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RESUMO

A solucédo de Microrganismos Eficientes (ME), preparada por agricultores de forma
artesanal, tem sido uma alternativa organica em substituicao ao uso de produtos
agricolas sintéticos nas lavouras familiares. Dentre as vantagens da solucéo
destaca-se o auxilio no crescimento e producao de plantas, a biorremediacdo do
solo com a diminuicdo e/ou eliminagdo de microrganismos indesejaveis e residuos
quimicos. A espécie fungica, Alternaria alternata, tem relevancia na producdo e
qualidade de uvas de mesa, podendo levar a contaminacdo das frutas por
micotoxinas e, consequente intoxicacdo e perdas econbmicas. O objetivo deste
trabalho foi realizar a caracterizagdo quimica da solucdo de ME fabricada por
agricultores da regiao de Marialva-PR para identificagdo de metabdlitos secundarios
por UHPLC-MS/MS e investigar a acao antifUngica dos ME contra A. alternata. As
micotoxinas, aflatoxina G. e patulina, foram encontradas na solucao de ME
produzida por agricultores de Marialva, sendo a primeira diretamente relacionada
com contaminagdo na industria alimenticia e a segunda relacionada com efeitos
mutagénicos e genotoxicos. Frente a concentracdo inibitéria minima (CIM), a
solucdo mostrou eficiente atividade antifingica nas concentracdes de 50 e 25%
contra A. alternata. Contudo, na avaliacdo por disco de difusdo, a solugdo nao
demonstrou acdo antifingica nas concentracées testadas. O estudo demonstrou
micotoxinas de risco alimentar na solu¢cdo de ME avaliada e divergéncia da acao
antifingica entre os testes realizados, fazendo-se necessario outros estudos mais
complexos e especificos para avaliar sua seguranca. Este estudo enfatiza a
importancia da caracterizagcdo quimica dos ME e seguranca dos mesmos frente a
aplicacao agricola.
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INTRODUCAO

A presengca de fungos filamentosos produtores de micotoxinas € um fator
preocupante entre os agricultores do Brasil, pois € um indicativo de perdas
econOmicas significativas e também de contaminacdo de alimentos com riscos a
humanos e animais. Alternaria alternata € um importante fungo filamentoso,
considerado patogénico, que afeta diretamente a respiracdo celular vegetal,
consequentemente, diminui a producao agricola, pois acelera o processo de morte
celular da planta (CASTRO et al., 2018).

Os fungicidas sao produtos sintéticos utilizados na agricultura para controle de
doencas pré e pos-colheita, entretanto, 0 seu uso aumenta a cada ano e a presenca
de residuos nos alimentos, consequéncias irreversiveis na salude dos consumidores,
além de aumento de residuos quimicos no solo impedem o crescimento saudavel de
plantas e frutos (SILVA, CORDEIRO e ROCHA, 2022).

Uma das alternativas crescentes e viaveis para utilizacao agricola e na pecuaria, sédo
os microrganismos eficientes (ME), um bioinsumo que é usualmente utilizado na
substituicdo dos agroquimicos. Os ME séo definidos como uma comunidade de
microrganismo que sao naturalmente encontrados em solo fértil, e é composto por
quatro grupos conhecidos: leveduras, actinomicetos, bactérias produtoras de &cido
latico e bactérias fotossintetizantes (SILVA, CORDEIRO e ROCHA, 2022). Diante
disso, é necessario caracterizar quimicamente e avaliar a atividade antifungica da
solucao de ME, contra A. alternata, produzida por agricultores da regidao de Marialva-
PR.

MATERIAIS E METODOS

Reagentes

Para a extracao dos compostos, os reagentes foram todos de grau analitico e para
os ensaios cromatograficos de grau HPLC. A agua ultrapura foi obtida pelo sistema
MIlli-Q® em 18,2 MQ/cm (Millipore®, Billerica, MA, EUA) para extragdo e andlise
cromatografica de metabdlitos secundarios.

Coleta de amostras

As amostras de ME foram obtidas em locais da agricultura familiar de Marialva,
Brasil. Estas amostras foram coletadas por técnicos do Instituto de Desenvolvimento
Rural do Parana (IDR-Parana, Marialva, Brasil).

Caracterizacdo quimica do ME
A caracterizagdo quimica dos metabdlitos do ME foi realizada segundo Castro et al.
(2018).
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Avaliagdo da atividade antifungica

A atividade antifungica foi determinada através do meétodo de microdiluicdo -
Concentracao Inibitéria Minima-CIM (CLSI, 2008) e o método de disco difusao
descrito por Prasad et al. (2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na caracterizacdo quimica dos metabdlitos secundarios por UHPLC/MS nas
solugcées de ME foram identificados a aflatoxina G, (HMDB, ID: HMDB0030475,
WISHART et al.,, 2013), em modo positivo e negativo de ionizacdo, a qual esta
diretamente relacionada com contaminacdo na industria alimenticia, causando
infeccbes agudas ou crbnicas por sua exposicao; e a patulina (HMDB, ID:
HMDBO0034299, WISHART et al., 2013), em modo negativo, esta tendo potencial
mutagénico e genotdxico (Figura 1). Uma vez que o ME é disseminado nas
plantacbes, € de suma importadncia que nao apresente fungos toxigénicos em sua
composicao, de forma que ndo seja um perigo em potencial aos agricultores e
consumidores dos produtos.

Figura 1. Espectro de fragmentagdo UHPLC-ESI-(-)-Qtof-MS/MS das micotoxinas
(a) aflatoxina Gy e (b) patulina.

OH

S (0]
0=
00X

Patulina
Erro: 1,3070 ppm

Aflatoxina G,
Erro: -6,3816 ppm

Fonte: Autoria propria.

A CIM encontrada foi de 50 e 25% dos ME para A. alternata pelo método CLSI. No
entanto, na técnica de disco difusdo, ndo se obteve inibicdo do crescimento fungico
de hifas da A. alternata pelos ME testados. O método CLSI utilizado é um método
ouro para avaliar a atividade antifungica do ME frente a A. alternata, contudo outros
métodos padronizados e otimizados podem ser feitos para confirmar os resultados,
além da concentracao fungicida minima (CFM).
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CONCLUSOES

A presenca dos metabdlitos secundarios, aflatoxina Gy e patulina, leva a
preocupacoes voltadas ao uso continuo e desorientado desta solugdo de ME na
agricultura familiar, uma vez que estas micotoxinas poderdo estar presentes no
produto agricola final. Os resultados da atividade antifungica do ME foram
divergentes e inconsistentes nas andlises pelo método CLSI e disco-difusdo, se faz
necessario um estudo mais especifico e complexo para avaliar a utilizacado de ME
como biofungicida, além de garantir sua seguranca toxicolégica.
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