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Resumo

Fungos micotoxigénicos representam risco a saude humana e animal, portanto, é
relevante a prevengé@o e controle destes nos alimentos. Nanoparticulas de éxido de zinco
(NPs ZnO) sao promissoras como método alternativo por possuirem propriedades
antifungicas e antioxidantes. O estudo avaliou a acdo de NPs ZnO, nas concentragdes 0, 1,
3 e 5 mg mL", sobre o crescimento de Aspergillus parasiticus e produgdo de aflatoxinas
(AFs). A taxa de crescimento foi avaliada através da medigcao diaria dos didmetros das
colénias. A deteccédo de AFs se deu por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Aspergillus
parasiticus sofreu reducdo significativa do crescimento nas trés concentracbes. Ja a
producdo de AFG2, AFB2 e AFB1 apresentou reducado significativa. Esses resultados
confirmam as NPs ZnO como uma alternativa viavel ao controle de A. parasiticus.

Palavras-chave Micotoxinas, Contaminacao, Fungos.

Introducao

Fungos sao organismos saprébios que tém a capacidade de crescer em diversos
tipos de matéria organica (CAST, 2003), sendo os alimentos substratos favoraveis a esse
crescimento. Esta contaminacdo é indesejavel na maioria dos casos, pois acarreta em
possiveis perdas nutricionais, alteracbes da textura, sabor, aroma e qualidade dos
alimentos. Além disso, alguns desses fungos contaminantes sdo capazes de produzir
fatores alergénicos e micotoxinas (ROCHA et al., 2014).

As micotoxinas sdo produzidas por alguns géneros de fungicos quando se encontram
em situagbes de estresse oxidativo, sendo os trés principais Aspergillus spp., Penicillium
spp. e Fusarium spp. As principais micotoxinas sdo as aflatoxinas, fumonisinas,
zearalenona, ocratoxina A e tricotecenos (PITT; HOCKING, 2009). A absorcao dessas
micotoxinas pelo organismo, seja por quaisquer vias, como oral, transdérmica, respiratoria,
pode acarretar danos a saude animal e humana (BENNET, 1987; CAST, 2003). Aflatoxinas
(AFs) sao metabdlitos secundarios toxicos produzidos principalmente pelas espécies,
comumente isoladas de graos e cereais, Aspergillus flavus e A. parasiticus. Essa ultima
tendo grande relevancia pois as cepas toxigénicas tém o potencial de produzir as quatro
principais aflatoxinas: B1, B2, G1 e G2 (FERRE, 2016). As AFs acarretam efeitos adversos
sérios ao organismo animal, como hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, imunossupressao,
problemas reprodutivos, teratogenicidade. Sendo importante salientar que a molécula de AF
mais toxica, a aflatoxina B1, é considerada como grupo 1, ou seja, carcinogénica para seres
humanos e animais, de acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC)
(IARC, 2012; OSTRY et al., 2017).

A implementacao de boas praticas seja durante os processos pré e/ou pos-colheita,
apesar de serem recomendados e acarretarem na redugao da contaminagao fungica, por si
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s6 nao impedem o crescimento e producao de micotoxinas. Outro ponto desfavoravel é que
muitos dos métodos preconizados s&0 onerosos e/ou inviaveis aos pequenos e médios
produtores rurais. Sendo assim a busca por novos aditivos fungicidas e/ou fungistaticos com
potencial antimicrobiano e antioxidante, e que sejam indécuos a saude animal, humana e
ambiental, vem crescendo.

Nanoparticulas, materiais com dimensdo < 100nm, devido ao reduzido tamanho
possuem grande relagao superficie/volume, isso confere caracteristicas fisicas e quimicas
particulares a essas estruturas. Essas nanoparticulas tém sido pesquisadas e empregadas
em fungbes bioldégicas, como interagbes bioquimicas e/ou fisico-quimicas, agente
antimicrobiano, mecanismo facilitador de administracao de farmacos (MODY et al., 2010;
ROTELLO, 2017). As nanoparticulas de 6xido de zinco (NPs ZnO) por serem constituidas
de um mineral essencial a saude de humanos e animais, se utilizadas em quantidades
dentro dos limites maximos permitidos para cada espécie, apresentam carater indcuo a
saude. Além disso, também estdo presentes no solo, e por isso, ndo apresentam risco de
contaminagdo ambiental. Essas NPs ZnO se destacam pela caracteristica inécua e por
possuirem carater antimicrobiano, antioxidante, anti-inflamatério (VASILACHE et al., 2011;
ESPITIA et al., 2012). Essas propriedades se dao, principalmente, pela formagao de
espécies reativas de oxigénio (EROs), Oz, Oz, H202 e OH", mas também pela internaliza¢éo
das NPs, a liberagdo de cétions Zn+ e por fim através interagbes eletrostaticas
(SIRELKHATIM et al., 2015).

Sendo assim, o presente trabalho objetivou avaliar os efeitos de nanoparticulas de
oxido de zinco (in vitro) sobre o crescimento de Aspergillus parasiticus e a producado dos
principais tipos de aflatoxinas (B1, Bz, G1 e Ga).

Material e Métodos

A avaliacdo do efeito de nanoparticulas de 6xido de zinco sobre o crescimento in
vitro de Aspergillus parasiticus NRRL 2999, foi feita através da determinacédo da fase lag e
taxa de crescimento micelial da cepa sob diferentes concentracdes, 0 (controle), 1, 3 e 5 mg
mL" de NPs ZnO. Essas concentragdes foram incorporadas ao meio de cultivo dgar batata
dextrose (BDA) pelo método pour plate, em triplicata. Posteriormente, um poco central foi
feito em todas as placas através da utilizagdo de um punch, nesse foi pipetado 100 pL de
inéculo previamente preparado na concentragdo de 10 UFC/mL. As placas foram entéo
incubadas a 25°C, por 14 dias, durante esse periodo, os didmetros das colénias foram
medidos diariamente.

A analise do potencial antimicotoxinas, foi realizada utilizando as mesmas placas
feitas para a avaliagdo do crescimento, ap6s os 14 dias de incubacado. Para a andlise da
producéo de aflatoxinas foi feito um processo de extragdo adaptado de Geisen (1996). No
qual trés plugues de micélio + agar foram retirados da colénia e transferidos para
microtubos. Entdo, 500uL de cloroférmio foi adicionado e os microtubos centrifugados a
4000 rotagdes por minuto (rpm) durante 10 minutos e 14000 rpm por 5 minutos. ApoGs
centrifugacdo, a fase cloroférmica foi transferida para um novo microtubo que ficou aberto
até que houvesse a completa evaporacdo da fase liquida. Em seguida foi feita a
ressuspensao do extrato seco em fase movel, e quantificagdo por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) de acordo com Truckess et al. (1994).

Os intervalos de crescimento e a quantificagdo de micotoxinas foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA). O nivel de significaAncia para informar as diferengas foi de
p<0,05. As comparagdes estatisticas serdo realizadas entre os controles e os tratamentos
(SAMPAIQ, 2007).

Resultados e Discussao

A velocidade de crescimento (mm/dia) e fase lag (h) de A. parasiticus frente a agéo
de NPs ZnO se encontram descritas na Tabela 1. Esses parametros de crescimento
revelaram o potencial antifingico das nanoparticulas de oOxido de zinco nas trés
concentracdes testadas; pois houve uma redugdo estatisticamente significativa do
crescimento de A. parasiticus nas concentragdes 1, 3 e 5 mg mL™", frente ao controle.
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Tabela 1: Média e desvio padrdo dos parametros de crescimento de Aspergillus parasiticus
NRRL 2999 frente as diferentes concentragdes de nanoparticulas de 6xido de zinco.

Concentracdes (mg mL™)

Para
arametros 0 1 3 5
Velocidade de crescimento 5 5oy (142 213+0,04> 1,8640,12° 1,59 + 0,21
(mm/dia)
Fase lag (h) 037 +420° 2477+797° 274+37° 4917 +9,5°

&¢Dados significativamente diferentes pelo teste de Duncan (p < 0,05)

As nanoparticulas de 6xido de zinco, nas trés concentragbes testadas, reduziram
significativamente a producdo das aflatoxinas B1, B2 e G2. Entretanto a aflatoxina G1
apresentou estabilidade de produgdo na maior concentragdo (5 mg mL"), e aumento
significativo nas concentragdes 1 e 3 mg mL" (Tabela 2), em relagdo ao controle.

Tabela 2: Produgdo média de aflatoxinas (G2, G1, B2, B1), em ppb, por Aspergillus
parasiticus NRRL 2999 sob diferentes concentragées de nanoparticulas de 6xido de zinco.

Aflatoxinas (AFs) Concentracoes (mg mL")
(ppb) 0 1 3 5
AF G2 41,39 + 4,892 7,12 £2,79° 6,57 +£0,73° 2,58 +1,09°
AF G1 531,30 +41,26° 476,57 + 126,09° 318,20 + 14,639 253,61 + 84,57°¢
AF B2 41,86 +10,83° 8,69 + 3,59 8,08 + 0,37" 2,87 +1,10'
AF B1 1020,98 + 341,769 354,58 + 78,50" 350,26 + 176,88" 214,29 + 46,96"

& Dados significativamente diferentes pelo teste de Duncan (p < 0,05)

Apesar de ndo haver um consenso sobre qual o mecanismo de agdo das
nanoparticulas de Oxido de zinco frente ao crescimento de fungos filamentosos e a
interferéncia na produgéo de micotoxinas, através desse estudo foi possivel observar um
potencial antifungico e antimicotoxinas promissor. Os resultados mostrados tanto para o
crescimento fungico quanto para producdo de micotoxinas estdo em concordancia com
estudos realizados em outras espécies fungicas. Savi et al. (2013) relataram a atividade
antifungica de nanoparticulas de Oxido de zinco frente ao crescimento de Fusarium
verticillioides. Também detectaram a completa inibicado da produgéo de fumonisina B1 pela
cepa analisada (SAVI et al., 2003). Outra espécie de Fusarium sp., F. graminearum, além de
Aspergillus flavus e Penicillium citrinum também apresentaram crescimento reduzido,
dependente da concentragdo e tempo. Além disso, a producdo de deoxinivalenol e
aflatoxina B1 também apresentaram redugéo significativa, entretanto a produgéo de citrinina
se manteve estavel (SAVI; BORTOLUZZI; SCUSSEL, 2013). A concentragdo de 12 mmol L™
NPs ZnO também foi a mais efetiva para inibir a producao de acido fusarico e patulina por F.
oxysporum e P. expansum (YEHIA; AHMED, 2013).

Outros fungos contaminantes como Botrytis cinerea e Penicillium expansum também
apresentaram o crescimento inibido de maneira concentragdo-dependente, sendo 12 mmol
L'" de ZnO NPs a concentragdo maxima analisada (HE et al., 2011). O fungo contaminante
de café Erythricium salmonicolor teve seu crescimento reduzido sob 9 mmol L' NPs ZnO,
além disso, essa colbnia apresentou mudancas morfoldégicas, margens, textura, area e
forma, significativas (ARCINIEGAS-GRIJALBA et al., 2017). Jamdagni, Khatri e Rana (2018)
observaram efeitos antifangicos sob Alternaria alternata, B. cinerea, F. oxysporum, P.
expansum, tendo a melhor concentracao inibitéria minima sido de 16 ug mL" para A. niger
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(JAMDAGNI; KHATRI; RANA, 2018). Por outro lado, Consolo, Torres-Nicolini, Alvarez
(2020) nao detectaram atividade antifungica significativa de NPs ZnO nas espécies
fitopatogénicas Alternaria alternata e Pyricularia oryzae (CONSOLO; TORRES-NICOLINI;
ALVAREZ, 2020). Entretanto, é importante salientar, que o tamanho, forma e método de
sintese das nanoparticulas afetam diretamente as suas propriedades, e em consequéncia, a
capacidade antifungica. Portanto, a discordancia detectada entre os diferentes trabalhos
apenas evidencia a necessidade de se buscar entender melhor o mecanismo de agédo das
NPs e quais as caracteristicas ideias para se ter um produto eficiente.

Conclusao

As nanoparticulas de 6éxido de zinco possuem um potencial antifungico e
antiaflatoxigénico relevante, podendo se tornar uma nova alternativa viavel para a utilizagéo
como controle e prevencao de fungos e micotoxinas.
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