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RESUMO

Introducdo: A contaminagdo fungica é um problema que compromete a qualidade dos alimentos e
representa riscos a saude humana. Os fungos do género Aspergillus séo os principais contaminantes e
produtores de aflatoxinas (AF). As AFs sdo metabdlitos secundarios quimicamente estaveis,
termorresistentes e altamente tdxicos. Nessa perspectiva, a 0 uso de compostos naturais, capazes de
prevenir esses agravos, surge como uma alternativa promissora. Objetivo: No presente trabalho, foi
avaliado o potencial do cloridrato de quitosana (CQ) com acdo antifingica e inibidora de AF.
Métodos: Foram realizados experimentos in vitro com a técnica de microdiluicdo para avaliar
viabilidade celular, assim como experimentos in vitro em meios de cultura Aspergillus flavus e
Parasiticus agar (AFPA) e Leite de Coco Agar (LCA), para avaliar producdo de AF. Resultados: Nos
testes in vitro, os tratamentos com CQ inibiram o crescimento fungico (p>0,05) nos meios AFPA e
LCA. houve alteragdes macroscopicas na estrutura fungica, sendo observado que o micélio manteve
seu crescimento com caracteristica esférica, no entanto apresentou centro elevado, como sinal de
afastamento do meio de cultura em todas placas com tratamento, como também alteragcdes na
coloracdo das colbnias dos grupos testes, em comparacdo ao controle, apresentando coloracdo de
verde opaco para marrom, desde o terceiro dia de avaliacédo e houve inibigdo da producéo de AF em
todos os meios de cultura testados. Conclusdo: O CQ apresentou resultados satisfatorios e espera-se
que sua acdo possa ser potencializada pela sinergia com outros compostos antifingicos, o que
representa um potencial campo de estudo para pesquisas futuras.

Palavras-chave: Aspergillus. Aflatoxinas. Quitosana.

ABSTRACT

Introduction: Fungal contamination is a problem that compromises food quality and poses risks to
human health. Fungi of the genus Aspergillus are the main contaminants and producers of aflatoxins
(AF). AFs are chemically stable, heat-resistant, and highly toxic secondary metabolites. From this
perspective, the use of natural compounds capable of preventing these problems emerges as a
promising alternative. Objective: In this work, the potential of chitosan hydrochloride (CQ) with
antifungal and AF-inhibiting action was evaluated. Methods: In vitro experiments were performed
using the microdilution technique to evaluate cell viability, as well as in vitro experiments in
Aspergillus flavus and Parasiticus agar (AFPA) and Coconut Milk Agar (LCA) culture media to
evaluate AF production. Results: In in vitro tests, treatments with CQ inhibited fungal growth (p>0.05)
in AFPA and LCA media. Macroscopic changes in fungal structure were observed; the mycelium
maintained its spherical growth, but presented an elevated center, indicating separation from the
culture medium in all treated plates. Changes in colony coloration were also observed in the test
groups compared to the control, showing a change from opaque green to brown from the third day of
evaluation. AF production was also inhibited in all culture media tested. Conclusion: CQ showed
satisfactory results, and it is expected that its action can be potentiated by synergy with other antifungal
compounds, representing a potential field of study for future research.

Keywords: Aspergillus. Aflatoxin. Chitosan.
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RESUMEN

Introduccion: La contaminacion fungica es un problema que compromete la calidad de los alimentos
y representa riesgos para la salud humana. Los hongos del género Aspergillus son los principales
contaminantes y productores de aflatoxinas (AF). Las AF son metabolitos secundarios quimicamente
estables, termorresistentes y altamente toxicos. Desde esta perspectiva, el uso de compuestos naturales
capaces de prevenir estos problemas surge como una alternativa prometedora. Objetivo: En este
trabajo, se evaluo el potencial del clorhidrato de quitosano (CQ) con accion antifingica e inhibidora
de AF. Métodos: Se realizaron experimentos in vitro mediante la técnica de microdilucion para evaluar
la viabilidad celular, asi como experimentos in vitro en medios de cultivo de agar Aspergillus flavus
y Parasiticus (AFPA) y agar leche de coco (LCA) para evaluar la produccion de AF. Resultados: En
las pruebas in vitro, los tratamientos con CQ inhibieron el crecimiento fingico (p>0,05) en los medios
AFPA y LCA. Se observaron cambios macroscopicos en la estructura fungica. Si bien el micelio
mantuvo su crecimiento esférico, presentd un centro elevado, lo que indica separacion del medio de
cultivo en todas las placas tratadas. También se observaron cambios en la coloracion de las colonias
en los grupos de prueba en comparacion con el control, pasando de verde opaco a marrdn a partir del
tercer dia de evaluacion. También se observé inhibicion de la produccion de AF en todos los medios
de cultivo analizados. Conclusion: El CQ mostro6 resultados satisfactorios y se espera que su accion
pueda potenciarse mediante la sinergia con otros compuestos antifiingicos, lo que representa un
potencial campo de estudio para futuras investigaciones.

Palabras clave: Aspergillus. Aflatoxinas. Quitosano.
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1 INTRODUCAO

Os contaminantes biologicos presentes no solo, especialmente fingico, sao um grande desafio
na produgdo agricola, sendo os principais contaminantes de alimentos e comprometendo a qualidade
dos alimentos e a saide humana [1,2]. Diversas espécies fungicas podem colonizar alimentos, sendo
a contaminacao visivel apenas em estagios avangados de crescimento, uma vez que esses organismos
sdo microscopicos. Entre os fungos filamentosos destacam-se aqueles pertencentes ao género
Aspergillus [3].

O género Aspergillus apresenta rapido crescimento e morfologia caracteristica, com hifas
hialinas e septadas, conididforo dilatado e vesiculas rodeadas por métulas que sustentam as células
produtoras de conidios [4,5]. Diferentes espécies do género Aspergillus, a saber: A. flavus, A.
parasiticus, A. nomius, A. oryzae, A. sojae € A. tamarii, apresentam ampla capacidade de adaptagao,
podendo se desenvolver em faixas de temperatura entre 12 °C e 85 °C, decorrente da presenca dos
genes tht4 e cgrA, responsaveis pela termotolerancia, além de resistirem a variacdo de umidade [6].
Seus conidios sdo resistentes a luz e a agentes quimicos favorecendo sua propagagao e competitividade
no ambiente [7].

Diversos estudos comprovam que alguns géneros de fungos, tais como, Aspergillus, Fusarium
e Penicillium, produzem metabolitos secundarios toxicos, chamados micotoxinas [8,9,10]. Dentre
mais de 300 micotoxinas ja identificadas, as aflatoxinas (AFs) sdo as mais estudadas devido a sua
elevada toxicidade e estabilidade quimica [11]. Produzidas principalmente por 4. flavus, A. parasiticus
e A. nomius (12). As AFs sdo compostos termorresistentes € cumulativos no organismo humano,
podendo causar doengas graves, como cancer hepatico, pois segundo o IARC (Agéncia Internacional
de Pesquisa sobre Cancer), as AFs sdo carcindgenos do grupo 1 [12,4,13,14,15,16].

Em sua estrutura quimica, as AFs sdo cumarinas altamente substituidas e apresentam estruturas
carbOnicas, porém apenas seis sdo consideradas as mais toxicas. Em ordem decrescente de importincia
clinica, sao: B1 > M1 > G1 > B2 > M2 > G2. Quando observadas sob luz ultravioleta, fluorescem nas
seguintes coloragdes: azul (B1, B2), verde (G1), verde-azulado (G2), azul-violeta (M1) e violeta (M2).
As Aflatoxinas M1 e M2 sdo comumente encontradas no leite, enquanto as demais ocorrem em
diversos alimentos [13].

Em razdo de sua toxicidade, orgdos internacionais como a Food and Drug Administration
(FDA), a Organizagao Mundial da Saude (OMS), a Food and Agriculture Organization (FAO) e a
European Food Safety Authority (EFSA) estabeleceram limites maximos de aflatoxinas em alimentos.
No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamenta o limite méaximo

tolerado de 20 pg/kg [17]. Entretanto, a auséncia de fiscalizacdo efetiva ainda dificulta o controle
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dessa contaminagdo, tornando-a um problema de saude publica, especialmente em oleaginosas. Os
riscos aos agravos a saude sao aumentados trés vezes, mesmo com o consumo de AFs em pequenas
quantidades ao longo do tempo [18].

Diante desse cenario, a busca por alternativas sustentaveis e seguras para inibir o crescimento
fingico e a producdo de aflatoxinas tem se intensificado. Destacando-se a quitosana, por suas
propriedades bioldgicas, incluindo biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade e
atividade antimicrobiana [19]. A quitosana ¢ um derivado da quitina, um polissacarideo cuja estrutura
¢ formada por 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose e 2-acetamido-2-deoxi-D- glicopiranose, unidos por
ligagdes P (1—4) glicosidicas. A quitosana varia de acordo com o grau de desacetilagdo e a massa
molar [20].

A quitosana pode ser obtida a partir da quitina por meio de sua desacetilagdo com alcalis. A
quitina ¢ encontrada no exoesqueleto de crustaceos e insetos e € o principal polimero estrutural da
parede celular de fungos. Um derivado da quitosana, cloridrato de quitosana, que ¢ soluvel em agua
com carga positiva, apresenta um grau de desacetilagdo entre 70% e 95% e um teor de cloretos entre
10% e 20% [20]. Este mantém todas propriedades da quitosana e apresenta alta eficiéncia antifungica,
sem necessidade de dissolugao em solugdes acidas [21,22]. Estudos demonstram que esse composto
pode reduzir espécies reativas de oxigénio (EROs), provocando danos as células fungicas e
interferindo na sintese de aflatoxinas [23].

Dessa forma, o cloridrato de quitosana surge como uma alternativa promissora, por apresentar-
se como um conservante natural substituindo os agrotoxicos convencionais, contribuindo para a
seguranca alimentar e para um sistema de produgdo mais sustentdvel, alinhado aos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS). Assim, sendo avaliado seu potencial antifingico e inibidor de

AFs por espécies do género Aspergillus sp.

2 METODOS

O (CQ) utilizado foi da marca Sigma® com peso molecular médio de 75- 80% de
desacetilacdo, sendo preparadas as solugdes nas concentracdes 1%, 2% e 3% com agua destilada,
mantidas sob agitagdo até completa dissolu¢ao e autoclavadas por 15 minutos a 121°c. Para o controle
positivo de atividade antifungica foram utilizados o 6leo de coco e 6leo de linhaga, obtidos em
comeércio de produtos naturais.

A cepa de Aspergillus sp produtor da micotoxina AF utilizada foi obtido da colecdo de cultura
do laboratdrio de Microbiologia e Imunologia da UFPE/CAV e foi mantido sob refrigeracao (5°C) em

meio de cultura extrato de malte agar (MEA). Posteriormente, a cepa do fungo Aspergillus sp foi
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semeada em placa de Petri contendo meio de cultura MEA e incubada por 7 dias a 25°C para nova
esporulagao.

Os meios de cultura AFPA e LCA utilizados foram preparados de acordo com a metodologia
estabelecida por [22]. Todos os meios foram autoclavados a 120°C por 15 minutos.

Os conidios foram coletados com swab e suspensos em agua destilada estéril. O nimero de
esporos foi padronizado a 10° esporos/mL, com a contagem na cidmara de Neubauer para a
determinagao da atividade antifungica através da concentracao inibitoria minima (CIM) das coberturas
de quitosana pelo método de microdiluigao.

Na placa de microdilui¢do de 96 pocos de fundo chato contendo meio caldo AFPA com a
padronizagdo dos esporos e foram utilizadas crescentes das coberturas (1%,2%,3%) e os dleos (6leo
de coco e 6leo de linhaca) como os controles. Foi utilizado em cada poco, 25ul meio caldo AFPA,
acrescidos de 50ul de cada substincia teste (CQ, 6leos) 25ul da suspensdo de esporos € no grupo
controle foi usado 75ul de meio caldo AFPA, acrescido de 25ul da suspensao de esporos. A placa foi
incubada até o crescimento micelial visivel dos pogos controle (sem a substancia teste) e em seguida
foi adicionado o corante resazurina e armazenado na estufa (35°C) durante 60 minutos para verificagao
da viabilidade celular. Cor azul a violeta indica morte celular (auséncia de crescimento fungico) e cor
de rosa a vermelho viabilidade celular (crescimento fingico). A CIM foi determinada pela taxa de
inibicao do crescimento fungico [24], sendo realizada a leitura em leitor ELISA a 550nm através da
densidade oOptica.

Para avaliagao do crescimento micelial radial foi utilizada a técnica do envenenamento do
substrato em meio de cultura Aspergillus Flavus e Parasiticus Agar (AFPA) [25], e, em seguida,
realizado por dilui¢do das substancias testes no meio de cultura. Foram usadas as concentragdes das
substancias teste (CQ1%, CQ2%, CQ3% e as concentragdes (1%, 2% e 3%) do controle positivo (6leo
de coco e 6leo de linhaca), em placas de Petri, contendo 20ml de meio de cultura AFPA, em triplicata.
Foi adicionado ao centro de cada placa de Petri um disco de micélio do fungo com espessura de 3 mm,
retirado de uma coldnia de sete dias de cultivo em meio de cultura extrato de malte a4gar (MEA). O
crescimento micelial, bem como a producao de AFs foram avaliadas pela observagdo das placas aos
3, 5 e 7 dias de cultivo, em temperatura ambiente.

Para avaliar a producao de AF, foi utilizado o cloridrato de quitosana em pé diluido em meio
de cultura AFPA, calculado para atingir as concentragdes 1%, 2% e 3%, distribuidas em placas de
Petri, todas em triplicatas. Apds o meio solidificar, foi utilizado um disco de micélio de 3 mm do
fungo, retirado de uma colonia com sete dias de cultivo em meio MEA a 25°C. Nas placas com os

controles positivos, foram mantidos os meios de cultura com 6leo de coco e 6leo de linhaca com as
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substancias testes € no controle negativo o mesmo procedimento sem as substancias testes. Todos
foram incubados em temperatura ambiente durante 7 dias.

Para a identificacdo da classe de AF produzida pelo fungo foi utilizado o meio LCA, aplicado
todo o procedimento anterior, sendo utilizado nessa etapa o meio LCA. Foram incubados em
temperatura ambiente durante 7 dias. E observado através da luz ultravioleta, em que a cor azul
representa presenca do grupo B e a verde do grupo G.

Os experimentos foram realizados em triplicatas e os resultados expressos como uma média
dos valores encontrados em cada experimento. As analises estatisticas foram realizadas a normalidade
dos dados testada pelo teste de Shapiro-Wilk e utilizando testes de estatistica descritiva ANOVA one-
way (média e desvio padrio) e inferencial (teste de Tukey) para determinagdo de diferencas
significantes (p<0,05) entre as médias dos resultados obtidos. Para o tratamento estatistico, foi

utilizado o software Graphpad prism versao 9.

3 RESULTADOS

Os resultados da determinacdo da concentragdo inibitério minima (CIM) através do ensaio de
microdilui¢ao em caldo na placa de 96 pocos ap6s 3 dias de incubagao contendo o CQ em diferentes
concentragoes, 6leos de coco e linhacga, sdo apresentados na tabela 4.

Os resultados encontrados mostram que houve atividade antifingica nos tratamentos com os
cloridratos de quitosana. Os tratamentos com CQ1%, CQ2%, CQ3% e apresentaram menor numero
de células vivas comparado ao grupo controle, com uma taxa 69% de esporos vivos (Tabela 1). O
CQl1, CQ2 e CQ3 de inibigcdo de crescimento da cepa de Aspergillus sp, os resultados apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos e controle (meio de cultura e suspensdo de
esporos), assim conclui-se que os tratamentos agiram sobre a morte dos fungos (Figura 1). No entanto,
ndo foi possivel determinag@o a concentragdo inibitéria minima (CIM) para da cepa de Aspergillus sp

usado no estudo (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade inibitoria de diferentes concentragdes do cloridrato de quitosana frente ao fungo aflatoxigénico

Aspergillus sp
Controle CQ1 CQ2 CQ3 0.C O.L
Média células 1.654 1.216 1.153 1.147 1.451 1.758
vivas
Taxa de 100% 73,5% 69,7% 69,3% 87,7% 106,2%
células vivas

Cloridrato de Quitosana 1 (CQ1); Cloridrato de Quitosana 2 (CQ2); Cloridrato de Quitosana 3 (CQ3); Oleo e Coco
(0.C); Oleo de Linhaga (O.L)
Fonte: Autores.
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Figura 1. Conidios vivos em nimeros absolutos
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Legenda: Controle; Cloridrato de Quitos’ana 1 (CQ1); Clorid;ato de Quitosana 2 (CQ2); Cloridrato de Quitosana 3
(CQ3); Oleo e Coco (0.C); Oleo de Linhaga (O.L)
Fonte: Autores.

O efeito inibitério do crescimento micelial do Aspergillus spp sob diferentes concentragdes
das substancias testadas foram acompanhados o crescimento até atingir o didmetro total da placa em
um dos tratamentos avaliados. Observa-se que os tratamentos CQ2 e CQ3 apresentaram inibi¢ao do
crescimento de Imm e 2mm, respectivamente, no lo dia (24h) de avaliacdo. Esses tratamentos
apresentaram inibicdo mais acentuada no 2o dia (48h) da avaliagdo, com 7mm e 9mm,
respectivamente, em comparagdo ao tratamento controle. Os demais tratamentos, assim como, 0s
grupos controles positivos ndo apresentaram inibicao crescimento micelial, ndo expressando diferenca
significativa (p>0,005) (Figura 2). O fungo apresentou rapido desenvolvimento e atingiu seu
crescimento em toda a placa no 5o dia.

Os tratamentos testados ndo foram efetivos na inibi¢cdo do crescimento micelial do Aspergillus
sp. Essa a¢do antifungica encontrada ¢ explicada pela presenca de cargas negativas na parede celular
do Aspergillus interagindo com as cargas positivas da quitosana, alterando assim a permeabilidade da

membrana plasmatica fingica.
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Figura 2. Crescimento micelial de Aspergillus flavus frente aos tratamentos com cloridrato de quitosana 1%, 2% e 3%
(CQ1, CQ2, CQ3), Controles positivos (Oleo de coco e 6leo de linhaga) e controles negativos (controle) por
envenenamento do meio de cultura AFPA.

E 60
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ig 40 _ . mm CQ2
K] H CQ3
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© ’ 1 2 3 > 4 z 5 d 6 : 7 2
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Fonte: Autores.

Foram observadas alteragdes macroscopicas no crescimento micélio frente aos grupos do
tratamento. O micélio manteve seu crescimento com caracteristica esférica, no entanto apresentou
centro elevado, como sinal de afastamento do meio de cultura em todas placas com tratamento, com
destaque para o CQ3, com diferenca de 3 mm do grupo controle (Figura 3).

Ademais, nos tratamentos avaliados foram evidenciadas alteragdes da colorac¢do das colonias
dos grupos testes, em comparagao ao controle, apresentando coloragdo de verde opaco para marrom,

(Figura 3) desde o terceiro dia de avaliacao.

Figura 3. Alteracdo nas caracteristicas de crescimento micelial de Asperfillus sp quando tratado com CQ1 (D), CQ2 (E)
e CQ3 (F) em comparag@o com o grupo controle (A,B,C) e reverso das respectivas placas.
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Fonte: Autores.

Os resultados da inibi¢ao da produgao de AF obtidos usando os meios de cultura reveladores,
AFPA e LCA, comprovaram que as substancias testes inibiram a produgdo de AF in vitro no meio de
cultura AFPA. O reverso das placas com as amostras em meio e cultura AFPA (figura 3) apresentou
coloragdo alaranjada no grupo controle, confirmando a producdo da AF, enquanto que, nos tratamentos
com os cloridratos de quitosana ndo houve a presenca dessa coloragdo.

As amostras avaliadas no meio de cultura AFPA também tiveram alteracdes na morfologia e
esporulagdo frente as substancias testes e aos controles positivos (figura 3). Esse dado confirmou que
as substancias testadas em meios de culturas diferentes apresentaram agdo sobre o fungo, mesmo nao
atingindo inibicdo de crescimento, mas futuros estudos podem ser desenvolvidos para aprofundar a
compreensao € aprimorar as técnicas empregadas para melhores resultados.

Conclui-se que o cloridrato de quitosana apresenta potencial para futuros estudos diante da
inibi¢do confirmada da produgdo de AF in vitro, possibilitando investigar possiveis mecanismos de
acdo envolvidos. No experimento em meio LCA, os tratamentos avaliados ndo produziram
fluorescéncia, na luz ultravioleta (365 nm) (Figura 4), enquanto que as amostras controles produziram
fluorescéncia verde, indicando a producao de AF do tipo G, que pode ser observado na Figura 4. Nas

amostras do grupo controle positivo também apresentaram producao de AF.
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Figura 4. Padrao de Fluorescéncia da produgdo de AF na amostra controle (placa acima) e inibi¢do da produgao pelas
Substancias testes: CQ1 (A), CQ2 (B), CQ3 (C) e controle positivo: 6leo de coco (D) e dleo de linhaga (E).

Fonte: Autores.

4 DISCUSSAO

Observou-se que nao foi possivel atingir a CIM Aspergillus sp utilizada, conforme observado
(Tabela 1). A metodologia de microdiluicdo em meio liquido ¢ padrao da ANVISA para fornecer o
CIM de substancia teste e farmacos [26]. Alcantara (2011) utilizando o CQ com dissolucdo de 1g de
CQ para Iml de 4cido cloridrico, conseguiu atingir a CIM nas concentragdes a partir de 1,25mg/mL e
2,5mg/mL para inumeras cepas de fungos filamentosos, enquanto que para os principais fungos
produtores de AF foi atingida na concentragao 1,25mg/ml de cloridrato de quitosana [27].

p Os tratamentos testados en E :io de cultura ndo foram efetivos para a inibi¢do do crescimento
micelial do Aspergillus sp. havendo crescimento fingico em todas as placas testadas, conforme
observado na figura 3. ndo foi possivel avaliar por mais de 7 dias, pois o crescimento expandiu por
completa toda a extensdo das placas de Petri. Os resultados diferem dos obtidos por Alcantara (2011)
em que se observou inibicao radical total apds 7 dias, com concentracdes de cloridrato de quitosana a
1,25mg/ml e 2,5mg/ml frente a diferentes fungos filamentosos [27].

Souza 2013 utilizou derivado anfifilico de quitosana e obteve inibi¢do completa do
crescimento dos fungos investigados, o derivado de quitosana apresentou atividade contra o

Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, com inibigdo completa do crescimento micelial in vitro a
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partir de 0,7g/L a 1,0g/L., usando meio de cultura MEA, incubados durante 7 dias [28]. A acdo
antifingica pode ser explicada pela presenga de cargas negativas na parede celular do Aspergillus
interagindo com as cargas positivas da quitosana, alterando, assim, a permeabilidade da membrana
plasmatica fungica. Desta forma, ¢ possivel observar que diferentes derivados de quitosana podem
apresentar resultados diferentes.

As caracteristicas macroscopicas observadas na Figura 3 corroboraram com as encontradas
por Souza (2013) utilizando radiacao gama com diferentes doses, a saber alteragdes na coloracao da
colonia e do micélio, além de elevado crescimento central da colonia [28]. Essas alteragdes
morfoldgicas ocorreram pela agdo do cloridrato de quitosana no fungo.

Observou-se ainda produgdo de AF do tipo G pela cepa do género Aspergillus sp, sendo uma
das principais AFs juntamente com B1, B2, G1 e G2 pela sua toxicidade para humanos e animais. A
AF do grupo B1 representa a de maior grau de toxicidade [4]. A identificagdo qualitativa realizada
através do método em meio de cultura LCA, ocorreu pela emissdo de fluorescéncia da coldnia que
ocorre devido as caracteristicas estruturais das AFs que apresentam essas tonalidades, a exemplo do
furano, lactona que reflete a coloragdo azulada [29]. Sendo assim, foi possivel avaliar de forma
qualitativa, a presenca ou auséncia de AFs através da fluorescéncia verde que corresponde a AF do
grupo B (Blue) e do grupo G a cor verde (Green).

O cloridrato de quitosana apresentou atividade inibitoria da producdo de aflatoxina pela cepa
de Aspergillus sp. Silva et al 2015 verificaram reducdo da concentracdo de AF em amendoim, apds
tratamento das mesmas por imersdo e aspersdo de quitosana [22]. No entanto, ainda ndo ¢ bem
reconhecido o mecanismo de a¢ao envolvido.

O uso de diversos compostos naturais e biodegradaveis vem sendo estudado em sinergia com
quitosana e seus derivados no controle do crescimento fungico aflatoxigénico e na inibicdo da
producdo de AFs mostrando resultados promissores. Alguns compostos investigados sdo o extrato de
semente citrica (Citrocover), extrato de resina de pinheiro (Resinadher) e mancozeb [30], 6leo
essencial de Aniba rosaeodora [31], 6leo essencial de Monarda citriodora [32], extrato de propolis
[33,34], oleo essencial de pimenta da Jamaica [35].

Diante disso, este estudo apresenta resultados promissores para a area de nutri¢do, visto que o
cloridrato de quitosana, ao inibir a produgdo de aflatoxina em estudos in vitro, pode nortear pesquisas
futuras para sua aplicagdo como conservante natural, bem como para a elaboragdo de conservantes em
sinergia com outros compostos potencialmente antifingicos, a fim de potencializar esses resultados e

também inibir o crescimento fingico. Dessa forma, pode-se reduzir a contaminagao alimentar por essa
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toxina e contribuir para a satde publica, diminuindo o risco de doencas associadas, como

hepatotoxicidade e carcinoma hepatico, por meio da redugdo da exposicado humana a essa toxina.

5 CONCLUSAO

Os experimentos in vitro mostraram que os cloridratos de quitosanas a 1%, 2% e 3% foram
eficientes na inibicdo da producao de AFs em meios de cultura AFPA e LCA, com inibig¢ao de 100%
em todos os tratamentos. Nao foi possivel inibir satisfatoriamente o crescimento fingico com o
cloridrato de quitosana em teste de microdiluicdo ou Placa de Petri, sendo observadas algumas
altera¢des na morfologia das colonias fingicas. Desta forma, o cloridrato de quitosana, nas condi¢des
testadas, ndo apresentou agdo antifingica, apenas acao inibit'ria da producao e aflatoxina pela cepa

de Aspergillus sp. testada.
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