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RESUMO

O milho é uma planta monocotiledonea, pertencente ao género Zea e espécie Zea mays L.
Produzido em quase todos os continentes, ¢ de extrema importancia econdmica, caracterizada
pelas variadas formas de sua utilizagcdo. No entanto, os graos de milho tém a sua qualidade
alterada direta ou indiretamente quando sdo infectados por fungos (deteriorantes e/ou
toxigénicos), e expostos a temperaturas e umidades adversas. Portanto, necessitando de
estratégias para prevencdo ¢ controle em toda sua cadeia produtiva, com destaque, na
armazenagem. A aplicacao de agrotoxicos sintéticos (fungicidas), por exemplo, podem deixar
residuos danosos no alimento. Portanto, ha necessidade de estudos no desenvolvimento de
métodos brandos (GRAS - Generally Recognized as Safe), que sejam eficientes como fungicidas
¢ que nao interfiram nas caracteristicas dos graos. Em vista disso, esse trabalho objetivou a
realizagdo de investigacao de métodos antiflingicos brandos, focando em produtos naturais
(andiroba amazoénica - Carapa guianensis Aubl.), bem como na avaliacdo de instrumentos
menos invasivos (Plasma Frio — PF). Diante desse contexto, a presente pesquisa iniciou por
realizar: a (a) CARACTERIZACAO de microestruturas por microscopias estereoscopica (ME) e
eletronicade varredura (MEV), através da desidratacdo, desengorduramento, cobertura com
camada de ouro e fixa¢ao em stubs da (a.1) SEMENTE de andiroba amazonica, origem do extrato
oleoso de andiroba - produto pouco conhecido no pais e exterior, porém seu 6leo ¢ muito
utilizado por nativos da regido; quanto do (a.2) GRAO de milho, objeto do presente estudo,
assim, investigando e avaliando locais susceptiveis a agressoes por fungos e outros organismos
vivos; bem como avaliar a eficacia de (b) PROCEDIMENTOS antifungicos desenvolvidos por
métodos brandos: (b.1) NATURAL - tratamento utilizando o 6leo de andiroba (OA), onde foi
analisado o crescimento micelial dos géneros fungicos Fusarium, Aspergillus e Penicillium,
isolados do grao, em meio de cultura contendo diferentes niveis de OA (Grupo Controle - GC)
- sem OA; Grupo Tratado (GT) — com OA 0,2; 0.,4; 0,6; 0,8; 1; 2; 3; 5; 10; 20; 30 e 40%,
seguindo para a semeadura direta de graos de milho tratados com OA (13,87 de 6leo/ 100g de
grao), e avaliados para pardmetros como susceptibilidades / resisténcia de género, sua
capacidade germinativa (pos-tratamento) e armazenagem ¢, (b.2) INSTRUMENTAL - através da
aplicacdo de Plasma Frio (PF) com reator de barreira de descarga dielétrica (frequéncia 130 Hz,
tensao 30 kV, energia 100 £ 5 mJ) sobre graos de milho naturalmente contaminados, com
diferentes teores de umidade (11,42, 12,72 ¢ 17,96%) submetidos a tratamento em diferentes
tempos de exposicao (2; 5; 7; 10; 15 e 20 min). Inclusive observar possiveis efeitos dos
tratamentos na estrutura do grao ¢ sua capacidade germinativa. Dos dados obtidos em (a)
através de observacdes microscopicas (ME ¢ MEV) da (a.1) semente de andiroba (partes
interna e externa) foi possivel verificar que a sua casca apresenta as principais estruturas e
caracteristicas morfo-histologicas celulares suscetiveis a deterioragdo por fungos e outros
organismos vivos (residuos placentéarios, anatomia irregular com microfissuras, tecidos e
camadas celulares proximos do micropilo ¢ a presenga de danos causados por insetos).
Considerados os principais locais responsaveis pela absor¢ao de umidade e acesso de
microrganismos para o interior da semente, comprometendo a qualidade do 6leo. J4 na
caracterizagao do (a.2) grao de milho, através de investigagao por MEV, foi possivel observar,
além das caracteristicas celulares intrinsecas do endosperma (farinaceo e vitreo) e pericarpo
(camadas histologicas), foram registradas estruturas celulares que propiciam / viabilizam a
invasao e proliferagcdo de organismos vivos, especialmente esporos de fungos e hifas através do
pedunculo (ligacdo do grao a espiga - canal e gérmen). Dados esses, que auxiliardo na
observacao do efeito do OA e do PF nessas estruturas e inativagao fingica. Quanto aos (b)
métodos antifungicos desenvolvidos e seu poder de agao: (b.1) NATURAL - OA, os gé€neros
fungicos isolados do grao de milho foram Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Mucor, sendo



os mais frequentes encontrados. No que tange aos diferentes meios de cultura e comportamento
dos fungos isolados, todos cresceram em BDA, MEA, G2sN e CAM, exceto Penicillium e
estatistica de crescimento nos fungos de campo Fusarium e armazenagem Aspergillus e
Penicillium quando comparados ao GC a partir de 5, 2 e 40% de OA, respectivamente. Acerca
do crescimento micelial total os resultados mais efetivos de controle com OA se deram nas
porcentagens de 3 a 40%; 2 a 40% e 10 a 40% (2: 2,56-0,30; 0,26-0,30 ¢ 0,50-0,23 cm), para
Fusarium, Aspergillus e Penicillium, respectivamente. Para todos os géneros, como esperado,
foi observado reducao de IVCM (indice de velocidade de crescimento micelial ) mais acentuada
nas maiores concentragcdes de OA. Quando o OA foi aplicado nos graos em semeadura direta,
o comportamento inibitorio, foi observado em 30% das amostras (com reducdo flingica
variando entre 6,7-46,7%). Ja ao efeito do agente antifingico na germinagdo, o OA interferiu
na qualidade fisioldgica enquanto SEMENTES, retardando e / ou impedindo a germinag¢ao - o
que ¢ esperado / positivo para 0 GRAO na armazenagem tradicional, e sua utilizagdo como
alimentos. Quanto aos atributos sensoriais, estes indicaram que o tratamento com OA
influenciou as percepgdes dos painelistas, onde ocorreu uma intensificagdo da cor, um leve
desvio no aroma e uma preferéncia sutil na aparéncia em comparagdo com o grupo controle. A
adi¢ao de oleo de andiroba aos graos armazenados comercialmente manteve a umidade e
preservou a qualidade durante 30 dias, devido a microcamada de 6leo presente no GT. Quando
utilizado o método (b.2) INSTRUMENTAL - PF, foi observada uma reduc¢ao significativa na
contaminagao fingica. Isso ocorreu nos tratamentos com tempos de exposi¢do acima de 5 min.
O maior efeito antifungico foi de 0,75-1,4 log, nos tratamentos de 10, 15 e 20 min. Importante
enfatizar que os diferentes teores de umidade do grao nao influenciaram significativamente na
eficacia do tratamento. Em comparagao com GC, a superficie do milho (pericarpo) desenvolveu
uma textura enrugada, aumentando sua intensidade com tempos de exposi¢ao mais longos. Com
cerca de 10 min, o tratamento com PF teve potencial para reduzir a contaminagao fingica nos
graos sem comprometer a capacidade germinativa. Os resultados indicam que ambos
tratamentos com métodos brandos podem ser alternativas no controle da contaminag¢ao fungica
em graos de milho de maneira que nao interfiram nas propriedades intrinsecas ¢ externas do
grao. A aplicacdo em esteiras na movimentagao dos graos (no carregamento dos silos), tanto
através de spray para aplicacdo de OA, quanto através de instalagdo de equipamento de PF
poderao ser testados em trabalhos futuros. Detalhes no aprimoramento de condi¢des de larga
escala ¢ logistica de aplicagdao deverdo ser desenvolvidos em escala piloto e aplicacao em
Armazéns ou Entrepostos de comercializagao de graos.

Palavras-chave: descontaminacdo branda; Amazonia; fungo; armazenagem



ABSTRACT

Maize is a monocotyledonous plant, belonging to the genus Zea and species Zea mays L.
Produced on almost all continents, it is of extreme economic importance, characterized by the
varied ways of its use. However, maize kernels have their quality altered directly or indirectly
when they are infected by fungi (deteriorating and/or toxigenic), and exposed to adverse
temperatures and humidity. Therefore, it requires strategies for prevention and control
throughout its production chain, particularly in storage. The application of synthetic pesticides
(fungicides), for example, can leave harmful residues on food. Therefore, there is a need for
studies on the development of mild methods (GRAS - Generally Recognized as Safe), which
are efficient as fungicides and do not interfere with the characteristics of the kernels. In view
of this, this work aimed to investigate mild antifungal methods, focusing on natural products
(Amazonian andiroba - Carapa guianensis Aubl.), as well as the evaluation of less invasive
instruments (Cold Plasma — CP). Given this context, the present research began by carrying
out: (a) CHARACTERIZATION of microstructures by stereoscopic microscopy (ME) and
scanning electron microscopy (SEM), through dehydration, degreasing, coverage with a layer
of gold and fixation in stubs of (the .1) Amazonian andiroba SEED, origin of andiroba oily
extract - a product little known in the country and abroad, but its oil is widely used by natives
of the region; as for (a.2) maize KERNEL, the object of the present study, thus investigating
and evaluating places susceptible to attacks by fungi and other living organisms; as well as
evaluating the effectiveness of (b) antifungal PROCEDURES developed by mild methods: (b.1)
NATURAL - treatment using andiroba oil (AO), where the mycelial growth of the fungal
genera Fusarium, Aspergillus and Penicillium, isolated from kernel, in culture medium
containing different levels of OA (Control Group - GC) - without AO; Treated Group (GT) —
with AO 0.2; 0.4; 0.6; 0.8; 1;two; 3; 5; 10; 20; 30 and 40%, followed by direct sowing of maize
kernels treated with AO (13.87 oil / 100g of kernel), and evaluated for parameters such as
gender susceptibilities / resistance, germination capacity (post-treatment) and storage and, (b.2)
INSTRUMENTAL - through the application of Cold Plasma with a dielectric discharge barrier
reactor (frequency 130 Hz, voltage 30 kV, energy 100 + 5 mJ) on naturally contaminated maize
kernels, with different levels of humidity (11.42, 12.72 and 17.96%) subjected to treatment at
different exposure times (2; 5; 7; 10; 15 and 20 min). Including observing possible effects of
treatments on the kernel structure and its germination capacity. From the data obtained in (a)
through microscopic observations (ME and SEM) of (a.1) andiroba seed (internal and external
parts) it was possible to verify that its shell presents the main structures and cellular morpho-
histological characteristics susceptible to deterioration by fungi and other living organisms
(placental residues, irregular anatomy with microcracks, tissues and cell layers close to the
micropyle and the presence of damage caused by insects). Considered the main places
responsible for moisture absorption and access of microorganisms into the seed, compromising
the quality of the oil. In the characterization of (a.2) maize kernel, through SEM investigation,
it was possible to observe, in addition to the intrinsic cellular characteristics of the endosperm
(flourish and vitreous) and pericarp (histological layers), cellular structures were recorded that
provide/enable the invasion and proliferation of living organisms, especially fungal spores and
hyphae through the peduncle (connection of the kernel to the cob - channel and germ). These
data will help in observing the effect of OA and PF on these structures and fungal inactivation.
Regarding (b) antifungal methods developed and their power of action: (b.1) NATURAL - AO,
the fungal genera isolated from maize kernel were Aspergillus, Penicillium, Fusarium and
Mucor, being the most frequent found. Regarding the different culture media and behavior of
the isolated fungi, they all grew in PDA, MEA, G2sN and CAM, except Penicillium and Mucor.
Regarding the inhibition of AO and diameter (2) of colonies, a statistical difference in growth



was observed in the field fungi Fusarium and storage Aspergillus and Penicillium when
compared to GC from 5, 2 and 40% AO, respectively. Regarding total mycelial growth, the
most effective results of control with AO occurred in percentages of 3 to 40%; 2 to 40% and 10
to 40% (2:2.56-0.30; 0.26-0.30 and 0.50-0.23 cm), for Fusarium, Aspergillus and Penicillium,
respectively. For all genera, as expected, a more pronounced reduction in IVCM (mycelial
growth rate index) was observed at the highest concentrations of OA. When AO was applied to
kernels in direct seeding, inhibitory behavior was observed in 30% of the samples (with fungal
reduction varying between 6.7-46.7%). As for the effect of the antifungal agent on germination,
AO interfered with the physiological quality as SEEDS, delaying and/or preventing
germination - which is expected/positive for KERNEL in traditional storage, and its use as
food. As for sensory attributes, these indicated that the treatment with AO influenced the
panelists' perceptions, where there was an intensification of color, a slight deviation in aroma
and a subtle preference in appearance compared to the control group. The addition of andiroba
oil to commercially stored kernels-maintained moisture and preserved quality for 30 days, due
to the microlayer of oil present in the GT. When using method (b.2) INSTRUMENTAL - CP,
a significant reduction in fungal contamination was observed. This occurred in treatments with
exposure times above 5 min. The greatest antifungal effect was 0.75-1.4 log, in treatments of
10, 15 and 20 min. It is important to emphasize that the different moisture contents of the kernel
did not significantly influence the effectiveness of the treatment. Compared to GC, the maize
surface (pericarp) developed a wrinkled texture, increasing in intensity with longer exposure
times. After approximately 10 min, the CP treatment had the potential to reduce fungal
contamination in kernels without compromising germination capacity. The results indicate that
both treatments with mild methods can be alternatives for controlling fungal contamination in
maize kernels in a way that does not interfere with the intrinsic and external properties of the
kernel. The application on conveyors in the movement of kernels (when loading silos), both
through sprays to apply AO and through the installation of PF equipment, could be tested in
future work. Details on improving large-scale conditions and application logistics should be
developed on a pilot scale and applied in warehouses or kernel marketing warehouses.

Key words: green decontamination; Amazon; fungus; storage



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1

Figura 1 - Espiga de milho (Ze@ mays L.)......cccueeeeuiiieoiiieeiieeee ettt e 29
Figura 2 - Corte transversal do grao de milho (Zea mays L.)........cccovvveiiiniiecieniieieeeenen. 29
Figura 3 - Participagao dos paises na producdo de milho (Zea mays L.) na safra de 2018/19.31
Figura 4 - Mapa de producao agricola de milho (Zea mays L.) no Brasil............c.cccceeunnnne.. 33
Figura 5 - Dano causado na espiga de milho (Zea mays L.) devido a contaminagao fungica..34
Figura 6 - Caracteristicas macroscopicas e microscopicas do género Fusarium ..................... 38
Figura 7 - Caracteristicas macroscopicas e microscopicas do género Aspergillus................... 39
Figura 8 - Caracteristicas macroscopicas e microscopicas do género Penicillium.................. 40
Figura 9 - Andiroba (Carapa guianensis Aubl.): (a) partes de germinacdo das sementes e (b)
ATVOTE AAULTA ..ottt ettt ettt eaneas 48
Figura 10 - Detalhes da flor da Andirobeira (Carapa guianensis Aubl.)............cccceevvvennnennne.. 48
Figura 11 - Andiroba (Carapa guianensis Aubl) caracteristicas dos: frutos e sementes (sua
iSTIIDUIGAO NA OUIIGO) ..eiivrieeeiiieeiiieeeiieeeetieeeetee e ettt e esteeesaeeessseeeeseeesssseessseeessseassseeensseeesseeenns 49
Figura 12 - Fluxograma dos processos de extragio (a) Tradicional e (b) Comercial do Oleo de
Andiroba (Carapa guianensis AUDL.) ..........c.cccovoviiiiiieiiiienieeeee et 51
Figura 13 - Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) extraido de sementes..................... 51
Figura 14 - Caracteristicas dos quatro estados da matéria: solido, liquido, gasoso e plasma ..69
Figura 15 - Reator de Plasma Frio descarga jato de plasma............cccccvveeviieeeiieeecieecieeeieeens 72
Figura 16 - Reator de Plasma Frio descarga de barreira dielétrica (DBD)........cccccceeevvennnnnen. 72
Figura 17 - Reator de Plasma Frio descarga corona............coecueevuieriieiiieeieenie e 73

CAPITULO 2

Figura 1 - Sementes de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) para observagao por microscopia
estereoscopica (ME) e microscopia eletronica de varredura (MEV): (a) diagramas para o
procedimento de seccionamento das partes (segdes longitudinal e transversal - Planos 1 e 2,
respectivamente); (a.1) vista da Face Curva (A) - face da semente em contato com a ourico ¢
(a.2) vista das Faces Retas (B, C, D) - faces da semente em contato umas com as outras, na
ourigo, ¢ (b) bandeja com suportes contendo cubos de partes da semente, revestidos com uma
camadade ouropara analise POr MEV ........cccoiiiiiiiiiiiiicececee e 111
Figura?2 - Amostras de sementes de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) apresentando detalhes
sobre a distribuicao de suas principais Faces e Pontas: nas vistas (a) frontal e (b) traseira, através

da microscopia estereoscopica de faces [X0,07].....cccvriieiuiiiiiiiieciie e e 112
Figura3 - Secdo transversal da casca da semente de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.): visao
geral das camadas de tecido [X100].....cuuiiiiuiiiiiiieeie e e e e e 114

Figura4 - Fotografias de microscopia estereoscopica das caracteristicas da semente de andiroba
(Carapa guianensis Aubl.): (A) casca (a.1) superficie - (externa) regido central da face (células
em forma de poligonos/hexagonos); posicionamento dos tecidos da casca ¢ das Pontas, com
tecidos nas jungdes (reentrancias e protuberancias (em forma de l6bulo) e (a.2) superficie
(externa) com tecido placentario aderido a casca e (interna) superficie com feixes vasculares
por toda a superficie. (B) semente inteira (b.1) camadas de tecido da semente - (secdo


file://///Users/brunasilva/Desktop/Tese%20Bruna/Tese%20Bruna%20Silva%2003-05.docx%23_Toc166308909
file://///Users/brunasilva/Desktop/Tese%20Bruna/Tese%20Bruna%20Silva%2003-05.docx%23_Toc166308911
file://///Users/brunasilva/Desktop/Tese%20Bruna/Tese%20Bruna%20Silva%2003-05.docx%23_Toc166308912
file://///Users/brunasilva/Desktop/Tese%20Bruna/Tese%20Bruna%20Silva%2003-05.docx%23_Toc166308914
file://///Users/brunasilva/Desktop/Tese%20Bruna/Tese%20Bruna%20Silva%2003-05.docx%23_Toc166308915
file://///Users/brunasilva/Desktop/Tese%20Bruna/Tese%20Bruna%20Silva%2003-05.docx%23_Toc166308916
file://///Users/brunasilva/Desktop/Tese%20Bruna/Tese%20Bruna%20Silva%2003-05.docx%23_Toc166308920
file://///Users/brunasilva/Desktop/Tese%20Bruna/Tese%20Bruna%20Silva%2003-05.docx%23_Toc166308920

transversal) semelhante a uma esponja, (b.2) secdo longitudinal - camadas da casca, pele
marrom e ligagdao com o cotilédone, canal domicropilo[7,1a 115 X]..ccccoeeeeiiiieeiiieieciiieeen, 115
Figura 5 - Microscopia Eletronica de Varredura da casca da Andiroba (Carapa guianensis L.)
- superficies: (externa) (A) Area principal das Faces com tecido (formas celulares
poligonais/hexagonais), (B) Cantos e tecido das Pontas - (b.1) Irregular/aspero formando como
l6bulos com vales profundos, (b.2) Residuos placentarios depositados entre e nos vales/dentro
da superficie aspera da casca, (C) no tecido do tegumento - entrada do micropilo [100-

Figura 6 - Microscopia Eletronicade Varredura da casa da Andiroba (Carapa guianensis L.) -
Canto de ligagao entre as faces e micropilo: (A) Ligacao (a.1) do Canto entre duas faces, (a.2)
multiplos tipos de células proximas as Pontas, (B) Tecido da superficie da ligagdo (b.2) células
longas porosas em forma de longo; (C) Multiplos tecidos nos Cantos (c.1) tecido de células
poligonais e longas com residuos placentarios aderidos a superficie [150-900X].................... 119
Figura 7 - Microscopia Eletronica de Varredura da casca da Andiroba (Carapa guianensis L.)
- conexao semente/pinha (secao transversal): (A) Micropilo (a.1), micropilo completo - vista
interna, (a.2) feixes vasculares, (B) Tecido interno da casca, (b.1) células poligonais e longas,
paredes espessas, (b.2) massa de células poligonais, (C) Sistema vascular (c.1) Sistema de
vasos, (¢.2) canal com tubos helicoidais e traqueideos [150-900X].........ccoceeevveeeciieecvieeennennn. 120
Figura 8 - Microscopia Eletronicade Varredura da casca da Andiroba (Carapa guianensis L.)
- (secdo transversal): (A) Camadas (a.1) das superficies externa para interna, (a.2) principais
camadas da superficie, (B) células das camadas de tecido (b.1) com formas de células globulares
e longas, paredes espessas (b.2) regido com feixes vasculares ricos em tubos helicoidais, (C)
plasmodesmos (c.1) tecido celular apresentando células globulares com poros e cicatrizes, (¢.2)
detalhes das camadas da parede celular [300-3000X]........ccoveeiiiieiiiieeiiieeeee e 121
Figura 9 - Microscopia Eletronica de Varredura da casca da Andiroba (Carapa guianensis L.)
- caracteristicas dos tecidos (forma/parede e plasmodesmo): (A) Tecido primario - tecido com
formato de células globulares porosas, (B) Tecido secundério - tecido com formato de células
longas porosas, (C) camadas de parede espessa com distribui¢do de poros [1000-4000

Figura 1 - Microscopia Eletronica de Varredura do cotilédone da Andiroba (Carapa guianensis
L.) - superficie e se¢do transversal: (A) cotilédone (a.1/a.2) tecido do cotilédone com cavidades
(epiderme), (B) cotilédone e tecidos parenquimatosos, (b.1/b.2) formas de células poligonais/
arredondadas, (C) Camadas de tecido do cotilédone - parede fina [150-900X].....123

CAPITULO 3

Figura 1 - Amostras de sementes de Andiroba (Carapa guainensis Aubl.): (a) sementes
saudaveis (com casca), (b) sementes deterioradas (com casca) ¢ (¢) sementes atacadas por
inseto/brocaparaandliSE MEE@ MEV........coooiiiiiiie e e 130
Figura 2 - Preparacdo de sementes (com casca) de Andiroba (Carapa guainensis Aubl.) para
observacao em Microscopia Estereoscopica e Eletronica de Varredura: (a) inteira - diagrama
do procedimento de seccionamento das partes (se¢des longitudinais e transversais, Planos 1 e
2, respectivamente) ¢ (b) meia semente seccionada no Plano 1 evidenciando canal de
intercomunicagao e fungos cotiledonares deteriorados...........c..eevvveeeiiiieciiieeiieecie e 132
Figura 3 - Microscopia Estereoscopica da semente de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) -
locais suscetiveis versus contaminagao por fungos: (A) casca - (a.1) residuos placentarios com
colonias de fungos aderidas e relevo da superficie; (a.2) camadas, rachaduras e superficie
mofada; (a.3) micrépilo com local do hilo; (a.4) infestacdo ¢ danos causados por insetos com
infeccdo por fungos; (a.5) camada placentaria espessa. (B) semente inteira (corte transversal) -



(b.1) tecido mole rico em nutrientes nos Cantos; (b.2) infec¢do por fungos no tecido mole e
regido do micrdpilo (deterioragdo da semente); (b.3) danos na casca causados por brocas de
insetos € infecgao por fungos [7,1 @ 110X ......oiiiiieiiieeie e 134
Figura 4 - Microscopia Eletronica de Varredura de sementes de Andiroba (Carapa guianensis
Aubl.) saudaveis - locais suscetiveis: (a) residuos placentarios e superficie da casca, (b)
diferentes formas celulares, porosidade das paredes celulares - plasmodesmo, (c) entrada
(micropilo)/ cascainterna e areas dos Cantos [50 @ 2500X]....ccceevvieriieniieniieeiienieeieesie e 135
Figura 5 - Microscopia Eletronicas de Varredura de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.)
semente deteriorada por fungos: micélio em locais de tecido: superficies/cavidades ¢ camadas
de casca e semente [S00 — 2500X]...iiiiiiuuiieieeiiiee et et e 137
Figura 6 - Microscopia Eletronicas de Varredura de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.)
semente deteriorada - estruturas reprodutivas de fungos: (a) diferentes tipos/formas,
tamanhos/locais; (b) tamanhos menores ¢ caracteristicas de superficie [3000 a 7000x].......... 137
Figura 7 - Microscopia Eletronicas de Varredura de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.)
semente deteriorada — outros organismos vivos: fragmentos de insetos, acaros ¢ pelos [100-
2500X ]ttt eutteette ettt ettt ettt ettt et e et eeebe e b eeenbe e bt e enbeensteanaeenbeeenteenbeeenteen enaeenneennns 138

CAPITULO 4

Figura 1 - Grao de milho (Zea mays L.): (a) inteiro, sinalizando as dire¢des dos cortes........... 146
Figura 2 - Graos de milho (Zea mays L.) inteiros e seccionados, preparados para analise
estereoscopica (a) grao saudavel e (b) graos deteriorados............cecveeeeieeeciieecieeeciee e 147

Figura 3 - Microscopia estercoscopica de grao de milho (Zea mays L.) apresentando
caracteristicas de sua anatomia (pericarpo, distribui¢do interna dos endospermas farinaceo e
vitreo, bem como posicdo do gérmen ¢ pedinculo em grao (a) saudavel e (b) danificado.
Seccionados no Plano 1 (longitudinal frontal), Plano 2 (longitudinal lateral); Plano 3
(transversal) [7,1 @ 15 Xttt et e ettt e e e ab e e eaae e aeeaes 150
Figura 4.a - Micrografias do grao de milho (Zea mays L.): PERICARPO (casca) por Microscopia
Eletronica de Varredura - TRANSVERSAL [100-1000X].......cccoiiieiiiieiieeeiee e 151
Figura 4.b - Micrografias do grao de milho (Zea mays L.): PERICARPO (casca) por Microscopia
Eletronica de Varredura - CORTE TRANSVERSAL[100-500X].......cccovveeiiiieiiieeieeeiie e 152
Figura 5 - Micrografias do grao de milho (Zea mays L.): (a) PERICARPO (b) ENDOSPERMA por
Microscopia Eletronica de Varredura - FISSURAS, VALES E REENTRANCIAS (pontos de deposigao

de esporos/ colonias/ absor¢ao umidade) — (a) SUPERFICIE [ 150-500X].......ccccoviviiieeiininneenn. 152
Figura 6.a - Micrografias do grao de milho (Zea mays L.): ENDOSPERMA: por Microscopia
Eletronica de Varredura —corte TRANSVERSAL [100-7.600X].......cccooiiiiieiiiiiiieeeiiieeeeeciieeeens 153

Figura 6.b - Micrografias do grdo de milho (Zea mays L.): ENDOSPERMA (a) Vitreo e (b)
Farindceo por Microscopia Eletronica de Varredura: GRANULOS DE AMIDO - poliedricos e

esfericos [500-1.000X] ...t e e e e et e e e e e e e ear e e e e e eaae e e e eanans 153
Figura 7 - Micrografias do grao de milho (Zea mays L.): PEDUNCULO e GERMEN por Microscopia
Eletronica de Varredura - CORTELONGITUDINAL[27-500X]......covviiiiiiiieieeiiiee e 154

Figura 8 - Micrografias de residuos de organismos vivos em tecidos do grao de milho (Zea
mays L.) por Microscopia Eletronica de Varredura [ 1000X].........cccoveeiieenciieeriieeriie e, 155



CAPITULO 5

Figura 1 - Principais genotipos de fungos isolados de graos de milho (Zea mays L.) naturalmente
contaminados ¢ suas caracteristicas: (a) Fusarium, (b) Aspergillus, (¢) Penicillium ¢ (d)

Figura 2 — Variagdo no teor de UMIDADE de graos de milho (Zea mays L.) seco, sob condi¢des
de armazenagem comercial tratados com o antifiingico Oleo de Andiroba (Carapa guianensis
Aubl.). GC: Grupo Controle, GT: Grupo Tratado..........cccueeeerieeriiieriieeciie e e 177
Figura 3 - Avaliacdo da QUALIDADE de graos de milho (Zea mays L.) seco, sob condi¢des de
armazenagem comercial tratados com o antifungico Oleo de Andiroba (Carapa guianensis

Aubl.). GC: Grupo antrole, GT: Grupo Tratado.......c..oceevieeiiiieiieceeeccee e 177
Figura 4 - Efeito do Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) na capacidade germinativa
de graos de Milho (Ze@ Mays L.)......cccoooouieiiieciiiieeieeeeeetteee ettt 178

Figura 5 - Avaliacdo SENSORIAL dos atributos (a) cor, (b) aroma e (c) aparéncia de graos de
milho (Zea mays L.) seco, tratados com antifungico Oleo de Andiroba (Carapa guianensis
Aubl.). GC: Grupo Controlee GT: Grupo Tratado.........ccceeevvieriiiiiieniieiierie e 180

CAPITULO 6

Figura 1 - Reator de Plasma (DBD), com dois eletrodos, conectado a uma fonte de descarga
elétricapulsadade altatenSA0..........oeeieiuiiiiiiciie e 193
Figura 2 - Géneros de fungos isolados de graos de milho (Zea mays L.) naturalmente
contaminados em amostras tratadas com controle e plasma frio: (a) Aspergillus, (b) Penicillium
e (¢) Fusarium por microscopio Optico [X40 € 100].....ccuiiiuiieiiiieiiieeie et 198
Figura 3 - Reducao visivel de fungos através da contagem total de fungos em graos de milho
(Zea mays L.) em diferentes umidades (11,42; 12,72 ¢ 17,96%) na dilui¢do 10! apds exposi¢do
ao tratamento com Plasma Frio (frequéncia - 130 H) durante os periodos de 0, 2, 5,7, 10, 15 ¢
20 TIUITIULOS. 11t etteeeiteeeeiteeeiteeeseteeetteeeteeessteeesssaaeeessaeeensaeesnsseeanseeeansaeenssaesasseeenssaeassasansseesensseens 201
Figura 4 - Microscopia Estercoscopica [ X0,67] da superficie dos graos de milho (Zea mays L.),
umidade (11,42; 12,72 e 17,96%), apds exposi¢ao ao tratamento com Plasma Frio (frequéncia
- 130 Hz) durante tempos de 0, 2,5, 7, 10, 15€ 20 mMiN.......cccoeeeviiiieiiiieiiiecciee e 202
Figura 5 - Microscopia Eletronica de Varredura [X1.000] da superficie de graos de milho (Zea
mays L.) em diferentes umidades (11,42; 12,72 ¢ 17,96%), apds exposic¢ao ao tratamento com
Plasma Frio (frequéncia - 130 H) durante os temposde 0,2,7, 10 e 20 min.............cccuveeenneee. 203
Figura 6 - Média e desvio padrdo (cm) do crescimento radicular de graos de milho (Zea mays
L.) tratados com Plasma Frio durante 0,2,5, 7, 10, 15 € 20 MiN.....cccceeevrveerrieeciieeciee e, 206



LISTA DE TABELAS
CAPITULO 1

Tabela 1 - Produ¢do mundial de milho (Zea mays L.), safra 2019/20 - milhdes de toneladas.31

Tabela 2 - Exportagdes mundiais de milho (Zea mays L.) - milhoes de toneladas.................. 32
Tabela 3 - Principais fungos produtores de micotoxinas e seus efeitos toXicos...........ecuennee.. 35
Tabela 4 - Principais géneros flngicos isolados dos maiores produtores e exportadores de graos
de MIThO (Zea MAYS L. ).eocuiiiiiieiiieieeee ettt ettt ettt et e te e e e enaeas 42

Tabela 5 - Propriedades fisico-quimicas do Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.)....52
Tabela 6 - Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl) composigao relativa aos derivados de

andirobina e gedunina € OUtroS COMPONENLES. ....c..eeruviertierrieriierieesieesteeereeeeeseeenseesreesneeeeeas 53
Tabela 7 - Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) composi¢do de acidos graxos............ 54
Tabela 8 - Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) composigdo de dcidos graxos............ 55
Tabela 9 - Aplicagdes da Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) na cura da satde................... 55

Tabela 10 - Aplica¢des do Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) na cura da saude...58
Tabela 11 - Caracteristicas das aplicacdes do Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.)

contra microrganismos relatadas na [teratura...........cocoeceeveeiiiiinieneenenieseeeeeeee e 61
Tabela 12 - Caracteristicas das aplica¢des do Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.)
contra insetos, parasitas e protozoarios relatadas na literatura.............ccoecveevieniiienieenienneennen. 68
Tabela 13 - Inativagdo de microrganismos em alimentos usando Plasma Frio........................ 76
Tabela 14 - Degradacdo de micotoxinas e pesticidas em alimentos usando Plasma Frio........ 82

CAPITULO 5

Tabela 1 - Avaliacdo da carga de esporos de fungos dos grios de milho (Zea mays L.) e Oleo
de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) a serem utilizados no estudo de descontaminacao....168
Tabela 2 - Comportamento de géneros fuingicos de campo e armazenamento isolados de
amostras de milho (Zea mays L.) em diferentes meios de cultura...........cccceeeveeiieniieniennnnnnen. 170
Tabela 3 - Crescimento micelial* e Indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) dos
fungos Fusarium, Aspergillus e Penicillium tratados com diferentes concentragdes de Oleo de
Andiroba (Carapa guianensis AUDL)...........ccooueiiiiiii i 172
Tabela 4 - Efeito do Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) sobre o crescimento fingico
em graos de milho (Zea mays L.) naturalmente contaminados, sua reducdo fungica ¢ géneros
flngicos resistentes / susceptiveis a0 tratamento...........ccveereeevierieerieenieeieeneeereeseeeeveeseee e 174
Tabela 5 - Avaliagao SENSORIAL dos atributos (a) cor, (b) aroma e (c) aparéncia de graos de
milho (Zea mays L.) seco, tratados com antifungico Oleo de Andiroba (Carapa guianensis
AAUDLL )ttt ettt e et e st e b e et e eatenteenbeeneeseenteeneaenneens 181

CAPITULO 6

Tabela 1 - Contagem total de fungos apds tratamentos de graos de milho (Zea mays L.) por
o BTS00 0 b I 2 o TSRS 196
Tabela 2 - Porcentagem, indice de velocidade, tempo e velocidade média de germinagao de
graos de milho (Zea mays L.) com 12,72% de umidade tratados com Plasma Frio (frequéncia -
130 Hz, tensdao - 30 kV ¢ energia - 100 = 5 mJ) nos tempos de 0, 2, 5, 7, 10, 15 ¢ 20
TTHITIUEOS ... vveee ettt e eette e e e e ettt e e e eettaeeeeeeaaeeeeeeaaaeeeeetaaeeeeeasseeeeeassseeeeessaseeeaassseeeeassseeeaeeenssseeeanns 205



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABIMILHO - Associacao Brasileiras das Industrias do Milho

ABRAMILHO - Associacao Brasileiro de Produtores de Milho

AOAC - Metodologia Analitica Oficial

BCBA - Bolsa de Cereais de Buenos Aires

CIDASC - Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina
EPAGRI - Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina
CG - Grupo Controle

CT - Grupo Tratado

GRAS - Generally Recognized As Safe

LABMICO - Laboratorio de Analise de Micotoxinas e Contaminantes Alimentares
LCME - Laboratoério Central de Microscopia Eletronica

MAPA - Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

MEY - Microscopico Eletronico de Varredura

ME - Microscépico Estereoscopico

OA - Oleo de Andiroba

OE - Oleo Essencial

PF - Plasma Frio

PROFTI - Laboratorio de Propriedades Fisicas

USDA - United States Department of Agriculture

UV - Ultravioleta


http://www.epagri.sc.gov.br/

1. INTRODUQGAQ ....uoeerrererererererenesesesesesesesesesesesesesssesesesssssesssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssass 23
2. OBUIETIVOS ... ciirnneeniiiicnnsnsssssssssisscssssssssssssssscssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssens 26
21 GERAL .ottt e e e e et e e e e e e e ettt abbaeaaeeeeeenarbraaaaaeens 26
2.2 ESPECIFICOS ...ttt 26
CAPITULO 1 auueveeresresersssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssasssssssssssssssssesssssses 27
REVISAO DE LITERATURA ....ccorurerennenennessessessenssssssssssssssessssssssses 27
1.1 O MILHO (Z8a MAYS L) ..ciiieiiiieeeee ettt e e 28
1.1.1 Anatomia ¢ Composi¢ao Nutricional do GrA0 .............uuueiiieeeiiiiiiiiiiieeeeeeeiiiiieeee e eeeeeeeaeenn 28
L1 2 PrOQUGAO ...cevti ittt et et e e e e e e e e e et e e e e e e e et e e e eaaanns 30
1.2 FUNGOS CONTAMINANTES DE MILHO.....cccccoenvuereccscnnseecsans 33
1.2.1 FUNGOS DE CAMPO .......ooiiiiiiiieeeeee ettt 37
1.2.2 FUNGOS DE ARMAZENAGEM .......ccciiiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e e e e eiiiaraneea s 38
1.2.3 FATORES QUE FAVORECEM O DESENVOLVIMENTO DE FUNGOS E FORMACAO
DE MICOTOXINAS ...ttt e e e e ettt e e e e e e e ettt b e e e eeeeeeeetatbaaaeeaaeeessnetrsaaeeaeens 40
1.2.4 CARACTERISTICAS CLIMATICAS versus FUNGOS .........cccocoeueueueeeieieieeeesseesennns 41
1.4. METODOS DE INATIVACAO FUNGICA ....u..omcrrnnnersnanennn 43
1.4.1 METODOS FISICOS ..., 43
| B BT o7 123 PRSPPIt 44
1.4.1.2 Processamento de Alta PreSSA0.........uiieeiiiiiiiiiiiii et e et e e e e e eeees 44
1.4.1.3 Radiagao UITaVIOIEta .......civiiiiiiiiiie et e e e e e e e et 44
1.4.2 METODOS QUIMICOS ...ttt et et 44
To4.2.1 OZOMI0. ..u ittt et et e et e e e e et e e e e e et e e e et e e e et e e e raa e 45
1.4.3 METODOS BIOLOGICOS ..ottt 45
1.4.3.1 Orégano (Origanum VUIGATE L) .......cccuieieiiiiiiiiiiiiee et e e et e e e e et e e e e e e eeeees 46
1.4.3.2 Piperina (PIDEr HEGFUML) .....c..ccovveeeiiieeeeeeeeeeeeiee e e e e ettt e e e e e e e e e eas e e e e e e eeeasaaaaeeaaeeens 46
1.4.3.3 Juca (Libidibia ferred MAT) ...........uuuieeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeeeiiie e e e e e e eeeeaseaeeeeeeeeessnnnaaaeeaeeeees 46
1.4.3.4 Guarana (Paullinia cupana KUNth) .........cccoooiiieeee e 47
1.5 ANDIROBA (Carapa guianensis Aubl.) - A ARVORE ..........cvererereererrerersesensesasessenes 47
1.5.1 OLEO DE ANDIROBA .......cocvoviviiitiieieieieieteieeeie e ee e 49
1.5.2 APLICACOES DO OLEO DE ANDIROBA ......ovouiuiteeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 55
1.5.3 EFEITO DO OLEO DE ANDIROBA NOS ORGANISMOS VIVOS ....ccoocvveieieeeeerenn 58
1.6 PLASMA FRIQO .....cccoininnnnnnnniiiicnissncssssssssssccsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassss 68
1.6.1 FUNCOES E UTILIZACOES GERALIS .......oviiiiiiieeeee oo 68
1.6.2 PRINCIPIOS DE FUNCIONAMENTO .....ovoutieeoeeeeeeee ettt et en e 70
1.6.3 REATORES DE PLASMA FRIO .....ccoiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt eiiivvaeeea e 71

1.6.4 APLICABILIDADE ... 73



1.6.5 EFEITO NOS ALIMENTOS ... 74

1.6.6 VANTAGENS E DESVANTAGENS DO PLASMA FRIO ...cviiiiieeeeee e, 83
REFERENCIAS .....cveveveveveeeeeuesesesessssnsasssssssasasssasasssssnsnsssssssasssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 84
FLUXOGRAMA CONCEITURAL DA TESE....ououeeeeeeeeeeseeeesenns ..104

CAPITULO 2 - CARACTERIZACAO DA SEMENTE DE ANDIROBA (Carapa
Guianensis Aubl.) AMAZONICA POR MICROSCOPIAS ESTEREOSCOPICA E

ELETRONICA DE VARREDURA - SAUDAVEL......cucierernererensesenscsssesssessesssessess 106
RESUMO.uuuciictiiiiinniiisnncnsnnsssssnsssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 107
2.1 INTRODUGAQ ....eeeererrereneresessesesessssssssasessssssssssesessssssssssssassssssssssssssssssessssssssssssssssess 107
2.2 MATERIAL E METODOS ....cccureunenmenneensenssenssenssesssessssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssns 109
2.2 0 MATERIAL ..ottt ettt e e ettt e e e e e e st 109
B B B N 4 o1 5 - SO SPR 109
3.2.1.2 EQUIPAIMIENLOS ...uueeeeeeiiiiiiieeeeeeeeteitiee e e e e e e e eeattea e e e e e e e eeett e e eeeeeeeasanenaeeeeaeeeenssanaaeeaaeaees 109
3.2.1.3 OULTOS IMALETIAIS. .. .eeeerieiiiiiieeeeeeeiiiitieeeeeeeeeetttt e eeeeeeeeetttnneeeeeeeasssennnaeeeeeresssnnnnaeaaeeees 109
2.2.2 METODOS ...ttt ettt 109
2.2.2.1 Preparo da AMOSITA ... ...ieeeeeieiiiiiiieeeeeeeeitiieeeeeeeeeeetttieaeeeeeeeeessnnnaaeeeeeeessnnnnnaaseeeeessnnnn 109
2.2.2.1 Microscopia Estereoscopica - ME..........ccooiiiiiiiiiiiieiiiiceee e 110
2.2.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV...........oooiiiiiiiiiiiiiii e 110
2.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.....ucuueererereresenaesesesesssesssessssssssssesesssssssssssesssssssssess 111
2.3.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DA SEMENTE DE ANDIROBA — ME .......... 111
2.3.2 DISTRIBUICAO DAS CAMADAS TECIDUAIS DA SEMENTE DE ANDIROBA E
CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS — MEV ...ttt 116
2.4 CONCLUSAOQ ...cucunrrininsissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 123
REFERENCIAS ....coucvetererenscsesesscsessesssessssessessssessesessesssssssssessessssessssssessssessssessessssessesesseses 124

CAPITULO 3 - CARACTERIZACAO DA SEMENTE DE ANDIROBA (Carapa
guianensis Aubl) AMAZONICA POR MICROSCOPIAS ESTEREOSCOPICA E
ELETRONICA DE VARREDURA: LOCAIS DE SUSCETIBILIDADE A

DETERIORACAQO POR FUNGOS ...ourreecrererrnesesesssessssesesessssssssesesssssssssssssssssssasseseses 127
RESUMO .cuuuuiiiciisnnniccsssannicssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 128
3.1 INTRODUGCAOQ ...ooeerrceererereresesesesesesesssssssssesssssssssssssssssssesssesssssssesssssssssssssssssssssssssssens 128
3.2 MATERIAL E METODOS ....ucoureumeuneenssenssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssess 129
3. 2.1 MATERTAL ...ttt ettt e e e e e ettt e e e e e e s sttt e e e e e e e eeannssaaeeaaaeens 129
T B AV 14 01 5 . PP PPPRN 130
3.2.1.2 EQUIPAMEINLOS ..uuuneieiiiiiiiiiiieeeeeeeeetiiieeeeeeeeeeeeattt e e eeeeaseessaensaeeeseesssssennnaeeeessesssanaaaaaaeeees 130
3.2.1.3 OULTOS MIALETIAIS ... eeeeriririiiieeeeeettiiiiieeeeereetatueaaaeeeeeeeesannnaeeeeeenssnnnnnaeaeseeenssnnnnaeaarenes 130
3.2.2 METODOS ...ttt ettt 130
3.2.2.1 Preparo da AMOSIIA .. ....uuuuieeeeeriiiiiiiieeeeeeeeetiieeeeeeeeeeeeaseeeaeeseessssennaaeaeeeresssnnnnaaaeeees 130
3.2.2.2 Microscopia Estereoscopica - ME..........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiceee e 131

3.2.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV ... 131



3.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.....cccomirrnersrrernsnssnsnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessases 132

3.3.1 MEV SEMENTES DE ANDIROBA: LOCAIS SUSCETIVEIS A DETERIORACAO ....... 132
3.3.2 INFECCAO POR FUNGOS EM SEMENTES DE ANDIROBA DETERIORADAS.......... 136
3.3.3 METODOS DE PREVENCAO E CONTROLE ..., 138
3.4 CONCLUSAOQ ....coerereerererssesessesesessessssssesessessssssessssssssesssssssssassssssessssessssssssessssessssesesssses 139
REFERENCIAS ....ocoucveteierenseresessesssesssessssessesssessesessessssessssssesssessssessessssessssessessssessesesseses 139

CAPITULO 4 - CARACTERIZACAO DE GRAOS DE MILHO (Zea mays L. E
POSSIVEIS LOCAIS SUSCEPTIVEIS A INFESTACAO POR FUNGOS E
ORGANISMOS VIVOS POR MICROSCOPIAS ESTEREOSCOPICA E

ELETRONICA DE VARREDURA ....uuotencecrcencrsscnscscssssessesssessssssesssesssssssessssessssesseses 142
RESUMO..uuuuiiiciinnniinnnnenicsssssasscsssssssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 142
4.1 INTRODUGAQ ..ccuueeieincnnsinsiscnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssess 143
4.2 MATERIAL E METODOS .....ouueteecrnnercnesscsssesesessessssesesessessssssesssssssssessassssessssessess 145
421 MATERIAL ...ttt e e e ettt e e e e e e e e eeatb e e e e e eeassnnnnnes 145
L O N N 4 Lo 11 - TSP UUUPRURSPPIN 145
4.2.1.2 EQUIPAIMENTOS ...ceiiiiiiiiiieeeeeeeeeiitiieeeeeeeeetttiisaeeeeeeessssaaesaaaeesssssennsaaeeeesessssennnaeesssssssnns 145
4.2.1.3 OULTOS MALEIIAIS. ...eevvviiinseeeeeeeiiiiiiieeeeeeeettti e e eeeeeeesasanseeeeeeeessnnnnaaeeeesessssnnnnaaeesessnnnnn 145
4.2.2 METODOS .....oouiiiiiiiieieie ittt sttt 146
4.2.2.1 Preparo Das ATNOSITAS .....ceevuunieiiiiieeeiiie e et e ettt e e ettt e e e ette e e e et e e eeataeeeeataeeeesennaaeees 146
4.2.2.2 Microscopia Estereoscopica - ME.........coooiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 147
4.2.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV...........ooiiiiiiiiiiiiiiie e 147
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.....ucuuirererererersasesesesesesssssssesssssssssssssssssssssssesssssssens 148
4.3.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DO GRAO DE MILHO ~ ME .......ccccooornnnnnn 148
T T B B o< 4 1o 1y oo O SUPPPRRRN 148
TG T BN o 1 U (1] 1<) 4 11 U UUOPPURPUPN 148
4.3.1.3 PedinCulo € GEIMEN. .......ceceviiiiiiiiiie e e e eee et e e e ettt e e e e e e e e et e e e e e e eeeabteeeeeeeeeeesnns 149
4.3.2 CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS E DISTRIBUICAO DAS CAMADAS TECIDUAIS
DO GRAO DE MILHO — MEV ..ot 149
T TR B o< 4 1o 1y oo T USSR 151
4.3.2.2 ENAOSPEIINA ... cciiiiiiiiiiiiiee e e e e ettt e e e e e ettt e e e e e e e e ettt e e e eeeeeeesaaa e eeaeeeeasraesaeeeaeeessnes 152
4.3.2.3 PedlNCULO € GEIMEN. ... ..cieieiiiiiiiiiiee e e e ettt e e e e e e eeetttee e e e e e eeeeaeeaeeeeeeeesssnnnaeeeeeeessnnns 153
4.3.3 Susceptibilidades a Danos € Contaminagao.............uuueueeeereiiiiiiiiiieeeeeeeeeiiiiieeaeeeeeeerrriinnnnns 154
4.4 CONCLUSAQ ....ouimiucnsersincncnsnsissessessssssssssssssssssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 155
REFERENCIAS.......ccouriumrenmeiusseenssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassasssssssssssess 155

CAPITULO 5 - EFEITO DO OLEO DE ANDIROBA (Carapa guianensis Aubl.) NO
CONTROLE DE FUNGOS EM GRAOS DE MILHO (Zea mays L.) E CAPACIDADE

GERMINATIV A ..oeeeerencrennesesessesesssesessssesssssessssessssssessssssessssssssssssssssssessssssssssssessssesesssses 158
RESUMO.....ooooeuieeeneresessaessesessssesesssssssssessssssessssasssssssssssssesssssessssasessses 159
5.1 INTRODUGAQ .....eceererererereresessesesesssssssssessssssssssessssssssssssssessssssssssssessssssssssasssssssssssens 160

5.2 MATERIAL E METODOS ......ccooestniuneresressnsassassssssssesssssssssssessssssssssssessessessssssassassens 161



5. 2.1 MATERIAL ..o et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeaeaenns 161

5. 2,101 AIIOSTIA. e eeiiiiiiiiiiee e ettt ettt e ettt et e e et e et e e e 161
5.2.1.2 O1€0 de ANGITODA ........corvveieiiicii et 162
5.2.1.3 Meio de Cultura, QUImicoS € OULTOS.........uuiiiiiiiieeeiiiiee e e e e e e eaaanns 162
5.2. 1.4 EQUIPAMIENLTOS «..tuvuuieeeeteeiiiitiiee e e e e ettt e e e e e e et etttte e e e e e e e ettt e e eeaeeeeasannnaeeeeeeeastnnnnnns 162
5.2.2 METODOS ...ttt ettt 162
5.2.2.1 Contagem Total de FUNGOS.......cceiviiiiiiiiiiieee e e e e e e e 162
5.2.2.2 Géneros Fangicos Isolados de Graos de Milho e Expostos a OA...........cccoeeeeeeiiiriiiinnnnnnn. 163
5.2.2.3 Efeito Antifungico do OA no Grao de Milho — Semeadura Direta..............ceeveveeereeenenene. 164
5.2.2.3.1 Preparo das AMOSIAS ......uuueeeeiiiiiiiiiieeeeeeeeiiiiiieeeeeeeeertrtiaeeeeeeeesstiaaeeeseresssrnnaeaeens 164
5.2.2.3.2 Tratamento dos Graos de Milho com OA ...........oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeees 164
5.2.2.3.3 Avaliagdo do Efeito Antifungico e Identificacdo de Géneros - Grupos GC & GT......... 164
5.2.2.4 Efeito Antifingico do OA no Gréo - em Condigdes de Armazenagem Comercial ........... 165
5.2.2.5 Efeito na Capacidade GerminatiVa.........ccceeeeeiiiiiiiiiiiieeerriiiiiiineeeeeeeeeriieeeeeeeeeessnennnnnns 166
5.2.2.6 Efeito Antifingico do OA no Grao - Analise Sensorial ............ccoevveveiiiiiiiiiiiiiiiiiiineneenn. 166
5.2.2.7 ANALISE EStaAtIStICA ....eeeiiiiiiiiiiiie et e ee it e e e e e e e e ee et e e e e e e eeeabt e e e eeeeeearraen e as 167
5.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ......ccoouiueererneenisessesesessessssssssssssssssssessssssssssssessssasessses 167
5.3.1 CARGA FUNGICA ...c.outiiiiiiitieiei ettt 167
5.3.2 PRINCIPAIS GENEROS FUNGICOS ISOLADOS DE MILHO versus MEIO DE CULTURA
............................................................................................................................................. 168
5.3.3 CONTROLE DO OA NO CRESCIMENTO FUNGICO (DIAMETRO) ..........c.cccocvnvnn... 170
5.3.4 EFEITO OA EM FUNGOS DO GRAO DE MILHO .......c..ccooiiiiiiieieeeceeeeeeeee, 173
5.3.5 EFEITO DO TRATAMENTO COM OA NO GRAO — CONDICOES DE ARMAZENAGEM
COMERCIAL ... 175
5.3.6 EFEITO DO TRATAMENTO COM OA NO GRAO - CAPACIDADE GERMINATIVA..177
5.3.7 EFEITO DO TRATAMENTO COM OA NO GRAO - ATRIBUTOS SENSORIAIS ........ 179
5.4 CONCLUSAD ....coiumcinnisssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 181
REFERENCIAS ....oucvetererenscsesesscsessesssessssessesssessesessessessssssessessssssssssessssessssessessssessesesseses 182

CAPITULO 6 - EFEITO DO PLASMA FRIO SOBRE GRAOS DE MILHO (Zea mays
L.): INATIVACAO DE FUNGOS, ESTABILIDADE DA MICROESTRUTURA E

CAPACIDADE GERMINATIV A ....cciiiiiicrnnrsnneneeecccccssssssnssssessscssssssssanssssssssssssssssssassssssens 188
RESUMO ...cinnenniiicccsssscsssnsssssssccsssssssssssssssscssssssssssssssssssssssssssssassssssssss 188
6.1 INTRODUGCAQ ....ueevrererecrererensesesesessssssesessssssssssesesssssssssssssssssssssssesssssssssssssesssssssasss 189
6.2 MATERTAL E METODOS .....ccuoviunerersnsssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 191
6.2.1 MATERIAL ...ttt e 191
(O R AN 4 Lo F] o - F PPN 191
6.2.1.2 Meio de Cultura € OULTOS.........iiiiiieieiiie et 191
6.2.1.5 EQUIPAIMIENLOS . ..ueeeeeeiiiiiiiieeeeeeeeteetiee e e e e eeeeeetttae e e e e eeeeeett e eeeeeeeasssanaaeeeeaeeenssnnaaaeaaeaees 192
6.2.2 METODOS .....ooimiiiiiiiiiiieeeeeteee ettt 192
6.2.2.1 Preparo da AMOSIIA . ......uuuuueeeeiiiiiiiiiie e e eeeeetiteeeeeeeeeeeeaati e e eeeeeeassateaaeeeaeeesssrennnaaaaaees 192
6.2.2.2 Tratamento com Plasma FTriO..........coooiiiiiiiiiiiiiii e 193
6.2.2.1 Contagem Total de FUNZOS.......ccoiviuiiiiiiiiiiiii et e e e 193
6.2.2.2 Isolamento € IdentifiCagao..........ccuvueiiiiiiiiiiiiii e 194

6.2.2.3 Capacidade GETMINALIVA ........uuuuuueieirieetitttiteieaeetaeaaaeaaaeaeeaeeeeeaeeeeeeeeenenennnenenennnsnnnsnnnennns 194



6.2.2.4 Microscopia Estereoscopica - ME...........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiii e 195

6.2.2.5 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV . .....c..ooooiiiiiiiiiiiiieeee e, 195
60.2.2.6 ANAIISE ESTALISTICA .eutinininiit ettt e 195
6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO....ucciceereenrsnecsessssssssssessosssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssnsans 195
6.3.1 EFEITO ANTIFUNGICO DO PF ..o 195
6.3.2 EFEITO DO PF NAS CARACTERISTICAS MICROESTRUTURAIS DA SUPERFICIE DO
GRAO ..o e 198
6.3.3 CAPACIDADE GERMINATIVA .. .ottt e 204
6.4 CONCLUSAQD . ....cucucrerrrrereresesesssssssesssessssssesessssssssssssesssssssssssssssssssssssessssssssssssssesssesssasss 207
REFERENCIAS ..o viiteresenissesessessssssessssssessssessssssesssssssssssssssssssssssssessssessssssssssssessssssesssses 207
OLEO DE ANDIROBA versis PLASMA FRIO........coooveeeeeeeeeeeesssssssssssssssssssssssnssssssseses 213
CONSIDERACOES FINALS cooeveeeeeereeneceereeneccsresescssessessssassessssessssossases 214
ANEX OIS ertteeeereeneeeereeeesceresesscssssssscssssssssssssessssssssssssssssssssssesssssssessssas 217

[A] Artigos Publicados
1. Characteristics and Effects of the Amazonian Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) Oil Against

Living OrganiSms — A REVIEW ........uuuiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiit it 217
2. Characteristics of Maize (Zea mays L.) Grains and Their Living Organisms Entrance Sites by
Scanning ElEctrON MICTOSCOPY ....vvvrrrrrrrrererirerereeetueeteaueeeasaseeesssesssesasesesesnensnenennnsnenenensnnnnnnnsnnns 217
3. Effect of Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) Oil for Fungi Control in Maize (Zea mays L.)
GTAIIIS. ¢ttt s 217
4. Effect of Cold Plasma Treatment on Fungi Inactivation and Germination of Maize (Zea mays
) B € ¢ 11 PRSPPI 217

[B] Artigos Submetidos
1. Stereo and Scanning Electron Microscopy of the Amazonian Andiroba (Carapa Guianensis

F N1 o) B USRS PPRPT 217
2. Stereo and Scanning Electron Microscopy of the Amazonian Andiroba (Carapa Guianensis
Aubl.) Seed: Fungi Spoilage Susceptibility SIeS.......ccceeeeiiiiiiiiiiiieeeeiiiiiiiieeeeeee e e eeeeeaiien 217

3. Effect of Cold Plasma on Maize (Zea Mays L.) Grains: Inactivation of Fungi, Microstructure
Stability and Germination CaAPACITY .........eevvrruuiieeeeeeeiiiiiireeeeereeririeaaeeeeereersrneaaeeeereessnnnaaaeeees 217



23

1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é um dos principais cereais cultivados globalmente,
destacando-se como o de maior volume de producdo no mundo (Nascimento et al. 2015). No
Brasil, ocupa uma posigao proeminente, sendo o terceiro maior produtor mundial, com cultivo
em todas as regides do pais, especialmente no Centro-Oeste, Sul e Sudeste, onde as condigdes
socioecondmicas e edafoclimaticas variam amplamente (USDA, 2020). Sua importancia
econdmica ¢ inquestiondvel, sendo amplamente utilizado desde a alimentagdo animal (que
absorve a maior parte da safra), até aplica¢des industriais de alta tecnologia para alimentagao
humana (EMBRAPA, 2021).

Dada a relevancia dos produtos agricolas na dieta global, a preocupagao com o controle
da umidade do milho pos-colheita é crucial para evitar a contaminagao fingica, que pode
ocorrer durante diversas etapas, desde o cultivo até o armazenamento (Santurio, 2000). Os
fungos que atacam graos e sementes podem ser classificados em dois grupos: os fungos de
campo - que afetam o produto no campo e os fungos de armazenagem - que surgem pos-
colheita, ou seja, antes (durante o transporte) e no armazenamento, ambos capazes de
comprometer a qualidade do milho (deterioragdo) e, seguranca (indiretamente gerar
micotoxinas prejudiciais a saude humana e animal), se toxigénicos (Scussel; Savi; Kluczkovski,
2018).

Os principais fungos encontrados em graos de milho sdo o Fusarium, Aspergillus e
Penicillium spp. diversas espécies de Fusarium (como F. verticillioides, F. proliferatum e F.
graminearum), podem contaminar graos de milho e produzir varias micotoxinas (fumonisinas,
zearalenona e tricotecenos) (Mills, 1989). Espécies como Aspergillus (A. flavus e A.
parasiticus) sao comuns em milho e podem produzir aflatoxinas, que sdo algumas das
micotoxinas mais toxicas e carcinogénicas conhecidas. Por outro lado, certas espécies de
Penicillium, que podem ser encontradas em graos de milho, e produzem micotoxinas como
ocratoxina A, que tem sido associada a danos renais e desenvolvimento de tumores (Scussel;
Savi; Kluczkovski, 2018).

Para seu controle em lavouras de milho, se faz necessario uso de fungicidas,
principalmente os sintéticos. Dentre os grupos de fungicidas, estdo os QUIMICOS (compostos
sintéticos projetados para destruir ou inibir o crescimento de fungos — triazdis, estrobilurinas,

carbamatos e benzimidazdis), os quais, podem ter agdo SISTEMICA (absorvidos pela planta e
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distribuidos por toda a sua estrutura, oferecendo prote¢do interna contra os fungos) ou de
CONTATO (permanecem na superficie da planta e protegem apenas as partes onde sdo aplicados)
e BIOLOGICOS (baseados em microrganismos vivos, como bactérias, fungos ou virus, que tem a
capacidade de controlar patdgenos fungicos — Bacillus thuringiensis € Trichoderma spp.)
(Timmermann; Zaccaron; Forcelini, 2022). Ja os NATURAIS (derivados de substancias naturais,
como 0leos essenciais (OE) ou extratos de plantas, ou compostos isolados de organismos vivos
— 0leo de nem (Azadirahta indica A.), extrato de alho (A/lium sativum) e compostos fendlicos
de plantas) (Santos; Silva; Oliveira, 2021).

Com o objetivode encontrar solugdes eficazes e seguras, ha uma crescente busca por
meétodos de inativagdes mais brandos (green), reconhecidos como seguros (GRAS — Generally
Recognized as Safe), visando reduzir o uso de agrotoxicos (sintéticos) e promover praticas mais
sustentaveis. Entre esses métodos, destacam-se estudos de fungicidas NATURAIS — extratos de
plantas, tais como como o guarand (Paullinia cupana L.), juca (Libidibia férrea L.) dentre
outros, além de métodos INSTRUMENTAIS — através da aplicagcdo de atmosferas modificadas,
como dioxido de carbono e 0zdnio, e a tecnologia de plasma frio (PF) (Martins etal. 2014, Savi
et al. 2014; Scussel et al. 2018, Runtzel et al. 2020).

O ¢6leo de andiroba (Carapa guianensis Aubl.) - OA, extraido das sementes da arvore
de mesmo nome, ¢ reconhecido por suas propriedades medicinais pelos nativos da regido
amazonica, sendo rico em acidos graxos essenciais € compostos nao graxos. Sua utilizacao tem
sido estudada como método natural medicinal de inativagao fungica, destacando-se por suas
propriedades antissépticas, anti-inflamatorias, cicatrizantes, insetifugas e emolientes
(Mendonga, Ferraz, 2007; Nayak et al. 2011). Ja4 o PF, uma nova tecnologia ndo térmica de
processamento de alimentos, que utiliza eletricidade e um gas transportador tem sido reportado
na literatura para inativar microrganismos e alguns fungos (Devi et al. 2017; Patange et al.
2017).

Embora sejam considerados métodos promissores, pouco tem sido estudado para graos
bem como avaliacdo de diferentes géneros fingicos e efeitos no alimento (atributos quimicos e
fisicos, incluindo textura, mudangas nas taxas de germinagdo, inativagdo enzimatica, entre
outros). Mudangas e alteracdes essas, que podem ser indesejadas, e outras benéficas para a
industria de alimentos.

Dada a magnitude dos prejuizos na agricultura e os riscos associados a fungos
deteriorantes, ¢ fundamental a realizacao de estudos para avaliar a eficacia de métodos brandos

de inativagdo fungica que mantenham a seguranca dos alimentos e preservem suas
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caracteristicas naturais pds-tratamento, minimizando o acumulo de residuos e promovendo

praticas mais sustentaveis.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Investigar susceptibilidades através do conhecimento de microestruturas da semente
de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) e graos de milho (Zea mays 1.), bem como desenvolver
procedimentos para inativagio fngica por métodos brandos — NATURAL (Oleo de Andiroba -
OA) e INSTRUMENTAL (Plasma Frio - PF) — como estratégia (green) de prevencao e controle

da deterioracdo por fungos nos graos.

2.2 ESPECIFICOS

1. Caracterizar microestruturas da semente de ANDIROBA (casca e améndoa, distribui¢do do
0leo) - semente saudavel e deteriorada (danificada por organismos vivos);

2. Caracterizar microestruturas do MILHO em grio (externas e internas) e seus locais
susceptiveis ao acesso/proliferacdo de fungos, bem como de outros organismos vivos, por
microscopias estereoscopica (ME) e eletronica de varredura (MEV);

3. Desenvolver metodologia com efeito antifiingico, utilizando produto natural da floresta
amazonica, o OLEO DE ANDIROBA (OA) — concentra¢do, géneros fungicos susceptiveis /
resistentes (Fusarium, Aspergillus, Penicillium), bem como efeito nos graos;

4. Investigar o efeito do tratamento antifiingico pelo METODO NATURAL - OA sobre a carga
flngica contaminante em graos de milho naturalmente contaminados e durante a armazenagem,
e sua influencia sobre o poder germinativo e seu efeito nos atributos sensoriais dos graos de
milho;

5. Aplicar METODO INSTRUMENTAL — PF com efeito antifingico em graos de milho naturalmente
contaminados submetidos a diferentes niveis de umidades;

6. Observar possiveis efeitos do tratamento por PF na estrutura externa do milho por
microscopias (ME e MEV) e averiguar o efeito do tratamento com PF nos graos de milho quanto
a capacidade germinativa nas condi¢gdes utilizadas (intensidade, poténcia e tempo de
€Xposicao);

7. Comparar os dados obtidos e eficicia dos diferentes métodos estudados (OA e PF), bem

como seus efeitos nas caracteristicas do grao.
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1.1 O MILHO (Zea mays L.)

Em pequenas ilhas, proximas ao litoral mexicano, foram registradas as primeiras
praticas do cultivo de milho, cerca de 7.300 anos atras. Aproximadamente 4.000 anos este cereal
ja se cultivana América do Sul, de origem caribenha, tem como significado de seu nome “o
sustento da vida” (Araujo, 2008).

Os povos Maias, Astecas e Incas reverenciavam o cereal na arte e religido, grande parte
de suas atividades diarias eram ligadas ao seu cultivo. Com a descoberta da América e as
grandes navegacoes do século XVI, a sua cultura se expandiu para outras partes do mundo.
Hoje ¢ cultivado e consumido em todos os continentes (Abimilho, 2015).

O cultivo do milho no Brasil vem desde antes do seu descobrimento. Os indios tupi-
guaranis tinham o cereal como o principal ingrediente de sua dieta. Com a chegada dos
portugueses, 0 seu consumo cresceu € novos alimentos derivados de milho foram tornando-se

parte dos habitos alimentares dos brasileiros (Abimilho, 2015).

1.1.1 ANATOMIA E COMPOSICAO NUTRICIONAL DO GRAO

O milho (Figura 1) ¢ uma monocotiledonea, pertencente a familia Poaceae, Subfamilia
Panicoidae, género Zea e espécie Zea mays L. (Siloto, 2002). Produzido em quase todos os
continentes, ¢ de extrema importancia econdmica caracterizada pelas variadas formas de sua
utilizacdo, que vao desde a alimentagdo animal até a industrial de alta tecnologia (Paes, 2006).
E o alimento ou a cultura favorita para 900 milhdes de consumidores e agricultores dos paises
de média-baixa e baixa renda (Naylor et al. 2005).

E uma planta herbacea, mondica, ou seja, possui os dois sexos na mesma planta em
inflorescéncias diferentes, se caracterizando em uma planta anual por ter seu ciclo completo de
quatro a cinco meses (Pons; Bresolin, 1981). O carater mondico e a sua morfologia
caracteristica sdo resultados da supressdo, condensa¢do e multiplicagdo de varias partes da
anatomia basica das gramineas (Mackinnon et al. 2002).

O grao de milho ¢ o fruto de uma semente, ou cariopse caracteristico das gramineas
(Mackinnon et al. 2002). Sao, geralmente, amarelos ou brancos, podendo apresentar coloracdes
variadas, do preto até¢ o vermelho. Sua composi¢do média em base seca ¢ 72 de amido, 9,5

proteinas, 9 de fibra e 4% de 6leo (Paes, 2006).



29

Figura 1 - Espiga de milho (Zea mays L.)
¥ \\/}Y H| T

Fonte: EMBRAPA (2014).

O grao de milho (Figura 2) é composto pelo pericarpo (camada de fibra envolvendo a
semente), endosperma, gérmen — embrido (rico em proteina e 6leo), coledptilo, mesocotilo,
radicula e coleorriza (Mahanna et al. 2014). A ponta do grao ¢ a parte remanescente do tecido

(pedicelo), que conecta o grao ao sabugo.
Figura 2 - Corte transversal do grao de milho (Zea mays L.)

Cotilédone
(escutelo)

Coledptilo

Plumula

Fonte: Peske; Rosenthal; Rota (2012).

(a) Pericarpo (camada externa) - derivado da parede do ovario, pode ser incolor,

vermelho, marrom ou variegado (Mackinnon et al. 2002).
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(b) Endosperma - triploide, originario da fusdo de dois nucleos femininos e um nucleo
masculino (Mackinnon et al. 2002). E composto de uma camada externa de amido rigido ao
redor de um nucleo de amido interno maledvel (Mahanna et al. 2014). Representa
aproximadamente 83% do peso seco do grao (Paes, 2006).

(c) Gérmen - compde 11% do peso total da semente e consiste de uma plimula (planta
embrionaria) e o escutelo (cotilédone ou folha de sementes) (Mahanna et al. 2014).

(d) Coleoptilo - bainha de protecdo que envolve o ponto de crescimento da plantula
(Mahanna et al. 2014).

(e) Mesocdtilo - primeiro internddio ou parte do colmo entre o cotilédone e o primeiro
n6 (Mahanna et al. 2014).

(f) Radicula: raiz primaria (Mahanna et al. 2014).

(g) Coleorriza: bainha de prote¢do que envolve a radicula (Mahanna et al. 2014).

Este alimento abrange quase todos os aminoacidos conhecidos, sendo excecdes a lisina
e o triptofano (Matos, 2007), devido a sua alta composi¢ao de carboidratos (amido) e lipideos
(6leo) ¢ considerado um alimento energético para as dietas humana e animal. O 6leo de milho
possui em sua composi¢ao acidos graxos, de grande importancia para a dieta humana,
principalmente para a prevencao de doencgas cardiovasculares e o combate ao colesterol sérico
elevado.

Outro importante aspecto dos lipideos no milho estd relacionado ao contetido dos
carotenoides e dos tocoferdis (vitamina E) (Paes, 2006). Devido ao conteudo lignocelulodsico
do grao de milho verde e nos derivados integrais do grao seco, esses produtos sao considerados
indispensaveis fontes de fibras, especialmente do tipo insoluvel (hemicelulose, celulose e
lignina) (Oliveira et al. 2004; Paes, 2006). Essas caracteristicas fazem com que seja
recomendado na dieta humana para o controle de colesterol, melhora da constipagdo intestinal,
prevencdo do céancer de intestino e da diverticulite, possuindo, portanto, valor funcional
importante (Paes, 2006).

Em geral, o mercado de milho verde brasileiro ¢ formado pela industria, que o vende
como milho em conserva ou milho verde enlatado, e as centrais de abastecimento dos grandes
centros urbanos (Ceasa, Ceagesp, etc.), distribuem o milho verde em espiga para consumo "in

natura" e/ou elaboracdo de pratos tipicos, como canjica e pamonha (Matos, 2007).

1.1.2 PRODUCAO
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O milho ¢ um dos principais cereais cultivados no mundo (Abramilho, 2010;
Nascimento et al. 2011). Segunda a USDA (adaptador por FIESP, 2022), ¢ o cereal de maior

volume de producao mundial, com aproximadamente 1,19 bilhdes de toneladas (Tabela 1).

Tabela 1 - Produgdo mundial de milho (Zea mays L.), safra 2022/23 - milhdes de toneladas
Safras Variacao
18/19 19/20 Abs. (%)
EUA 3839 347,0 -15,5 -4,0%
China 272,6 260,8 -1,6 -0,6%
Brasil 116,0 101,0 10,0 8,6%
U.E.28 42,1 64,6 -17,1  -40,7%
Demais 403,2 335,3 -7,8 -1,9%
Mundo 1.217,9 1.185,9 -32.0 -2,6%
Fonte: USDA, adaptado por Fiesp (2022).

Paises

Os Estados Unidos, China, Brasil, Unido Europeia, Argentina e México sdo os maiores
produtores (Figura 4), representando 74% da produ¢do mundial (FAMASUL, 2023). A maior
parte do milho cultivado para grao estd nos EUA e China, que produzem 30 e 24% do total

mundial, respectivamente (USDA, 2020).

Figura 3 - Participagdo dos paises na produgdo de milho (Zea mays L.) na safra de 2022/23

u Estados Unidos
L Argentina

L Brasil

Unifio Europela
] Miéxi co

China

Demais

Fonte: USDA, adaptado por FAMASUL (2023).

O consumo global do milho foi projetado em 1,19 bilhdo de toneladas, e os estoques

mundiais do grdo foram projetados em 312,9 milhdes de toneladas para a temporada 2022/22
(USDA, 2022).
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Os trés paises lideres na exportacdo de milho sdo EUA, Brasil e Argentina (Tabela 2).
As exportacdes globais de milho, de acordo com estimativas do USDA (2022), devem passar

de 182,6 milhdes de toneladas na safra 2022/23.

Tabela 2 - Exportacdes mundiais de milho (Zea mays L.) - milhdes de toneladas

Pai Safras Variacao
AISES 51722 22/23'  Abs. (%)
EUA 62,2 61,0 13 2.0%

Brasil 44,5 47,0 2,5 5,6%
Argentina 39,0 41,00 2,0 5,1%
Ucrania 24.0 9.0 -15,0 -62.,5%
Demais 295 24,6 -4,9 -16,6%
Mundo 199,2 182,6 -16,7 -8,4%
Fonte: USDA, adaptado por Fiesp (2022).

Segundo USDA (2020) o Brasil ¢ o terceiro maior produtor mundial de milho, sendo
este cultivado em diversas regides do pais, em diferentes condigdes socioecondmicas e
edafoclimaticas, em variados sistemas de produg¢ao, cultivando em média 101,0 milhdes de
toneladas anuais. E considerado o cereal mais cultivado mundialmente, anualmente exporta
mais de 41 milhdes de toneladas de graos (USDA, 2020).

O milho ¢ cultivado em todas as regides do Brasil, principalmente nas regides Centro-
Oeste, Sul e Sudeste. Sua producao ocorre em diferentes €pocas, face as condi¢des climaticas
das regides. O cultivo de verdao, também denominado primeira safra, ¢ o semeio concentrado
na primavera/verao e predomina na maioria das regides produtoras, com excecao das regides
Norte e Nordeste, em que, pela época de maior concentracdo de chuvas ser a partir do més de
janeiro, o periodo de semeadura ¢ denominado segunda safra. O cultivo do milho semeado na
regido Centro-Sul do Brasil, realizado apds a colheita da soja, com semeio concentrado no
verdo/outono, convencionalmente ¢ denominado de safrinha (Contini et al. 2019).

Segundo Contini et al. (2019), o principal produtor nacional ¢ o Estado do Mato Grosso,
juntamente com Parand, Goias, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais (Figura 4), totalizando

74,2% da safra nacional de milho em 2017/18.
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Figura 4 - Mapa de produg@o agricola de milho (Zea mays L.) no Brasil
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Fonte: CONAB (2019).

O grao ¢ de extrema versatilidade, sendo transformado em oleo, farinha, amido,
margarina, xarope de glicose, flocos para cereais matinais e pamonha, porém o principal destino
da safra sdo as industrias de racdes para animais. O aumento da necessidade mundial de milho
como ingrediente para industria de ragdo animal amplia a demanda de exportagdes brasileiras

do produto (MAPA, 2011).

1.2 FUNGOS CONTAMINANTES DE MILHO

Os fungos que invadem graos e sementes sao geralmente divididos em dois grupos:
fungos do campo, que atacam o produto ainda no campo e fungos de armazenagem, que
invadem o milho pouco antes e durante o armazenamento (Marcia; Lazzari, 1998; Jouany,

2001; Scussel; Savi; Kluczkovski, 2018).
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A razdo do grande sucesso dos fungos ¢ sua reprodugao através de esporos, que podem
ser transportados pela 4gua, vento, plantas, produtos e subprodutos, sendo resistentes as
oscilagdes de temperatura e podendo permanecer dormentes no solo por varios anos ( Banwart,
1981; Christensen; Meronuck, 1989; Sinha; Sinha, 1991).

A contaminagdo pode ocorrer devido as condigdes ambientais, métodos de produgdo ou
processamento e armazenagem, ¢ também dependera do tipo de alimento, visto que alguns
graos sao substratos mais aptos que outros para o desenvolvimento e crescimento de
determinados fungos (Santurio, 2000).

Além desses dois grupos, podemos destacar também os fungos endofiticos, fungos estes
que passam parte ou todo o seu ciclo de vida colonizando os espagos inter ou intracelulares de
tecidos vivos de uma planta hospedeira, onde desempenham diferentes interagdes sem causar
efeitos negativos na planta (Schulz; Boyle, 2005; Strobel; Daisy, 2003).

Os graos de milho tém a sua qualidade alterada direta ou indiretamente quando estes sao
infectados por fungos (Figura 5), possiveis produtores de micotoxinas, gerando danos a saude
humana e animal em razao da sua atividade toxica sobre o organismo (Scussel, 1998; Farias et
al. 2000; Kumar; Basu; Rajendran, 2008). O termo conhecido como micotoxina tem sua origem
de uma palavra grega “mykes” (fungo) e de uma palavra do latim “toxicum” (toxina). Essa
expressao greco-latina “mykestoxicum” tem como significado toxina fungica, ou micotoxina

(Lazzari, 1997).

Figura 5 - Dano causado na espiga de milho (Zea mays L.) devido a contaminacdo fingica

'
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Fonte: EMBRAPA (2014).
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Micotoxina ¢ um grupo de compostos, altamente toxicos, produzidos por certas
leveduras ou fungos (organismos aerdbios) que se desenvolvem em lugares que apresentam
baixa presenca de agua, o qual € inapropriado para o crescimento bacteriano (Newman, 2000).
As micotoxinas possuem alta estabilidade quimica, o que permite a sua permanéncia no
alimento mesmo apos a retirada dos fungos pelos processos usuais de industrializa¢do e
embalagem (Chu, 1991).

Os fungos filamentosos produzem uma grande quantidade de metabolitos secundarios
(Tabela 3), como antibioticos, fitotoxinas, pigmentos, além de micotoxinas, que sdo compostos
toxicos. Quando produzidos em associacdo com ragdo animal, alimentos e forragens, os
metabolitos toxicos podem ser ingeridos pelo homem e animais, provocando as micotoxicoses

(Coulombe, 1991; Moss, 1991).

Tabela 3 - Principais fungos produtores de micotoxinas e seus efeitos toxicos

Micotoxinas Fungos Produtores Alguns efeitos observados em animais
. A ] fl Problemas hepati rcinogéni
Aflatoxinas spe{fgzllus avus oblemas hepa cos, carcinogénicos
Aspergillus parasiticus teratogénicos

Fusarium graminearum

. . i Efeitos imunoldgicos, disturbios
Fusarium sporotrichloides g1c0s,

Tricotecenos . digestivos/sangue, dermatite, lesoes
Fusarium poae - 5 . . L
. . bucais, hemorragias de tecidos intestinais
Fusarium equisetl
. . Efeitos estrogénicos, atrofia dos ovarios e
Fusarium graminearum .
Zearalenona testiculos, aborto
Aspergillus ochraceus . . ~
. . . Alteragdes nos rins e figado, supressao
Ocratoxina A Penicillium vernicosum . .
o L imunologica
Penicillium veridicatum
.. Fusarium verticillioides Edema pulmonar, leucoencefalomalécia,
Fumonisinas . . . ..
Fusarium prolifetatum nefrotoxicidade, hepatotoxicidade

Fonte: Scussel; Savi; Kluczkovvki (2018).

As doencas causadas por micotoxinas sao denominadas micotoxicoses, as quais se
caracterizam por sindromes difusas, com predominio de lesdes em determinados 6rgaos, como
rins, figado, tecido epitelial e sistema nervoso central, dependendo da micotoxina. Pode
acontecer simultaneamente a ocorréncia de duas ou mais micotoxinas, potencializando os seus
efeitos toxicos sobre o organismo em questao (Fernandes, 2004). Os sinais e sintomas vao desde
lesdes de pele, sintomas de hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, hematoxicidade ou
genitoxicidade, podendo chegar a morte. Podem apresentar efeitos mutagénicos, teratogénicos,

carcinogénicos ou imunossupressores (Cole; Cox, 1981).
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Segundo Jobim, Gongalves e Santos (2001), as micotoxicoses podem resultar da
ingestdo de toxinas produzidas por trés tipos de fungos:

1. Macroscopicos — (cogumelos) 243 espécies sdo toxicas para o homem e para os
animais;

2. Parasitas — infestam e causam doencas nas plantas durante o seu desenvolvimento no
campo;

3. De armazenamento — infestam e crescem nas plantas durante o seu desenvolvimento no
campo, colheita, secagem, armazenamento e transporte. Em forragens, graos e sementes, com
teores de umidade relativamente baixos e em condi¢des favoraveis podem produzir
micotoxinas.

4. O efeito mais comum de envenenamento leve ou cronico por micotoxinas ¢ o mau
desenvolvimento dos animais domésticos — aves, suinos € bovinos. A contaminag¢do de alguns
ingredientes da dieta pode levar a ingestao de niveis de micotoxinas potenciais para reduzir o
desempenho animal (Lazzari, 1997).

As pesquisas tém demonstrado que a incidéncia de micotoxinas e a ocorréncia de
micotoxicoses ndo estdo restritas a um determinado clima, regifio geografica ou pais. E dificil
de estimar a extensdo dos problemas causados pelas micotoxinas por vdarias razdes, dentre as
quais podemos destacar:

1. As toxinas podem ocorrer em baixas concentragdes dificultando sua detecgao;

2. Frequentemente o produto contaminado ja foi totalmente consumido quando os sinais
de micotoxicoses sdo aparentes;

3. Os sinais de micotoxinas podem ser confundidos com outras doencas dificultando a sua
caracterizagao;

4. Médicos e técnicos ndo sdo treinados ou ndo estdo familiarizados com os sinais de
micotoxicose.

Em geral, as micotoxinas sdo classificadas baseando-se na espécie fungica produtora,
estrutura quimica e/ou modo de acdo. Porém, ¢ valido ressaltar que uma tinica espécie de fungo
pode produzir uma ou mais micotoxinas, e uma micotoxina pode ser produzida por diferentes
espécies fungicas (Hussein; Brassel, 2001). As principais micotoxinas encontradas nas
forragens e graos, estdo geralmente associadas com um grupo de espécies de fungos, tal como,
Fusarium, Aspergillus e Penicillium (Bruerton, 2001; Dawson; Evans; Kudupoje, 2001,

Scussel; Savi; Kluczkovski, 2018).
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1.2.1 FUNGOS DE CAMPO

Geralmente, a deterioragdo dos graos comeca no campo, onde o produto ¢ mantido na
planta até a secagem, pratica estda muito utilizada pelos agricultores, visto que requer pouco
investimento. Porém, esta pratica pode causar elevadas infestacdes de fungos e de pragas de
graos armazenados (Miller, 1995; Resnik et al. 1996; Reid et al. 1999; Nesci; Rodriguez;
Etcheverry, 2003).

Os fungos do campo exigem que o cereal apresente umidade alta para se desenvolverem
(em equilibrio com umidade relativa de 90 a 100%) de 22/23% em peso imido ou 30 a 33%
em peso seco, tendo como excecao do milho armazenado na espiga onde pode ser atacado por
fungos de campo, mesmo apods a sua colheita (Scussel; Savi; Kluczkovski, 2018). Os principais
géneros sdo Fusarium, Helminthosporium, Alternaria e Cladosporium que invadem graos e
sementes durante o amadurecimento, onde o dano ¢ causado antes da colheita, porém quando
armazenados com alto teor de umidade poderdo também se desenvolver durante a estocagem
(Sinha; Sinha, 1991; Miller, 1995; Marcia; Lazzari, 1998).

Dentre os fungos de campo, o Fusarium é o de maior importancia, tendo em vista que
algumas espécies quando desenvolvidas em sementes podem causar a podridao da espiga de
milho (Mills, 1989) e dependendo da espécie/ condigdes em que invadiu o grdo, pode inclusive
produzir toxinas (Scussel; Savi; Kluczkovski, 2018). E um género fiingico amplamente
disseminado em plantas nativas e cultivadas, mas a importancia primordial se deve a atuagao
como patogeno primario de milho anivel cosmopolita, sendo responsavel pela perda economica
de centenas de milhdes de dolares anuais (Frisvad; Samson, 2004).

Esses fungos possuem ampla distribuicdo mundial e sdo encontrados tanto no solo
quanto na superficie de plantas. A contaminagdo de graos e cereais pode ocorrer no campo, ou
durante o armazenamento. O fungo desenvolve-se no milho em condi¢des naturais, onde,
devido a dificuldade da colheita no estagio correto de maturagao da planta e ao alto teor de
umidade de armazenamento, encontra condi¢des 6timas para a produgdo das toxinas (Leeson;
Diaz; Summers, 1995).

As caracteristicas das suas coldnias (Figura 5) sdo micélio bastante desenvolvido, com
aparéncia cotonosa, normalmente com coloragdo rése-violeta ou amarela, tanto no micélio
como no meio em que se desenvolve. Conidios variaveis, finos e simples ou curto, ramificados
irregularmente. Conidios hialinos, multicelular, ligeiramente curvo, ou inclinado nas

extremidades afiladas, tendo tipicamente forma de canoa/fuso; o microconidio ¢ unicelular,
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ovoide ou oblongo, isolado ou em cadeia. Muitas espécies desse género produzem toxinas

(Scussel; Savi; Kluczkovski, 2018).

Figura 6 - Caracteristicas macroscopicas € microscopicas do género Fusarium

Fonte: Teixeira; Coelho; Tebaldi (2017); Agro Online (2017).

1.2.2 FUNGOS DE ARMAZENAGEM

Os fungos de armazenagem Aspergillus, Penicillium, Rhizopus e Mucor sdo encontrados
em silos, armazéns, moinhos, equipamentos e lugares onde sdo armazenados, manuseados e
processados os graos. Os fungos do género Aspergillus e os do género Penicillium sdao os
principais indicadores de deterioracdo em sementes e graos causando danos no gérmen,
descoloragdo, alteracdes nutricionais, perda da matéria seca e os primeiros estdgios da
deterioragdo microbioldgica (Sinha; Sinha, 1991; Miller, 1995; Marcia; Lazzari, 1998). Estao
presentes na pelicula do grao e semente sob forma de esporos, € se desenvolvem tao logo
encontram condi¢des adequadas de umidade e temperatura, inclusive no gérmen. Todos os
fungos de armazenagem tém habilidade de crescer em materiais onde a umidade esteja em
equilibrio com UR de 70 a 90% (Scussel; Savi; Kluczkovski, 2018).

As espécies do género Aspergillus sdo, provavelmente, as mais implicadas na
deterioracdo de alimentos. Morfologicamente, caracterizam-se pelo desenvolvimento de
colonias coloridas e brilhantes e produgao de conidios com cabegas do tipo escovao (Geisen,
2000). O fungo apresenta afinidade particular por determinados substratos, tais como améndoas
e sementes oleaginosas, sendo o amendoim, o milho e o algodao culturas mais atingidas e
economicamente mais importantes (Pitt; Hocking, 1985).

Por ser um género indicador de qualidade, alguns dos seus efeitos sdo a descoloragdo e

morte do gérmen, blue eyes em graos de milho armazenados com umidade de 14,5 a 15,0%,
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variando a espécie pode chegar 18,5% de umidade a baixa temperatura. Pode levar a formagao
de torrdes em cereais. Algumas espécies podem ou ndo produzir toxinas, tais como ocratoxina
A e aflatoxinas (Scussel; Savi; Kluczkovski, 2018).

As caracteristicas das suas colonias (Figura 6) sdo micélio septado, ramificado,
normalmente incolor. Conidioforos erguidos simples, terminando em uma dilatagdo globosa ou
eliptica (vesicula), frequentemente originando-se de uma célula basal. A partir da vesicula
podem originar-se métulas e fidlides, das quais se agrupam os conidios. Conidios sdo

unicelulares, esféricos, de coloragao variada (Scussel; Savi; Kluczkovski, 2018).

Figura 7 - Caracteristicas macroscopicas € microscopicas do género Aspergillus

Os fungos do género Penicillium invadem de forma intensa os graos antes da colheita,
e algumas de suas espécies também sdo fungos de campo. Sao encontrados em grande nimero
no ar, poeira, solo e residuos de graos. Os principais efeitos causados por este género em graos
sdo a morte e descoloracdo do gérmen e de toda a semente, além de formacao de torrdes. Causa
também, como os fungos do genero Aspergillus, blue eyes em milho armazenado a umidade
acima de 18,5% a baixa temperatura. Algumas espécies deste género podem produzir toxinas
(Scussel; Savi; Kluczkovski, 2018).

As caracteristicas das suas colonias (Figura 7) sdo micélio septado, geralmente incolor.
Conididforos aéreos, septados, perpendiculares a hifa submersa da qual imergem. Podem ser
ramificados ou ndo; no primeiro caso, formam estruturas caracteristicas (arranjo em vassoura /
pincel). Os conidi6éforos podem apresentar nas extremidades amétula e a fialide a partir da qual

se agrupam os conidios. Estes sdo hialinos e coloridos, unicelulares e esféricos (Scussel; Savi,
Kluczkovski, 2018).
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Figura 8 - Caracteristicas macroscopicas ¢ microscopicas do género Penicillium

Fonte: Frisvad; Samson (2004.

1.2.3 FATORES QUE FAVORECEM O DESENVOLVIMENTO DE FUNGOS E
FORMACAO DE MICOTOXINAS

Os principais fatores que afetam o crescimento de fungos e producao de toxinas sao
classificados em trés categorias: fatores fisicos, quimicos e bioldgicos, e podemos destacar os
mesmos da seguinte forma: teor de umidade dos graos, temperatura, tempo, condi¢do fisica e
sanitaria do grao, nivel de inocula¢do do fungo, luz, danos mecanicos, por insetos e acaros,
microclima (atmosfera), fungicidas, composi¢do do substrato, competicdo microbioldgica
(interagao microbiana) e linhagem do fungo contaminante (Miller, 1995; Marcia e Lazzari,
1998).

O processo de limpeza e secagem dos graos antes do armazenamento € pratica agricola
recomendada para assegurar a qualidade do produto durante o armazenamento. O grao
armazenado deve ser monitorado quanto a presenca dos contaminantes (insetos e fungos), ja
que ¢ um substrato importante para o ataque de fungos e de micotoxinas (Weber, 2000).

A umidade ¢ um dos principais fatores que favorecem o crescimento de fungos e a
formacao de micotoxinas. Graos armazenados com umidade acima do nivel critico (cerca de
13-14%) sdo altamente suscetiveis a infestagao fungica. A umidade relativa (UR) do ar também
desempenha um papel importante (Magan; Aldred, 2020; Silva, 2020). Portanto, para que os
graos tenham estocagem segura, algumas praticas sao necessarias: (a) realizar uma secagem
homogénea, (b) evitar quebra dos graos durante a colheita, secagem e estocagem, (¢) manter o
ambiente de estoque sem roedores, (d) manter os graos em ambiente bem ventilado e (e) secar

abaixo da umidade critica (Silva, 2020a).
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A temperatura ideal para o crescimento dos fungos estd em torno de 25°C, geralmente
entre 22°C a 30°C para a grande maioria das espécies. Porém, existem espécies que possuem
adaptacOes para se desenvolver em temperaturas mais baixas, como 10°C, e outros que
suportam temperaturas altas, chegando até a 40°C (Smith, 2019).

Danos mecanicos favorecem a absor¢do de umidade e facilitam a invasdo e a
penetracao de fungos no interior altamente nutritivo deste grao, levando ao desenvolvimento
rapido dos fungos e consequentemente aumento de toxinas (Reis, 2018).

Certos graos e sementes tém composi¢des nutricionais que sdo mais favordveis ao
crescimento de fungos. A presenca de agucares, aminoacidos e outras substancias pode
estimular a proliferacao fungica (Weaver; Abbas, 2021).

O crescimento de fungos depende também de outras condigdes ambientais que
envolvam o substrato, tais como ambiente gasoso. Ocorre pouco crescimento em ambientes
com dioxido de carbono (COz) ou nitrogénio (N2). Ambientes com atmosfera controlada tem
sido muito utilizado durante o transporte € armazenamento de produtos para prevenir o
crescimento e formagao de toxinas (Mendonga, 2021).

Fungos normalmente se desenvolvem em pH 4cido (5 a 6, podendo crescer em pH 7
também). Portanto, alimentos 4cidos ou que estdo iniciando ou j& estdo fermentados, sdo 6timos

substratos para proliferagdo de fungos e produgdo de toxinas (Scussel, 2008).

1.2.4 CARACTERISTICAS CLIMATICAS versus FUNGOS

O clima pode ser definido como uma generaliza¢ao ou uma integragdo das condigoes
do tempo para certo periodo, em determinada area. O clima de uma regido ¢ condicionado por
fatores como precipitacdo, umidade relativa, radiacdo solar, temperatura do ar, velocidade do
vento, dire¢cdo do vento e pressao atmosférica. Esses fatores, por sua vez, sao influenciados por
altitude, latitude, topografia, caracteristicas do solo e da vegetacdo, entre outros aspectos
(Souza; Pereira; Almeida, 2020).

Parte da radiagdo solar dirigida a terra ¢ absorvida pela superficie terrestre (70%); a
outra parte (30%) € refletidana forma de calor (Lopes, 2019). Desta, uma parcela se dissipa e
retorna ao espaco enquanto outra parcela ¢ impedida de retornar pela barreira de gases que
funcionam como uma estufa, absorvendo a radiagao infravermelha e propiciando o aquecimento

da terra. A ocorréncia natural desse processo mantém constante a temperatura em torno de 15°C.
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Sem a ocorréncia natural do efeito estufa, a temperatura média do planeta seria em torno de -
18°C (Pereira, 2018).

Considerando a extensao do territorio brasileiro que se estende desde aproximados 32°
de latitude Sul até 5° de latitude norte, € natural encontrarmos uma diversidade de tipos
climaticos que variam desde climas quentes e secos / imidos a climas frios € umidos. Também
se faz necessario considerar a variagdo altimétrica que varia de proximo de 0 metro em grande
extensdo da planicie litoranea a 3.014 metros no pico da neblina (AM). Nao bastasse a variagao
latitudinal (norte a sul) e altimétrica alia-se a esta diversidade de fatores que influenciam os
climas do Brasil o efeito da maritimidade / continentalidade pela presen¢a de extensa massa de
aguas a leste do continente - Oceano Atlantico (Valmorbida, 2016).

Freire e colaboradores (2007) afirmam que o nosso pais possui condi¢des ambientais
excelentes para o crescimento de todos esses fungos micotoxigénicos (Tabela 5), os quais
possuem efeitos deletérios sobre a sauide humana e animal (racao), sendo capazes de induzir
efeitos carcinogénicos, hepatotdxicos e mutagénicos. Os paises que importadores de alimentos
tém se preocupado cada vez mais quanto a presenc¢a de micotoxinas nos alimentos. O que tem
levado a elaboracdo de legislagdes mais rigidas, logo, o Brasil possivelmente enfrentard

dificuldades para exportar seus produtos agricolas.

Tabela 4 - Principais géneros fiingicos isolados dos maiores produtores e exportadores de graos de milho
(Zea mays L.)

Principais géneros fungicos isolados

Pais Fonte
Campo Armazenagem
Fusarium, Lane et al. 2018 /
Stenocarpella, Tuite, 1961 /
Trichoderma; Mislivec; Tuite, 1970
. Cladosporium, Aspergillus; Penicillium, / Doupnik, 1972 /
EStadeslunIus Helminsthosporium, Wallemia e Candida Hesseltine; Bothast,
Nigrospora; Diplodia; 1977 / Wicklow,
Curvularia; 1983 / Leslie et al.
Mucor e Alternaria 1990
China Fusarium e Alternaria Aspergillus e Penicillium Xing et al. 2017
Fusarium;
Stenocarpella; Castro et al. 1994 /
Macrophomina; Pezzini; Valduga /
Brasil Eurothium,; Pythium; Aspergillus e Penicillium Cansian, 2005
Gibberella e Silva; Cota; Costa,
Colletotrichum 2012
Fusarium; Marasas et al. 1979 /
Uniao Europeia gz;;ng}i?z Aspergillus e Penicillium Ji;?:e:teﬁléﬁ 919918g /

Dictyosporium; Fischl; Halasz, 1990
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Gibberela; / Logrieco; Bottalico,
Helminsthosporium e 1988 / Kwasna;
Phaeocytostroma Chelkowski, 1991 /

Winter; Menzi, 1991
/ Mencarelli;
Accinelli; Vicari,

2012
Fusarium; Alternaria; Banchero at al. 1982
Nigrospora; / Etcheverry, 1982 /
Trichoderma; Mendes da Silva et
Acladium; Absidia; al. 1985 / Bertinetti,
Argentina Cladosporium, Aspergillus e Penicillium 1988 / Neira, 1992 /
Stigmella; Saubois; Piontelli,
Helminsthosporium e 1995 / Magnoli et al.
Rhizopus 2006 e Chavarri et al.
2012;

1.4. METODOS DE INATIVACAO FUNGICA

As novas tendéncias em tecnologia, além de preservar as caracteristicas do alimento,
devem buscar seguran¢a ao meio ambiente, revelando preocupaciao com o equilibrio entre a
producdo e o consumo de alimentos. Uma das consequéncias desta demanda € o crescente
interesse por tecnologias de processamento/conservagdo que ndo provoquem alteragdes
indesejaveis no alimento e também ndo agridam o meio ambiente, sendo denominadas de
“tecnologias ndo convencionais”, “tecnologias emergentes”, “tecnologias limpas” ou
“tecnologias de baixo impacto ambiental” (Costa; Deliza; Rosenthal, 1999).

O processo ideal de descontaminacdo deve ser de facil utilizagdo, ndo deve gerar
compostos que apresentem toxicidade, ou que modifiquem as propriedades nutricionais ¢ a
palatabilidade do grao e respectivos derivados, além de ser economico (Silva; Alves, 2020b).
O grau da descontaminacdo ira depender principalmente do método empregado e do fungo /

toxicidade presente na amostra (Soriano; Dragacci, 2004).

1.4.1 METODOS FiSICOS

A industria de alimentos se encontra com um grande desafio de oferecer aos seus
consumidores produtos alimenticios nutritivos, seguros € com estabilidade no armazenamento,
evitando a contaminagdo por microrganismos (Silva, 2019). Durante as operagdes de
processamento ou pds-colheita, a contaminagao microbiana pode ocorrer em qualquer etapa de

fabricagdo. Geralmente, o processamento térmico ¢ usado para produzir produtos alimentares
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estaveis e microbiologicamente seguros, no entanto, nao ¢ o método preferido devido a perda
das qualidades nutricionais e sensoriais. Esses fatos levaram ao surgimento de tecnologias de
descontaminagdo alternativas, como secagem, processamento de alta pressdo, radiagdo

ultravioleta (UV), Plasma Frio, entre outros (Ekezie; Sun; Cheng, 2017).

1.4.1.1 Secagem

A redugdo da umidade nos graos ¢ um método eficaz para controlar o crescimento
fingico. A secagem dos grdos de milho a um nivel de umidade adequado pode inibir o
crescimento de fungos e evitar a produgdo de toxinas. A secagem pode ser realizada através de
métodos naturais, como a exposi¢do ao sol, ou utilizando equipamentos de secagem, como

secadores de ar quente (Chandra et al. 2009).

1.4.1.2 Processamento de Alta Pressao

A tecnologia de alta pressao, como a aplicacao de ultrassom de alta intensidade, pode
ser utilizada para descontaminar alimentos, incluindo graos de milho. A aplicacao de pressao
ultrassonica pode danificar as células fungicas e inativar as toxinas, reduzindo assim a

contaminagao fingica nos graos (Eskandari et al. 2020).

1.4.1.3 Radiac¢ao Ultravioleta

A exposicao aos raios ultravioleta pode ser usada para descontaminar graos de milho.
A radiacao UV pode danificar o DNA dos fungos e inibir seu crescimento, reduzindo assim a
contaminagao fingica. A aplicagdo de luz UV em graos de milho durante o armazenamento

pode ajudar a manter a qualidade e a seguranca dos graos (Brancalion et al. 2020).

1.4.2 METODOS QUIMICOS

Os métodos quimicos de descontaminagao fungica de graos de milho envolvem o uso
de substancias quimicas parareduzir ou eliminar a presenga de fungos e suas toxinas nos graos.
O exemplo mais classico de método quimico considerado método brando de inativagao fingica

€ 0 gas ozonio.
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1.4.2.1 Ozénio

Dentre os métodos quimicos, a aplicacao do gas ozonio (O3), tem sido muito utilizada
na industria de processamento de alimentos na forma de 0z6nio gasoso ou agua ozonizada.
Ambos tem sido utilizado como bactericida em uma vasta gama de produtos alimentares,
incluindo peixes, carne, aves, ovos, frutas e vegetais crus, frutos e sumos de frutos, bem como
o saneamento de superficies de contato com o produto (Scussel et al. 2018, Runtzel et al. 2020).

No Brasil, ndo h4d uma legislagdo especifica para o seu uso em alimentos e sua
aplicagdo com essa finalidade ainda ¢ limitada, apesar de a ozonizagdo estar entre as mais
recentes tecnologias sanitizantes que nao geram residuos e ser uma técnica segura e
microbicida. O O; ¢ o segundo mais poderoso agente oxidante perdendo apenas para o fltor
(Lapolli et al. 2003). Deste modo, o alto poder de oxidagdo do O; lhe imprime elevada
capacidade de desinfeccdo e esterilizacdo permitindo que a a¢do sanitizante ocorra em menor

tempo de contato e concentragdo (Santos; Oliveira, 2019).

1.4.3 METODOS BIOLOGICOS

O intenso uso de agrotoxicos no Brasil tem sido uma pauta amplamente discutida nos
ultimos anos. Apesar de ser um recurso contra pragas que causam prejuizos na agricultura, sua
utilizacdo estd intimamente ligada a inimeras mortes humanas, além de provocar graves danos
ambientais. Os defensivos agricolas naturais surgem como uma alternativa para o controle de
pragas sem representar ameagas a saide humana e ao meio ambiente (Oliveira et al. 2020).

A aplicagio dos Oleos Essenciais (OE) como op¢do de conservagdo se tornou muito
empregada nesses ultimos anos, visto que a crescente procura por parte dos consumidores € o
interesse das industrias em buscar a possibilidade de consumir / reduzir o uso de aditivos
quimicos aos alimentos, favorecendo o aumento da ingestdo dos aditivos quimicos de forma
mais saudavel (Garcia; Santos, 2021). Alguns OE tém demonstrado importante potencial
antioxidante e antimicrobiano para alimentos, atuando no controle do crescimento microbiano,
dentre eles, o OE de orégano (Origanum vulgare L.) (Roshandel-Hesari et al. 2022), capim-
limao (Cymbopogon citratus Stapf) (Boeira et al. 2020), manjericdo (Ocimum basilicum)
(Mendonga, 2018), Piperina (Piper nigrum) (Ferreiraet al. 2012), Juca (Libidibia ferrea Mart),
Guarana (Paullinia cupana Kunth ) (Martins, 2014) e Andiroba (Carapa guianensis) (Silva et
al. 2020c¢).
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1.4.3.1 Orégano (Origanum vulgare L.)

O Oleo essencial de Orégano, tem sido estudado por suas propriedades
antimicrobianas, incluindo sua capacidade de inativar fungos (Silva; Pereira, 2020). Varios
estudos demonstraram que o 6leo essencial de orégano possui atividade antifingica contra uma
variedade de fungos, incluindo aqueles que podem contaminar graos de milho (Gongalves;
Almeida, 2019).

Os compostos ativos no Oleo de Orégano, como o carvacrol e o timol, sdo responsaveis
por suas propriedades antimicrobianas. Esses compostos podem interferir nas membranas
celulares dos fungos, perturbando sua integridade e funcdo e levando a inativacdo (Silva;

Pereira, 2020).

1.4.3.2 Piperina (Piper nigrum)

A piperina ¢ um alcaloide encontrado na pimenta-do-reino (Piper nigrum), esse
composto vem demonstrando caracteristicas benéficas de interesse agronomico. Dentre elas,
podemos destacar a sua agdo amebicida, antifungica, inseticida e inibi¢do da resisténcia
bacteriana (Ferreiraet al. 2012). O uso desse alcaloide pode ser uma alternativa aos fungicidas

convencionais por ser atoxica e ter acao efetiva contra fungos mesmo em baixas concentragdes

(Silva; Gongalves, 2021).

1.4.3.3 Juca (Libidibia ferrea Mart)

As plantas medicinais constituem a base dos sistemas de saide em muitas
comunidades amazonicas no Brasil. Estudos etnofarmacoldgicos nesta regido apontam o jucé
(Libidibia ferrea Mart) como planta cicatrizante, antifingica, antimicrobiana e anti-
inflamatoria da floresta amazonica. Os moradores locais a utilizam na forma de ché (folhas,
frutas ou casca), xarope (casca) e como enxaguante bucal, mergulhando as frutas em alcool por
dias (Silva; Santos, 2020).

Apesar de suas propriedades antimicrobianas, a maioria dos estudos com o extrato
bruto de juca concentrou-se no seu alto teor de polifendis e nas propriedades analgésicas, anti-
inflamatorias, antiulcerosas e quimio preventivas do cancer (Silva; Santos, 2020). O extrato

bruto de juca contém antraquinonas, alcaldides, depsideos, depsidonas, flavondides, lactonas,
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saponinas, acucares, taninos, sesquiterpenos e triterpenos. Os taninos sdo considerados o
componente principal (Souza et al. 2006).

As propriedades terapéuticas dos frutos do juca tém sido descritas e estudadas ao longo
dos anos e incluem o tratamento de feridas e hematomas e o alivio da tosse cronica e da asma
(Souza; Pereira, 2019). Os frutos do Juca apresentam propriedades antiulcerogénicas (Silva;

Almeida, 2021), anti-inflamatoérias e analgésicas (Gongalves; Santos, 2020).

1.4.3.4 Guarana (Paullinia cupana Kunth)

O guarand, ¢ uma planta arbustiva de baixo crescimento, rico em cafeina (Souza;
Pereira, 2020). As sementes desta planta também contém teofilina, teobromina, derivados de
xantina e taninos e também catequina, epicatequina e proantocianidinas (Santos; Almeida,
2021). Devido ao seu alto teor de cafeina, sugere-se que sua semente tenha prote¢ao natural
contra micotoxinas de fungos toxigénicos. As substancias catéquicas presentes no guarana
demonstram atividade antioxidante, antiviral, bactericida, moluscicida e de inibi¢ao de algumas

enzimas extracelulares (Silva; Gongalves, 2022).

1.5 ANDIROBA (Carapa guianensis Aubl.) - A ARVORE

A espécie Carapa guianensis Aubl., ordem Sapindales (Angiosperma), género
Carapa, pertence a familia Meliaceae (folhas pinadas alternadas, sem estipulas, com flores em
paniculas, cimeiras, espigas ou cachos) (Barros et al. 2012). E uma arvore monéica de médio a
grande porte com tronco cilindrico e reto. Pode atingir até 55 m de altura, (geralmente atingindo
25-35 m). Possui tronco cilindrico e reto de 20-30 m, podendo apresentar sapopemas (raizes
planas). Sua copa ¢ de tamanho médio, densa e composta por ramos eretos ou com leve
curvatura. Sua casca € espessa e amarga e possui coloragao avermelhada, mas também pode ser
acinzentada (Ferraz; Camargo, 2003). A Figura 9 mostra as caracteristicas da Andiroba.

Os ramos (30-90 cm de comprimento) tendem a ficar eretos, com folhas grandes
(compostas, alternadas e paripinadas), com trago de foliolo terminal, tomentoso e glandular
(Ferraz; Camargo; Sampaio, 2002). Folhetos opostos ou subopostos de 3 a 10 pares, com 10 a
50 cm de comprimentoe 4 a 18 cm de largura. Apresentam margens cheias e cor verde escuro
brilhante na face superior e glabra na face inferior com tricomas simples e esparsos na nervura

central. Apresenta também nectarios extraflorais nas pontas das folhas (Lorenzi, 1992; Ferraz

et al. 2003).
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Figura 9 - Andiroba (Carapa guianensis Aubl.): (a) partes de germinagdo das sementes e (b) arvore
adulta
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Fonte: ggrraz et al. 2003 e autora, respectgzzimente.

Suas flores sdo pequenas (Figura 10), com pétalas de no méximo 8§ mm de comprimento,
unissexuais, sésseis ou subsésseis, glabras, levemente perfumadas de cor branca a creme e sdo
predominantemente quadruplas, com 4 sépalas, 8 pétalas e 16 estames (Rizzini; Mors, 1976;
Pennington, 1981). A floracdo da Andiroba ocorre durante o periodo chuvoso (de janeiro-
fevereiro a agosto-setembro) e periodo seco com frutificagdo entre o outono (de junho-julho a

fevereiro-marco). Sua frutificagdo inicia-se 10 anos apos o plantio (Ferraz et al. 2003).

Figura 10 - Detalhes da flor da Andirobeira (Carapa guianensis Aubl.

Fonte: Embrapa-modificado (2021).

O fruto (Figura 11) é uma capsula, formada por 4 valvulas, globosa ou subglobosa (5-

11 cm de didmetro), quando madura abre e libera de 4 a 12 sementes (Loureiro et al. 1979;



49

Pennington et al. 1981; Cavalcante, 1991; Lorenzi, 1992, Prophiro et al. 2012). Apresenta
coloragdo amarelo escuro, pesando respectivamente 90 e 540 g de casca e sementes
(correspondendo a 24 e 66% do total do fruto) (Alessandro, 2008).

A semente da Andiroba, que fornece grande quantidade de dleo, apresenta coloragao
marrom, com grande variacdo de formato e tamanho. Seu peso pode variar de 1 a 70 g (média
de 21 g) e comprimentode 10 a 60 mm (Ferrazet al. 2003). Suas laterais sdo anguladas devido
a compressao mutua das sementes (no ourigo). Sua arvore pode produzir de 180 a 200 kg/ano

de sementes contendo aproximadamente 60% de OA (Lorenzi, 1992).

Figura 11 - Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) caracteristicas dos: frutos e sementes (sua distribuicao
na ouri¢o)

)

Fonte: Autora (2019).

Distribuicdo e clima: As espécies nativas estdo distribuidas desde a América Central até aregido

Norte da América do Sul (Guiana Britanica e Francesa, Trinidad, ao longo da costa do Caribe,
Venezuela, Equador, Colombia, Peru e Brasil). Além desses paises, a Andiroba também ¢
encontrada na india Ocidental e na Africa do Sul (Ferraz, Camargo, 2003, Qi et al. 2003, Qi et
al. 2004, Ambrozin et al. 2006, Duminil et al. 2006, Farias et al. 2007, Ferrari et al. 2007).

No Brasil ocorre nas regides Norte (Acre, Amazonas, Amapa e Pard) e Nordeste
(Maranhio) (Santos; Pereira, 2021). E encontrada principalmente em véarzeas e pantanos ao
longo dos cursos de agua. Porém, também cresce em encostas em solos bem drenados e ¢
amplamente cultivada em terra, onde atinge menor porte (Lima; Azevedo, 2005).

Em relagdo ao clima, a Andiroba ocorre em regides de clima tropical imido
(precipitacdes entre 1.800 e 3.500 mm anuais). As temperaturas podem variar de 17 a 30°C e a
umidade relativade 70 a 90%. A espécie se desenvolve melhor em solos argilosos e lamacentos

(ndo encharcados) e com abundante matéria organica (Revilla, 2001).

1.5.1 OLEO DE ANDIROBA
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Ao longo da histéria da Amazonia, o OA desempenhou um papel importante na
economia regional e continua sendo muito apreciada, principalmente na medicina popular. Em
comparagao com a exploracao madeireira, a recolha de sementes requer pouco investimento e
nao ¢ destrutivapara as arvores. A produ¢ao de OA pode garantir um retorno econémico anual
para a populagdo local. O petroleo e seus subprodutos, como sabonetes e velas, sdo geralmente

encontrados nos mercados de rua.

Extracdo de dleo: O OA pode ser extraido tanto por procedimentos/processos tradicionais

(pequenas porgdes) quanto comerciais (grande escala). A Figura 12 resume as etapas de

extracao do método tradicional e comercial.

Tradicional: esse método de extracdo ¢ bastante utilizado pelos indigenas (comunidades
indigenas e caboclas da Regiao Norte), onde ¢ dividido em: coleta e selecdo de sementes,
preparo de massa e extragao de 6leo (Mendonga, Ferraz, 2007). Consiste em ferver as sementes
em agua (2-3 h), deixando-as repousar (a sombra/alguns dias) (Figura 4.a). Apds esse periodo,
as sementes sdo descascadas e esmagadas no pilao. Quando esse material € totalmente triturado,
fica exposto ao sol que libera gradativamente o 6leo por gotejamento. O rendimento do processo
tradicional ¢ estimado em 4% do total de sementes (40 g de 6leo/kg). Da extracdo do dleo, o
restante da farinha da semente pode ser aproveitado como repelente de insetos (velas) (Ferraz,

Carmargo, 2003; Embrapa-Acre, 2002).

Comercial/industrial: o processo comeca com a quebra das sementes em pequenos pedacos,

seguida de secagem em estufa a 60-70°C até atingir 8% de umidade seguida de prensagem (a
90°C) em prensas hidraulicas. O rendimento industrial da dupla prensagem raramente

ultrapassa 30% do peso das sementes (Ferraz, Camargo, 2003; EMBRAPA-ACRE, 2002).
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Figura 12 - Fluxograma dos processos de extragdo (a) Tradicional e (b) Comercial do Oleo de
Andiroba (Carapa guianensis Aubl.)
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Propriedades fisico-quimicas e caracteristicas sensoriais: O OA extraido da semente de

Andiroba ¢ amarelo claro e possui sabor bastante amargo (Figura 13). Quando submetida a
temperaturas inferiores a 25°C, solidifica, adquirindo consisténcia semelhante a da vaselina

(Farias, 2007). Apds a extracao, rapidamente se torna rentavel (Andrade, 2008; Gomes, 2010).

Figura 13 - Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) extraido de sementes

Fonte: Autora (2019).
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O 6leo também pode ser escuro e de fluxo répido, quando extraido de espécies que
ocorrem em terra firme, ou leve e viscoso, quando extraido de espécies que ocorrem em areas
de varzea (Gongalves; Almeida, 2021).

A Tabela 5 apresenta as propriedades fisico-quimicas do 6leo. Quanto as caracteristicas
fisicas, 0 OA apresenta viscosidade de 46,6 mm?s™! e densidade de 0,92 g L'. Com relagdo aos
pardmetros quimicos, o 6leo possui indice de iodo variando de 65 a 75 g de I,g™!, nivel de acidez
de 2,3 mg KOH g!, indice de refragdo de 1.459, além de 7,13 h de estabilidade oxidativa,
PetroOxy, saponificag¢do indice entre 190 a 210 mg KOH g!, ponto de fusdo de 22 °C e matéria
insaponificavel de 3 a 5%. As sementes contém lipidios, fibras, minerais e acidos graxos. De
acordo com a seguinte composi¢ao no 6leo: Umidade, Proteina, Lipidio, Fibra Bruta, Cinzas e

Carboidratos de 40,2, 6,2, 33,9, 12,0, 1,8 ¢ 6,1% (Silva; Gongalves, 2022).

Tabela 5 - Propriedades fisico-quimicas do Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.)

Parametro
Fisico Valores  Unidade
Viscosidade 46,6 mm? s!
Densidade 15 °C 0,92 gL!
Quimico
indice de iodo 65-75 g/ g!
Nivel de acidez 2,30 mg KOH ¢!
Indice de refragio 1.459 meq/ 100 g'!
Estabilidade oxidativa, PetroOxy 7,13 h
indice de saponificagdo 190 - 210 mg KOH g'!
Ponto de fusdo 22,0 °oC
Matéria insaponificavel 3-5%
Composiciao
Umidade 40,2 %
Proteina 6,2 %
Lipidio 33,9 %
Fibra bruta 12,0 %
Cinzas 1,8 %
Carboidratos 6,1 %

Fonte: Melo et al. (2008), Pinto (2007).

Composi¢do Quimica: Em relacdo a composigdo do OA (Tabela 6), sdo relatados varios

compostos presentes nesta espécie. Entre eles, andirobina, gedunina e seus derivados
conhecidos como 7-desacetoxi-7-oxogedunina, 6a-acetoxigedunina, 11B-acetoxigedunina, 6a.,
11B-acetoxigedunina, 6a-hidroxigedunina, 6§, 11pdiacetoxigedunina, 1,2-di-hidro-3f-hidroxi

-7-desacetoxi-7-oxo-gedunina, a-acetoxigedunina, p-acetoxigedunina e diidrogedunina
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(Marcelle; Mootoo, 1975; Hammer; Johns, 1993; Andrade; Zoghbi; Maia, 2001; Sarria et al.
2011; Tanaka et al. 2011; Tanaka et al. 2012; Arrebola et al. 2012; Inoue et al. 2012).

Outros componentes também estao presentes como 6a-acetoxi-epoxiazadiradiona, 1,3-
di-benzeno carbo amino-2-octadecil acil-glicerideo, &cido triacontanoico, 2,6-di-hidroxi-metil-
benzoato, 3,4-di-hidroxi-metil- benzoato, acido tetratriacontanoico, naringenina, escopoletina,
acido 2,3-di-hidroxiglicerideo hexacosanoico, epdxi-azadiradiona, metil angolensato, 4-
epoxiazadiradiona, metil angolensatedina, 4,4,8-trimetil-17-furanilesteroide, carapanolidas
limondides A e B , 3B-desacetilfissinolideo, ocotilloneo, B-fotogedunina, cabraleadiol, a-
diidroxiterpeno, a-11-B-triidroxiterpeno e 6p-acetoxigedunina (Andrade et al. 2001; Sarria et

al. 2011; Tanaka et al. 2011; Arrebola et al. 2012; Inoue et al. 2012).

Tabela 6 - Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) composi¢do relativa aos derivados de
andirobina e gedunina e outros componentes

Composicio de andirobina e gedunina

Qutros

Andirobina

Geduninea
7-desacetoxi-7-oxogedunina
6a-acetoxigedunina
11pB-acetoxigedunina

6a, 11B-acetoxigedunina
6a-hidroxigedunina

6B, 11B-diacetoxigedunina
1,2-di-hidro-3B-hidroxi-7-desacetoxi-7-oxo-gedunina
B-acetoxigedunina
diidrogedunina
6B-acetoxigedunina
a-acetoxigedunina
B-fotogedunina

a-diidroxiterpeno

a-11-B-trihidroxiiterpeno

6o-acetoxi-epoxiazadiradiona

acido triacontanoico

2,6-dihidroxi-metil-benzoato

3,4-dihidroxi-metil-benzoato

acido tetratriacontandico

cabraleadiol

Acido 2,3-di-hidroxiglicerideo hexacosandico
escopoletina

3B-desacetilfissinolideo

epoxi-azadiradiona

angolensato de metila

4-epoxiazadiradiona

metil angolensatedina

4.4 ,8-trimetil-17-furanilesteroide

carapanolides limondides A e B

naringenina

ocotillone

1,3-di-benzeno carbo amino-2-octadecil acil-glicerideo

O OA ¢ composto por acidos graxos e uma fragdo insaponificavel (2 a 5%). Este ¢é
composto por substancias amargas, chamadas meliacinas ou limondides (Ambrozin et al. 2006).

Foi relatada a presenca dos 4cidos oleico, palmitico, estearico, araquidico, miristico e
linoléico, além de a-cubeleno, a-copaeno, palmitato de etila, cariofileno, a-cariofileno, oleina,
palmitina e glicerina (Diniz et al. 2005; Penido et al. 2005; Penido et al. 2006; Costa-Silva et
al. 2007; Costa-Silva et al. 2008; Carvalho et al. 2012; Souza et al. 2012).

Dentre os 4cidos graxos presentes no OA (Tabela 7), 0 acido oleico (46,8-52%) e o 4cido
palmitico (28-39%) sdo os compostos majoritarios. Outros acidos graxos também foram
quantificados, como acido estedrico (1,7-7,8%), a-cubeleno (0,5%), a-copaeno (2,3%), acido
araquidico (1,2%) e palmitato de etila 0,9% em percentual pequeno/menor (Penido et al. 2005;

Penido et al. 2006; Costa-Silva et al. 2007; Costa-Silva et al. 2008; Souza et al. 2012).
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Tabela 7 - Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) composicio de 4cidos graxos
Composiciio de acidos graxos
Acidos graxos Composicio (%)

Saturado
Miristico 0.33
Palmitico 28 -39
Estearico 1.7-17.8
Palmitato de etila 0.9

Insaturado
Oleico 46.8 — 52
Linoleico 11.03
Linolénico 1.35
Arcaico 1.2
o-cubeleno 0.5
o-copaeno 2.3
Behénico 0.34

O amargor do OA ¢ atribuido a um grupo de terpenos chamados meliacinas, que sdo
muito semelhantes aos produtos quimicos antimaldricos amargos. Recentemente, uma dessas
meliacinas, chamada gedunina, foi documentada com propriedades antiparasitarias e
antimalaricas com efeito semelhante ao quinino (Mackinnon et al. 2002). A analise quimica do
OA identificou as propriedades antiinflamatorias, cicatrizantes e repelentes de insetos que sdo
atribuidas a presenca dos limondides, denominados andirobina (Roy; Saraf, 2006). Os
limonoides sdo os compostos responsaveis pela atividade antisséptica, anti-inflamatoria,
cicatrizante e inseticida do 6leo e da casca da Andiroba (Barros, 2011).

Na fragdo insaponificavel (Tabela 8) glicerideo acido 1,3-di-benzeno carbonamina-2-
octadecilico, 2,6-dihidroximetilbenzoato, 3,4-dihidroximetilbenzoato, naringenina, acido
tetratriacontandico, acido triacontanodico, acido ursolico, escopoletina, 2, Acido 3-di-
hidroxiglicerideo  hexacosanodico,  6a-acetoxiepoxiazadiradiona,  6a-hidroxigedunina,
epoxiazadiradiona, 7-desacetoxi-7-oxogedunina, andirobina, gedunina. angolensato de metila,
6a-acetoxigedunina.  6B-acetoxigedunina, 60, 11B-diacetoxigedunina, 68, 11p-
diacetoxigedunina, 11Bacetoxigedunina, 1,2-dihidro-3p-hidroxi-7-desacetoxi-7-oxogedunina,
17Bhidroxiazadiradiona, xilocensina k, deacetilgedunina e 7-desacetilgedunina (Ambrozin et
al. 2006; Costa-Silvaet al. 2007; Costa-Silva et al. 2008; Ferrariet al. 2011; Miranda Junior et
al. 2012).

A fracdo insaponificavel do OA (2% a 5%) apresenta como compostos majoritarios
tetranortriterpenoides (ou limondides), dos quais 6a-acetoxigedunina (7%), 7-desacetoxi-7-
oxo-gedunina (7%), andirobina (4 %), gedunina (3%) e angolensato de metila (6%) (Ferrari et

al. 2011).
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Tabela 8 - Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) composi¢io de acidos graxos
Fracgao insaponificavel

acido glicerideo 1,3-di-benzeno carbonamina-2-octadecilico 6p-acetoxigedunina
1,2-di-hidro-3B-hidroxi-7-desacetoxi-7-oxogedunina 6a-acetoxigedunina
2,6-dihidroximetilbenzoato 6P, 11B-diacetotigedunina
3,4-dihidroximetilbenzoato 11p-acetoxigedunina
naringenina 60, 11B-diacetoxigedunina
acido tetratriacontandico 17phidroxiazadiradiona
acido triacontanoico xilocensina k

acido ursolico desacetilgedunina
escopoletina 7- desacetilgedunina
Acido 2,3-di-hidroxiglicerideo hexacosanoico andirobina
60-acetoxiepoxiazadiradiona gedunina
60-hidroxigedunina angolensato de metila
7-desacetoxi-7-oxogedunina epoxiazadiradiona

1.5.2 APLICACOES DO OLEO DE ANDIROBA

Partes de plantas: As partes de plantas da espécie Carapa guianensis Aubl., bem como seus

derivados, tém sido utilizadas pelos habitantes tradicionais da floresta amazonica ha muitos
anos para diversos fins, sendo utilizadas isoladamente ou associadas a outras plantas/derivados
para fins medicinais. a prevencao e o tratamento de doengas. A casca da andirobeira € utilizada
como cicatrizante e vermifugo (Mendonca; Ferraz; 2007).

Embora o OA (extraido de sementes) desta espécie seja 0 que apresenta maior nimero
de citagdes quanto ao seu uso popular na literatura, destaca-se o uso de cha ou decocc¢do da
casca do caule, folhas, flores e 6leo de flores extraido, sendo a indica¢do medicinal popular
semelhante a atribuida ao 6leo extraido da semente, conforme mostra (Tabela 9).

Na literatura pesquisada foram encontrados relatos de que os caboclos, habitantes
tradicionais da floresta amazonica que vivem as margens do rio, fabricam um sabonete
medicinal contendo 6leo bruto de Andiroba, cinza de madeira e residuos de casca de cacau.
Este sabonete ¢ especialmente recomendado para o tratamento de doencgas de pele. Além disso,
o OA pode ser aplicado diretamente nas articulagdes para aliviar a dor da artrite e, quando
misturado com 4gua quente e leite humano, ¢ usado em gotas para infec¢des de ouvido

(Hammer, Johns, 1993; Nayak et al. 2010; Nayak et al. 2011).

Tabela 9 - Aplicagdes da Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) na cura da satde
Parte usada Indicacio médica popular

Analgésico: alivio da dor em casos de artrite cancerosa uterina e reumatismo

Antiinflamatorio: inflamagdo da garganta, contusdes, inflamagdes da pele e esplenite

Casca -
Antipirético

Cura: usado em feridas gerais em picadas de insetos
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Antisséptico
Contra infecgdes: infecgdes do trato respiratdrio, infecgdes de pele, infecgdes de ouvido, infecgdes bacterianas e hepatite

Repelente de insetos e inseticida

Anti-helmintico/antiparadicional: vermes e sarna (canino)

Antianémico

Antidiarreico

Reduz o nivel de glicose no sangue (diabetes)
Estimulante digestivo

Analgésico: alivio da dor em casos de reumatismo
Problemas de pele

Contusdes

Antipirético
Cura

Folha

Faringite

Contra vermes intestinais

Repelente de insetos
Analgésico: alivio da dor em casos de artrite
Antiinflamatorio: contusdes

Antipirético
Curativo: usado em cortes e picadas de insetos

Semente -
Emoliente

Contra infecgdes bacterianas

Repelente de insetos

Vermifugo

Analgésico

Bronquite

Antipirético

Contra infecgdes: infecgdes do trato respiratorio e infecgdes bacterianas
Anti-helmintico: vermes
Antidiarreico

Antianémico

Contra tumores

Cura: usado em feridas em geral
Oleo de flor | Prevengio de doengas de pele
Repelente de insetos

Fonte: Ministério da Satide e ANVISA (2015).

Flor

Oleo de Andiroba: Na regido amazonica, esse 6leo tem importante valor comercial. Utilizado

pela industria farmacéutica e cosmética, traz inimeros beneficios a satide. No processo de
extracdo restam dois residuos: a casca da semente e a massa. Por ter propriedades inseticidas,

as cascas sdao queimadas para afastar os mosquitos. O residuo da massa ¢ utilizado na

alimentagdo do gado e na fabricacdo caseira de sabdo de Andiroba (Mendonga, Ferraz, 2007).

Produtos farmacéuticos: Na medicina popular (Tabela 10), o OA ¢ amplamente utilizado para

tratamentos de tosse e dor de garganta, também para contusdes musculares, lesdes de pele
(Penido et al, 2006; Nayak etal. 2011). Utilizado no alivio de hematomas, edemas e cicatrizagao
devido a sua excelente penetragcdo na pele (Penido et al. 2006). Alguns estudos sugerem que
outras atividades farmacoldgicas, como antitumoral, inseticida e microbiana, também sao
exploradas pela industria. Como repelente, para afastar os mosquitos, queimam-se sobras da

extracao do 6leo, bolas de bagaco de Andiroba ou também podem ser aplicadas em mistura com
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urucum (Bixaorellana) para formar uma pasta que protege o corpo contra picadas de mosquitos.
A vela de Andiroba ¢ usada como repelente eficaz contra o mosquito Aedes aegypti, vetor da
febre amarela e da dengue. Ao ser queimado, exala um ativo que inibe a fome do mosquito e,
consequentemente, reduz sua necessidade de ferir as pessoas. Pesquisas mostraram 100% de
eficiéncia em repelir mosquitos, resultado nunca encontrado em nenhum outro produto do
mercado para controle de mosquitos. Além dessa caracteristica, a vela é totalmente atoxica, ndo
produz fumaga e ndo contém perfume. O uso externo OA ¢ indicado como repelente, contra
parasitas e coceiras em geral, como cicatrizante de feridas e para retirar carne esponjosa dos
olhos. Devido a sua boa penetragdo na pele, ¢ muito utilizado em massagens para aliviar
inchacos, luxagdes, artrites e reumatismos, atuando também como calmante da pele e
clareamento de manchas superficiais. O uso interno ¢ recomendado principalmente para
combater gripe, febre, asma, dor de garganta e até mesmo para diminuir o nivel de glicose no
sangue (diabetes). Uma mistura de OA e sal ¢ amplamente utilizada para prevenir carrapatos

em bovinos (Mendonga, Ferraz, 2007).

Cosméticos: muito utilizados na fabricagao de xampus, pois fortalecem e embelezam os cabelos
e sabonetes para combater espinhas e acne. Estas propriedades farmacologicas sao atribuidas a
presenca de tetranortriterpendides conhecidos como limonoéides (Penido et al. 2006). O 6leo
amazonico de Andiroba ¢ aplicado com sucesso em massagens e costuma ser usado para muitas
doencas e problemas de pele, incluindo a psoriase. Os cremes de prote¢do solar com Andiroba
possuem excelentes propriedades emolientes e, devido a alta concentragdo de substancias
insaponificaveis, agregam ao protetor solar a capacidade de repelir insetos. Fortalece e
embeleza os cabelos e em forma de sabonete ¢ uma cura milagrosa no combate a acne e
espinhas. Esse 6leo combinado com outro 6leo chamado copaiba, formaum ingrediente natural
extremamente eficaz no controle da caspa, além de proporcionar brilho aos cabelos. Também
possui propriedade antiinflamatoria que reduz a coceira e trata o couro cabeludo.

De modo geral, ¢ um 6leo com propriedades repelentes de insetos e utilizado no
tratamento de doencas como artrite, distensdes musculares, disturbios dos tecidos da pele,
reumatismo, maldria, infec¢do renal, hepatite, tosse, gripe, pneumonia, bronquite, ulceras
graves, micose, protozoarios. ¢ picadas de cobra, escorpido e abelha (Ferraz, 2003). Muito
procurado pelas industrias cosmética e farmacéutica devido as suas propriedades antissépticas,
anti-inflamatérias, curativas e emolientes (Revilla, 2001; Lorenzi, 2002; Ferraz, Camargo,

2003).
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Tabela 10 - Aplicagdes do Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) na cura da satde
Analgésico: alivio da dor no cancer uterino, reumatismo, artrite e torcicolo
Antiinflamatoério: inflamagao da garganta, contusdes e inflamacédo da pele,
incluindo psoriase

Antitérmico

Cura: usado em feridas em geral, picadas de insetos e ulceras

Oleo da Bactericida e fungicida
semente Contra infec¢des: infecgdes do trato respiratorio, infecgdes de pele, infecgdes
de ouvido e infecgdes bacterianas

Repelente de insetos e inseticida

Anti-helmintico/antiparasitario: piolhos e carrapatos
Antidiarreico
Reduz o nivel de glicose no sangue (diabetes)

Fonte: Ministério da Satide e ANVISA (2015).

1.5.3 EFEITO DO OLEO DE ANDIROBA NOS ORGANISMOS VIVOS

Os efeitos da OA no controle/inativagdo de organismos vivos especialmente contra
microrganismos e outros (insetos/parasitas/protozoarios) sdo mostrados nas Tabelas 11 e 12,
respectivamente.

Contra microrganismos: Os organismos vivos em relacdo ao efeito do OA relatados na
literatura sdo principalmente para bactérias, fungos e, em menor extensdo, para leveduras

(Tabela 11).

BACTERIAS

(a) Xanthomonas axonopodis - Pires et al. (2015) realizaram um estudo para verificar a
capacidade da OA em inibir a bactéria X. axonopodis pv. Flor da Paixdo. Os autores utilizaram
OA puro em trés concentragdes (1, 2 e 3% para as bactérias). OA teve efeito significativo na
inibicdo do crescimento bacteriano em todas as concentragdes utilizadas, sendo a maior
concentracao mais eficiente na inibi¢ao do crescimento bacteriano do que o Controle.

(b) Klebsiella pneumoniae - Dois estudos relataram na literatura o efeito da OA sobre K.
pneumoniae. Meccia et al. (2013) aplicaram 6leo extraido da folha de Andiroba. A atividade
antimicrobiana do 6leo foi testada utilizando o método de difusao descrito por Velasco et al.
Discos de papel filtro impregnados com 10 pL de 6leo foram colocados na superficie do agar.
Foram adicionados discos de papel impregnados com solu¢des antimicrobianas. Halos de
inibi¢ao foram medidos. Para realizar a determinagdo da CIM, foram preparadas solugdes
oleosas variando de 10 a 450 pg/mL utilizando DMSO (dimetilsulféxido) como solvente. A
atividade antimicrobiana do 6leo foi determinada utilizando o ensaio de difusao em disco.

Nenhuma atividade antimicrobiana foi encontrada para esta bactéria. Ja Silva et al. (2015)



59

utilizaram o método Kirby-Bauer modificado, utilizando o teste de difusdo em disco com cepas
de K. pneumoniae e antibidticos padronizados, foi utilizado extrato bruto etandlico de casca de
Andiroba nas concentragdes 25, 50 e 100 mg/mL. Mesmo a sua concentragao mais elevada
apresentou baixa atividade antimicrobiana contra cepas de K. pneumoniae.

(c) Staphylococcus aureus - Foram encontrados na literatura dois estudos para S. aureus. As
metodologias utilizadas foram as mesmas realizadas em (b), variando apenas os resultados.
Meccia et al. (2013) observaram atividade contra S. aureus apenas para 6leo na concentragao
inibitéria minima de 400 pg/mL. J& Silva et al. (2015) ndo encontraram atividade
antimicrobiana contra a cepa desta cepa.

(d) Escherichia coli - Foram encontrados dois estudos na literatura para E. coli. As
metodologias utilizadas foram as mesmas realizadas em (b), variando apenas os resultados.
Meccia et al. (2013) observaram atividade contra E. coli apenas para 6leo em concentragdo
inibitéria minima de 400 pg/mL. Ja Silva et al. (2015) ndo encontraram atividade
antimicrobiana contra a cepa desta cepa.

(e) Enterococcus faecalis, Salmonella typhi - A metodologia utilizada foi a mesma realizada
por Meccia et al. (2013) em (b), variando apenas o resultado. Nenhuma atividade

antimicrobiana foi encontrada para essas bactérias.

LEVEDURAS

(a) Candida albicans e Candida krusei - Meccia et al. (2013) utilizaram 6leo extraido da folha
de Andiroba. A atividade antimicrobiana do 6leo foi testada. Discos de papel filtro impregnados
com 10 pL de 6leo foram colocados na superficie do agar. Foram adicionados discos de papel
impregnados com solu¢des antimicrobianas. Halos de inibi¢do foram medidos. Para realizar a
determinagdao da CIM, foram preparadas solugdes oleosas variando de 10 a 450 pg/mL
utilizando DMSO (dimetilsulféxido) como solvente. A atividade antimicrobiana do 6leo foi
determinada utilizando o ensaio de difusdo em disco. Nenhuma atividade antimicrobiana foi
encontrada para essas leveduras.

(b) Pseudomonas aeruginosa - A metodologia utilizada foi amesmarealizada por Mecciaet al.
(2013) em (a), variando apenas o resultado. Nenhuma atividade antimicrobiana foi encontrada

para a bactéria P. aeruginosa.

FUNGOS
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(a) Colletotrichum gloeosporioides - Dois estudos sobre o efeito do OA em fungos (C.
gloeosporioides) foram encontrados na literatura. Souza et al. (2012) realizaram dois testes, o
primeiro foi um teste in vitro para inibir o crescimento de C. gloeosporioides e o segundo foi a
antracnose. Controle em pds-colheita de frutos de pimenta com OA. No primeiro ensaio foram
adicionadas ao meio de cultura BDA as seguintes concentragdes de 6leo 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e
1,0%. O Controle consistiu de um disco do fungo cultivado em meio BDA sem 6leo. Para
avaliar as diferentes concentragdes do 6leo no crescimento micelial de C. gloeosporioides,um
disco de meio de cultura (5 mm de didmetro) foi transferido para o centro de cada placa de Petri.
A avaliacdo do crescimento micelial consistiu namedi¢ao diaria do diametro das colonias. Para
o controle da antracnose em frutos de pimenta pos-colheita, frutos de pimentao vermelho foram
imersos por 5 min em solu¢do oleosa preparada na maior concentragdo, utilizada no
experimento in vitro, € a estes adicionado Tween 20 (0,02% v/v). O indculo consistiu em discos
de micélio com 5 mm de didmetro retirados de colonias. A inoculagao foi realizada pelo método
de ferida e depositando o indculo na superficie do fruto.

Os frutos foram entdo acondicionados em bandejas plésticas forradas com papel filtro e
mantidos em camara umida em temperatura ambiente. Para analise do desenvolvimento da
lesdo foram feitas quatro medidas com intervalo de 48 horas, mensurando o tamanho da lesao.
OA foi capaz de inibir o crescimento fungico a medida que sua concentracdo foi aumentada,
diferindo do controle de 1,0%. Este facto sugere que o aumento da concentragdo de 6leo pode
ter um efeito inibitdrio no crescimento de fungos. Os resultados observados para o Controle
pos-colheita, na concentragdo de 1%, mostraram eficiéncia do 6leo em inibir o desenvolvimento
da lesdo de antracnose. Machado et al. (2013) realizaram um estudo para verificar a capacidade
do OA na inibicao de fungos. Para estudar o efeito do OA sobre o fungo, foram previstos dois
testes diferentes. Na primeira, o 6leo foi previamente testado para pré-selecao para a proxima
etapa. Para tanto, foram utilizadas placas de petri de 9 cm de didmetro e adicionados cerca de
15 mL de meio BDA contendo 200 pL do 6leo (adaptado de Oliveira et al, 2008), além do
tratamento controle. Apos a solidificagdo do BDA, um disco de 1 cm de didmetro da borda da
cultura de C. gloeosporioides com 7 dias de idade foi tracado até o centro de cada placa. A
avaliacdo do crescimento micelial foi verificada diariamente por meio de medigdes. O 6leo nao
foi eficiente nesta cepa, portanto nao passou no segundo teste.

(b) Sclerotium rolfsii — Sousa et al. (2018) conduziram um experimento utilizando OA e
copaiba, que foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 7 x

5, sendo o primeiro fator os dois 6leos individuais e cinco combinagdes diferentes. E a segunda
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concentracdo 25, 50, 75 e 100 pL, para o patodgeno S. rolfsii,e um controle. As concentragdes
de oleo foram diluidas em (BDA), colocadas em placas de Petri. Discos de micélio com 0,5 cm
de diametro foram transferidos para as placas. Os OA e copaiba apresentaram significativo
potencial de controle do fungo S. rolfsii.

(c) Postia placenta, Trametes versicolor - Sousa et al. (2018) realizaram ensaio de toxicidade
em meio de cultura com fungos de podridao parda e branca. Para este ensaio utilizou-se o
método descrito por Medeiros et al. (2016). Este método consiste em colocar o 6leo em um
pogo de 0,6 cm de didmetro, perfurado no centro da placa de Petri, contendo meio de cultura,
para o desenvolvimento do fungo. Para tanto, foram adicionados 20 mL de meio em cada placa
preparada dissolvendo 15 g de dgar e 20 g de maltose em 1 L de dgua destilada conforme
metodologia descritana American Society for Testing and Materials - ASTM D - 1413 (2018)
foi adicionado 0,5% do 6leo em cada placa. O 6leo foi incorporado puro ou enriquecido com I»
nas proporcoes de 1, 3 e 5% em volume de 6leo. Os indculos de 1 x 1 cm foram dispostos em
duas extremidades opostas da placa de Petri. Para o fungo 7. versicolor a maior inibigao foi do

OAcom 1% de I,. Para Postia placenta, a maior inibi¢ao foi do OA com 5% de I,.

Tabela 11 - Caracteristicas das aplicagdes do Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) contra
microrganismos relatadas na literatura

Microrganismo ,
Condicdes de aplicaciio do Oleo de Andiroba
Nome do grupo/cientifico

Bactéria Substrato Concentragiao Efeito (inibicdo) Referencias
Xanthomonas axonopodis* Raiz d?, 1,2,3% Alta Pires et al. 2015
maracuja
Klebsiella pneumoniae BDA 251,05_0?1580Mg§;L Bl\fil)?a sﬁﬂi‘f‘iﬁﬁiﬁff%ﬁ
. 10 -450 pg/mL Alta Meccia etal. 2013
Staphylococcus aureus Biofilme 5 5o, IOOpri/g/mL Nio Silva, Almeida 2014
Pseudomonas aeruginosa Biofilme 10 -450 pg/mL Nao Meccia etal. 2013
L . 10 a 450 pg/mL Alta Meccia etal. 2013
Escherichia coli BDA 25,50, 100u§g/mL Nio Silva, Almeida, 2014
Enterococcus faecalis BDA 10 -450 pg/mL Nao Meccia et al. 2013
Salmonella typhi BDA 10 -450 pg/mL Nao
Levedura
Candida albicans BDA 10 a 450 pg/mL Nao Meccia et al. 2013
Candida krusei BDA 10 a 450 pg/mL Nao
Pseudomonas aeruginosa BDA 10 -450 pg/mL Nio
Fungo
Colletotrichum gloeosporioid. Pimenta 0.2,0.4,0.6,0.8,1.0% o Alta . N Sousa etal. 2012
BDA 200 puL Inibigdo do desenvolvimento de lesdes ~ Machado etal. 2013
Sclerotium rolfsii Tomate 25,50,75,100 pL Alta Souza et al. 2019
0.5,0.5+1% I*
Postia placenta BDA 0.5+3%1 Alta Sousa etal. 2018
0.5+5%1
0.5%,0.5%+ 1%1,
Trametes versicolor BDA 0.5%+3%1,0.5% + Alta Sousa etal. 2018

5%1

*pv. Passiflorae *iodo



62

Contra insetos, parasitas e protozoarios: Para os organismos vivos em relacdo ao efeito OA
relatado na literatura, eles sdo principalmente para insetos e parasitas (e em menor extensao,

protozoarios) (Tabela 12).

INSETO

(a) Sitophilus zeamais Motschulsky — Coitinho et al. (2010) utilizaram duas metodologias para
realizar os testes. o primeiro foi o teste sem escolha, onde o 6leo foi testado na dose de S0uL/20g
de graos de milho. Os graos foram colocados dentro de recipientes plasticos e impregnados com
cada 6leo, com auxilio de pipeta automatica e recipientes agitados. Cada por¢ao de 20g de graos
foi acondicionada em recipiente plastico, com tampa perfurada, permitindo trocas gasosas com
o exterior infestado por oito adultos de S. zeamais com idade de zero a 15 dias. Apds 5 dias de
confinamento, os insetos vivos e mortos foram contados e posteriormente descartados. O OA
causou 90% de mortalidade. No teste sem escolha, a OA ¢ eficaz na mortalidade e na redugdo
da emergéncia de adultos de S. zeamais em graos de milho.

A segunda metodologia foi o teste de livre escolha, onde o 6leo foi testado em arenas
constituidas por dois recipientes plasticos, conectados simetricamente a uma caixa central por
dois tubos plasticos. Em uma das caixas foram colocados 20 g de graos de milho ndo tratados
e na outra a mesma quantidade de graos tratados com cada 6leo. Na caixa central foram
liberados 16 adultos de S. zeamais com idade de zero a 15 dias. cada experimento foi realizado
com dois tratamentos (6leo e testemunha) e 10 repeticdes. Apos 24 h, os insetos contidos em
cada recipiente foram contados, para avaliacdo da repeléncia e recolocados nas arenas, onde
permaneceram por mais 4 dias. OA apresentou 68,6% de repeléncia. em testes de livre escolha,
o0 oleo ¢ eficaz na reducdo da emergéncia de adultos em S. zeamais.

(b) Anastrepha fraterculus Wiedemann — Rosa et al. (2013) os tratamentos consistiram de OA
nas concentracdes de 0,5, 1 ¢ 2%, associado a 5% de proteina hidrolisada. 5% de proteina
hidrolisada foi o tratamento controle. As solucdes atrativas foram colocadas nas armadilhas
amarelas na dose de 200 mL por armadilha. As armadilhas foram colocadas nas plantas. Os
insetos capturados foram separados da solugdo atrativaatravés de uma peneira plastica de malha
fina e em seguida lavados em agua pura e colocados em potes de 80 mL contendo alcool 70%,
onde as espécies foram peneiradas, contadas, sexadas e identificadas. As diferentes doses de
OA misturadas com proteina hidrolisada reduziram significativamente o potencial de captura
de A. fraterculus. Os tratamentos contendo misturacom 0,5, 1,0 € 2,0% de OA capturaram 32,8,

9,1 ¢ 6,8% do total de moscas coletadas, respectivamente.
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(c) Pseudohypocera kerteszi — Freire et al. (2006) coletaram individuos adultos de forideos
presentes em colmeias de M. compressipes manaosensis naturalmente infestadas. os insetos
foram acondicionados em caixa de madeira forrada com papel sulfite branco e coberta com
filme plastico PVC com orificios pequenos o suficiente para permitir a ventilagdo. A caixa foi
mantida em temperatura ambiente, onde foram monitorados até a morte dos insetos. Os
experimentos consistiram em monitorar a postura dos forideos fémeas em potes plasticos
cobertos com cera de abelha. Foram utilizadas seis caixas (repeti¢des). Em cada caixa foram
oferecidos trés substratos: a) pote contendo pdlen (diluido em 4gua 3:1), b) pote contendo mel
e ¢) pote contendo polen misturado com OA (60 mL). Observou-se que as fémeas dos forideos
realizaram postura em todos os tipos de substratos, indicando que o substrato polinico foi
preferencialmente utilizado para oviposi¢cdo. as fémeas ndo utilizaram o pote de podlen
misturado com Andiroba para postura (inibicdo de até 100% da postura). A partir desses
resultados, o OA foi testado em 25 colonias de abelhas M. compressipes manaosensis
naturalmente infestadas por forideos. Com o auxilio de papel absorvente, uma fina camada de
6leos foi passada nas paredes internas da lixeira e na tampa dessas colmeias, bem como ao redor
do orificio de entrada. Apos 3 dias, presenca de forideos adultos e larvas indicando agdo
repelente ao 6leo. Nao foram observadas alteragdes no desenvolvimento das abelhas das
coldnias tratadas neste experimento.

(d) Chrysomya megacephala, Haematobia irritans — Klauck et al. (2015) realizaram os testes
de repeléncia in vitro utilizando um dispositivo com diferentes compartimentos. Nos
compartimentos 1 e 2 foi utilizado algodao embebido em 2 mL de 6leo ou citronela (repelente
positivo Controle); nos compartimentos 3 e 4 havia algoddo embebido em agua destilada e
triton (2 mL). Havia interligagdes entre compartimentos com tubos transparentes de 1,8 cm de
diametro, o que permitiaa livre movimentacao da mosca. As moscas selecionadas para o teste
(90 amostras cada) foram separadas em 18 grupos de 10 insetos cada. Posteriormente, as moscas
foram expostas a Andiroba e a 5,0% de oleos de melaleuca e 6leo de citronela (controle
repelente positivo). O teste teve inicio quando as moscas foram colocadas no compartimento 1,
juntamente com o algoddo que continhaa solu¢ao teste. Em seguida, os compartimentos 2, 3 e
4 foram abertos para permitir a livie movimentacao da mosca. Para avaliar o efeito repelente,
apoés o tratamento, todas as moscas foram contadas em cada compartimento em intervalos pré-
determinados. O efeito da OA foi de 75% para Chrysomya megacephala. Um resultado
importante a ser relatado foi a morte das moscas que permaneceram nos compartimentos com

OA. OA também teve efeito repelente para Haematobia irritans.
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(f) Tenébrio molitor — Limaet al. (2015) utilizaram larvas de 4° instar de T. molitor como inseto
modelo. As formulagdes a base de OA e extrato alcodlico do tegumento foram constituidas por
50 ml do produto e 20 ml de sabonete liquido. Para cada extrato vegetal foram realizados
bioensaios nas concentragoes de 1 e 10%, considerando a menor ¢ a maior dose limite de
resposta biologica para cada formulagdo, além de um tratamento controle com agua destilada.
A exposi¢do aos tratamentos foi através de aplicacao topica no inseto. Apos a aplicagao dos
tratamentos, os insetos foram mantidos em camaras climatizadas. A mortalidade dos insetos
estudados foi avaliada ao longo de 5 dias ap6s a exposi¢do aos inseticidas testados. A
formulagdo a base de OA, na concentracdo de 1%, apresentou taxas de mortalidade crescentes
de 67,5% (1°dia), 77,5% (2° dia), 82,5% (3° dia), 85% (4° dia) € 90% (5° dia). Na concentragdo
de 10%, as taxas de mortalidade foram de 97,5% (1° dia) e de 100% nos demais dias. O
tratamento com formulacdo a base de OA apresentou maiores taxas de mortalidade nas
concentracdes de 1% e 10%, comparado ao tratamento a base de extrato alcodlico do
tegumento. Além disso, o tempo de acdo no caso da formulacao do 6leo foi menor para
concentracdes de 1% e 10%, com taxas de mortalidade de 67,5% e 97,5% no primeiro dia de

avaliacao.

PARASITA

(a) Aedes aegypti — Dois estudos sobre o efeito do OA sobre o parasita Aedes aegypti foram
encontrados na literatura. Silva e outros (2005) avaliaram o efeito larvicida da OA, contra duas
cepas de A. aegypti. Apds 8 horas apos a exposicao ao 6leo. Os valores das concentracdes letais
(CL) 90 e LC95 para as larvas da cepa GCZ (resistentes ao temefds) foram 80 e 86 ppm (1°
instar), 98 e 106 (2° instar), 166 e 182 (3° instar) e 192. ¢ 202 ppm (4 instares), respectivamente.
Os valores de CL90 e LC9S5 para larvas da linhagem Rockefeller foram 164 ¢ 182 ppm (1°
instar),212 e 224 (2° instar), 210 € 226 (3° instar) € 450 € 490 ppm (4° instar), respectivamente.
Para avaliar o efeito subletal do 6leo de C. guianensis no desenvolvimento de 4. aegypti foram
utilizadas concentragdes correspondentes a CL50, CL20 e CL10. Para OA, as concentracdes
foram CL50, 140 mg/L; CL20, 60 mg/L; e CL10, 40 mg/L. Foram preparadas trés réplicas,
cada uma contendo 500 mL de solugdo em recipientes plasticos com capacidade para 1.000 mL.
Para alimentagao das larvas, aracao dos filhotes foi triturada (0,36 g) em cadaréplica. Trezentas
larvas do final do terceiro e inicio do quarto instar foram colocadas em cada réplica, totalizando
900 larvas por bioensaio. O comportamento larval, como alimentagdo, mudangas de fase,

alteragdo na mobilidade, fraqueza e mortalidade, bem como emergéncia de adultos foram
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verificados diariamente. A cada 96 horas, foi adicionado alimento ao grupo tratado e controle.
Para avaliar o efeito subletal da OA no desenvolvimento de concentragdes de 4. aegypti
correspondentes a CL50, CL20 e CL10, Prophiro et al. (2012) utilizaram concentracdes de
CL50, 140 mg/L; CL20, 60mg/L; e CL10, 40 mg/L de OA. Foram preparadas trés réplicas,
cada uma contendo 500 mL de solug¢do em recipientes plasticos com capacidade para 1.000 mL.
Em cada réplica foram colocadas trezentas larvas ao final da terceira e inicio da quarta etapa
inicial, totalizando 900 larvas por bioensaio. O efeito letal iniciou 1 hora apds a exposi¢ao, mas
entre as primeiras 2 e 3 horas a mortalidade das larvas foi mais expressiva. Quando foram
utilizadas concentragoes de 1.400 mg/L de C. guianensis, todas as larvas estavam ativas com
movimentos normais de zigue-zague nos primeiros 5 min de exposi¢ao. Apos esse periodo,
foram observados comportamentos como movimentos lentos, tremores, convulsdes seguidas de
paralisia e morte na maioria das larvas expostas as solu¢des. O efeito larvicida das solugdes
contendo OA manteve-se com eficiéncia total (100% de mortalidade) até o 12° dia. Depois
diminuiu de 97 para 92% no 13° e 14° dias, respectivamente. Nao foi observada mais
mortalidade larval apds o 32° dia. Ao utilizar CL50, 140 mg/L de C. guianensis, observou-se
100% de mortalidade em 72 h. Da mesma forma, CL20,60 mg/L, foi observada 100% de
mortalidade em 96 horas. Observou-se que em ambas as concentragdes (CL50 e CL20) a
mortalidade continuou ap6s a muda larval. Nao foram observadas pupas e emergéncia de
adultos neste tratamento. CL10,40 mg/L induziu mortalidade de 99,7% apds 1 semana de
tratamento. Com essa concentragdo, das 900 larvas expostas, apenas trés emergiram € se
tornaram adultas ap6s 10 dias, aparentemente sem alteragdes. Nos grupos controle, ndo foi
observada mortalidade dentro de 24 horas de exposicao.

(b) Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Rhipicephalus sanguineus, Anocentor nitens — Farias
et al. (2012) testaram OA em fémeas ingurgitadas de R. (Boophilus) microplus, R. sanguineus
e A. nitens. As fémeas ingurgitadas foram limpas com papel absorvente e separadas com base
em aspectos de aparéncia ¢ motilidade normais, corpo intacto e ingurgitamento maximo,
distribuidos em placa de Petri em grupo de dez, pesados em balanga analitica e submetidos ao
teste de imersdo. Foram utilizadas cinco dilui¢des de Oleo de semente de Andiroba (20, 10, 5,
2,5 e 1,25%) utilizando 4gua destilada e tween 80 como dispersante, com trés repeticdes por
tratamento, formando, ainda, um grupo controle, um controle negativo apenas com agua
destilada, e outro controle positivo com o acaricida quimico a base de cipermetrina. Para avaliar
a eficaciado OA sobre larvas ndo alimentadas foi utilizada a técnica de “sanduiche”. Dez dias

apos o inicio da postura, os ovos foram separados em lotes de um grama e acondicionados em
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seringas plasticas adaptadas de 20ml, lacradas com algodao e incubadas em camara climatizada
para B.O.D. eclosdo das larvas destinadas ao teste. Foram preparadas seis dilui¢des de 6leo de
semente de Andiroba (20, 10, 5, 2,5, 1,25 e 0,75%) utilizando agua destilada e tween 80 como
dispersante, e um grupo controle com agua destilada e outro com tween 80 e agua destilada.
Aproximadamente 100 larvas dos 14 aos 21 dias de idade foram colocados entre dois pedagos
de papel filtro impregnados com dilui¢des de 6leo de semente de Andiroba. Em seguida, esse
conjunto foi colocado em um envelope de papel filtro e lacrado com fita adesiva e mantido em
camara climatizada para B.O.D. até ler sua viabilidade. O registro das larvas vivas e mortas foi
realizado 24h apo6s o teste. Nos testes realizados na oviposicao de fémeas ingurgitadas obteve-
se IC50 de 4,332; 4.850 e 4.903 para R. (B.) microplus, A. nitens e R. sanguineus
respectivamente. O 6leo de semente OA, na dilui¢do de 1,25%, inibiu a oviposi¢do em 10%
para R. (B.) microplus, 6,67% para A. nitens e 10% para R. sanguineus, atingindo efetividade
contra carrapatos de 27,82%, 20,01% e 18,01%, respectivamente, com melhor eficacia
demonstrada em concentracdes superiores a 5%. A mortalidade de fémeas ingurgitadas variou
de 10 a 100% para R. (B.) microplus € R. sanguineus e de 6,67 a 100% para A. nitens.

(c) Trichostrongylus sp., Haemonchus sp., Oesophagostomum sp., Strongyloides sp. — Moraes
etal. (2010) aplicaram extrato hexanico da semente de C. guianensis. Foram utilizadas amostras
fecais de caprinos e ovinos, coletadas diretamente da ampola retal de animais naturalmente
infectados por helmintos, onde foram processadas para determinag¢ao do nimero de ovos por
grama de fezes, interpretando-os o grau de infec¢ao. De cada espécie animal foram selecionadas
amostras fecais, formando um homogeneizado para cultivo de larvas. Cada cultivo foi
submetido a 5 concentragdes de OA (100, 50, 30, 25 e 10%), utilizando tween 80 como
dispersante. O cultivo de larvas de nematodides gastrointestinais da espécie caprina nos grupos
Controle (C1 e C2) revelou larvas infecciosas dos géneros Haemonchus, Oesophagostomum e
Trichostrongylus, com predominio do género Haemonchus.

Analisando o percentual de redug¢do na espécie caprina, considerando o Controle
negativo Cl1, foi demonstrada uma redugdo altamente eficaz para os tratamentos de 100, 50 e
30% e Controle positivo para os géneros Haemonchus e Oesophagostomum, € no nimero total
de larvas e moderadamente eficaz para o género Trichostrongylus em todos os tratamentos. A
atividade ovicida contra nematoéides gastrointestinais de caprinos € ovinos in vitro, demonstrada
pela OA mostra a atividade anti-helmintica deste fitoterapico e a possibilidade como alternativa

para o controle de nematoides gastrointestinais de caprinos € ovinos.
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PROTOZOARIO

(a) Trypanosoma evansi — Baldisseraet al. (2013) utilizaram 6leo puro na concentragdo de 0,5,
1,0 e 2,0% contra T. evansi. Posteriormente, foram realizados os mesmos testes, utilizando
0leos nanoemulsionados nas concentragdes de 0,5 e 1,0%. o numero de parasitas foi
quantificado 1, 3 e 6 horas ap6s o inicio do estudo. Uma redu¢ao dependente da dose no nlimero
de parasitas foi observada nas formas dos dois dleos testados ap6s 1 h. A concentracido de
parasitas foi significativamente reduzida em baixas concentracdes apos 3 h, e as 6 h, nenhum
parasita vivo foi observado para os Oleos testados. OA (nas formas convencional e
nanoemulsdo) apresenta alta atividade contra 7. evansi in vitro, sugerindo que este 6leo pode
ser aplicado como alternativa de tratamento para esta doenca.

(b) Plasmodium falciparum — Junior et al. (2012) realizaram a atividade antiplasmodial da OA
e sua fragdo rica em limondides em placas de cultura de tecidos de 96 pogos. Duplas dilui¢des
em série da fragdao rica em limondides dissolvida em metanol estéril e O A dissolvido em solugao
de DMSO foram colocadas em placas de microtitulacao e diluidas com o meio de cultura. Uma
suspensdo de eritrocitos parasitados (0,5-1% parasitemia, 2,5% hematocrito) contendo
principalmente trofozoitos foi adicionada aos pogos para atingir um volume final de 100 mL.
Para OA foram utilizadas as concentragdes 820, 82, 8,2, 0,82 e 0,082 mg/mL, enquanto para a
fracdo rica em limondides as concentragdes foram 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125 mg/mL. O
OA e sua fragdo rica em limonoides inibiram o crescimento do clone W2 em 100%, entre 24 ¢
72 horas, nas concentragdes de 8,2 ¢ 3,1 mg/mL, respectivamente. Para a fragdo rica em
limondides a inibi¢do do clone Dd2 foi de 56% (IC50 2,8 mg/mL) as 24 h, 64% (IC50 2,4
mg/mL) as 48 h e 82% (IC50 0,4 mg/mL) ap6és 72 h. Para o clone Dd2, em ambos os
experimentos com OA e fragdo rica em limonoides, a resposta final em 72 h (IC50 8,4 mg/mL
e IC50 0,4 mg/mL) foi mais positiva que a resposta inicial de 24 h (IC50 4 82 mg/mL) mL e
IC50 2,8 mg/mL). Pereira et al. (2014) utilizaram os seguintes compostos isolados de OA: 6a-
acetoxiepoxiazadiradiona (1), andirobina (2), 6a-acetoxigedunina (3) e 7-desacetoxi-7-
oxogedunina (4) (todos isolados de material de semente prensado residual usando extracgdo e
técnicas de cromatografia). Eles também estudaram: 6a-hidroxi-desacetilgedunina (5)
(preparada a partir de 3) foi avaliada usando o microteste na cepa P. falciparum Kl
multirresistente. A eficacia dos limonoides 3 e 4 foi entdo avaliada por via oral e subcutanea
em camundongos BALB/c infectados com cepa NK65 de P. berghei sensivel a cloroquina no
teste supressivo de 4 dias. In vitro, os limondides 1-5 exibiram concentragdes medianas de

inibicao (IC50) de 20,7-5,0 uM, respectivamente. A 6a-acetoxigedunina ¢ um produto natural



68

abundante presente em sementes residuais de OA que exibe propriedades antimaléricas in vivo

significativas.

Tabela 12 - Caracteristicas das aplicagdes do Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) contra
insetos, parasitas e protozoarios relatadas na literatura

£anismo vivo Condigdes de aplicagdo do Oleo de Andiroba

Grupo/Nome cientifico Referéncias

Inseto Nome comum Concentragao Efeito
Sitophilus zeamais Motschulsky Gorgulho do milho 50 uL/ 20 g maize Inseticida Congl(l)l(())éet al.
Anastrepha fraterculus Wiedemann Mosca da fruta 0,5,1,2% Repeléncia Rosa etal 2013
Pseudohypocera kerteszi Colmeia 60mL Repeléncia Freire et al. 2006
Chrysomya megacephala Mosca de latrina oriental 5% Repeléncia Klag((:)kl zt al
Haematobia irritans Mosca de chifre 5% Repeléncia Klagc(:)kl Zt al
Tenebrio molitor Larva de farinha 1,10% Inseticida Lima etal. 2015
Parasita
Silva et al. 2006;
Aedes aegypti Mosquito da dengue 40,60, 140 mg/ L Acaricida / larvicida Prophiro et al.

2012

Rhipicephalus (Boophilus)
microplus
Rhipicephalus sanguineus

Anocentor nitens

Trichostrongylus sp.
Haemonchus sp.
Oesophagostomum sp.

Strongyloides sp.

Carrapato (boi)

Carrapato (cdes e cavalos)
Carrapato (cdes e cavalos)

Cabras e ovelhas
Cabras e ovelhas

Cabras e ovelhas

1,25,2,5,5,10,20%

1,25,2,5,5,10,20%
1,25,2,5,5,10,20%

10,25,30,50,100%
10,25,30,50,100%

10,25,30,50,100%

Acaricida

Acaricida
Acaricida

Anti-helmintico

Anti-helmintico

Anti-helmintico

Anti-helmintico

Farias, etal 2012

Farias, etal 2012
Farias, etal 2012

Moraes et al.
2010
Moraes et al.
2010
Moraes et al.
2010
Moraes et al.
2010

Trypanosoma evansi

Plasmodium falciparum

Cabras 10,25,30,50,100%
Protozoario
Maldas cadeiras 05,1,2%
820,82,8.2,0.82,
Malaria 0.082 mg/ mL

Antiparasitario

Antiplasmodial

Baldissera, 2013

Junior et al. 2012;
Pereira et al. 2014

1.6 PLASMA FRIO
1.6.1 FUNCOES E UTILIZACOES GERAIS

O plasma ¢ um gas ionizado ou neutro, também conhecido como quarto estado da
matéria (Figura 14) (Fridman, 2008; D’agostino et al. 2008) e constitui 99% do universo visivel,
além disso, o0 mesmo pode ocorrer natural ou artificialmente (Fridman, 2008; Eliezer, Eliezer,
2001). A medida que os materiais adquirem energia, mudam de estado, ou seja, de solido
(menos enérgico) para liquido e posteriormente, gas. Em cada transi¢ao de fase, as interagdes e
as estruturas entre as moléculas ficam mais frouxas até degradar-se completamente, fato que

explica o quarto estado da matéria (Fridman, 2008).
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Portanto, o plasma frio (PF), também chamado de plasma ndo-térmico ou de baixa
temperatura, ¢ definido como um gas formado por multicomponentes como elétrons, 4tomos,
moléculas neutras e altamente excitadas, ions, radicais, fotons e particulas neutras (Heinlin et

al. 2011).

Figura 14 - Caracteristicas dos quatro estados da matéria: s6lido, liquido, gasoso e plasma

o R o W

solid Liguid Gas Plasma

Fonte: Misra; Schliiter; Cullen (2016).

Plasmas sdo geralmente classificados conforme seu nivel de energia, densidade i6nica
e temperatura, em plasmas de alta temperatura, plasmas térmicos e plasmas frios (Liu; Xu;
Wang, 1999). O plasma térmico ¢é caracterizado pelo equilibrio termodinamico entre os elétrons
e as particulas pesadas do gés, havendo uma quase singular temperatura em cada ponto do
espaco. Este tipo de plasma requer pressdes mais altas (=105 Pa) e uma quantidade maior de
energia para ser formado quando comparado ao ndo-térmico (Fridman et al. 2007).

Ja para os plasmas ndo-térmicos, somente os elétrons sdo aquecidos, assim, estdo em
um nivel de temperatura mais alto do que os ions e as particulas pesadas sem carga. A diferenca
de massa ¢ tao grande que os elétrons podem estar a altas temperaturas, ao mesmo tempo que
o plasma inteiro mantem-se préximo da temperatura ambiente. Devido a esse aspecto, os
plasmas nao-térmicos sao usados para tratar objetos sensiveis ao calor ou matéria bioldgica
(Laroussi, 2009). Estes plasmas operam sob moderadas temperaturas e utilizam gases atoxicos,
logo, danos quimicos e térmicos ao substrato sdo restritos (Philip et al. 2002; Sladek; Stoffels,
2005), além de fornecer esterilizacdo e assepsia eficientes em poucos segundos/minutos
(Heinlin et al. 2011).

Os plasmas produzidos pelo homem se encontram presentes em uma série de produtos
e processos do cotidiano, como nas lampadas fluorescentes, televisores, cortes e soldas. Pode
ser encontrado também em uma série de outras aplicagdes em produtos ou servigos, como no
setor ambiental em tratamentos de efluentes liquidos e gasosos; na eletronica, na esterilizacdo
e refrigeracao de componentes; na modificacdo quimica de superficies de polimeros e pré-
tratamento de pinturas (Silva et al. 2012); na medicina, na esterilizacdo e no tratamento de

melanomas e ulceras dérmicas (Heinlin et al. 2011); entre outros.
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O PF foi originalmente empregado para melhoraras propriedades de impressao e adesao
de polimeros, aumentando a energia de superficie dos materiais e uma variedade de dominios
de uso em eletrOnica. Geralmente ¢ utilizado para tratar tecidos, vidros, papel e outros
produtos. Uma nova tendéncia de pesquisa sugere que a tecnologia PF ¢ uma tecnologia
poderosa e lucrativa para a indistria de alimentos (Devi et al. 2017; Patange et al. 2017).

A tecnologia de plasma, perante a indistria alimenticia, ¢ considerada uma técnica
moderna nao convencional e bastante vantajosa quando se trata de descontaminag¢ao microbiana
em diferentes substratos (frutas, vegetais, aves, produtos carneos, queijo, etc), desde a
esporulagdo e deterioracdo de organismos patogénicos, até a degradacdo de residuos de
agrotoxicos. Também ¢ utilizada na preparacdo de amidos modificados, alterando suas
propriedades fisicas e quimicas, e tem sido empregada para alterar a taxa de germinagdo de
sementes e processamento de materiais de embalagem a fim de melhorar as propriedades de
barreira e conferir atividade antimicrobiana (Devi et al. 2017; Patange et al. 2017). E um
processo ecoldgico que € usado na preservacao de alimentos e outras aplicagdes potenciais

como uma alternativa as técnicas comuns (Thirumdas et al. 2015).

1.6.2 PRINCIPIOS DE FUNCIONAMENTO

O PF pode ser definido como um meio altamente reativo e energético, formado por
espécies quimicas radicalares, idnicas, excitadas com elétrons de alta energia, em que o gas
plasmogénico encontra-se em temperatura ambiente (Fridman, 2008; D’agostino et. al. 2008;
Eliezer; Eliezer, 2001; Roth, 1995; Kieft, 2005). Trata-se de um meio em constante atividade
fisica e quimica, cujas reagdes quimicas resultantes sdo direcionadas e influenciadas
principalmente pela excitacdo do elétron (Fridman, 2008; D’agostino et. al. 2008; Eliezer;
Eliezer, 2001).

Intimeras sao as formas de gerar PF e, portanto, variados sdo os tipos gerados (luminoso,
faisca, corona, entre outros). Apesar do principio basico e comum da auséncia do equilibrio
termodindmico local, cada forma conduzirda a um subtipo distinto de plasma, cujas
caracteristicas peculiares permitem que sejam destinados as diferentes aplica¢des. Quantidade
e tipo de energia utilizada, pressao de trabalho, identidade quimica do gas, corrente e tensdo
elétrica, tipo de reator, sdo alguns dos preceitos que induzem o tipo de PF produzido (Locke et

al. 2006). PF pode ser formado a partir de micro-ondas, radiofrequéncia e descargas elétricas
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de alta tensdo, sendo esta Ultima a mais utilizada forma para se gerar e manter PF (Eliezer;
Eliezer, 2001; Kieft, 2005; Locke et al. 2006; D’agostino et al. 2008; Fridman, 2008).

O fundamento principal das fontes de plasma ¢ fornecer meios eficazes para a aplicacao
de um intenso campo elétrico a um gas (Misra et al. 2018). Com a diferenga de potencial
empregue entre dois eletrodos, acontece um aumento do campo elétrico local, no qual sucede a
ionizacdo do gés, conhecida como primeira ioniza¢do de Townsend. Isto €, os elétrons primarios
sdo acelerados, chocando-se com atomos e/ou moléculas do gas em seu caminho, formando
espécies ionicas. Contudo, em virtude da colisdo entre elétrons primarios e particulas pesadas
do gas, geram-se cations na mesma propor¢ao que percorrem o caminho contrario aos elétrons
e ao chegar ao catodo ocorrera uma segunda avalanche de elétrons, ou seja, resultando em uma
segunda ionizacdo de Townsend, gerando um efeito cascata de multiplicacdo de elétrons
(Fridman; Chirokov; Gutsol, 2005). Assim sendo, os elétrons também sdo considerados como
0s principais responsaveis pelo processo de colisdo e excitagdao, devido a energia cinética
elevada gerada pelo campo elétrico, fazendo com que eles se movam com velocidade alta em

relagdo as particulas pesadas presentes no meio (Tendero, et al. 2006).

1.6.3 REATORES DE PLASMA FRIO

Nos recipientes chamados reatores ocorrem os fendmenos fisico-quimicos. No contexto
do PF de descargas elétricas de alta tensdo, esses reatores representam as estruturas que
possuem como caracteristica basicaa presenga de no minimo um eletrodo metalico por onde ¢
aplicada a diferenca de potencial necessaria para produzir a descarga elétrica formadora do
plasma (D’ Agostino et al. 2008). A forma como os eletrodos estao arranjados define o reator
de plasma frio, sua funcionalidade e correspondente aplicagdo. O meio onde a descarga elétrica
¢ formada confere a classificagdo em trés tipos de reatores: reator de descarga em fase gasosa,
reator de descarga em fase liquida (chamada de descarga eletro-hidraulica) e reator de descarga
hibrida (Locke et al. 2006; Bruggeman; Leys, 2009). E possivel observar distintos tipos de
descargas elétricas, dentre elas destacam-se: jato de plasma, descarga corona, barreira dielétrica
(DBD), descarga de arco, descarga brilhante (glow), e descarga do tipo faisca (Spark) (Jiang et

al. 2012). As mais usuais sao:

Jato de plasma: composto por no minimo dois eletrodos com distancia de alguns milimetros

(Figura 15) dependendo da tensdo do reator (Weltmann et al. 2008). As principais vantagens
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sdo suas pequenas dimensdes, aplicabilidade e capacidade para penetrar em espagos estreitos
(Weltmann et al. 2008).

Figura 15 - Reator de Plasma Frio descarga jato de plasma
£
F

plasma

Fonte: Surowsky; Schluiiter; Knorr (2014).

Descarga em barreira dielétrica (DBD): o plasma ¢ gerado entre dois eletrodos que estao
separados por uma barreira dielétrica (Figura 16) (Misraet al. 2011). As vantagens deste reator
sdo a variedade de gases que podem ser usados, o baixo fluxo de gas necessario em comparagao
a outras configuracdes, a possibilidade de inflamar descargas homogéneas até varios metros,
bem como, a boa adaptacao devido as diferentes geometrias dos eletrodos. No entanto, sdo
necessarias tensdes relativamente altas (> 10 kV), dependendo da distancia entre os eletrodos,

o que faz com que seja essencial precaucdo e isolamento (Misra et al. 2015).

Figura 16 - Reator de Plasma Frio descarga de barreira dielétrica (DBD)

| Bhetrodo da alta tansdo
Barraina Dialdtrica
Garador de alta @
tansss Descargn de plasma

e —

| Eletrodo inferior

Fonte: Niemira (2012).

Descarga corona: produzidas por eletrodos afiados como pontas ou fios finos impostos a alta
tensdo. Pelo menos um desses eletrodos precisa apresentar um pequeno diametro de curvatura,
o eletrodo corondrio (Figura 17) (Scholtz et al. 2015). As geometrias tipicas sao as ponta-plano
e configuragdes cilindricas, que podem ser operadas em corrente continua alternada, ¢ o
eletrodo pode ter potencial negativo ou positivo. A descarga corona normalmente pode ser

gerada por dispositivos simples e de baixo custo de produgao e operacdo. Sua aplicagdo produz
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tratamentos pouco uniformes, o que confere a esse tipo de reator um modelo destinado a

pesquisa experimental.

Figura 17 - Reator de Plasma Frio descarga corona

eletrodo de fio
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Fonte: Surowsky; Schluiiter; Knorr (2014).

1.6.4 APLICABILIDADE

O PF possui aplicagdo em diversas areas como a ambiental, biomédica e industrial
(Machala et al. 2007). Além das aplicagdes citadas, varios estudos tém mostrado que essa
tecnologia ¢ eficaz no tratamento de alimentos, principalmente na descontaminagdo de
produtos, uma vez que apresenta alto potencial antimicrobiano proveniente de espécies reativas
geradas durante o tratamento (Los et al. 2018).

O PF tem uma variedade de aplicagdes para a industria alimentar, principalmente a
descontaminac¢do de alimentos como carnes, produtos lacteos, frutas e vegetais, granulares /
particulados (graos, ervas e especiarias) e sementes germinadas. Esta tecnologia também tem
sido aplicada com sucesso para a esterilizagdo superficial em materiais de embalagem (Mir;
Shah; Mir, 2016; Misra et al. 2015, Scholtz et al. 2015). Essa capacidade do PF em trabalhar a
baixas temperaturas tem aberto a possibilidade de usar a tecnologia para o tratamento de
alimentos sensiveis ao calor (Korachi et al. 2015; Cullen et al. 2017).

Os agentes do plasma contribuem para a acdo letal, interagindo com o material
bioldgico. O tratamento com plasma de fato inativa uma extensa gama de microrganismos,
incluindo virus e esporos (Dhayal et al. 2006). Segundo Moisan et al. (2002) existem trés
mecanismos principais pelos quais o PF inativa os microrganismos:

a. interacdo quimica de radicais, espécies reativas ou particulas carregadas com membranas
celulares;
b. danos nas membranas e componentes celulares internos pela radiagao UV;

c. quebra das cadeias de DNA por UV gerada durante a recombinacao das espécies de plasma.
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Enquanto em um determinado produto, um modo de a¢do pode ser mais significante do
que outro, a maior efetividade saneante resulta do plasma com multiplos mecanismos
antimicrobianos (Moisan et al. 2002; Laroussi, 2009). Porém, podem existir algumas limita¢oes
no processamento do plasma, como aumento na oxidagao de lipidios e diminui¢ao da firmeza
dos frutos (Thirumdas; Sarangapani; Annapure, 2014), além de poder afetar também as
propriedades de cor dos frutos (Misraet al. 2014). O uso desse tratamento em al imentos resulta
em maior vida util, seguranga e redugdo do uso de conservantes. Sua aplicabilidade pode ser
observada tanto em alimentos so6lidos quanto em liquidos, devido as infinidades de
configuragdes (Misra et al. 2011).

Vale salientar que a eficiénciado PF utilizado depende de uma série de fatores como o
tipo e a carga inicial de microrganismo, a composi¢ao da amostra, o fluxo do géas paraa geragado
do plasma e o estado fisiologico das células (Song et al. 2009; Phan et al. 2017). Portanto, os
parametros de tempo, composi¢do gasosa e caracteristicas dos reatores de PF (poténcia,

geometria, corrente alternada) contribuem no resultado final (Runtzel et al. 2019).

1.6.5 EFEITO NOS ALIMENTOS

O PF tem mostrado bom potencial para descontamina¢ao de alimentos. No entanto, a
maior parte da pesquisa ¢ amplamente focada em estudos de inativagao microbiana, com énfase
limitada na qualidade dos alimentos. Foi demonstrado que o processamento de PF afeta os
atributos de qualidade dos produtos alimenticios durante o tratamento e no armazenamento
(Pankaj; Wan; Keener, 2018). Embora haja grande promessa para a aplicagdo industrial de PF
como um novo método de sanitizagdo, a presenca de espécies reativas, bem como os residuos
de processos de oxidagdo, pode promover a modificagdo de caracteristicas fisico-quimicas e

sensoriais do produto tratado (Pasquali et al. 2016).

(a) Microbiolégico:

A eficacia frente aos microrganismos tratados com PF foi comprovada por um numero

significativo de estudos, como segue na Tabela 13 (Wang et al. 2016; Dasan et al. 2017;
Mcclurkin-Moore et al. 2017; Xu et al. 2017).
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Cereais e graos: Envolvem uma vasta diversidade de culturas e suprimentos, onde mais de 50%
¢ para consumo (Poutanen; Sozer; Della Valle, 2014). A tecnologia de PF ¢ uma das
promissoras técnicas ndo térmicas utilizadas nas variadas industrias de cereais. Esta tecnologia
oferece inumeros beneficios nas industrias cerealistas, principalmente quanto a
descontaminagdo dos graos (Mir; Shah; Mir, 2016). Subem et al. (2013) realizam tratamento
com PF em barras de cereais contaminadas com 4. flavus, ja Selcuk et al. (2008) que analisaram
o comportamento dos fungos 4. parasidicus e Penicillium em graos e cereais frente ao efeito

do plasma. Ambos obtiveram redugdo logaritmica.

Carnes: Através de estudos preliminares, foi provado que o tratamento com PF foi eficaz na
remog¢ao de microrganismos presentes na carne de frango (Noriega et al. 2011), além de também
ser capaz de matar a bactéria Listeria innocua em carne pronta para consumo (Rod et al.
2012). Kim et al. (2011) obteve resultados satisfatorios quanto a descontaminagao de bacon

contaminado com E. coli e S. typhimurium tratado com PF.

Pescados: Choi et al. (2017) relatou a descontaminacao de lulas secas tratadas com PF. Apos o
tratamento uma reducdo logaritmica foi observada para bactérias aerdbias, marinhas e

Staphylococcus aureus.

Frutas e hortalicas: Kim et al. (2017) tratou cebola em p6 com PF e obteve resultados
favoraveis quanto a inibi¢do de B. cereus, A. brasiliensis e E. coli. Também foi observada
eficiéncia na inativag¢do de E. coli em alfaces tratados com PF (Song et al, 2015). Niemira e
Sites (2008) estudaram o efeito do plasmana reducdo logaritmica de macas contaminadas com
as bactérias E. coli e S. stanley. Perni et al. (2008) trabalharam com manga e melado
contaminados com E. coli e S. aureus. Shi et al. (2011) por sua vez, utilizou suco de laranja

contaminado por Candida albicans. Todas as matrizes alimentares tiveram redug¢ao microbiana.

Embutidos: Song et al. (2009) e Ling et al. (2011) trataram queijo e presunto fatiados
contaminados com L. monocytogenes e apresentaram resultados favoraveis quando a reducao

logaritmica dessa bactéria.
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Tabela 13 - Inativacdo de microrganismos em alimentos usando Plasma Frio

Microsganismo Amostra Reator Tefn]~)0 de . Reducio (log) Referéncia
exposicio (min)
Bactérias
Listeria monocytogenes Ovo DBD 90 4-5 Rowan et al. 2007
L. monocytogenes Queijo fatiado APP 5 1-5 Song et al. 2009
L. monocytogenes Presunto fatiado 1,73 Leeetal 2011
Eschericha coli
Salmonella Bacon APP 1,5 2-3 Kim etal. 2011
typhimurium
E. coli - Niemira & Sites, 2008
S. Stanley Maga ARC 3 3,7 Misra et al. 2014
E. coli Amendoas DBD 0,50 1,8-5 Deng et al. 2007
E. coli Manga Melao AP] 0,08 3 Perni et al. 2008
E. coli
Staphylococcus aureus ~ Suco de laranja DBD 0,41 5 Shietal. 2011
Candida albicans
Fungos
Aspergillus flavus Pimenta em po DM 20 2,5 Kim et al. 2014
A. flavus N APF
A iticus Avelas BP 5 4.5 Dasan et al. 2016
parasi
A. flavus Barra de cereais APJ 20 4 Suhem et al. 2013

A. parasiticus
Penicillium

DBD: descarga de barreira dielétrica; APP: plasma a pressdo atmosférica; APJ: jato de plasma a
pressdo atmosférica; DM: descarga micro-ondas; SD: selfie design; APFBP: plasma em pressdo
atmosférica em leito fluidizado; ARC: descarga em arco / Fonte: Silva, 2019.

Grios de cereais SD 15 3 Selcuk et al. 2008

No tratamento com PF, a temperatura varia na maioria das vezes de 30 a 60 °C, sendo
essa, preferida pela industria de alimentos por causa da baixa energiarequerida para sua geragao
(Misraet al. 2011; Bermudez-Aguirre et al. 2013). Esse tratamento tem apresentado resultados
positivos na descontaminacao de bolores, leveduras, bactérias, esporos e virus empregando

temperaturas menores de 30°C em um pequeno intervalo de tempo (Shiilter et al. 2013).

(b) Cor:

Os pigmentos podem ser afetados pelo tratamento e dependem do tempo e das condigdes
de exposi¢do ao PF. As mudancas na cor podem ter se dado devido a degradagdo parcial de

pigmentos como clorofila e antocianina (Lacombe et al. 2015; Ramazzina et al. 2015).

Frutas e hortalicas: Foram observadas alteragdes no processo de fotossintese e parametros de
cor de folhas milho (Baier et al. 2015), bem como perdas nao significativas da cor de pimentdes
(Vleugels et al. 2005), mirtilos (Lacombe et al. 2015), pepino, cenoura, fatias de péra, tomate
cereja, kiwi, maca e alface. Da mesma forma, a diferenca total de cor apds o tratamento com
PF de sucos de frutas também foi considerada minima e nao perceptivel a olho nu (Xu et al.

2017; Kovacevi¢ et al. 2016).
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Cereais: O processamento de PF também causa efeitos desejaveis na cor de alguns alimentos.
Foi observado um aumento no indice de brancura e brilho de arroz integral apos o tratamento

com plasma (Thirumdas et al. 2016; Lee et al. 2016).

Carnes: O PF foi utilizado na fabricacdo de charque de porco sem adi¢do de nitrito de sodio,
onde foi usado apenas parametros de processamento de plasma especificos para atingir
vermelhiddo / cor semelhante no charque de porco, descartando a necessidade de adicao de

aditivo quimico (Yong et al. 2017).

Esses resultados demonstram que o processamento com PF tem um efeito minimo na
cor dos produtos alimenticios em menores tempos de tratamento. O tipo de produto, sendo ele
solido ou liquido, inteiro ou cortado, pardmetros de tratamento de plasma como a tensao de
entrada, tempo, poténcia, gas de trabalho e as condi¢gdes de armazenamento sdo alguns dos

fatores criticos que podem afetar a cor do produto em questao (Panjak; Wan; Keener, 2018).

(c) Textura:

Frutas: Quanto aos valores de firmeza de tomate, manga e kiwi minimamente processados
tratados com PF, houve uma diferen¢a nao significativa nos valores quando comparados com a
amostra nao tratada com plasma (Misra et al. 2014; Ramazzina et al. 2015; Phan et al. 2017).
Com relagdo a firmeza de mag¢ds minimamente processadas e mirtilos, estudos mostraram
diminui¢do apds o tratamento. Uma exposi¢do prolongada na superficie da maca com plasma
gasoso pode ter sido uma das possiveis causas do vazamento de células (Tappi et al. 2014). J&
o amolecimento dos mirtilos, a diminui¢ao da firmeza foi atribuida ao dano mecanico devido
ao aumento da temperatura durante o tratamento e as altas taxas de fluxo de ar do jato de plasma

(Lacombe et al. 2015; Sarangapani et al. 2017).

Grdos e leguminosas: Estudos mostraram diminui¢do na dureza e mastigabilidade em graos e
leguminosas tratados com PF, além de diminui¢cdo no tempo de cozimento/ imersao, o que foi
considerado desejavel para as industrias (Lee et al. 2016; Thirumdas et al. 2016; Sarangapani

etal. 2017).

(d) pH e acidez:
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O pH e a acidez sdo atributos de qualidade rigorosamente regulamentados na maioria dos
produtos alimenticios processados. Qualquer mudanca dréstica pode levar a um impacto
indesejavel no sabor, textura e prazo de validade dos alimentos. No entanto, no caso de frutas
e vegetais frescos, existem variagdes significativas devido as diferengas nas praticas de cultivo,
diferencas de variedades, parametros ambientais, entre outros (Panjak; Wan; Keener, 2018).

Existem varios estudos relatados em que o tratamento com PF demonstrou alterar o pH de
produtos alimenticios. As mudangas de pH e acidez apds o tratamento com plasma foram
atribuidas principalmente a intera¢do dos gases reativos do plasma com a umidade presente nos
produtos alimenticios. Em produtos alimenticios s6lidos, as espécies de plasma reagem com a
agua superficial, formando compostos acidos apenas na superficie, enquanto, em produtos

liquidos, os efeitos sdo mais pronunciados (Lee et al. 2016).

(e) Proteinas e enzimas:

Os efeitos do PF foram estudados na farinha de trigo, onde foi observada mudangas na
estrutura da proteina devido a oxidagdo de grupos sulfidrila e formacao de ligagdes dissulfeto,
afetando suas propriedades estruturais e funcionais. Os mecanismos de desnaturagdo de
proteinas por PF podem se dar devido a interagdo de espécies reativas de plasma com
aminoacidos (Li et al. 2014) e estrutura secundaria, devido a perda da a-hélice e B-folha (Segat
et al. 2016). Fatores como o tipo de proteina / enzima, tipo de plasma, gas reativo, parametros
de processamento, volume de amostra e meio enzimatico desempenham um papel importante
na desnaturacdo de proteinas e na inativagao de enzimas pelo PF.

Embora a inativacdo da enzima possa servir como uma ferramenta importante para as
industrias de alimentos, alguns desafios, como parametros de processamento otimizados,
melhor compreensdo dos mecanismos de inativacdo e efeitos protetores de diferentes

componentes alimentares precisam ser estudados (Attri et al. 2015).

(f) Carboidratos:

Os carboidratos desempenham um papel importante na defini¢do e manutencdo da

qualidade dos diferentes produtos alimenticios.
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Frutas: Um estudo em suco de caju tratado com PF resultou na degradagdo de todos os agucares
redutores (frutose, glicose e a sacarose ndo redutora), além de relatarem um aumento no
contetido de sacarose apos longa exposicao ao PF, atribuido a degradagdo dos oligossacarideos
com alto grau de polimerizagao (Rodriguez et al. 2017). Uma diminui¢do semelhante na frutose,
aumento na sacarose ¢ degradagao de oligossacarideos com alto grau de polimerizagdo também

foi relatada ap6s o tratamento com PF em suco de laranja prebidtico (Almeida et al. 2015).

Graos e leguminosas: O efeito do PF nos polissacarideos tem se concentrado principalmente
no amido de leguminosas e graos. Uma diminui¢do no tempo de cozimento do arroz integral,
indicando a incorporagdao de grupos polares entre as moléculas de amido foi relatada por
Sarangapani et al. (2017), além de um aumento no grau de gelatinizacdo apds o tratamento com
plasma. Um outro estudo utilizando amido de arroz, foi observado a diminui¢do no teor de
amilose, temperatura de gelatinizacao, temperatura de pasta, tendéncia a retrogradacao e grau
de hidroélise. Desta forma, foi concluido que o tratamento com PF leva a despolimerizagao e
reticulagdo do amido, afetando suas propriedades estruturais, funcionais e reoldgicas

(Thirumdas et al. 2017).

(g) Vitaminas:

A maioria dos estudos relatados sobre o tratamento de produtos alimenticios com PF
focalizou apenas na estabilidade da vitamina C (4cido ascérbico). A grande parte dos estudos
sobre o tratamento com PF de frutas e vegetais inteiros ndo relatou reducdo significativa no
contetdo de acido ascorbico apds o tratamento com plasma.

Pesquisadores nao relataram nenhum efeito significativo sobre o 4cido ascorbico em kiwis,
broto de rabanete e alface apos tratamento com PF (Ramazzina et al. 2015; Song et al. 2015;
Oh; Song; Min, 2017). Entretando, foi observada reducao no conteudo de acido ascorbico apos
o tratamento de frutas e vegetais cortados (Wang et al. 2012). Também foi observada reducgao
de acido ascorbico apds o tratamento em suco de laranja (Xu et al. 2017) e suco de caju (Pankaj
etal. 2017), a degradacao desse 4acido pode ser atribuida a reagdo com 0zonio e outras espécies
de plasma oxidante durante o processamento.

O tipo de amostra (inteira/ corte), tempo de processamento e gas de plasma foram fatores

criticos para a degradacgdo do 4cido ascorbico (Pankaj; Wan; Keener, 2018).
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(h) Lipidios:

A oxidagao de lipidios ¢ uma grande preocupacgao para alimentos musculares, o que
pode levar a mudancas indesejaveis na cor, sabor, odor e prazo de validade (Ladikos e
Lougovois, 1990). Visto que o PF ¢ frequentemente considerado um processo de oxidacao
avancado, ¢ essencial analisar sua influéncia sobre os lipidios presentes nos alimentos

musculares (Pankaj; Wan; Keener, 2018).

Carnes: Nenhum efeito significativo na oxidacao de lipidios foi observado ap6s o tratamento
com PF em carne de porco fresca e congelada (Choi et al. 2016), charque (Kim et al. 2014) e
carne de porco crua (Ulbin-Figlewicz e Jarmoluk, 2016). No entanto, Jayasena et al. (2015)
relataram um aumento na oxida¢ao de lipidios em carne de porco e boi frescas apds tratamento
por um longo periodo. Um aumento na oxidagdo lipidica também foi relatado no lombo de

porco, quando este foi tratado com um gas de plasma contendo oxigénio.

Pescados: Albertos et al. (2017) relataram que o tratamento com PF levou a uma oxidagdo
lipidica significativa e diminui¢do no acido oleico e eicosapentaendico em filetes de cavala

frescos.

Oleo de soja: Yepez ¢ Keener (2016), utilizaram plasma de hidrogénio na fabricagdo de 6leo
de soja parcialmente hidrogenado sem adi¢do de qualquer acido graxo trans como alternativa a
hidrogenacdo catalitica tradicional. A tecnologia PF vem apresentado vantagens inicas em
relacdo aos atuais processos de hidrogenagao, pois pode ser realizada em temperatura ambiente,

sob pressdo atmosférica, sem qualquer catalisador (Pankaj; Wan; Keener, 2018).

Os estudos disponiveis na literatura sobre os efeitos do PF sobre os lipidios em diferentes
produtos alimenticios sdo muito limitados. No entanto, com base nos estudos relatados, o tempo
de tratamento e o gés plasmatico podem ser considerados fatores criticos que afetam a oxidagao

lipidica (Pankaj; Wan; Keener, 2018).

(h) Atividade antioxidante:
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Os resultados relatados sobre os efeitos do tratamento com PF nos contetidos fendlicos dos
produtos alimenticios tém um amplo grau de variagao.

Uma diminuicao nos fenois totais foi relatada em alface (Grzegorzewski et al. 2017), suco
de uva branca (Pankaj et al. 2017) e suco de laranja (Almeida et al. 2015). Nenhum efeito
significativo em macas (Ramazzina et al. 2016), mas um aumento significativo no suco de caju
(Rodriguez et al. 2017) e mirtilos (Sarangapani et al. 2017) também foi relatado.

Nenhuma mudanga significativa na capacidade antioxidante apds o tratamento com PF foi
relatada em kiwis, chicoria vermelha, brotos de rabanete e cebola em po (Oh et al. 2017;
Ramazzina et al. 2015; Pasquali et al. 2016; Kim et al. 2017). Alguns estudos tém mostrado
uma reducao na atividade antioxidante apds tratamentos com PF em macas, suco de uva branca
e suco de caju em uma exposic¢ao prolongada (Ramazzina et al. 2016; Rodriguez et al. 2017;
Pankaj et al. 2017).

Almeidaetal. (2015) relataram uma redugao na capacidade antioxidante do suco de laranja
prebiotico apds o modo direto de tratamento com plasma, enquanto efeitos insignificantes
foram relatados quando tratados no modo indireto.

Esses estudos mostram que o tipo de produtos alimenticios, a fonte de geracao de plasma,
o modo de exposicao e os parametros de tratamento sdo criticos no controle dos efeitos do PF

na atividade antioxidante dos produtos alimenticios (Pankaj; Wan; Keener, 2018).

(i) Degradagdao de micotoxinas:

Microtoxinas s3o metabolitos secundarios toxicos produzidos por fungos toxigénicos,
que podem causar doencas em humanos e animais (propriedades alergénicas, teratogénicas,
carcinogénicas € mutagénicas). A producdo intensiva de alimentos esta contribuindo para
manuseio, transporte € armazenamento incorretos dos alimentos, resultando em niveis maiores
de contaminacao por fungos produtores de toxinas (Hojnik et al. 2017; Scussel, 2002; Pitt,
2003).

Processos para descontaminacdo de desses metabolitos em alimentos sdo bastante
estudadas e vao desde tratamento térmico até irradiagdo. No entanto, a tecnologia do PF,
também esta sendo utilizada para este fim.

Siciliano et al. (2016) avaliaram a reducdo de aflatoxinas (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2)
em avelas, obtendo uma redugdo na concentragdo de aflatoxinas totais e AFB1 superiora 70%.

As aflatoxinas B1 e G1 foram mais sensiveis aos tratamentos plasmaticos em comparagao com
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as aflatoxinas B2 e G2, respectivamente. Wang et al. (2015) testaram a utilizagdo de PF direto
na aflatoxina B1. Foi revelado que a AFB1 poderia ser efetivamente degradada pelo resultando
em uma taxa de degradagao de até 88,3%. Devi et al. (2017), utilizou amostras de amendoim
cru contendo AFBI1 tratadas com plasma, foram observadas mais de 70% e 90% de redugao
desse composto toxico, respectivamente. Em tdmaras, Ouf et al. (2015) avaliaram a
descontaminag¢do de fumonisinas B2 (FB2) e Ocratoxina (OTA). A micotoxina FB2 nao foi
detectada apds 6 min de tratamento com PF, enquanto a OTA nao foi detectada apds 7,5 min.
Provando que a tecnologia tem potencial para ser um método promissor para a descontaminagao

de micotoxinas em alimentos.

(j) Degradagdo de pesticidas:

Em busca de novas medidas preventivas, o PF vem sendo estudado como técnica para a
degradacao de residuos de pesticidas em produtos alimenticios (Tabela 14).

Através de um estudo, foi observada degradacdo significativa de imidaclopride e
boscalid em mirtilos (Sarangapino et al. 2017), fludioxonil, azoxistrobina, piriproxifeno e
ciprodinil em morangos (Misra et al. 2014) e uma redugao total de diclorvés em milho (Bai et
al. 2009) tratados com PF. Em contrapartida, nenhum efeito foi observado quando morangos
contendo boscalid, pirimetanil e iprodiona foram expostos ao tratamento de plasma (Misra et
al. 2013).

Embora o PF possa eliminar uma vasta variedade de agrotéxicos, sua eficacia depende

em grande parte da composicdo do gas de plasma e da natureza / estrutura do agrotéxico alvo

(Ekezie, Sun, Cheng, 2017).

Tabela 14 - Degradagdo de micotoxinas e pesticidas em alimentos usando Plasma Frio

Contaminantes Amostra Reator Te.mPO de‘ Reducio (%) Referéncia
exposi¢do (min)
Micotoxinas
Aflatoxina Avela DBD 12 70 Siciliano et al.
2016

Fumonixina * Tamaras DAPACP 6-7,5 100 Oufetal 2015
Ocratoxina A
Aflatoxina** Amendoim SD 12 90 Devietal. 2017
Pesticidas
Paration Maga DBD 2 95,9 Heoetal 2014
Azoxistrobina 69
lglfé?odxlglrllﬂ Morango DBD 1-5 ;‘? Misra et al. 2014
Piriproxifeno 46
Diclorvos Milho RF 2 100 Baietal 2009

DBD: descarga de barreira dielétrica; DAPACP: plasma frio de dupla pressdao atmosférica; SD: selfie
design; RF: plasma de radiofrequéncia *FB2 **AFB1 / Fonte: Silva, 2019.
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(k) Capacidade germinativa:

Alguns cientistas sugerem que o PF pode influenciar positivamente a viabilidade das
sementes com vantagens peculiares, como tratamento uniforme, ndo destrui¢ao de sementes e
benignidade ambiental (Park et al. 2016; Su et al. 2016; Puligundla et al. 2017). Estudos
mostram que o plasma pode aumentar a capacidade de embebicao de d4gua de algumas sementes,
levando a um processo de germinagao aprimorado, inibi¢do do crescimento microbiano e
melhoria em outros parametros de crescimento (Randeniyva e Groot, 2015).

O tratamento com plasma de argonio teve resultados satisfatérios quanto a melhoraria
do crescimento de brotos de soja (Zhang et al. 2017), assim como para tomates € pimenta, com
a finalidade de alongar os seus caules e para rabanete e feijdo, onde obtiveram aumento das

suas taxas de germinag¢do (Sadhu et al. 2017; Sivachandiran e Khacef, 2017).

1.6.6 VANTAGENS E DESVANTAGENS DO PLASMA FRIO

O uso de altas temperaturas leva a efeitos indesejaveis, como mudanga na cor, texturae
perda de nutrientes, motivando os pesquisadores a explorar alternativas ndo térmicas para o
processamento de alimentos. O PF ¢ uma das tecnologias ndo térmicas que apresenta um
potencial significativo neste sentido. A inativagdao por PF de microrganismos patogénicos e
deteriorantes pode resultar em produtos alimenticios seguros e minimamente processados com
vida util prolongada. No entanto, a maioria das pesquisas publicadas tem se concentrado na
descontaminagdo microbiana, com estudos limitados sobre o impacto do processamento de PF
nos atributos de qualidade (Pankaj; Wan; Keener, 2018).

Na ultima década, o PF ganhou um interesse significativo parauso como tecnologia ndo
térmica para processamento de alimentos. A novidade dessa tecnologia esta na sua natureza
atérmica, destruicdo minima de nutrientes e perda de propriedades sensoriais, auséncia de
subprodutos toxicos, econdmica, versatil, e ecologicamente correta (Pankaj; Wan; Keener,
2018). As aplicagcdes de PF para induastrias de alimentos foram demonstradas para
descontaminagdo de alimentos (Misra et al. 2011), inativacao de enzimas (Misra et al. 2016),
remogao de toxinas (Misra et al. 2015), modificagcdes de embalagens de alimentos (Pankaj et
al. 2014) e tratamento de aguas residuais (Sarangapani et al. 2016). Particularmente para o
processamento de alimentos, o PF demonstrou ser eficaz contra os principais microrganismos

patogénicos de origem alimentar, como E. coli (Bermudez-Aguirre et al. 2013), S.
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typhimurium (Ferndndez; Noriega; Thompson, 2013), S. aureus (Kim et al. 2014) e L.
monocytogenes (Ziuzina et al. 2014).

As principais limitacdes do plasma frio sdo o estado relativamente inicial de
desenvolvimento de tecnologia, a variedade e complexidade do equipamento necessario € os
impactos amplamente inexplorados do tratamento com plasma frio nas qualidades sensoriais e
nutricionais dos alimentos tratados. Além disso, os modos de agdo antimicrobianos para varios

sistemas de plasma frio variam dependendo do tipo de plasma frio gerado (Niemira, 2012).
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO DA SEMENTE DE ANDIROBA (Carapa Guianensis Aubl.)
AMAZONICA POR MICROSCOPIAS ESTEREOSCOPICA E ELETRONICA DE
VARREDURA - SAUDAVEL

Parte das informacgdes fornecidas no 2° Capitulo da Tese foram submetidas em:
Silva, B. A.; Scussel, V. M.; Tribuzi, G. Stereco and scanning electron microscopy of the

Amazonian Andiroba (Carapa guianensis Aubl.). Acta Amazonica, maio 2023 — em Anexo.
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RESUMO

O conhecimento das caracteristicas morfo-histoldgicas da semente de andiroba ¢ importante
para entender suas suscetibilidades a deterioracao para futuras aplicagdes em procedimentos de
prevencio e controle para melhorar a qualidade e a seguranga da matéria-prima e do Oleo de
Andiroba. As caracteristicas morfo-histologicas da semente inteira de andiroba (Carapa
guianensis Aubl.) foram obtidas por microscopia estereoscopica (ME) e eletronica de varredura
(MEV). A casca (tegumento), uma estrutura de parede espessarica em lignina e protetora, varia
em camadas de tecido (tipo e nimero), com células (poligonais e longas) apresentando poros -
os plasmodesmos. Suas diferentes trés faces na jun¢do superior formam Pontas (Pontas 1-4),
sendo a Ponta 4 (Faces B, C e D de ligacdo) o local localizado em uma cavidade pequena
relativamente apertada, o micrdpilo, rico em feixes vasculares de vasos em forma helicoildal e
traqueideos. Um canal de intercambio (do ourico - através do micrdpilo - para a parte interna
da semente) ¢ formado entre a casca e uma fina pele marrom em diregdo aos cotilédones. Em
sua superficie, residuos de tecidos placentarios secos podem ser detectados aderidos em toda a
casca. Os cotilédones da semente de Andiroba (cortes transversais e longitudinais), apresentam
diferentes camadas celulares (contendo goticulas de lipidios) distribuidas aleatoriamente. Cabe
salientar, algumas caracteristicas das superficies da casca (externa e interna) altamente
onduladas e irregulares, que produzem reentrancias e podem permitir a deposicao de conidios

de fungos e/ou absor¢do de umidade, o que leva a deterioragdo por formacao de colonias.

Palavras-Chave: Andiroba; roba-mohogany; cedro-bateo; morfologia; MEV

2.1 INTRODUCAO

A floresta amazonica ¢ abundante e diversificada, representando a maior cobertura
vegetal do mundo (Cardoso et al. 2017), com plantas ricas em compostos bioativos, cuja
exploragdo racional contribui para o desenvolvimento sustentdvel daregido (Cabral etal. 2013).
Dentre muitas outras espécies vegetais, a Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) se destaca pela
versatilidade e finalidades variadas (Dias et al. 2023). Seu elevado valor economico ¢ atribuido
aos seus multiplos usos, a partir do aproveitamento de sua madeira, que possui alto valor para
produtos solidos, incluindo fabricagdo de mdveis, construgdo civil, chapas de madeira e

compensados (Firmino et al. 2019).
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O 6leo extraido de suas sementes ¢ conhecido por seus beneficios fitoterapicos. E de
grande importancia para a economia local e ¢ considerado um importante produto florestal ndo
madeireiro para o estado. Produzido principalmente por comunidades tradicionais amazodnicas,
o Oleo de Andiroba representa um caminho sustentavel para o desenvolvimento econémico.
Também ¢ muito procurado para uso medicinal e cosmético, e para producdo de biodiesel
(Mendonga e Ferraz 2007; Kenfack, 2011; Correa et al. 2020). Devido ao grande interesse do
mercado, a cadeia produtiva do 6leo ¢ cada vez mais obrigada a apresentar a quantidade ¢ a
qualidade exigidas pelos consumidores (Correa et al. 2020).

Produz frutos arredondados (vagens) com sementes marrons (Tsukamoto et al. 2019).
Essas sementes possuem formato angular (poligonal a irregular) (com diversas faces) devido a
compressao mutua, podendo variar em tamanho, mesmo sendo do mesmo fruto (Silvae Scussel
2020). Pode conter de 4 a 6 valvulas, medindo em torno de 4,7, 3,9 e 3,1 cm de comprimento,
largura e espessura, respectivamente, com sementes pesando em torno de 21 g (Lorenzi et al.
2002).

O Oleo de Andiroba é extraido e solidifica em temperaturas abaixo de 25 °C
(Tsukamoto et al. 2019). Possui diversas propriedades e aplicagdes (Silva e Scussel 2020),
desde a cura da saude até a inativacdo e controle de organismos vivos como insetos (Klauk et
al. 2015), &caros, parasitas (Moraes et al. 2010), protozoarios (Pereira et al. 2010). 2014),
fungos (Sousa et al. 2018; Silva et al. 2019), entre outros.

Foram publicados relatorios sobre a deterioragcdo das sementes (matéria-prima) e a
redugdo da qualidade do 6leo, que levam a perdas econdmicas para a indastria do Oleo de
Andiroba (Crawley e Gillman 1989; Pinto 2007). Em relagdo as informagdes morfo-
histoldgicas através da aplicacdo de microscopias, alguns estudos tém sido realizados. Porém,
apenas nas folhas e na anatomia foliar das mudas, por meio de microscopias de luz, eletronica
de varredura e de forga (Aragdo et al. 2014; Matos et al. 2021). Apesar disso, faltam estudos
sobre as caracteristicas morfo-histoldgicas da semente inteira e de suas partes, incluindo a
descoberta e compreensdo de sua suscetibilidade a deterioracdo biologica.

Considerando a falta de informagdes sobre as caracteristicas da semente inteira de
Andiroba (tecidos, camadas, células e detalhes de caracteristicas especiais), o presente estudo
investigou as caracteristicas morfo-histologicas de estruturas (casca/cotilédones - superficies
externa/interna) e tecidos, por microscopia estereoscopica (ME)) e microscopia eletronica de
varredura (MEV). Conhecendo as caracteristicas morfo-histologicas da semente de Andiroba ¢

possivel compreender suas suscetibilidades para prevenir e controlar tanto a deterioracao da
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matéria-prima quanto a qualidade da extracdo do 6leo. Até onde sabemos, este é o primeiro

trabalho relatando a morfo-histologia de sementes de Carapa guinensis Aubl.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 MATERIAL

2.2.1.1 Amostra

As sementes de Andiroba (350 g) foram doadas por produtor artesanal de Ramal do
Branco (2°46°46,5’S 59°22°01,9” W), Rio Preto da Eva - Estado do Amazonas, Regido Norte
do Brasil.

3.2.1.2 Equipamentos

Maquina de folheamento de ouro, modelo EM-Scd500, Leica (Leider, III., EUA),
estéreo microscopio, modelo OPTZTS, Opticam (Toquio, Kt., Japao) [180x] e microscdpio

eletronico de varredura, modelo JSM-6390LV, Jeol (Peabody, Mass., EUA) [7000x].

3.2.1.3 Outros Materiais

Formaldeido e etanol, grau analar, Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil); stubs
(pequenos blocos metalicos, 9 diametro e 10 mm de altura), Leica (Leider, III., EUA); bisturi
de a¢o inoxidavel, GS Mtronix (SP, Brasil); Captura de imagem SM software, modelo OPTHD
14000, Opticam Microscopy Technology (Doral, F1., EUA); fita de carbono dupla face,
Electron Microscopy Sciences (Leider, Illinois, EUA), serra, Ticotico (Sao Paulo, SP, Brasil);

pingas, aco inoxidavel.

2.2.2 METODOS

2.2.2.1 Preparo da Amostra

As sementes de andiroba (inteiras), previamente preparadas (desidratadas e

desengorduradas), foram seccionadas - inteiras e suas partes destacadas (tegumento-casca e
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parte extratorade 6leo - o cotilédone) para analise por ME e MEV (identifica¢do das principais

estruturas, tecidos e células - conforme relatado por Scussel et al. (2014a)).

2.2.2.1 Microscopia Estereoscopica - ME

A semente foi seccionada ao meio nos planos 1 e 2 (longitudinal e transversal,
respectivamente - Figura 1.a) por meio de uma serra fina e também teve a casca (incluindo a
fina pele marrom) e o cotilédone destacados e seccionados usando um bisturi de ago inoxidavel
para posterior observacdo individual de superficie/transversal por ME. Cada superficie
(externa/interna) e metades (se¢des longitudinal e transversal) da casca e do cotilédone de cada
semente de andiroba foram observadas por meio de um microscopio estereoscopico para
determinar cada estrutura e sua morfologia em diferentes ampliagdes [7,1-115X]. Micrografias
foram registradas usando software de captura de imagem do ME. Os detalhes morfo-

histologicos observados por ME foram posteriormente elucidados por MEV (Scussel et al.
2014a).

2.2.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

A casca foi cortada em pequenos cubos (aproximadamente 3,0x3,0x2,0 mm de
largura/comprimento/espessura, respectivamente), incluindo caracteristicas especiais - como a
Ponta 4 da semente no tegumento. Os cotilédones foram fatiados (espessura de 3,0 a 4,0 mm)
em diferentes pontos (incluindo a 4rea proxima a junc¢ao dos dois cotilédones - o0 embrido). Os
cubos de andiroba foram fixados em suportes contendo fita adesiva de carbono dupla face e
revestidos com uma camada (40 nm) de ouro (Au) sob vacuo em uma base planetaria. Isso foi
realizado no Centro de Microscopia Eletronica da UFSC, para analise por MEV (Kreibichet al.
2017a). Cada area de interesse da amostra de Andiroba, previamente revestida com ouro, foi

escaneada e suas caracteristicas observadas em diferentes ampliagdes [até 3.000 X] (Scussel et
al. 2014a; Kreibish et al. 2017a).

Figura 1 - Sementes de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) para observacdo por microscopia
estereoscopica (ME) e microscopia eletronica de varredura (MEV): (a) diagramas para o procedimento
de seccionamento das partes (segdes longitudinal e transversal - Planos 1 e 2, respectivamente); (a.1)
vista da Face Curva (A) - face da semente em contato com a ourigo e (a.2) vista das Faces Retas (B, C,
D) - faces da semente em contato umas com as outras, na ourico, ¢ (b) bandeja com suportes contendo
cubos de partes da semente, revestidos com uma camada de ouro para analise por MEV.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das metades da semente de andiroba inteira seccionada e das fatias/cubos de
cada parte da semente (cascae cotilédones), bem como das superficies (interna e externa), suas
camadas de tecido e principais caracteristicas foram identificadas por ME e MEV. Como
esperado, cada parte da semente de andiroba apresentava diferentes camadas de tecido, era
composta por diferentes formas e tamanhos de células, incluindo feixes vasculares. As Figuras
2-4 mostram as Faces/Pontas/micropilos da semente e a localizagdo das camadas de tecido, e
as Figuras 5-10 mostram as caracteristicas da semente inteira e seccionada (através da
distribuicdo das camadas de tecido e das diferenciagdes de suas células) por ME e MEV,

respectivamente.

2.3.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DA SEMENTE DE ANDIROBA — ME

Devido a forma irregular das sementes de andiroba, elas apresentam multiplas Faces
variando em tamanho (formando em cada 2 delas uma ligacdo - os Cantos) e Pontas (ligacdes
entre cada 3 Faces na parte superior). Portanto, foram estabelecidas as posicdes das Faces e
Pontas para permitir uma melhor discussdo das descobertas das caracteristicas histologicas por
ME e MEV. A Figura 2 mostra um diagrama com as Faces (Faces: A a D) e Pontas (Pontas: 1
a 4) posicionadas na semente (seu formato mais regular). A Face A ¢ a face principal que
apresenta uma forma curva. E a face que entra em contato direto com o ourigo. As Faces B e C
tém formato reto/plano (contato das sementes umas com as outras). O micrédpilo, uma

caracteristicade abertura bastante apertada, esta localizado no topo da juncdo das Faces B, C e
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D - na Ponta 4. Através das micrografias de ME das caracteristicas da semente de andiroba,
foram identificadas a cor/camadas/posicionamento de feixes vasculares/sequéncia de tecidos.
Eles sdo mostrados nas Figuras 2-4 (superficies - interna/externa - se¢des transversais e

longitudinais).

Figura 2 - Amostras de sementes de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) apresentando detalhes sobre

a distribui¢do de suas principais Faces e Pontas: nas vistas (a) frontal e (b) traseira, através da

microscopia estereoscopica de faces [x0,67]
Tipl Tip

Tip2

Tip3

Tip3

micropyl

Tipl

(a) (b)

(a) Casca (tegumento): A semente de andiroba ndo apresenta uma forma homogénea (devido a
pressdo dentro do ourigo/valvulas) - a estrutura de casca protetora altamente lignificada
compreende principalmente 4 faces (A, B, C e D) ligadas umas as outras [0 que confere a
semente uma forma angular]; formando assim os Cantos das Faces [cada 2 faces da casca com
ligacdo mais espessa]; as 4 Pontas da semente [onde 3 faces da casca se conectam umas as
outras]; e o 16culo [0 umbigo da semente - que conecta a semente ao centro do ouri¢o/valvulas
e esta localizado na juncdo superior das Faces B, C e D], também chamado de micropilo
(Figuras 2, 4). Todos apresentam diferencas histoldgicas com uma série de nimeros de camadas
de tecido, cores e tipos dependendo de qual parte da estrutura da casca da semente estao
localizados (Face / Cantos das Faces / Pontas das Faces / micropilo) (Figura 4a, b).

Em relacdo as caracteristicas morfologicas em (a.l1) Superficie: a casca
(externa/interna) apresenta de uma superficie dspera a lisa e cerosa em toda a maior parte da
semente. Isso depende do tipo de faces, ou seja, a Face A tem uma superficie dspera, semel hante
a veludo (com algumas vezes uma camada de residuos placentarios) anexada a superficie. Por
outro lado, as Faces B, C e D sdo relativamente lisas, no entanto, apresentam em suas bordas
uma impressdo mais consistente e corrugada (em forma de lobos/reentrancias), uma
diferenciagdo de impressao mais irregular (regido de ligacdo das 2 Faces, tanto Cantos quanto

Pontas) (Figura4a.l). Isso ocorre especialmente na formacao da Ponta 4 (Face D com Faces B,
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(). Isso indica o local de conexd@o da semente ao centro do ourigo - 0 micrdpilo. Além disso, um
canal localizado entre a casca e a fina pele marrom alcanca o cotilédone, por onde a 4gua e os
nutrientes fluem (do micropilo em direcdo a semente interna) (Figura 4a.1).

Com relacdo a regido de entrada da semente (onde estd localizado o 16culo), suas
caracteristicas estruturais, o hilo da semente ¢ uma area maior ¢ ndo tem uma protrusao
delimitadora e também possui residuos de tecidos placentarios anexados (Kenfack, 2011). O
micrépilo, por defini¢do, ¢ a area de abertura da semente onde o tegumento ndo se fecha
completamente e € caracterizado como uma cavidade mais proxima a regido do hilo (Camargo
etal. 2008). (a.2) Segodes transversais e longitudinais: no que diz respeito ao nimero de camadas
de tecido da casca da semente, espessuras e cores das metades da semente seccionadas
transversalmente (Figuras 4b), elas variam no numero de camadas (2 a 4) - de acordo com a
caracteristica e localizagdo da casca, ou seja, em Cantos/Pontas das faces ou ao longo da area
do plano das faces), como segue: Faces (area do plano): 3-4 camadas (Figura 3); Cantos das
faces: 5 camadas (4 delas que se misturam com uma quinta camada macia e esponjosa que
preenche o centro do Canto) (Figura 4b). Essa observagao é corroborada pelos resultados de
Scussel et al. (2014a) em castanha-do-Brasil. Em relacdo as espessuras das camadas ao longo
da casca, como esperado, as faces (B, C e D) sdo mais finas do que a Face A e as Pontas 1-3
sdo mais finas do que a Ponta 4 (onde o micropilo estd localizado). A maioria das camadas da
casca ¢ marrom, apenas uma camada difere dessa cor (branco a creme claro), semelhante a
castanha-do-Brasil com casca (Scussel et al. 2014a, b). Essa ¢ a camada dos Cantos das faces,
que ¢ preenchida com estruturas espirais/tubulares e tem textura macia - localizada nos 3 Cantos
das faces - a ser demonstrada a seguir por MEV (Secdo 3.2).

Por outro lado, da metade da semente inteira (secdo longitudinal), além de
caracteristicas de semente semelhantes (distribui¢do de camadas, espessuras e cores)
observadas na se¢do transversal, também foi possivel visualizar detalhes do canal abaixo do
Canto das faces (ligagdo B, C e D) a partir da Ponta 4 dessas faces retas da semente, o local do
loculo (Figuras 4d). Essa cavidade se estende como um canal tubular dentro das 3 faces e junta,
permitindo uma comunicagdo entre o ambiente externo da semente e o cotilédone interno da
andiroba. Essa ¢ a principal via paraa umidade, insetos, acaros, bactérias, fungos e/ou parasitas
alcangarem e estragarem a parte interna da semente. Isso ocorre nos outros Cantos, porém, com

um canal muito mais compacto.
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Figura 3 - Segdo transversal da casca da semente de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.): visdo geral
das camadas de tecido [x100]
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(b) Cotilédones: Como esperado, ndo foi possivel detectar claramente por ME o numero e os
detalhes das camadas de tecido da semente, apesar das se¢des (transversais ou longitudinais) e
da ampliagdo aplicada (Figuras 4b), nem os dois cotilédones ou a regido do embrido, pois estdo
muito proximas uma da outra. Observacdo semelhante foi relatada também na semente de
andiroba por Ferraz et al. (2002, 2003). Os cotilédones formam uma tnica massa de reserva,
pois estdo fundidos, tornando impossivel perceber e separar as duas partes (Scussel et al.
2014a). O eixo embrionario € pequeno e esta localizado dentro do tecido cotiledonar, proximo
ao micropilo (Ferraz et al. 2002). Embora os lipidios sejam encontrados em todo o cotilédone,
estdo em maior concentragdo proéximo ao eixo embrionario e ao cotilédone (Carvalho &
Nakagawa, 2000). Em rela¢do a cor, o tecido dos cotilédones da semente apresenta uma cor
brancaa creme claro. Observagao: apenas com a desidratacdo a longo prazo, os dois cotilédones
podem se separar um do outro, produzindo um orificio/cavidade entre eles. Internamente, assim
como a castanha-do-Brasil, a semente de andiroba possui tubos helicoidais (feixes vasculares
primarios de xilema e floema), que formam uma conexao de entrada entre o ambiente externo
e o cotilédone, por meio de um canal cheio de feixes vasculares (sistema cambial) (Figura

4a.2.b). O canal (Figura4b.2) que conecta o ambiente externo ao ambiente interno da semente
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¢ preenchido com tecidos condutores / vasculares, cuja funcao € o transporte e distribui¢ao de

nutrientes e 4gua para a semente, quando ainda esta na arvore (Scussel et al. 2014a).

Figura4 - Fotografias de microscopia estereoscopica das caracteristicas da semente de andiroba (Carapa
guianensis Aubl.): (A) casca (a.1) superficie - (externa) regido central da face (células em forma de
poligonos/hexagonos); posicionamento dos tecidos da casca e das Pontas, com tecidos nas juncdes
(reentrancias e protuberancias (em forma de lobulo) e (a.2) superficie (externa) com tecido placentario
aderido a casca e (interna) superficie com feixes vasculares por toda a superficie. (B) semente inteira
(b.1) camadas de tecido da semente - (se¢do transversal) semelhante a uma esponja, (b.2) se¢do
longitudinal - camadas da casca, pele marrom e ligagdo com o cotilédone, canal do micrépilo [7,1 a 115
X]
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2.3.2 DISTRIBUICAO DAS CAMADAS TECIDUAIS DA SEMENTE DE ANDIROBA E
CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS — MEV

(a) Casca: As caracteristicas dos tecidos e células observadas tanto nas superficies da casca
(externa/ interna e micropilo) quanto através das sec¢des transversais da casca (Faces, Cantos
das Faces / Pontas / micropilo) sdo mostradas nas Figuras 5-9. A maioria dos tecidos da casca
¢ composta por células protetoras com parede espessa (esclerénquima e colénquima). Eles
fornecem propriedades de suporte rigido e flexivel as camadas da casca com um mecanismo de
filtragem (células especiais). Eles atuam como um vaso de pressao, evitando a super expansao
quando a agua entranas células porosas (Scussel et al. 2014a; Kreibish et al. 2017a). De fato, a
morfologia externa da casca da semente fornece e regula a troca de gases e 4gua entre a semente

e o ambiente, servindo como prote¢do. (a.1) Superficies da casca: a superficie externa ao longo

de todas as Faces da semente (A/B/C/D) e o micropilo (nas Pontas das Faces B,C & D) sao
mostrados como uma massa amorfa, cerosa (tecido fino) com células de forma poligonal,
parede espessa, sem distingao clara/visivel entre elas - a cuticula (Figuras 5a). Apesar disso, o
relevo da superficie varia, ou seja, no centro das Faces ¢ liso, e nos Cantos, as Pontas sdo
onduladas e salientes (com saliéncias e reentrancias) (Figuras 5b,c). Em relacdo a cavidade -
um tegumento (o micrdpilo), apresenta células de tecido de superficie semelhantes cobrindo a
camada inferior (a ser vistana sego transversal). A medida que as Faces se ligam, formam um
pequeno relevo (com varias saliéncias, semelhantes a lobos), terminando em um espago de
cavidade bastante fechado que mostra tubos helicoidais (feixes vasculares de xilema e floema)
preenchendo parte dele (Secdo 3.2.b) (Figuras 5c¢). Esta é a conex@o de entrada entre o ambiente
externo e o cotilédone através do canal preenchido de cdmbio vascular. Por outro lado, a medida
que a espessura das Faces (nos Cantos / Pontas) a superficie se torna altamente
ondulada/irregular, apresentando protuberancias semelhantes a lobos que produzem
reentrancias/vales profundos (onde conidios de fungos podem ficar presos) (Figura 7). No que
diz respeito a superficie interna, as células tém forma mais delimitada com forma poligonal e
uma fina camada de pele marrom aderida a ela. Feixes vasculares estdo distribuidos por toda a

superficie interna (Figura 7b). (a.2) Se¢do transversal da casca: conforme registrado com ME,

a casca compreende principalmente quatro camadas de tecido nas Faces da semente, e o nimero
aumenta a medida que se ligam umas as outras e formam os Cantos das Faces. Semelhante ao
registrado para a castanha-do-Brasil (Scussel et al. 2014a,b). As camadas de células tém formas
diferentes (Figura 5c). Os tecidos das Faces apresentam a 1* camada (células longas com parede

porosa espessa, a 2* camada com células de forma globosa/hexagonal, também apresentando
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poros - os plasmodesmos (Figura 8). Eles sdo especializados na comunicag¢do célula a célula
(através de canais microscopicos que atravessam as paredes celulares - possibilitando o
transporte entre elas). A Figura 9 mostra cicatrizes de parede celular produzidas pelo
descolamento das células uma das outras e/ou cavidades (depressdes / areas finas formadas
quando a parede ndo se espessa mais). Por outro lado, nos Cantos das Faces - a medida que as
camadas se espessam (para conferir alta resisténcia a casca para prote¢do do cotilédone), ¢
possivel ver a camada adicional de um tecido diferente (semelhante a uma esponja). E uma area
com uma mistura de células de formas irregulares / disposi¢do livre (principalmente de forma
poligonal e longa) junto com feixes vasculares (estruturas em forma de hélice). E importante
enfatizar que najuncao das Faces B, C & D (o Canto mais largo que contém o 16culo), € possivel
visualizar o micropilo e o canal com tecidos condutores / vasculares (transporte de dgua e

nutrientes). Eles formam os feixes vasculares de protoxilema e floema (Figuras 7a.c).

(b) Cotilédones: como observado na Secao 3.1, ndo foi possivel detectar claramente por ME o

nimero e os detalhes das camadas de tecido da semente apesar das se¢des (transversais ou
longitudinais) e da ampliacdo aplicada (Figuras 4b), nem dos dois cotilédones ou regido do
embrido, pois estao muito proximos um do outro. Os tecidos e células da parte do cotilédone da
semente de andiroba, sob a testa marrom em secg¢do transversal por ME, sdo mostrados na

Figura 10. (b.1) Tecido do cotilédone: o tecido protetor ¢ composto por uma camada de

epiderme de uma série de células paligadicas com parede espessa bi e tri arranjados com o

diametro longo perpendicular aum plano mediano (Figura 10.a). (b.2) Tecido parenquimatoso:

ao lado da epiderme, ha duas grandes camadas de tecido com paredes finas, forma e tamanho
irregulares, com células relativamente nao especializadas (com corpos proteicos e de 6leo) - os
tecidos parenquimatosos de armazenamento. Eles compdem a maior parte do tecido de extragao
de 6leo. As primeiras células parenquimatosas podem ter um potencial de atividades funcionais
maior do que o armazenamento, pois sd0 mais curtas ¢ variam em largura com células de
tamanho pequeno e parede um pouco mais espessa do que a segunda - o tecido parenquimatoso
principal. Esse possui células maiores e mais globoides/poligonais, com paredes mais finas (que
preenchem a maior parte dos cotilédones em dire¢ao ao centro da semente) (Figura 10.c). Os
tecidos corticais e medulares, respectivamente. Entre as duas camadas parenquimatosas, ha o

pequeno anel de (b.3) tecido meristematico: camadas de células pequenas, uniformes em

tamanho e longas em forma de chapéu - o tecido provascular (Figura 10.c). Ao longo deste,

feixes vasculares rudimentares estao dispostos nos intervalos do tecido.
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Figura 5 - Microscopia Eletronica de Varredura da casca da Andiroba (Carapa guianensis L.) -
superficies: (externa) (A) Area principal das Faces com tecido (formas celulares poligonais/hexagonais),
(B) Cantos e tecido das Pontas - (b.1) Irregular/aspero formando como l6bulos com vales profundos,
(b.2) Residuos placentarios depositados entre e nos vales/dentro da superficie aspera da casca, (C) no
tecido do tegumento - entrada do mcr(')o [100-500X]
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Figura 6 - Microscopia Eletronica de Varredura da casa da Andiroba (Carapa guianensis L.) - Canto de
ligacdo entre as Faces e micrdpilo: (A) Ligagao (a.1) do Canto entre duas Faces, (a.2) multiplos tipos de
células proximas as Pontas, (B) Tecido da superficie da ligagdo (b.2) células longas porosas em forma
de longo; (C) Multiplos tecidos nos Cantos (c.1) tecido de células poligonais e longas com residuos
placen
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Figura 7 - Microscopia Eletronica de Varredura da casca da Andiroba (Carapa guianensis L.) - conexao
semente/pinha (segdo transversal): (A) Micropilo (a.1), micrépilo completo - vista interna, (a.2) feixes
vasculares, (B) Tecido interno da casca, (b.1) células poligonais e longas, paredes espessas, (b.2) massa
de células poligonais, (C) Sistema vascular (c.1) Sistema de vasos, (c.2) canal com tubos helicoidais e
traqueideos [150-900X ]
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Figura 8 - Microscopia Eletronica de Varredura da casca da Andiroba (Carapa guianensis L.) - (se¢o
transversal): (A) Camadas (a.1) das superficies externa para interna, (a.2) principais camadas da
superficie, (B) células das camadas de tecido (b.1) com formas de células globulares e longas, paredes
espessas (b.2) regido com feixes vasculares ricos em tubos helicoidais, (C) plasmodesmos (c.1) tecido
celular apresentando células globulares com poros e cicatrizes, (c.2) detalhes das camadas da parede
celular [300-3000X
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Figura 9 - Microscopia Eletronica de Varredura da casca da Andiroba (Carapa guianensis L.) -
caracteristicas dos tecidos (forma/parede e plasmodesmo): (A) Tecido primario - tecido com formato de
células globulares porosas, (B) Tecido secundario - tecido com formato de células longas porosas, (C)
camadas de arede espessa com dlstrlbuu;ao de poros [ 1000 4000 X
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Figura 10 - Microscopia Eletronica de Varredura do cotilédone da Andiroba (Carapa guianensis L.) -
superficie e se¢do transversal: (A) cotilédone (a.1/a.2) tecido do cotilédone com cavidades (epiderme),
(B) cotilédone e tecidos parenquimatosos, (b.1/b.2) formas de células poligonais/ arredondadas, (C)
Camadas de tecido do cotilédone - parede fina [150 -900X
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2.4 CONCLUSAO

Através de MEV e MEV, este estudo forneceu informagdes sobre as estruturas morfo-
histoldgicas das sementes de andiroba. As partes da semente s3o compostas por tecidos e células

de diferentes formas e tamanhos.
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A casca, uma estrutura de parede protetora espessa, rica em lignina, varia em camadas
de tecido (tipo e numero), com células (de forma poligonal e alongada, apresentando poros - 0s
plasmodesmos). A jungdo superior das trés Faces diferentes forma as Pontas (Pontas 1-4), sendo
que a Ponta 4 ¢ o local onde se encontrauma cavidade relativamente estreita - o micropilo, rico
em feixes vasculares. A partir dele, ¢ formado um canal de intercAmbio (entre a casca € uma
fina pele marrom).

O cotilédone da semente de andiroba (em cortes transversais e longitudinais) apresenta
diferentes camadas de células (contendo goticulas de lipidios) distribuidas aleatoriamente.
Algumas caracteristicas da semente que podem permitir a deposic¢ao de conidios de fungos e/ou
a entrada/absor¢ao de umidade foram identificadas.

Ao conhecer as caracteristicas morfo-histologicas da semente de andiroba, ¢ possivel
descobrir suas suscetibilidades para prevenir e controlar tanto (a) a deterioracdo da matéria-
prima quanto (b) a qualidade da extragdo do 6leo. Assim, melhorando a vida ttil a longo prazo.

Este € o primeiro estudo a mostrar as diferentes estruturas das células da semente de

andiroba por MEV e MEV.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACAO DA SEMENTE DE ANDIROBA (Carapa guianensis Aubl.)
AMAZONICA POR MICROSCOPIAS ESTEREOSCOPICA E ELETRONICA DE
VARREDURA: LOCAIS DE SUSCETIBILIDADE A DETERIORACAO POR
FUNGOS

Parte das informacgdes fornecidas no 3° Capitulo da Tese foram aceitas para publicacdo em:
Silva, B. A.; Scussel, V. M.; Tribuzi, G. Stereo and Scanning Electron Microscopy of the
Amazonian Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) seed: Fungi Spoilage Susceptibility Sites.

Revista Observatorio de la Economia Latinoamericana, janeiro 2024 — em Anexo.
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RESUMO

A andiroba (Carapa guianensis Aubl.), uma semente amazonicarica em 6leo, teve seus locais
morfo-histolégicos suscetiveis a proliferagdo de organismos vivos investigados por
microscopia estereoscopica (ME) e microscopia eletronica de varredura (MEV). Foi registrado
que a casca, ao longo de seus tecidos, apresenta caracteristicas que proporcionam condigdes
para a proliferagdao de fungos, levando a deterioracdo da semente (externa/interna). Foram
identificados, além dos residuos placentdrios (substrato altamente hidrofilico e rico em
nutrientes); como sendo o relevo irregular da superficie da casca, incluindo microfissuras
(levando a captura de conidios/absor¢cdo de umidade); o micrépilo e o canal interno
(interconexdo do ambiente externo com a semente interna); a porosidade das células
(membranas porosas de varias camadas - a troca de nutrientes e 4gua entre as células vizinhas
- plasmodesmo); e os Cantos das Faces da semente (mistura de feixes vasculares e tecido mole).
Em relacao aos locais de suscetibilidade a deterioracao da semente, eles estao principalmente
na area de contato da superficie da semente com a casca (seja no micropilo, fissuras, o canal
e/ou Cantos das Faces). Todos eles levam a entrada de organismos vivos que visam os tecidos
ricos em nutrientes do parénquimada semente. Uma variedade de micélios com seus conidios
foram registrados e mostrados por meio de micrografias de MEV, incluindo danos a casca de
insetos (vetor das estruturas reprodutivas de fungos). Para prevenir/controlar a deterioragao,
além da melhoria na coleta de sementes na floresta (evitando danos e contato/infec¢do por
organismos vivos), procedimentos de controle de umidade devem ser aplicados (ao longo do
transporte por barco pelos rios amazonicos e seus afluentes até a fabrica), entre outros. Assim,
reduzindo as perdas de matéria-prima para extragao de 6leo de andiroba e melhorando a

qualidade do produto final.

Palavras-Chave: crabwood; roba-mahogany; Andiroba; deterioragdo; fungo; contaminagao

3.1 INTRODUCAO

A Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) ¢ uma espécie nativa da familia Meliaceae da
regido Amazonica. Também chamada de caranguejo, tem importante fungdo socioecondmica
devido as diversas aplicagdes (madeira/casca/folha/sementes) para a populacao indigena. Sua

semente possui um dos 6leos mais curativos conhecidos naquela regido (Silva, Scussel, 2020).
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As propriedades e aplicagdes do Oleo de Andiroba variam desde a inativagdo de
organismos vivos até propriedades saudaveis (Moraes et al. 2010; Pereira et al. 2014; Klauk et
al. 2015; Sousa et al. 2018; Tsukamoto et al. 2019).

A floresta amazdnica possui clima de alta umidade (80% de umidade relativa) e
temperaturas (40 °C), além de periodos chuvosos. Estas circunstancias contribuem para a
reproducdo natural de fungos e outros organismos vivos, como cupins, moscas, brocas,
mariposas, entre outros insetos (Segovia et al. 2011). Quando ainda estdo nas arvores, os frutos
da Andiroba sdo alvo de ataques de passaros, insetos, macacos e roedores que podem deixar
in6éculo microbiano (fezes, regurgitacao, saliva e até mesmo do solo) (Almeida et al. 2009).

Ap0s o ourigo cair no solo imido, as valvulas comecam a abrir no momento da coleta
das sementes. Eles estdo cobertos de umidade, poeira e matéria solida. Chegando a fabrica, as
sementes sdo limpas, secas e armazenadas (Silva, Scussel, 2020). Durante a desidratagdo, a
micrépila das sementes, conexdo ourigo/valvulas a semente, torna-se mais oca, facilitando a
interferéncia de contaminagdes externas. Ele e seu canal (micrépila para a semente interna) sao
a principal entrada para microrganismos e umidade nas sementes (Scussel et al. 2014b).

Foram publicados relatorios sobre a deterioragdo das sementes (matéria-prima) e a
reducdo da qualidade do 6leo (produto final), que levam a perdas econdmicas para a industria
do Oleo de Andiroba (Crawley e Gillman, 1989; Pinto, 2013). Porém, faltam estudos sobre a
morfo-histologia da semente inteira no que diz respeito as partes suscetiveis a deterioracao.
Apesar disso, no que diz respeito a deterioragdo, existem poucos estudos publicados sobre
insetos (Pinto et al. 2013). Portanto, hd necessidade de conhecer e compreender a
suscetibilidade das sementes a infecgdes fungicas que interferem diretamente na qualidade do
0leo e reduzem a aceitabilidade da matéria-prima das sementes pelas fabricas e demais
industrias de derivados de petroleo.

Devido a falta de informacdes sobre a deterioragao dos fungos na semente de Andiroba
que possam ajudar a desenvolver métodos de prevengdo e controle, este trabalho investigou
seus locais morfo-histologicos suscetiveis e caracteristicas dos tecidos através da aplicagdo de
microscopias estereoscopicas (ME) e eletronica de varredura (MEV). Micélios e estruturas

reprodutivas em partes selecionadas de sementes deterioradas também serdo relatadas.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 MATERIAL
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3.2.1.1 Amostra

Sementes selecionadas de Andiroba com casca (350 g), sas e deterioradas, obtidas na

cidade de Belém, Para, Regido Norte do Brasil (Figura 1).

Figura 1 - Amostras de sementes de Andiroba (Carapa guainensis Aubl.): (a) sementes saudaveis (com
casca), (b) sementes deterioradas (com casca) e (c) sementes atacadas por inseto/broca para analise ME
e MEV

P

(a) Semente sauddvel inteira  (b) Semente deteriorada inteira (c) Ataque de inseto no micropilo

3.2.1.2 Equipamentos

Maiquina de folheamento de ouro, modelo EM-Scd500, Leica (Leider, III.,, EUA),
estéreo microscopio, modelo OPTZTS, Opticam (Téquio, Kt., Japao) [180x] e microscopio

eletronico de varredura, modelo JSM-6390LV, Jeol (Peabody, Mass., EUA) [7000x].

3.2.1.3 Outros materiais

Formaldeido e etanol, grau analar, Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil); stubs
(pequenos blocos metalicos, 9 mm de didmetro e 10 mm de altura), Leica (Leider, III., EUA);
bisturi de ago inoxidavel, GS Mtronix (SP, Brasil); Captura de imagem SM software, modelo
OPTHD 14000, Opticam Microscopy Technology (Doral, F1., EUA); fita de carbono dupla
face, Electron Microscopy Sciences (Leider, Illinois, EUA), serra, Ticotico (Sao Paulo, SP,

Brasil); pingas, ago inoxidavel.

3.2.2 METODOS

3.2.2.1 Preparo da Amostra
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As sementes de Andiroba com casca sauddveis selecionadas e deterioradas (apds
desidratadas e desengorduradas) foram seccionadas em metades (inteiras), fatias
(casca/comestivel) e pequenos cubos (superficie da casca, micropila e regides do canal) para
Investigacdo em ME e SEM (locais de vulnerabilidade para entrada de organismos vivos,
deterioragdo de tecidos afetados, caracteristicas especiais de camadas/membranas de paredes

celulares para absor¢ao de umidade) conforme relatado por Scussel et al. (2014a).

3.2.2.2 Microscopia Estereoscopica - ME

As sementes com casca foram seccionadas em metades (segdes transversais e
longitudinais - Plano 1 e Plano 2, respectivamente) por meio de uma serra fina - Figura 2. Além
disso, a superficie das partes de Andiroba, deterioradas por fungos, foram cortados em pequenas
porcdes (Scussel et al. 2014a).

A superficie e as metades de cada semente de Andiroba (saudavel e deteriorada)
(segoes Plano 1 e 2) foram observadas em estereoscopio [de 7,1 a 115x] para determinar a
localizagdo de cada estrutura (em casca, pelicula interna e cotilédones) quanto a suscetibilidade
a fungos (entrada/conidios). As micrografias foram salvas usando o software SM-Image-
Capture. As partes selecionadas das sementes deterioradas (superficies externa e interna)
tiveram suas colonias de fungos registradas para posterior elucidacao das caracteristicas dos

fungos (estruturas reprodutivas / micélios) (Scussel et al. 2014a).

3.2.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

Casca e cotilédones foram fatiados e cortados em pequenos cubos (em torno de 3,0
mm) com bisturi (Manfio etal. 2012a). Todo procedimento foi realizado no Laboratorio Central
de Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC.

A montagem dos stubs das amostras foi realizada conforme relatado por Scussel et al
(2012a). Resumidamente, cubos de sementes de Andiroba foram fixados nos stubs contendo
fita dupla-face de carbono e revestidos com ouro a vacuo - colocando-os no porta stubs do
Planetary Gold Coater, aplicados a vacuo e depois revestidos com uma camada de ouro de 40
nm. Cada area de interesse de cada amostra foi escaneada e suas caracteristicas morfo-
histologicas suscetiveis de colonias de fungos e suas estruturas observadas e registradas em

diferentes ampliag¢des [até 7000x].
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Figura 2 - Preparagdo de sementes (com casca) de Andiroba (Carapa guainensis Aubl.) para
observacao em Microscopia Estereoscopica e Eletronica de Varredura: (a) inteira - diagrama
do procedimento de seccionamento das partes (se¢des longitudinais e transversais, Planos 1 e 2,
respectivamente) e (b) meia semente seccionada no Plano 1 evidenciando canal de intercomunicagao e
fungos cotiledonares deteriorados

tip1 ~._ Plan 1 tip 1
% 3

N S

channel —> !

Micropylé

tip 4 : tip 3 (locule in tastae)
(a) Whole seed - diagram (b) Half seed — sectioned at Plan 1

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das superficies e fatias das sementes inteiras de andiroba, tanto as deterioradas
por fungos quanto as saudaveis, obtidas para observacao morfo-histologica(ME & MEV), foi
possivel identificar varias caracteristicas da casca que sdo suscetiveis a deterioracao do tecido
da semente (rico em Oleo), o que pode afetar a disponibilidade da matéria-prima e,
consequentemente, a qualidade do o6leo produzido. Essas caracteristicas incluiram
principalmente os residuos placentdrios remanescentes, caracteristicas especificas da
morfologia da casca, como uma superficie rachada, e a porosidade das células de suas camadas
internas. Quanto aos cotilédones, a principal suscetibilidade foi observada em sua superficie
externa, que entra em contato com o sistema de intercomunica¢do contaminado (do l6cul o para
o canal). As Figuras 3, 4 e 5 ilustram os principais locais morfo-histoldgicos suscetiveis de
sementes de andiroba tanto saudaveis quanto deterioradas, bem como os tecidos de fungos

(micélio/hifas/estruturas reprodutivas), conforme observado por meio de ambas as técnicas de

microscopia.

3.3.1 MEV SEMENTES DE ANDIROBA: LOCAIS SUSCETIVEIS A DETERIORACAO
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As caracteristicas relacionadas as estruturas da semente que permitem a proliferacdo de
organismos vivos e a absor¢cdo de umidade nos tecidos parenquimatosos internos da semente

foram identificadas da seguinte forma:

(a) Residuos placentarios: Esses tecidos altamente hidrofilicos € ricos em nutrientes

permanecem na casca da semente apoOs a sua separagao/extracdo das valvulas do ourigo. Eles
servem como substrato para a proliferacdo de organismos vivos, como fungos e bactérias, e
podem atrair insetos. Os tecidos placentarios se acumulam na superficie irregular da casca,
especialmente ao redor de saliéncias e vales, tornando-se uma concentragdo ideal de alimento

para 0s microorganismos crescerem.

(b) Casca: Além das caracteristicasda superficie, a casca contém tecidos com camadas celulares
que facilitam a absor¢do de umidade para a semente interna. A superficie da casca apresenta
um relevo irregular, que varia de dareas relativamente lisas a regides com saliéncias,
principalmente nos Cantos ¢ Pontas, permitindo a absor¢ao de umidade e concentragao de
conidios. Rachaduras, que ocorrem durante a queda das vagens, e micro-rachaduras, que se
desenvolvem durante a desidratagdo, também contribuem para as condi¢des de deterioragdo.

(b.2) Tegumento e canal: O micrépilo, localizado na juncao de trés Faces no Ponto4, serve

como o umbigo da semente ou cavidade formada durante a separagdo da semente das vagens.
Permite o primeiro contato entre a semente € 0 ambiente externo e esta conectado ao canal da
semente, facilitando o transporte de agua e nutrientes por toda a semente interna. (b.3)

Porosidade das paredes celulares: Os tecidos da casca exibem membranas porosas de multiplas

camadas ricas em plasmodesmos, canais microscopicos que atravessam as paredes celulares e

permitem a troca de dgua e nutrientes entre células adjacentes. (b.4) Tecido macio: Uma mistura

de células redondas/poligonais macias e soltas e feixes vasculares (em forma de hélice e
traqueideos), concentrados nas liga¢des das Faces (Cantos), sdo responsaveis pela distribuicdo
de nutrientes e dgua para a semente. Eles também podem facilitar a proliferagcdo de esporos de

fungos, ao aprisiona-los nos tecidos esponjosos € umidos.

(c) Cotilédone: Os locais suscetiveis a deterioragdo do embrido da semente (que possui duas
cotilédones) estao localizados principalmente onde a superficie interna da casca se conecta. Isso

ocorre primeiro na area mais proxima ao micrépilo da casca, depois no canal e através dos tubos
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helicoidais nos Cantos. Em seguida, a deterioracdo atinge os tecidos parenquimatosos ricos em

nutrientes, transportando organismos e umidade para as estruturas internas da semente.

Figura 3 - Microscopia Estercoscopica da semente de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) - locais
suscetiveis versus contaminagdo por fungos: (A) casca - (a.1) residuos placentarios com coldnias de
fungos aderidas e relevo da superficie; (a.2) camadas, rachaduras e superficie mofada; (a.3) micrépilo
com local do hilo; (a.4) infestag@o e danos causados por insetos com infecgdo por fungos; (a.5) camada
placentaria espessa. (B) semente inteira (corte transversal) - (b.1) tecido mole rico em nutrientes nos
Cantos; (b.2) infecc¢do por fungos no tecido mole e regido do microépilo (deterioragdao da semente); (b.3)
danos na casca causados por brocas de insetos e infecg¢@o por fungos [7,1 a 110X]
A] SHELL SURFACE
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Figura 4 - Microscopia Eletronica de Varredura de sementes de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.)

saudaveis - locais suscetiveis: (a) residuos placentarios e superficie da casca, (b) diferentes formas

celulares, porosidade das paredes celulares - plasmodesmo, (c¢) entrada (micropilo) / casca interna e areas

dos Cantos [50 a 2500X
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3.3.2 INFECCAO POR FUNGOS EM SEMENTES DE ANDIROBA DETERIORADAS

Quanto as sementes deterioradas, os principais sinais da presencga de fungos (além dos
tecidos visivelmente deteriorados) sdo a alteragdo na cor e na textura da superficie. Dependendo
da intensidade da infec¢do e da extensao da area afetada, colonias de fungos com seus micélios
e estruturas reprodutivas podem ser observadas, permitindo a identificacdo de géneros e
espécies. Isso pode ser alcancado pela visualizacao direta de sua morfologia por microscopia
(SM / luz / SEM) e/ou por meio de testes micologicos (Scussel et al. 2014a; Savi, Scussel,

2015). Dependendo dos géneros e espécies isolados, micotoxinas podem ser produzidas.

No estudo atual, utilizando as sementes de andiroba deterioradas selecionadas, foi
possivel registrar uma variedade bastante ampla de colonias de fungos formadas nos locais
suscetiveis (Se¢do 3.1). Detalhes dos micélios de fungos na andiroba deteriorada que se
espalham mais profundamente nos tecidos (da casca para a semente) sao mostrados através de
micrografias SEM nas Figuras 5,6, com a diversidade de infec¢cao de micélios (hifas e estruturas
reprodutivas) em todo o tecido da semente. A Figura 6(a,b) mostrauma visdo mais proxima das
estruturas reprodutivas, onde ¢ possivel observar diferencas nas formas, superficies e tamanhos
das conidias. Os esporangios e esporangioforos de Rhizopus spp. e/ou Mucor spp. sdo vistos
escondidos em locais como vales de rachaduras na casca e nos residuos placentarios com suas
formas caracteristicas. Superficies especiais de conidias asperas e lisas e tamanhos
relativamente pequenos (500, 7000X) sdo algumas das especificidades que permitem a
identificagdo. Nenhum género/espécie de fungo isolado no estudo atual foi identificado como
cepas toxigénicas, portanto, ndo ha possibilidade de contamina¢do por micotoxinas. Se as
condi¢des ambientais ao redor das sementes de andiroba forem adequadas e os nutrientes
estiverem disponiveis, a proliferagdo dessas conidias e sua intensidade podem aumentar

consideravelmente.
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Figura 5 - Microscopia Eletronicas de Varredura de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) semente
deteriorada por fungos: micélio em locais de tecido: superficies/cavidades e camadas de casca e semente
[500 — 2500x]
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Figura 6 - Microscopia Eletronicas de Varredura de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) semente
deteriorada - estruturas reprodutivas de fungos: (a) diferentes tipos/formas, tamanhos/locais; (b)
tamanhos menores e caracterlstlcas de su erﬁme [3000 a 7000x]
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Insetos: além da deterioracdo causada por fungos, também foram registrados danos
causados por insetos e ovos depositados nas amostras de sementes deterioradas utilizadas na
investigacao atual. A Figura 7 mostra sua presenca, entre colonias de fungos, causando danos
a casca. Foi possivel identificar fragmentos de suas antenas/p€los e pernas (tarsos, garras),

incluindo ovos. Eles sdo considerados vetores de conidias para a semente interna.

Figura 7 - Microscopia Eletronicas de Varredura de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) semente
deteriorada — outros organismos vivos: fragmentos de insetos, dcaros e pelos [100-2500X]
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3.3.3 METODOS DE PREVENCAO E CONTROLE

Para controlar e/ou prevenir a proliferacdo de fungos, que leva a deterioracao das
sementes, varios procedimentos devem ser aplicados desde a queda das vagens das arvores.
Alguns deles podem ser semelhantes aos recomendados para castanhas-do-brasil (Manfio et al.
2012), conforme a seguir.

Colocar umarede suspensa (ao redor do tronco) para a coleta das vagens, evitando que
caiam no chdo lamacento. Isso previne a formacao de rachaduras, reduz a umidade, evita a
adsorg¢do de lama/poeira e impede o ataque de insetos do solo. Portanto, reduzindo os problemas
nos procedimentos de limpeza das fabricas. Embalar as vagens em sacos de juta antes de sair
dos locais florestais, para embarcar nos barcos, permite ventilagdo e/ou exaustao adequada na
sala de armazenamento dos barcos (durante o transporte fluvial) para controlar a umidade e a
proliferacdo de organismos vivos. Imediatamente apds chegar a fabrica, proceder a limpeza e

secagem. Apos a secagem ¢ a despolpagem, as sementes devem ser armazenadas em local seco
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e os sacos de sementes devem ser expedidos o mais rapido possivel para as industrias de dleo

para a extracdo subsequente do 0leo.

3.4 CONCLUSAO

A semente de andiroba na casca, embora aparentemente em bom estado, mostrou-se
altamente deteriorada por dentro. Por meio de SM e SEM, foi possivel verificar que a casca
apresentava as principais estruturas morfo-histologicas e caracteristicas das células
relacionadas a suscetibilidade a deterioracao por fungos. Além dos residuos placentarios, a
superficie irregular da semente de andiroba, o 16culo da casca com o canal e as célulasricas em
poros (com plasmodesmos) foram os principais locais responsaveis pela entrada de
microrganismos ¢ absor¢ao de umidade para as partes internas da semente, levando a
deterioragdes. Dependendo da extensdo da infec¢do, ela pode atingir o cotilédone,
comprometendo assim a qualidade do dleo. Este ¢ o primeiro estudo capaz de identificar, por
meio de SM e SEM, as estruturas morfologicas suscetiveis a deterioracdo por fungos da

andiroba, incluindo as caracteristicas de micélio/conidio de infec¢cdo da semente.
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CAPITULO 4

CARACTERIZACAO DE GRAOS DE MILHO (Zea mays L.) E POSSIVEIS LOCAIS
SUSCEPTIVEIS A INFESTACAO POR FUNGOS E ORGANISMOS VIVOS POR
MICROSCOPIAS ESTEREOSCOPICA E ELETRONICA DE VARREDURA

Parte das informacgdes fornecidas no 4° Capitulo da Tese foram publicadas em:
Silva, B.A.; Scussel, V.M. Characterization of Maize Grains (Zea mays L.) and Their Living
Organisms Entrance Sites by Scanning Electron Microscopy. Journal of Environmental

Science, Toxicology and Food Technology, vol. 14, issue 7, p. 53-57, agosto 2020 — em Anexo.

DOI: 10.9790/2402-1407035357

https://www.iosrjournals.org/iosr-jestft/papers/Vol14-Issue7/Series-3/G1407035357.pdf
RESUMO
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Microestruturas do grao de milho (Zea mays L.) foram investigadas quanto a pontos de
susceptibilidade a contaminagdo e acesso a organismos vivos (microrganismos e seus vetores —
insetos, acaros), os quais podem causar danos e deterioragado, tanto, por viabilizar entrada de
umidade quanto acesso a esporos de fungos (possiveis produtores de micotoxinas). Através de
técnica de microscopia avangada, foi possivel alcancgar e visualizar caracteristicas da superficie
/ camadas internas / células amilaceas/ formato dos granulos de amido, os quais constituem a
microestruturas da anatomia do milho. Podendo auxiliar com esses dados o desenvolvimento
de métodos para prevengdo e controle mais eficientes. A partir das informagdes obtidas por
microscopia estereoscopica (ME), cortes estratégicos de pontos susceptiveis e proximos deles
foram preparados (cobertos com camada de ouro, sob vacuo) e avaliados por microscopia
eletronica de varredura (MEV). Dessa forma, a organiza¢do microestrutural do grao de milho
(pericarpo / endosperma-vitreo & farindceo / gérmen-plantula, radicula / pedinculo-unido a
espiga), bem como registros detalhados de possiveis locais de acesso a contaminantes foi
registrado na parte comestivel / amildcea. Foram observados nos cortes longitudinais e
transversais diversas microestruturas e detalhes dos dois tipos de endosperma (a) VITREO —
denso, com granulos de amido poliédricos, compactados, envolvidos em membrana proteica e
(b) FARINACEO — espacado, tecido esfarelado, com granulos soltos em formato esférico. No
pericarpo,formado de células alongadas, ordenadas — estrias longitudinais. Os principais locais
e microestruturas relacionadas a susceptibilidade, ou seja, que viabilizam entrada de esporos de
fungos, bem como de outros organismos vivos responsaveis por deterioracdo do grao, foram:
PEDUNCULO (tubulos e traqueideos, vias que adentram o grao, transportando agua e nutrientes),
GERMEN (células altamente ricas em nutrientes, onde esporos / conidios encontram substrato,
se fixam, desenvolvendo coldnias - produzindo o efeito blue eyes - manchas escuras / azuladas
perceptiveis no exterior do grao), FISSURAS ¢ DANOS MECANICOS / INSETOS no PERICARPO que
abrem caminho para entrada de umidade e diversos organismos vivos para o interior do
ENDOSPERMA. Estudos detalhados e aprofundados no conhecimento dos graos e seus
intersticios, vias de contaminagdo, podem permitir a escolha de procedimentos, bem como
aprimorar, métodos de preven¢do em aplicacdo mais eficiente como gases (atmosferas

modificadas), micro peliculas fluidas, e submersao.

Palavras-Chave: fungos; milho; amido; microscopia; caracterizagao

4.1 INTRODUCAO
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O milho (Zea mays L.) e’ uma planta herbacea, monoica, caracterizada como planta
anual por ter seu ciclo completo de 4 a 5 meses (Pons; Bresolin, 1981). Esses graos sdo
geralmente de cor amarela ou branca, podendo apresentar outras cores, do vermelho, roxo ao
preto. Sua composi¢ao média em base seca ¢ de 72; 9,5; 9 e 4% de amido, proteinas, fibras e
6leo, respectivamente (Paes, 2006).

Na botanica, a anatomia do grao de milho compreende o pericarpo (camada externa,
fibrosa que envolve a estruturas internas, comumente denominada de casca), o endosperma (que
diferem na composi¢do quimica e organizacional dentro do grao) e o gérmen (rico em proteinas
e 6leo) (Magalhaes, 2002). O pericarpo ¢ derivado da parede do ovario e pode ser incolor,
vermelho, marrom ou variegado (Magalhdaes, 2002). O endosperma representa
aproximadamente 83% do peso seco do grao, organizado na forma de granulos com formatos
poliédricos e esféricos/arredondados. Ja o gérmen representa 11% do peso total. (Paes, 2006).

O endosperma ¢ classificado em dois tipos (com base na distribui¢ao dos granulos de
amido e da matriz proteica): FARINACEO e VITREO (Paes, 2006; Dernadin; Silva, 2008). Essas
designagdes referem-se a visualiza¢dao do endosperma nos graos quando submetidos a luz. No
endosperma FARINACEO, 0s espagos vagos permitem a passagem da luz, conferindo opacidade
ao material. Por outro lado, o VITREO representa a auséncia de espagos entre os granulos de
amido e a matriz proteica promove a reflexdo da luz, resultando em aspecto vitreo ao
endosperma observado nessas condigdes (Shotwell; Larkins, 1989; Paes, 2006; Dernadin; Silva,
2009).

Em termos nutricionais, o grdo de milho abrange quase todos os aminoécidos
conhecidos, com excec¢do da lisina e do triptofano. Devido a sua elevada composicdo em
carboidratos (amido) e lipidios (6leo) ¢ considerado um alimento energético para dietas
humanas e animais (Imform, 1993; Matos, 2007). O 6leo de milho possui na sua composigao
acidos graxos, de grande importancia para a dieta humana, principalmente para a prevencao de
doengas cardiovasculares e combate ao colesterol sérico elevado (Strecker et al, 1990; Matos,
2007).

Outro aspecto importante dos lipidios no milho esta relacionado ao conteudo de
carotenoides e tocoferois (vitamina E). Devido ao conteudo ligno-celuldsico do grao de milho
verde e dos derivados integrais do grdao seco, estes produtos sdo considerados fontes
indispensaveis de fibras, principalmente do tipo insoltvel (hemicelulose, celulose e lignina)

(Liebenow, 1986). Essas caracteristicas o tornam recomendado na dieta humana para controle
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do colesterol, melhora da constipacdo intestinal, prevencdo do cancer de intestino e
diverticulite, possuindo, portanto, importante valor funcional (Paes, 2006).

Independente das qualidades e vantagens nutricionais do milho, esse, quando exposto
a condicdes inadequadas, de plantio e/ou armazenagem, pode viabilizar a entrada e
contaminac¢do por diferentes organismos vivos levando a sua deterioracdo. Apenas alguns
estudos tem sido realizados quanto a graos de milho e sua deterioracdo através de microscopias
avancadas como a eletronica de varredura (MEV) e raro apresentam suas nuances
ultramicroscopicas, bem como, possiveis deterioragdes / contaminagdes. Considerando que o
MEYV possibilita o conhecimento, através da observagao em amplificagdes de até¢ 7.500 x, da
estrutura de um alimento, bem como viabiliza a percepcdo da presenga de contaminantes,
invisiveis ao olho nu e/ou ao microscopio Optico, este trabalho objetivainvestigar, por MEV, a
organizacdo estrutural do grdo de milho, assim como os principais locais de possiveis

contaminantes (acesso as partes comestiveis por organismos vivos).

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 MATERIAL

4.2.1.1 Amostra

Graos de milho (1 kg), (a) saudaveis, gentilmente cedidos pela Companhia Integrada
de Desenvolvimento Agropecuario de Santa Catarina — CIDASC (obtidos seguindo protocolo
de coleta do Ministério da Agricultura — MAPA, 2007). Além de graos saudaveis, (b) uma
amostra de milho (apresentando deterioragdo nos graos, visivel a olho nu) foi também

adquirida.

4.2.1.2 Equipamentos

Estereoscopio, modelo OPTZTS, 180 x, Opticam (Toquio, Kt., Japao); maquina de
folheamento de ouro, modelo EM-Scd500, Leica (Leider, III., EUA); microscopio eletronico

de varredura, modelo JSM-6390LV, Jeol (Peabody, Mass., EUA) [7500x].

4.2.1.3 Outros Materiais
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Formaldeido e etanol, grau analar, Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil); stubs
(pequenos blocos metélicos, 9 mm, didmetro e 10 mm, altura), Leica (Leider, III., EUA);
bisturi de aco inoxidavel, GS Mtronix (SP, Brasil); fita de carbono dupla face, Electron
Microscopy Sciences (Leider, Illinois, EUA), serra, Ticotico (Sao Paulo, SP, Brasil); pingas,

bisturi de ago inoxidavel.
4.2.2 METODOS
4.2.2.1 Preparo Das Amostras

Seu preparo para as andlises microscopicas foi realizado no Laboratério de
Micotoxinas e Contaminantes de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina.
Consistiu na separagdo de partes dos graos através de cortes/secgdes.

Graos inteiros (saudaveis e com deterioracdo) foram separados e seccionados —
longitudinal e transversalmente em diferentes Planos (1,2,3 e 4) (Figuras 1). Para analise por
ME, foram seccionados diretamente (Figura2), ja para MEV, foram previamente desidratados
e desengordurados.

Também secdes especificas de suas partes: tegumento (drea externa e interna),
endosperma (vitreo e farinaceo), gemem e pedunculo, foram preparadas para andlise de ambas
microscopias ME e MEV (assim, identificacdo das principais estruturas, tecidos e células,
incluindo susceptibilidades, presenga e dano causados por organismos vivos - conforme

relatado por Scussel et al. 2014a).

Figura 1 - Grao de milho (Zea mays L.): (a) inteiro, sinalizando as diregdes dos cortes
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Figura 2 - Graos de milho (Zea mays L.) inteiros e seccionados, preparados para andlise estereoscopica
(a) grao saudavel e (b) graos deteriorados

[A] GRAO SAUDAVEL - CORTES

Superficie Longitudinal/frontal Longitudinal/lateral  Transversal

4.2.2.2 Microscopia Estereoscopica - ME

Apbs o grao ser seccionado Planos 1 e 2 (longitudinal/frontal e longitudinal/lateral,
respectivamente) por meio de uma serra fina, bem como Plano 3 (transversal - esses tiveram
também seu pericarpo (casca) e endosperma (VITREO & FARINACEO) destacados e seccionados
usando um bisturi para posterior observagdo individual de superficies. Cada superficie
(externa/interna) e metades (se¢des longitudinal e transversal) da casca e endosperma foram
observadas através de microscopio estereoscopico para determinar cada estrutura e sua
morfologia em diferentes ampliacoes [7,1-115X]. Micrografias foram registradas através de
software de captura de imagem. Detalhes morfo-histologicos observados por ME, foram

posteriormente elucidados por MEV (Scussel et al. 2014a).

4.2.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

A partirdo preparo na Seccao 4.2.2.1, foi realizada um preparo especifico para analise
de MEV realizado no Laboratorio Central de Microscopia Eletronica da Universidade Federal
de Santa Catarina.

A casca foi seccionada em pequenos cubos (aproximadamente 3,0x3,0x2,0 mm de
largura/comprimento/espessura,  respectivamente), incluindo  partes  apresentando
caracteristicas especiais — area da aleurona, deterioragdo, rachaduras. Partes do endosperma
(vitreo e farinidceo) também foram especificamente seccionadas (espessura de 3,0 a 4,0 mm)

em diferentes pontos (incluindo a drea proxima ao germe e pedunculo).
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Os cubos foram fixados em suportes contendo fita adesiva de carbono dupla face e
revestidos com uma camada (40 nm) de ouro (Au) sob vicuo em uma Base Planetéria. Cada
area de interesse da amostra, previamente revestida com ouro, foi escaneada utilizando
microscopio de eletronico e suas caracteristicas observadas em diferentes ampliagdes [até

7.600X] (Scussel et al. 2014a; Kreibish et al. 2017a).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das caracteristicas morfo-histoldgicas obtidas por ME & MEV dos graos de
milho, foram registrados locais e microestruturas susceptiveis, tanto a absor¢do de umidade
quanto a invasdo por organismos vivos (ovos de insetos, esporos de fungos e bactérias). As
Figuras 3 (ME) e 4-6 (MEV), apresentam estruturas caracteristicas de tecidos e células do
pericarpo e do endosperma (VITREOS € FARINACEO) e a Figura 6.a, seus diferentes granulos de
amido (conferem texturas especificas dessas duas partes que constituem a maior area do grao).
As Figuras 7 e 8 apresentam as microestruturas do gérmen e pedunculo, bem como
microestruturas de esporos de fungos, ovos de insetos, aglomerados de granulos em aumentos

de até 7.600x, respectivamente.

4.3.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DO GRAO DE MILHO — ME

4.3.1.1 Pericarpo

(a) Grao saudavel - (Figura 3.a) superficie homogénea apresentando camada lisa e brilhante
(com pelicula de cera), depressao caracteristica da area do gérmen e seu pedinculo (ligagdo a
espiga). Em corte transversal, estdo camadas fibrosas relacionadas a prote¢do. J4, no (b) grao
deteriorado - (Figura 3.b) danos por insetos sdo observados com perfuragdes diversas (a serem
discutidas na proxima Sec¢do de MEV), atravessando as camadas da casca, alteragdes na cor
por acdo de microrganismos (colonias de fungos e seus esporos), bem como rachaduras préximo

ao pedunculo.

4.3.1.2 Endosperma

(a) Grao sauddvel (Figuras 3.a) - FARINACEO- area esbranquicada, opaca, que esfarela

facilmente (desprendimento dos granulos de amido) localizado na parte centro-longitudinal do
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grao, e (b) VITREO - 4rea translucida, densa, de cor amarelo escuro, tecido compacto, que
envolve principalmente as laterais (centrais) do grao como um todo. Por outro lado, o (b) grao
deteriorado (Figuras 3.b) - FARINACEO - como esse, esta localizado préximo ao gérmen (rico
em nutrientes) e pedunculo (acesso a umidade e nutrientes, que atravessam a regiao sentido
interior do grao / gérmen — apresenta cor escurecida (deteriora¢do) com proliferagcdo de fungos
e residuos de insetos). VITREO — embora o grao esteja bastante deteriorado, a parte do
endosperma que corresponde ao VITREO ndo foram registrados danos significativos nem nos
granulos ou membrana — provavelmente devido a sua dureza / alta densidade (sem duvidas, ele

¢ chamado também de endosperma cérneo).

4.3.1.3 Pedunculo e Gérmen

Foi registrado, tanto no grdo sauddvel quanto no deteriorado, o pedunculo
apresentando rachaduras (Figuras 3a e 3b). Isso ocorre, devido a pressdo ao se destacar o grao
da espiga. Diferente do primeiro, o pedunculo do grao deteriorado apresentou tecido altamente
alterado, sendo visivel colonia de fungos e seus micélios. De fato, a contaminag¢do por fungos
geralmente ocorre na base do grao (peduinculo) que segue através dos tibulos que transportam
a agua e nutriente para o interior do grao. (conexao pedunculo — endosperma - via gérmen).
Cabe salientar que, o grao saudavel provavelmente veio de silos com temperatura e umidade
controladas — o que preservao grao mesmo se este apresentar algumas rachaduras provenientes

de secagem.

4.3.2 CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS E DISTRIBUICAO DAS CAMADAS
TECIDUAIS DO GRAO DE MILHO — MEV

Quando as partes da anatomia do grao de milho foram investigadas mais aprofundada
mente (100/500 a 7600x) através de imagens de MEV, foi possivel observar com detalhes suas
caracteristicas histologicas e susceptibilidades a infestagdo (insetos, acaros) e infecgdo (fungos,

bactérias) por organismos vivos. As Figuras 4-8 apresentam detalhes das micrografias obtidas.
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Figura 3 - Microscopia estereoscopica de grao de milho (Zea mays L.) apresentando caracteristicas de
sua anatomia (pericarpo, distribuicdo interna dos endospermas farinaceo e vitreo, bem como posicao do
gérmen e pedunculo em gréo (a) saudavel e (b) danificado. Seccionados no Plano 1 (longitudinal frontal),
Plano 2 (longitudinal lateral); Plano 3 (transversal) [7,1 a 15 X]

(b) Grao deteriorado / danificado




151
4.3.2.1 Pericarpo

No pericarpo (camada protetora) as demais estruturas do interior do grdo, através do
MEV, foi possivel registrar sua superficie externa - como uma estrutura homogénea, espessa,
semi-lisa, com ondulagdes (semelhante a estrias, no ME), que se estendem perpendiculares a
partir da coroa (topo do grao) ao pedunculo, com células alongadas (pouca distincao de
contornos) provavelmente pela pelicula de cera que as cobrem. Em corte transversal ¢ formada
por diversas camadas de tecidos com células como segue (da superficie ao inicio do
endosperma): 1. Epiderme (membrana mais externa coberta com fina camada de cera), 2.
Mesocarpo, 3. Células cruzadas e 4. Tubulares/testae (Figura 4,5), e 5. Testae - camada
proxima aos granulos denominada aleurona. Essa proteina separa, grupo de granulos e, é quem

reveste o endosperma (Germaniet al. 1993, Britannica, 1996).

Figura 4.a - Micrografias do grdo de milho (Zea mays L.): PERICARPO (casca) por Microscopia
Eletronica de Varredura - TRANSVERSAL [100-1000X]
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Figura 4.b - Micrografias do grdo de milho (Zea mays L.): PERICARPO (casca) por Microscopia
Eletronica de Varredura - CORTE TRANSVERSAL [100-500X]

rma
VITREO

X100 - 100pm LCME-UFSC

Figura 5 - Micrografias do grdo de milho (Zea mays L.): (a) PERICARPO (b) ENDOSPERMA por
Microscopia Eletronica de Varredura - FISSURAS, VALES E REENTRANCIAS (pontos de deposicdo de
esporos / coldnias / absor¢do umidade) — (a) SUPERFICIE [150-500X]
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4.3.2.2 Endosperma

Como esperado na area do endosperma, o amido de milho apresentou uma
diversificagdo no formato de seus granulos - predominantemente poliédricos ¢ também
arredondados, dependendo da 4rea dentro do grao (Figura 6a,b). Foi observado que a superficie
dos granulos era plana, exceto por algumas estrias, conforme caracteristicas dos modelos
propostos por Oates (1997) e Sujka, Jamrow (2009).

Quanto as microestruturas dos 2 tipos de endosperma distribuidos em diferentes regides
do grao se dividem em: (a) FARINACEO: onde os granulos de amido se apresentam mais soltos,
em um formato arredondado e disperso. Embora, haja matriz proteica circundando grandes
grupos desses granulos, estdo frouxamente acomodados @ membrana proteica (Figura 6) e (b)
VITREO: os granulos estdo firmemente compactados e estruturados. Essa caracteristica,
promove uma compactagdo ¢ formatacdo poliédrica e imprimindo cicatrizes também
poliédricas, ndo deixando espagos entre as estruturas na membrana proteica (e que os envolve

em grupos).
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Figura 6.a - Micrografias do grdo de milho (Zea mays L.): ENDOSPERMA: por Microscopia Eletronica
de Varredura TRANSVERS 600X

tX150 100um LCME-UFSC
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» ¥
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Figura 6.b - Micrografias do grao de milho (Zea mays L.): ENDOSPERMA (a) Vitreo e (b) Farinaceo por
Mlcrosc01a Eletronlca dﬁe‘.\: arredura GRANULOS DE AMIDO - olzedrlcos e esfericos [500 1. OOOX]

Granulosq..de_amldo ';' L
(esfeiilcos)

(a) Endorperma VITREO | (b) Endoperma FARINACEO

4.3.2.3 Pedunculo e Gérmen

Foram registradas microestruturas do gérmen com suas camadas de células sequenciais
formando a plimula (planta embrionaria) e pelo escutelo (folha da semente). Através dos cortes
e posterior observacdo por MEV foi possivel observar o coleodptilo, radicula e plimula do

gérmen no grao de milho (Figura 7). A plumula ¢ o conjunto da gema apical ¢ das folhas
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primarias, e € protegida por uma bainha, o coledptilo. A radicula esta localizada na parte inferior

do gérmen e ¢ a raiz primdria da nova planta (Mahanna et al. 2014).

Figura 7 - Micrografias do grio de milho (Zea mays L.): PEDUNCULO e GERMEN por Microscopia

Eletronica de Varredura - CORTE LONGITUDINAL [27-500X]
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4.3.3 SUSCEPTIBILIDADES A DANOS E CONTAMINACAO

Quanto aos possiveis locais suscetiveis & contaminag¢do, foi observada presenca de
fungos (esporos, estruturas reprodutivas) no PERICARPO proximo ao pedunculo do grao e em
fissuras, que proporcionam assim seu acesso a parte interna do grao (Figuras 4,5,8).

A contaminagao por fungos no grao de milho geralmente ocorre nessa camada externa,
e na base do grao (PEDUNCULO), registrada no presente estudo - onde a umidade pode se
acumular, bem como através de danos causados a sua estrutura (na sua jun¢do com a espiga).
Os fungos podem penetrar através das fissuras (PERICARPO), as quais ocorrem durante
condi¢des de armazenamento inadequadas (altas temperaturas de secagem, com resfriamento
rapido - condensacao). Essas condi¢des podem formar/causar rachadura/cracks na casca, bem
como formar goticulas de umidade (Figuras 4,5), condi¢des para esporos se instalar (Zhang et
al. 2021), bem como serem transportados para o ENDOSPERMA, fonte rica em amido e outros
nutrientes (Guo et al. 2019). Pode também degradar o gérmen (alta concentragao de 6leos,
proteinas e vitaminas).

Fungos como os do género Fusarium, Penicillium sdo conhecidos por causarem

PODRIDAO DO GERMEN (Figura 7), levando a sua deterioracdo, resultando na perda de valor
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nutricional do grdo, incluindo perda de produgao, e se o fungo for toxigénico levara a producao
de toxinas (quando exposto a condi¢des adequadas) prejudiciais a saide humana e animal

(Stumpf et al. 2013; da Silva, et al, 2020).

Figura 8 - Micrografias de residuos de organismos vivos em tecidos do grao de milho (Zea mays L.) por
Microscopia Eletronica de Varredura [1000X]
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4.4 CONCLUSAO

Através das imagens micrografias, foi possivel observar a caracterizagao detalhada da
anatomia e microestruturas do grao (pericarpo, endosperma, gérmen e pedinculo), bem como

os pontos de susceptibilidade a invasao por organismos vivos.

Foram registrados diferenciagdo nos formatos de granulos de amido versus seus
respectivos endospermas (vitreo ou farinaceo). Granulos de amido arredondados e dispersos -
formando o endosperma FARINACEO, ¢ granulos poliédricos e densamente compactados -

formando o endosperma VITREO).

Os principais locais e microestruturas morfo-histoldgicas relacionadas a
susceptibilidade, ou seja, que viabilizam entrada de esporos de fungos, bem como de outros
organismos vivos responsaveis por deterioracdo do grdo, foram: PEDUNCULO (tibulos e
traqueideos, vias que adentram o grao, transportando agua e nutrientes), GERMEN (células
altamente ricas em nutrientes - esporos encontram substrato, se fixam, desenvolvendo coldnias,
produzindo o efeito blue eyes- manchas escuras/azuladas perceptiveis no exterior do grao),
FISSURAS ¢ DANOS MECANICOS / INSETOS no PERICARPO que abrem caminho para entrada de

umidade e diversos organismos vivos para o interior do ENDOSPERMA.
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CAPITULO 5

EFEITO DO OLEO DE ANDIROBA (Carapa guianensis Aubl.) NO CONTROLE DE
FUNGOS EM GRAOS DE MILHO (Zea mays L.) E CAPACIDADE GERMINATIVA

Parte das informacgdes fornecidas no 5° Capitulo da Tese foram publicadas em:

Silva, B.A.; Silva, N.C.; Runtzel, C. L.; Aquino, C. M.; Scussel, V.M. Effect of Andiroba
(Carapa guianensis Aubl.) Oil for Fungi Control in Maize (Zea Mays L.) Grain. Journal of
Agriculture and Veterinary Science, vol. 12, issue 9, p. 26-32, setembro 2019 — em Anexo.
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https://www.iosrjournals.org/iosr-javs/papers/Vol12-1ssue9/Series-2/F1209022632.pdf
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RESUMO

A culturade milho (Zea mays L.) tem sido sujeita a contaminag¢ao por fungos, causando graves
perdas e danos, sendo estes de campo ou armazenagem. Estratégias alternativas de
descontaminagdo fingica, que sejam eficientes e mais brandas, assim reduzindo aplicagdo de
fungicidas sintéticos, vém sendo amplamente estudadas. Dentre estas, surge o interesse pela
utilizacao de 6leos / extratos de plantas. Com o objetivo de avaliar a suscetibilidade de géneros
fingicos contaminantes de graos de milho por tratamento com Oleo de Andiroba (Carapa
guianensis Aubl.) — OA, foram utilizadas amostras de milho, onde (a) foi analisado o
crescimento micelial dos géneros fungicos Fusarium, Aspergillus e Penicillium, isolados do
grao, em meios de cultura contendo diferentes niveis de OA (Controle [sem OA]; e Tratado
[0,2;0,4;0,6;0,8 ¢ 1;2;3;5;10;20; 30 e 40%]), seguindo para a (b) semeadura direta de graos
de milho tratados com 0leo, e avaliados para parametros como (c) sua capacidade germinativa
(pos-tratamento) e susceptibilidades / resisténcia de género. Dos graos de milho testados
naturalmente contaminados, foram isolados os géneros mais frequentes para o estudo
(Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Mucor). Quando replicados em meios de cultura
especificos/adequados (BDA, MEA, G2sN e CAM) para cada fungo/género e para avaliar seu
comportamento dos fungos isolados, foi registrado algum crescimento em diferentes
intensidades, exceto Penicillium ¢ Mucor. Com relagdo a inibicdo do OA no diametro das
coldnias foi observada diferenca estatistica (p<0,5) no seu desenvolvimento para o fungo de
campo (Fusarium) e de armazenagem (Aspergillus e Penicillium) quando comparada com o
Controle (5, 2 e 40% de OA, respectivamente). Acerca do crescimento micelial total, os
melhores resultados obtidos se deram nas porcentagens de OA de 3 a 40% (2,56 a 0,30 cm), 2
a 40% (0,26 a 0,30 cm), e 10 a 40% (0,50 a 0,23 cm), respectivamente para Fusarium,
Aspergillus e Penicillium, respectivamente. Como esperado, para todos os géneros, foi
observado uma reducdo de velocidade de crescimento micelial mais acentuada nas maiores
concentracdes de OA. Quando o grao, foi tratado com diferentes niveis de OA foi observado
variagdo na capacidade antifingica. Das amostras utilizadas (10x) contendo diferente niveis de
carga fungica, o OA mostrou efetividade com 3 amostras com redug¢do fingica (46,7 € 6,7%).
A aplicacdo do OA interferiu na qualidade fisiologica das sementes dos grdos de milho,
impedindo e / ou retardando a germinacao. Importante enfatizar, considerando o milho para

consumo, que o retardamento ou impedimento da germinagdo e’ desejavel na armazenagem de
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graos, principalmente no topo dos silos. Se faz necessario o desenvolvimento de novos estudos

que busquem tratamentos mais efetivos frentea prevengao / descontaminagao fingica em graos.

Palavras-Chave: regido amazonica; Oleo de Andiroba; seguranca alimentar; fungos; graos de

milho

5.1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) ¢ uma planta monocotiledonea, pertencente a familia Poaceae,
subfamilia Panicoidae (género Zea, espécie Zea mays L.), sendo produzida em quase todos os
continentes (Magalhdes, 2002). E de extrema importancia econdmica pelas suas variadas
formas de aplicacdo, que vao desde ragdes para animais até produtos de alta tecnologia para
humanos (Munirah et al. 2015). Além de fonte de energia (carboidratos), ¢ rico em lipidios,
vitaminas (complexo A e B) e minerais (ferro, fésforo e calcio) (Oliveira et al. 2004 ; Paes,
2006). Segundo o Departamento de Agriculturados Estados Unidos (USDA, 2017), o Brasil ¢
o terceiro maior produtor mundial de milho, crescendo em diferentes regides do pais, sob
diferentes condi¢des edafoclimaticas, com uma média de 74,0 milhdes de toneladas por ano.

Os fungos que invadem os graos sdo geralmente divididos em dois grupos: campo e
armazenamento (Magan, Aldred, 2006; Pitt, Hocking, 2009; Scussel et al. 2018). Os principais
géneros de fungos de campo sao Fusarium, Helminthosporium, Alternaria e Cladosporium que
afetam graos e outros vegetais durante o amadurecimento, onde sdo observados danos antes da
colheita (Scussel et al. 2018; Bullerman, Bianchini, 2009). Porém, fungos de armazenamento,
como Aspergillus, Penicillium, Rhizopus e Mucor, necessitam de menos umidade e sdo
encontrados em silos, moinhos, equipamentos e locais onde os graos sdo manuseados € ou
processados (Scussel et al. 2018; Bullerman, Bianchini, 2009).

Apesar das condigdes convencionais para controlar fungos, sao necessarios métodos
alternativos para controla-los (Savi et al. 2014). Vérios métodos verdes tém sido relatados,
destacando-se a sua descontaminagdo (inativacdo de fungos/esporos), devido ao interesse
mundial em utilizar produtos menos agressivos ao meio ambiente € mais saudaveis (Savi et al.
2014; Christ et al. 2016). Dentre esses produtos, ha grande interesse na utilizacdo de 6leos
extraidos de plantas, principalmente da regido amazonica, que se mostram eficientes no controle
de microrganismos (Lima et al. 2009). Alguns tém ganhado destaque como o liquido da casca

da castanha de caju (Anacardium occidentale L.), o extrato de guarana (Paullinia cupana
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Kunth), o éleo de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) e o Oleo de Andiroba (Carapa
guianiensis Aubl.) — OA (Sousa et al. 2012; Martins, 2014).

A Andiroba pertence a Familia Meliaceae e seu 6leo ¢ conhecido popularmente na
regido Amazonica (Lorenzi, 2002; Farias et al. 2016), como produto -cicatrizante
(antiparasitario/malarico/inflamatério) (MacKinnon et al. 1997; Orellana et al. 2004; Roy,
Saraf, 2006; Souza et al. 2006; Nayak et al. 2010; Silva, 2018). E rico em acidos graxos
essenciais (acidos linoléico e linolénico) e componentes ndo gordurosos (triterpenos, taninos e
alcaloides - carapina) (Souza et al. 2006; Silva, 2018). Enquanto as propriedades
antiparasitarias e antimalaricas sdo atribuidas a presenga de gedunina, um componente da
meliacina (MacKinnon et al. 1997), as propriedades anti-inflamatdrias e repelentes de insetos
sdo atribuidas a andirobina, do grupo dos limonoéides (Orellana et al. 1997). al. 2004; Roy,
Saraf, 2006; Nayak et al. 2010). O OA tem sido estudado como alternativa no controle de
Colletotrichum gloeosporioides em pimenta (Capsicum baccatum), bem como em Botrytis,
Cladosporium e Rhizopus, € nos fungos toxigénicos Fusarium, Aspergillus e Penicillium em
feijao (Vigna unguiculata L. Walp.). Apesar disso, ainda existem poucos estudos sobre a sua
utilizagdo na alimenta¢do (Sousa et al. 2012; Farias et al. 2016).

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o possivel efeito do OA contra
esporos de fungos de diferentes géneros que contaminam graos de milho, suas diferentes
suscetibilidades, e sua capacidade germinativa pés tratamento. E fundamental realizar
pesquisas que busquem métodos alternativos menos prejudiciais ao meio ambiente e a saude da
populagdo, uma vez que o uso de substancias quimicas sintéticas estd associado a danos a saude

humana, animal e ambiental.

5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 MATERIAL

5.2.1.1 Amostra

Foram utilizadas 10 amostras (1 kg) de graos naturalmente contaminados, coletados
pela CIDASC (Companhia Integrada de Desenvolvimento Agropecudrio do Estado de Santa
Catarina), utilizando o método de amostragem oficial do Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento (MAPA, 2007) e gentilmente doados para esta pesquisa.
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5.2.1.2 Oleo de Andiroba

Produto comercial (1 L)* adquirido da cidade de Belém, Estado do Para (regido Norte
do Pais), extraido e comercializado pela empresa Distriol.

* acondicionado em frasco de vidro ambar.

5.2.1.3 Meio de Cultura, Quimicos e Outros

Meios de cultura: agar batata dextrose - PDA, Neogen (Michigan, EUA), extrato de
malte - MEA e peptona bacteriana, Himedia, (Mumbai, India), czapek — CYA e agar nitrato de
glicerol 25% - G25N, Vetec (Rio de Janeiro). Janeiro, Brasil); agar coco - CAM, preparado
com leite de coco, Serigy, FRUTEB S/A (Seard, Brasil). Quimicos: cloranfenicol, Vetec (Rio
de Janeiro, Brasil), placas de Petry (90x15 mm), Kasvi (Santa Catarina, Brasil). Outros: pratos
de porcelana (cor branca); peneira de aco inox (didmetro 20 cm); formulario para teste

Sensorial; painelistas voluntarios (total: 8; idade: 17 a 86 anos; sexo: 5 feminino e 3 masculino).

5.2.1.4 Equipamentos

Camara de fluxo laminar, Veco (Campinas, Brasil); autoclave, Phoenix (Araraquara,
Brasil); forno bacteriologico, Fanem (Sao Paulo, Brasil); escala analitica (variagdo de 0,01-210
g), Ohaus, (Parsippany, NJ, EUA); microscépio Optico, Olympus CX22, (Téquio, Japao);
estereoscopico, Opticam (Sao Paulo, Brasil); Stomacker, Marconi (Piracicaba, Brasil);
paquimetro naaldgico (0,05 a 150 mm), Starrett (Massachusetts, EUA). Aspirador de po,
Electrolux (Curitiba, Brasil); aparelho de atividade de 4gua, Gehaka G2000 (Sao Paulo, Brasil).

5.2.2 METODOS

Os testes micologicos foram realizados a partir de porcdes (25 g) de cada amostra de
graos de milho, pesadas assepticamente. J4, para os estudos de germinacao e sensorial foram

utilizadas amostras como apresentadas no comércio.

5.2.2.1 Contagem Total de Fungos
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As porcdes foram transferidas para sacos de polietileno e adicionadas de agua
peptonada (0,1%) seguida de homogeneizagdo (2 min no Stomacker); em seguida, um volume
(100 pl) de cada amostra diluida (10-!, 10-2 € 10-*) foi inoculado na superficie do PDA contendo
cloranfenicol (100 mg/L) em uma cabine de fluxo laminar (n=3) e incubado a 25+1°C durante
7 dias (Silva et al. 2013; APHA, 2015). Sua contagem total foi lida usando a contador de
coldnias e registrada como unidades formadoras de coldnias (UFC/g). Foram contadas apenas
as mesmas placas de dilui¢do que tinham de 15 a 150 coldnias.

O isolamento foi realizado por replicagdes sucessivas em 4 meios de cultura diferentes
(MEA, PDA, G»sN e CAM) (n=3) seguido de sua identificacdo, sendo realizada pela técnica de
microcultivo (Weber, Pitt, 2000), onde uma porg¢ao de cada colonia (apresentando morfologia
diferente) foi colhida e inoculada em meio dgar Czapek (n=2) e incubada a 22-25°C por 5 dias,
seguido de identificagdo por microscopia Optica (caracteristicas morfologicas, incluindo as
estruturas reprodutivas). A partir da observagao das caracteristicas macro e microscopicas, foi
realizada a identificacao dos géneros fungicos segundo as chaves de identificagcdo de Frisvad,

Samson (2004).

*Nota: verificagdo da contaminagdo por fungos do OA —também o OA foi submetido a teste
micoldgico (carga total de fungos), aplicando-ono BDA para contagem total de fungos, a fim

de certificar sua inocuidade para posterior aplicagdo no estudo de descontaminacao.

5.2.2.2 Géneros Fungicos Isolados de Graos de Milho e Expostos a OA

O tratamento foi realizado seguindo a metodologia proposta por Sousa et al. (2012)
com adaptag¢des, onde o dleo foi adicionado ao meio de cultura BDA (OA-PDA: 0,2; 0,4; 0,6;
0,8; 1; 2; 3; 5; 10; 20; 30 e 40% de OA para 20 mL de meio de cultura), homogeneizado e
vertido em placas de Petri. O Grupo Controle consistiu de um disco de fungos isolados dos
graos de milho - géneros Fusarium, Aspergillus e Penicillium,em meio BDA sem 6leo. Ja para
o Grupo Tratado, o disco com cada colonia, foi transferido para OA-PDA, retirando-se um
cilindro (colonia de disco + dgar) de cada uma (0,5 cm de didmetro), colocados no centro de
agar (n=3) e incubados a 22-25°C durante 3 dias (Sousa et al. 2012). Durante o periodo de
incubagao foram investigados diferentes parametros quanto ao comportamento de cada colonia
frente ao meio OA-PDA (0,2 a 40%). A medi¢do do didmetro do disco (ino6culo — 0,5 cm) do

OA Controle e Tratado foi realizada diariamente por paquimetro e registrada.
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A avaliacdo do crescimento micelial total (CMT) consistiu na medicdo diaria do
diametro das colonias em duas dire¢des perpendiculares, com auxilio de um paquimetro,
obtendo-se uma média para cada repeticdo de cada tratamento. Utilizando a média dos
resultados obtidos, foi determinado o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM)

(Maia et al. 2011) conforme a seguinte equagao.

D - didmetro médio atual da colonia;
_ 2 (D-Da) Da - didmetro médio da coldniano dia anterior;
IVCM = , . . ~
N N - nimero de dias apos a inoculagdo

5.2.2.3 Efeito Antifungico do OA no Grao de Milho — Semeadura Direta

5.2.2.3.1 Preparo das Amostras
Os graos de milho (total: 10) foram separados em dois grupos principais: Grupo

Controle (GC: sem OA) e Grupo Tratado (GToa: contendo fina camada de OA) para cada
amostra de graos obtidos pela CIDASC.

5.2.2.3.2 Tratamento dos Graos de Milho com OA
Os graos do GT (100 g, n=3) foram tratados com OA puro (saco estéril contendo 20 mL

de oleo, correspondendo a 18,4 g), homogeneizados, retirados, deixados escorrer sobre papel
de filtro esterilizado e distribuidos (5 graos) em placas (n = 3 em duplicata) contendo meio de
cultura (BDA) - GT, assim como o GC - sem tratamento (método descrito por Berjak (1984),
como semeadura direta. *Depois da semeadura, o saco com residuo de OA foi pesado e o
volume de 6leo aderido a superficie do grao calculado (15,07 mL de 6leo / 100 g de milho ou
13,87 g de 6leo / 100 g de milho), considerando a diferenca das massas adicionada e residual.
Apds o tratamento com OA, as amostras (GC & GT) foram incubadas por 5 dias, com

acompanhamento de possivel crescimento fungico.

5.2.2.3.3 Avaliacao do Efeito Antifliingico e Identificacdo de Géneros - Grupos GC & GT
Apbs o tratamento com OA, as amostras (GC & GT) de graos de milho foram

incubadas por 5 dias, com acompanhamento de possivel crescimento fingico, seguido por
contagem do total nimero de graos/placa (GC & GT) que apresentavam crescimento fungico.
Os resultados foram expressos como porcentagem do total de graos inoculados e infectados.
Microcultivo: foram realizadas repeti¢des sucessivas em meio de cultura BDA (n = 3) seguidas

de identificacgdo, utilizando a técnica de microcultura (Weber & Pitt, 2000), onde uma porgao
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de cada colonia (apresentando morfologia diferente) foi colhida e inoculada em agar Czapek (n
= 2) e incubados a 22-25 °C (5 dias), seguido de identificacdo por microscopia Optica
(caracteristicas morfologicas, incluindo estruturas reprodutivas). A partir da observacao das
caracteristicas macro e microscopicas, foi realizada a identificagdo dos géneros fungicos

segundo as chaves de identificacdo de Frisvad & Samson (2004).

5.2.2.4 Efeito Antifungico do OA no Grao - em Condi¢coes de Armazenagem Comercial

O comportamento dos graos tratados com antifingico, foi acompanhado os
submetendo a armazenagem. Essa foi reproduzida com as etapas do procedimento comercial,
contudo em escala laboratorial como segue:

Inicialmente os graos de milho, secos, foram submetidos a:

(a) Preparo dos grios para armazenagem: (a.1) limpeza - retirada de poeira superficial
através de movimentagao por peneiramento e aspiragao, seguido do preparado dos (a.2) grupos
e silos - apos conferir o teor de umidade inicial (3,04%), os (a.2.1) graes — foram separados em
porgdes (200g) e divididos em GC (Controle - ndo tratado, n=3, total 600 g) e GT (Tratado -
com OA, n=6, total 1.200 g). Graos GT, tiveram o OA aplicado seguindo o procedimento
descrito na Se¢do 5.2.2.3.2), e os (a.2.2) silos — previamente preparados por esterilizacao das
paredes metalicas com dgua fervente, deixados secar completamente.

(b) Armazenamento: os graos (GC & GT) foram carregados em silos piloto (n=3 & n=6) de
metal - reproduzindo condig¢des de silos de armazenagem comercial (com fechamento no topo
- € pequena abertura para aeracao - mantidos a temperaturade 19 °C) durante 4 semanas. Além
de 19 °C, foi mantido um GC a temperatura ambiente £25 °C.

(c) Coleta de amostras e analises: a coleta dos graos foi realizada a cada 7 dias (porg¢oes: 50
g) para avaliar sua qualidade ao longo da armazenagem quanto a (c.1) variagdes nos graos -
através de Classificacdo Oficial com base na Instru¢do Normativa (IN) 60 de 22 de dezembro
de 2011 (MAPA, 2011) enfatizando parametros relacionados a deterioracao fungica (ardidos,
fermentados, mofados), (¢.2) possivel desenvolvimento de colonias fungicas, bem como (¢.3)
variacdo no teor de umidade (%) através de aparelho Medidor de Umidade automatico. Todas
coletas: n=3. Cabe salientar que as analises foram realizadas no Setor de Classificacdo de
Produtos de Origem Vegetal, do 6rgao oficial do Estado, a Companhia Integrada de

Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina.
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5.2.2.5 Efeito na Capacidade Germinativa

A capacidade germinativa de CG e TG foi realizada de acordo com os critérios
estabelecidos pelas Normas para Andlise de Sementes (Brasil 1992) com modificagdes. A
germinacao foi realizada com duas folhas de papel filtro embebidas em agua destilada (as folhas
foram pesadas e o valor multiplicado por dois, o resultado obtido foi a quantidade de agua
destilada colocada nas folhas). Os graos (25 unidades) foram distribuidos em um dos papéis de
germinac¢do (n = 3). Apds a acomodagdo dos graos, colocou-se o segundo papel sobre as
sementes, seguido da adi¢do de dgua. Os papéis foram incubados a 25-27°C (5 dias). A
porcentagem de graos germinados apds imersao em 6leo de andiroba foi calculada pela razao
entre a quantidade de graos germinados e a quantidade de graos semeados para germinagao (25

graos) (Equacao 1).

B ) . DK DK - quanti(,iade de gréos
Graos Germinados % = (E).IOO germinados apos o tratamento;
IK - quantidade inicial de gréos

5.2.2.6 Efeito Antifiingico do OA no grio - Analise Sensorial

Amostras de milho, seco (umidade: 13,04%), foram submetidas a analise sensorial
para avaliar o grau de aceitacdo visual do grao (sob tratamento com OA) de acordo com o
meétodo oficial da Associacao Brasileirade Normas Técnicas (ABNT, 1993; 1998) como segue:
(a) Preparo das amostras: grupos de graos foram divididos em GC (Controle: sem OA) e GT
(Tratado: com AO - método descrito na Secc¢do: 5.2.2.3.2) e submetidos a analise sensorial.
(b) Método sensorial: as amostras (GC & GT) foram apresentadas (20 g de graos) para cada
painelistas em pratos brancos, a temperatura ambiente, sob ilumina¢ao uniforme, codificadas
com numeros de trés digitos. Em paralelo foi apresentado para preenchimento um Formulario,
contendo os atributos padrdes sensoriais (de percep¢do visual e olfato), cujo grau de
aceitabilidade e/ou rejeicdo sdo definidos através de nimeros: (b.1) padrées sensoriais - COR,
AROMA e APARENCIA. Os atributos foram colocados em escalas estruturadas com nimeros de 1
a7, sendo o extremo: 1 relacionado ao pior padrao/percepgao (rejeicao) e o extremo 7: o melhor
padrao (aceitagao), ABNT (1993; 1998). (b.2) graus de percep¢ao - para cada atributo a ser
avaliado pelos painelistas voluntéarios (total: 8; idade: de 16 a 85 anos; sexo: 3 do sexo

masculino e 5 do sexo feminino), os niveis foram enumerados (de 1 a 7):
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v COR: em escuro (1), amarronzado (2), amarelo forte (3), amarelo (4), amarelo claro (5),
amarelo muito claro (6) e claro (7);

v AROMA: em muito indesejavel (1), indesejavel (2), ligeiramente indesejavel (3),
indiferente (4), ligeiramente desejavel (5), desejavel (6) e muito desejavel (7);

v' APARENCIA: em muito indesejavel (1), indesejavel (2), ligeiramente indesejavel (3),
indiferente (4), ligeiramente desejavel (5), desejavel (6) e muito desejavel (7).

Ap6s o preenchimento do formulario por cada painelista, os dados obtidos para cada

parametro/atributo foram computados, o grau de aceitagdo das amostras avaliado e dispostos

em graficos.

5.2.2.7 Analise Estatistica

Todos os dados foram analisados por andlise de variancia (ANOVA) e Tukey como
pos-teste no software Statistica Release 7. Valores de P <0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1 CARGA FUNGICA

Como esperado, a carga total de esporos obtida nas amostras de milho contaminado
naturalmente com fungos foi bastante elevada e diversificada, variando de 0,1 a 0,5x10* UFC/g
(Tabela 1).

A presenca de fungos no milho, principalmente se forem de cepas toxigénicas, além
da deterioragdo sao indicios do risco de contaminagdo por micotoxinas (Valmorbida et al.
2018). Tal como outros cereais, o milho esta frequentemente exposto a contaminacao por
fungos, tendo a sua proliferacdo iniciado no campo (durante o desenvolvimento da planta) e
estendendo-se por toda a sua cadeia produtiva (armazenamento / transporte / industria /
consumidor). A contaminac¢do pode ocorrer devido a presenca de fragmentos de micélio e
esporos no solo, restos de plantas e sementes ou pode ser transportada pelo vento, chuva ou
insetos (Scussel et al. 2018).

Durante o armazenamento, os graos devem ser mantidos em condi¢des adequadas para
evitar danos e desenvolvimento de novas infec¢des fingicas (Pezzini et al. 2005; Kumar, Kalita,
2017). As principais colOnias, ou seja, aquelas que cresceram em maior nimero e tiveram

presenca consistente nas amostras, foram isoladas - a serem discutidas a seguir. Quanto a
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possivel contaminacdo fungica no OA (a ser utilizado nos experimentos), ndo houve
desenvolvimento significativo nas placas durante o periodo de incubagdo, portanto, capaz de

ser aplicado no presente estudo.

Tabela 1 - Avaliagio da carga de esporos de fungos dos grios de milho (Zea mays L.) e Oleo de Andiroba
(Carapa guianensis Aubl.) a serem utilizados no estudo de descontaminacio
Amostra Carga total de fungos*
Tipo n. Umidade 103
Milho 01 13,7+ 0,2% 0,4 x 104
02 13,1 £0,1% 0,3 x 10*
03 13,9 +£0,1% 0,5x 104
04 13,8 +£0,2% 0,4x 104
05 12,7+ 0,1% 0,2 x 104
06 13,1 +0,2% 0,3 x 10*
07 14,2 + 0,1% 0,5 x 10%
08 12,3+ 0,1% 0,1 x 104
09 14,1 £0,2% 0,5 x 104
10 12,8 £ 0,1% 0,2 x 104
Oleo  OA*  4,294+0,68 % NA®
*média - n=3 (UFC/g) *Oleo de Andiroba nio se aplica

5.3.2 PRINCIPAIS GENEROS FUNGICOS ISOLADOS DE MILHO versus MEIO DE
CULTURA

O isolamento e identificacdo das coldnias de fungos (obtidas apds a carga total)
inoculadas em diferentes meios de cultura (BDA, MEA, G2sN e CAM), mostrou que todas as
amostras de graos estavam contaminadas, principalmente por 4 géneros, sendo 3 deles, de
possivel toxigénicidade (Fusarium, Aspergillus e Penicillium) e um atoxigénico (Mucor)
(Figura 1). Através da aplicagdo desses meios foi possivel observar suas caracteristicas de
crescimento, bem como corroborar a presenca de contaminagdo nas amostras de milho.

Varios autores relataram que os géneros Fusarium (fungo de campo) e Aspergillus &
Penicillium (fungos de armazenamento) tém sido os mais isolados no milho e seus produtos
(Marques et al. 2009; Domenico et al. 2015). Fusarium - género mais importante no milho
proveniente do campo, também preocupa quando suas espécies sao toxigénicas (micotoxinas:
fumonisinas, desoxinivalenol, nivalenol, zearalenona). Suas toxinas podem persistir
contaminando toda a cadeia alimentar, pois sdo resistentes a altas temperaturas (Gabriel et al.
2008; Scussel et al. 2018).

A contaminagdo dos graos de milho pelas espécies Fusarium pode ser explicada pelo

fato deste fungo infectar extensivamente certas por¢des do grao, principalmente o gérmen, além
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dos tecidos externos do grao (Lazzari, 1997). Por outro lado, Aspergillus — suas espécies sao
consideradas iniciadoras de armazenamento de sementes e deterioragdo de graos, podendo
crescer com baixo teor de umidade (mc), seguido pelo Penicillium que necessita de mc um
pouco maior (devido a atividade metabolica dos primeiros invasores). Ambos os géneros de
fungos sdo potencialmente toxigénicos (toxinas: aflatoxinas, ocratoxina A, citrinina, acidos
penicilico/ciclopiazdénico) e a sua presenca nas amostras de milho também ¢ considerada
preocupante, dada a possibilidade de producao dessas toxinas (Scussel et al. 2018). Quanto ao
Mucor — geralmente estd presente no solo, graos, frutas e vegetais e sdo contaminantes comuns

de locais onde os produtos sdo processados. Isso explicaa presenca deste género nas amostras

(Scussel et al. 2018; Santos, 2018).

Figura 1 - Principais gendtipos de fungos isolados de graos de milho (Zea mays L.) naturalmente
contaminados e suas caracteristicas: (a) Fusarium, (b) Aspergillus, (c) Penicillium e (d) Mucor
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Com referéncia aos diferentes meios de cultura utilizados versus comportamento dos
fungos (Tabela 2), foi observado que somente os géneros Fusarium e Aspergillus se
desenvolveram em todos os meios. Ja Penicillium e Mucor ndo foram capazes de se desenvolver
no Gz2sN e CAM (contendo nitrato de glicerol e coco em sua composicao, respectivamente).
Estudos realizados por Mezzomo et al. (2018) também relataram crescimento micelial de
Fusarium isolado em MEA, além desse meio, Nelson et al. (1983) registraram a eficiéncia dos
meios G2sN e BDA para esse género. Foi observado que o Fusarium se desenvolveu também
em meio de cultura CAM (mais comumente utilizado e especifico para fungos de
armazenamento - produtores de aflatoxina), inferindo-se que este meio também pode fornecer
condig¢des para o desenvolvimento desse fungo de campo. Samson et al. (2014) e Pitt, Hocking
(2000) relataram que Aspergillus também cresce nos quatro meios utilizados no trabalho atual.
Pitt e Hocking (2000) observaram que para o Penicillium, MEA e G,sN forneceram nutrientes

adequados para o seu crescimento, corroborando nosso estudo.
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Tabela 2 - Comportamento de géneros fungicos de campo e armazenamento isolados de amostras de
milho (Zea mays L.) em diferentes meios de cultura

Fungo isolado Crescimento de fungos de milho em meio de cultura*
Origem Género BDA=? GasNb MEA® CAM4
Campo Fusarium Ve v v v
Armazenagem Aspergillus v v v v

Penicillium v X v X
Mucor v X v X

abatata dextrose agar "czapek-dox 25% nitrato de glicerol ‘extrato de malte agar dagar de cocd ¢cresceu 'ndo cresceu
*n=3

5.3.3 CONTROLE DO OA NO CRESCIMENTO FUNGICO (DIAMETRO)

Para o estudo do efeito antifungico do OA contra os principais géneros isolados de graos
de milho, foram selecionadas apenas os principais e abundantes fungos dos géneros - Fusarium,
Aspergillus e Penicillium. Sua variacao de didmetro sob a presenca de OA mensurato durante
o periodo de crescimento das colonias e o seu indice de velocidade de crescimento micelial sao
apresentados na Tabela 3.

Quanto a ag¢do inibitéria do OA no didmetro das colonias de fungos (a partir do disco
central de 0,5 cm - ponto de inoculacdo), ap6s as 72 h (3 dias de incubacao) de crescimento,
observamos uma diferenca estatistica (p<0,5) de crescimento para colonias do fungo de campo
(Fusarium) quando comparada com o Controle a partir de 5% de o6leo (Controle: 3,18 cm;
Tratado: 5 =2,90; 10 =2,10; 20 = 1,80; 30 = 1,45 ¢ 40% = 0,80 cm).

Para o fungo de armazenagem (Aspergillus), foram observadas diferencas estatisticas
(p>0,5) com a quantidade de OA presente a partir de 2% de OA (GT: 2 =0,76;3 ¢ 5 =0,73;
10, 20, 30 e 40% = 0,80 cm) quando comparados ao Controle (GC: 3,43 cm). O género
Penicillium por sua vez, apresentou diferenga estatistica apenas na porcentagem de 40% de OA
(Controle: 1,00; Tratado: 40% = 0,77 cm).

Quanto ao CMT ao final das 72 h, foi possivel observar que o mesmo sofreu variagdes.
Para Fusarium, o crescimento total do Controle foi de 2,68 cm, sofrendo varia¢des conforme
as porcentagens de 6leo. Os melhores resultados obtidos se deram na faixa de porcentagem de
3 a40% (2,56 — 0,30 cm, respectivamente). O género Aspergillus, obteve resultado similar ao
Fusarium, tendo os melhores resultados nas porcentagens de 2 a 40% (0,26 a 0,30 cm,
respectivamente). Por outro lado, o Penicillium teve grande variagdes, porem as mais eficientes

foram de 10 a 40% (0,50 a 0,23 cm, respectivamente).
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Para todos os géneros, foi observado uma diminui¢ao de velocidade de crescimento
micelial mais acentuada nas maiores concentragdes de OA.

Farias et al. (2016) observaram efeito fungitoxico sobre o fungo Periconia, sugerindo
que o OA pode substituir eficientemente o fungicida no controle deste fungo. Silva e outros.
(2019) utilizaram cepas de Fusarium, Aspergillus e Penicillium sp., como resultado tiveram
reducdo em todas as concentragdes testadas (10, 20, 30 e 40% de OA) para Fusarium e
Penicillium sp. quando comparado ao Controle. Esses achados se assemelham aos nossos
resultados. Menezes et al. (2009) e Oliveira (2012) realizaram estudos com OA, onde nao
conseguiram demonstrar atividade antifungica contra cepas de Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida parapsilosis em nenhuma das concentracdes (100, 32, 16, 8, 4 e 2%)
estudado.

Diniz et al. (2005) avaliaram a atividade antifungica do 6leo contra o Sclerotinia
minor. Os resultados demonstraram que o OA foi capaz de inibir o crescimento do fungo
somente na concentragao minima de 200 ul./ 10 mL de meio. Sousa et al. (2012) avaliaram a
atividade antifungica do 6leo contra o fungo Colletotrichum gloeosporioides nas concentragoes
(0,2; 0,4; 0,6; 0,8 ¢ 1,0%). Os resultados demonstraram que o OA apresentou capacidade de
inibir o crescimento do fungo a medida que sua concentracdo foi aumentada, apresentando
resultados significativos a 1%. Hora (2009) avaliou a atividade antiftingica do 6leo contra o
fungo Mycosphaerellafijiensis Morelet. Os resultados demonstraram que todas as solugdes do
0leo testadas inibiram significativamente a germinac¢ao de conidios.

Quanto a formag¢ao de novas coldnias por esporos aéreos, da mesma forma que nosso
experimento, Silva et al. (2019) observaram que apenas os géneros Aspergillus e Penicillium
apresentaram resisténcia com desenvolvimento de novas colonias. O comportamento de
crescimento de novas coldnias entre os géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium sp. pode
ser explicado por suas diferengas nas caracteristicas morfoldgicas e comportamento de suas
colonias (contidas ou se espalhando). Embora Fusarium tenha um micélio altamente
desenvolvido e felpudo, seus conididforos sdo finos, simples e curtos, ramificados
irregularmente. Por outro lado, Aspergillus possuem micélio septado e ramificado, seus
conididforos sao simples, eretos e unicelulares com conidios esféricos. Penicillium também
possui micélio septado semelhante ao Aspergillus, com conidiéforos aéreos septados, que
podem ou ndo ser ramificados (com conidios unicelulares) (Scussel et al. 2018). Como a
caracteristica das colonias de Aspergillus e Penicillium sdo aveludadas e filamentosas, podem

se espalhar com mais facilidade (formando novas coldnias longe do ponto de inoculagdo),
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corroborando o resultado obtido. Pelo contrario, o Fusarium é filamentoso como o algodao, os
seus conidios ndo se espalham tao facilmente por uma grande area.

A descontaminacdo de graos, sementes e frutos € importante para reduzir a
contamina¢cdo por patdgenos e microrganismos toxigénicos. Dentre os tratamentos,
determinados 6leos de plantas medicinais sd3o uma alternativa viavel para o controle de
patogenos sem residuos quimicos ou efeitos deletérios ao meio ambiente € ao produto. Neste
estudo, o efeito do OA apresentou resultados significativos a 1% em relacdo as demais
concentracgdes utilizadas, ou seja, o OA inibe o crescimento do fungo a medida que sua
concentracao ¢ aumentada.

Varios estudos tem sido realizados com extratos e 6leos, obtendo excelentes resultados.
Contudo, nem todos os 6leos essenciais se comportam como inibidores diretos de algumas
estirpes fungicas. Embora produzam camada protetora fisica sobre o grao, ndo necessariamente
confere efeito fungitoxico ou fungistatico sobre estes fungos (Sousa et al. 2012).

Tabela 3 - Crescimento micelial* e indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) dos fungos

Fusarium, Aspergillus e Penicillium tratados com diferentes concentragdes de Oleo de Andiroba
(Carapa guianensis Aubl.)

Tratamento Crescimento micelial (cm)
Fungo
: _ OA (%) _ Tempo (horas)
Origem Género Inicio 24 48 72 CMT* IVCM**
CAMPO
Fusarium GC 0,50*P 1,10% 2,158 3,184 2. 68b 0,89*
0,2 0,50*P 1,06*¢ 2,268 3,35%A 2,294 0,95*
0,4 0,50*P 1,05%¢ 2,2328B 3,404 2,902 0,96
0,6 0,50*P 1,10% 2,3028 3,404 2,902 0,96
0,8 0,50*P 1,10% 2,2128 3,38A 2,882 0,96
1,0 0,50*P 1,11%¢ 2,20®B 3 D6abA 2,76 0,92*
2,0 0,50°0  0,63C 2,30°B 3,104 2,690 0,862
3,0 0,50°®  0,65C 1,80bcB 3 06abA 2,56°¢ 0,852
5,0 0,50°®  0,63C 1,70¢B 2,90pA 2,404 0,802

10,0 0,50*¢  0,80bB 0,8048 2,10c4 1,60¢ 0,530

20,0 0,50*¢  0,75bB 0,804 1,80¢cdA 1,30f 0,430

30,0 0,50*°¢  0,70bB 0,804 1,454A 0,958 0,31

40,0 0,50*B  0,70bA 0,704A 0,804 0,30h 0,10b
Total de amostras: 10

ARMAZENAGEM
Aspergillus GC 0,50°P 1,08¢ 2,338 3,434 2,93b 0,97
0,2 0,50*"  0,89b<C 2,388 3,162 2,66¢ 0,88
0,4 0,50°P  0,942C 2 2()2bB 2,90b4 2,404 0,80?
0,6 0,500 0,90bC  2,16%B 31634 2,66° 0,88
0,8 0,50 0,90bC 226208 3,534 3,03? 1,01°
1,0 0,50*P 0,90 2,088 3,583 3,08 1,02°
2,0 0,50°B  0,70dA 0,664 0,764 0,267 0,08

3,0 0,508 0,68dA 0,70cA 0,73¢A 0,23f 0,07
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5,0 0,50°B 0,774A 0,70cA 0,73¢cA 0,23f 0,07*
10,0 0,50°C  (,75¢deB 0,75¢B 0,80cA 0,30¢ 0,100
20,0 0,50°C  (,70d<B 0,75¢B 0,80cA 0,30¢ 0,100
30,0 0,50°B 0,60°A 0,70°A 0,80¢A 0,30¢ 0,100
40,0 0,50°B 0,60°A 0,70°A 0,80¢A 0,30¢ 0,100
Total de amostras: 10
Penicillium GC 0,50*P 0,812C 0,912B 1,00abeA 0,50¢ 0,16

0,2 0,50 0,66°C  0,782bcdB (0 9QbcdA  (,402 0,13b
0,4 0,50°  0,68°C  0,80%cdB (,93bcdA  (.43F  (,14°
0,6 0,50 0,63°¢  (,85%cB [ 0ldA 0,514 0,17°
0,8 0,50 0,58 0,8628 1,032bA 0,53¢ 0,17°
1,0 0,50 0,58 0,9128 1,163 0,66* 0,22%
2,0 0,50 0,66 0,902b8 1,05%A  0,55b 0,18°
3,0 0,50°P  0,60C 0,958 1,16 0,66 0,22°
5,0 0,50 0,66 0,90%B 1,00%cA  0,50¢ 0,16°

10,0 0,50°B  0,70*A  Q,70bcdA (), 8(QcdA 0,300 0,10¢

20,0 0,50%C 0,65bB  (,752bedB () 8()cdA 0,30h 0,10¢

30,0 0,50 0,600B 0,604B 0,80cdA 0,300 0,10¢

40,0 0,50°C 0,65bB 0,65¢dB 0,774A 0,23i 0,09¢
Total de amostras: 10

letras verticais minusculas e horizontais maitsculas iguais ndo diferem significativamente no teste de Tukey a 5%
GC = Grupo Controle (sem OA)

5.3.4 EFEITO OA EM FUNGOS DO GRAO DE MILHO

A Tabela 4 apresenta os dados referentes ao efeito do OA aplicado diretamente no
grao, quanto ao controle de crescimento de fungos nos grdos de milho naturalmente
contaminados. Como esperado, os GCs (sem tratamento com OA) apresentaram graos de milho
altamente embolorados ap6s o periodo de incubagdao quando comparado com os GTs. No GC,
os graos de todas as amostras apresentaram crescimento fungico (correspondendo a 100% dos
graos). Nos GTs, por sua vez, foi registrado redugdo de crescimento em 3 das 10 amostras
utilizadas (correspondendo a 30%). As amostras de n° 5 e 10 apresentaram 93,3% de
crescimento, ja a amostra n°® 8 obteve efeito antifiingico parcial, onde 53,3% dos seus graos
apresentando proliferag¢do fungica.

A aplicacao de tratamentos com 6leos em graos, representa uma forma branda e, cada
vez mais indispensavel no controle de patogenos. Dentre os tratamentos, o uso de determinados
6leos de plantas medicinais tem se mostrado uma alternativa vidvel, apresentando potencial de
controle de fitopatdgenos, sem deixar residuos quimicos ou efeitos deletérios ao meio ambiente.
Estudos indicam que o OA tem sido eficiente na preven¢ao / descontaminacao de algumas cepas
flingicas, no entanto ndo apresentando tanta eficiencia para outras. Sugerindo assim, que
determinados géneros e/ou espécies fungicas apresentam diferentes graus de resisténcia ou

susceptibilidade frente a tratamentos com este 6leo e condigdes aplicadas.
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Tabela 4 - Efeito do Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.)sobre o crescimento fungico em grios
de milho (Zea mays L.) naturalmente contaminados, suaredugdo fungica e géneros fiingicos resistentes
/ susceptiveis ao tratamento

Grao de milho

Efeito antifingico do OA

X* e DP** Reducao Géneros fungicos (pos-tratamento)
N°  Umidade (%) GC? GT" fungica (%) Resistentes  Susceptiveis
Campo Fusarium NI¢
01 137+02% 100£0.00° 100+0.00 SR*** Armazenagem  Aspergillus NI
s s (V] Py Py . e77.
Penicillium NI
Rhizopus NI
02 13,140,1% 100£0,00° 100+0,00° sk Samo Fusarium NI
mazenagem  Aspergillus NI
Campo Fusarium NI
03 139+0,1% 100+0,008  100+0,002 SR Armazenagem Aspergillus NI
Rhizopus NI
Campo Aspergillus NI
04 13,8+02% 100+0,00* 100+0,002 SR Armazenagem Mucor NI
- Penicillium
Campo Aspergillus NI
05 12,7+0,1% 100+0,002 93,3+1,15b 6,7 Armazenagem Rhizopus NI
- Penicillium
Campo Fusarium NI
06 13,1£02% 100£0,00° 1000,00° SR Armazenagem f;Spe.’g”.l”s NI
enicillium NI
Rhizopus NI
Campo Aspergillus NI
07 142 +0,1% 100+0,008 100+0,002 SR Armazenagem Mucor NI
- Rhizopus
Campo Fusarium NI
08 12,3+0,1% 100+0,00* 53,3+1,15¢ 46,7 Armazenagem  Aspergillus NI
- Rhizopus
Campo Fusarium NI
09 14,1+02% 100+0,00* 100+0,002 SR Armazenagem  Penicillium NI
- Mucor
10 12.8+0,1% 10040,000 933%1,15" 67 Sambo N Fusarium
rmazenagem NI Aspergillus

Total d amostras: 10

*média **desvio padrdo ***sem redugdo flngica *Grupo Controle ®Grupo Tratado °ndo identificado
letras horizontais mintsculas iguais ndo diferem significativamente no teste de Tukey a 5%

Com relacdo a identificagdo dos fungos isolados, a presenca de cinco diferentes

géneros foram registrados, sendo eles de Campo (Fusarium), de armazenagem (Aspergillus,

Penicillium), dentre outros (Mucor e Rhizopus). Os mesmos mostraram ser resistentes ao

tratamento, porém com menor crescimento micelial.

Cabe salientar que, a presenca dos géneros — Mucor e Rhizopus, dificultou a

identificagdo e observagao do efeito do OA frente aos demais fungos, visto que as suas coldnias

algodonosas e altas se espalham rapidamente pelo substrato, dificultando a observacao das

outras colonias.
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Algumas espécies dos géneros Fusarium, Aspergillus e Penicillium podem produzir
metabolitos secundarios que possuem propriedades toxicas, conhecidos como micotoxinas
(Welke et al. 2009). A ingestao destas substancias toxicas mesmo em pequenas quantidades de
forma continua pode levar ao seu acimulo no organismo causando uma intoxicag¢ao (Scussel;
Savi; Kluczkovvki, 2018). Pode afetar muitos 6rgaos e sistemas, principalmente o figado, rins,
sistema nervoso, enddcrino e imunitario (Freire et al. 2007). Dentre algumas das toxinas
produzidas por algumas espécies dos géneros fungicos presentes, estdo as aflatoxinas,
ocratoxina A, fumonisinas, tricotecenos e zearalenona (Scussel; Savi; Kluczkovvki, 2018).

A presenca de Aspergillus provavelmente se deve as condi¢cdes de armazenamento
(temperatura ambiente) do grao, que o predispde ao ataque destes fungos (Mondego etal. 2014).
Como o Aspergillus ‘e considerado fungo ovelaping — cresce tanto na pre- quanto na pos-
colheita (transporte, armazenagem) ele poderia ter se desenvolvido durante o percurso, antes de
chegar aos silos. Em geral, por serem fungos de armazenagem, os mesmos causam deterioracao
das sementes, resultando na redugdo da germinagao e vigor, apodrecimento, modificagdo da cor
bem como enrugamento (Riverberi et al. 2010).

Em sementes, o Fusarium, ¢ também tido como responsavel pela reducdo da
germinagdo, descoloracdo, formacdo de manchas, apodrecimentos, mofos e alteragdes
bioquimicas, inclusive. E responsavel por causar doencas como a podriddo do colo e raizes,
uma vez que reduz drasticamente a produgao (Gomes et al. 2008; Silva et al. 2014).

E importante enfatizar que, os esporos fungicos estudados (resisténcia e
susceptibilidade ao OA) foram colocados em condigdes ideais para seu desenvolvimento. Ou
seja, em meio de cultura tipico para fungos em geral (BDA) e oferecidas condi¢des ideais de
desenvolvimento (altaumidade no meio e temperatura de incubagao, além de ambiente fechado
em placa e estufa). Porem, quando os graos secos sdo armazenados na pratica (armazenagem
comercial), esses estdo sob umidade controladas, recebem aeracdo e estdo em temperaturas

baixas.

5.3.5 EFEITO DO TRATAMENTO COM OA NO GRAO - CONDICOES DE
ARMAZENAGEM COMERCIAL

As caracteristicas dos graos de milho (grupos: GC & GT) e suarelagdo ao tratamento
antifingico durante a armazenagem (sob condi¢cdes comerciais, por quatro semanas), foi

avaliada de acordo com as Normas oficiais (IN60, MAPA, 2011).
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Entre os vérios parametros estabelecidos pela Classificagdo de Graos, estdo itens
relacionados a possivel desenvolvimento de microrganismos (fungos / bactérias), tais como:
graos ardidos, mofados, fermentados, incluindo o teor de umidade. As Figuras4 e 5 apresentam
os dados obtidos pela Classificagdao de Graos para teor de umidade (%) e parametros dos graos
relacionados ao desenvolvimento/ formacao de fungos (presenca de colonias / germinagdo de
esporos), respectivamente, e sua relacdo com o tratamento antifingico NATURAL (GC & GT).

Quanto ao efeito da armazenagem no teor de umidade durante 30 dias para o GC, essa

variou de 13,04 a 12,25%. Por outro lado, como esperado, devido provavelmente a micro-
camada de Oleo, no GT, a umidade se manteve, com pequena variacdo (13,04 a 13,62%) até
final do periodo de armazenagem. A IN 60/2011 estabelece teor de umidade maximo 14%
(MAPA, 2011).

Efeito da armazenagem na qualidade dos graos e fungos: embora, os parametros da

Classificacao de Graos incluam a identifica¢ao de diversos outros DEFEITOS (graos quebrados,
carunchados, chochos, imaturos, matérias estranhas, impurezas) além dos diretamente
relacionados a presente pesquisa — foram separados para avaliagdo os dados associados a
deterioragdo. A Figura 5 apresenta a porcentagem de graos mofados, fermentados e ardidos ao
longo do tempo.

Segundo IN60/2011 (MAPA, 2011), sobre o padrao oficial de classificagdo de milho,
segue defini¢des: (a) ardido: graos ou pedacdes de graos que apresentam escurecimento total
(por agdo de calor,umidade ou fermentagdo avancada) atingindo a totalidade da massa de graos.
(b) Fermentado: graos ou pedagdes de graos que apresentam escurecimento parcial do gérmen
ou do endosperma provocado por processo fermentativo, sendo também considerado como
fermentado a plumula roxa — ndo sdo considerados grdos defeituosos. (c) Mofado: graos ou
pedagdes de graos que apresentam contaminacio fingica (mofo ou bolor) visiveis a olho nu.

As condi¢des controladas da armazenagem, incluindo temperatura baixa 19°C
(juntamente com a protecao antifingica e envoltério da micro-camada lipidicado AO) levou a

manutencdo de sua qualidade (Oliveira; Lima, 2015).

Figura 2 — Variagdo no teor de UMIDADE de grios de milho (Zea mays L.) seco, sob condigdes de
armazenagem comercial tratados com o antifingico Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.). GC:
Grupo Controle, GT: Grupo Tratado

Variagdo da Umidade na Armazenagem (%)

ade (%)

13
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Figura 5 - Avaliacdio da QUALIDADE de graos de milho (Zea mays L.) seco, sob condigdes de

armazenagem comercial tratados com o antifungico Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.). GC:
Grupo Controle, GT: Grupo Tratado, ND: Nao Detectado
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5.3.6 EFEITO DO TRATAMENTO COM OA NO GRAO - CAPACIDADE GERMINATIVA

A aplicagdo do OA interferiu na qualidade fisioldgica das sementes dos graos de milho,
especialmente em oito das amostras (1,2, 4, 5,6, 8,9¢ 10 - GC: 24, 64, 74,78, 46, 78,62 ¢
80% de graos germinados; GT: 4, 8, 20, 16, 6, 10, 16 ¢ 6% de graos germinados) como

apresentado na Figura 2. No processo germinativo, podem penetrar, com a umidade local,
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algumas substancias alelopaticas capazes de inibir ou retardar a multiplica¢do ou crescimento
das células, podendo assim retardar a germinagdo (Gonzalez et al. 2002), dessa maneira, os
dados do presente trabalho corroboram com os dados do referido autor. Por outro lado, Silva et
al. (2016) avaliaram a eficiéncia de 6leos no controle in vitro de fungos fitopatogénicos do
milho. Sobre a germinacdo das sementes, foi observado diferenca de comportamento entre os
fatores e a testemunha. Para os tratamentos com o OA a 5%, nao houve diferenca significativa.

Farias et al. (2016) também nao foi observado interferéncia do 6leo na qualidade fisiol6gica de

feijdo macassar.

Figura 4 - Efeito do Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) na capacidade germinativa de graos
de milho (Zea mays L.)
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Os efeitos especificos dos 6leos na germinagado de graos podem variar dependendo do
tipo de 6leo, da concentracdo utilizada e das condigdes ambientais em que as sementes estdo
sendo germinadas (Benevides; Lopes, 2017; Duarte; Menezes, 2015). Alguns 6leos essenciais
podem promover a germinagdo, enquanto outros podem inibir ou retardar esse processo. A
capacidade dos oleos essenciais de influenciar a germinagao de sementes estd relacionada a sua
composi¢cdo quimica e concentragdo (Singh et al. 2020; Pavela; Benelli, 2016). Alguns
componentes dos Oleos podem ter efeitos estimulantes na germinacdo, como alguns
monoterpenos € sesquiterpenos, que sao encontrados em 6leos essenciais de plantas como

hortela-pimenta e manjeric@o. Por outro lado, certos compostos presentes em 6leos essenciais,
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como aldeidos fenodlicos e fenodis, podem ter propriedades inibitdrias sobre a germinacao
(Fiorini et al. 2013; Zheljazkov et al. 2013).

Nao hé evidéncias claras na literatura de que o 6leo de andiroba tenha efeitos diretos
na germinac¢do de graos de milho. A germinag¢do de sementes, como as de milho, € um processo
complexo que pode ser influenciado por varios fatores, incluindo temperatura, umidade, luz,
nutrientes e presenca de substancias quimicas no ambiente. Embora o OA possa ter efeitos sobre
organismos como fungos e insetos que podem afetar indiretamente a germinagao das sementes,
ndo ha estudos especificos que demonstrem sua interferéncia direta na germinacao de graos de

milho.

5.3.7 EFEITO DO TRATAMENTO COM OA NO GRAO - ATRIBUTOS SENSORIAIS

Os dados obtidos pelos painelistas na avaliacdo sensorial (atributos: cor, aroma e
aparéncia - de 1 a 7), dos graos de milho para os grupos GC e GT estdo na Figura 3, e a média
com desvio padrao dos resultados na Tabela 5. Os resultados revelaram variagdes na percepgao
dos painelistas entre os dois grupos, com uma inclinac¢ao positiva para certos atributos.

A média de cor para os graos do GC foi de 3,75, indicando uma tendéncia para o
amarelo, enquanto para o GT foi de 3,00, sugerindo uma cor mais intensa de amarelo. Isso
aponta para uma consisténcia comparavel nas respostas dos painelistas em ambos os grupos.

Em relagdo ao aroma, os graos do GC tiveram uma médiade 4,25, indicando um aroma
predominantemente indiferente, enquanto o GT teve uma média de 3,50, apontando para uma
leve tendéncia a aromas indesejaveis. Isso sugere uma maior variabilidade nas percepgdes de
aroma no grupo tratado.

Quanto a aparéncia, os graos do GC apresentaram uma média de 4,13, proximo de
"indiferente", enquanto os do GT tiveram uma média de 5,13, indicando uma leve preferéncia
pelos graos tratados em termos de aparéncia. Isso sugere uma avaliagdo mais consistente da
aparéncia no grupo tratado.

Os resultados indicam que o tratamento com O6leo de andiroba influenciou as
percepgoes sensoriais dos painelistas em relacdo a cor, aroma e aparéncia dos graos de milho.
Houve uma intensificag@o da cor, um leve desvio no aroma e uma preferéncia sutil na aparéncia
em comparac¢ao com o grupo controle. Essas mudangas podem ser atribuidas as interagdes entre
o 6leo de andiroba e os graos de milho, afetando tanto a aparéncia visual quanto as
caracteristicas organolépticas dos graos (Costa; Silva, 2017; Silva; Sousa, 2018). Vale ressaltar

que as percepgoes variaram entre os painelistas, com diferentes idades e critérios de avaliagao,
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desde adolescentes até pessoas mais experientes. Esses resultados sdo relevantes para
considerar o uso de 6leo de andiroba em graos de milho sem comprometer suas caracteristicas
sensoriais, 0 que pode impactar na aceitagdo pelo consumidor € em potenciais aplicagdes

industriais.

Figura 5 - Avaliagdo SENSORIAL dos atributos (a) cor, (b) aroma ¢ (¢) aparéncia de graos de milho (Zea
mays L.) seco, tratados com antifungico Oleo de Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) - GC: Grupo
Controle e GT: Grupo Tratado *Nota: milho dentiado, Grupo semiduro, Classe amareloa, Tipo 2
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mays L.) SeCO, tr'utuuuo vulLLl ulllllullsl\/\} IVU UV Z1aivuinivuva \\/Ml MI.IM (SULLMILDILJLJ pa XUUl-}
. X* e DP**
Atributo GC GT

Cor 3,75+0,84* 3,00+0,76%



181

Aroma 4,25+0,71* 3,50+1,51°

Aparéncia 4,13+1,65* 5,13+1,13%

*média **desvio padrio ***letras horizontais minusculas iguais ndo diferem significativamente no teste de Tukey
a5%

5.4 CONCLUSAO

Dos graos de milho testados (naturalmente contaminados) os géneros mais frequentes
isolados foram os classificados como fungos de campo (Fusarium) e armazenagem
(Aspergillus, Penicillium e Mucor).

Como esperado, quanto aos diferentes meios de cultura (selecionados para avaliar o OA
em meio especifico para cada género) e comportamento desses fungos, todos se desenvolveram
em BDA, MEA, G,sN e CAM, exceto Penicillium e Mucor (cresceram apenas em BDA e MEA)

Com relacdo a inibicdo do OA no didmetro das coldnias de fungos foi observada
diferenca estatistica (p<0,5) de crescimento da colonia para o fungo de campo Fusarium quando
comparado com o Controle a partir de 5% de 6leo (Controle: 3,18 cm; Tratado: 5 =2,90; 10 =
2,10; 20 =1,80; 30 = 1,45 e 40% = 0,80 cm). Ja para os fungos de armazenagem Aspergillus e
Penicillium, foi observada diferengas estatisticas (p>0,5) a partir de 2% (Controle: 3,43 cm;
Tratado: 2 =0,76; 3 ¢ 5=10,73; 10, 20, 30 ¢ 40% = 0,80 cm) ¢ 40% (Controle: 1,00; Tratado:
40% = 0,77 cm) de OA quando comparados com o controle, respectivamente. Acerca do
crescimento micelial total, ao final das 72h, foram observadas variacodes: para Fusarium,
Aspergillus e Penicillium, os melhores resultados obtidos se deram nas porcentagens crescentes
de 3 a 40% (2,56 a 0,30 cm), 2 a 40% (0,26 a 0,30 cm), e 10 a 40% (0,50 a 0,23 cm),
respectivamente. Para todos os géneros, foi observado redu¢do de IVCM, mais acentuada nas
maiores concentragdes de OA.

O tratamento com OA diretamente sobre o grdo de milho, ndo obteve os resultados
esperados, tendo apenas 3 amostras com redugado fungica chegando proximo da metade (de 6,7
a 46,7 %). Porém, ¢ importante enfatizar que, os esporos fungicos estudados, foram colocados
em condigdes ideais para seu desenvolvimento (meio de cultura tipico para fungos em geral,
altaumidade no meio e temperatura de incubagao, além de ambiente fechado em placa e estufa),
j4 quando os grdos secos sdo armazenados comercialmente, esses estdo sob umidade

controladas, recebem aeracdo e estdo em temperaturas baixas. Quanto a susceptibilidade, o
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efeito antifiingico do Oleo sobre o grio, ndo apresentou efeito inibitério frente a algumas cepas
de Fusarium, Aspergillus, Penicillium, Mucor e Rhizopus. A ineficicia observada neste estudo
nao anula a possibilidade de acdo do OA em outros microrganismos, fungos filamentosos ou
leveduras e até mesmo outras espécies dos fungos utilizados, assim como outras possiveis
formas de aplicacao.

A adicdo de dleo de andiroba aos graos armazenados comercialmente manteve a
umidade e preservou a qualidade durante 30 dias, devido a microcamada de 6leo presente no
GT. A aplicagdo do OA interferiuna capacidade germinativa das sementes de milho, impedindo
e / ou retardando a germinagdo. Contudo, essa qualidade ¢ esperada em SEMENTES, porém,
quando considerada para o GRAO utilizado como alimento ou matéria prima para
processamento, a germinagao ¢ considerada desnecessaria, inclusive reduz qualidade do milho
no topo de silos para futura comercializagao.

Os resultados sensoriais indicaram que o tratamento com OA influenciou as
percepgoes dos painelistas, onde ocorreu uma intensificagdo da cor, um leve desvio no aroma e
uma preferéncia sutil na aparéncia em comparagdo com o grupo controle. Esses resultados sdo
relevantes para considerar o uso de 6leo de andiroba em graos de milho sem comprometer suas
caracteristicas sensoriais, 0 que pode impactar na aceitagdo pelo consumidor e em potenciais
aplicagdes industriais.

Se faz necessario o desenvolvimento de trabalhos futuros que busquem detalhar a
logisticae a implementagao desses métodos em escala piloto em Armazéns ou Entrepostos de

comercializa¢do de graos, bem como aprimoramento para sua aplicagdo em produtos organicos.

REFERENCIAS

APHA, American Public Health Association (2015). Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods. 5% ed. Ed: Salfinger e Tortorello. MAPA, Ministry of
Agriculture, Livistock and Supply. Decree No. 6,268, of November 22, 2007, of the Ministry
of Agriculture, Livestock and Supply. Regulates Law No. 9,972 of May 25, 2000, which
institutes the classification of plant products, their by-products and wastes of economic value,
and other measures. Official Diary of the Union, 2007.

BERJAK, P. Report of the seed storage committee working group on the effects of storage
fungi on seed viability. Seed Science and Technology, Zurich, v. 12, p. 233-253, 1984.

BENEVIDES, C. M. J.; LOPES, P. S. N. Influence of essential oils on seed germination and
seedling growth. International Journal of Environmental & Agriculture Research, 3(5),
78-85, 2017.



183

BRASIL. Ministério da Agriculturae da Reforma Agraria. Regras para analise de sementes.
Brasilia: SNDA/DNDV/CLAYV, 365p, 1992.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Controle de pragas durante
o armazenamento de milho. Brasilia: Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
2006.

BULLERMAN, L. B.; BIANCHINI, A. Food safety issues and the microbiology of cereals
and cereal products. Microbiologically safe foods, p. 315-335, 2009.

CHRIST, D.; SAVI, G. D.; SCUSSEL, V. M. Effectiveness of ozone gas in raw and
processed food for fungi and mycotoxin decontamination—a review. Journal of Chemical,
Biological and Physical Sciences, v. 6, n. 2, p. 326-348, 2016.

COSTA, C. F.; SILVA, J. P. Impacto de 6leos vegetais na coloragcdo de alimentos. Journal of
Food Science, 42(3), 122-130, 2017.

DINIZ SPSS, UTUMI H, BONZANINI F, BUENO MS. Bioatividade de plantas medicinais
no controle de Sclerotiniaisolado de Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni. Revista Brasileira de
Plantas Medicinais. 2005;7(2):22-5.

DOMENICO, A. S.D. et al. Andlise de trilha da contaminacao por aflatoxinas em graos de
milho armazenados. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 50, p. 441-449, 2015.

DUARTE, M. C.; MENEZES, F. S. Evaluation of the effects of essential oils on the
germination and growth of agricultural crops. Agricultural Sciences, 6(10), 103-112, 2015.

FARIAS, O., NASCIMENTO, L. C., OLIVEIRA, F. S., SANTOS, M. D. R., & BRUNO, R.
L. A. Oleo essencial de andiroba (Carapa guianensis Aubl.) e copaiba (Copaifera langsdorffi
Desf) sobre a sanidade e fisiologia de sementes de feijdo macassar (Vigna unguiculata L.
Walp). Rev. Bras. Pl. Med, v. 18, n. 3, p. 629-635, 2016.

FIORINI, D., et al. Essential oils: Their potential use in agriculture and prospects for
bioactivity against plant pathogenic fungi and germination. Acta Horticulturae, 1002, 177-
182, 2013.

FRISVAD, J.C.; SAMSON, R.A. Polyphasic taxonomy of Penicillium subgenus Penicillium.
A guide to identification of food and air-borne terverticillate Penicillia and their mycotoxins.
Studies in mycology, v. 49, n. 1, p. 1-174, 2004.

GABRIEL, L. C. et al. Evaluation of resistance of popcorn maize genotypes to fumonisin
accumulation and fusarium ear rot. Summa Phytopathologica, v. 44, p. 286-288, 2018.

GOMES, D.P. et al. Qualidade fisiologicae incidéncia de fungos em sementes de feijdo caupi
produzidas do estado do Ceard. Revista Caatinga, Mossoro, v.21, n.2, p.165-171, 2008.

GONZALEZ, H. R.; MEDEROS, D.; SOSA, H. L. Efectos alelopaticos de restos de diferentes
espécies de plantas medicinales sobre la albahaca (Ocimum basilicum L.) em condiciones de
laboratério. Revista Cubana de Plantas Medicinales, Havana, v. 7, n. 2, p. 67-72, 2002.



184

HORA, B.R. Acdo de 6leos essenciais no controle de Sigatoka-negra (Mycosphaerella
fijiensis Morelet) de bananeiras (Musa sp) Disserta¢ao. Botucatu - SP: Universidade Estadual
Paulista; 2009.

KUMAR, D.; KALITA, P. Reducing postharvest losses during storage of grain crops to
strengthen food security in developing countries. Foods, v. 6, n. 1, p. 8, 2017.

LAZZARI, F. A. Umidade, fungos e micotoxinas na qualidade de sementes, graos e
racoes. Ed. do autor, 1997.

LIMA, R. K. et al. Atividade inseticida do 6leo essencial de pimenta longa (Piper
hispidinervum C. DC.) sobre lagarta-do-cartucho do milho Spodoptera frugiperda (JE Smith,
1797)(Lepidoptera: Noctuidae). Acta amazénica, v. 39, p. 377-382, 2009.

LORENZI, H. et al. Arvores brasileiras: manual de identifica¢do e cultivo de plantas arboreas
nativas do Brasil. 1992.

MACKINNON, S. et al. Antimalarial activity of tropical Meliaceae extracts and gedunin
derivatives. Journal of Natural Products, v. 60, n. 4, p. 336-341, 1997.

MAGALHAES, PC. Fisiologia do milho. CEP, 35701, 970.6, 2002.

MAGAN, N, &ALDRED, D. Microbial spoilage management in cereals and bakery products.
EmC. De Black burn (Ed.), Food spoilage microorganisms (pp. 194 — 212). Cambridge, Reino
Unido: Wood head Publishing Ltd, 2006.

MAIA, F. G. M. et al. Efeito da temperatura no crescimento micelial, produgdo e germinagao
de conidios de Colletotrichum spp. isolados de mangueira com sintomas de
antracnose. Biosci. j.(Online), p. 205-210, 2011.

MAPA, Ministry of Agriculture, Livistock and Supply. Decree No. 6,268, of November 22,
2007, of the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply. Regulates Law No. 9,972 of May
25, 2000, which institutes the classification of plant products, their by-products and wastes of
economic value, and other measures. Official Diary of the Union. 2007.

MARQUES, O. J. et al. Fungal incidence and mycotoxins in grains of commercial corn
hybrids as a function of crop moisture content. Acta Scientiarum. Agronomy, v. 31, p. 667-
675, 2009.

MARTINS, M. et al. Métodos naturais de detoxificagao de micotoxinas em alimentos
Amazonicos: guarand (Paullinia cupana Kunth) e castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa
HBK). 2014.

MENEZES, T. O. et al. Avaliagdo in vitro da atividade antifingica de 6leos essenciais e
extratos de plantas da regido amazonica sobre cepa de Candida albicans. Revista de
Odontologia da UNESP, v. 38, n. 3, p. 184-91, 2009.



185

MEZZOMO, R. et al. Mycelial growth and sporulation of Fusarium spp. Pathogenic to Ilex
paraguariensis in different culture media and under exposure to different light levels. Scientia
agraria, v. 19, n. 1, p. 14-19, 2018.

MONDEGQO, J.M. et al. Controle alternativo da microflora de sementes de Pseudobombax
marginatum com Oleo essencial de copaiba (Copaifera sp.). Bioscience Journal, v.30, n.2,
p.349-355, 2014.

MUNIRAH, N, KHAIRI, M, NOZULAIDI, M, & JAHAN, M. The effects of zinc application
on physiology and production of corn plants. Australian Journal of Basic and Applied
Sciences, 9(2), 362-367, 2015.

NAYAK, B. S. et al. Investigation of the wound healing activity of Carapa guianensis
L.(Meliaceae) bark extract in rats using excision, incision, and dead space wound
models. Journal of medicinal food, v. 13, n. 5, p. 1141-1146, 2010.

NELSON, P. E. Fusarium species. An illustrated manual for identification., 1983.

OLIVEIRA, A. B., & LIMA, R. C. Preservation of rice grain moisture using vegetable
oils. Journal of Agricultural Science, 58(2), 120-128, 2015.

OLIVEIRA, F.D. S. et al. Atividade antifungica do 6leo de Carapa guianenses
(MELIACEAE) frente a cepas padroes de Candida spp. 2012.

OLIVEIRA, JPD, CHAVES, L, DUARTE, JB, BRASIL, EM, FERREIRA JUNIOR, LT, &
RIBEIRO, KDO. Grain protein contente in high protein maize populations and their
crossings. Pesquisa Agropecuaria Tropical, 2004.

ORELLANA, BJP, KOBAYASHI, EDS, & LOURENCO, GDM. Alternative Therapy Using
Andiroba. Lato & Sensu, 5(1), 136-41, 2004.

PAES, MCD. Physical, Chemical and Technological aspects of corn grain. Sete Lagoas, MG:
Embrapa Milho e Sorgo, 2006.

PAVELA, R.; BENELLI, G. Essential oils as ecofriendly biopesticides? Challenges and
constraints. Trends in Plant Science, 21(12), 1000-1007, 2016.

PEZZINI, V.; VALDUGA, E.; LUIS CANSIANI, R. Incidence of fungi and mycotoxins in
stored corn under different conditions. R. Inst. Adolfo Lutz, p. 91-96, 2005.

PITT, J. L. et al. Fungi and food spoilage. New York: Springer, 2009.

RIVERBERI, M. et al. Natural functions of mycotoxins and control of their biosynthesis in
fungi. Applied Microbiology and Biotechnology, v.87, p.899-911, 2010.

ROY, Amit; SARAF, Shailendra. Limonoids: overview of significant bioactive triterpenes
distributed in plants kingdom. Biological and Pharmaceutical Bulletin, v. 29, n. 2, p. 191-
201, 2006.



186

SAMSON, Robert A. et al. Phylogeny, identification and nomenclature of the genus
Aspergillus. Studies in mycology, v. 78, n. 1, p. 141-173, 2014.

SANTOS, M. T.; AQUINO, M. G. C.; ROCHA, J. S.; BRAGA, B. A.; MAESTRI, M. P.
Biometria de sementes de Andiroba de duas diferentes areas. In: Congresso Internacional
das Ciéncias Agrarias, 3. Anais, 2018.

SAVI, Geovana D. et al. Mycoflora and deoxynivalenol in whole wheat grains (Triticum
aestivum L.) from Southern Brazil. Food Additives & Contaminants: Part B, v. 7, n. 3, p.
232-237,2014.

SCUSSEL, V.M.; SAVI, G.D; KLAUMAN, T.; TONON, K.M. Micotoxinas em graos
armazenados e seus limites maximos tolerados. In: LORINI, I.; MIIKE, L.H.; SCUSSEL,
V.M; FARONI, L.R.D. Armazenagem de graos. Jundiai: Instituto BioGeneziz, p. 759-831,
2018.

SCUSSEL, Vildes M. et al. Stereoscopy and scanning electron microscopy of Brazil nut
(Bertholletia excelsa HBK) Shell, brown skin, and edible part: part one—healthy nut. Journal
of food science, v. 79, n. 7, p. H1443-H1453, 2014.

SCUSSEL, VM; SAVI, GD & KLUCZKOVSKI, AM. Fungi and Mycotoxins associated with
stored grains. Armazenagem de graos, Cap. V, 735-758, 2018.

SILVA, B. A. da et al. Effect of Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) oil for fungi control in
maize (Zea mays L.) grains. J. Agric. Vet. Sci., 2019.

SILVA, M. R.; SOUSA, A. P. Caracteristicas organolépticas de alimentos embebidos em
0leos essenciais. Food Chemistry, 211, 303-310, 2018.

SILVA, G.C.; SANTOS, C.C.; GOMES, D.P. Incidéncia de fungos e germinacao de sementes
de feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp) tratadas com 6leo de nim (Azadirachta indica A.
Juss). Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v.16, n.4, p.850-855, 2014.

SILVA, JC; CARLOS, DS; VELOSO, RA; LEAO, EU; LIMA, FSO; SANTOS, GR. Eficacia
de oleos fixos e essenciais no controle in vitro de fungos fitopatogénicos do milho (Zea
mays). Informacdes gerais, p. 15. 2016.

SILVA, Leirson Rodrigues. Physico-chemical properties and profile of andiroba oil fatty
acids. 2018.

SILVA, N.; TANIWAKI, M. H.; JUNQUEIRA, V. C. A.; SILVEIRA, N.F. A;;
NASCIMENTO, M. S. F.; GOMES, R. A. R. Métodos microbioldgicos de analise em
alimentos e 4gua: Manual de laboratorio. Instituto de Tecnologia de Alimentos - ITAL,
Campinas, SP, Brasil. CRC Press / Balkema, Taylor & Francis Grupo, Londres: Reino
Unido, 484p, 2013.

SINGH, M., et al. Essential oils and their nanoformulations as green preservatives to boost
food safety against mycotoxin contamination. Comprehensive Reviews in Food Science and
Food Safety, 19(4), 2159-2182, 2020.



187

SOUSA, Rosa Maria Souto de; SERRA, Ilka Marcia Ribeiro de Souza; MELO, Thiago
Anchieta de. Effect of essential oils as an alternative in the control of Colletotrichum
gloesporioides in pepper. Summa Phytopathologica, v. 38, p. 42-47, 2012.

SOUZA, C.R.; de AZEVEDO, C.P.; ROSSI, L. Andiroba (Carapa guianenses Aubl.).
Embrapa Amazénia Ocidental-Documentos (INFOTECA-E), 2006.

VALMORBIDA, Roberta et al. Quality and safety of maize (Zea mays L.) from Ronddnia
state storage units, Northern Brazil. Food Additives & Contaminants: Part B, v. 11, n. 1, p.
54-63, 2018.

WEBER, Roland WS; PITT, Dennis. Teaching techniques for mycology: 11. Riddell's slide
cultures. Mycologist, v. 14, n. 3, p. 118-120, 2000.

ZHELJAZKOV, V. D., et al. Effect of basil, peppermint, and sage essential oils on seed
germination and seedling growth. Industrial Crops and Products, 47, 246-250, 2013.



188

CAPITULO 6

EFEITO DO PLASMA FRIO SOBRE GRAOS DE MILHO (Zea mays L.):
INATIVACAO DE FUNGOS, ESTABILIDADE DA MICROESTRUTURA E
CAPACIDADE GERMINATIVA

As informagdes fornecidas no 7° Capitulo da Tese foram enviadas como resumo para:
Silva, B. A.; Laroque, D. A.; Galvao, A.; Scussel, V. M.; Carciofi, B. A. M.; Tribuzl, G. Effect
of Cold Plasma on Corn Grains (Zea Mays L.): Fungal Inactivation, Microstructure Stability,
and Germination Capacity. Conference of Food Engineering — CoFE, abil 2024 — em Anexo.
RESUMO
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A contaminagdo fungica, particularmente no caso do milho (Zea mays L.), coloca desafios
significativos para os setores alimentar e agricola. Devido as considera¢des ambientais e de
saude, a popularidade das medidas convencionais de controle de fungos, tais como pesticidas
(fungicidas e/ou inseticidas), diminuiu. Consequentemente, hd um interesse crescente no
desenvolvimento de métodos ecologicamente corretos, seguros e sustentaveis para a
descontaminagdo fungica do milho. Neste estudo, graos de milho naturalmente contaminados,
com teores de umidade de 11,42%, 12,72% e 17,96%, foram expostos ao Plasma Frio (PF) em
um reator de barreira de descarga dielétrica. Os pardmetros do PF utilizados foram: frequéncia
130 Hz, tensdo 30 kV, energia 100 + 5 mJ, distancia entre eletrodos de 0,8 cm, pressao
atmosféricae ar como gas ionizante. Os tempos de exposicao testados foram: 0, 2, 5, 7, 10, 15
e 20 minutos. O efeito do tratamento com PF e do tempo de exposicao foi avaliado na inativagao
flngica, microestrutura e capacidade de germinacdo dos graos. Uma reducdo significativa na
contaminagao fungica foi observada em tratamentos superiores a 5 minutos. A maior redugao
logaritmica da contaminagdo fingica, variando de 0,75 a 1,4 log, ocorreu nos tratamentos de
10, 15 e 20 minutos. Os diferentes teores de umidade do milho ndo influenciaram
significativamente a eficacia do tratamento PF. Em comparacdo com as amostras controle, a
superficie do milho (endosperma) desenvolveu uma textura enrugada, com a rugosidade
aumentando com tempos de exposi¢dao mais longos. Os tratamentos com PF de 15 e 20 minutos
causaram atraso mais pronunciado (maior que 2,5 vezes) na capacidade germinativa. Porém,
tratamentos inferiores a 10 minutos ndo apresentaram diferenca estatistica neste parametro em
relagdo a amostra ndo tratada. Estes resultados sugerem que, com um tempo de exposi¢ao de
cerca de 10 minutos, o tratamento com CP tem potencial para reduzir a contaminagao fingica
nos graos de milho sem comprometer a capacidade de germinacao.

Palavras-chave: Grao de milho; antifungico; tecnologiando térmica; capacidade germinativa

6.1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € a terceira cultura alimentar mais importante do Brasil (Conab,
2018), dominando o mercado nacional e internacional (Artuzo et al. 2019). Geralmente ¢ a
principal fonte de produg¢ao de ragdo animal, destinada aos segmentos de aves, suinos e bovinos
(Alves, Amaral, 2011), e seu uso representa a maior parte do consumo no mundo (Artuzo et al.
2019). Dentre os fatores que podem prejudicar a qualidade dos graos e, consequentemente, a

economia a partir deles gerada, devem ser observados os fungos.
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A incidéncia de doengas no milho tem se tornado mais frequente ao longo dos anos,
indicando a vulnerabilidade dos hibridos (Prestes et al. 2019). A contaminag¢do por fungos
geralmente ocorre na pré-colheita, causando podridao das espigas, ou na pos-colheita, gerando
graos mofados durante o armazenamento e processamento, € configura-se como a principal
causa de danos aos graos armazenados em todo o mundo, perdendo apenas para os insetos
(Verga e Teren, 2005). Eles podem inibir/atrasar a germinagao e causar deterioracdo dos graos
armazenados (Halloin, 1983) por descoloracdo, diminuindo o valor nutricional, causando
odores indesejados, apodrecimento e desenvolvimento de metabdlitos secundarios (toxinas)
(Selcuk et al. 2008). Dentre os fungos produtores de toxinas no campo e armazenamento, 0s
mais importantes sao os géneros Fusarium, Aspergillus e Penicillium, que devem ser
controlados (Scussel et al. 2018).

Em todo o mundo, as infecgdes fungicas ameagam a nossa seguranca alimentar,
reduzindo o rendimento das plantas agricolas ou mesmo causando a deterioracdo completa das
plantas. Os métodos tradicionais de inativagao de fungos aplicados durante o armazenamento e
na industria sdo os pesticidas (fungicidas e/ou inseticidas) e os tratamentos térmicos. No
entanto, estes métodos deixam residuos e podem afetar negativamente o ambiente e a satude e,
por isso, estdo a tornar-se menos populares e aceitaveis entre os consumidores (Sharma et al.
2019). Consequentemente, a demanda por processos de descontaminagao fungica novos, faceis
de usar, naturais e ecologicamente corretos ou tecnologias seguras e sustentaveis estd
aumentando (Fisher et al. 2022). Esses processos nao devem gerar compostos que apresentem
toxicidade ou modifiquem as propriedades nutricionais e a palatabilidade do grdo e seus
derivados (Eman, 2010; Savi et al. 2014).

Plasma Frio Atmosférico (PFA) ¢ um estado parcialmente ionizado da matéria que
contém elétrons, ions, moléculas excitadas, radicais livres e fotons, existindo a temperaturas
relativamente baixas, proximas a temperatura ambiente. O PFA ¢ produzido ao energizar um
gas sob condi¢des atmosféricas, promovendo a ionizagdo e excitagao das moléculas sem elevar
significativamente a temperatura do gés (Afshari & Hosseini, 2014). Esta caracteristica torna
os plasmas ndo térmicos adequados para o tratamento de objetos sensiveis ao calor ou materiais
bioldgicos (Laroussi, 2009). O PFA opera a temperaturas moderadas (30-60°C) e utiliza gases
nao toxicos, minimizando assim os danos quimicos e térmicos ao substrato (Sladek & Stoffels,
2005). Além disso, o PFA proporciona esterilizagdo e assepsia eficientes em poucos segundos

ou minutos (Heinlin et al., 2011).
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PFA ¢ considerado um processo inovador, em particular, no que diz respeito a
descontamina¢do de microorganismos (Yinxin et al., 2022) e melhora a germinagdo de
sementes (Nwabor et al., 2022; Shelar et al., 2022). No entanto, sua eficacia depende de varios
parametros, como fatores ambientais (temperatura e umidade relativa), propriedades dos
alimentos (teor de umidade, pH, composicao do produto, propriedades da superficie e relagao
area superficial/volume), parametros de processamento (tensao, frequéncia, composi¢ao do gas,
taxa de fluxo, tempo de tratamento, tipo de eletrodo, lacuna entre os eletrodos, espago de cabega
e tempo de exposi¢do) (Feizollahi et al., 2021; Liao et al., 2017), e caracteristicas dos
microorganismos (tipo, cepa, fase de crescimento e contagem inicial) (Amini & Ghoranneviss,
2016; Feizollahi et al., 2021). Além disso, o tamanho ¢ a geometria do sistema de plasma sao
fatores essenciais que alteram a eficdcia antimicrobiana do PFA (Laroque et al., 2022).

O objetivo do estudo foi investigar a eficacia do PFA para a descontaminagdo de graos
de milho naturalmente contaminados com diferentes niveis de umidade. A influéncia do
tratamento com PFA na estrutura do pericarpo e¢ na capacidade germinativa também foi

examinada

6.2 MATERIAL E METODOS
6.2.1 MATERIAL

6.2.1.1 Amostra

Os graos de milho (naturalmente contaminados) foram adquiridos de uma cooperativa
em Florianopolis (2 lotes de 5 kg cada), Brasil (27,69436° S, 48,67188° W) e armazenados em
ambiente seco e escuro a temperatura ambiente (umidade: 11,42%; temperatura: 20+5 °C) até

a data dos experimentos.

6.2.1.2 Meio de Cultura e Outros

Batata dextrose dgar - BDA, Neogen (Michigan, EUA), peptona bacteriana, Himedia,
(Mumbai, India), czapek - CYA, Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Outros: Cloranfenicol, Vetec
(Rio de Janeiro, Brasil), placas de Petry (90x15 mm), Kasvi (Santa Catarina, Brasil).
Formaldeido e etanol, grau analar, Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil); stubs (pequenos blocos
metalicos, 9 mm de didmetro e 10 mm de altura), Leica (Leider, III., EUA); bisturi de aco

inoxidavel, GS Mtronix (SP, Brasil); Captura de imagem SM software, modelo OPTHD 14000,
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Opticam Microscopy Technology (Doral, F1., EUA); fita de carbono dupla face, Electron
Microscopy Sciences (Leider, Illinois, EUA), serra, Ticotico (Sao Paulo, SP, Brasil); pincas,

ac¢o inoxidavel.

6.2.1.5 Equipamentos

Camara de fluxo laminar, Veco (Sao Paulo, Brasil); autoclave, Phoenix (Sao Paulo,
Brasil); estufa, Fanem (Sao Paulo, Brasil); microscopio optico, Olympus CX22, (Téquio,
Japao), aparelho de atividade de agua, modelo AQUALAB, Meter Group (Sao Paulo, Brasil).
Maiquina de folheamento de ouro, modelo EM-Scd500, Leica (Leider, IIl., EUA), estéreo
microscopio, modelo OPTZTS, Opticam (Toquio, Japao) [180x] e microscopio eletronico de
varredura, modelo JSM-6390LV, Jeol (Peabody, EUA) [7000x]. Reator (barreira de descarga
dielétrica - DBD), com dois eletrodos macigos de aco inoxidavel medindo 64 mm (inferior) e
50 mm (superior) de didmetro e duas prateleiras de poliacetal. Reator conectado a uma fonte de
descarga elétrica pulsada de alta tensdo (modelo Pulse 0130, Inergiae, Florianopolis, Brasil)
desenvolvido no trabalho de Muller et al. (2022), com tensao maxima de saida de 30 kV,

frequéncia de 1,0 kHz e poténcia de 100W, o que equivale a 500 pulsos por segundo.

6.2.2 METODOS

6.2.2.1 Preparo da Amostra

Trés condigdes foram selecionadas para avaliar o efeito da umidade dos graos na
inativacao de fungos pelo PF com base na legislacao brasileiraIN 60/2011 (Brasil, 2011), que
recomenda umidade maxima de 14% para o milho armazenado. As umidades selecionadas
foram 11,42, 12,72 ¢ 17,96% (d.m.).

Em condi¢des ambientais, a umidade do milho foi de 12,72+0,1% e a atividade de
agua (a,) de 0,66+0,01. Para umidade de 11,42+0,2%, o milho foi armazenado em recipientes
lacrados com solugdo salina de nitrato de sodio a 25 °C até atingir o equilibrio, obtendo a, de
0,57+0,01. Para umidade de 17,96+0,2%, 0,1 mL de 4gua destilada por grama de milho foi
adicionado sobre os graos e armazenados em recipientes fechados sob refrigeracao (6+2 °C) até
o equilibrio, obtendo a, de 0,97+£0,01. A a, foi determinada em aparelho de atividade de 4dgua,

e a umidade em estufa a 105 °C.
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6.2.2.2 Tratamento com Plasma Frio

As condi¢des de aplicagao do PF foram previamente selecionadas, com base em
analise visual, na qual foram testadas diferentes combinacdes de frequéncia e tensdo, e a
condicdo selecionada foi aquela que obteve um PF uniforme e intenso.

Dez graos de milho foram colocados em uma placa de Petri de vidro com 9 mm de
didmetro e enviados ao reator de plasma. O eletrodo superior foi coberto com filme de
polietileno de baixa densidade (PEBD) (0,100 mm de espessura), atuando em conjunto com a
placa de Petri como barreira dielétrica durante a aplicagdo do PF. Os parametros selecionados
foram: frequéncia de 130 Hz, tensdo de 30 kV, energia de 100 = 5 mJ, intervalo de 0,8 cm
(distancia entre eletrodos), pressdo atmosférica, ar como gas ionizante e diferentes tempos de
tratamento (0, 2, 5, 7, 10, 15 e 20 minutos). Os experimentos foram realizados em amostras

triplicadas e experimentos duplicados.

Figura 1 - Reator de Plasma (DBD), com dois eletrodos, conectado a uma fonte de descarga elétrica
pulsada de alta tensdo

6.2.2.1 Contagem Total de Fungos

Por¢des (Grupos Tratados e Grupo Controle ~ 10 g) de cada amostra foram transferidas
para sacos de polietileno e adicionadas de 4gua peptonada (0,1%), seguida de homogeneizagao
em Stomacker (dilui¢do: 107") e preparo das dilui¢des seguindo. De cada amostra diluida, 100
uL foram inoculados na superficie do meio Agar Batata Dextrose contendo cloranfenicol (100
mg/L) em capela de fluxo laminar (n=3). As placas foram incubadas a 25+1 °C durante 7 dias
(Silva et al. 2013; Apha, 2015). Placas contendo 15 a 150 unidades formadoras de coldnia

(UFC) foram contadas e os resultados foram expressos em log UFC.g"! de milho.
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6.2.2.2 Isolamento e Identificacao

ApOs a contagem total, colonias caracteristicas foram isoladas por subcultura em triplicata e,
posteriormente, submetidas a identificagdo ao nivel de género utilizando a técnica de
microcultura. Para isso, uma por¢do de cada coldnia (mostrando morfologia diferente) foi
colhida, inoculada (n=2) em Caldo Czapek Dox e incubadaa 23 + 2 °C por 5 dias, seguida de
identificagdo em microscopio Optico - caracteristicas morfoldgicas, incluindo estruturas
reprodutivas. A partir da observacao das caracteristicas macro e microscopicas, a identificagao
dos géneros fungicos foi realizada de acordo com as chaves de identificacdo (Weber & Pitt,

2000; Samson et al. 20006).

6.2.2.3 Capacidade Germinativa

25 graos (n=4) (amostra controle e amostra tratada) foram distribuidos entre duas
folhas de papel substrato adequado para germinagao, conforme exigéncias do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (Brasil, 2009) com adaptacgdes. O substrato de papel foi
pesado e o volume de agua foi calculado (2,0-3,0 vezes o peso do substrato) e incubado a 25+5
°C por até 8 dias. A contagem do nimero total de plantulas em cada gerbox, adotando-se a
protrusao visivel da radicula como critério de germinagao, foi avaliada a cada 2 dias. Com os
dados obtidos foram calculados o Indice de Germinagio (IG) (Equagao 1), Indice de Velocidade
de Germinagao (IVG) (Equacdo 2), Tempo Médio de Germinacdo (GMT) (Equagdo 3),
Velocidade Média de Germinacao (VGM) (Equagdo 4) e radicula. crescimento médio (GR)
(Equacao 5) (Maguire, 1962; Carvalho, Carvalho; 2009).

Gl = (3)x100 (Equagdo 1)

GSI = (E et E) (Equagdo 2)
D2 D8

GMT = (=) (Equagdo 3)

GMV = 1 (Equacao 4)

t
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RG = (M) (Equagao 5)

Onde: N = nimero de sementes germinadas; A = nimero de sementes da amostra (A =25); D
= nimero de dias ap6s a semeadura em que foi realizada a contagem; D = 2 a 8 dias, ni =
numero de sementes germinadas por dia; ti = tempo de incubacdo; i = 2 a 8 dias, t = tempo
médio de germinagdao, M = tamanho médio da radicula.

Unidades: %, adimensional, dias, dias-1, cm, respectivamente.

6.2.2.4 Microscopia Estereoscopica - ME

Variagdes nas estruturas morfoldgicas externas dos graos (pericarpo) foram

observadas através de micrografias com ME [aumento de X0,67 — 9,49X].

6.2.2.5 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

Segundo método de Kluczkovski, Scussel (2015) com adaptagdes. O milho foi fixado
com pedacos de fita adesiva dupla face totalmente de carbono em stubs, com a superficie de
contato do plasma voltada para cima, e revestido com uma camada (40 nm) de ouro (Au) com
auxilio de vacuo em base planetaria, as micrografias foram realizadas utilizando um MEV
[aumento de 1.000X] localizado no Laboratério Central de Microscopio Eletronico (LCME) da

Universidade Federal de Santa Catarina.

6.2.2.6 Analise Estatistica

Todos os dados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) e Tukey como
pos-teste no software Statistica Release 7. Valores de P <0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 EFEITO ANTIFUNGICO DO PF

Os resultados (Tabela 1) dos tratamentos com PF mostraram eficacia antifungica nos
tempos de exposi¢do de 5 a 20 min, com maior redu¢do logaritmica durante 15 ¢ 20 min

(redugdo de 0,9 a 1,4) para 11,42 e 12,72% de umidade, e 5 a 20 min (redugdo de 0,9 a 1,1)
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para 17,96% de umidade. Nos tempos de 10 a 20 min ndo foram observadas diferencas

estatisticas (p<0,05) entre os tratamentos nas diferentes umidades.

Tabela 1 - Contagem total de fungos apds tratamentos de grados* de milho (Zea mays L.) por Plasma
Frio**

Tempo de Contagem total de fungos
exposic¢io (log UFC.g™")
(min) 11,42% 12.72% 17.96%
GC* 4.00+0.41*°B  4.39+0.63*A  4.35+0.36*AB
2 0.39+0.54%*B  _0.04+0.36°A 0.41+£0.61°B
5 0.70£0.22°B  (0.59+0.69°4 0.96+0.29°8
7 0. 64+0.51>B  (0.38+0.453b4 1.07+0.47°8
10 0.75+0.55%A  0.71+0.7254 1.11£0.46°A
15 0.91£0.69°4  1.44+0.48A 1.110.4954
20 0.94+0.42°A  1.46:+0.53A 0.94+0.81°A

*Parametros dos graos: umidade - 11,42; 12,72 ¢ 17,96%.

**Parametros do PF: frequéncia- 130 Hz, tensdo - 30 kV e poténcia - 100 + 5 mJ. Tempos de exposicdo: 0,2, 5,
7,10,15 ¢ 20.

aGrupo Controle.

***Médias e desvios-padrao seguidos da mesma letra mintuscula verticalmente ndo diferem significativamente a
5% de probabilidade para os diferentes momentos de aplicagao da PF pelo teste de Tuckey. **** M¢édias e desvios
padrao seguidos da mesma letra maitiscula horizontal ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade para
diferentes aa pelo teste de Tuckey.

Como visto na Tabela 1, o tratamento com PFA em apenas 5 minutos foi capaz de
reduzir significativamente a contagem total de fungos. No entanto, resultados mais satisfatorios
foram alcangados com o aumento do tempo de exposi¢ao ao PFA. Comportamento similar foi
observado em outros estudos sobre alimentos expostos a periodos mais longos de tratamento
com PFA, mostrando uma redu¢do mais significativa ou inibi¢do total dos microrganismos
(Suhemet al.,2013). O aumento da redugdo microbiana com o aumento do tempo de tratamento
com PFA pode resultar da reagdo das espécies reativas geradas pelo plasma com os
microrganismos, incluindo oxigénio singlete, oxigénio atomico, radicais hidroxila, ozonio,
anion superoxido e perdxido de hidrogénio (H202), bem como espécies reativas de nitrogénio
como o6xido nitrico e nitrogénio atdmico. Essas espécies reativas podem danificar varias
estruturas celulares dos microrganismos, como membranas celulares, proteinas e acidos
nucleicos (DNA e RNA), levando a inativacdo ou morte celular (Scholtz et al., 2015;
Brandenburg et al., 2007).

Silva et al. (2020) conduziram um experimento envolvendo grdos de milho

naturalmente contaminados tratados com CP. Eles utilizaram um sistemade CP composto por
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um reator (cdmara de vidro com tamanho de 11,5x10,5 cm) equipado com uma tampa de
silicone e entrada de gas oxigénio, juntamente com um jato de plasma de barreira dielétrica. O
sistema também incluia uma fonte de corrente alternada de alta voltagem (= 17 kV, 30 mA) e
um transformador VARIAC ATV-215-MP (220-240V; 60 Hz; 6.3 A; 1-1.5 kVA) para controle
de voltagem. Os graos foram dispostos em placas de Petri previamente preparadas contendo
PDA e submetidos ao tratamento com CP em niveis de poténcia de 240 ¢ 360 W, com
intensidade de 8 kV, por duracdes de exposig¢ao de 10, 20 e 30 minutos. Os efeitos antiflingicos
do CP foram avaliados monitorando o crescimento fungico (formacao/reducao de micélio) ao
longo do tempo para avaliar a eficiéncia de inativacdo em comparagdo com o grupo controle
(GC). Apos o tratamento com CP, foi observada inibigao total do crescimento fungicono 5° dia
de incubagdo sob condi¢gdes de poténcia de 360 W e 30 minutos de exposi¢do. Vale notar que,
apesar do uso da mesma matéria-prima (graos de milho), houve diferencas nas geometrias dos
equipamentos (especialmente em relagao ao eletrodo), nas condigdes de tratamento (frequéncia,
energia, tempos), metodologias (semeadura direta versus contagem total de fungos) e cargas
fingicas iniciais, tornando as comparacdes diretas desafiadoras.

Para Thirumdas, Sarangapani e Annapure (2015), a eficiéncia da inativacdo
microbiana pelo plasma estd intimamente ligada a presenca de agua, facilitando a eliminagao
de microrganismos imidos em comparacao aos secos. As principais espécies reativas formadas
pelo plasma frio atmosférico incluem oxigénio e nitrogénio eletronicamente e vibracionalmente
excitados, formas ativas de oxigénio como oxigénio atdmico, oxigénio singlete, anion
superoxido e 0zonio, bem como espécies reativas de nitrogénio como nitrogénio atomico e
6xido nitrico. Quando ha presenga de umidade, espécies adicionais como H,O*, OH", radical
OH e H,0O, também podem se formar (Scholtz et al., 2015). No entanto, nosso estudo nao
encontrou uma correlacao direta entre o contetido de umidade e a eficacia do plasmanaredugao
da carga fingica. Isso sugere que outros fatores podem ter influenciado a eficacia do plasma,
incluindo a geracdo de radiagdo ultravioleta (UV), que possui propriedades germicidas que
podem contribuir para a inativagdo fingica ao danificar seu DNA e interromper seu ciclo
reprodutivo, e/ou a interagdo quimica de radicais, espécies reativas ou particulas carregadas
com as membranas celulares (Moisan et al., 2002).

Nos géneros fungicos isolados (Figura 2), foram identificados os fungos de campo
Fusarium (em maior quantidade) e os fungos de armazenamento Aspergillus e Penicillium. Nao
foram observadas alteragdes no tipo de microbiota apds o tratamento, apenas redugao de fungos.

Zahoranova et al. (2018) relatam que a percentagem total de micobiotana superficie do milho
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naturalmente contaminada € Aspergillus spp. (55%), Fusarium e Penicillium spp. (15%),
Cladosporium spp. (10%) e Verticilium spp. (5%), dados que corroboram com os achados desse

trabalho.

Figura 2 - Géneros de fungos isolados de gridos de milho (Zea mays L.) naturalmente contaminados em
amostras tratadas com controle e plasma frio: (a) Aspergillus, (b) Penicillium e (c) Fusarium por
microscopio optico [X40 e 100]
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Na Figura 3 podemos observar que a medida que aumenta o tempo de tratamento, a
quantidade de UFC diminui, quando comparada ao controle, em ambos os niveis de umidade
na diluigdo 10", Além disso, também ¢ visivel que os géneros Fusarium, Aspergillus e
Penicillium presentes nas amostras Controle permaneceram nas amostras mesmo apds o

tratamento, mas em menos coldnias.

6.3.2 EFEITO DO PF NAS CARACTERISTICAS MICROESTRUTURAIS DA SUPERFICIE
DO GRAO

As caracteristicas microestruturais da superficie dos graos de milho com e sem a
aplicacdo de PFA foram registradas por microscopia simples (SM) (Figura 4) e microscopia
eletronica de varredura (SEM) (Figura 5). As caracteristicas microestruturais das superficies
dos graos de milho, com e sem aplicagdo de PFA, foram examinadas usando tanto SM (Figura
4) quanto SEM (Figura 5). Mudangas na superficie dos graos de milho apds o tratamento com
PFA foram observadas em todos os conteidos de umidade das amostras (Figura 4). Graos
tratados com PFA exibiram enrugamento em comparagao com as amostras de controle apos 5
minutos de exposicao para conteudos de umidade de 12,7% e 18,0%, e ap6s 7 minutos para um
contetido de umidade de 11,4%. Alteracdes similares foram documentadas por Riintzel et al.
(2019) em feijoes pretos e por Dhayal et al. (2006) em sementes de cartamo submetidas ao

tratamento com plasma frio.
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O PFA tem o potencial de induzir alteragdes fisicas em varias superficies de materiais,
incluindo o pericarpo de graos, sementes e oleaginosas. Essas alteragdes podem se manifestar
como rugosidade, enrugamento ou até a formagao de microestruturas na superficie do pericarpo.
O efeito preciso depende de varios fatores, como a poténciado plasma, a duragdo da exposicgao,
a distancia entre a fonte de plasma e o material, entre outros. Em certos casos, o enrugamento
do pericarpo pode resultar do calor gerado pelo plasma ou de reagdes quimicas induzidas pelo
plasma na superficie do material (Dhayal et al., 2006).

Nas imagens de SEM (Figura 5), as caracteristicas de superficie dos graos de controle
mostraram diferencas quando variado o conteido de umidade da amostra, ou seja, o
enrugamento diminuiu a medida que a dgua disponivel na matriz aumentou. A redugdo do
enrugamento do pericarpo do grdo com o aumento do contetido de umidade pode ser atribuida
a maior presenca de dgua na matriz do grao. A 4gua pode atuar como um meio para dissipar a
energia do plasma, reduzindo assim a incidéncia de mudancas fisicas na superficie do grao
(Riintzel et al. 2019). Por outro lado, o aumento do tempo de exposi¢do ao tratamento levou a
um maior enrugamento da superficie da amostra tratada em comparagdo com o controle em
todos os niveis de umidade avaliados. Este aumento no enrugamento pode ser atribuido a maior
interacdo entre o plasma e a superficie do grao ao longo do tempo, levando a mudangas fisicas
mais pronunciadas. Este resultado é consistente com estudos que investigaram os efeitos do
tempo de exposicao ao plasmana morfologia superficial de diferentes materiais (Dhayal et al.,
2006).

Erosdes/queimaduras podem ocorrer durante a aplicacdo do plasma devido a sua
preferéncia pelos pontos mais altos da amostra. Dado que os graos variam em tamanho e altura,
a formacao de arcos elétricos, que podem danificar a superficie do grdo, ¢ uma explicagdo
plausivel para este fendmeno (Saranpagani et al., 2016).

Nas imagens de MEV (Figura 6), as caracteristicas superficiais dos graos nao tratados
apresentaram diferengas quando comparadas as diferentes umidades, mostrando que o
enrugamento diminui a medida que aumenta a 4gua disponivel na matriz.

A medida que aumentou o tempo de exposicdo ao tratamento (2-20 min), a casca
apresentou maior enrugamento quando comparada ao controle nos 3 niveis de umidade
testados. Achados semelhantes foram relatados por Stolarik et al. (2015) que utilizaram reator
de plasma de descarga coplanar difusa por barreira (DCSBD) em sementes de ervilha por 1 a
10 min e Runtzel et al. (2019) em feijao preto exposto por até 30 min exposto em reator tipo

Tip plane. Zahoranova et al. (2018), por outro lado, observaram que o tratamento com plasma
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DCSBD nao causa nenhum dano significativo a superficie do milho, degradagao, erosdo ou
arranhdes, mesmo apds tempos de exposi¢do mais longos, de 5 min.

Conforme mostrado pelo SM (Figura 4), foram observadas erosdes apenas nos
tratamentos de umidade 12,7 e 18,0% expostos por 7 min ao PF. No caso do presente estudo, o
fato de as erosdes/queimaduras terem ocorrido apenas nas condicdes citadas pode estar
relacionado a preferéncia do plasma pelos pontos mais altos da amostra. Como os graos nao
seguem tamanho e¢/ou altura padrao, uma possivel explicagdo para essa ocorréncia ¢ a formagao
de arcos elétricos que resultaram em danos a superficie dos graos. Sarangapani et al. (2016),
observaram que apds exposi¢do ao tratamento com plasma de baixa pressao, por 5 ¢ 10 min,
nas poténciasde 30 e 40 W, o MEV revelou trincas e depressoes na superficie do arroz basmati.
Ukuku et al. (2019) também observaram alteragdes em magas tratadas com combinacao de
antimicrobiano e jato de plasma. Os pesquisadores relataram que a PF alterou as estruturas
superficiais da mag¢a, mas ndo a estrutura da célula bacteriana. Diferencas semelhantes, como
erosdes e rupturas no tecido epidérmico, também foram relatadas por Grzegorzewski et al.
(2011) em folhas de alface usando PF.

As diferengas nos resultados podem ser explicadas devido a fatores que afetam a
penetragdo do plasma na matriz alimentar, como a constituicdo do reator e intensidade do
plasma, composicao, agua livre disponivel, porosidade, distancia entre a fonte de plasma e a

superficie dos alimentos e espécies reativas (Misra et al. 2016).
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Figura 3 - Reducdo visivel de fungos através da contagem total de fungos em graos de milho (Zea mays L.) em diferentes umidades (11,42; 12,72 ¢ 17,96%)
na diluicdo 10-1 apos exposicao ao tratamento com Plasma Frio (frequéncia - 130 H) durante os periodos de 0, 2, 5, 7, 10, 15 e 20 min
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Figura 4 - Microscopia Estereoscopica [X0,67] da superficie dos graos de milho (Zea mays L.), umidade (11,42; 12,72 ¢ 17,96%), apo6s exposi¢cdo ao
tratamento com Plasma Frio (frequéncia - 130 Hz) durante tempos de 0, 2, 5, 7, 10, 15 ¢ 20 min
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Figura 6 - Microscopia Eletronica de Varredura [X1.000] da superficie de grdos de milho (Zea mays L.) em diferentes umidades (11,42; 12,72 e 17,96%),
apos exposicao
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6.3.3 CAPACIDADE GERMINATIVA

Para os testes de capacidade germinativa, a germinagao ocorreu apenas nos graos
com umidade de 12,72%. A 4gua ¢ um dos fatores que mais influenciam o processo de
germinacao das sementes (Rego et al. 2011). A baixa disponibilidade de dgua provoca
uma redug¢do no crescimento, causada pela diminui¢ao da expansao e alongamento celular
devido a diminui¢ao do turgor (Yasseeys Alomary, 1994).

Por outro lado, Borges ¢ Rena (1993) afirmam que o excesso de umidade
geralmente provoca diminui¢do da germinacao, pois impede a penetracdo do oxigénio e
reduz todo o processo metabodlico resultante. Além da disponibilidade hidrica, as
sementes dormentes apresentam dificuldades de germinar mesmo quando expostas a
condi¢des ambientais favoraveis (Costa et al, 2010). Esses fatos corroboram as
conclusdes. Para o milho com umidade de 11,42%, a 4gua adicionada (2,0-3,0 vezes o
peso do substrato) para o teste de germinagao nao foi suficiente para sua germinagdo. J&
para o milho com umidade de 17,96%, além do ja elevado teor de umidade, a adi¢ao de
mais agua para a prova afetou sua germinagao, fazendo com que, além de nao germinar,
as colonias de fungos proliferassem e provocassem a podriddo dos graos.

O efeito do tratamento PF na germinacao dos graos de milho variou com o tempo
de tratamento conforme mostrado na Tabela 2. De acordo com os dados obtidos, os
tratamentos de 2 a 10 min por PF ndo causaram efeitos significativos (p<0,05) na
porcentagem de germinagao, enquanto para os tempos de 15 e 20 min houve reducao de
65,98 e 75,25%, respectivamente, sendo a porcentagem de germinagdo influenciada
negativamente (p<0,05). Resultados semelhantes foram encontrados para GSI, GMT e
GMS. A diminui¢do da taxa de germinagdo possivelmente ocorreu devido a possiveis
danos as estruturas germinativas em um longo periodo de exposicdo a PF (Runtzel et al.
2019). As alteragdes nas caracteristicas dos alimentos apds a exposi¢ao ao PF podem ser
explicadas pela agao das espécies reativas nos tecidos causando expansdo além da quebra

das membranas celulares (Pasquali et al. 2016)
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Tabela 2 - Porcentagem, indice de velocidade, tempo e velocidade média de germinagédo de graos
de milho (Zea mays L.) com 12,72% de umidade tratados com Plasma Frio* nos tempos de 0, 2,

5,7, 10, 15 ¢ 20 min

Tempo de aro b TMG* VMG*
exposicio (min) 1G7 (%) VG (dias) (dias™)

GC* 0 97.0+0,88* 89.7£3.55% 2.31°+£0.15*

2 2 95.0+0,71% 87.0+£3.75% 2.32+0.15*

5 5 96.0+1,69* 62.6+14.51° 3.56+0.74%

7 7 96.5+0,83* 71.7+11.15° 3.05+£0.51*

10 10 98.0+0,53* 62.9+15.47° 3.58+0.75*

15 15 33.0+0,70° 10.5+£5.63¢ 6.38+3.57°

20 20 24.5+0,83°¢ 6.124+3.06° 8.00+4.00°

*Frequéncia - 130 Hz, tensdo - 30 kV e energia - 100 =5 mJ.

asfndice de germinagdo; bindice de velocidade de germinagiio; “Tempo médio de germinagio; ¢Velocidade
média de germinagdo; °Grupo Controle.

**Médias e desvios-padrio seguidos da mesma letra minascula verticalmente ndo diferem
significativamente a 5% de probabilidade para os diferentes momentos de aplicacdo da PF pelo teste de
Tuckey.

De acordo com os achados de Runtzel et al. (2019), apds tratamento com PF
(tensdo de 8 kV e poténciade 510 W) nos tempos de 5 e 10 min, o feijao preto (Phaseolus
vulgaris) manteve seu poder germinativo, mas quando exposto a tempos maiores (20 e
30 min) ndo desenvolver a radicula, tendo sua germinagao inibida, resultado semelhante
ao encontrado.

Varios autores constataram que a PF estimulou o processo de germinagao, como
Mitra et al. (2014) em grao de bico (Cicer arietinum) (até 5 min de exposicao ao PF),
onde a porcentagem total de germinacdo das sementes aumentou para tempos de
tratamento com PF de até 3 min em comparagdo com o controle. Ling et al. (2014) em
sementes de soja (Glycine max) (15 s de exposi¢do ao PF) a 0, 60, 80, 100 ¢ 120 W. Os
resultados mostraram que os tratamentos com PF afetaram positivamente a germinacao
das sementes e o crescimento das plantulas, enquanto o tratamento com 80 W teve o maior
estimulo efeito. Zahoranova et al. (2018) ndo observaram alteracdo significativa na
germinacdo de graos de milho (Zea mays L.) apos tratamento com PF (poténcia de 400
W) por 1 e 2 min quando comparado ao Controle, mas quando submetidos a uma
exposicio de 4 e 5 min, a germinagio a taxa caiu para 83 e 7%, respectivamente. Sera et
al. (2009), em que a velocidade de germinagdao do trigo sarraceno (Fagopyrum
esculentum) foi retardada com o aumento do tempo de tratamento, resultando em
diminui¢do da germinacdo em tempos superiores a 1 min, e Mravlje et al. (2021), que
também tiveram a taxa de germinacdo do trigo afetada por exposi¢cdes mais longas

(exposi¢des mais curtas (até 45 s) foram aplicadas com seguranga).
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O tratamento plasmatico dos graos de milho afetou o crescimento das plantulas,
como podemos observar na Figura 7, todos os tratamentos diferiram estatisticamente
(p<0,05) do controle, com menor crescimento de radicula. Este resultado pode ter sido

gerado devido ao atraso na velocidade de germinagdo dos graos pos-tratamento.

Figura 7 - Média e desvio padrdo (cm) do crescimento radicular de graos de milho (Zea mays L.)
tratados com Plasma Frio durante 0, 2, 5, 7, 10, 15 € 20 minutos
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*Médias e desvio padrio seguidas da mesma letra mintiscula ndo diferem significativamente a
5% de probabilidade para os diferentes momentos de aplicacdo da PF pelo teste de Tuckey.

Zahoranova et al. (2018) obtiveram resultados satisfatorios com milho para
tratamento com PF, onde 60 s de exposigdo estimularam o crescimento radicularem 12%
e o comprimento da parte aérea em 35% em relag@o ao controle, mas quando o tempo de
exposi¢do ao tratamento foi aumentado, houve inibi¢do de todo o crescimento.
parametros. Runtzel et al. (2019) obtiveram aumento de 33% (16 mm) no comprimento
das estruturas que ddo origem aos caules e folhas do feijao preto durante uma exposicao
de 5 min quando comparado ao controle (12 mm). Por outro lado, o crescimento da sua
radicula foi visualmente inferior quando exposto por 10 min (8§ mm).

Alguns experimentos sobre o tratamento PF de sementes de milho indicam que
tratamentos mais curtos (40—80 s) tém um efeito positivo na germinagao (Henselova et
al. 2012), enquanto outros autores nao encontraram mudangas significativas na
germinacao do milho em tratamentos mais curtos (60—80 s). 120 s) (Zahoranova et al.
2018). Por outro lado, aceita-se que uma exposi¢ao mais prolongada a PC provoca uma

diminui¢do significativa na germinacdo e subsequente inibi¢do dos pardmetros de
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crescimento em sistemas de PF (Volin et al. 2000; Henselova et al. 2012; Filatova et al.
2013; Zahoranova et al. 2016; Zahoranova et al. 2018). Todos estes estudos confirmam
que a eficacia do tratamento com plasma para a germinagdo das sementes pode variar
com o tipo e condi¢do das sementes e fatores ambientais como clima, condi¢des do solo

e disponibilidade de agua (Randeniya, 2015).

6.4 CONCLUSAO

Neste estudo, o tratamento com plasma frio em graos de milho, considerado uma
das principais culturas agricolas, foi verificado como um método alternativo suave, que
se mostrou promissor na descontaminagdo fungica. Os tratamentos demonstraram
eficacia antifungica em todas as umidades a partir de 5 min de tratamento, concluindo
que o tratamento € eficaz logo apds a colheita, bem como apods a secagem do grao.

Quanto a estabilidade das microestruturas, observou-se que o tratamento
provocou enrugamento da superficie da casca em todos os tempos de exposi¢do. Esse
enrugamento aumentou a medida que o tempo de exposigao aumentou.

Para os testes de capacidade germinativa, houve germinag¢do das sementes
apenas nos tratamentos de graos com 12,72% de umidade. Os tratamentos de 2 a 10 min
com plasma frio ndo causaram efeitos significativos na capacidade de germinacao e
crescimento radicular, enquanto que para os tempos de 15 e 20 min houve reducao.

Portanto, os resultados indicam que o tratamento com plasma frio em graos de
milho pode ser uma nova alternativa para descontaminar graos fingicos. No entanto, a

tecnologia precisa ser otimizada para uso comercial.
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OLEO DE ANDIROBA versus PLASMA FRIO

NATURAL - Oleo de Andiroba INSTRUMENTAL - Plasma Frio
- e Vantagem Desvantagem  Vantagem Desvantagem
- *  Superficie Envolve toda superficie do gréo - - Distribuicéo
localizada
_ *  Reentréncias Preenche todas as lacunas - - -
- «  Estrutura/ N&o altera estrutura - N&o altera internamente Altera superficie
tecidas
'« Residuos Presente / saudavel - Nao -
. Efeito Membrana celular - destrai Espécies reativas de Oz e N -
antifingico Crescimento fingico - inibigo produz
Estresse oxidativo - causa Membrana celular - danos
Enzimas - inibigao Material genético - interagao
Parede celular - efeito
Estresse oxidativo - causa
Efeitos térmicos & UV - causa
« Esporos Germinagio - inibigao Espécies reativas de Oz e N2;
Desestabilizagdo da parede Parede celular - danos
celular Permeabilizagdo membrana &
Crescimento e reprodugéo - DNA/RMA - danos
inibigao Enzimas e proteinas - inativa
Estrutura da parede esporulada - Organelas internas - danos
dano Efeito térmico localizado - produz
Efeito fisico (erosfo e desgaste
superficial);
Desidratagao - causa
Alteragio do Potencial de
Membrana.
 « Germinagio - -
- » Blogueiode O, Protege da oxidagio de tecidos -
& nutrientes
. Sensorial - Aroma sutil - Altera textura
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CONSIDERACOES FINAIS

No decorrer das tltimas décadas, o milho alcangou o patamar de maior cultura
agricolado mundo. Ao mesmo tempo que, possui uma grande importancia em termos de
producdo, a cultura ainda se sobressai pela diversidade do seu uso. Destacando a sua
importancia na alimentagdo humana e, principalmente, animal, é preciso ter maior
consciéncia e planejamento para amenizar os possiveis danos na producao da safra, e na
satde do consumidor.

Por mais que exista legislacdes especificas quanto carga fingica e limites de
micotoxinas em grdos de milho, a inspecdo por parte dos Orgdos responsaveis ¢
insuficiente, assim como, a industria ainda carece de procedimentos adequados para
identificacdo da qualidade de matéria prima, acarretando grandes prejuizos econdmicos,
na saude humana e animal. Vale salientar que, micotoxinas sdao cumulativas nos
organismos, desencadeando as micotoxicoses. A continua atualizagdo e formacao dos
profissionais que trabalham nas lavouras, no armazenamento e processamento de graos
(desde o campo, até¢ o armazenamento, € posteriormente no processamento), também
representa um aspecto primario na prevengdo da infeccao fungica.

Sabendo da importancia econdmica do milho e da preocupagdo quanto a
contaminagao fungica (deterioracao e/ou presenca de toxinas), ¢ de extrema importancia
a conscientizagdo quanto a implementacdo de potenciais métodos brandos para seu
controle. Estes devem ser de facil utilizagdo, ndo devem gerar compostos toxicos, ou que
modificarem as propriedades nutricionais € a palatabilidade do grao e respectivos
derivados, além de serem econdmicos e capazes de diminuirem ou eliminarem os fungos,
assim como degradarem as micotoxinas presentes nos graos antes de serem
comercializados.

. Através da caracterizacdo das microestruturas da semente de Andiroba
amazonica e do grao de milho, foram identificados os locais susceptiveis a agressoes por
fungos e outros organismos vivos. Nas sementes de Andiroba, os residuos placentarios
(ricos em nutrientes), a superficie irregular (depositos de esporos) e as células altamente
porosas foram identificadas como os principais pontos de entrada para os
microrganismos.

o No caso do grao de milho, o pericarpo e suas fissuras, assim como o pedunculo,

mostraram-se vulneraveis a infestacdo. O gérmen, rico em nutrientes, e continuidade do
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canal de ligacdo do grao ao pedunculo apresentaram-se com foco dos esporos a promover
deterioragdo (colonias e danos nos tecidos do grao.

. Quanto ao método antifungico NATURAL desenvolvido, os géneros fingicos
isolados do grao de milho foram Aspergillus, Penicillium, Fusarium ¢ Mucor, (todos
cresceram em BDA, MEA, G2sN ¢ CAM, exceto Penicillium e Mucor). Com relacao a
inibi¢ao do OA, foi observado diferenca estatistica de crescimento (didmetro - @) das
colonias dos fungos de campo Fusarium e armazenagem Aspergillus e Penicillium
quando comparados ao Grupo Controle a partirde 5, 2 e 40% de OA, respectivamente.
Para todos os géneros, foi observado reducdo do IVCM mais acentuada nas maiores
concentracdes de OA. Quando o OA foi aplicado nos graos em semeadura direta, o
comportamento inibitorio, foi observado em 30% das amostras. Quanto ao efeito do
agente antifungico natural na germinagdo, a aplicacdo do OA interferiu na qualidade
fisiologica enquanto SEMENTES, retardando e / ou impedindo a germinacao - o que ¢
esperado para 0 GRAO na armazenagem tradicional, bem como sua utilizagdo como
alimentos. Os resultados sensoriais indicaram que o tratamento com OA influenciou as
percepcoes dos painelistas, onde ocorreu uma intensificagdo da cor, um leve desvio no
aroma e uma preferéncia sutil na aparéncia em comparac¢do com o grupo controle. Esses
resultados sdo relevantes para considerar o uso de 6leo de andiroba em graos de milho
sem comprometer suas caracteristicas sensoriais, o que pode impactar na aceitagao pelo
consumidor e em potenciais aplicagdes industriais. A adi¢ao de 6leo de andiroba aos graos
armazenados comercialmente manteve a umidade e preservou a qualidade durante 30
dias, devido a microcamada de 6leo presente no GT.

. O tratamento INSTRUMENTAL com PF mostrou-se promissor na reducdo da
contaminacdo fungica dos graos. Os graos de milho naturalmente contaminados, com
teores de umidadede 11,42; 12,72 e 17,96%, expostos ao PF por 2; 5; 7; 10; 15 e 20 min,
obtiveram uma reducao significativana contagem fungica em tratamentos superiores a 5
min (maior reducdo logaritmica da contaminagdo fungica, variando de 0,75 a 1,4 log,
ocorreu nos tratamentos de 10; 15 ¢ 20 min). Os diferentes teores de umidade do milho
nao influenciaram significativamente a eficdcia do tratamento com PF. Em comparagao
com o GC, a superficie do milho (pericarpo) tratado com PF desenvolveu uma textura
enrugada, aumentando com tempos de exposi¢do mais longos. Aplicando tempo de
exposi¢do de 10 min, o tratamento com PF teve potencial para reduzir a contaminagao

fingica nos graos sem comprometer a capacidade germinativa.
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Esses resultados indicam que os tratamentos com métodos brandos podem ser
alternativas vidveis para o controle da contaminag¢do fingica em grdaos de milho,
preservando suas propriedades intrinsecas e externas. A aplicacdo desses métodos durante
o manuseio dos graos, seja por meio de sprays de OA ou com a utilizagdo de
equipamentos de PF, pode ser uma estratégia eficaz. No entanto, sdo necessarios estudos
futuros para detalhar a logistica e a implementagdo desses métodos em escala piloto em

Armazéns ou Entrepostos de comercializacao de graos.
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Absiract:

The andivoba (Carapa gutanensis Aubl ) iree (5 @ native Mellaceae fomily species from the Amazon region thar
Jurs an important secloecoromic funcion due o s fwood S bark S leal S seeds) several applications for ke
indigensdis popidetion. [t seed kas one of the most healing ofls dmows dn that vegion. The arndivoba oll (A0}

applicanions vary fFom anti-living organisms (Bacteria 7 gl / insect / parasite) atteck, to diseases (liching &

Jever S asthiea S sore throat Seednd) sympdoms kealing © cure. This veview gathers lterature information
regarding AQ chavacteristics related to tree and seed botany, oll extraction procedures, sensory specifics,
phyaical and chemical compositlon, apary jfrom iy effects agalnst diffevens Tiving organisms and  their
susceptibilities. Also, mformarion regarding (s health and food applicaions, meluding possible foxciy and
seed restdives wrilizanion.
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I. Introduction

The Amazonian forest (Central America and Northern part of South America) is a source of a quite
broad diversity of native plants that have multiple applications, especially the trecs. Among them, there is the
Carapa guianensis Aubl, known throughout the Amazon region as Andirebedra (Pennington et al., 1981; Fisch
et al, 1995). The andirebe term, in Brazil, is derived from the Tupi-Guarani {indigenous language) wornd famd
that means oil, and #ob for bitter (Silva et al., 2005).

Thus, andiroha means bitter oil, a flavor conferred to the high level of phenolic compounds, which
apart from the sceds, are also reported in the branches and trunks (da Silva et al, 2009} It is also called,
andiralinha landirobe, andirebs brance, andiveda-de-lgapd, corape, fandivobaandpenathoin Brazil. On the
other hand, in different languages / countries it is called roba-mahogany (United States of America), kerapa,
British-guiana-mahogany (Guiana), hei-callle, carape-Mane, carape-roige, andiroia-carapa (French Guiana),
crabwoasd (England), cedre-bates{Panama), ardirobs (Paraguay / Uroguay), krappa (Suriname) and cedra
macho (Cuba) (Hom, 1918, Gerry et al., 1957, Kukachka, 1962, Andrade et al., 2000, Ferrari et al., 2007;
Barros et al., 2002

Itz wood is of hish quality, either for housing construction, fumiture manufacturing ansd vessels
interior. The bark, leaves, flowers and seeds can alse be wsed for tea and oil extraction for different treatment
applications (Harmmer & Johns, 1993, Andrade, 2001; Silva, 2002; Ambrozin et al, 2006, Farias, 2007;
Mendonca &Ferraz, 2007, Tappin, 2007; Andrade, 2008; Tappin et al., 2008; Peasea, 2009, Chicars, 2000;
Gomes, 2010, Miranda, 2000; Barros, 201 1; Tanaka et al_, 20012). Deapite that, the seeds oil {andivoda ofl — A0)
is the most known and wtilized by the indigenous groups and other natives for a quite broad healing applications
cither for discase symptoma healing (snake bites'insset stings & repellent, microorganisms — bacteria / fungi
infection) and other living organisms (protozoea, parasites) (Silva, 2002;Silva et al., 2000 Gomes, 2010; Lima,
209 Mliranda et al., 20012). The oil can also be applied in the manufacture of soaps and repellent candles.

This review gathers information on A0Q characteristics (irce botany / physical-chemical !/ sensorial /
composition) regarding its effect against living organisms and its applications.

II. The Andireba Tree
» HBotany
The species Carapa gulanensis Aubl., Sapindales order, Carapa genus belongs to the Meliaceae family
{altcrnate pinnate leaves, no stipules with flowers bome in panicles, cymes, spikes or clusters) (Barros et al.,
2012). It is a monoecious tree of medium to large size with cylindrical and straight trunk. It can reach up to 35
m in height, (usually reaching 25-35 m). It has a cylindrical and straight shaft of 20-30 m, and may present
sapopemas (flat roots). Its crown is of medium size, dense and composed of erect branches or with a slight
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curvature. Its bark is thick and bitter and has a reddish color, but it can also be grayish (Ferraz et al., 2003),
Figure | shows andireba tree characteristics.

The branches (30-90 cm in length) tend o stand wpright, with large leaves (compoesed, alterated and
paripinate), with a trace of a terminal, tomentose and glandular leaflet (Ferraz en al., 2002). Opposite or
subopposite leaflets of 3-10 pairs, 10-50 cm long and 4-18 cm wide. They have full marging and a shiny dark
green collor on the upper surface and glabrous on the lower surface with simple and sparse trichomes in the
central vein. Also present extra-floral nectaries at the leaf tips {Lorened, 1992;Ferraz of al., 2003).

»f\;

fa] ]
Figure 1. Andiroba [ Carapa gularensis Aubl yfa) seed germination parts and (b) adult tree (Ferraz et al., 2003
and current awthors, reapectively].

Its flowers are small (Figure 23, with petals no more than 8 mm long, unisexoal, sessile or sub-seasile,
glabrous, slightly fragrant white to cream and are predominantly 4-mere, with 4 sepals, 8 petals and 16 stamens
(Rizzinid Mors, 1976; Pennington et al_ 1981). The andirobae tree flowering occurs during the veir season | from
Jamuary-February to August-September) and ary scason with fruiting between autumn (from June-Tuly 1o
February-hMarch). Its fiructification starts 10 years after planting (Ferraz et al., 2003; Lima, 2010,

i flower

petals

Figure 1. Details of the andiroba { Carapa glr.i'r;ﬂ:lr.‘n.i‘.l'l Aubl) flower (Embrapa-modified).

The fruit (Figure 3) is a capsule, formed of 4 valves, globous or subglobows (5-11 cm diameter), when
ripe opens and releases from 4 to 12 seeds (Lourciro et al, 197%; Pennington et al, 1981; Cavalcante, 1991;
Lorenzi, 1992, Prophiro ot al, 2002). It is dark yellow in color, weighing 90 and 540 g for shell and seeds
reapectively (coresponding to 24 and 6% of the total fruit) (D" Alessandro; 2008 ).
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The analirofa seed, which provides large amounts of oil, has a brown color, with rather large variation
in shape and size. Their weight can vary from | o 70 g (average 21 g} and length from 10 to 60 mm (Ferraz ot
al., 2003). I8 sides are angled due to seeds mutual compresaion (in the pod). I tree can produce from 18D to
2060 kg / year of aeeds containing approximately 60% of AOQ (Lorenzi, 1992).

Figure 3. Andiroba (Ceraps gaanersie Aubl) characteristics of the: (a) fruit and (b seeds (their distribution in
thi pad).

»  Distribution and climate

The native species are distributed from Central America to the Morhern region of South America
{British and French Guiana, Trinidad, along the Caribbean Coast, Venemela, Ecuador, Colombia, Feru and
Brazill. Apart from those countries, andiroba is also found in West India and South Africa (Ferraz& Camargo,
2063, O et al., 2003, 06 et al., 2004, Ambrozin et al., 2006, Duminil et al., 2006, Farias et al., 2007, Ferrari ot
al., 2007

In Brazil, it occurs in the Morthem (Acre, Amaronss, Amapd and Pard} and MNortheast (Maranhdo)
regions (Sakuragui et al, 2002% It is found manly in flecdplains and swamps along the water streams.
Although, it also grows on hillsides in well-drained soils and is widely cultivated on land, where it reaches
smaller size (Lima & Azevedo, 2005).

Regarding climate, andiroba trees oceur in regions with humid tropical climate (precipitations bebween
1,800 and 3 500 mm annually). Termperatures can range 17 to 30°C and relative humidity from 70 to 90%. The
specics is best developed in clay and muddy soils (not soaked) and abundant organic matter {Revilla, 2001}

L.  Andiroba oil
Throughout the history of the Armazon, AC has played an important rele in the regional coomemy and
continues to be highly appreciated, cspecially in popular medicine. Compared to logging, the collection of seeds
requires litle investment and is not tree destructive. AQ production can ensure an annual coonomic return for
the local population. Ol and its by-products, such as soaps and candles, are generally found at street markets.

= (il extraction
The AO can be exiracted both by feadittonal (small portions) and commercial {large scale) procedures /
processes. The Figure 4 sumimarizes the extraction steps of the tradittora! and cosmmereial method.

Tradifienal:thiz extraction method is quiet utilized by the natives (indigenous communitics and
cahocias of the Morthern Region), where it is divided into: seed collection & selection, mass preparation and oil
extraction (Mendonca &Ferraz, 2007). It consists of boiling the sceds in water (2-3 k), then leaving them to rest
{in the shade / few days) (Figare 4.a). After that period of time, the sceds are peeled and crushed in a pestle.
‘When thiz material is totally crushed, it is sun exposed that gradually releases the oil by dripping. The yvield of
the traditional process in cstimated of 4% of total seed (40 g of oil / kg). From the oil extraction, the remaining
seed meal can be utilized for insects repellant (candles) (Ferraz&Carmargo, 2003, Embrapa-Acre, 2002},

Commerclal / indistrlal:the process stans from break the seeds into small picces, then drying in an
owven at 60-70°C until reaching 8% moisture content (me) followed by pressing (at #0°C) in bydraulic presses,
The double-pressed industrial vield rarely exceeds 30% of the weight of the seeds (with % me) (Ferrazd
Camargo, 2003; EMBRAPA Acre, 2002).
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Traditional Commercial
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Figure 4. Flowchart of the {a) Traditional and (b) Commercial exiraction processcs of andiroba {Carapa
pulanensis Aubly oil.

#  Physicochemical properties and sensory characteristlcs

The AQ exiracted from the andiroba seed is light yellow and has a very bitter taste (Figure 31 When
subjocted to temperatures below 25°C, it solidifies, acquiring a consistency similar to that of petroleum jelly
{Farias, 2007, Menczes, 2008). After extraction, it gquickly becomes profitable (Andrade, 2008; Gomes, 2010).

Flgure 5. Andiroba [ Corapa gulanensis Aubl) oil extracted from seeds.

The ol can also be dark and fast flowing, when extracted from species that occur on dry land, or light
and viscous, when extracted from species that occur in lowland areas (Senhorini, 2000

Tabkle 1 shows the oil physical-chemical propertics As plysical characteristics, andiroba oil hag a
viscosity of 466 mm's™ and a dmﬁ:itl;.' of 092 gr Ir'’. With respect wochemical parameters, the oil has an iodine
index ranging from 65 to 75 g of Lg”', a acidity level of 2.3 mg KOH g, a refractive index of 1,459, in addition
1o 7.13 h of Oxidativestability, PerroOny, saponification index between 190 to 210 mg KOH g, fusion point of
22°C and unsaponifiable matter 3 to 5% Seeds contain lipids, fiber, minerals and fatty acids. According to the
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following composition in the oil: Moisture, Protein, Lipid, Crude Fiber, ash and Carbohydratea of 4002, 6.2,

33.9, 12.0, 1.5 and 6.1% [Mela et al,, 2008; Pinto, 2007).

Table 1. Phyzicochemical properties of the andiroba ( Carapa gilanersis Aabl) il

Parnmeter
Physical Vales  Unit
Viscosity T mm* s
Dcmsity 14 'C s g b
Chemlcal
Tading indix &5-T5 gallg”
Acidity bavel pieli] mg KOH g
Refractive index 145
Oxidativesiabiliy, ParoOxy - 703 h
Saponification index 190210 mg KOHg!
Fuazion point ng RS
Unsapomifiabd: maller 1-5 T
Proximate Compssiton
Bfaristure 402 kS
Pridsin 621 %
Lipwd s k-]
Crude Filber 1Xa -
Ash 1% kS
Carbohyilranes 6.1 *

Melo et al., 2008, Pinto, 2007.

«  Chemical Compositlon
Regarding the AQ composition (Table 20, several compounds present in this specics are reporied.

Among  them, andirobin, gedunine and its  derivatives

acetoxygedunine, 11 f-acetoxygedunine, i,
1. 2-dibydro-3-hydroxy-T-deacetoooy-T-oxo-gedunine, w-acetonygedumnine, -

11 Bdiacetoxygedunine,

known as  T-deacetoxy-T-oxogedunine, G-
1 1 f-acetoxygedunine, bi-hydroxygedunine, &,

Characteristics and Effects of the Amazonian andiroba (Carapa guianensis Awbl ) il

| | fracvtoxypodamine I A-dihydron v-methyl-beneoste
Gz, | | f-acstonypedunine 3 A-dihydroay-misthyl-beneoss:
tohydrocy pedunine tetrairiscontanoic acid
&, 11 p-diacetoxigedunine cabraleadial
I 2=dihydro-3F-hydroxy -T-di g o y-T-oxo-pedumine I -dihydronv-plvceride hexacomnoic scid
Prastuny pedumine seapuldting
dibvdrogeduning 1 f-dencntyl Rssmalidea
Sf-acvloxy paleine epuny-geadiradions
m-gevloxypedamine mughyl asgalensle
[~photogedunine 4-epoxinmdiradions
methyl angalensaredin
44 B-trimeiyd-1 7-furan ylsteraid
carapanalidis limosmds & and B
maTingEnin
ocotillonss

1,3-di-benzene carbe amine-2-octadecyl acyl-ghveends

Andiroba oil consists of fatty acids and an unsaponifiable fraction {2 to 5%). This is composed of bitter
subatances, called melizcing or limonoids (Ambrozim, 2000; Ambrozim et al_, 2006).

The presence of oleic, palmitic, stearic, arachidic, myristic and linoleic acids has been reported, in
addition to a-cubelene, a-copaene, ethyl palmitate, karvophylene, a-karvophylene, olein, palmitine and glycerin
{Diniz et al., 2005; Penido et al., 2005; Penido et al, 2006;Costa-Silva et al., 2007, Costa-Silva et al., 2008;
Carvalho et al., 2002; Souza et al., 2012).

Arnong the fatty acids present in A0 (Table 3), oleic acid (46.8-52%) and palmitic acid {2E-39%) are
the major compounds. Other fatty acids were also quantified, such as stearic acid (1.7-7.8%), a-cubelenc (0.5%),
a-copacne {2.3%), arachidic acid {1.2%) and cthyl palmitate 0.9% in small / lower percentage though (Penido ot
al., 2005; Penido et al., 2006, Costa-Silva et al, 2007, Costa-Silva et al., 2008; Souza et al, 2012).

Table 3. Andiroba [ Carapa guianensis Aubl.) oil fatty acids composition
Campasition of fatty acids

acetoxygedunine and dihydrogedunine {Marcelle &Mootoo, 1975; Hammer & Johng, 1993; Andrade ot al.,
20601 Sareia et al., 201 1; Tanaka ct al., 2011; Arrebola et al., 20012; Inowe et al., 2012}

Other components are also present of da-acetoxy-cpoxiazadiradione, 1,3-di-benzene carbo amine-2-
occtadecyl acyvl-glyeeride, triacontancic acid, 2,6-dihydroxy-methyl-benzoate, 3 4-dihydroxy-methyl-benzoate,
tetratriagcontanoic  acid, naringenin, scopoleting, 2, 3-dihydroxy-ghyceride hexacosanoic  acid, epoxy-
aradiradions,  methyl angolensate,  4-cpoxiazadiradions, methyl  angolensateding 4.4 8-trieethyl-17-
furanylsteroid, carapanolides limomoids A and B, 3f-deacetylfissimolideo, ocotilloneo, p-photogedunine,
cabraleadiol, a-dilydroxviterpene, -1 1-f-trihydroxyiterpene and Gf-acetoygedunine (Andrade et al, 2001;
Sarria et al., 201 1; Tanaka et al., 20011; Arrchola et al, 2012; Inoue et al., 200 32).

Table 2. Andiroba {Carapa gulonensis Aubl) oil composition regarding andirobin and gedunine derivatives and

other components.
Amndiredin and gedunine AC composition Others
Andirohin
1]
. adilydrenyitempens
L )

Cedamine —

L

a1 1-f-inihydroxyiterpene

Cardsui

T-dimeetony- T-onopalunms
- preinxypedanine

Ho-acdony-eponiseadiadions
trisconimnoic acid

Faity acids Compositben (e
Satmraied
Melyristic .53
Palmitic i L
Steans 1L.7-7.8
Ethyl palmitats 0.9
Unsatmrated
Oilei ELE R F]
Linoleic LL.u3
Linalimic 1.35
Arnchaic 1.2
n-cubeleme L5
L-Opac: 5
Behinic 34
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The bitterness of andiroba oil is atiributed to a group of terpenes called meliacins, which are very
similar to bitter antimalarial chemicals. Recently, onc of these meliacing, called gedunine, has been docurmented
with antiparasitic and antimalarial propertics with an effect similar to guinine (Mackinnon et al., 2002
Chemical analysis of andiroba oil identified the anti-inflammatory, healing and insect-repellent propertics that
are attributed to the presence of limonoids, named andirokin (Rov & Sarafl 2006). Limonoids are the
compounds reaponsible for the antiseptic, anti-inflammatory, healing and insecticidal activity of oil and bark of
andiroba (Barros, 2001

In the unsaponifiable fraction (Table 4) ghyceride 1.3-di-benzene carbonamine-2-octadecylic acid, 2,6-
dihydroxymethylbenzoate, 3 4-dilyydroxymethylbenzoate, raringenin, tetrafriscontanoic acid, triacontanoic acid,
uwrsolic acid, scopoletina, 2 3-dihydroxy-glyceride hexacosanoic acid, Ga-acctoxicpoxizzadiradione, Ho-
hydroygedunine, epoxvazadiradione, T-deacetoxy-T-oxogedunine, andirobin, gedunina. methyl angolensate,
Gu-acetoxigeduning,  Gf-acetoxygedunine, 6o, |1j-discotoxigedunina,  6f, | 1p-discetoxigedunina,
11 Pacetoxigedunina, 1,2-dibydro-3f-hydrosy-T-deacetoey-T-oxogedunine, | TBhydroxyvazadiradions, xylocensin
k, deacetylgeduning and 7- deacetylgedunin (Ambrozin et al., 20046, Costa-Silva et al., 2007; Costa-Silva et al,,
20:08; Ferrari et al.. 201 1; Miranda Jinior et al_, 2012).

The unsaponifiable fraction of andiroba oil (2% fo 3%} presenis as  major  compounds
tetranorriterpenoids (or limonoids), of which da-acetoxygedunine (7%4). T-deacetoxy-T-oxo-gedunine {7 %),
andirobin (4%), gedunin (3%) and methyl angolensate (6% (Ferrari et al., 200 1).

D00 10790/ 264 0604015 147 wara_ioarjournala.org 36 | Page



Characteristics and Effects of the Amazonian andiroba (Carapa guianensis Aubl ) oif..

Characteristics and Effects of the Amazonian andiroba (Carapa guianensis Aubl ) oil..

Talsle 4. Andiroba (O danensis Aubl) oil acids ¢ nsition

Unsapunifishle fraciion

glyeeride 1,5k b Loctadevylic acid 1, 2-dihydro-3f-hydroxy-T-deacetony-T-oxogedumine

2ifi-dihydraxymethy Thaneaste fift, 11 P-discsioygeduning

3 A-dihydroxymetiy Thaneaste 11 B-aetonygeduning

nanmgenin B, | | f-disceioxypedunine

lirabmcantanom: send 1 Tphpdroxyaeadicadions:

trinconsaneic acid wylocensin k

ursolic acid deacety

seapoleting 7= deacetylgadunin

2 3-dihypdroxy-ghvemde hi cospmons soud amlirabin

Ga-goutos vepenyasilinsdione peduning

fu-hydraxygedunms mithwl angolensate

epoxizzadinadions fie-aceinny geduning

Y-dencetoxy-T-oxegedunins fiff-aceioyged

IV.  Andiroba Applications
=  Plant parts

The plant parts of the species Carapa gularensis Aubl., as well as their derivatives, have been used by
traditional inhabitants of the Amazon rainforest for many years for different purposes, being used in igolation or
associated with other plant |/ derivative drugs for the prevention and treatment of illnesses. The andirobeira bark
is used as cicatrizant and vermifuge (Ferraz&Mendonga 2006).

Although the AQ {extracted from seeds) of this species is the one with the highest number of citations
regarding its popular use in the lerature, the use of tea or decoction of the stem bark, leaves, flowers and
flowers oil extracted from stamds out, with the popular medicinal indication being similar to that attributed to oil
extracted from the seed, as shown in (Table 5).

In the researched literature, repons were found that the caboclos, traditional inhabitants of the Amazon
rainforest who live on the river bank, make a medicinal soap containing crude andiroba oil, wood ash and cocoa
skin residucs. This soap is especially recommended for the treatment of skin discases. In addition, andiroba oil
can be applied directly fo the joints to relieve arthritis pain, and when mixed with hot water and human milk, it
is used in drops for car infections (Hammer & Johns, 199%; Mayak et al., 2000, Mayak et al., 2001}

Table 5. Applications of andiroba {Carapa guianensis Aubl) on health healing

Usipd poart Faopular medical imdication
Amalgesic: rebied of paim in coses of utering cancer anthritis and rheumatizm
Awti-imflammatory: threal imllammalion, conlussoms, skin inflammations amd spleniliz
A X
Healtngr used in genemal woumds in insects bites
| Anciseptic
Bark Agwinst infectiows; respirabory ract mlctions, skin miliections, s i iong, bacterial infections and hepalitia
Imr F if, am i i
Awmrl-delminrkic / anl sintemal: worms and scebies (canin}

P i

Awridigrrivesl

Reduces the fevel af Hood plwcose (disketes)
Digesiive st wlant

Amalgesic: refief of paim in cases of thesmatism
Skin prodemy

dmseer repellens

dwalgesic: relied from pain in cases of achritis
Awpi-imfammatory; conlusions

Anry

Healtwg: used in cuts and bites of insects
Ewmallient

Agwinst bacrerial iafeciom

Amseer repellens

Verm ifiige

Flewmur Amalpesic

\mivet in fisctions smd baterial inficlions

Heaflng: nsed in geneml wounds
Flower oll | Prevemtion s shin diseases
Tmsect repelient

Ministry of Health and ANVIEA, 20015,

*  Andireba ofl

In the Amazon region, this oil has an important commercial valee, Used by the pharmaceutical and
cosmetic indusiry, it has numerous health benefits. In the extraction process, there are two residues: the seed
husk and the mass. Because it has insecticidal properties, the shells are bumed to keep mosquitoes away. The
residue of the pasta is used as food for cattle and in the homemade manufacture of andiroba soap (Mendonca
&Ferraz, 200T).

Fharmacenticals: In folk medicine, AOQ iz widely used for cough and sore throat treatments, also fior
muscle bruises, skin lesions (Penido et al, 20046, Mayak et al., 20017, Used to relieve bruises, edema and healing
due o its excellent penetration into the skin (Penide et al, 2006). Some studies sugeest that other
pharmacolegical activities, such ag antitumor, insecticide and microbial, are also explored by the industry. As a
repellent, to remove mosquitoes, leftovers from oil extraction, andiroba bagagse balls are burned or can also be
applied in a mixture with annatto (Sixaorellang) o form a paste that protects the body againat mosguito bites.
The andiroba candle is wsed as an effective repellent for the Acdes aegypti mosquito, a vector of yellow fever
and dengue. When bumed, it exhales an active agent that inhibits moesguito hunger and, consequently, reduces
its need to injure people. Research has shown a 100% efficiency in repelling mosguitoes, a result never found in
any other product on the market for moesquito control. In addition to this characteristic, the candle is completely
non-toxic, does not produce smoke and does not contain perfume. The external use of andiroba oil is indicated
as a repellent, against parasites and ftching in general, as wound healing and to remove spongy flesh from the
eves. Due to its good penctration inte the skin, it is often used in massages to relieve swelling, dislocations,
arthritis and rheumatiam, also acting as a skin soothing and lightening of superficial spots. The internal wse is
recommended mainly to combat flu, fever, asthma, sore throat and even to decrease the level of glucose in the
blood (diabetes]). A mixture of ACQ and salt is widely used o prevent ticks in catile (Mendonca & Ferraz, 2007).

Cosmetics: widely used in the manufacture of shampoos, as they strengthen and beawtify hair and scaps
to combat pimples and acne. These pharmacological properties are attributed to the presence of
tetranonriterpenoids known as limonoeids (Penido 20061 The Amazonian oil of andiroba is successfully applied
in massage and is wsually used for many diseases and skin conditions, including psoriasis. Sun protection
crzams with andiroba have excellent emollient properties and, due to their high concentration of unsaponifiable
substances, they add the ability to repel insects to the sunscreen. Strengthens and beautifies hair and in the form
of soap is 8 miracle care in the fight against acne and pimples. This oil combined with another oil called
copaiba, forms a natural ingredient extremely effective in controlling dandruff, besides providing shine to the
hair. It also has anti-inflammatory property that reduces itching and treats the scalp.

Generally apeaking, it iz an oil with insect repellent propertics and used to treat disecases such as
arthritis, muscle strains, skin tisaue disorders, rheamatism, malaria, kidney infection, hepatitis, cough, flu
preumaenia, bronchitis, severe uleers, mycosis, protozoa and snake, scorpion and bee stings {Ferraz, 2003; Lima,
2010, Much sought after by the cosmetic and pharmaceutical industries due to its antiseptic, anti-inflammatory,
curative and emollient properties (Revilla, 2001 ; Lorenzi, 2002; Ferraz& Camargo, 2003; Ferraz, 2003; Lima,
21,

Table 5 Applications of andiroba {C‘arqpa gutanensis Aubl.) oil on health healing
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V.  Andiroba oil effect on living microorganisms
The effects of AD regarding living organism’s control J inactivation specially against microorganisms
and others (insecis ( parasites | protozoa) are shown in Tables 6 and 7, respectively.

» Against microsrganisms
The living organisms regarding andiroba oil effect reported in the literature are mainly for bacteria, fungi
and, in beas, extent for yeast (Table G).

BACTERIA

(Al Xanshomonasaxonopodis - Pires ot al. (2005} conducted a stady to verify the ability of AQ to inhibit
the bacterium Xanthomonas axoropodisev. PassfonfTower. Authors used pure A0 in three concentrations (1, 2
and 3% for the bacteria). AC had a significant effect on the inhibition of bacterial growth at all concentrations
usied, being the higher coscentration more efficient on inhibiting bacterial growih than the Control.

(b) Klebsiella prewmoniae- Two studies reported in the lieratwre the AD effect on Klebwiella
prenmoniae. Meccia et al. (2013) applicd oil cxiracted from andiroba leafl The antimicrobial activity of the oil
was fested using the diffusion method described by Velasco et al. (). Filter paper discs impregnated with 10
pL of oil were placed on the agar surface. Paper discs impregnated with antimicrobial solutions were added.
Inhikition halos were measured. To perform MIC determination, oil selutions ranging from 10 to 450 pg S mL
were preparcd using DMSO (dimethylsulfoxide) as solvent. The antimicrobial activity of the oil was determined
using the disk diffusion assay. Mo antimicrobial activity was found for this bacterium. Already Silva and
Almeida (2014) used the medified Kirby-Bawer method (Charles, 2009), using the disk diffusion test with
Klehsiella poeumoniae strains and standardized antibiotics, andiroba peel ethanolic crude exiract was used in
concentrations 25, 30 and 100 mg'mL. Even its highest concentration showed low antimicrobial activity against
K. prexmoniae strains,

() Staphylococcus surens - Ag for the Klebelelle preunorize, two stadics were found in the literature
for & aurews. The methodologies used were the same as those performed in (b, varying only the results, Meccia
et al. (2013) observed activity against § aureus only for oil at 8 minimum inhibitory concentration of 400 pg /
mL. Already Silva and Almeida (2014) found no antimicrobial activity againat the strain of this strain

(d) Excherichia coll -As for the Klebslelle prewmoniae, two studies were found in the literature. The
methodelogics used were the same as those performed in (B), varving only the results, Meccia et al. (2013)
observed activity against E. coll only for oil at a minimum inhibitory concentration of 400 pg ¢ mL. Already
Silva and Almeida (2014) found no antimicrobial activity against the strain of this strain.

() Enterococcus feecalls, Salmonella typhi - The methodology used was the same performed by Meccia
et al. (2013) in (b), varying only the result. Mo antimicrobial activity was found for these bacteria

YEAST

{a) Candida albicans and Cardide krusel- Meccia et al. (2013) otilized oil extracted from andiroba
leaf. The antimicrobial activity of the oil was tesfed using the diffusion method described by Velasco et al. ().
Filter paper disca impregnated with 10 pL of oil were placed on the agar surface. Paper discs impregnated with
antimicrobial solutions were added. Inhibition halos were measured. To perform MIC determination, odl
solutions ranging from 10 to 430 pg [ mL were prepared vsing DMS0 (dimethylsulfoxide) as solvent. The
antimicrobial activity of the oil was determined using the disk diffusion assay, Mo antimicrobial activity was
found for these yeasts.

(b} Preudonmanas aersgginosa - The methodology used was the same performed by Meccia et al. (20013)
in (&), varying only the result. Mo antimicrobial activity was found for P eeruginoss bacteria,

FUNGI

(a) Colletorrichum gloeosporisides - Two stadies on the effect of ACQ on fungas {(C gloeosporioides)
waere found in the literature. Sousa et al. (2002} performed two tests, the first was an és virre test to inhibit O
wloeosporioides growth and the second was the anthracnose. Control in postharvest pepper fruits with AO. In
the first assay, the following oil concentrations 0.2 were added to the PDA calture mediumg 0.4; 0.6; 0.8 and
1.0%. The Control consisted of a disc of the fungus growm in BDA medium without the oil. To evaluate the
different concentrations of the il in the myeelial growth of C. gloessporioides, a culture medium dise (5 mm in
diameter) was transferred to cach Petri dish center. The evaluation of mycclial growth consisted of daily
measurement of colony diameter. To Control anthracnose in postharvest pepper fruits, red pepper fruits were
immersed for § min in a oil solution prepared in the highest concentration, used in the i vitre experiment, and
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added to these Tween 20 (0.02% v / %) The ineculum consisted of Smm diameter mycelium discs taken from
colonies. Inoculation was performed using & wound method and depositing the inoculum on the froit surface.
The fruits were then placed in plastic trays, lined with filter paper and kept in a humid chamber at room
temperature. For the analysis of lesion development, four measurements were made with a 48-hour interval,
measuring the size of the lesion. A0 was able to inhibit fungal growth as its concentration was increased,
differing from the control from 1.0%. This fact suggests that increased oil concentration may have an inhibitory
cffeet on fungal growth. The results observed for postharvest Control, using 1% concentration, showed oil
cfficiency on inhibiting the development of anthracnose lesion. Machado et al. (20013) conducted a study to
verify the ability of andiroba oil for fungus inhibition. In order o study the effect of andiroba oil on the fungus,
twi different tests were forescen. Inthe first, the oil was previously tested to pre-select for the next step. For this
purpose, % cm diameter petri dishes were used, and about 15 mL of BDA mediom containing 200 pL of the oil
{adapted from OLIVEIRA et al, 2008) were added, in addition to the conirel treatment. Afier BDA
solidification, a 1 em diameter disc from the 7 day-oldC. gleeosporioides culture edge was traced to the center
of cach plate. The evaluation of mycelial growth was verified daily by measurements. The oil was not efficient
in this strain, therefore it did not pass to the second test.

(b)) Sclerotnmrolfai- Souwza o al. (2019 condocted an experiment using andiroba and copaiba wil,
which was carried out in a completely randomized design, in a 7 x § factorial design, the first factor being the
two individual oils and five different combinations. And the sccond concentration 25, 50, 75 and 100 pL, for the
pathogen 5. redfeli, and a control. (il concentrations were diluted in (BDA), poured into Petri dishes. 0.5 em
diameter mycelium discs were transferred to the plates. The oils of andiroba and copaiba had significant control
potential for the fungus 5 el

() Pestiaplacenta, Trametes versicolor -Sousa ot al. (20138) performed a toxicity assay on culture
medium with brown and white rot fungi. For this assay, the method described by Medeiros et al. {(2016). This
methed consists of placing the oil in a 0.6 em diameter well, drilled in the center of the Petri dish, containing
culture medium, for the development of the fungus. To this end, 20 mL of medium was added to cach plate
prepared by dissolving 15 g of agar and 20 g of maltoge in | L of distilled water according to the methodology
described in the American Socicty for Testing and Materials - ASTM D - 1413 (2018) 0.5% of the oil was added
to sach plate. The oil was incorporated pure or I; enriched in the proportions of 1, 3 and 3% by volume of oil.
The | x | em inocula were arranged at two opposite ends of the Petri dish. For the fungus Trametes versicolor,
the greatest inhibition was andiroba oil with 1% I;. For Possia placenta, the greateat inhibition was andiroba oil
with 5% L.

Table 6. Characteristica of andireba (Corgpa gpoanensis Aubl) oil applications against microorganisms
reported in the liberature.

Microargantsm Andiroba il appliestion conditions
GroupScomlific sme
Bacleria Saul = B Eiect (inhibitisn) Roiferenses
. X Pasezi . . .
Nimthiamomos asomngodis® o S 1.2.3% High Fires o4 41, 2015
. . 10 - 450 ppmlL Mix Pleceia ol al, 2003
Kletrwislin peumnniae POA 35 a0, 100 mgiml Law Sibva & Almeida, 2014
i - 10 - 450 pgmlL High Mecsia e al, 2003
Staphplacsecss sunne Baofilm g g, 100 gl Mo Silva & Almseidn, 2014
Preudomanas servpinoes Baalilm 10 - 450 pgml M Posia o al, 2003
. . 11 & 430 pg'mlL High Bdeccio efal, 2003
Ercherichia col DA 25, 50, 110 g/l Mo Silva & Almicida, 214
Enterococcus faeomlis rDA 10 - 450 pg/ml Mo Bfeccio etal, 2003
Sl e ey FDA 10 - 450 pr/mlL M
¥asi
Landida allicans oA 10 450 pg'ml. Min PMeecia el al, 2003
LCandida ke DA 10 a 450 pg'ml Mix
Proldomionas dempiiseg JUERY 10 - 450 pp/mL M
Fungi
Chili pepper 0.2, 4, 006, B3, 1.0% High Sousa et al., 2012
Calferatrichum gloeospariaids “ar, 20 L Inhibsition of the development of injurie Mackado el 2003
Sederntiam rodiEn Tamata 25, 50, 75, L} pll. High Seonen ot al., 200
08, 05+H1% 1"
Foriin piocenta FDA 05+3% 1 High Jousa et al., 2018
O5+% 1
0.5 %, 080 = 1851,
Trameter wereirolor 3l EEY D5 =1% 1 hilk%+ Hugh Bousa et al, 208
5%l
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*e Passifforae*tiodine

»  Against insects.parasites and protozoa
For the living organizsms regarding A0 effect reported in the literature, they are mainly for insecis and
parasites (and in less, extent protozoa) (Table G)

INSECT

(a)Siophilns seamals Motschulsky — Coitinho et al. (2006) wsed two methodologies to perform the
tests. the first was the we chofcetest, where the oil was tested at a dose of 50pl / 20g of corn kernels. The graing
waere placed inside plastic containers and impregnated with each oil, with the aid of an automatic pipettor and
stirred containers. Each 20g portion of grains was placed in a plastic container, with a perforated lid, allowing
gas exchange with the outside infested with cight adults from 8. zeamais aged zero to 15 days old. After 5 days
of confinement, the live and dead insects were counted, and then discarded. The andiroba oil caused 90%
mortality. In the ro chodcetest, AQ is effective in terms of mortality and in reducing the emergence of adalts of
5. zeamals in com kernels.

The second methodology was the free chodcetest, where the oil was tested in arenas consisting of two
plastic containers, symmetrically connected to a central box by two plastic tabes. In one of the boxes, 20 g of
unireated com graing were placed and in the other the same amount of graing treated with each oil. In the central
box, 16 adults from 5 zeamals aged zero to 15 days old were released. cach experiment was carried out two
ireatments [oil and control} and 10 repetitions. After 24 h, the insects contained in cach container were counted,
to asaess repellency and replaced in the arenas, where they remained for another 4 days. AQ showed 63.6%
repellency. in free choleelfests, the oil is effective in reducing the emergence of adults in 5 zeamals.

(b)) Anastrephafraterculus Wiedemann—Fosa's ot al. (2013} reatments consisted of andiroba oil in
concentrations of 0.5, 1 and 2%, in association with 3% hydrolyzed profein. 5% hydrolyzed protein was the
control treatment. The attractive solutions were placed in the vellow traps at a dose of 200 mL per trap. The
itraps were placed on the plants. The capiured insects were separated from the attractive solution through a fine
mesh plastic sieve and then washed in pure water and placed in 80 mL pots containing 70% alcohol, where the
apecics were screened, counted, sexed and identified. The different doses of A0 mixed with hydrolyzed protein
significantly redoced the capture podential of A, frafercufue. The treaiments containing a mixture with 0.3, 1.0,
and 2.0% of A0 capiared 32.8, 9.1 and 6.8% of the total of flics collected, nespectively.

(e} Psendohypocerakerteszi— Freire ot al. (2003) collected adult individuals of forids present in hives
of M. compressipesmanaosensis naturally infesied. the insects were kept in a wooden box lined with white
sulfite paper and covered with PVC plastic film with amall enough holes to allow ventilation. The box was kept
at room temperature, where they were monitored until the insects died. The experiments congisted of monitoring
the posture of the female phorids in plastic pots covered with beeswax. 8ix boxes (repetitions) were used. In
cach bowx, three substrates were offered: &) pot containing pollen (diluted in water 3:1), b) pot containing honey
and ¢) pot containing pollen mixed with andiroba oil (60 mL). It was observed that the females of phorids
performed laying on all types of substrates, indicating that the pollen substrate was preferably wsed for
oviposition. females did not vse the pollen pot mixed with andiroba for laving (inhibition of up to 100% of
posture). From these results, andiroba ol was tested in 25 colonics of M. compressipesmanaosensis boes that
ware naturally infested with forids. With the help of absorbent paper, a thin layer of oils was pazsed on the inner
walls of the rash can and the Lid of these hives as well as around the entrance orifice. After 3 days, the presence
of adult forids and larvae indicating the oil repellent action. Mo changes were observied in the development of
bees from the colonies treated in this caperiment.

(d)Chrsompamegacephala, Haematobiairritans— Flauck et al. (20014) performed the e vireo
repellency teais using a device with different compartments. In compartments 1 and 2, cotton wioeol soaked in 2
mL of il or citronella was used {positive repellent Control); in compartments 3 and 4 there was cotton seaked
in distilled water and triton (2 mL). There were intereonnections between compartments with transparent tubes
of LB em in diameter, which allowed the free movement of the fly. The flies selected for the test (90 samples
cach) were separated inte 18 proups of 10 insects each. Later flies were exposed to andircha, and 5.0% tea tree
wils and citronella oil (pesitive repellent control). The test started when the flies were placed in compariment 1,
together with the cotton wool that contained the test solution. Then, companmments 2, 3 and 4 were opened to
allow free movement of the fly. To assess the repellent effect, after treatment, all flies were counted in each
companment at predetermined intervals. The effect of AD was 78% for Cheysomvaregacephala. An important
result to be reported was the death of the flies that remained in the compartments with andiroba oil. AD also had
a repellent effiect for Haematobiairiians,

([} Tenebrio malitor — Lima et al. {2015} used larvae of the 4th instar of Tenebrio moliter a8 a model
inaect, The formulations based on AL and alcoholic extract of the tegument consisted of 50 ml of the product
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and 20 ml of liguid soap. For cach plant extract, bioassays were performed at concentrations of 1 and 10%,
considering the lowest and highest limit dose for biological response for each formulation, in addition to a
control treatment with distilled water. The exposure to treatments was through topical application on the insect
Adfter applying the freatments, the insects were kept in air-conditioned chambers. The momality of the insccts
studied was evaluated over § days afier their exposure to the insecticides tested. Formulation based on AQ, at a
concentration of 1%, presented increasing mortality rates of 67.5% (1% day), 77.5% (2™ day}, 82.5% (3" day),
85% (4" day) and 90% (5" day). At the 10% concensration, the mertality rates were 97.5% (1" day) and 100%
on the other days. Treatment with a formulation based on AQ showed higher mormality rates at concentrations of
1% and 10%, compared to treatment based on alcoholic extract of the integument. In addition, the action time in
the case of oil formulation was shorter for concentrations of 1% and 10%, with mortality rates of 67.5% and
U7.5% on the firat day of evaluation.

PARASITE

(a) Aedes aegypti — Two studiea on the effect of andiroba oil on the parasites dedes aegypti were found
in the literature. Silva ot al. (20046) evaluated the larvicidal effect of AD, against two straing of dedes aggvp.
Adfter 8 h after exposure to oil. The values of lethal concentrations (LC) %0 and LC95 for the larvae of the GCZ
strain (resistant to temefos) were 30 and 86 ppm {1 instar), 98 and 106 {2 instar), 166 and 182 3" instars) and
192 and 202 ppm (4 instars), rc:pcmiuﬂl!.r. The LCs and LCss values for Rockefeller line larvae were 164 and
182 ppm (1% instar), 212 and 234 (2™ instar), 210 and 226 (3™ instar) and 450 and 490 ppm (4 instar),
reapectively. To evaluate the sublethal effect of C.  guianensia oil in the development of A, acgypll
concentrations cormesponding to CLS0, CLy, and CLjy were used. For AQ, the concentrations were LC:, 140
mg'L; CLyy, &0 mgL; and CL,y, 40 mg/L. Three replicates were prepared, cach containing 500 mL of solution
in plastic containers with a capacity of 1,000 ml. For larvae feeding, puppy foed was crushed (0236 g} in cach
replica. Three hundred larvae of late third and carly fourth instar were placed in each replica, tofalizing
Slarvae per bioassay. Larval behavior, such as feeding, phase changes, altcration in mobility, weakness, and
muortality, as well as emergence of adults were daily checked. Every 96 h, food was added to the treated and
Control group. To evaluate the sublethal effect of AQ on the development of A aegypdl concentrations
corresponding to CLs, CLyy, and CLy, Prophiro et al. (20012} used concentrations of LC50, 140 mg / L; CL20,
&0 mg /Ly and CLID, 40 mg [ L of andiroba oil. Three replicates were prepared, cach containing 500 mL of
solution in plastic containers with a capacity of 1,000 mL. In cach replica, thres hundred larvae were placed at
the end of the third and beginning of the fourth initial stage, totaling %00 larvae per bioassay, The lethal offect
started | b afier exposure, but between the first 2 and 3 h, larvae morality was more expressive. When
concentrations of 1400 mg/L of C. guianensis were used, all larvae were active with normal movements of
zigeag in the first 3 min of cxposure. After this time, behaviors such as slow movements, tremors, convulsions
followed by paralygis and death were observed in most larvae exposed to the solutions. The larvicidal effect of
solutions containing AQ remained with total efficiency (100% mortality) util the12™ day. Then it decreased
from 97 to 92% on the 13" and 14" days, respectively. Mo more larval montality was observed after the 32nd
day. When using LCS0, 140 mg'L of C. guiancnsis, 100% of mortality in 72 h was observed. In the same way,
CLg, 50 mg/L, 100% morality in 96 b was observed. It was observed that in both concentrations {LC50and
CLZO), morality continued after the larval molt. Pupae and adult emergence were not observed in this
treatment. CLjo A0 mg/L induced 99.7% mortality after | week of treatment. With this concentration, from 900
exposed larvae, only three emerged to become an adult after 10 davs, apparently without alterations. In the
control groups, no mortality within 24 h of exposure was observed.

(b)) Rhipicephalis (Boophilus) microplus, Rieipicephalus sanguineus, Anocenfornitens — Farias et al.
{2012) Andiroba oil was tested on engorged females of Ripicephalus (Boophilus) microplos, Rhipicephaiis
sanginens aed Anocentornifens. Engorged females were cleaned with absorbent paper and separated based on
aspects of normal appearance and motility, intact body and maximum engorgement (Leite et al, 1995),
distributed in a Petri dish in a group of ten, weighed on an analytical scale and submitted the immersion test
recommended by Drummond et al. (1971, 19730 Five dilutions of andiroba seed odl (20, 10, 5, 2.5 and 1.25%)
ware wsed using distilled water and tween B0 as dispersant, with three repetitions per treatment, forming, still, a
control group, a negative control only with distilled water, and another positive control with the chemical
acaricide based on cypermethrin, To evaluste the effectivencss of andiroba oil on non-fed larvae, the
“sandwich” technique recommended by Shaw (19664) adapied by Milk (1988) was used. Ten days after the start
of laying, the eggs were separated into one-gram batches and packed in adapted 20ml plastic syringes, sealed
with cotton wool and incubated in a climate-controlled chamber for B.OUD. hatching of the larvae destined for
the test. Sk dilutions of andiroba seed oil (20, 10, 5, 2.5, 1.25 and 0.75%) were prepared using distilled water
and tween 80 as dispersant, and a control group with distilled water and another with tween 80 and distilled
water. Approximately 100 larvae from 14 fo 21 days of age were placed between two picces of filter paper
impregnated with dilutions of andiroba seed oil. Then this set was placed in a filter paper envelope and scaled
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with adhesive tape and kept in a climate-controlled chamber for B.OUD. until reading its feasibility. The
registration of live and dead larvae was performed 24h after the test. In the tests performed on the oviposition of
engorged females, an IC50 of 4.332 was obtained; 4,850 and 4 903 for & (8} meicroplies, A nitens and R
saguinens respectively. AOQ seed oil, af a dilation of 1.25%, inhibited oviposition by 10% for B, (B microplus,
6.67% for A mitens and 10% for B sanguiness, reaching a tick-effectivencss of 27.82%, 20001% and 18.01%,
reapectively, with better efficacy demonstrated in concentrations greater than 5%. The momality of engorged
females ranged from L0 o 100% for R, (8.} microplus and Ridpicephalus sampanens and from 6267 o 100% for
A. nirens.

() Trichostrangylus sp., Hamanchis sp., Oesophagostomum sp., Strongyloldes sp. — Moraes et al.
{2000} applied hexane extract from the seed of Carapa pulanensis. Fecal samples from goats and sheep were
used, which were collected direetly from the rectal ampoule of animals nateally infected by helminths, where
they were processed to determine the number of cggs per gram of feces according to the technigue of Gordon &
Whitlock (1939, interpreting them the degree of infection according to Ueno & Gongalves (1998). From cach
animal species, fiecal samples were selected, forming a homogenate for the cultivation of larvae, according to the
technigue described by Robert & O'Sallivan (1950). Each cultivation was subjected to 5 concentrations of A0
{100, 50, 30, 25 and 10%), using tween B0 as a dispersant. The cultivation of gastrointestinal nematods larvae of
the capring specics in the Control groups (C1 and C2) revealed infectious larvae of the genus Haesmonchns,
Dezophagasiomum and Trchosrongyius, with predominance of the genus Hoersronchus.

Analvzing the reduction percentage in the poat species, considering the negative Control Cl, a highly
effective reduction was demonstrated for the treatments of 100, 50 and 30% and positive Control for the
Haemionckus and Oesophagostonion genera, and in the total number of larvae and moderately effiective for the
gens Trickostromgpdis in all treatments. The ovicidal activity against gastrointestinal nematodes of goats and
sheep in vitro, dermonstrated by the AD shows the anthelmintic activity of this herbal medicine and the
possibility as an alternative for the control of gastrointestinal nematodes of goats and sheep.

PROTOZOA

fa) Tripanosoma eviensi — Baldissera et al. (20137 used pure oil in the concentration of 0.5, 1.0 and
2.0%: against T. evansd. Subsequently, the same tests were carried out, using nanocmulgion oils in concentrations
of 0.5 and 1.0%. the number of parasites was quantified at 1, 3 and 6 hours after the start of the study. A dose-
dependent reduction in the number of parasites was observed in the forms of the two oils tested after 1 h. The
parasite concentration was significantly reduced at low concentrations after 3 b, and at & h, no live parasites
ware observed for the tested oils. AOQ (in conventional and naneemulsion forms) has high activity against 17
evansd in vitre, suggesting that this oil can be applicd as an alternative treatment for this disease.

(B Plasw odimfalciparum — Junior et al. (2012) performed the antiplasmodial activity of AO and its
fraction rich in limonoids in 96-well tissue culture plates, as previously described (Ricckmanmn, 1980; Carvalho
et al, 1991; Mitaine-Offer et al., 2002). Twofold serial dilutions of limonoid-rich fraction dissolved in sterile
methanol, and A0 dissolved in DMSO solution, were placed in micro titer plates and diluted with the culture
medium. A suspension of parasitized erythrocytes (0.5-1% parasitacmia, 2.5% hematocrit) containing mainly
trophozoites was added to the wells to reach a final volume of 100 mL. For AQ were used the concentrations
820, B2, 8.2 082 and 0,082 mg/mL, while for limonoid-rich fraction the concentrations were 100, 50, 25 125,
6.25 and 3.125 mg'mL. Andiroka oil and its limonoid-rich fraction inhibited the growth of W2 clone in 100%,
between 24 and T2 Iy, at concentrations of 8.2 and 3.1 mg/mL, respectively. For the limonoeid -rich fraction the
inhibition of Dd2 clone was $6% (1050 28 mg'mL) at 24 b, &4% (IC50 2.4 mg'mL) at 48 boand 82% (1050 04
mg/mml) after T2 h. For Dd2 clone, in both experiments with AQ and limonoid-rich fraction, the final response at
T2 b (IC50 8.4 mg'mL and IC50 0.4 mg'ml) was more positive than the initial response of 24 h (1050 4 B2
mg/mL and IC50 2.8 mg'mL]). Pereira ot al. (2014) vused the following compounds isolated from AO: da-
acetoxnyepoxyvazadiradione (1), andirobin (I}, Sa-acetoxygedunin (3) and 7-deacetoxy-T-oxogedunin (4] (all
isolated from residual pressed seed material using extraction and chromatography techniques). They also
studied: fe-hydroxy-deacetylgedunin (5) (prepared from 3) were evaluated using the micro test on the multi-
drug-resistant Plasmodivm falciparum Kl strain The efficacy of limonoids 3 and 4 was then evaluated orally
and subcutancously in BALB/c mice infected with chlorogquine-sensitive Flasmodium berghei MEA3 strain in
the 4-day suppressive test. In vitro, limenoids 1-5 exhibited median inhibition concentrations (10300 of 20.7-5.0
M, respectively. ba-acetoxyvgedunin is an abundant natural product present in AQ residual secd materials that
exhibits significant in vivo anti-malarial propertics.

Table 7. Characteristics of andiroba {Carapa gulerensis Aubl) oil applications against insects, parasites and
protozoa reported in the Literaiure

Livimg srpamism

Amdirokbs oil application conditions Rulerensis
Group / Selentiflc name
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Insect [N name Comteniration Effect |
Sitophilis zeawnris Moischulsky Corn weevil &0 pllf 20 g com Insecticide Cortinho et al., 2
Amzzirephafrateraiue Hisgemeny Frun [y 5,1, 2% Eepillimsy Peamza it al, 2013
Prewidolrpocerakeriensi Hive filhml Bepillimey Frewre ot al., 2004
Chrysomymmegacephala U”‘“‘::‘"‘“ st Repellimey Klauck of al 2014
Hasmarobisrritoms Heoms fly EE Bepellency Klauck ez al | 2014
Tenebrio mealifor Flosar Farva 1, 10%% Inspeticide Lima gt al., 2015
Parasite
. = L. . Silva et al., 2006;
Aedes acgypi! Desgpae mesgaito A0, 50, 140 mg /L Acrigids) ¥ larvigidel Prophire ¢l al., 2012
L‘."";ﬁ,”“" i {Boopiliug) Tckjon)  125,25,510,20% P Facias, ot 4l 2012
. Tick jdogzs &
Rhipivaphmive saopuingws harses)
. Tick {does &
Anareniomiteny harses)
Trlchoniromgites 5. Goats & sheep L0, 25, 50, 30, 100% Anihelmingic Blornes et al., 2010
Hasmonchwr gp Cicaals & sheep
et 9. Goats & sheep
Mklm'u S0 Cinas 10, 25, 50, 50, 100% Anihelmingic Pulcames et al., 2000
Frifissa
Trirmosoma evanrd I of chairs 0.5, 1, 2% Anli-parasilie Baaldizsera, 2013
220, 32, 3.2 082, 0082 ; "
Antiplasmaodial Junior ¢ al., PO1T;
Permodiem frlcipere Malaria mg / ml. Anti-malariz] Pereira et al., 2014

V1 Conclusion
This oil affects some microorganisms, such as bacteria, fungi and yeasis, as well as insects, parasibes

and protozoa, serving as a light and promising method of decontamination.

AQ has much of its use as a natural insect repellent. And for its insecticidal action, it is widely used in

the production of aromatizing candles, in order to ward off insects and make soap, helping in the reatment of
itches and stings, due to its curative property.

It can also be applied to furniture and wood, preserving and protecting them from termites, in addition

to increasing durability.

In the cosmetics industry, it is widely used due to its emollient property, which provides hydration and

nutrition to the skin and hair.

It has curative and anti-inflammatory action, which is improved when massaged, relaxing the mmuscles

and relieving muscle pain and inflammation. On the skin, it helps to fight cellulite and to disappear blemishes
and scars, besides providing smoothness.

Due to this anti-inflammatory property, it also affects bruises, bumgps, rheumatism and skin discases. It

assists in the regeneration of inflamed tissue and softens the skin when rubbed over the injured arca.
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Abstract:

Microgcopy techniqes are wsed for of gralns / seeds characrerization, and can also be applied fo aisess
damages coused by microorganivms £ ingects for a more gfficient controd methods application. The aim of the
work wias fo oblaln iformation by scannieg electron milcroscopy (SEM) of the structural organization of
maizegrain (Lea mave L}, as well s possible gites of contmminanis (Thving organisms) aecess to edible paris by
SEM. Longirudinal and sransversal curs Teed on stebs and coated with a gold layer were SEM observed. It was
registered the dominant vitreows & starch endosperms morpho-kistology (hard fexture foh in sfarch gramudes).
Alsa, the pericarp fexternal Cinfernal layers), peduncle [the maeize fo col k) and the gevw structires ineluding
the main reglon of organiom s proliferation egpectally fungl spores and yphae
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L. Introduction

Maize is a monocotyledonous, belonging to the family Poaceas, Subfamily Panicoidac, genus Zea and
spocics Zea mays L. (Siloto, 2002). 1t is an herbaceous, monoecious plant, characterized in an anmual plant for
hawing its complete cyele of 4 10 5 months (Pons; Bresoling 1981). These graing are gencrally yellow or white in
color, and may have other colors, from red, purple to Black. [ts average composition on a dry basis is 72; 9.5, 9
and 4% of starch, proteins, fiber and oil {Paes, 2006).

Mlaize seed consista of pericarp (fiber laver surrounding the seed), germ {rich in protein and oil) and
endogperm, which differ in chemical and organizational composition within the grain (Magalhaes, 2002). The
endosperm represents approximately 83% of the dry weight of the grain, organized in the form of gramules
(Paca, 2006}, The pericanp (outer layer) is derived from the wall of the ovary and can be colorless, red, brown or
variegated (Magalhaes, 2002).

Based on the distribution of starch granules and protein matriz, the endosperm is classified into two
types) floury and vitreous (Paes, 2006; Demading Silva, 2008). These designations refer to the appearance of the
endogperm in the grains when subjected to Llight. In the floury endosperm, the vacant spaces allow the passage of
light, giving the material opacity. Conwversely, the vitreous represents the absence of spaces between the starch
granules and the protein matrix promotes the reflection of light, resulting in a vitreous aspect to the endoaperm
observed in these conditions {Shotwell; Larking, 1989; Pacs, 2006; Dernading Silva, 2009,

This food covers almost all known amino acids, with cxceptions to lysine and tryptophan, due o its
high composition of carbolydrates (starch) and lipids (oil} it is considered an energetic food for human and
animal diets {Imform, 1993; Matos, 2007). Maize oil has in its composition fatty acids, of great impomance for
the human dict, mainly for the prevention of cardiovascular diseases and the fight against high serum cholesterol
{Strecker ot al, 1990, Matos, 2007).

Another important aspect of lipids in maizeis related o the content of carotenoids and tocopherols
{vitamin E). Due to the lignocellulosic content of the green maizegrain and in the whole derivatives of the dry
grain, theae products are considered indispensable sources of fibers, especially of the insoluble type
(hemicellulose, cellulose and lignin) {Lichernow, 1986). These characteristics make it recommended in the
human diet for cholesterol control, improvement of inteatinal constipation, prevention of bowel cancer and
diverticulitis, therefore having important functional value (Faes, 20046,

Only a few studies have boen carried out for maizegraing by scanning electron microscopy (SEM).
Considering that the SEM enables knowledge through obscervation in amplifications of up to 5 (W times, the
structure of a feod, as well as the perception of the presence of contaminants, invisible 1o the naked eye and / or
light microscope, this work aimed to investigate the stractural organization of the maizegrain (endosperm and
germ) as well as the main sites of possible contaminanis {access to edible parts by living organisms) by SEM.
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II. Material And Methods

The maizegrains (Figure 1) were collected and kindly provided by the Integrated Agricultural
Development Company of Santa Catarina - CIDASC, following the Ministry of Agricalture (MAPA) collection
protocol (2007,

Its preparation for the microscopic analysis was carried out at the Laboratory of Mycotoxing and Food
Contaminanis &t the Federal University of Santa Catarina. It consisted of the separation of parts of the grains
through cuts (a) longitudinal and (b} transverse (Figure 1) following the protocol for processing samples for
SEM according to the method of Kluczkovski and Scusael (2015), with subsequent fixation in stubs and coating
with layer (40 am) gold with the aid of vacuum on a planstary basis carried out at the Central Laboratory of
Electronic Microscopy (LCME) of UFSC. Afier coating with gold, the grain was observed in SEM in different
amplification.

Figure 1 — Maizegrain {Zea mavs L) (a) whole and after going through the (b/c) longitudinal, (b) and (c)
[HEEETETLEN

_ s H Farmaceoas endosperm [}

1

111. ResultAnd Discussion

The maizckernels morpho-histological characteristics are shown in Figures 2 - 5, below (with its
pericarp, dominant vitreous & starch endosperms (hard & dusty textures) and germen, including peduncle.
(1) Pericarp (Figure I} through SEM images, it was possible to observe the pericarp, a strocture that protects
the other structures of the grain. Through the images we can observe a thick structure, which is formed by the
cpidermis, mesocarp, crossed and tubular cells (Britannica, 1996). In addition to the pericarp, the aleurone layer,
& protein that covers the endosperm, was observed {Germaniet al., 1993).

DI 109790/ 2402-1 407035357 www. iodrjournals.org 54 | Page



Characterization (fMaize Grains (Zea mays L) And Their Living Organisms..

(2) Endosperm: as expected, maizeatarch showed a combination of granules of varied sizes, predominantly
rounded. It was observed that the surface of the granules is shown to be flat, except for some striations in
granules, according to the characteristics of the models proposed by Oates {1997} and SujkafJamrow (2009,
referred to as a “hilliard ball hairy™, that is, the surface of the starch granule is not smooth, but with ridges
projected outwards.

@) Starck (Figwre 3) it can be seen that in this type of cndoaperm the starch granules are rounded and
digpersed, with no prodein mairix surrounding these structures, that is, the starch granules are loosely associated
with the protein matrix.

(B Fitreous (Figure 4): for this type of endosperm, a dense protein matrix was observed, where the starch
granulea are demsely compacted within the protein matrix, with structured profein bodies, which invelve
poelygonal starch granules, not allowing spaces betwesn these stroctures.

Figure 3 -5EM micrographs of maizei @ea mays L) starch endosperme (a) longitudinal and (b} cross sections
[40-500 K]

Figure 4 — SEM micrographs of maize| Zeq mays L) starch endosperme: {a) longiudinal and (b)) cross sections
[L00-500X].

(3) Germ (Figure 5): the embryo makes uwp 11% of the tofal weight of the seed and consists of a plomule
{embryonic plant) and the scutellum {cotyledon or seed leaf). Throwgh the cunts and subsequent observation by

Characterization (fMaize Grains (Zea mays L) And Their Living Organisms..
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SEM it was possible to observe the cotyledon, coleoptile, radicle and plumule of the maizegrain. According to
Mahanna et al. (2014), the cotyledon is responsible for the first embryonic leaves. The plumule is the set of the
apical bud and the primary leaves, and is protected by a sheath, the coleoptile. The radicle is located at the
bottorn of the germ, and i the primary root of the new plant.

R E LIPS

Regarding poasible contaminants, contarnination by fungi was observed. through MEW we are able
to observe fungal spores, hyphae and mycelia at the tip of the grain and in cracks, thus providing access to the
intermal part of the grain by these microorganisms.

Iv. Conelusion
The microstractural {pericarp, endosperm and germ) characterization of the internal layersicell were
possible to observe and so the main site for living organism's entrance | infection register — (which leads to
deterioration). Therefore, allowing to choose © select prevention methods for more efficient application such as
segregation type and modified atmosphere.
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Abstract: The andivoba (Carapa gulanensis dubl) od (AQ) aniifingal effect was evalivated in siraing of
Fusarium, Aspergillas and Perieillium (solated from nafurally contominated maize (Sea mave L) They were
expoged fo AQ (10 fo 4005, incubared and the antifingal effectiveness evaluated. AQ had the best effectiveness
al A0% for Fusarius and Pericillium (inkibittorn: 838 and 89 3%, respectively) gerera, belng Aspergiliug not
as efficient (0.2%) wnder the condirion. Regarding new colonies formation, AQ inkibied T and T3% of
Aspergillug and Penicillivm ar i highest concentration. Further studies will be carvied ot in order fo check
sensory possible allerations.
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L. Introduction

Maize (Zea mays L) is a monocotyledonous plant, that belongs to the Family Poaceae, Subfamily
Panicoidae (genus ea, eapecies Zea mavs L.} and is produced in almost all continents (Magalhdes, 2002). 1t is
of extreme economic importance through its varied forms of application, ranging from feed for animals to high
technological products for humans (Munirah et al., 2005). In addition to encegy (carbolypdrates) souree, it is rich
in lipids, vitaming (4 and B complex) and minerals (iron, phosplyorus and caleium) (Oliveira et al., 2004; Paes,
2006). According to the United States Department of Agriculture (USDA, 2017}, Brazil ia the thind world
largeat maize producer, growing in different regions of the country, under different soil and climatic conditions,
with an average of T4.0 million tons per year.

Fungi that invade grains are gencrally divided into two groups: field and storage (Magan & Aldred,
20ps; Pirt & Hocking, 2009, Scussel et al, 2018). The main field fungi genera are Fusarium,
Helminthosporium, Alternaria and Cladosportion that affect graing and other vegetables during ripening, where
damage is observed before harvest (Scussel et al., 20018; Bullerman & Bianchini, 2004). However, storage fungi,
such as Adspergillior, Penleilliuve, Rbizopus and Mucor, require less moigture and are found in silos, mills,
equipment and places where graing are handled and or processed (Scussel ot al., 20018, Bullerman & Bianchini,
20,

Daspite the conventional conditions to control fungi, alternative methods to confrol them are necessary
{Savi et al., 2014). Several green methods have been reported, highlighting their decontamination (fungi | spores
inactivation), due to the worldwide interest on wsing products that are less aggressive to the environment and
healthier (Savi et al_, 2014; Christ et al_, 2016). Among these products, there is a great interest in the use of oils
extracted from plants, mainly from the Amazon region, which are proved to be efficient in the control of
microorganisms (Lima et al, 200%). Some have been highlighted such as the cashew mut (Anacardiom
aecddentale L) shell liquid, guarand (Pewllinie cupana Bunth) extract, copaiba {Copaifera langsdorffii Dest)
wil and the andiroba | Carapa guieniensis Aubl) oil — AQ (Sowsa et al., 2012; Martins, 2014).

Andiroba belongs to the Meligeeae Family and its oil iz popuolarly known in the Amazon region
{Lorenzi, 2002; Farias et al., 20016), as a healing product (anti-parasitic / malarial / inflammatory} (MacKinnon
et al., 1997, Orellana et al., 2004; Roy & Saraf, 2006; Sooza et al., 2006; Mayak et al., 2000; Silva, 20018). It is
rich in casential fatty acids (linoleic and linolenic acida) and non-fatty components (triterpenes, tannins and
alkaloids - carapine) (Souza et al., 2006; Silva, 2018). While the anti-parasitic and -malarial properiics are
attributed to the presence of gedunin, a meliacin component (MacKinnon et al, 1997, the anti-inflammatory
and insect repellent propertics are attributed fo the andirobin, from the limonoids group (Orcllana et al., 2004;
Roy & Saraf, 2006; Mayak et al., 20007, A0 has been studied as an ahemative in the contral of Colletoteichiom
sloeosporioides in pepper (Capsicum baccatum), as well as in Botrptis, Cladogporium and Bhizopus, and in
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toxigenic fungi Fusoriion, Aspergillios and Pentcililium in bean (Figna wnguiculade L. Walp. ). Despite that, there
are atill only a few atudies of its use in food (Sousa et al., 2012; Fariaa et al., 2016).

Therefore, the present work aimed to evaluate the possible AQ effect against fungi spores from
different genera that contamination maize grains - and their different susceptibilities.

II. Material And Methods
Material
(a) Sample: maize grains (1 kg) nafurally contaminated, kindly provided by the Integrated Company of
Agriculiural Development (CIDASC) from Santa Catarina Estate, Southern Brazil.
(b} Andiroba eil: commercial product (50 ml} purchazed in the city of Belém, State of Pard {Morth Region of
the country).
{c) Culture medium and others: potato dextrose agar - PDA, Neogen (Michigan, USA), malt extract - MEA
and bacterial peptone, Himedia, (Mumbai, India), czapek — CY A and glycerol nitrate agar 25% - G23N, Vetee
{Rio de Janeiro, Brazil), cocomut agar - CAM, prepared with coconut milk, Serigy, FRUTER S/A [Scard,
Brazil). (Mhers — cloranfenicol, Vetes (Rio de Janeiro, Brazil), Petry dishes (90x15 mm), Kasvi (Santa Catarina,
Birasil).
{d) Equipment: laminar flow chamber, Veco (Campinas, 8P, Brazill, autcclave, Phoenix (Araragquara, 3P,
Brazil); bacteriological oven, Fanem (S3o Paolo, 5P, Brazil), anmalvtical scale (range 0.01-210 g), Ohaus,
{Parsippany, M1, USA); light microscope, Olympus CX22_ (Tokye, Japan); stereoscopic, Opficam (580 Paulo,
Brazil); stomacher, Marconi (Piracicaba, SF); analog pachymeter (0,05 to 150 mm), Starrent (Massachusetis,
USA)

Methods

(a) Sample collection: raize samples (lofal: 3 - Gy, Gy and G, were collected by CIDASC, applying the
Brazilian Ministry of Agriculture sampling official method (MAPA, 2007

(b} Myeota from malze gralns: the mycological tests were casried out from portions (25 g) of cach maize
sample (G, G2 and G3)* aseptically weighed as follows. (b0} rotal fungl comnd - portions were transferred to
polyethylene bags and added peptone water ((.1%) followed b;}' homogenization (2 min at stomacher); then, a
volume (100 pl) of cach diloted sample (107107 and 107} was inoculated on PDA surface containing
chloramphenicol {100 mg/L) in a flow laminar cabinet (n=3) and incubated at 252 1°C for 7 davs (Silva et al.,
2013; APHA, 20015). Their tetal count was read using the colony count and recorded as colonics forming units
{CFU/g) Only the same dilution plates that had 15 o 150 colonics were counted. (B2} [eelation amd
identiflcadon - (h.2.1) isolatien - by successive replications in 4 different cultuee medium (MEA, PDA, G25N
amd CAM) (n=3) followed by their (R22) IdendfTeatfon — it was performed by the miceocultive technique
(Weber & Pit, 2000), briefly, a portion of each colony (presenting differemt morphology) was picked and
inoculated onto Czapek agar medium {n=2) and incubated at 22-25°C for 5 days, followed by light microscopy
identification {morphological characteristica, including the reproductive structures). From the macro and
microscopic characteristics observation, the identification of the fungal genera was carried out according to the
identification keys of Frisvad & Samson (2004). *Neve: AQ fungl contemingtion checking - the A0 was also
submitted to myceological test (total fungi lead) by applying it on PDA for tofal fungi count (Section a.f) in
order to certify its innecuity for further application in the decontamination study.

() Malze fungl genera lsolated exposure to A fof) preparation of culture medinm with A0 - Petry dishes
were added of PDA (20 ml) which were previeusly auteclaved and cooled {ar 45-30°C), followed by AO
asddition at increasing volumes (AQ-PDA: 2-20, 4-20, £-20 and 2-20 ml}, corresponding to 10, 20, 30 and 40%,
reapectively, then homogenized and solidified; fe.2) malze fungl colonies Ineculation — the isolated colonies
identificated per genera at Sectfons 0200 &D 2 2, were transferred to AQ-PDA, by taken a eylinder (disc colomy
+agar) of each one (7 mm diameter), placed in the agar center (n=3) and incubated at 22-25°C for 7 days {Sousa
et al, 20120, (e 3) evalwarion of the A antifiengal effect - during the incubation period, different parameters
were investigated regarding cach colony behavior against the AQ-PDA mediom (10 to €0%). fed )
development of the original colony — measurement of the dise diameter {inocolum — 7 mm) of the AQ treated
amd Control were carried out each they day by pachyveseter and registered (n=3). fe.3.2) aerial spores formation
— the number [ intensity of new colonies {through aerial apores) formed away from the disc inoculation point
were also registered and their intensity reported by a code {crosa: =) and fe 3 colonies developaent varlation
versus A exposore — it was carried out by comparing their development versus the AQ percentages and
incubation times (from Day Zero to the 3" to 7 wo Controls.

111. Result And Discussion
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From the results obtained wsing different AD concentrations as a fungal inactivation agent, variations wens
observed. They were both, on the colonies growth rate and fungt geneea suscepiibility. Figures 1-2 and Tables 1-
3 show the characteristics of the isolated colonies from maize, antifungal AOQ effect as well the total load.

FUMGE LOAD AND ISOLATED GENERA FROM MAIZE GRAINSG
{a) Fungl load

Ag expected, the total fungi spores load obtained from maize samples (G, G2 and G3) was rather high
and varied, ranging from 0.2 to 0.4x10° CFU/g. It was possible to be enumerated only at dilution o, Samples
Gl and G2, mainly showed uncountable numbers of fungal colonies in the dilotions 107" and 107 (Tablel ).

The presence of fungi in maize, especially whether they are from foxigenic strain, apart from
deterioration ane indication of the risk of mycotoxin contamination (Valmorbida et al., 2008} As other cercals,
maize 15 often exposed to fungi contamination, with its proliferation starting from field {during plant
dewelopment) and extending throughout its production chain (storage [ transport ¢ industry / consumer). The
contamination can oecur due to mycelial fragments and spores presence in the soil, plant and seeds remains or
can be transported by wind, rain or insects (Scusael et al, 20018). During storage, the grains should be kept in
sdequate conditions to prevent damage and development of new fungal infections (Pezzini et al, 2005; Komar
& Kalita, 2017). The main, the colonies ie., ones that grew in highest numbers and had consistent presence in
the samples, were isolated - o be discussed in (b). Regarding the possible fungi contamination in the OA (1o be
utilized i the experiments), there was no significant development on the plates during the incubation period,
thus able to be applied in the current study.

Table 1. Evaluation of fungi spores loead from maize (Zea mays L) graing and andiroba oil (Carapa guicrensis
Aubl) to be utilized for the decontamination atudy
Tadal lnad* S ph §dilutios

Makze {eede) i 10 10
Gl €L L hd = 10
(12} L LRSI 3w 1
3 4300 1.0 5 10" 035 10
AL 0.5 x 10 MG jare]
' countless " andiroba ol “no growtls, * average (n=3)

(b} Main fungl genera lsolated from malze versis colture medium

The isolation and identification of the fungi colonics (obtained after the total lead) inoculated in
different culture mediom (PDA, MEA, G25N and CAM), showed that all grain samples were contaminated,
mainly by 4 genera, being 3 of them, of possible toxigenics (Fusarium, Aspergillus and Pericillum), and one
{(Mucor) atoxigenic (Figure 1) Through those medium application, it was possible to observe their growth
characteristics as well as to corroborate their contamination presence in the maize samples. Several anthors have
reported that the genera Fusarium (field fungus) and dspergilfies & Penteillism (storage fungi) have been the
most often isolated in maize and its products (Margues et al., 2009, Di Domenico et al_, 2015), Fusarium - the
muost important fungus genera in maize coming from the field, is alao of concern when its species are toxigenic
{mycotoxing: fumonizing, deoxynivalenol, nivalenol, zearalenone). Their toxing can persist contaminating
throughout the food chain as they are high temperature resistant (Gabriel et al., 2008 Scussel et al., 2018). The
contamination of maize grains by Fusarium species can be explained by the fact that this fungus infects
extensively certain portions of the grain, mainly the germen, apart from the external and internal grain tissues
{Lazzari, 19971 On the other hand, Aspergillics — it8 species are considered storage initiators of seeds and graing
deterioration, being able to grow with low moisture content {mc), followed by the Pemicilliim that needs
somewhat higher me (due to the metabalic activity of the first invaders). Both fungi genera are potentially
toxigenic (foxins: aflatoxing, ochratoxin A, citrinine, penicillic / cyclopiazonic acids) and their presence in the
maize samples is considered of concem too, given those toxing production possibility (Scussel et al, 20018)
Begarding Mueor — it is uzually present in the soil, grains, fruits and vegetables and are common contaminants
of places where products are processed. That explains the presence of this genera in the samples (Scusael et al.,
20:18; Santos, 2018).

As far as the different culture media otilized versns fungi behavior are concerned (Table2), it was
observed that only the Fusarium and dspergilive genera developed in all media, Pealcillion and Mucor were
not able to develop in the G25W and CAM (containing glycerol nitrate and coconut in their composition,
reapectively). Studies carried out by Mezzomo et al. {2018) also reported myveelial growth of Fusarfon isolated
in MEA medium. Melson et al. (1983) registered the efficiency of G25N and PDA mediom for that genus. It was
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observed that the Fusarium developed on CAM culture mediom {most commonly uwsed and specific for
aflatoxin-producing - storage fungi), inferring that this mediuvm may alse provide conditions for the
development of that - feld genera. Samson et al. (20014) and Pitt & Hocking (2000) reported Aspergilius grown
in the four-medium utilized in the current work too. Pitt and Hocking {2000} observed that for the Pericillium,
MEA and G25N provided adequate nutrients for their growth, comroborating our study.

Table 1. Behavior of ficld and storage fungal genera isolated from maize (£ea mays L) samples in different
culiure medium
Culture medism maize fungi development®

Fungl genera DA Gasy’ MEA' CAM
FiELD

Frerarium G" - G G
Aspergiliny LF] = G LE

Peniciilium G L] G NG
Mupar G L1 G G

* patato dextrose agar © czapek-dox 25% glycerol nitrate “malt exiract agar " coconut agar © growth | no growth *
n=3

S - (L icl 3
Figure 1. Major fungal genotypes isolated from maize (Lea mays L.) graing naturally contarninated and their
characteristics: (a) Fusariue, (B Aspergillus, (o) Penicilltiom and (d) Mucor.

ANTIFUNGAL EFFECT OF ANDIROBA OIL AGAINST ISOLATED GENERA FROM MAIZE

For the study of the AD antifungal effect against the main genera isolated from maize grains, there
ware sclected only the toxigenic straing {(Fuserism, dspergilfus and Peniciilium) i, the potential mycotoxing
producers. Their (a) diameters variation under AOQ presence measured during the colonies growth {(from the
application center point) period and the (b) new colonies formation {from the acrial spores) data (up to Days 3
and 7 of incubation) are shown in Table 3 and Figure 2.

From the data obtained it was pessible to observe the AQ antifungal effect on colonies diameters
{inoculation point) and emergent colonies growth reduction in all the AQ tested when compared 1o Control, its
variation percentages wise as follows.

(a) AD control on fungl growth (diameter)

Regarding the AQ inhibition on fungi colonies diameter (from 7 mm disc - the inoculation point),
Fusarium and Penfcillium showed reduction in all the tested concentrations {10, 20, 30 and 40%) when
compared to Control {18 and 26.2 mm respectively). Therefore, registered the AO highest efficiency at 40%
with 838 and 89.3% reduction (Table 3).

Fugsarium (Contrel: 18 mm at Day 3) and Penicillium sp. (Control: 26.2 mm at Day 3) — their treated
colonies diameter increased from eriginal 7 to only 9% and 9.8 mm up to Day 3, keeping those dimensions still,
until Dy 7.

Aspergillus (Control: 3 mm at Day T) — on the other hand, for Aspergilius no such an alteration was
observed on its diameters in all PDA+AQ medium {10-40%), throughout the whole experiment. 1t behaved
similarly under AQ exposure, growing only 3 mm by Day 3, reaching 10 mm diameter, then remained stable
until Day 7 compared to Control. It is worth noting that the genus Aspergilius was the one that presented the
highest new colonies growth since the 3% days of incubation to be discussed in the next Section (Figure 2).
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Table 3. Andiroba wil [Corgpa grieneesis Aubl) antifungal effect on field and slorage colondes development rate at
dilferent concentrations amd incubation times*

Fungus S Calony development rate®*versis AL coneentration (%)
p— Cantrol 1] Pl k2 dn
Dizameter Diameler Dimmeler L] I
Lrighn Genms [Py} —— AE imm) A% imm) AS {mm) A% {mm) AS
FieLn

Frisarium iy 0 B T MG T M 20 Mz T M

1 8.2 ] 1L MG an M 9.0 M B9 M

2 121 NG 102 MO na - NG [ MG kD MO

3 25.0 MG 16.5 MO 198 NG 22,8 MG LAY NG

7 cL! M cL Ju.l¥] CL MG CL MG a9 MG

Tutal grewth 8.0 MA &5 B 1ZE MaA 1589 MA e M

AL reductian (%) A M 41.2 BMA IRE MA 116 M HIE LE

STORAGE

Aspergilie '] 7.0 L T WO 40 NG 7.0 MG I uls}

1 7.8 + 5 jul¥] 9.5 NG %1 M k9 MG

2 9.2 +++ @5 ++ 95 + 9.2 MG al NG

3 1.2 + (LA =t 0.1 ++ 1.0 + 1n.a NG

T CL e CL e CL e CL R 0.0 MG

Tetal growih 32 CL 1l a0 k| 50 30 0.0 30 MG
AL reduction (%) M MEF il (1IN} EN | 250 .2 0.0 .2 LIy

Penjcillium Q 7.0 MG TR MO 40 NG 7.0 MG 7 NG

1 1.2 + 23 MG B4 NG 8.2 MG ES NG

2 i3 -+ 3 MG 9% M 8.2 Mz B3 M

3 a2 =+ ([N MO 0.1 N [ MG aE MO

T ClL. +H L +H+t L + CL +t+ aR +
Total growth .2 CL il LT EN 150 30 0.0 IR 250
AL reduction (%) A NE H4.1 111} BRI 250 LE] 0.0 HUS T50

* aerial spores {emerging / new colonies formation) k Day zero (colany disc: inoculation and incubation) © ne growth 4
countless ° not applicable ! I'nnnﬁ:{ilm of new colonies (number of +: corresponds to the intensity of colonies farmedh " no AD
effect * manly &t Day 3 and 7 average

(b)) A effect on aerlal spores (emerging colonlbes)

Only Aspergiliins and Pericillivm genera presented new colonies development (through AS) since Day
3 [Aspergillug) from L0 to 30% AOQ exposurs (in decreasing other — Table 3) reaching total inhibition at Day 7.
Omn the other hand, Pericillivm AS started to spread and their colonies formeed at Day 7. AO showed total
efficiency {100% AS reduction / control) at 40% (no growth) for dgpergillies (Figure 2@ a.1-a.4). No Fusarfiomn
genera presented similar behavior (AS).

The growth behavior of new colonies among Aspergillies © Pendedliven genera and Fuserium, can be
cxplained by their differences morphological characteristics, While FIELD FUNGI - Fuseriion has its mycelium
with cottony appearance and guite developed, its conidiophores are thin, simple and short, irregularly branched.
STORAGE FUNG - (&) Aspergillvs has septate, branched mycelium, its conidiophores are simple erect and
unicellular with apherical conidia. (b} Penicillium also has septate mycelium similar to dspergillus, with aerial
conidiophores, septates and may be branched or not, (with wnicellular conidia) (Scassel et al, Z018). As the
characteristic of the Adspergillus and Pedlcilliwsn coloniea are velvety and filamentous, they can spread more
cagily {forming new colonies away from the inoculation point), corroborating the achieved in the current result.
Om the contrary, Fusartion ia cottony filamentous, itg conidia doesn't spread across a broad area so easily.
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b} Day T (b1} (b2} {b.3)

Flgure 1. Andiroba oil - AD (Carapa guionensis Aubl) antifungal effect on Fusarfum, Aspergilius and
Pentcillium colonics development* and acrial spores - AS (new colonies formation) at: {a) Day 3 — diameter and
AS (Control versies 10, 20, 30 and 40% A0) and (b) Day 7 - inhibition efficiency {Control versus 10, 20, 30 and
A0%% AQ [*PDA, 25°C, original dise diameter: T mm | inoculum poind])

I¥. Conclusion

From the tested maize grains naturally fungi contaminated, Aspergillus, Peniciilium, Fusarium and
Miecor, where the most frequent genera isolated. Regarding the different culture medium and the isolated fungi
belsavior, all of them grew on PDA, MEA, GI3N and CAM except Peniciilium and Miecor. It was obgerved a
positive  AQ  antifungal  effect  against  the  fungi  isolated  from  maize  as follows
Penicillium>Fusartum=Aspergiilus with 893, 838 and 6.2% growth reduction, mainly at 40% AO. Further
studies will be carried out on ACQ mechanism of action on fungi, as well as sengorial evaluation, in order to
check whether it interferes on food taste.
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Abstrace:

Cold plasma (CF) techknology 5 one of the most promising fechnlgue. This stedy fvestigared the efficlency of
CF treatment to inachiivale fungus - confaminated malze grains and thedr effect on germination. The grains were
exprosed fo OF ar iwo different potencies for 10, 20 and 30 min. Aniifungal effect was ofserved only for the
graine freated with CF submined 1o the higher potency arnd Tonger period of exposicre, In relation 1o the
germingtion of maize graing, the PC was nol gffictent. CF has been showd to be a safe decontamination
procedure that can fe applied sustainebly fo maize during storage (whose germinaiion (5 not mecesary).
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L. Introduction

Plasma is a partially ionized neutral gas, also known as the 4" state of matter that is highly encrgized
containing ions, clectrons and newtral reactive species (radicals, excited atoms and molecules). It also includes
ultraviolet (LW} radiation with enough energy to break covalent bonds andfor initiate several reactions (Moisan
et al., 2002; Micmira ot al_, 2002; Miemira, 2002; Sen at al., 2001 2; Bourke at al | 201 8).

As far as CF food applications are concerned, due to its non-thermal characteristics, it las been utilized
{as a heat treatment substitate) for vegetables | fruits ¢ grains) and animal origin profeing, such as grain cooking
time reduction, different types starch modifications , as well as to keep shelf life longer.It is also applied for
enzyme and microorganisms inactivation (Miemira, 2012; Schnabel at al., 2014; Hertwig ct al., 2014). There are
three main mechanisms by which CP inactivates microorganisms i.e., through (a) chemical interaction of
radicals, reactive species or cell membrane loaded species; (b} damage fo membranes and intemal cellular
components by UV radiation and {cj UV DMA sirand breaks generated during a recombination of plasma
specics. The mode of action may be more significant in one product than another and the greater sanitizing
effectivensss results from CP owith multiple antimicrobial mechanisms (Moisan et al, 2002; Bolshkow et al,
2004, Gallagher ct al., 2007).

Cereals comprise of a quite diversity of crops and supplics, where more than 50% is aimed for human
consumption |Poutancn et al., 2004} CP technology, one of the most promising non-thermal techniques atilized
in the cercal industries (Mir et al.,, 2006). Maize (feq mavs L) is one of the world's major cercals, with a
production of 1,1 billion tons annually. The United States, China and Brazil are the largest producers,
accounting for T0% of world production {Conab, 201%). Maize grains have their quality changed when they are
infected by fungi, which are potential mycotexins producers. That contamination causes damages to human and
animal health due to its toxic activity (Kumar et al., 2008; Seossel ot al., 2008}, The field and storage fungi that
contaminate maize are mainly species from genus Fusardum, Aspergiifus and Penieillivm (Scussel etal., 2008).

In other to control / prevent fungal spoilage / contamination, new technologies that, do not gencrate
toxic compounds / modify the nuiritional propertics or palatability of the grain and its products, have been
developed (Eman, 20007, Several green methods have been studied, including gases {orone, carbon dioxide,
nifrogen), plant extracts (jucd - Coeselpimgferreal., guarang — Poullimigcupanae K., andiroba | Corapa
sdfanensis Aubl) and CP (Scasael et al., 2000; Marting, 2014; Savi et al., 2004; Silva et al., 2001 8b; Runtzel et
al., 201 8a kL

Th:;:rcfmn, this study investigated the efficiency of CP technology application o imactivate fungi
naturally contaminated maize prains at different conditions and its effect on germination.
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II. Material And Methods
2.1 Material

jia) Sample:Maize grains jtotal: | Kg), naturally contaminated (total load-0.4x 10" CFUYg), kindly
provided by the [ntegrated Company of Agricultural Development of Santa Cataring — CIDASC, Brazil.

(&) Culiuremedivmandother material: Potato dextrose agar (PDA), Kasvi (Santa Catarina, Brazil),
chloramphenicol, Vetee (Rio de Janeiro, Brazil), Petri dishea/plates (60mm diameter), Kasvi (Santa Catarina,
Brazily; Drigalski loop, Prolab (380 Paulo, Brazil).

(e} Equipment:Stomacher, Marconi (Piracicaba, 5P); colonycounter, Fhoenix (Sio Paulo, Brazil);
auteclave, Phoenix (Araraquara, 3P, Brazill; bacteriologicaloven, Fanem (S0 Paule, SP, Brazil), dryingoven,
Quimis (Diadema, SF, Brazil); analvticalscale (0.01-210 g), Ohaos (Pamippany, NJ, USA}, laminar
flowchamber, Veco (Campinas, 3P, Brazil). CP system — a reactor (glass chamber — size: 11.5x1005 em, with
silicone cap and oxygen gas input) with dieleciric barrier plasma jet. One high voltage (+ 17 KV} alternating
current source 30 mA was employed to gencrate 240 and 360 W plasma. A high voltage source was connected
to a VARIAC ATV-215-MP transformer (220-240W; 80 Hz; 6.3 A; 1-1.5 KV A) which is used to control the
voltage supplicd. The gencration of CF occurs in the reactor, by electric current — alternating - induces the
breakdown of gas molecules. The process generates clectrons accelerated by an clectric field, forming the CP.

2.1 Methods

() Mycota from maize gralns (toval fumgd conmil: The mycological tests were carried out from portion
(25 g) of maize sample aseptically weighed as follows: The porion were transferred to polyethylens bag and
added peptons wah:r (0.1%) followed by homogenization (2 min at stomacher), then, a volume (100 pl) of cach
diluted sample (1075 107 and 107 was inoculated {n-}] on PDA surface containing chloramphenicol {100
mg/L} in a flow laminar cabinet and incubated at 25+1°C for 7 days {Silva et al., 2003; APHA, 2015}, Their
total count was read using the colony count and recorded as colonies forming units {CFU/g). Only the same
dilution plates that had 15 to 150 colonies were counted.

(&) Preparation of malze Groups: Grains were arranged on provieusly prepared peiri dishes with FDA
— one grain dish (Figure 1), They were divided into two main groups: Control group (GC - without CP treated)
and treated group (GT ) and GT;- CP treated at 240 and 360 W power, respectively) for 10, 20 and 30 min of CP
exposure. The analyses were performed in triplicates for GC and GTa. (o) Treamment with CF: The GT plates
waere placed into the reactor (glass chamber), followed by sealing (silicone covery and electrode positioning,
then applied the power parameters of 240 and 360 W, at intensity of 8 KV and different exposure times (10, 20
and 30 min}. Afier CP application on the grains, both groups (GTs and GCs) were evaluated for (1) fuagal
growith inhibitfon: Plates were incubated at 25°C for 5 days and the possible antifungal CPF effects were
monitored through fungi growth evaloation (mycelia formation [ redoction) wersus time of exposure for
inactivation efficiency (compared w GC) and (2) posi-freatment grains characterisiics: The germination
capacity was evaluated by monitoring their embryo tissues changes through the development of the coleoptile
and primary root (radicle) and compared to the control behavior,

Figure 1. Cold plasma { CP) experment: {a) maine g'ral.nl:Z.m Hays L| m'nngtd on PIA Peiri desh center for further CP treatmeent and |k}
CP egaipmens with maize grain mside reacior.

1. Result
The data obtained from maize (naturally contaminated) treated with CP at different power paramefers
{240 and 360 W) and cxposure times (10, 20 and 30 min), showed its efficiency, with variations, depending the
conditions applied. Table | shows the CP (a) antifungal and (b) germination effect on grains, respectively.

3.1 CP antifungal effect

Regarding the antifungal effect, after treating graing with CP, it was observed on the 5% day of
incubation that only the GT; group (power: 360 W, exposure: 30 min) had tofal fungal growth inhibition
{33.33% inactivation)} (Table 1) The other treatment conditions, regardless the exposure times (10, 20 and 30
min}, allowed fungi growth | 100%%).
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Some studizs have reported the CP treatment effectivencss against fungi in grains and pulses. Lec ot al
{2016) and Devi ct al. (2017) observed that a reduction in the microbiota (bacterium and fungi} in rice {Ovvza
sativa L) and peamuts (drachis hypogaesall), as well as Pizd (2018k), on infected sovbean {Glyeire max L.}
seeds. In  addition, Balesirasse (2016)achieved 100% germination and viger recovery. In wheat
{THitleumaesiivem L), it was reported that Fusarum sivalewas more sensitive to CP freatment, reaching a tofal
growth inhibition { 100%) in only 2 min.

However, for Aspergillios Tavas, Zahoranovd et al. (20015) reported that total inhibition only was
achieved by applying twice the time for Fusarium ie., 4 min. The efficacy of CP against filamentous fungi on
wheat seeds surface decreased in the following order: F orivalex Fo oculmorum>=d, fovas =4, clavasus,
Agcording to Pizd (2008a), active plasma agents (such as ions, free radicalsand UV radiation, among others)
react with biomolecules and destroy them, making the pathogenic microorganizms and toxins harmless, by
weakening their cell membrane, resulting in their inactivation.

The data obtained in the curremt study, coroborated partially with those awthors findings. It is
important to emphasize that the study materials atilized (apparatus [ samples type) were not the same, as the CP
equipment (each equipment has a different operation and may vary the results from one equipment to another)
making it somewhat difficalt to compare. In addition, its fungi load may be higher and / or the fungi genera
present meore resistant to the CP technigque in parameters (the voltages and times) applied. Regarding, fungi load,
it also plays & role in the effectiveneas of treatment {especially whether the infection attacks the surface or
interior of the maize grain (germ tisgue - blue cyes).

Table 1. Evaluation of cold plagma {CP) effect® on naturally contaminated maize grains | Zea mays L) for
antifungal and germination by applving different power intensities and exposure times [*at Day 7" incubation]
wn ina CP) 10 0 £

3.2 Malze grains CP effect on ger mination
Germination is a grain particularity that las been reported being related to the CP technology and seed
quality. Despite that, there are some controversies related to it (Stolain et al., 2006, Randeniva& De Groot,

Effect af Cold Plasma treatment on fungi inactivation and germination of maize grains (Zea mays L.}

2015; Bormashenko et al., 2015; Matias et al. 2017). In the current study, germination by CP application did not
show to be that effective. Only, the GT at the lower power applied (240 W) and time (at 30 min) kept the
permination capacity(33.3%).

Some studies have shown that plasma is able to faver not only seed germnination, but also the
development of plants (Randeniva& De Groot, 2015, Bormashenko ot al, 2015} According o Silva et al
{2018a), the treatrment of Hyhantkis calcenlaria seeds with CP for | min favored its germination. Jiafeng et al.
{2014} observed that treatrments at 80 W power significantly improved the potential and germination rate in
wheat when compared to Control. However, Matias et al. (2017 obtained unsatisfactory results for the
permination of melon seeds.

In seeds, germination is of extreme importance, as it is the initiation process of the plant growtl. In the
case of the current study, the grains are aimed (for consumption to (2) produce flour for food processing or ()
sell as whole grain in the retail market. Therefore, its non-germination is an advantage (especially during their
storage) for the industry, considering that the consumer has no interest in buying germinated grains.

It is worth noting that cach rescarcher uses a different CP equipment. That factor ends up influencing
the final result, since, variations can occur from one equipment to another. Also referring to the gas used, power,
clectrodes types, reactor geometry, encrgy applicd, among other possible oscillations (Silva et al., 2008k} In the
casge of maize, the non-germination may have been induced by the long exposure time andlor high power,
damaging the structure responsible for germination, or by factors related to equipment differences. Despite that,
if the aim of the CP treatment is to prevent / control fungi growth in stored graing (for flowr production mills),
lack of germination will not be a problem, bat a solution. In addition, maize grain may be more sensitive to
ireatment than other grains interfering in its germination capacity.

V. Conelusion
The CF treatment showed a potential to reduce fungal load on maize grains being the best condition:
360 W power for 30 min exposure. Regarding germinating, it affected grain behavior, as it inhibited its
performance. More studies on the CP effects on maize need to be carried out utilizing other conditions,
including sensorial evaluated.
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STEREO AND SCANNING ELECTRON MICROSCOPY OF THE AMAZION
ANDIROBA (Carapa guianensis Aubl.)

Knowledge on morpho-histological characteristics of andiroba seed is important to
understand its deterioration susceptibilities for further applications on prevention and control
procedures to improve andiroba, either, raw material and oil quality and safety. The morpho-
histological characteristics of whole andiroba seed (Carapa guianensis Aubl.) were obtained
by stereo and scanning electron microscopies. The shell (tegument), a thick lignin-rich,
protective wall structure, varies on tissue layers (type and number), with cells (polygonal and
long shaped) presenting pores (plasmodesmata). The different three faces of andiroba seeds'
top junction form tips, in one of these junctions there is the formation is the site located in a
relatively tight small cavity, the micropyle, rich in vascular bundles of helically and tracheid-
shaped vessels. An interchange channel (from pod - through the micropyle - to the inner seed)
is formed between the shell and a tinny brown skin towards cotyledons. On its surface,
residues of dry placental tissues can be detected adhered all over the shell faces. The andiroba
seed cotyledons (cross and longitudinal sections), present different cell layers (containing
lipids droplets) randomly distributed. It was identified that some seed features such as
corner/tip surfaces, that are highly wavy/uneven, present lumps which produce recesses/deep
valleys that may allow fungi conidia deposition and/or moisture absorption, which leads to
fungi spoilage.

Key words: crabwood, roba-mahogany, cedro-bateo; morphology; SEM
INTRODUCTION

The Amazon forest is abundant and diverse, representing the largest vegetation cover in the
world (Cardoso etal. 2017), with plants rich in bioactive compounds, the rational exploitation
of which contributesto the sustainabledevelopment ofthe region (Cabral ezal. 2013). Among
many other plant species, the andiroba stands out for its versatility and varied purposes (Dias
et al. 2023). The andiroba (Carapa guianensis Aubl.) has high economic value due to its
multiple uses, from the use of its wood, which has high value for solid products, including
furniture manufacturing, construction, wooden sheets and plywood (Firmino et al. 2019).
The oil extracted from its seeds is known for its herbal benefits. It is of great importance for
the local economy and is considered an important non-timber forest product for the state.
Produced mainly by amazoniantraditional communities, andirobaoil represents a sustainable
way for economic development. It is also highly sought after for medicinal and cosmetic use,
and also for biodiesel production (Mendonga and Ferraz 2007; Kenfack 2011; Correa et al.
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2020). Due to the greatinterest of the market, the oil production chain is increasingly required
to present the quantity and quality required by consumers (Correa et al. 2020).

It produces roundish fruits (pods) with brown seeds (Tsukamoto ef al. 2019). These seeds
have angled (polygonal to irregular) shape (with several faces) due to mutual compression,
and can vary in size, even though they are from the same fruit (Silva and Scussel 2020). It
can contain 4-6 valves, measuringaround4.7,3.9 and 3.1 cm for length, width and thickness,
respectively, with seeds weighing around 21 g (Lorenzi et al. 2002).

The andiroba oil is extracted and solidifies at temperatures below 25°C (Tsukamoto et al.
2019). Ithas several properties andapplications (Silva and Scussel 2020), from health healing
to living organisms inactivation and controls such as insects (Klauk et al. 2015), mites,
parasites (Moraes et al. 2010), protozoa (Pereira et al. 2014), fungi (Sousa et al. 2018; Silva
etal 2019), among others.

Reports on seed (raw material) spoilage and oil quality reduction, which lead to economic
losses to the andiroba oil industry, have been published (Crawley and Gillman 1989; Pinto
2007). Regarding morpho-histological information by applying microscopies, some studies
have been carried out. However, only on the leaves and leaf anatomy of seedlings, through
light, scanning electron and force microscopies (Aragao et al. 2014; Matos et al. 2021).
Despite that, there is a lack of studies on the morpho-histology characteristics of whole seed
and its parts, including finding out and understanding its susceptibility to biological spoilage.
Considering the lack of information on whole andiroba seed characteristics (tissues, layers,
cells and special characteristics details), the present study investigated the morpho-
histological characteristics structures (shell / cotyledons - outer / inner surfaces) and tissues,
by stereo microscopy (SM ) and scanning electron microscopy (SEM). By knowing the
morpho-histological characteristics of andiroba seed, it is possible to understand its
susceptibilities to prevent and control both raw material deterioration and oil extraction
quality. In the best of our knowledge, this is the first work reporting morpho-histology of
Carapa guinensis Aubl. seeds.

MATERIAL AND METHODS

Material

Andiroba seeds (350 g) were donated by an artisanal producer in Ramal do Branco
(2°46°46.5S 59°22°01.9” W), Rio Preto da Eva - Amazonas State, Northern Region of
Brazil.

Methods

The andiroba seeds (whole), previously prepared (dehydrated and defatted), were sectioned
- whole and its detached parts (tegument-shell and cotyledon-oil extracting part) for stereo
microscopy (SM) and Scanningelectron microscopy (SEM) analysis (main structures, tissues
and cells identification — as reported by Scussel et al (2014a). Andiroba seed parts:
morphology - SM (OPTZTS, Opticam - Tokyo, Kt., Japan): seed was sectioned into halves



at plans 1 and 2 (longitudinal and cross sections, respectively - Figure 1 [A-B]) usinga fine
saw and also had the shell (includingtinny brown skin) and cotyledon detached and sectioned
by using stainless steel scalpel for further SM individual surface/cross observation. Morpho-
histology - SEM (JEOL JSM-6390LYV - Peabody, Mass., USA): shell was cut into small cubes
(about 3.0x3.0x2.0 mm in width / length / thickness, respectively), including special features
—such as seed Tip 4 at the locule in testae. The cotyledons were sliced (3.0 to 4.0 mm) at
different points (including the area close to the junction of the two cotyledons - the embryo).
Stub mounting and gold coating (EM-Scd500, Leica - Leider, III., USA): the andiroba cubes
were fixed on stubs containing double-sided carbon tape and coated with a layer (40 nm) of
gold (Au) under vacuum on a planetary basis. That was carried out at the Electronic
Microscopy Laboratory Center at UFSC, for SEM analysis (Kreibich et al. 2017a).

SM and SEM observation: SM — each andiroba seed shell and cotyledon surfaces (outer/
inner surfaces) and halves (longitudinal and cross sections) were observed through a stereo
microscope to determine each structure and its morphology under different amplifications
[7.1to 115 X]. The morpho-histology details observed by SM were further elucidated next
by SEM (Scusselet al. 2014a); SEM —each area of interest of the andiroba sample previously
Au coated, was scanned and its characteristics observed at different magnifications [up to
3,000 X] (Scussel et al. 2014a, Kreibish ez al. 2017a).

Figure 1 — Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) seeds for SM and SEM microscopies observation: diagrams
forthe sectioning partsprocedure (longitudinal and transverse/cross sections - Plans 1 and 2, respectively); (A)
curved Face A view - seed faceto podcontactand (B) straight Faces B, C, D view - seed faces contactto each
other, in the pod, and Andiroba seed samples presenting details on its main Faces and Tips distribution: at (C)
front and (D) back views, by stereo microscopy faces [x0.67].

Plan | Plan 1

™, Plan2

(8) Fuce A - Curved (B) Faces B, € & D - Straight
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RESULTS

From the halves of whole andiroba seed sectioned, the slices/cubes of each seed part (shell
and cotyledons), and surfaces (inner and outer), their tissue layers and main characteristics
were identified by SM and SEM. As expected, each andirobaseed part had different tissue
layers composed of different cell shapes and sizes, including vascular bundles. Figure 1 show
seed Faces/Tips/micropyle and Figures 2 to 7 show the whole and sectioned seed
characteristics (through the tissue layers distribution and their cells differentiations) by SM
and SEM, respectively.

Andiroba seed whole and parts morphology characteristics — SM

Due to the irregular shape of the andiroba seeds, they present multiple faces varying in sizes
(forming at each 2 of them, a linkage — the corners) and tips (links among each 3 facestop).
Therefore, Faces and Tips positions were established to allow a better discussion of the SM
and SEM histological characteristics findings. Figure 1 illustrates the faces (Faces: A to D)
and tips (Tips: 1 to 4) position/location on the seed (its most regular seed format). Face A is
the main face presentinga curved shape. Itis the face that gets direct contactto the pod. Faces
B and C have straight/plan shapes (seeds contact each other). The micropyle is a quite tight
opening feature located at the top of Faces B, C and D junction — at Tip 4 (Figure 1 [B and
C]). Through SM micrographs of the andiroba seed characteristics, color/ layers / vascular
bundles positioning / tissue sequence were identified. They are shown in Figure 2 (surfaces
— inner/outer - cross and longitudinal sections).

Figure 2 - Stereo microscopy photographs of andiroba (Carapa guianensis Aubl.) seed characteristics:
(A-I) shell (A-F) surface - (outer) central face region (polygonal/hexagonalshaped cells — A: arrow);
shell tips and tissues positioning as tissues at linkage (B-D: arrows), recesses and bumps, lobe like (E
and F: arrows) and inner surface (G and H) with vascularbundles across the entire surface (G: arrow a -
brown skin and arrow b - vascular bundles) and placentalsurface (outer) adhered to the shell (I). (J-O)
whole seed (J-L) seed tissues layers - cross section (J-L): (J) externalshell (arrow a)and layers of spongy
like (arrow b), (K) cotyledon, (L) seed germination, longitudinal section (M-O): externalsuface of shell
(M-N: arrow a), shell layers (M-N: arrow b), brown skin (M-N: arrow ¢) and (O) cotyledon link (arrow
a)and micropyle channel (arrow b) - [7.1 to 115 X].



(a) Shell (tegument): the andiroba seed does not present a homogeneous shape (due to the
pressure inside the pod/valves) - the highly lignified protective seed shell structure comprises
mainly of 4 faces (A, B, C and D) linked to each other [which give the seed an angled shape];
thus formingthe faces corners [each two shell faces ticker linkage]; the 4 seed tips [to where
3 shell faces top connects to each other]; and the locule [the seed navel - which links the seed
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to the pod / valves center and is located at the faces B,C and D top linkage] also called
micropyle (Figure 1 [C and D]). All faces have histological differences with tissue layer
numbers, colors, and types depending on which part of the seed shell structure they are
located in (face / faces corner / faces tip / micropyle) (Figure 2). Regarding morphology
characteristics: (a.1) Surface: shell (outer/inner) presents from a rough to smooth waxy
surface throughout most of the seed (Figure 2 [A-F]). That depends on the faces’ type, i.e.,
the Face A, has a rough, velvet tough like (with some placental residues layer often attached)
surface (Figure 2 [I]). On the other hand, Faces B, C and D are rather smooth; however,
presenting at their edges a more consistent corrugated (lobes like/recesses shaped), rather
uneven imprint differentiation (the 2 faces linkage region, both, corners and tips) (Figure 2
[B-F]). That occurs, especially forming the Tip 4 (Face D with Faces B, C), which indicates
the site of seed connection to pod center - the micropyle (Figure 2 [C and D]). (a.2) Cross
and longitudinal sections: as far as tissue shell layer numbers, thicknesses and colors from
the cross section seed halves are concerned (Figures 2 [J-O]), they vary in layers numbers -
according to the shell feature and location i,e., at corner/tips or along face plan area (Figure
2 [M and N]). Regarding the layer thicknesses throughoutthe shell, as expected, the faces (B,
C and D) are thinner than Face A and the Tips 1-3 are thinner than Tip 4 (to were the
micropyle is located) (Figure 2 [O]). Most shell layers are brown in color, only one layer
differs from that color (white to light creamy) (Figure 2 [J, K and O]).

On the other hand, from the whole seed half (longitudinal section), apart from similar seed
(layers distribution, thicknesses and color) seen at cross section, it was also possible to
visualize details of the channel beneath the faces’ corner (B, C and D linkage) starting from
Tip 4 those straight seed faces, the locule site (Figure 2 [O]). However, it occurs in the other
corners with a much more compact channel (Figure 2 [J, K and O]. In the germination
process, we can observe the white, cylindrical, smooth and glabrous radicle and the primary
roots (Figure 2 [L]).

(b) Cotyledons: as expected it was not possible to clearly detect by SM the number and
details of seed tissue layers despite the sections (cross or longitudinal) and the amplification
applied nor the two cotyledons or embryo region as they are too close to each other.
Regardingcolor, the seed cotyledonstissue presents an all-white to light creamy color (Figure
2 [J, K and O]).

Andiroba seed tissue layers distribution and histology characteristics - SEM

More detailed histological characteristics of the andiroba seed parts, tissue location and
sequence previously registered by SM, were identified by SEM (Figures 3-7).



Figure 3 - Scanning electron microscopy of andiroba (Carapa guianensisL.) shell — Surfaces: (outer)
(A AND B) Faces of the tissue of the main area polygonal/hexagonal cells shapes (arrow a) and plain
surface with homogeneous tissue —wax (arroz b), (C and D) Comers and Tips tissue —(C) uneven/rough
forming like lobes (arroz b) with deep valleys (arroz a) and placentaltissues residues adhered (arrow c),
(D) placentalresidues (arrow a) deposited in between and, in the valleys/inside the shell rough surface
of the shell, and hexagonalcells (arrow b), (E and F) atthe locule in testae tissue — entry into the site of
the micropyle with a rough surface like protrusions/lobes (arrows); Shells — faces comer link and
micropyle: (G) linkage polygonalshaped cells (arrow a), amorphous shaped cells (arrow b) and of two
faces comer link, (H) multiple cells’ types near tips and polygonal cells with a thin waxy membrane
(arrow), (I) linkage surface tissue with long cells (arrow a) and multiformed cells (arrow b), (J) long
shaped porous cells (arrow a), scars (arrow b) and pores (arrow ¢), (K and L) comers multi-tissue
polygonal (arrow a) and long cells tissue (arrow b) with placentalresidues adhered onto surface (arroz
¢) -[150-900X]
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Figure 4 - Scanning electron microscopy of andiroba (Carapa guianensis L.) shell — pod/valve seed
connection (cross section): (A and B) Micropyle (A), whole micropyle — inner view, vascular bundles
(arrow), (B) vascular bundles formed by helical tubes (trackeids wall tickening), (C and D) Inner shell
tissue, (C) hexagonal (arrow a) and long (arrow b) cells, thick walls, (D) mass of polygonalcells and
long cells, (E and F) Vascularsystem (E) System of vessels (arrow) with vascularbundles (helical tubes),
(F) channel with helical and tracheid’s tubes (arrow) - [150-900X].

%15027.100pm



Figure S - Scanning electron microscopy of andiroba (Carapa guianensis L.) shell - (cross section): (A
and B) Layers (A) from outer to inner surfaces, (B) surface main layers, (C and D) tissue layers cells (C)
with globe and long cell shapes (arrow a), thick walls with pores and scars (arrow b), (D) region with
vascularbundles rich with helical tubes, (E and F) plasmodesmata (E) cell tissue presenting globe cells
with pores and scars (arrow), (F) cell wall layers details and content cell (arrow) - [300- 3000X].
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Figure 6 - Scanning electron microscopy of andiroba (Carapa guianensis L.) shell — tissues
characteristics (shape/walland plasmodesmata): (A and B) lary tissue — porous globe cell shaped tissue
with placental residue adhered (B: arrow), (C and D) 2ary tissue — porous long cell shaped tissue with
plasmodesmata (pores (D: arrow) in the lary wall for specialized cell-to-cell communication), (E and F)
thick wall layers with pores distribution (F: arrow) - [1000-4000 X].




Figure 7 - Scanning electron microscopy of andiroba (Carapa guianensis L.) Cotyledon - surface and
cross section: (A and B) endosperm tissue with cavities (epidermis), (C and D) endosperm and
parenchymal tissues, polygonal/round cell shapes, (E and F) Cotyledon tissue layers — thin wall, and
polygonal/globe parenchymal cells (F: arrow) - [150-900X].

(a) Shell: the tissues and cells characteristics observed either on shell surfaces (both outer /
inner and the micropyle) and through the shell cross sections (faces, faces’ corners/ tips /
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micropyle) are shown in Figures 3-6. Most shell tissues comprise thick-walled protective
cells (sclerenchyma and collenchyma).

(a.1) Shell surfaces: the outer surface throughout the whole seed faces (A/B/C/D), and the
micropyle (atB, C and D faces Tip 4) are shown as ratheramorphous, waxy mass (thin tissue)
cells with polygonal shape, a thick wall with no clear/visible distinction between them — the
cuticle (Figure 3 [A and B]). Despite that, the surface relief varies, i.e., the face’s center - is
plain, and at the corners, tips are wavy and bumpy (with protrusions and recesses) (Figure 3
[C-F]). The cavity - a locule in testae (the micropyle)- presents similar surface tissue cells
covering the underneath layer (to be seen in cross section). As Faces linkage forms a small
bump (with several bumps, lobes-like) ending into a rather closed cavity space that shows
helically tubes (xylem and phloem vascular bundles) filling part of it (Figure 4 [A, B, E and
F] and Figure 5 [D]). That is the entrance connection between the external environment and
cotyledon through the channel filled of vascular cambium. On the other hand, as the faces
thickness (at corner/tip) the surface becomes highly wavy/uneven, presenting lumps like
lobes which produce recesses/deep valleys (to where fungi conidia can get trapped) (Figure
3 [E and F]). The face A have linkage polygonal shaped cells, face B amorphous shaped cells
(Figure 3 [G], and face C linkage surface tissue with long cells and multiformed cells (Figure
3 [I]). The long shaped porous cells have scars and pores (Figure 3 [J]). As far as the inner
surface is concerned, the cells have more delimited shape with polygonal shape with a tinny
brown skin stick to it. Vascular bundles are distributed/ spread all over the inner surface
(Figure 4 [C and D]).

(a.2) Shell cross sectioned: shell comprises mainly four tissue layers at seed faces. Faces
tissues - present the 12V layer (long cells with a thick porous wall), the 22 layer with cells of
globous/hexagonal shape (Figure 5 [A and B]), also presenting pores - the plasmodesmata
(Figure 3 [J] and Figure 6 [E]). They are specialized on cell-to-cell communication (through
microscopic channels that traverse cell walls - enabling transport between them). Figure 6
[A-F] shows cell wall scars produced by cell detaching from each other and/or pits
(depressions / thin areas formed as the wall does not thicken further). On the other hand, at
the faces’ corners - as the layers thicken (to confer shell high resistance for cotyledon
protection), itis possible to see the additional layer of a different (spongy like) tissue. It is an
area with a mix of cells irregularly shaped/free disposal (mainly polygonal and long shaped)
together (Figure 4 [C and D]) with vascular bundles (helically-shape structures). It is
importantto emphasize thatatthe junction of B, C and D faces (the broadest corner thatholds
the locule in festae), it is possible to visualize the micropyle and the channel with conducting
/ vascular tissues (transport of water and nutrients). They form the vascular bundles of
protoxylem and phloem (Figure 4 [A, B, E and FJ).

(b) Cotyledons: The andiroba seed cotyledon part tissues and cells, beneath the brown skin
testae in cross section by SEM are shown in Figure 7. (b.1) Endosperm tissue - the protective
tissue is composed of an epidermis layer of a series of thick walls bi and tri palisade cells
arranged with the long diameter at right angles to a median plane (Figure 7 [A and B]). (b.2)
Parenchymal tissue - next to the epidermis, there are 2 large tissue layers of thin walls,



irregular shape and size, with cells relatively unspecialized (with protein and oil bodies) - the
storage parenchymal tissues, which make up most of the oils extracting tissue. The first
parenchymal cells may have more functional activity potential than storage, as they are
shorter and vary in width with smaller size and wall somewhat thicker cells, than the second
- the main parenchymal tissue. Thathas larger and more globoid/polygonal, wall thinner cells
(which fills most of the cotyledons towards the seed center) (Figure 7 [C and D]). The cortex
and medullary tissues, respectively. In between both parenchymal layers, there is the tinny
ring of (b.3) Meristematic tissue - layers of small, uniform size, long chape cells - the
provascular tissue (Figure 7 [E and F]). Along which, rudimentary vascular bundles, are
arranged at tissue’s intervals.

As observed in our study, the shell surface has a quite uneven relief, allowing humidity,
settling and/or absorption into those valleys (including also conidia concentrations). Cracks
(that occur during pods falling onto the ground) and micro-cracks (during dehydrations) also
play arole in the deterioration conditions as reported for Brazil nuts and cocoa beans (Scussel
et al. 2014a-b; Kreibich and Scussel, 2015).

The climate of the Amazon rainforest is very humid, reaching 80% relative humidity, 40 °C
temperatures and an abundant rainy season. Those conditions favor the natural proliferation
of fungi and other living organisms — among them, insects, such as flies, moth and termites
(Segovia et al. 2011). The andiroba pods, still on the trees, are targets of birds, rodents and
monkeys attack, which can leave microbial inoculum (feces, regurgitation, saliva and even
from the soil with their paws). Also, it can come from insects, especially those of the genus
Hypsipyla (Guariguata et al. 2000; Plowden 2004), which contribute to the richness of the
contaminant microbiota (Almeida et al. 2009). Seed predation by insects directly damages
seed quality and can alter species regeneration, as predated seeds have reduced germination
potential (Pinto 2007; Santos et al. 2016). Furthermore, seed predation can directly
compromise oil production due to quantitative seed losses and, indirectly, affecting the oil
quality (Santos et al. 2016).

After the fruit/ pod falls on the muddy soil, the valves start to open by the time of seeds
collection. They are covered of dust, solid matters and moist. Reaching the factory seeds are
cleaned, dried and stored (Silva and Scussel, 2020).

The characteristics of the seed's outer shell in this study were similar to those reported by
Kenfack (2011), who states that the seed entrance region (to where the locule is located), its
structural characteristics, the hilum of the seed is a larger area and does not have a delimiting
protrusion and also has residues of attached placental tissues. Due to the shell surface being
rather uneven with lobes formation at the tips and corners, placental tissues settle into those
shell valleys around lumps - thus keep them trapped - becoming an ideal food concentration
to accommodate microorganisms to grow.

As reported, shell comprises mainly four tissue layers atseed faces, and the number increases
as they link to each other and form the faces’ corners, similar to those registered for in-shell
Brazil nut(Scussel et al. 2014a,b). Itwas notpossible to clearly detect the number and details
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of seed tissue layers nor the two cotyledons or embryo region as they are too close to each
other. A similar observation was also reported in andiroba seed by Ferraz et al. (2002).
In our study, the observed shell tissues comprise thick-walled protective cells (sclerenchyma
and collenchyma), which provide rigid and flexible support properties to the shell’s layers
with a filtering mechanism (special cells). They act as a pressure vessel preventing over-
expansion when water enters the porous cells (Scussel et al. 2014a; Kreibish et al. 2017a).
Indeed, the external morphology of the seed coat provides and regulates the exchange of
gases and water between the seed and the environment, serving as protection.

Internally, as in the Brazil nut, andiroba seed has helical tubes (primary xylem and phloem
vascular bundles), which form an input connection between the external environment and the
endosperm, through a channel full of vascular bundles (cambial system), whose function is
the transport and distribution of nutrients and water to the seed, when it is still in the tree
(Scussel et al. 2014a).

Micropyle, by definition, is the seed opening area where the tegument does not completely
close and it is characterized as a cavity closer to the hilum region (Camargo et al. 2008).
Duringdehydration, the seeds micropyle, a small aperture (the pod/valves to seed connection)
becomes hollower, facilitating the interference of external factors. Thus, suggesting that,
together with its channel (micropyle to inner seed), are the main entrance for microorganisms
and moisture in nuts (Scussel et al. 2014Db).

Most shell layers are brown, with only one layer that differs from those color (white to light
creamy) similar also to in-shell Brazil nuts (Scussel et al. 2014a,b). The cotyledons form a
single reserve mass, as they are fused, making it impossible to perceive and separate the two
parts (Scussel et al. 2014a). The embryonic axis is tiny and located within the cotyledonary
tissue close to the micropyle (Ferraz et al. 2002). Although the lipids are found in the whole
cotyledons, they are in higher concentration closer to embrionary axis and the endosperm
(Carvalho and Nakagawa 2000).

To control and/or prevent attacks insects and fungi proliferation, thus leading to seed
deterioration, several procedures should be applied since pods fall from trees. Some of them
can be similar to those recommended for andiroba seed (Ferraz ez al. 2002; Jordao and Silva
2006) and Brazil nuts (Manfio et al. 2012) as follows. To set a suspended net (around the tree
trunks) for pod collection (avoiding them falling on the muddy ground). That prevents cracks
formation, reduces humidity, no mud/dust adsorption and no ground insect’s attack.
Therefore, reducing problems at the factories' cleaning procedures. Packaging them in jute
bags prior to forest sites to board on the boats, ventilation and/or adequate exhaustion in the
boats storage room (during river transport) will control humidity and living organisms’
proliferation. Direct to cleaning and drying as soon as reaching the processing facility also
adds to prevention of proliferation. After immersing the seeds in water for at least 24 hours
to eliminate the larvae by drowning and deshelling, to be stored dry and seed bags expedited
as soon as possible to oil industries for further oil extraction.

CONCLUSION



Through SM and SEM it was possible to verify that the shell had the main morpho-
histological structures and cells characteristics related to fungi spoilage susceptibility. Apart
from the placental residues, the uneven andiroba seed surface, the shell locule with the
channel and the porous rich cells (with plasmodesmata), cracks and microcracks, in addition
to insect and rodent attacks, may be the main sites responsible for either microorganism’s
entrance and humidity absorption to the inner seed parts leading to deteriorations.

Some preventive measures can be taken to maintain the seed's quality and, consequently the
oil's quality, such as installing suspended nets around the trunks, controlling seed moisture,
cleaning, drying and sending the seeds as quickly as possible for oil extraction.

This is the first study showing the different structures of the andiroba seed cells by SM and
SEM.
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STEREO AND SCANNING ELECTRON MICROSCOPY OF THE AMAZONIAN
ANDIROBA (Carapa guianensis Aubl.) SEED: FUNGI SPOILAGE
SUSCEPTIBILITY SITES

Abstract

Andiroba (Carapa guianensis Aubl.), an Amazonian oil-rich seed, had its tegument (shell)
and cotyledons (nut) morpho-histological susceptible sites for living organism proliferation
investigated by stereo (SM) and scanning electron microscopies (SEM). It was registered the
shell, throughoutits tissues, presents characteristics features that give conditions for fungi
proliferation, leading to seed (outer /inner) spoilage. They were identified, apart from the
placental residues (highly hydrophilic and nutrients rich substrate); as being the shell surface
uneven relief, including micro-cracks (lead to conidia trapping/moist absorption); the
micropyle & inner channel (external environment to inner seed inter-connection); the cells
porosity (multi-layered porous membranes — the nutrients and water exchange among
neighbor cells - plasmodesmata); and seed faces’ corners (mix of vascular bundles and soft
tissue). Regarding nut spoilage susceptibility sites, they are mainly at the nut surface’s
contact area to the shell (either at micropyle, cracks, the channel and/or faces corners). All of
them lead to living organisms’ spoilage entrance, targeting the nut parenchymal nutrient-rich
tissues. A variety of mycelia with their conidia were registered and shown through SEM
micrographs, including insects’ shell damages (fungi reproductive structures’ vector). To
prevent/control deterioration, apart from forest seedscollection improvement (thus avoiding
damages and living organisms’ contact/infection), moisture control procedures should be
applied (throughout the Amazon River and its tributaries boat’s transport up to the factory),
among others. Thus, reducing losses of raw material for andiroba oil extraction and resulting
in better final product quality.

Key words: crabwood, roba-mahogany, andiroba, spoilage; fungus; contamination
1. INTRODUCTION

The andiroba (Carapa guianensis Aubl.) tree is a native Meliaceae family species
from the Amazon region. Also called crabwood, it has an important socioeconomic function
due to several applications (wood/bark/leaf/seeds) for the indigenous population. Its seed has
one of the most healing oils known in that region (Silva & Scussel, 2020). The andiroba oil
properties and applications vary from living organisms’ inactivation and healthy properties
(Moraes et al. 2010; Pereira et al. 2014; Klauk etal. 2015; Sousa et al. 201 8; Tsukamoto et
al. 2019).
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The amazon rainforest has a climate of high humidity (80% relative humidity) and
temperatures (40 °C), and rainy periods. These circumstances contribute to the natural
reproduction of fungi and other living organisms, such as termites, flies, borers, moths,
among other insects (Segovia etal. 2011). When they are still on trees, andiroba pods are the
target of birds, insects, monkeys and rodent’s attacks which can leave microbial inoculum
(feces, regurgitation, saliva, and even from the soil) (Almeida et al. 2009).

After the pod falls on the moist soil, the valves start to open by the time of seeds
collection. They are covered of moist, dust and solid matter. Reaching the factory, seeds are
cleaned, dried, and stored (Silva & Scussel, 2020). During dehydration, the seeds micropyle,
the pod/valves to seed connection, becomes hollower, facilitating the interference of external
contaminations. It and its channel (micropyle to inner seed), are the main entrance for
microorganisms and moisture in nuts (Scussel et al. 2014b).

Reports on seed (raw material) spoilage and oil quality (final product) reduction,
which lead to economic losses to the andiroba oil industry have beenpublished (Crawley and
Gillman, 1989; Pinto, 2013). However, there is a lack of studies on the morpho-histology of
whole seed regarding the spoilage susceptible parts. Despite that, as far as deterioration is
concerned, there are only a few published studies on insects (Pinto et al. 2013). Therefore,
there is a need to find out and understand seeds susceptibility to fungi infections that directly
interfere to oil quality and reduce seeds raw material acceptability by the factories and further
oil products industries.

Due to the lack of information on andiroba fungi spoilage that should help to
develop methods for prevention & control, this work investigated its morpho-histological
susceptible sites and tissue characteristics by applying stereo (and scanning electron
microscopies. Some infected fungi tissues detected (with their mycelia and reproductive
structures) in selected spoiled seed parts will also be reported.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Material
(a) Sample: selected in-shell andiroba (350 g) sound and spoiled (fungi deteriorated) seeds
obtained from Belém city, Para State, Northern Region of Brazil (Figure 1).

Figure 1 - Andiroba (Carapa guainensis Aubl.) seed samples: (A) sound (in-shell), (B) spoiled (shelled)
and (C) seed attacked by insect / borer for SM & SEM analysis.



(a) Whole sound seed

(b.1) Whole spolled seed & (b.2) Micropyle insect borer attack

(b) Equipment: (b.1) gold plating machine - model EM-Scd500, Leica (Leider, III., USA)
and (b.2) stereo microscope - model OPTZTS, Opticam (Tokyo, Kt., Japan) [180x] and (5.3)
scanning electron microscope - model ISM-6390LV, Jeol (Peabody, Mass., USA) [7000x].
(c) Other materials: formaldehyde and ethanol, analar grade, Vetec (Duque de Caxias, RJ,
Brazil); stubs (small metal blocks, 9 diameter and 10 mm height), Leica (Leider, I11., USA);
stainless steel scalpel, GS Mtronix (SP, Brazil); SM-Image-Capture software, model OPTHD
14000, Opticam Microscopy Technology (Doral, F1., USA); double-sided carbon tape,
Electron Microscopy Sciences (Leider, I1l., USA), saw, Ticotico (Sao Paulo, SP, Brazil);
twizers, stailess steel.

2.2 Methods

(a) Sample preparation: the sound and selected spoiled in-shell andiroba seed (after being
dehydrated and defatted) were sectioned into halves (whole), slices (shell / edible) and small
cubes (shell surface, micropyle and channel regions) for SM and SEM investigation (sites of
vulnerability for living organisms’ entrance, tissue spoilage affected, cells special wall layers
/ membranes characteristics to moisture absorption) as reported by Scussel et al. (2014a).
(a.1) andiroba whole seed halves sections - SM: in-shell seed were sectioned into halves
(cross & longitudinal sections — Plan 1 & Plan 2, respectively) by means ofa fine saw - Figure
2. Also, andiroba parts surface, fungi spoiled, were cut into small portions for SM;

(a.2) andiroba seed parts slices /cubes - SEM: shell and cotyledons were sliced and cut into
small cubes (around 3.0 mm) with a scalpel (Manfio etal. 2012a). All that carried out at the
Central Laboratory of Electron Microscopy (LCME) at UFSC;

(a.3) stubs mounting and gold coating: the samples stub mounting was carried outas reported
by Scussel et al (2012a). Briefly, andiroba seed cubes were fixed on the stubs containing
carbon double-sided tape and vacuum gold coated - by placing them onto the Planetary Gold
Coater stubs holder, vacuum applied and then coated with a 40 nm gold layer.
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Figure 2 - Andiroba (Carapa guainensis Aubl.) seed (in-shell) preparation for SM & SEM microscopies
observation: (a) whole - diagram for the sectioning parts procedure (longitudinal and cross sections,
Plans 1 and 2, respectively) and (b) half seed sectioned at Plan 1 showing the intercommunication
channel and cotyledon fungi spoiled.

o ‘2 2

Micropyle b
{locule in tastae)

-

tip 4

(a) Whole seed - diagram (b} Half seed - sectioned at Plan 1

(b) SM and SEM observation: (@) SM — cach andiroba seed (sound and spoiled) surface
and halves (Plan 1 and 2 sections) were observed on stereoscope [from 7.1 to 115x] to
determine the locations of each structure (on shell, inner skin and cotyledons) regarding fungi
(entrance/conidia) susceptibility. Micrographics were saved using SM-Image-Capture
software. The selected spoiled seed parts (outer and inner surfaces) had their fungi colonies
registered for further fungi characteristics (reproductive structures / mycelia) elucidation, (b)
SEM — each area of interest of each sample was scanned and its morpho-histological
characteristics susceptible to fungi colonies and their structures observed and registered at
different magnifications [up to 7000x].

3. RESULTS AND DISCUSSION

From the surfaces and slices of fungi spoiled and sound whole andiroba seed
obtained for morpho-histological (SM & SEM) observation, it was possible to register several
shell susceptible characteristics leading to nut (oil-rich) tissue deterioration - which may
affectraw material disponibility and so oil quality. They were mainly the remaining placental
residues; shell morphology specifics with cracked surface and its inner layers cells porosity.
For the cotyledons, the main susceptibility was its outer surface (parenchyma nutrients rich



tissue) contact to the contaminated inter-communication system (locule to channel). Figures
3 to 7 show the main susceptible morpho-histological sound and spoilage sites and fungi
tissues (mycelia / hyphae / reproductive structures) of visibly spoiled andiroba seed by both
microscopies.

3.1. SOUND andiroba seeds spoilage susceptible sites

The characteristics related to seed structures, which allow living organisms
proliferation and humidity absorption to the inner seed parenchymal tissues, were identified
as follows.

(a) PLACENTAL RESIDUES: the highly hydrophilic and nutritious rich tissue that remains on
seed shell plays a role on deterioration. It settles when they are detached/extracted from pod
valves. Figure 3 [A-I] and 4 [A-F] show presence of placental residues by SM and SEM,
respectively. Those residues are utilized as a rich substrate by the living organisms (fungi &
bacteria) proliferation and so can attract insect. Due to the shell surface being rather uneven
with lobes formation at the tips and corners, placental tissues settle into those shell valleys
around lumps - thus keep them trapped - becoming an ideal food concentration to
accommodate microorganisms to grow.

(b) SHELL: Apart from its surface characteristics, it was registered tissues with cell layers
that provided conditions for moistureabsorption to the inner seed. Figures 3 and 4 show those
characteristics by SM and SEM, respectively. (b.1) Surface: it has a quite uneven relief - that
goes from somewhat smooth faces main areas (velvet-like tissue) to lumpy, with lobes which
are formed mainly at the corners (each two faces links) and #ips (three faces linkage). That
allows humidity to settle and/or absorb into those valleys (including also conidia
concentrations). Cracks (that occur during pods falling onto the ground) and micro-cracks
(during dehydrations) also play a role in the deterioration conditions as reported for Brazil
nuts and cocoa beans (Scussel et al. 2014a-b; Kreibich & Scussel, 2015). (b.2) Locule in
testae & channel: locule, i.e., the micropyle, is the seed navel or the cavity formed during
seed detaching from pods which is located at the junction of three faces at Tip 4. Figures 1,
2 and 3 [F-H], 4 [J-L] show andiroba seed micropyle and channel locations. Itallows nutfirst
contact to the seed external environment. The locule is connected to the seed channel (where
the vascular cambium systemis located). It has the function of water and nutrients transport
and distribution throughoutthe innerseed (Scussel etal. 2014). After the seed detaching from
the pods (collected on the wet muddy ground) andstored either, still in the forest environment
- that channel system becomes more opened (Figure 2), making it easier the connection
between the external environment (that surrounds the seed) and the inner seed (thin brown
skin tissue & nut). (b.3) Cell walls porosity: when going deeply into details of the main shell
histological features, which also allows water absorption and fungi proliferation, it was
observed a specific characteristic of its tissues cells. Most of them (despite their different
shapes) are made of multi-layered, porous-rich membranes. Those cells have a quite varied
number of wall layers with several pores distributed which cross the membranes all over,
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forming inter-communication tubes. Figure 4 [A-I] show SEM micrographs of some shell
layers (palisade & polygonal) with their cell different number of walls and pores distribution.
That system is called plasmodesmata — tubes system, i.e., microscopic channels that traverse
the cell walls and allows water and nutrients interchange. They facilitate the movement of
molecules between adjacent cells ranging from small molecules to large proteins and mRNA.
(b.4) Soft tissue: a mix of soft/loose round/polygonal cells and vascular (helically and
tracheid’s shaped) bundles, concentrated at the faces linkage (corners) responsible for
nutrients/water seed distribution. It also allows fungi spore proliferation by trapping them
into the spongy-like and moist tissue (Figure 3 [J-O]).

(c) NuT: regarding the seed’s embryo (bears two cotyledons) spoilage susceptible sites, they
are located mainly where the shell inner surface contacts each other. It occurs first at the area
located closer to the shell micropyle, then at channel and through the helically tubes at
corners (spongy like tissues). Next, the spoilage targets the parenchymal nutrient-rich tissues
carrying organisms (conidia / fungi / including insects) and moisture to the inner seed
structures. Figures 2 (half seed) and 3 [M-O] show in detail the path from the locule to the
inner cotyledon.

Figure 3 - Stereo Microscopy Photographs of Andiroba (Carapa guianensis Aubl) seed - susceptible
sites versus fungispoilage: shell surface [A-I] —[A] fungicolonies; [B] seed with surface lobes/lumpy
relief with placentalresidues with fungi colonies adhered; [C] placentalresidues, uneven surface (velvet
like), tip and faces comers (lobes and valleys) and surface relief (arrow a); [D] surface layers fungi



infected and cracks; [E] rough surface (arrow a) and fungi colonies (arrow b); [F] micropyle (conidia
entrance) (arrow a) with hilum site (arrow b); [G] insect infestation on micropyle; [H] shell damage by
insect / borer with fungal infection; [I] placental thick layer; whole seed (cross section) [J-O] — [J-L]
corners soft tissue nutrient rich; [M and N] fungi infected at soft tissue & micropyle region (nut
deterioration); [O] insect borer shell damage (arrow) & fungi infection [7.1 to 110X]

- ‘ﬁi 87| m -
Figure 4 - Scanning Electron Micrographies of Andiroba (Carapa guianensis Aubl)) sound seed —
susceptible sites: placental resides [A-F] — [A and B] placentalresidues (arrow a) & shell surface (lobes)

(arrow b); [C] primary and secondary layers, cracks and wax layer; shell surface [D-F] — [D] hyaline
(thin layer) and cracks; [E] porous membranes; [F] intercell membranes (conidia); [G-I] cell different
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shapes, cell walls’ porosity — plasmodesmata—[G] globous cells; [H] multi shapped cell; [I] long cells;
inner shell [J-L] — entrance (micropyle) / inner shell and cotyledon cornner areas [50 to 2500X].
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3.2. SPOILED andiroba seeds fungi infection

As far as spoiled seeds are concerned, the main signs of fungi presence (apart from
tissues visibly deteriorated) are their surface color & texture alteration. Depending on the



infection intensity and the extent of affected area, fungi colonies with their mycelia and
reproductive structures, can be observed, allowing genera and species identification. Thatcan
be achieved by their morphology direct visualization by microscopy (SM / LIGHT / SEM)
and/or through mycology tests (Scussel et al 2014a, Savi, Scussel 2015). Depending on
genera and species isolated, mycotoxins can be produced.

In the currentstudy, by utilizingthe selected spoiled andiroba seeds, it was possible
to register a variety of fungi colonies formation at the susceptible sites (Section 3.1). Details
of fungi mycelia on spoiled andiroba that spread further deeply into the tissues (from shell to
nut) are shown through SEM micrographs on Figures 5, 6 with the diversity of mycelia
(hyphae and reproductive structures) infection throughout the seed tissues. Figure 6 [A-F]
shows a closer view of the reproductive structures, where conidia differences in shapes,
surfaces and sizes can be observed. The sporangium and sporangiophores of Rhizopus spp.
and/or Mucor spp. are seen hidden at sites such as shell cracks valleys and on the placental
residues with their characteristics shapes. Rough and smooth conidia special surfaces and
rather small sizes (500, 7000 X) are some of the specifics that allow identification. Whether
the andiroba seeds environment surrounding conditions are adequate and nutrients are
available for those conidia further and their proliferation can highly intensify.

Figure 5 - Scanning Electron Micrographies of Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) spoiled seed fungi
infected: mycelia, conidia and hypae on tissue sites: [A-D] nutsurface; [E] shell hyaline thin layer; [F]
shell micro-cracks; [G] vascular bundles; [H] inner shell surface; [I] cavity fungi infection [500 to
2500x].
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Figure 6 - Scanning Electron Micrographies of Andiroba (Carapa guianensis Aubl.)spoiled seed — fungi
reproductive structures: [A-C] different types/ shapes, sizes / sites; [D-F] smaller sizes and suface
characteristics [3000 to 7000X].
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Insects: apart from deterioration caused by fungi, also insect’s damages and eggs layed on
the spoiled seed samples utilized for the currentinvestigation were registered. Figure 7 shows
their presence, among fungi colonies, causing shell damages. It was possible to identify
fragments of their antenna/hair and legs (tarsus, claws) including eggs. They are considered
conidia vectors to inner seed.

Figure 7 - Scanning Electron Micrographs of Andiroba (Carapa guianensis Aubl.) spoiled seed — other
living organisms — [A and B] insect hair (arrow a)and leg (arrow b); [C] insect eggs (arrow); [D] crack;
[E and F] insect leg (arrow a) and antenna (arrow b) [100 to 2500X].

3.3 PREVENTION & CONTROL SUGGESTED METHODS

To prevent and/or control the deterioration of andiroba seeds by fungi, some
procedures can be applied during the seed production stage. Manfio et al. (2012) reported
procedures for this purpose in Brazil nuts, as follows: a net suspended around the tree trunks
prevents the pods from falling into the muddy soil, preventing the formation of cracks,
reducing the absorption of moisture and dirt, as well as attack by terrestrial insects. Humidity
control during transport using jute bags for storage, adequate ventilation and/or exhaustion
during transport. Sending the raw material as soon as possible for cleaning and drying
processing also contributes to the prevention of fungal proliferation. Ferraz et al. (2002) and
Jordao and Silva (2006), worked with andiroba seeds, where they reported that immersing
the seeds in water for at least 24 hours eliminates the larvae by drowning and peeling, in
addition to storing the dry seeds, and sending them to the oil industry as soon as possible to
extract the oil.

4 CONCLUSIONS

Andiroba seed in-shell, although somewhat visibly sound, showed to be highly
spoiled inside. Through SM & SEM it was possible to verify that the shell had the main
morpho-histological structures and cells characteristics related to fungi spoilage
susceptibility. Apart from the placental residues, the uneven andiroba seed surface, the shell
locule with the channel and the porous rich cells (with plasmodesmata) were the main sites



responsible for either microorganism’s entrance and humidity absorption to the inner seed
parts leadingto deteriorations. Dependingon infection extension, itcan reach the nut, leading
to deterioration of fungi, thus compromising oil quality.

This is the first study able to identify, through SM and SEM, the fungispoilage
morphologically susceptible structures of andiroba, including the seed infection spoilage
mycelia/conidia characteristics.
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EFFECT OF COLD PLASMA ON MAIZE (Zea mays L.) GRAINS:
INACTIVATION OF FUNGI, MICROSTRUCTURE STABILITY AND
GERMINATION CAPACITY


http://lattes.cnpq.br/5953973492188984

Abstract

Fungal contamination, particularly in the case of corn (Zea mays L.), poses significant
challenges for the food and agriculture sectors. Due to environmental and health
considerations, conventional fungal control measures, such as pesticides (fungicides and/or
insecticides), have declined in popularity. Consequently, there is increasing interest in
developing ecologically friendly, safe, and sustainable methods for fungal decontamination
of corn. In this study, naturally contaminated corn grains, with moisture levels of 11.42%,
12.72%, and 17.96%, were exposed to Cold Plasma (CP) in a dielectric discharge barrier
reactor. The CP parameters used were: frequency 130 Hz, voltage 30kV, energy 100+ 5 mJ,
distance between electrodes of 0.8 cm, atmospheric pressure, and air as ionizing gas.
Exposure times tested were: 0, 2,5, 7,10, 15,and 20 minutes. The effect of CP treatment and
exposure time was assessed on fungal inactivation, microstructure, and grain germination
capacity. A significant reduction in fungal contamination was observed in treatments longer
than 5 minutes. The highest fungal contamination logarithmic reduction, ranging from 0.75
to 1.4 log, occurred in treatments of 10, 15, and 20 minutes. The different moisture content
of the corn did not significantly influence the effectiveness of the CP treatment. Compared
to the control samples, the surface of the corn husk developed a wrinkled texture, with the
roughness increasing with longer exposure times. The CP treatments of 15 and 20 minutes
caused a more pronounced delay (greater than 2.5-fold) in germination capacity. However,
treatments shorter than 10 minutes did not show a statistical difference in this parameter
compared to the untreated sample. These results suggest that, with an exposure time of about
10 minutes, CP treatment has the potential to reduce fungal contamination in corn grains
without compromising germination capacity.

Keywords: Corn grain; Antifungal; Non-thermal technology; Germinative ability.
INTRODUCTION

Maize (Zea mays L.) is the third most important food crop in Brazil (Conab, 2018),
dominatingthe national and international market (Artuzo etal. 2019). Itis generally the main
source of animal feed production, destined for the poultry, pig, and cattle segments (Alves &
Amaral, 2011), and its use represents most of the consumption in the world (Artuzo et al.
2019). Among the factors that can impair the quality of the grains and, consequently, the
economy generated from them, fungi must be observed.

The incidence of diseases in maize has become more frequent over the years,
indicating the vulnerability of hybrids (Prestes et al. 2019). Contamination by fungi usually
occurs in the pre-harvest, causing ear rot, or in the post-harvest, generating moldy grains
during storage and processing, and configures as the main cause of damage to grains stored
throughout the world, second only to insects (Verga & Teren, 2005). They can inhibit/delay
germination and cause deterioration of stored grains (Halloin, 1983) by discoloration,
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decreasing nutritional value, causing unwanted odors, rotting, and developing secondary
metabolites (toxins) (Selcuk et al. 2008). Among the toxin-producing fungi in the field and
storage, the most important are the genera Fusarium, Aspergillus, and Penicillium, which
must be controlled (Scussel et al. 2018).

Around the world, fungal infections threaten our food security by reducing
agricultural plantyields oreven causing complete plantdecay. Traditional fungal inactivation
methods applied duringstorage and in industry are pesticides (fungicides and/or inse cticides)
and heat treatments. However, these methods leave residues and can negatively affect the
environment and health and are therefore becoming less popular and acceptable among
consumers (Sharmaetal. 2019). Consequently, the demand for new, easy-to-use, natural, and
ecologically correct fungal decontamination processes or safe and sustainable technologies
is increasing (Fisheretal. 2022). These processesshould not generate compounds that present
toxicity ormodify the nutritional properties and the palatability ofthe grain and its derivatives
(Eman, 2010; Savi et al. 2014).

Cold plasma (CP), also called non-thermal or low-temperature plasma, is defined
as a gas formed by multi-components such as electrons, atoms, neutral and highly excited
molecules, ions, radicals, photons, and neutral particles (Afshari & Hosseini, 2014). In this
type of plasma, only the electrons are heated, thus, they are at a higher temperature level than
the ions and heavy uncharged particles. The difference in mass is so large that the electrons
can be at high temperatures, while the entire plasma remains close to room temperature. Due
to this aspect, non-thermal plasmas are used to treatheat-sensitive objects or biological matter
(Laroussi, 2009). These plasmas operate at moderate temperatures and use non-toxic gases,
therefore, chemical and thermal damage to the substrate is restricted (Sladek & Stoffels,
2005), in addition to providing efficient sterilization and asepsis in a few seconds/minutes
(Heinlin, et al. 2011).

Is considered an innovative process with an emphasis on the decontamination of
microorganisms (Yinxin et al. 2022), and improves seed germination (Nwabor et al. 2022;
Shelar et al. 2022). However, its effectiveness depends on several parameters, such as
environmental factors (temperature andrelative moisture), food properties (moisture content,
pH, product composition, surface properties, and surface area/volume ratio), processing
parameters (strain, frequency, gas composition, flow rate, treatment time, electrode type, gap
between electrodes, headspace and exposure time) (Feizollahi etal. 2021; Liao et al. 2017),
and characteristics of microorganisms (type, strain, growth phase, and initial count) (Amini
& Ghoranneviss, 2016; Feizollahi et al. 2021). In addition, the size and geometry of the
plasma system are essential factors that alter the antimicrobial efficacy of CP (Laroque et al.
2022).

In food agriculture, CP application can reduce pathogens, decontaminate post-
harvest grains, decontaminate biologically active fruit surfaces, and stimulate seed
germination and plant growth (Yusaf & Al-Juboori, 2014). The plasma inactivation
mechanism is the result of the action of highly energetic plasma species, suchas its ultraviolet
(UV) photons, electrons, positive and negative ions, free radicals, excited molecules, and



atoms (WAGHMARE, 2021). According to Moisan et al. (2002), there are three main
mechanisms by which PF inactivates microorganisms: chemical interaction of radicals,
reactive species, or charged particles with cell membranes; damage to membranes and
internal cellular components by UV radiation and breakage of DNA chains by UV generated
during recombination of plasma species.

Therefore, this work evaluated the CP treatment on maize grains naturally
contaminated storage at different moisture for (a) efficiency in inactivating fungal spores, (b)
its effect on grain resistance/susceptibility (external microstructure) related to quality and
finally, (c) germination capacity.

MATERIAL AND METHODS

Sample preparation.: maize grains (fully transgenic) were purchased from a cooperative in
Florianépolis, Brazil (27.69436° S, 48.67188° W) and stored in a dry and dark environment
at room temperature (moisture: 11.42%; temperature: 20+£5 °C) until the date of the
experiments.

Three conditions were selected to evaluate the effect of grain moisture on the fung
inactivation by CP based on Brazilian legislation IN 29/2011 (Brazil, 2011), which
recommends maximum moisture of 13% for the stored maize. The moistures selected were
11.42,12.72, and 17.96% (d.m.).

Underambientconditions, maizemoisture was 12.72+0.1%, and water activity (a,,)
0of 0.66+0.01. To moisture of 11.42+0.2%, the maize was stored in sealed containers with the
saline solution of sodium nitrate at 25 °C until reaching equilibrium, obtaining a,, of
0.57+0.01. To moisture of 17.96+0.2%, 0.1 mL of distilled water per gram of maize was
added over the grains and stored in sealed containers under refrigeration (6+2 °C) until
equilibrium, obtaining a,, of 0.97+£0.01. The a,, was determined in a water activity tester
(aqualab 4TE DUO), and the moisture in an oven at 105 °C.

Cold plasma treatment: Reactor (dielectric discharge barrier - DBD) (Figure 1), with two
solid stainless steel electrodes measuring 64 mm (bottom) and 50 mm (top) in diameter and
two polyacetal shelves. Reactor connected to a high voltage pulsed electrical discharge source
(model Pulse 0130, Inergiae) developed in the work of Muller et al. (2022), with a maximum
output voltage of 30 kV, frequency of 1.0 kHz and power of 100W, which is equivalent to
500 pulses per second. The CP application conditions were previously selected, based on
visual analysis, in which different frequency and voltage combinations were tested, and the
selected condition was the one that obtained a uniform and intense CP. Ten grans of maize
kernels were placed in a 9 mm diameter glass Petri dish and sent to the plasma reactor. The
upper electrode was covered with a low-density polyethylene (LDPE) film (0.100 mm thick),
acting together with the Petri dish as a dielectric barrier during the CP application. The
selected parameters were: frequency of 130 Hz, voltage of 30 kV, energy of 100 + 5 mJ,
interval of 0.8 cm (distance between electrodes), atmospheric pressure, air as ionizing gas,
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and different treatment times (0, 2, 5, 7, 10, 15, and 20 minutes). The experiments were
performed in triplicate samples and duplicate experiments.

Figure 1 — Plasma reactor (DBD), with two electrodes, connected to a pulsed high voltage electrical
discharge source.

reactor

Total fungi count: portions (Treated Groups and Control Group ~ 10 g) of each sample were
transferred to polyethylene bags and added with peptone water (0.1%), followed by
homogenization in a stomacher (dilution: 10-") and preparation of dilutions following. From
each diluted sample, 100 pL was inoculated onto the surface of Potato Dextrose Agar medium
containing chloramphenicol (100 mg/L) in a laminar flow hood (n=3). The plates were
incubated at 25+1 °C for 7 days (Silva et al. 2013; Apha, 2015). Plates containing 15 to 150
colony-formingunits (CFU) were counted, and the results were expressed in CFU/gof maize.

Isolation and identification: the characteristic colonies were isolated by subculture in
triplicate and subsequently submitted to identification at the genus level using the
microculture technique, where a portion of each colony (showing different morphology) was
harvested and inoculated in medium (n=2) and incubated at 2342 °C for 5 days, followed by
identification by optical microscope (morphological characteristics, including reproductive
structures). From the observation of the macro and microscopic characteristics, the
identification of fungal genera was carried out according to the identification keys (Weber &
Pitt, 2000; Samson et al. 2006).

Germination capacity: 25 grains (n=4) (Control and treated sample) were distributed between
two sheets of paper substrate suitable for germination, according to the requirements of the
Ministry of Agriculture, Livestock, and Supply (Brazil, 2009) with adaptations. The paper
substrate was weighed, and the volume of water was calculated (2.0-3.0 times the weight of



the substrate) and incubated at 25+5 °C for up to 8 days. The counting of the total number of
seedlings in each gerbox, adopting the visible protrusion of the radicle as a germination
criterion, was evaluated every 2 days. With the data obtained were calculated Germination
index (GI) (Equation 1), Germination speed index (GSI) (Equation 2), Germination mean
time (GMT) (Equation 3), Germination meanspeed (GMV) (Equation 4) and Radicle mean
growth (RG) (Equation 5) (Maguire, 1962; Carvalho & Carvalho; 2009).

Gl = ()x100 (Equation 1)

(Equation 2)

D1 D2 bn

GMT = (@) (Equation 3)
It

GMV =% (Equation 4)

RG = (%) (Equation 5)

Where: N = number of germinated seeds; 4 = number of seeds in the sample (4 = 25),D =
number of days after sowing in which the count was performed; D =2 to 8 days, ni =number
of germinated seeds per day; # =incubation time; i =2 to 8 days, t=germination mean time,
M =radicle mean size.

Unit: %, dimensionless, days, days-!, cm, respectively.

Stereo Microscope (SE): variations in the grains external morphological structures (pericarp)
were observed through micrographs with a EM (Opticam OPZTS [increase of X0.67 —
9.49X]).

Scanning Electron Microscope (SEM): SEM according to the method of Kluczkovski &
Scussel (2015) with adaptations. The maize was fixed with pieces of full carbon double-sided
adhesive tape on stubs, with the plasma contact surface facing upwards, and coated with a
layer (40 nm) of gold (Au) with the aid of a vacuum on a planetary basis, the micrographs
were performed using a SEM (JEOL JSM-6390LV [increase of 1.000X]) located at the
Central Electron Microscope Laboratory (LCME) of Federal University of Santa Catarina.

Statistical analysis: All data were analyzed by analysis of variance (ANOVA) and Tukey as
post-test in Statistica Release 7 software. P-values <0.05 were considered statistically
significant.
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RESULTS AND DISCUSSION
CP antifungal effect

The results (Table 1) of the treatments with CP showed antifungal effectiveness
in the exposure times of 5 to 20 min, with a greater logarithmic reduction during 15 and 20
min (reduction 0of 0.9 to 1.4) for 11.42 and 12.72% moisture, and 5 to 20 min (reduction of
0.9 to 1.1) for 17.96% moisture. In the times of 10 to 20 min, no statistical differences
(p<0.05) were observed between treatments at different moisture.

Table 1 — Total fungus count after maize (Zea mays L.) kernels treatments (moisture - 11.42;
12.72 and 17.96%) by cold plasma (frequency - 130 Hz, voltage - 30 kV and power - 100 +
5 mJ) at times of 0, 2, 5, 7, 10, 15, and 20 minutes plated immediately after treatment.

Total count

Treat.ment (log UFC.g“)
(min) 11.42% 12.72% 17.96%

0 4.0020.41° 4.39+0.63A 43520.36"B
2 3.61£0.541B 4.4320.36% 3.9440.61%
5 3.30:£0.22bB 3.82:0.69bA 3.39:£0.29bB
7 3.360.51bB 4.0120.45%A 3.28+0.47%8
10 3.25:£0.55bA 3.68:£0.720A 3.24+0.460A
15 3.09:£0.69°A 2.95+0 48¢A 3.240.49bA
20 3.06:£0.420A 2.93+0.53¢ 341408104

*Means and standard deviations followed by the same lowercase letter vertically do not differ significantly at
5% probability for the different times of CP application by Tuckey's test. ** Means and standard deviation
followed by the same horizontal capital letter do not differ significantly at 5% probability for different a,, by
Tuckey's test.

As seen in Table 1, treatment of just 5 min would be enough for some fungal
reduction, however, more satisfactory results are achieved with increasing the time of
exposure to CP, as observed in other studies on foods that are exposed to longer periods of
CP treatment showing greater significant reduction or total inhibition of microorganisms
(Suhem et al. 2013; Selcuk et al. 2008). Increased microbial reduction with an increase in CP
treatment time could be a result of its reaction with reactive species like atomic oxygen,
singlet oxygen, and hydroxyl radicals (Brandenburg et al. 2007).

Runtzel et al. (2019) analyzed the fungal inactivation efficacy of CP treatment
on naturally contaminated black beans (previous natural contamination of 1.1x103 CFU/g),
class Negra. The beans were exposed to CP (voltage of 8 kV and powerof 510 W) at different
times (5, 10, 20 and 30 min). The treatment, under the CP Type (Tip Plane) and conditions



applied showed to be effective on fungal inactivation (100% reduction) throughout all the
exposure times (10-30 min).

Silva et al. (2020) subjected naturally contaminated maize kernels to CP
(dielectric barrier plasma jet) treatment for 5, 10, 20, and 30 minutes comparing different
powers (240 and 360 W and voltage of 8 kV) to investigate the effectiveness of their
decontaminating power. Even with long treatment times, the authors achieved only 33%
fungal reduction at 360 W power for 30 min.

Zahoranova et al. (2018) investigated the effectiveness of ambient air plasma
treatment with cold atmospheric pressure generated by Diffuse Coplanar Surface Barrier
Discharge (DCSBD) in terms of pathogens such as Aspergillus flavus (1.6x104 CFU/g),
Aspergillus alternata (1.7x103 CFU/g) and Fusarium culmorum (6.0x103 CFU/g) on the
surface of maize kernels. The plasma treatment of seeds was realized at an input power of
400 W up to 300 s. The plasma treatment efficiency was estimated as a reduction of 3.79 log
(CFU/g) in F. culmorum aftera 60's, 4.21 log (CFU/g) in 4. flavus, and 3.22 log (CFU/g)
in A. alternata after a 300 s.

Souskovaetal. (2011)studiedthe fungicidal effect of stabilized positive flashing
corona discharge and its influence on the growth dynamics of three species of micromycete
species in aqueous suspension. The conidia of fungal species Aspergillus oryzae,
Cladosporium sphaerospermum, and Penicillium crustosum were studied, and exposedto CP
forup to 30 min. The 4. oryzae spores reduction was from 103 to 102 CFU/mL. In the case
of C. sphaerospermum, the total inactivation took approximately 20 min. P. crustosum was
completely inactivated after 30 minutes of exposure.

In general, several studies have shown a partial or total reduction of the
microorganisms load by the CP. Operating conditions and CP type are differentin each study,
and what influences the result of inactivation, such as the application parameters, the reactor
geometry, the initial fungal load (especially if the infection attacks the surface or inside the
maize kernel), and/or the presence of different species/genera (Grzegorzewski et al. 2011;
Suhemetal. 2013; Chaiwatetal. 2016). Also, the directapplication of CP (used in this work)
provides a greater range of relative species interaction with the microorganisms when
compared to the indirect one (Hertwig et al. 2015). It is worth mentioning that the sensitivity
to plasma treatment is different, and each pathogen type requires an exposure time for
complete inhibition. The surface topology, roughness and cracks on the seed surface can
harbor fungal spores and protect them against plasma treatment and the presence of at least
one viable fungal spore in the maize kernel can result in the emergence of a fungal infection
(Zahoranova et al. (2018).

The plasma treatment is effective right after harvesting when the maize still has
a high moisture content, such as after the grain has dried. For Thirumdas, Sarangapani and
Annapure (2015), the efficiency of microbial inactivation by plasma is closely linked to the
presence of water, making it easier to eliminate wet microorganisms than dry
microorganisms. The main reactive species formed by cold atmospheric plasma are:
electronically and vibrationally excited oxygen and nitrogen; active forms of oxygen such as
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atomic oxygen, singlet oxygen, superoxide anion and ozone; reactive nitrogen species such
as atomic nitrogen and nitric oxide; and when moisture is present, species such as H,0+, OH-
, OH radical and H,0, can also be formed (Scholtz et al. 2015).

In the isolated fungal genera (Figure 2), the field fungi Fusarium (in greater
quantities) and the storage fungi Aspergillus and Penicillium were identified. No changes
were observed in the type of microbiota after treatment, only fungal reduction. Zahoranova
etal. (2018)reportthatthe total percentage of mycobiota onthe naturally contaminated maize
surface is Aspergillus spp. (55%), Fusarium and Penicillium spp. (15%), Cladosporium spp.
(10%) and Verticilium spp. (5%).

Figure 2: Fungal genera isolated from maize (Zea mays L.) kernels naturally contaminated
in Control and Cold Plasma Treated samples: Aspergillus, Penicillium and Fusarium by
optical microscope [X40 and 100].

L =
l -
L 3 " p ’1
; - {
\ =
- . 3
b, W SRR

In Figure 3, we can observe that as the treatment time increases, the amount of
UFC decreases, when compared to the control, in both moisture levels at the 10-! dilution.
Furthermore, it is also visible that the genera Fusarium, Aspergillus and Penicillium present
in the Control samples remained in the samples even after treatment, but in fewer colonies.



264

Figure 3: Visible fungal reduction through total fungal count in maize (Zea mays L.) kernels at different moisture (11.42; 12.72 and 17.96%) at 10-! dilution after exposure to Cold Plasma
treatment (frequency - 130 H) during times of 0, 2, 5, 7, 10, 15 and 20 minutes.
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Moisture
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. “““




Effect of CP on Microstructural characteristics of the grain surface

The microstructural characteristics of the maize grains surface after CP
application were recorded through SM and SEM, Figures 4 and 5, respectively.

Changes in the maize grains peel could be seen (Figure 4) in all moisture
conditions in which they were submitted before CP treatment. The peel developed a wrinkled
texture compared to the control, which was smooth, from 5 min (moisture: 17.96 and 12.72)
and 7 min of exposure (moisture: 11.42) to the treatment.

Similar changes were reported by Runtzel etal. (2019) in black beans subjected
to CP treatment for up to 30 min and by Dhayal et al. (2006) in safflower seeds.

In SEM images (Figure 6), the surface characteristics of the untreated grains
showed differences when compared to the different moisture, showing that wrinkling
decreases as the water available in the matrix increases.

As the time of exposure to the treatment increased (2-20 min), the peel showed
greater wrinkling when compared to the control at the 3 moisture levels tested. Similar
findings were reported by Stolarik et al. (2015) who used diffuse coplanar barrier discharge
(DCSBD) plasmareactorin peaseeds for 1 to 10 min and Runtzelet al. (2019) in black beans
exposed for up to 30 min exposed in reactor Tip plane type. Zahoranova et al. (2018) on the
other hand, observed that DCSBD plasma treatment does not cause any significant damage
to the maize surface, degradation, erosion or scratching, even after longer exposure times of
5 min.

As shown by SM (Figure 4), erosions were observed only in the moisture
treatments 12.7 and 18.0% exposed to 7 min to CP. In the case of the present study, the fact
that erosions/burns occurred only under the conditions mentioned may be related to the
plasma's preference for the highest points of the sample. As the grains do not follow a
standard size and/or height, a possible explanation for this occurrence is the formation of
electrical arcs that resulted in damage to the grain surface of the. Sarangapani etal. (2016),
observed that after exposure of low-pressure plasma treatment, for 5 and 10 min, at powers
of 30 and 40 W, SEM revealed cracks and depressions on the surface of basmati rice. Ukuku
etal. (2019) also observed changes in apples treated with a combination of antimicrobial and
plasma jet. The researchers reported that CP altered the surface structures of the apple, but
not the structure of the bacterial cell. Similar differences, such as erosions and ruptures in the
epidermal tissue, were also reported by Grzegorzewski etal. (2011) on lettuce leaves using
CP
The differences in results can be explained due to factors that affect the penetration of
plasma into the food matrix, such as the constitution of the reactor and plasma intensity,
composition, available free water, porosity, distance between the plasma source and the
surface of the food and reactive species (Misra et al. 2016).
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Germination capacity

For the germination capacity tests, the germination was only in the grains with
moisture of 12.72%. Water is one of the factors that most influence the seed germination
process (Regoetal. 2011). The low availability of water causes a reduction in growth, caused
by the decrease in cell expansion and elongation due to the decrease in turgor (Yasseen &
Alomary, 1994).

On the other hand, Borges and Rena (1993) state that excess moisture generally
causes a decrease in germination since it prevents oxygen penetration and reduces the entire
resulting metabolic process. In addition to water availability, dormant seeds present
difficulties in germinating even when exposed to favorable environmental conditions (Costa
et al, 2010). These facts corroborate the findings. For maize with moisture of 11.42%, the
water added (2.0-3.0 times the weight of the substrate) for the germination test was not
enough for its germination. As for maize with a moisture of 17.96%, in addition to its already
high moisture content, the addition of more water for the test affected its germination,
causing, in addition to not germinating, fungal colonies to proliferate and cause grain decay.

The effect of CP treatment on maize kernel germination varied with treatment time
as shown in Table 2. According to the data obtained, the treatments of 2 to 10 min per CP did
not cause significant effects (p<0.05) in the percentage of germination, while for the times of
15 and 20 min, there was a reduction of 65.98 and 75.25%, respectively, with germination
percentage being negatively influenced (p<0.05). Similar results were found for GSI, GMT
and GMS. The decrease in the germination rate possibly occurred due to possible damage to
the germinal structures in a long period of exposure to CP (Runtzel et al. 2019). The food
characteristics changes after CP exposure can be explained by the reactive species action on
tissues causing expansion apart from the breaking down of cell membranes (Pasquali et al.
2016).

Table 2 — Percentage, speed index, time, and mean speed of germination of maize (Zea mays L.) grains
at 12.72% moisture treated with Cold Plasma (frequency - 130 Hz, voltage - 30kV and energy - 100 + 5
mJ) attimes of 0,2,5,7,10, 15 and 20 minutes.

. GI* (%) b GMT* GMSH
Treatment (min) GSI (days) (days™)
0 97.00° 89.66" 2.31° 0.43¢

2 95.00* 87.00* 2.32° 0.43¢

5 96.00* 62.58° 3.56° 0.28%

7 96.50* 71.66° 3.05% 0.33%

10 98.00* 62.91° 3.58* 0.28%

15 33.00° 10.47¢ 6.38" 0.16"



20 24.50¢ 6.12°¢ 8.00° 0.12°

*Germination index; "Germination speed index; ‘Germination mean time; Germination mean speed;
"Means and standard deviations followed by the same lowercase letter vertically do not differ
significantly at 5% probability for the different times of CP application by Tuckey's test.

According to the findings of Runtzel et al. (2019), after treatment with CP (voltage
of 8 kV and power of 510 W) at times of 5 and 10 min, the black bean maintained its
germinative power, but when exposed to longer times (20 and 30 min) it did not develop the
radicle, having its germination inhibited, a similar result to the found.

Several authors found that CP stimulated the germination process, such as Mitra et
al. (2014) in chickpeas (up to 5 min of exposure to CP), where the total percentage of seed
germination increased to CP treatment times up to 3 min compared to with control. Ling et
al. (2014) in soybean seeds (15 s of exposure to CP) at 0, 60, 80, 100, and 120 W. The results
showed that CP treatments positively affected seed germination and seedling growth,
whereas the 80 W treatment had the greatest stimulatory effect. Zahoranova etal. (2018) did
not observe any significant change in the germination of maize kernels after treatment with
CP (power of 400 W) for 1 and 2 min when compared to the Control, but when subjected to
an exposure of 4 and 5 min, the germination rate dropped to 83 and 7%, respectively. Sera et
al. (2009), in which the germination speed of buckwheat was delayed with increasing
treatmenttime, resultingin a decrease in germination in times greater than 1 min, and Mravlje
et al. (2021), who also had wheat germination rate affected by longer exposures (shorter
exposures (up to 45 s) were safely applied).

Plasma treatment of maize grains affected seedling growth, as we can see in Figure
7, all treatments differed statistically (p<0.05) from the control, with lower radicle growth.
This result may have been generated due to the delay in the germination speed of post-
treatment grains.

Figure 7 — Mean and standard deviation (cm) of radicle growth of maize (Zea mays L.) grains treated
with Cold Plasma during0, 2, 5,7, 10, 15 and 20 minutes
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*Means and standard deviation followed by the same lowercase letter do not differ significantly at 5%
probability for the different times of CP application by Tuckey's test.

Zahoranovaetal. (2018) obtained satisfactory results with maize for treatment with
CP, where 60 s of exposure stimulated root growth by 12% and shoot length by 35%
compared to the control, but when the treatment exposure time was increased, there was
inhibition of all growth parameters. Runtzel etal. (2019) had a 33% increase (16 mm) in the
length of the structures that give rise to stems and leaves in black beans duringa 5 min
exposure when compared to the control (12 mm). On the other hand, its radicle growth was
visually inferior when exposed for 10 min (8 mm).

Some experiments on CP treatment of maize seeds indicate that shorter treatments
(40-80 s) have a positive effect on germination (Henselovaetal. 2012), while other authors
did not find significant changes in maize germination in shorter treatments (60—120 s)
(Zahoranova et al. 2018). On the other hand, it is accepted that longer exposure to CP causes
a significant decrease in germination and subsequent inhibition of growth parameters in CP
systems (Volin et al. 2000; Henselova et al. 2012; Filatova et al. 2013; Zahoranova etal.
2016; Zahoranova et al. 2018). All these studies confirm that the effectiveness of plasma
treatment for seed germination may vary with the type and condition of the seeds and
environmental factors such as climate, soil conditions, and water availability (Randeniya,
2015).

CONCLUSION

In this study, cold plasma treatment on maize grains, considered one of the main
agricultural crops, was verified as a mild alternative method, whichshowed promisein fungal
decontamination. The treatments showed antifungal efficacy in all moistures from 5 min of
treatment, concluding that the treatment is effectiveright after harvesting, as well as after
drying the grain.

Concerning the stability of the microstructures, it was observed that the treatment
caused wrinkling of the surface of the peel at all exposure times. This wrinkling increased as
the exposure time increased.

For the germination capacity tests, there was seed germination only in grain
treatments with 12.72% moisture. Treatments from 2 to 10 min by cold plasma did not cause
significanteffects on germination capacity and root growth, while fortimes of 15 and 20 min,
there was a reduction.

Therefore, the results indicate that cold plasma treatment on maize grains may be
a new alternative to decontaminating fungal grains. However, the technology needs to be
optimized for commercial use.
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Figure 4: Stereo Microscope [X0.67] of the maize (Zea mays L.) grains surface, mostuire (11.42; 12.72 and 17.96%), after exposure to Cold Plasma treatment (frequency - 130 Hz) during times of 0,2,5,7,10, 15 and
20 minutes.
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Figure 6: Scanning Electron Microscope [X1,000] of the surface of maize (Zea mays L.) grains at different moisture (11.42; 12.72 and 17.96%), after exposure to Cold Plasma treatment
(frequency - 130 H) during times of 0, 2, 7, 10 and 20 min
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