateis (COVs) produzidos por leveduras. Zeidan et al.
(2018) relataram uma reducdo de 82% na producdo de aflatoxinas por Aspergillus parasiticus

quando exposto aos COVs de levedura, sugerindo que compostos volateis podem ser uma
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abordagem promissora para mitigar a contamina¢do por micotoxinas. Da mesma forma,
Aghamohseni et al. (2022) demonstraram que a levedura Candida albicans foi eficaz na
redugdo da produgdo de aflatoxinas B1 e totais em graos de trigo, destacando o potencial do
controle bioldgico como alternativa aos conservantes quimicos.

Embora as abordagens bioldgicas mostrem potencial, os métodos quimicos continuam
a ser amplamente utilizados devido a sua facilidade de aplicacdo e eficacia comprovada. Ortiz
et al. (2020) investigaram o uso de 6leo essencial de alho (A//ium sativum L.) como inibidor da
producado de aflatoxinas em milho e a volatilidade do composto ao longo do tempo resultou em
uma eficacia limitada na inibi¢ao de Aspergillus parasiticus. Este fato ressalta a importancia de
considerar a estabilidade dos compostos ativos ao longo do tempo, especialmente em condigdes
de armazenamento prolongado.

A ozonizagao também tem sido explorada como uma tecnologia emergente para o
controle de micotoxinas. Kouchesfahani ef al. (2015) relataram que a 4gua ozonizada foi eficaz
na eliminacdo das aflatoxinas AFGl e AFG2 em amostras de trigo, embora a eficicia na
redu¢do de AFBI tenha sido limitada, especialmente em temperaturas mais elevadas. Este
estudo enfatiza a necessidade de ajustes nas concentragdes de 0zonio ou na combinagdo com
outras estratégias para alcangar uma supressdao mais completa das aflatoxinas em graos.

Além disso, técnicas fisicas como o uso de campo elétrico pulsado foram avaliadas por
Bulut ef al. (2020), que demonstraram uma inativagdo eficaz de patdgenos fungicos em
sementes de gergelim, com uma reducao significativa nas concentragcdes de aflatoxinas. Essa
abordagem inovadora oferece uma alternativa promissora para o controle de micotoxinas,
especialmente em produtos agricolas.

A utilizagdo de compostos naturais também tem mostrado resultados promissores.
Hosseini et al. (2020) observaram uma reducao significativa na produgdo de aflatoxinas em
graos tratados com extrato de propolis, destacando seu potencial como agente mitigador de
micotoxinas em alimentos contaminados. De maneira semelhante, Nerilo et al. (2020) relataram
que o Oleo essencial de Zingiber officinale Roscoe foi eficaz na inibi¢do da producdo de
aflatoxinas em milho, com desempenho competitivo em relacdo aos antifingicos
convencionais.

Flavonoides citricos também foram avaliados como uma alternativa para o controle de
contaminagdes por aflatoxinas. Poka et al. (2023) demonstraram uma redu¢do de mais de 85%
no acumulo de aflatoxinas em milho com atividade de agua de 0,95. Na Figura 8, Figura 9,
Figura 10 e Figura 11 podemos observar macroscopicamente a infestacdo do Aspergillus

parasiticus inoculado no milho.



Figura 8 - Frascos contendo milho com 14 dias apds a inoculagido de Aspergillus parasiticus. (A) Controle; (B)
Acido acético; (C) Acido propidnico; (D) Acido acético / Acido propidnico.

Fonte: O autor (2022).




Figura 9 - Figura 9 - Vista aproximada dos frascos contendo milho com 14 dias ap6s a inoculagdo de Aspergillus
parasiticus. (A) Controle; (B) Acido acético; (C) Acido propidnico; (D) Acido acético / Acido propidnico.

Fonte: O autor (2022).




Figura 10- Frascos contendo milho com 28 dias ap6s a inoculagdo de Aspergillus parasiticus. (A) Controle; (B)
Acido acético; (C) Acido propidnico; (D) Acido acético / Acido propidnico.

Fonte: O autor (2022).




Figura 11 - Vista aproximada dos frascos contendo milho com 28 dias apds a inoculagdo de Aspergillus parasiticus.
A) Controle; (B) Acido acético; (C) Acido propidnico; (D) Acido acético/ Acido propidnico.

Fonte: O autor (2022).
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Diante dos resultados obtidos nos testes in vivo, é possivel propor o uso de substincias
GRAS para o controle da producdo de aflatoxinas. Ao analisar os custos das diferentes opcdes
de tratamentos e considerando que estes seriam realizados em uma tonelada de grdos, o
tratamento com acido acético 0,15% se destaca como a op¢do mais econdmica. O custo total
estimado ¢ de aproximadamente R$65,79, considerando a quantidade necessaria de 1,5 litros e
o preco médio de R$43,86 por litro.

Em contrapartida, o tratamento com acido propidnico 0,5% apresenta um custo
significativamente maior, de R$452,05, devido a necessidade de 5 litros para o tratamento de
uma tonelada de graos. A combinagdo do acido acético 0,15% com o acido propidnico 0,5% ¢
ainda mais onerosa, com um custo total de R$517,94 por tonelada.

Quando se compara diretamente o acido acético com o acido propionico, o acido acético
oferece uma economia de R$386,26, o que representa uma redugdo de aproximadamente
85,43% no custo. Ja em relagdo a combinagao de ambos os acidos, o uso exclusivo de acido
acético gera uma economia de R$452,15, ou seja, uma reducdo de 87,29% no custo.

Portanto, o acido acético se apresenta como a alternativa mais econdmica para o
tratamento de graos, proporcionando uma economia significativa em comparagao com as outras
opcdes de tratamento avaliadas. No entanto, ¢ importante observar que os valores utilizados nos
calculos sdo baseados em precos disponibilizados por comerciantes para a compra de apenas 1
litro de cada substancia GRAS. Esses valores podem sofrer uma redu¢do consideravel ao se
levar em conta 0 maior volume de compra necessario para tratar grandes quantidades de graos.
A compra em maior escala tende a oferecer condigdes comerciais mais favoraveis, com
descontos progressivos, o que pode impactar significativamente o custo final dos tratamentos.
(BERTRAND et al. 2021). Assim, embora o acido acético tenha se mostrado a op¢do mais
econOmica nas simulagdes realizadas, a analise deve ser ajustada conforme as condigdes reais
de mercado, onde a aquisicdo em grandes volumes pode também tornar as outras alternativas

viaveis.
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5 CONCLUSAO

Ao final deste trabalho podemos concluir que as substancias geralmente reconhecidas
como seguras (GRAS), acido acético e acido propionico sao uma excelente alternativa para
inibi¢do do crescimento do fungo Aspergillus parasiticus e a consequente reducao na produgao
de aflatoxinas em milho. Os experimentos in vitro realizados com 4cido acético na concentragao
0,15% e com acido propidnico nas concentracdes 0,5%, 0,75% e 1,0% conseguiram inibir por
completo o crescimento do fungo. Além disso, os testes in vivo realizados com o acido acético
0,15%, acido propidnico 0,5% e a mistura de acido acético 0,15% / com acido propidnico 0,5%
mostraram uma reducdo significativa nas concentragdes de aflatoxinas quando comparamos
com o controle, apos 28 dias de tratamento.

Os resultados encontrados demostram que os tratamentos propostos sdo uma alternativa
promissora ao uso de fungicidas sintéticos, e trazem beneficios através da promocdo da
seguranga alimentar e da saude publica. Além de minimizar as perdas econdmicas provocadas
pela contaminagdo dos graos por aflatoxinas.

A proposta do tratamento mostra grande potencial para ser implementado em praticas
agricolas e de armazenamento de graos. E assim concluimos que o método proposto foi capaz
de cumprir com o objetivo principal do trabalho de ser uma estratégia de tratamento eficaz,
segura € economicamente viavel para inibir o crescimento do Aspergillus parasiticus e

consequentemente reduzir a concentragao de aflatoxinas produzidas em graos.
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