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INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é a segunda cultura mundial, sendo superada apenas pelo trigo. Consequentemente,
desempenha um papel dindmico nos sistemas agroalimentares globais € na seguranca alimentar, sendo amplamente
utilizado para a alimentagdo humana e animal. No Brasil, pais com a Terceira maior produ¢do mundial, € o cereal
mais expressivo, com cerca de 57 milhdes de toneladas. No contexto das mudangas climaticas, existe uma grande
preocupagdo com os choques climaticos, como secas, chuvas e temperaturas extremas, e choques bidticos, como
pragas e doengas causadas por fungos patogenos (Erenstein ef al., 2022; Embrapa, 2025).

A contaminagdo fingica pode acontecer durante o cultivo, ou ainda, no periodo de armazenamento, o que
pode resultar também em contaminac¢do por micotoxinas produzidas por fungos filamentosos. As micotoxinas sao
substancias quimicas produzidas pelo metabolismo secundério do micro-organismo e apresentam risco a saude de
animais vertebrados que consumirem o alimento contaminado, além de causar impacto na qualidade e capacidade de
germinacdo dos graos. Dentre os principais fungos contaminantes do milho e produtores de micotoxinas estdo
Fusarium spp., Aspergillus spp., Penicillium spp. e Rhizopus spp., sendo aflatoxinas, esterigmatocistina, fumonisina e
zearalenona as principais micotoxinas reportadas (Goko et al., 2021).

O aumento de incidéncia de fungos dos géneros Aspergillus e Fusarium em regides de clima quente e alta
umidade, como a regido do Brasil, exige a aplicacdo de estratégias de controle integrado nas plantagdes, como
mudanca genética das plantas, uso de biocontroladores, entre outras (Goko et al., 2021). Além do controle de
temperatura ¢ umidade durante o armazenamento, além de aplicagdes antifiingicas que aumentem a vida 1til dos
alimentos, como o uso de 6leos essenciais (OEs). Os OEs, um extrato de plantas e estruturas vegetais composto por

um complexo de componentes como monoterpenos, sesquiterpenos, aldeidos e terpenos, sdo uma alternativa eco-
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amigavel em substituicdo aos fungicidas sintéticos, bem como para a aplicacdo em embalagens ativas para o
armazenamento, devido as suas propriedades antifingicas (Almeida et al., 2024).

No entanto, devido a volatilidade e suas caracteristicas de oxidagdo quando em sua conformagao pura, o uso
dos Oleos essenciais pode ser promissor quando aplicado em filmes, vaporizagdes, sachés, ou ainda,
nanoencapsulagdo. O uso de filmes incorporados com 6leos essenciais para cobrir a superficie do alimento e impedir
a troca de umidade e gases do ambiente, mostra-se como uma boa alternativa para o controle de contaminagdo em
etapas pos-colheita. Para a producdo dos filmes, um dos polimeros mais utilizadas ¢ a quitosana, obtido a partir de
modificacdo quimica da quitina, presente na composicao de conchas de crustaceos, cujas caracteristicas demonstram
vantagens para a formacao de um filme, além de ser atdxico e biocompativel. Contudo, devido a baixa solubilidade
em agua dos Oleos essenciais, que limita a incorporagdo do mesmo nos filmes produzidos, o uso dos OEs em forma
de emulsdo para o preparo dos filmes tem sido uma alternativa promissora (Almeida et al., 2024; Castro et al., 2021,
Guo et al., 2022).

Desse modo, o presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial antifingico de filmes poliméricos
incorporados com emulsdes de 6leos essenciais de tomilho e orégano, bem como a sua influéncia na produgio de

micotoxinas pelos fungos filamentosos Aspergillus flavus e Fusarium verticilioides em graos de milho.
METODOLOGIA

Para a execugdo das analises, as cepas dos fungos filamentosos A. flavus e F. verticilioides, provenientes do
banco de culturas do laboratdrio de andlise de micro-organismos e micotoxinas — FEA/UNICAMP, foram reativadas
em meio Agar Batata Dextrose (PDA) e incubadas a 25°C durante 5 dias. Além disso, os 6leos essenciais (OEs) de
orégano e tomilho utilizados foram provenientes da industria de condimentos Givaudan (Jaguaré — SP).

Primeiramente, para o preparo das emulsoes, foram preparadas as fases aquosa e oleosa, sendo a aquosa, 1%
(v/v) de Tween 80 e 4gua ultrapura e a oleosa, 3% (v/v) dos OEs respectivos. A fase aquosa foi misturada a oleosa e,
posteriormente, a mistura foi homogeneizada em Ultra-turrax (Ultra-Turrax® T8, IKA, Germany) durante 5 minutos
a 13500 rpm (Badr, Badawy e Taktak, 2022). Apos o preparo, o potencial antimicrobiano das emulsdes foi avaliado
a partir da concentracdo minima inibitoria (MIC) e concentragdo minima fungicida (MFC), conforme metodologia
proposta por Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais — CLSI (2022). Sendo assim, as suspensoes dos inoculos
foram padronizados a 10° conidios/mL, determinado por hemocitdmetro, em meio Roswell Park Memorial Institute
— RPMI 1640. Em sequéncia, foi realizada a microdiluigdo seriada em microplacas de poliestireno de 96 pogos, nas
concentracoes das emulsoes entre 0,6 e 0,009 mg/mL, além dos pogos de controle positivo e controle negativo. As
microplacas foram incubadas durante 5 dias a 25°C. Posterior a leitura do resultado, foi realizada a inoculagao do pogo
resultante do MIC e de seus anteriores em meio PDA e foram inoculados durante 5 dias a 25°C.

Para a caracterizagdo das emulsdes foram realizadas analises de potencial zeta (ZP), indice de dispersao de
polimero (PDI) e tamanho de particula, utilizando a técnica de dispersdo dindmica de luz (DLS) no equipamento

Zetasizer r (Nano-ZS, Malvern Instruments, Reino Unido) a 25°C (Badr, Badawy e Taktak, 2022). Além disso, foi
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realizada a leitura da formagao estrutural de gota em microscopio confocal de varredura a laser — Zeins (Zeins, Wetzlar,
Alemanha) (Li et al. 2021).

O filme foi preparado a partir de uma soluc@o de quitosana a 1% em acido glacial acético 1% (pH 5,3-5,6) a
50-55°C, sendo misturado sob agitagdo magnética durante 24 horas, a fim de garantir a solubilizagdo completa da
quitosana (Elshamy et al., 2021). Posteriormente, foi adicionado 2% de glicerol e 1% da respectiva emulsdo. A mistura
foi homogeneizada em Ultra-turrax (Ultra-Turrax® T8, IKA, Germany) durante 3 minutos a 13500 rpm, sendo
depositada em placas de Petri 60x15 mm (10g) apos a homogeneizacao e secos a temperatura ambiente durante 72
horas.

Para a determinacdo da permeabilidade em relagdo ao vapor d’agua (WVTR), um pedago do filme, ja pesado,
foi colocado em dessecador a temperatura ambiente durante 24 horas, sendo pesado novamente ao final do periodo.
A fim de avaliar microscopicamente as estruturas de gota foi realizada a microscopia confocal de fluorescéncia
(CLSM) do filme umido corado com solucdo de vermelho de Nilo (Li et al., 2018). Para a avaliagdo do potencial
antifiingico, foi realizada a medi¢ao do halo de inibi¢do, em mm, conforme metodologia adaptada proposta por Gaba
etal. (2022).

Para a avaliagdo in vitro do potencial antifingico dos filmes, os milhos, esterilizados por radiagdo gama de 20
kGy, foram contaminados artificialmente com a suspensdo de conidios preparada a 10° conidios/mL. Apos a
contaminacdo dos grdos, 10 g foi depositada sobre uma placa revestida pelo filme e, em seguida, foi utilizada outra
placa revestida sobre o cereal. As placas foram incubadas durante 10 e 30 dias em containers em uma estufa BOD
com temperatura e umidade controlada, sendo 25°C e 97 a 99% de umidade Rocha et al. (2016). Apos o periodo de
incubacao, foi realizada a andlise de micobiota por dilui¢o seriada.

Para a avaliagdo da produgdo de micotoxinas (AFB1 e AFB2, FB1), foi realizada a extragdo por QUEChERS
e posterior analise por técnica cromatografica por cromatografia liquida de alta eficiéncia (Acquity UPLC) acoplado
a um espectometro de massa triplo quadrupolo com ionizagao por eletrospray (ESI), sendo a fase movel A composta
por agua ultrapura e 0,1% (v/v) de acido formico e fase movel B, metanol com dcido formico a 0,1% (v/v) (Rodriguez-
Canas, 2023). A analise estatistica foi realizada utilizando o software de Anélise Estatistica (SAS) versdo 9.1.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relagdo aos resultados obtidos de MIC, as emulsdes apresentaram acao inibitdria na concentragdo de 0,15
mg/mL. J& para a concentracdo minima fungicida (MFC), as concentragdes variaram entre 0,15 ¢ 0,6 mg/mL, sendo
a emulsdo de orégano mais eficaz em comparagao a de tomilho, possivelmente devido a variagdes dos teores de
compostos volateis.

A partir das andlises para a caracterizagao das emulsdes, foi possivel observar que ambos sao considerados
sistemas polidispersos, uma vez que ambos resultados de indice de polidispersividade (PDI) estiveram proximo a 1, 0
que pode ser visualizado também a partir da microscopia confocal, conforme as Figuras 1 € 2, bem como apresentaram

valores de potencial zeta (ZP) dentro dos valores esperados, sendo considerados sistemas com Otima estabilidade
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eletrostatica. Além disso, os resultados de tamanho médio de particula apresentaram valores menores a emulsdo de
orégano.

Figuras 1 e 2. Microscopia confocal das emulsdes de orégano e tomilho.

A: Emulsao 3% de ORE; B: Emulsao 3% de TM

Apbs a caracterizagdo das emulsoes, as propriedades fisico-quimicas e antimicrobiana dos filmes foram
analisadas. Em relagdo a permeabilidade do filme, foi possivel observar influéncia dos oleos essenciais nas
propriedades de barreira ao vapor, em comparagdo ao filme preparado apenas com quitosana. Tal resultado pode ser
em decorréncia aos diferentes compostos quimicos presentes na solucao, influenciando diretamente na permeabilidade
ao vapor e hidrofobicidade do 6leo. A respeito da atividade antimicrobiana, os filmes apresentaram potencial de
inibi¢do entre 35 e 52%, sendo o filme de orégano com melhor agdo inibitdria para ambos os fungos filamentosos.

As andlises realizadas in vitro em graos de milho, demonstraram potencial dos filmes em redugao de 4 logs
UFC e 3 logs UFC do F. verticilioides para 10 e 30 dias de armazenamento. Ja para o A. flavus, demonstrou potencial
em reducdo de aproximadamente 5 log UFC para ambos os periodos de armazenamento. A partir desses resultados,
¢ possivel observar melhor agao inibitoria dos tratamentos em relagdo ao A. flavus.

Por fim, foi analisada a produgao de fumonisina B1 (FB1) e aflatoxinas (AFB1 e AFB2) nos periodos de 10
e 30 dias para os graos de milho contaminados por F. verticilioides e A. flavus, respectivamente. No periodo de 10
dias de armazenamento dos graos envoltos pelos filmes tratados (emulsdo de orégano e tomilho), a producdo de
micotoxinas nao foi detectada. No entanto, para o periodo de 30 dias, houve producdo de aflatoxinas, ou seja, 0s

tratamentos apresentaram maior eficacia ao F. verticlioides, em relagdo as micotoxinas.
CONCLUSAO

As emulsoes preparadas foram caracterizadas como sistemas polidispersos, com boa estabilidade eletrostatica
e concentracdo minima fungicida de 0,15 mg/mL. J& os filmes incorporados das emulsdes apresentaram
permeabilidade ao vapor influenciada pela presenca do 6leo essencial, além de potencial de inibicao dos fungos
filamentosos entre 35 e 52%, sendo os melhores resultados obtidos com o filme incorporado com a emulsdo de
orégano.

Por fim, durante os periodos de armazenamento dos graos de milho contaminados artificialmente pelos fungos

filamentosos, os filmes poliméricos apresentaram potencial de inibigdo em torno de 3 a 5 log UFC. Em relagao as
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micotoxinas, o filme permitiu a inibi¢ao da produgdo de micotoxinas até 10 dias de armazenamento para A. flavus e
30 dias para F. verticilioides.

Sendo assim, os filmes poliméricos preparados e utilizados como estratégia de controle fiingico,
demonstraram resultados favoraveis para o controle de fungos filamentosos e sua micotoxinas em graos de milho

durante 10 dias de armazenamento.
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