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RESUMO

A contaminacgdo fangica acarreta alteragdes na qualidade nutricional e no valor econémico dos
produtos alimenticios podendo causar danos patolégicos em plantas, animais € humanos. A
identificacdo da atividade antifungica e antimicotoxinas, em extratos de diferentes fontes que
exibem propriedades de inibir naturalmente o crescimento de fungos e subsequiente produgéo
de micotoxinas (metabdlitos secundarios produzidos por fungos toxigénicos), abre a perspectiva
de empregar de forma mais eficiente os tecidos vegetais empregando-os como conservadores
naturais. Entre os compostos com propriedades inibidoras de crescimento fungico e producao
de micotoxinas, naturalmente presentes em alimentos, destacam-se os compostos fendlicos,
que por sua estrutura quimica dificultam a atividade de enzimas metabdlicas de
microrganismos. As matérias-primas escolhidas foram: o farelo de arroz, a cebola e a microalga
Chlorella phyrenoidosa. Aos trés tecidos sao atribuidas propriedades funcionais, sendo que os
dois primeiros sdo abundantes na regido sul e comercializados com baixo valor agregado. A
chlorella é empregada em dietas especiais como fonte de compostos bioativos especialmente
aminoacidos essenciais e compostos antioxidantes. Este trabalho teve como objetivo
determinar o teor de compostos fendlicos, a atividade antifungica sobre o desenvolvimento dos
fungos dos géneros Rhyzopus sp., Aspergillus oryzae, Aspergillus flavus, e Fusarium
graminearum e a atividade antimicotoxinas sobre o fungo Aspergillus flavus, em extratos de
farelo de arroz, cebola e Chlorella. Os compostos fendlicos da cebola foram extraidos em trés
sistemas solventes: aquoso, metandlico e acetato de etila. Os compostos fendlicos do farelo de
arroz e da chlorella foram extraidos com metanol, sendo quantificados colorimetricamente com
reagente de Folin-Ciocalteau. O contetido de fendis totais nos vegetais variou de 68 pgiencis.g”
em extrato aceto-etilico de cebola a 3012 pgensis-g ' €m extrato aquoso de cebola. Os extratos
foram triados sobre os fungos Rhyzopus sp e Aspergillus oryzae que foram os modelos para
estimar a inibicdo de crescimento fungico. Esporos de Aspergillus flavus foram utilizados para
estudar o efeito inibidor da producéao de aflatoxina B e B,. Os extratos testados apresentaram
algum grau de inibigdo do desenvolvimento fungico, sendo a chlorella a que apresentou maior
inibicdo em relacao aos outros extratos, em todos os fungos testados, chegando a 31% de
iNIDICAO/UG fenol tota- APOS 0 7° 14° e 21° dia de incubagédo foram realizadas extragbes de
micotoxinas do meio de crescimento pelo método adaptado de TANAKA et al., (2000). O extrato
fendlico de Chlorella inibiu totalmente a producao de micotoxinas em relagcao ao controle. Estes
resultados mostram que a acdo antifungica estda naturalmente presente em alguns tecidos
vegetais e que encontrar a forma de extrai-los e aplica-los como conservadores de alimentos €
muito promissor para agregar valor aos alimentos, principalmente aqueles de baixo valor
comercial.

Palavras-chave: antifungico, fendis, micotoxinas.



ABSTRACT

The fungal contamination cause alterations in nutritional quality and economic value of food
products and can cause pathological damages in plants, animals and humans. The identification
of the antifungal activity and antimycotoxin in extracts of sources different that show properties
of naturally inhibiting the fungal growth and subsequent mycotoxins production (metabolites
secondary produced by toxic fungal), open the perspective of employing in the more efficient
form the vegetable tissue employing them like natural conservatives. Between compounds with
properties inhibiting of fungal growth and mycotoxins production, naturally present in foods,
stand out the phenolics, what for your chemical structure make difficult the activity of metabolic
enzymes of microrganisms. The chosen raw materials were: the rice bran, the onion and the
microalga Chlorella phyrenoidosa. To three tissues functional properties are attributed being that
two first ones are abundant in the south region and marketed with low collected value. The
Chlorella is employed in special diets like source of bioactives compounds and antioxidant
compounds. This objective study was determine the tenor of phenolics compounds, the
antifungal activity on the development of the fungal Rhyzopus sp, Aspergillus oryzae, Aspergillus
flavus and Fusarium graminearum and antimycotoxin activity on the fungal Aspergillus flavus, in
extracts of bran of rice, onion and Chlorella. The phenolic compounds of the onion were
extracted in three solvent systens: aqueous, methanolic and ethila acetate. The phenolic
compounds of the bran of rice and of the Chlorella were extracted with methanol, and quantified
with reagent of Folin-Ciocalteau. The total phenolics levels in vegetables ranged between 68
ugphenolicg-1 in aceto-ethylic extract of anion and 3012 pgphenolic g-1 in aqueous extract of
onion. The extracts was used in antifungal tests against strains of Rhyzopus sp and Aspergillus
oryzae that were the models to appreciate the inhibition of fungal growth. Spores of Aspergillus
flavus were used to study the inhibiting effect of the aflatoxins By and B, production. The tested
extracts presented some degree of inhibition of the fungal development, being the Chlorella Who
presented tested bigger inhibition regasding other extracts, in all the fungal, is reaching 31% of
inhibition/ugphenolic . After 7°, 14 and 21° Day of incubation were carried out extractions of
mycotoxins from growth médium were determined by TANAKA et al., method (2000). The
phenolic extract of chlorella inhibited totally the mycotoxins production regarding the control.
These results show that the antifungal activity is present naturally in some vegetable tissues and
that to find the formo of extracting to apply as conservatives of foods is very promising to values
collect to the foods, principally those of low commercial value.

Key words: antifungal, mycotoxins, phenolic.
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1. INTRODUGAO

A contaminacdo dos alimentos por fungos causa mudancas, tanto na composicao
quimica, quanto na estrutura e aparéncia representando perda econémica e/ou desperdicio da
matéria-prima e alimentos. Além de que algumas espécies fungicas em condi¢cdes de estresse
produzem micotoxinas que podem ocasionar danos a saude de humanos e animais (TANIWAKI
e SILVA, 2001)

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios que podem ser produzidos em qualquer
época do cultivo, colheita ou estocagem de matérias-primas agricolas e/ou alimentos. Estas
substancias podem ser carcinogénicas, neurotoxicas e teratogénicas e a ocorréncia delas em
alimentos tém sido mencionada em diferentes paises, inclusive no Brasil (ABDULKADAR et al.,
2004; AYCICEK et al., 2005; BITTENCOURT et al., 2005; GARDA et al., 2004; NUNES et al.,
2003). As espécies de fungos micotoxigénicos envolvidos na cadeia alimentar humana,
pertencem com mais freqiiéncia a trés géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium (SWEENEY
e DOBSON, 1998).

Muitas estratégias tém sido sugeridas para prevenir o crescimento dos fungos
toxigénicos e consequente producdo de micotoxinas em produtos agricolas e alimentos
processados, tais como as aplicacdes de fungicidas e preservantes quimicos, respectivamente
na lavoura e nos produtos alimenticios (FONSECA, 2007; NAIDU, 2000; YOSHIZAWA, 2001;).

A preocupagao de produzir alimentos saudaveis e seguros vém norteando a busca por
conservantes naturais na forma nativa ou extraidos de suas fontes. Diante disto, a énfase das
pesquisas esta voltada para a identificacdo e purificagdo de novos compostos com atividade
antifingica provenientes de fontes naturais, que possam atuar sozinhos ou sinergisticamente
inibindo a deterioracdo de alimentos, limitando o uso dos antifungicos quimicos (BRUL e KLIS,
1999; MELO e GUERRA, 2002).

Os compostos antifungicos de ocorréncia natural empregam diferentes mecanismos de
defesa nos vegetais em que sao produzidos. Os compostos fendlicos, proteinas, Oleos
essenciais e outros podem atuar na inibicado da biossintese de componentes da parede celular,
destruindo a membrana e dificultando a entrada de nutrientes; inibir a biossintese de proteinas
e aminoacidos fungicos; alterar a biossintese de esfingolipidios e interferir no transporte de
elétrons, inviabilizando a integridade da célula. Os antifingicos quimicos exercem mecanismos
similares, porém estes tendem a estar em quantidades excedentes que podem se acumular no

organismo dos consumidores (BRUL e KLIS, 1999).
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Entre estes compostos, aos quais se atribui propriedades antifungicas estdo os
fendlicos. Estes compostos também sdo denominados polifendis e constituem uma classe de
substancias quimicas que inclui diversas estruturas simples e complexas, derivados da
fenilalanina e tirosina. A sintese dos mesmos pode ocorrer em quase todos os tecidos vegetais
e ha evidéncias que as estruturas fendlicas presentes naturalmente em diferentes porgdes dos
vegetais possuem além de atividade antifungica a possibilidade de controlar a producédo de
micotoxinas. Usualmente estes compostos localizam-se nas porc¢des do vegetal mais expostas
a contaminag&o microbiana, na regiao superficial e tecidos de protecdo (NACZK e SHAHIDI,
2004).

Algumas matérias-primas de origem vegetal sdo descartadas por ndo apresentarem as
caracteristicas sensoriais adequadas para a comercializacédo in natura desperdicando-se com
isto uma fonte importante de compostos bioativos. Os residuos gerados na atividade
agroindustrial vem sendo foco nas politicas recentes de producdo empregando tecnologias
limpas, despertando o interesse da comunidade académica e empresarial no sentido de
encontrar usos mais eficientes e menos danosos ao meio ambiente. Assim, considerando-se o
contexto da agroindustria regional é interessante conhecer o potencial de residuos de cebola e
arroz como fonte de conservadores naturais para extracdo e utilizacdo na preservacao de

alimentos.

Em levantamento realizado pela CONAB em 2007, a producéo brasileira de arroz na
safra 2006/2007 chegou a 11,94 milhdes de toneladas de arroz beneficiado, deste
aproximadamente 1,2 milhdes de toneladas foram geradas de farelo de arroz que por suas
caracteristicas sensoriais e pela disponibilidade discutivel de nutrientes sdo comercializadas a
valores pouco compensadores para o setor industrial (CONAB, 2008).

A cebola apresentou aumento na produgédo de aproximadamente 25% na ultima década,
no entanto, o mercado “in natura” apresenta padrées que nem sempre sao atingiveis por
variedades cultivadas em algumas regides do pais pelas suas caracteristicas genéticas
inerentes ou pelas condigdes climaticas e manejo de pds-colheita. As perdas atingem
aproximadamente 18% do total da producdo anual, sendo 9% do tipo sem casca (fora do
padrdo) e 9% (menor que 35 mm de maior didmetro transversal), fora do padrdo; 82% do tipo
comercializavel (EMATER, 2007).

A microalga Chlorella tem as condigbes de cultivo bem conhecidas, e vem sendo
cultivada no Laboratério de Engenharia e Bioquimica da FURG, para uso em formulagbes de
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alimentos ou extragdo de biocompostos. Diferentes acgdes biolégicas foram identificadas nos
componentes desta microalga, mas as suas propriedades como conservadora ainda sdo pouco
exploradas (DERNER et al., 2006).

O conhecimento da presenca de substancias que possuam atividade antifingica e
antimicotoxinas em matérias-primas vegetais abre a possibilidade de se utilizar suas porcoes
ndo comestiveis para extracdo de compostos bioativos que possam ser empregados na
preservacdo de outros alimentos, agregando valor em diferentes etapas da producédo e
conferindo a estes maior aporte de compostos funcionais na dieta.
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Determinar a atividade antifingica e antimicotoxinas de extratos de farelo de arroz,
cebola e microalga Chlorella.

1.2.2 Objetivos especificos
Adaptar procedimento para determinacédo de compostos fendlicos totais em cebola;

Verificar a atividade antifungica dos extratos aquosos, alcodlicos e aceto-etilicos de
cebola e alcodlicos de farelo de arroz e Chlorella phyrenoidosa sobre o desenvolvimento dos
fungos Rhyzopus sp, Aspergillus oryzae, Aspergillus flavus, e Fusarium graminearum;,

Avaliar o efeito dos extratos vegetais sobre a producdo de aflatoxinas By e B, por
Asperygillus flavus.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 FUNGOS

Fungos sdo microrganismos aerdbios, altamente disseminados no meio ambiente,
podendo ser encontrados no solo, agua e no ar. Todos os fungos sao heterotréficos, ou seja,
precisam de compostos organicos como fonte de energia e carbono. Estes microrganismos sédo
saproéfitas e atuam decompondo a matéria organica, auxiliando a fertilizagdo do solo. Devido a
sua grande versatilidade, podem crescer em substratos de composicao variada, onde talvez,
outros microrganismos ndo mostrassem crescimento (PUTZKE e PUTZKE, 2002; TANAWAKI e
SILVA, 1996). Sao ubiquos encontrados no solo, vegetacdo e aguas. Em funcao disto podem
causar efeitos indesejaveis para a agricultura e industria de alimentos. Embora os
microrganismos possam ser inativados ou retirados durante o processamento e estar ausentes

no produto manufaturado, as toxinas permanecem estaveis (MOSS, 1992).

A morfologia dos fungos, sua forma e estrutura, sdo determinadas mediante observagao
macroscopica e microscépica. O corpo dos fungos estd formado por uma massa de filamentos
ramificados e entrelagados, chamados hifas, cujo conjunto € denominado micélio. As hifas
crescem rapidamente e podem atingir mais de 1 km de micélio em 24 horas. A partir de um
pedaco de micélio transplantado podem originar-se novos individuos que se reproduzem por
meio de esporos assexuados, ou sexuados em algumas espécies (GRIFFIN, 1994; RAVEN,
EVERT e EICHHORN, 1996).

Fisiologicamente, os fungos se adaptam a sobrecargas mais severas que a maioria dos
microrganismos, podendo crescer em substratos com alta concentragdo de acucar, uma vez
que sao pouco sensiveis a altas pressdes osmoticas; toleram pH entre 2,0 e 9,0, enquanto o pH
6timo para a maior parte das espécies se situa em torno de 5,6. Também podem se
desenvolver numa ampla faixa de temperatura, além da faixa 6tima entre 22 e 30°C para a
maioria das espécies. Ha espécies que se desenvolvem entre 35 e 37°C, ou em temperaturas
superiores e outros ditos psicréfilos, ou seja, que crescem bem a temperatura de refrigeragéo
(ESPOSITO e AZEVEDO, 2004; PUTZKE e PUTZKE, 2002).

A producado de biomassa por fungos leva em conta que estes sdo capazes de degradar
uma ampla variedade de produtos vegetais complexos. As pesquisas ao longo do tempo vém
demonstrando que os géneros de fungos mais promissores na produgcdo de biomassa sao:
Rhyzopus, Aspergillus e Mucor ANUPAMA e RAVINDRA, 2000).
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2.1.1 Género Rhyzopus

Estes fungos sao classificados como zigomicetos, da ordem Mucorales e sao
considerados os fungos mais primitivos. Morfologicamente, sdo fungos com hifas continuas,
formam uma massa citoplasmatica multinucleada (hifas cenociticas) e ndo formam corpo de
frutificacdo. Na reprodugé@o assexuada algumas hifas crescem na vertical e se diferenciam na
extremidade, formando esporangios, estruturas constituintes dos esporos. Os esporangios sao
grandes e negros; quando maduros se desintegram liberando os esporos que germinam e
formam novas massas de hifas (PITT e HOCKING, 1997; RAVEN, EVERT e EICHHORN,
1996).

A reproducdo sexuada, menos freqliente ocorre com a aproximacao de duas hifas de
individuos diferentes. As extremidades dessas hifas se encostam e se fundem, originando um
zigoto de parede espessa e resistente, denominado zigosporo. O zigospéro, passado o periodo
de dorméncia, sofre meiose e germina, originando um novo micélio (PITT e HOCKING, 1997;
RAVEN et al., 1996). Este género nao possui espécies toxigénicas, fato que pode justificar a
grande facilidade de contaminagéo de materiais onde eles se desenvolvem por outras espécies
fungicas (PITT e HOCKING, 1997).

2.1.2 Género Aspergillus

Os fungos deste género sdo classificados como ascomicetos, a classe mais numerosa
do reino Fungi. Suas hifas sdo septadas, seus septos ou paredes transversais sdo perfurados
por um poro central, por onde o citoplasma e o nucleo podem passar facilmente. Sua
reproducao € realizada por meio de esporos, tanto na fase assexuada quanto na sexuada. Na
forma assexuada, os esporos especializados (conidios) formam-se nas extremidades das hifas
especializadas e denominam-se conidi6éforos. Os esporos, ao entrarem em contato com o meio,
germinam e originam novos micélios. Foram identificados em torno de 200 espécies de
Aspergillus na natureza, isoladas de frutas, vegetais e outros substratos, especialmente os ricos
em carboidratos (PUTZKE e PUTZKE, 2004; RAVEN et al., 1996).

Os Aspergillus séo membros ubiquos da microflora do ar e, por isso, séo encontrados
freqientemente como contaminantes dos meios de cultivo. Estes fungos crescem em altas
concentracdes de acucar e sal, indicando que sdo capazes de extrair agua de substancias
relativamente secas (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004; WAINWRIGHT, 1995).

Espécies deste género sdo economicamente importantes, pois sado utilizadas em

numerosas fermentagdes, incluindo a produgao de &cidos citrico e glutamico pelo Aspergillus
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niger, que também é citado como o0 microrganismo mais usado para enriquecimento protéico de
substratos. No Japéao, Aspergillus wentii € utilizado para producao de alimentos fermentados
(GREWAL e KALRA, 1995; HAQ, ALI e IQBAL, 2003; SCHIRICKX et al., 1995; WAINWRIGHT,
1995).

Quanto a producao de enzimas, Aspergillus oryzae vem sendo utilizado principalmente
para a producdo de a — amilase, mas também de outras enzimas, como poligalacturonase e
polimetilgalacturonase (NEMEC, JERNEJC e CIMERMAN, 1997).

Algumas espécies contaminam os alimentos produzindo micotoxinas, como é caso do
Asperygillus flavus e Aspergillus parasiticus. Com relagédo ao crescimento fungico e formagéao de
micotoxinas, estes sdo dependentes de uma série de fatores, como a umidade, temperatura,
presenca de oxigénio, tempo para o crescimento fungico, constituicdo do substrato, lesdes a
integridade dos graos causados por insetos ou dano mecanico/térmico, quantidade de inéculo
fungico, bem como a interacao/competicao entre as linhagens fungicas.

2.1.3 Género Fusarium

O género Fusarium sp. é classificado como um fungo imperfeito, caracterizado por um
micélio hialino, ramificado e tabicado, com espor6foros em forma de fidlides e conidios de forma
e tamanho variavel. Apresenta macroconideas fusiformes, com varios septos (LEAL et al.,
2005).

Apesar de intensas pesquisas, esforcos para controlar e prevenir infecgdes fungicas, em
especial por Fusarium, em vegetais e animais, ndo tem havido grande sucesso. O Fusarium
causa danos a plantagdes e prejuizos que geram perdas de bilhdes de délares nos Estados
Unidos e no mundo. Além disso, a ingestdo de alimentos que contenham micotoxinas
produzidas por este fungo pode causar grandes prejuizos para saude humana e vegetal
(DOYLE, 1997).

As espécies de Fusarium, que sdao conhecidas como fitopatégenos, sdo saproéfitas do
solo com distribuicdo mundial. O registro de incidéncia de infecgbes humanas por Fusarium tem
aumentado consideravelmente na medicina contemporanea. O Fusarium sp. destaca-se nao s6
pela sua agressividade, mas por levar ao ébito a maioria dos pacientes com infecgcédo
disseminada. As lesdes provocadas por Fusarium nos seres humanos podem ser locais ou
sistémicas. As primeiras ocorrem principalmente em decorréncia de lesbes traumaticas ou
infeccbes secundarias a queimaduras. As manifestacbes mais freqlentes sao queratites,

Ulceras, de pele, micetomas, osteomielites e osteoartrites (HENNEQUIN et al., 1999). Em
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humanos, o fungo geralmente penetra pela pele ou conjuntiva ocular, levando a efeitos
sistémicos, principalmente em imunocomprometidos, com grande potencial carcinogénico, que
podem levar a morte (LEAL et al., 2005).

O Fusarium e suas micotoxinas, em especial fumonisinas, deoxinivalenol e zearalenona,
sao detectados com grande freqiiéncia em graos que servem de preparo para ragao destinada
ao consumo animal. Tanto em plantagées quanto nos animais que se alimentam de tais graos,
os efeitos do fungo sdo graves, levando a um prejuizo econémico e a saude dos mesmos
(LEAL et al., 2005). Estas toxinas no Brasil sdo relativamente pouco estudadas e a maioria dos
relatos de contaminagédo provém de matérias-primas produzidas nos estados do Parang, Rio
Grande do Sul e Santa Catarina, devido a alterndncia de noites frias e dias quentes
(SANTURIO, 2002).

Varios trabalhos tém sido realizados com o intuito de melhorar a resisténcia das
plantacées ao Fusarium e suas micotoxinas. Programas procuram variedades de espécies de
plantas que tenham resisténcia ao fungo por melhoramento genético. Também tem sido
estudadas espécies de microrganismos que tenham antagonismo competitivo pelo Fusarium
(LEAL et al., 2005).

2.1.4 Contaminacao dos alimentos por fungos e micotoxinas

Apesar das utilidades e beneficios do emprego dos fungos, em processos industriais
diversos, quando estes contaminam os produtos alimenticios podem representar perigo a saude
publica, pois além de diminuirem a disponibilidade de nutrientes, alterarem as caracteristicas
sensoriais e podem produzir substancias téxicas (MENEZES, 1992).

As principais espécies fungicas deteriorantes de alimentos e os produtos onde ocorrem
com mais frequéncia ocasionando perdas de nutrientes estdo exemplificados na Tabela 1
(BRUL e KLIS, 1999).



Tabela 1:Fungos deteriorantes de alimentos e produtos tipicamente afetados
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Fungos

Produtos afetados

Aspergillus versicolor
Aspergillus flavus
Aspergillus miger

Fusarium oxysporum

Penicillium roqueforti

Penicillium expansum

Penicillium commune

Penicillium discolor

Saccharomyces spp.

Trichoderma harzianum

Pées, laticinios
Cereais, nozes
Especiarias
Frutas
Carnes, ovos e queijos
Frutas e vegetais
Margarinas
Queijo
Bebidas suaves
Margarinas

Fonte: BRUL & KLIS, 1999.

Dentre as espécies fungicas toxigénicas encontradas nos alimentos destacam-se os
géneros: Aspergillus, Penicillium e Fusarium, cujas espécies e toxinas estdo apresentadas na
Tabela 2. Estes trés grupos sao classificados em fungéo do habitat e substrato preferencial para
o seu desenvolvimento. Enquanto as espécies de Fusarium sao patdgenas destrutivas das
plantas produzindo micotoxinas antes ou imediatamente apds a colheita, espécies de
Aspergillus e Penicillium sao mais comumente encontradas como contaminantes de
equipamentos e alimentos durante a secagem e posterior estocagem (SWEENEY e DOBSON,
1998). Estes fungos também estdo largamente distribuidos na natureza e, portanto, muitas

vezes contaminam alimentos frescos e processados.
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Tabela 2: Principais espécies de fungos toxigénicos e suas micotoxinas

Espécie fungica Micotoxinas
Aspergillus flavus; Aspergillus parasiticus Aflatoxinas
Aspergillus ochraceus Acido Ciclopiazénico
Penicillium viridicatum; Penicillium )
, Ocratoxina A
cyclopium
Penicillium expansum Patulina

Fusarium culmorum; Fusarium

. . L Deoxinivalenol
graminearum; Fusarium sporotrichioides

Fusarium sporotrichioides; Fusarium poae Toxina T-2
F.sporotrichioides; F.graminearum; F.poae Deacetoxiscerpenol
Fusarium culmorum; Fusarium
, , . Zearalenona
graminearum; Fusarium sporotrichioides
Fusarium moniliforme Fumonisinas

Fonte: D’MELLO e MACDONALD, 1997.

A quantificacdo do crescimento fungico € bastante complexa, considerando que os
fungos crescem como hifas e ndo como células simples, o micélio pode penetrar nos substratos
sélidos e as colbnias tendem a se espalhar tornando dificil a quantificacdo em placas. Muitos
autores destacam o fato de que os aspectos relacionados a deterioragdo de matérias-primas e
produtos e a producao de toxinas justificam a necessidade de detectar, quantificar e identificar
fungos em alimentos para garantir a qualidade e diminuir o risco de deterioragdo ou de
producéao de toxinas fungicas (TANAWAKI, IAMANAKA e BANHE, 1999).

O potencial de producdo de micotoxinas pode unicamente ser estabelecido pelo
isolamento de espécies toxigénicas e sua inoculagdo em meios com nutrientes e condigdes de
temperaturas e umidade adequadas ou pela detecgdo da micotoxina na matriz analisada
(OSBORNE, 1982).

Em estudo da microflora e espécies aflatoxigénicas em derivados de arroz, Lima et al.,
(2000), avaliaram a capacidade de producao de micotoxinas por cepas de Aspergillus flavus,
isoladas de arroz e derivados. Os microrganismos foram inoculados em agar contendo leite de
coco e incubados por 7 dias a 25°C. A determinacdo das micotoxinas feita por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), revelou que 53% das cepas foram aflatoxigénicas e
produziram aflatoxinas B; e B,. Nunes et al., (2003) avaliaram o potencial de espécies de
Aspergillus e Penicillium isoladas de amostras de arroz, demonstrando potencial toxigénico com
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producdo de aflatoxina B; e ocratoxina A, respectivamente. Sendo que a ocratoxina A foi
produzida em maior nivel (43 ppb) quando inoculada em farelo de arroz.

2.2 MICOTOXINAS

A contaminagédo dos alimentos por fungos depende do crescimento destes e pode
ocorrer no campo, durante e apds a colheita, transporte, processamento e armazenamento do
produto (SABINO, 1996). O estresse, o desbalango de nutrientes e as condi¢gdes ambientais
propiciam que espécies toxigénicas produzam micotoxinas, que sdo metabdlitos secundarios
produzidos em alguma etapa do desenvolvimento fungico, podendo ser toxico aos animais e ao
homem (SWEENEY e DOBSON, 1998).

Pode-se assumir que aproximadamente 20% dos produtos alimenticios (principalmente
de origem vegetal) estdo substancialmente contaminados por micotoxinas. Algumas das mais
relevantes micotoxinas (aflatoxina By e ocratoxina A) podem ser detectadas em produtos
alimenticios e ragbes animais originarios de diferentes paises. Do total de 300 micotoxinas que
vem sendo descritas, produzidas por cerca de 200 espécies de fungos, apenas 20 sao
normalmente encontradas em alimentos e ragdes em niveis considerados de risco para a saude
de humanos e animais (ANKLAM, STROKA e BOENKE, 2002).

A comprovada natureza téxica das micotoxinas, torna necessaria a prevencado da
contaminacdo de alimentos por fungos toxigénicos, e o controle do crescimento fungico
mediante a manipulagdo do ambiente que se encontra o alimento. Os métodos de controle sao
utilizados para reduzir a concentragdo de micotoxinas a niveis seguros, ou a utilizacao de
produtos de degradacdo nao toxicos, sem que promovam a diminui¢do do valor nutritivo dos
alimentos descontaminados. Os métodos de controle podem ser classificados dentro de duas
categorias principais: prevengao da contaminagéo e do crescimento fungico e detoxificagdo dos
compostos produzidos pelos fungos.

As micotoxinas mais freqlientes encontradas em alimentos de consumo rotineiro e com
limites de consumo estabelecidos por muitos paises sao: aflatoxinas B4, By, Gy e Gy, ocratoxina
A, zearalenona, deoxinivalenol, toxina T-2 e fumonisina (FONSECA, 2007).

A Tabela 3 apresenta as principais micotoxinas estudadas em funcdo de aspectos
econdmicos e toxicoldgicos, fungo produtor da contaminagéo, estrutura quimica, os alimentos
mais freqliientemente contaminados por micotoxinas e os sintomas das micotoxinas em animais
e humanos.
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Tabela 3: Aspectos econémicos e toxicolégicos das principais micotoxinas
Aflatoxinas Ocratoxina A Zearalenona Tricotecenos
Aspergillus flavus, . . Fusarium, Stachbotrys,
Fungo produtor Aspergillus parasitious ~ #SPe'9llus ochraceus Fusarium Trichoderma
Sesquiterpendides

Cumarinas substituidas B-fenilalanina ligada a
e ligadas ao ) g
isocumarina

Estrutura Quimica
deidrofurano

Hepatotoxicose,

carcinogénese L

nogene: Nefrotoxica,

Sintomas em animais hepatica, baixa hepatotoxica
conversao alimentar, ; o

desidratagéo.

reducao da lipase
pancreatica.

Aflatoxicose,

hepatocarcigenese,
Sintomas em humanos sindrome de Reye, Nefropatia dos Balkans,
endofalopatia e tumor renal.

degeneracgao gordurosa
nas visceras.
Trigo, cevada, aveia,
centeio, milho, sorgo,

Amendoim, pi h o
endoim, pistache, arroz, feijao, noz,
Alimentos de nozes, qastanha do ervilhas, graos de café
N Brasil, trigo, cevada, S ’
ocorréncia ) ; . racao, produtos
aveia, paingo, milho, RS
~ animais (rim, carne,
caroco de algodao .
produtos carneos e
lacteos);

Derivadas do acido
resorcilico

Efeitos estrogénicos,
infertilidade.

Aborto, cancer cervical.

Milho, trigo, cevada,
aveia, centeio, sorgo,
arroz

substituidos por éster e
alcool

Perda de apetite,
vémito, diarréia, perda
de peso.

Aleucia toxica alimentar
(ATA), doenca de
akakabi-bio,
estaquiobotriotoxicose.

Trigo, cevada, aveia,

centeio, milho, sorgo,

arroz, condimentos,
racao.

Fonte: SCUSSEL (2000); YOSHIZAWA (2001).
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2.2.1 Aflatoxinas

As aflatoxinas (AFL) sdo um grupo de micotoxinas estruturalmente semelhantes,
produzidas, sobretudo por diferentes espécies de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus,
tendo sido identificados quatro tipos estruturais principais, aflatoxinas B4, B,, Gi e G, por
apresentarem fluorescéncias azul, violeta e esverdeada, respectivamente quando observadas
sob luz ultravioleta de ondas longas (365nm) (SWEENEY e DOBSON, 1998). Estas sédo as
micotoxinas mais estudadas em alimentos e ragcées, no mundo inteiro sendo 0s graos mais
frequentemente contaminados, amendoim, nozes, milho, arroz, frutas, figo, cacau e temperos
(YOSHIZAWA, 2001).

Estruturalmente elas se constituem em cumarinas substituidas ligadas a deidrofurano,
sendo estas substituicoes fatores que conferem diferentes graus de toxicidades. O efeito toxico
delas mais caracteristico é a carcinogenicidade, verificada para muitas espécies animais,
inclusive para humanos. Teratogenicidade e mutagenicidade foram observadas em algumas
espécies (OLIVEIRA e GERMANO, 1997).

As aflatoxinas sa@o soluveis em metanol, cloroférmio e outros solventes polares, mas
parcialmente soluveis em agua (10-30 pg/mL). Tais toxinas absorvem fortemente luz ultravioleta
(362-363nm) com absortividade molar de 14700 para aflatoxina B, e 21800 para aflatoxina B;. A
emissao de fluorescéncia para aflatoxina B; e B, ocorre em 425nm e 450nm para aflatoxina G;
e G, (CACCIAMANI et al., 2007).

Segundo Yoshizawa (2001), as aflatoxinas sdo potencialmente hepatotoxicas,
teratogénicas, mutagénicas e carcinogénicas. O efeito da toxicidade varia com a dose, tempo
de exposicao e espécie animal. A aflatoxina By induz a formagdo de tumores malignos em
diferentes espécies animais, incluindo ratos, macacos, patos e trutas. A carcinogenicidade da
aflatoxina By é explicada em fungdo da ativacdo metabdlica por enzimas microssomais
hepaticas susceptiveis aos epdxidos, que interagem com o DNA, podendo desta forma interferir
na transcrigao e sintese de proteinas.

2.2.2 Determinacao de micotoxinas

Conforme o exposto as micotoxinas sdo um grupo de substancias que apresentam certa
variabilidade nas caracteristicas fisico-quimicas, e por isso o desenvolvimento de métodos para
a determinacao simultdnea tem sido um desafio para os analistas. Em adi¢cdo, o desempenho
dos métodos analiticos pode ser influenciado pela matriz do alimento, ou seja, pela composicéo
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quimica do alimento. Portanto, um grande numero de métodos para triagem, inspegcéo e
controle de micotoxinas em alimentos tem sido proposto. Métodos para determinacédo de
aflatoxinas, ocratoxina A, tricotecenos e zearalenona em alguns tipos de alimentos ja foram
validados interlaboratorialmente em estudos colaborativos promovidos por organizagdes como
AOAC International (Association of Official Analytical Chemists), AOCS (American Oil
Chemists’Society), AACC (American Association of Cereal Chemists) e IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry).

A metodologia analitica para a determinagédo de micotoxinas em alimentos geralmente é
composta pelas etapas de extracdo, limpeza, separacdo, deteccdo, quantificacdo e
confirmacao. As etapas vao diferir dependendo dos equipamentos, reagentes disponiveis e dos
requerimentos analiticos (sensibilidade, exatidao, precisao, tempo de analise e custo).

Dentre os métodos mais utilizados para a determinacdo de micotoxinas, estdo os
imunoensaios e os métodos cromatograficos. Os métodos de imunoensaios mais empregados
sao os de ELISA e a cromatografia por imunoafinidade, esta utilizada para limpeza dos extratos
antes da determinacdo por cromatografia, principalmente para a deteccdo de aflatoxinas.
Dentre métodos cromatograficos podem ser citadas a cromatografia de camada delgada (CCD),
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), dependendo da estrutura quimica e sua adequacidade ao sistema separativo
(SYDENHAM e THIEL, 1996; SCUSSEL, 2000). Algumas micotoxinas podem ser facilmente
quantificadas por sua fluorescéncia outras apresentam baixa interacdo com a radiacdo
eletromagnética necessitando de sistemas especiais de deteccao (detectores de chama,
espectrometria de massa, captura eletrénica e outros) e derivagdo quimica para torna-las mais
interativas (SYDENHAM e THIEL, 1996).

Testes de confirmacdo sao recomendados, principalmente quando se emprega
cromatografia de camada delgada. Dentre estes testes esta mencionado o emprego de
solventes e reveladores distintos, além de rea¢des quimicas de derivagdo. Para a cromatografia
gasosa, o tempo de retencao através de reacdes de reducdo e acetilagdo que alteram as
propriedades cromatograficas, o uso de diferentes fases estacionarias e detectores tem
auxiliado no processo de confirmacdo. Para a cromatografia liquida tem se utilizado diferentes
fases moéveis, colunas, detectores e ainda reagcdes de derivagcao pré e pdés-coluna (TANAKA,
2001). Detectores de Massa estdo sendo recomendados para resolver a dificuldade com a
identificacdo conclusiva nas técnicas cromatograficas.
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2.3 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos constituem um amplo grupo de substancias quimicas,
considerados metabdlitos secundarios das plantas, com diferentes estruturas quimicas e
atividades, englobando mais de 8000 compostos distintos. A distribuicdo dos compostos
fendlicos nos tecidos e células vegetais varia consideravelmente de acordo com espécie e tipo
de funcdo a exercer, situando-se no interior de células ou na parede celular (MARTINEZ-
VALVERDE; PERIOGO; ROS, 2000).

Alguns compostos fendlicos vegetais podem estar envolvidos no metabolismo primario
durante o desenvolvimento normal da planta ou em resposta a condi¢cbes de estresse para
protecdo dos constituintes das células contra radiagdo UV, injurias e infecgbes (NACZK e
SHAHIDI, 2004). Contribuem para a resisténcia mecéanica da parede celular, exercem papel
regulatério no crescimento do vegetal e morfogéneses em resposta ao estresse e patdégenos. A
atividade antimicrobiana dos fendlicos é indicada pelo seu papel na resisténcia das plantas a
doencas. Os compostos fendlicos interferem com a integridade da membrana celular
microbiana ou inibem a germinacdo dos esporos, portanto atuam como metabdlitos essenciais
para o crescimento e reproducdo das plantas e como agentes protetores frente a acéo de
patégenos, sendo secretados como mecanismo de defesa (ANTOLOVICH et al., 2000;
MARTINEZ-VALVERDE; PERIOGO; ROS, 2000; NACZK e SHAHIDI, 2004).

Os compostos fendlicos ou polifendis pertencem a uma classe que inclui uma grande
diversidade de estruturas, simples e complexas derivados da fenilanina e tirosina (NACZK e
SHAHIDI, 2004). Em plantas sdo essenciais para o crescimento e reproducéo, além de atuarem
como agente antipatogénico e contribuirem na pigmentagdo. Em alimentos, sdo responsaveis
pela cor, adstringéncia, aroma e estabilidade oxidativa (ANGELO e JORGE, 2007).

Quimicamente, os fendis sao definidos como substancias que possuem anel aromatico,
com um ou mais grupos substituintes hidroxilicos, incluindo seus derivados funcionais (ésteres,
metil ésteres, glicosideos, etc). A natureza dos polifendis varia desde moléculas simples como
os acidos fendlicos até compostos altamente polimerizados, como os taninos. Nas plantas se
apresentam na forma conjugada com um ou mais residuos de agUcar unidos aos grupos
hidroxilicos, ainda que em alguns casos se possam produzir unides diretas entre uma molécula
de agucar e um carbono aromatico. A forma mais comum de encontra-los na natureza € na
forma de glicosideos, sendo soluveis em agua e solventes organicos (MARTINEZ-VALVERDE;
PERIOGO; ROS, 2000; ANGELO e JORGE, 2007).
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Estes compostos sdo classificados em trés categorias, aqueles pouco distribuidos na
natureza, polimeros e largamente distribuidos na natureza. Na familia dos compostos fendélicos
pouco distribuidos na natureza, encontra-se um numero bem reduzido, embora com certa
freqUiéncia. Neste grupo estdo os fendis simples, o pirocatecol, a hidroquinona e o resorcinol.
Pertencem ainda a esta familia os aldeidos derivados dos acidos benzdicos, que sao
constituintes dos 6leos essenciais, como a vanilina (SOARES, 2002). Os polimeros sé&o alguns
fendlicos que nédo se apresentam na forma livre nos tecidos vegetais, esta familia engloba os
taninos e as ligninas. Os fendlicos largamente distribuidos na natureza podem se dividir em
flavonéides (antocianinas, flavonois e seus derivados), acidos fendlicos (acidos benzobico,
cindmico e seus derivados) e cumarinas (KING e YOUNG; 1999)

As principais fontes de compostos fendlicos séo frutas citricas, como lim&o, laranja e
tangerina, além de outras frutas a exemplo da cereja, uva, ameixa, péra, ma¢a e mamao, sendo
encontrados em maiores quantidades na polpa que no suco da fruta. Pimenta verde, brocolis,
repolho roxo, cebola, alho e tomate também sdo excelentes fontes destes compostos
(PIMENTEL, FRANCKI e GOLLUCKE, 2005).

As fungbes bioativas sdo exercidas por estruturas fendlicas variadas, como os acidos
fendlicos, derivados da cumarina, ligninas, taninos, flavondides, alcaldides e terpendides
(SANTOS e FREITAS, 2003), que podem atuar como agentes redutores, sequestrantes de
radicais livres, quelantes de metais ou desativadores do oxigénio singlete e/ou exibir,
simultaneamente, mais de uma destas funcdées (MELO e GUERRA, 2002).

Diversos pesquisadores tém trabalhado na separacgéo, identificacdo, quantificacdo e
aplicagédo dos compostos fendlicos em alimentos, enfrentando muitos problemas metodolégicos,
pois, além de englobarem uma gama enorme de substancias, sdo, na maioria das vezes, de
grande polaridade, muito reativos e susceptiveis a acdo de enzimas (AGUIAR et al., 2007;
KING e YOUNG; 1999)

A analise de compostos fendlicos é influenciada pela natureza do composto, o0 método
de extracdo empregado, o tamanho da amostra, o tempo e as condi¢cdes de estocagem, o
padrao utilizado e a presenca de interferentes tais como ceras, gorduras, terpenos e clorofilas.
Ainda nao se desenvolveu um método satisfatério para a extracdo de todos ou de uma classe
especifica de fendlicos presentes nos alimentos. A solubilidade deles varia com os substituintes
das cadeias carbonadas ciclicas, o grau de polimerizacdo e suas interagbes com outros
constituintes dos tecidos onde se encontram. Os solventes mais utilizados para a extragdo sao:
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metanol, etanol, acetona, agua, acetato de etila, propanol, dimetilformaldeido e suas
combinagdes (NACZK e SHAHIDI, 2004).

Outro aspecto importante no desenvolvimento de métodos de quantificacdo de
compostos fendlicos é a dificuldade de se encontrar um padrao especifico e conveniente,
devido a complexidade das substancias fendlicas presentes nos alimentos e as diferencas de
reatividade entre estas substancias e os reagentes (ANGELO e JORGE, 2007).

Estudos tém indicado um efeito inibitério dos compostos fendlicos no crescimento de
fungos e producédo de micotoxinas. Os &cidos fendlicos como o ferulico, cindmico e vanilico e
seus derivados presentes em plantas sdo inibidores do crescimento fungico e desenvolvimento
dos esporos fungicos. Os acidos p-hidroxibenzdico, vanilico e protocatequinico sao inibidores
somente em concentragdes relativamente altas. No entanto, o metil éster &cido cis-ferulico e o
metil éster acido cis-3,4-dimetoxicin@mico, derivados do acido cindmico, sdo encontrados como
inibidores em pequenas concentragdes na faixa de 1nM a 10nM, evidenciando que a atividade
inibitéria depende néo s6 da concentragdo, mas também da estrutura do composto. O composto
metil éster acido cis-3,4-dimetoxicinamico aparece por afetar particularmente o estagio de
germinacao dos esporos fungicos (GRIFFIN, 1994).

Bakan et al. (2003) determinaram o efeito de substratos naturais como gréaos de milho,
graos de milho degerminado e o gérmem de milho, sobre a producao de micotoxinas por
espécies de Fusarium graminearum. Observaram que no gérmen de milho ocorreu baixa ou ndo
detectavel biossintese de tricotecenos. A partir disto foi investigada a presenga de compostos
inibidores da producdo de micotoxinas de carater fendlico ficando demonstrado que
concentracbes de hidroxamato 4-acetilbenzoxazolin-2-one (4-ABOA) nos graos inteiros e
degerminados e no gérmen foram encontrados outros compostos fendlicos solUveis como os

acidos hidroxicinamico.

Compostos fendlicos extraidos do 6leo essencial das frutas citricas e da planta da
oliveira apresentaram atividade antifungica sobre espécies de Phytophthora, Penicillum e
Geotrichum (DEL RIO et al., 2003). Vasquez et al. (2001) utilizou o eugenol e o timol, principais
componentes dos 6leos essenciais do cravo para inibir o desenvolvimento do Penicillium citrium
em queijo. O Oleo essencial de thyme, o qual possui varios compostos fendlicos na sua
composicao, apresentou forte efeito fungicida sobre o Aspegillus parasiticus (RASOOLI e
ABYANEH, 2004).
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A fragao lipidica do farelo de arroz contém orizandis, tocoferéis, esterdis e lecitina. Os
orizandis estdo presentes no farelo com cerca de 3000 mg/kg e tém sido preconizados como
potentes antioxidantes naturais, de alto valor comercial (GONG-YUANSSHENG e YAO-
HUIYUAN, 2001; ZHIMIN, NA HUA e GODBER, 2001). Tian et al., (2005) determinaram os

compostos fendlicos presentes no arroz, cujas estruturas estdo demonstradas na Figura 1.
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Figura 1: Estrutura quimica dos compostos fendlicos presentes no arroz (TIAN et al.,

2005)
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2.4 AGENTES ANTIMICROBIANOS

Rotineiramente, a industria de alimentos vém empregando agentes antimicrobianos para
aumentar a vida de prateleira e preservar produtos processados. No entanto o uso destes
produtos € rigorosamente controlado por normas legais em diferentes paises (DAVIDSON e
PARISH, 1989).

Os agentes fungistaticos (que inibem a multiplicagdo de fungos) e os fungicidas
(eliminam os fungos) se diferenciam na magnitude da taxa de mortalidade, ou seja, na

velocidade de destruicdo dos microrganismos.

Agentes antifungicos de baixa toxicidade podem ser utilizados no controle do
crescimento fangico e formacdo de micotoxinas, sdo eles os acidos organicos (acetatos,
propianatos, sorbatos e benzoatos para alimentos), antibiéticos (natamicin para queijo), ervas,
especiarias, 6leos essenciais, antioxidantes e metilxantinas (FONSECA, 2006).

Segundo Belitz e Grosch (1988), desde muito tempo tem-se conservado os alimentos
com acidos, especialmente o acido acético (CH;COOH) sob a forma de vinagre e seus sais 0
acetato de sédio (CH;COONa), acetato de potassio (CH3;COOK), acetato de célcio [(CHs-
COO0),Ca] e o diacetato de sodio (CH;-COONa . CH;-COOH . 1/2H,0). Estes sais sdo usados
em panificacdo para inibir o crescimento fungico sem afetar as leveduras fermentadoras. A
atividade antimicrobiana do &cido acético, igual aos demais acidos graxos alifaticos, aumenta
ao diminuir o pH.

O é&cido propiénico (CH;-CH,-COOH) e seus sais de s6dio e calcio tem atividade
antimicrobiana frente aos fungos e a um numero reduzido de bactérias. Este composto se
produz de forma natural no queijo suico por acdo do Propionibacterium shermanii. O acido
propiodnico tem ampla utilizacdo em panificagdo, inibindo com eficiéncia o desenvolvimento de
bolores e leveduras. A toxicidade do acido propiénico para os mofos e certas bactérias esta
relacionada com a incapacidade dos organismos afetados para metabolizar o esqueleto de trés
atomos de carbono na sua forma acida (BELITZ e GROSCH, 1988).

Extratos de alguns condimentos, ervas de importdncia medicinal e outros vegetais
exibem propriedades antifungicas. Estes agentes antifingicos naturais vém sendo explorados
por seu potencial no controle do crescimento de fungos e conseqiiente inibicao da producéo de
micotoxinas (SELVI, JOSEPH e JAYAPRAKASHA, 2003).
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Outras medidas classicas para prevenir danos fungicos e estender a vida-de-prateleira
dos produtos alimenticios envolvem, por exemplo, a associacdo de aquecimento a altas
temperaturas para inativar os esporos, e emprego de acidos fracos como preservantes (acido
ascérbico). Apesar dos fungos serem controlados por estes métodos, existem vérias razées
para a necessidade de novas estratégias antifungicas. Por exemplo, o aquecimento envolve
efeitos negativos na qualidade sensorial e nutricional dos produtos alimenticios, e o mercado

exige alimentos frescos com pouco ou nada de preservantes quimicos (BRUL e KLIS, 1999).
2.5 ANTIMICROBIANOS NATURAIS

A utilizagdo de substancias naturais, de origem vegetal tornam o alimento mais atrativo
ao consumidor por nao apresentarem efeitos tdxicos, mesmo quando empregadas em
concentracdes relativamente elevadas. Além dos beneficios proporcionados a saude, diversos
estudos tém demonstrado o efeito inibidor de compostos de origem vegetal no desenvolvimento
de microrganismos deterioradores e patogénicos, veiculados por alimentos. Existe também a
perspectiva de substituir os aditivos sintéticos por conservantes naturais presentes nos vegetais
(PUUPPONEN-PIMIA et al., 2001; SELVI, JOSEPH e JAYAPRAKASHA 2003)

Pesquisas mostram que é crescente o numero de consumidores que tem exigido da
industria de alimentos a adogdo de uma politica de uso limitado de aditivos quimicos para
minimizar 0s riscos para a seguranga alimentar, através do retardamento das acoes
microbianas de carater deteriorante. Seguindo esta tendéncia e tomando como base a
toxicidade ou suspeita de toxicidade de alguns aditivos quimicos aos consumidores e o abuso
de utilizacdo destes compostos, os 6rgaos legislativos e de saude publica tem recomendado
uma diminuicao nos indices de utilizacdo de aditivos quimicos na industria de alimentos (BRULL
e COOTE, 1999; MELO e GUERRA, 2002).

Em vista disto tem sido crescente a investigacdo da potencialidade antimicrobiana de
produtos vegetais que também é impulsionada pela preocupante realidade do progressivo
surgimento de cepas microbianas resistentes a antimicrobianos em todos os campos de estudo
da microbiologia. O abuso por longos anos da utilizacdo de compostos antimicrobianos
apresenta-se como o fator principal de pressdao para o surgimento de tal fendmeno de
resisténcia (ANDREMONT, 2001).

Varios estudos tem comprovado o efeito de compostos isolados extraidos de éleos

essenciais de plantas que atuam como fungicidas naturais inibindo a atividade fangica e, um
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namero significativo destes constituintes tem se mostrado eficaz. Em estudos de cunho
cientifico as especiarias e seus produtos derivados (extratos, 6leos essenciais e outros) tem
sempre mostrado resultados satisfatérios na inibicio de microrganismos patdgenos
oportunistas, patégenos primarios, deteriorantes, e/ou na inibicdo da producdo de toxinas
microbianas (ARORA e KAUR, 1999; AL-JEDAH, ALl e ROBINSON, 2000; CHAO e YOUNG,
2000; JUGLAL, GOVINDEN e ODHAV, 2002; KIZIL e SOGUT, 2003; PEREIRA et al., 2006).

Estudos sobre atividade antimicrobiana de substéncias de ocorréncia natural em
vegetais podem ser usados para o desenvolvimento de alimentos funcionais e para extracao e
emprego como preservantes de alimentos (PUUPONEN-PIMIA et al., 2001). Extratos de alguns
condimentos, ervas de importdncia medicinal e outros vegetais que exibem propriedades
antifungicas vém sendo explorados por seu potencial no controle do crescimento de fungos e
consequente inibicdo da producao de micotoxinas (YIN e TSAO, 1999).

A atividade inibitéria de extrato alcodlico de cebola wesh foi testada contra o crescimento
de Aspergillus flavus e Asperygillus parasiticus e a producao de aflatoxinas, sendo verificado que
10mg extrato/mL de cultura inibiram o crescimento fungico e a producao de micotoxinas (FAN e
CHEN, 1999). A atividade antifungica de trés espécies de alho, cebolinha, cebola, escarola e
chalota foi testada contra os fungos Aspergillus flavus, Aspergillus niger e Aspergillus fumigatos,
sendo o alho e a cebolinha os melhores inibidores do crescimento fangico (YIN e TSAO, 1999).

Quiroga et al. (2001) verificaram a atividade antifingica de metabdlitos secundéarios
extraidos de 10 espécies de plantas medicinais da Argentina e observaram, através de
crescimento radial dos fungos, discos de difusdo e crescimento em agar contendo os extratos
das plantas, que alguns extratos alcodlicos estudados inibiram o desenvolvimento de fungos e
leveduras. A concentragdo minima de extratos necessaria contra leveduras variou de 100 a 400

WG extrato seco/ML g agar-

Os 6leos essenciais de alho, canela, cravo, tomilho e orégano foram testados sobre o
desenvolvimento micelial dos fungos Rhyzopus sp, Penicillium sp, Aspergillus niger e Fusarium
proliferatum sendo constatada uma inibi¢éo total do 6leo de canela sobre os fungos testados, e
uma reducdo de producao de fumonisina By no tratamento com 6leo essencial de orégano
(CHALFOUN et al., 2004; VELLUTI et al. 2003).

A algumas biomoléculas com atividade antimicrobiana presente em cebola e alho atribui-
se a capacidade de inativar enzimas extracelulares através da clivagem oxidativa das ligacoes
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dissulfetos (BRUL e COOTE, 1999). O Fistulosin (octadecil 3-hidroxindol), composto antifungico
extraido da raiz da cebola, atua inibindo a sintese de proteinas e possui efeito inibitério na
sintese de DNA do fungo Fusarium oxysporum (PHAY et al.,1999).

2.6 METODOS PARA DETERMINAR A ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Uma grande variedade de métodos pode ser empregada para medir a atividade
antimicrobiana de alimentos, que podem ser divididos em testes in vitro e de aplicacdo. Estes
podem ser chamados de métodos de triagem e incluem alguns testes, nos quais os compostos
ndo sao aplicados diretamente no produto sob condicées de uso. Geralmente, estes testes
produzem informagbes preliminares para determinar o uso potencial do composto teste. O
segundo tipo inclui testes, onde um antimicrobiano é aplicado diretamente em um produto
alimenticio (DAVIDSON e PARISH, 1989). Os métodos de triagem podem ser divididos em
testes de ponto final e descritivos. Os testes de ponto final sdo aqueles que o organismo é
submetido ao antimicrobiano por um periodo arbitrario. O resultado reflete o poder inibitério do
composto somente por um tempo especifico. Nos testes descritivos, o microrganismo também é
submetido ao antimicrobiano, mas amostras periddicas sdo conduzidas para determinar
mudancgas no numero de células viaveis com o passar do tempo. Os testes descritivos fornecem

informacéao sobre o efeito do composto na dindmica de crescimento do microrganismo.

Existem também os ensaios bioautograficos que sdo aqueles que empregam placas de
cromatografia de camada fina (CCF) para a andlise. Os compostos separados por CCF séo
colocados em placas de agar previamente inoculadas com o microrganismo teste. Zonas de
inibicdo de crescimento microbiano indicam a presenca de substancias antimicrobianas
(BRANDAO, 2004).

A avaliacdo da atividade antifungica de compostos extraidos de fontes naturais como
ervas, plantas medicinais, especiarias, frutas e vegetais tem sido realizada utilizando o teste de
agar difusdo, onde discos de papéis sdo impregnados com o extrato teste e colocados sobre
um meio de crescimento ja inoculado com o microrganismo. O tempo de incubacao depende do
fungo que esta sendo submetido (ARAUJO et al., 2003; RASOOLI e ABYANEH, 2004;
VENTURINI, BLANCO e ORIA, 2002) ou também bactéria (RAUHA et al., 2000). O teste de
agar diluido pode ser realizado com o extrato natural ou composto ao meio de crescimento,
adicionando ao meio o fungo, inoculado a partir de uma solugéo de esporos ou um disco de
meio com um micélio de fungo para avaliar o crescimento radial (DEL RIO et al., 2003;
NGUEFACK et al., 2004; QUIROGA, SAMPIETRO e VATTUONE, 2001; VASQUEZ et al.,
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2001). O in6culo pode ser espalhado no meio de crescimento e a avaliagao é realizada a partir
do numero e tamanho das colbnias desenvolvidas (GOWDA et al., 2004). Este teste é usado
para determinar a concentragdo minima de inibicdo, a qual o crescimento visual ndo é
detectado, ou a concentragdo minima fungicida, a qual a inibicdo é permanente (SANCHEZ,
HEREDIA e GARCIA, 2004; YIN e TSAO, 1999).

A substancia a ser testada pode ser incorporada ao meio de cultura nas concentracdes a
serem pesquisadas e 0s microrganismos, no caso fungos, sdo inoculados no meio solidificado
no centro de cada placa de Petri em discos de material micelial de 0,5 cm (culturas de sete
dias) e sao feitos controles negativos contendo somente a substancia teste e 0 meio sem
presenca de microrganismo. As placas sdo incubadas a temperatura de 22 + 1 °C por sete dias.
A efetividade é avaliada pela medida do didmetro de crescimento das colénias. A percentagem
de inibicao é calculada pela equacao: | = 100 (C - T) / C, sendo | = inibicdo, C = medida do
didmetro de crescimento do fungo no meio controle e T = medida do didmetro de crescimento
do fungo no meio contendo a substancia (RICCI et al., 2005; TUBEROSO et al., 2005).

O método de diluicdo em meio liquido € o que apresenta procedimento mais complicado,
entretanto € o mais sensivel. Esse método é recomendado na determinacao da MIC. A MIC é a
menor concentragdo do agente antimicrobiano capaz de inibir completamente o crescimento do
microrganismo em tubos ou placas de microdiluicdo. Concentragbes decrescentes do agente
antimicrobiano sao colocadas em tubos ou placas de microtitulo com pogos contendo meio de
cultura, com o inéculo padronizado e estes sdo, em seguida, incubados. As placas de
microtitulo tém a vantagem de nelas poderem ser testadas trés ou mais concentracoes de uma

mesma substancia e diferentes microrganismos (RIOS et al., 1988).

A determinacdo da concentracado fungicida minima (MFC) pode ser realizada pela
diluicdo em caldo RPMI-1640 em placas de microtitulo por filtracdo de membrana. Na
determinacdo da MFC a técnica utilizada é da filtragdo de membrana. Neste o inéculo &
adicionado a substancia, e essa mistura € mantida a temperatura ambiente por um determinado
tempo de contato. Ap6s o tempo de contato, a mistura é transferida para um aparelho de
filtracdo estéril sendo lavado por duas vezes com solu¢do neutralizante (agua destilada com
tween estéril). As membranas sao transferidas para placas contendo agar e apds a incubacao
as colénias sdo contadas na membrana. A MFC corresponde a menor concentracao da
substancia a qual inibe a multiplicacao de fungos (RICCI et al., 2005).
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2.7 MECANISMO DE ACAO DOS COMPOSTOS INIBIDORES DO CRESCIMENTO FUNGICO

A célula microbiana € uma estrutura altamente organizada, contendo sistemas
biossintéticos altamente controlados e integrados para reproduzir-se. Porém, quando sao
danificados pontos especificos, pode resultar em desorganizacdo e morte do organismo. Esta
toxicidade pode surgir da interferéncia sobre a sintese ou funcdo de uma proteina simples,
acido nucléico, ou particular complexo lipoprotéico (CRUZ, 1994).

As plantas podem produzir compostos antifingicos para proteger-se de ataques bibticos
que podem ser essencialmente por fungos infecciosos resistentes. O entendimento do
mecanismo inibitério pode prover melhor direcionamento favordvel ao desenvolvimento da
producéo eficiente e aplicacdo de tecnologias associadas com antifungicos naturais de vegetais
(QUIROGA, SAMPIETRO e VATTUONE, 2001).

Os compostos antifungicos de ocorréncia natural exercem diferentes mecanismos de
defesa nos vegetais. Os compostos fendlicos, proteinas, éleos essenciais e outros compostos
podem atuar na inibicado da biossintese de componentes da parede celular como o glucan, a
quitina, o ergosterol e as manoproteinas, destruindo a membrana e dificultando a entrada de
nutrientes. Podem atuar inibindo a biossintese de proteinas e aminoacidos fungicos, na
biossintese de esfingolipidios e interferir no transporte de elétrons, inviabilizando a integridade
da célula (BRUL e KLIS, 1999; MARINO, BERSANI e COMI, 2001). Os antifingicos quimicos
exercem mecanismos similares, porém estes tendem a estar em quantidades excedentes e
produzir residual toxico em vista de que a adicdo nem sempre gera uma atuacao especifica e

eficiente.

Algumas agodes especificas de antifungicos ocasionam danos na membrana pela inibigao
da sintese de ergosterol. Os 6leos essenciais que possuem compostos com nucleo aromatico e
um grupo OH fendlico reativo, sao capazes de formar pontes de hidrogénio com os sitios ativos
de enzimas microbianas alvo inibindo-as (VELLUTI et al., 2003).

2.8 FARELO DE ARROZ

O arroz (Oryza sativa, L.) é dentre os cereais cultivados um dos que mais se destaca,
por ser alimento basico de boa parte da populacdo mundial. Segundo a FAO (2007) ja foram
identificadas 140.000 variedades de arroz, sendo que as principais diferencas observadas entre
elas sdo: origem genética (japdnica ou indica), dimensdes (curto, médio e longo) e composicao
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do amido quanto ao teor de amilose (baixo, médio ou alto), o que esta relacionado com suas
caracteristicas de cozimento: arroz solto ou arroz grudento.

Cerca de 150 milhdes de hectares de arroz sdo cultivados anualmente no mundo,
produzindo 590 milhdes de toneladas, sendo que mais de 75% desta produgédo é oriunda do
sistema de cultivo irrigado. O arroz € considerado o cultivo alimentar de maior importancia (valor
econdmico) em muitos paises em desenvolvimento, principalmente na Asia e Oceania, onde
vivem 70% da populagdo total dos paises em desenvolvimento e cerca de dois tercos da
populacdo subnutrida mundial. E alimento basico para cerca de 2,7 bilhdes de pessoas e,
segundo estimativas, até 2050 havera uma demanda para atender o dobro desta populagédo
(IRGA, 2007).

Em levantamento realizado pela CONAB (2008), a producao brasileira de graos na safra
2006/2007 chegou a 128,8 milhdes de toneladas destacando-se a soja, o milho e o arroz.
Sendo que o pais colheu aproximadamente 11,94 milhdes de toneladas de arroz, e o Rio
Grande do Sul, 7,1 milhdes de toneladas, sendo a cidade de Pelotas o maior centro de
beneficiamento de arroz do Brasil.

O arroz é um cereal consumido principalmente como grdo inteiro, constituido por
diversos tecidos, que apresentam estrutura, composi¢cdo quimica e fungdes diferenciadas. O
arroz, para ser consumido, deve passar por um processo de beneficiamento, onde o produto
principal € o arroz polido, destinado ao consumo humano. Como residuos sdo produzidos a
casca e o farelo gordo. A casca pode ser utilizada como combustivel para caldeiras ou em
racdes animais ricas em fibras. Do farelo gordo se extrai o 6leo de arroz, desta extragéo resulta
um novo subproduto, o farelo de arroz desengordurado (LEMOS e SOARES, 1999; VIEIRA e
CARVALHO, 1999; ZDRADEK, 2001).

Farelo de arroz € proveniente da cobertura externa do grao de arroz logo abaixo da
casca, sendo removido do arroz branco ou parboilizado, previamente descascado, durante o
processo de polimento, o qual quebra a cobertura em pequenas particulas. E composto em
grande parte pelo gérmen, o qual contém o sistema reprodutivo do grédo de arroz, sendo por
isso considerado uma excelente fonte natural de nutrientes alimentares e micronutrientes
(MALEKIAM et al., 2000, citado por MESSIAS 2003).

O farelo constitui de 8 a 10% do gréo de arroz, e é rico em proteinas, lipidios, vitaminas

e sais minerais. A composicao quimica média do farelo de arroz é muito diversificada, sendo
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influenciada por diversos fatores como variedade e lote do arroz, tamanho, forma e resisténcia a
quebra do gréao, tipo de moinho, presenca ou auséncia de gérmen, uniformidade de moagem,
além do processo de beneficiamento que tenha sofrido o grdo ou farelo (tratamento térmico,
estabilizacao, extracao do 6leo e outros) (LEMOS e SOUZA-SOARES, 2000).

Mesmo contando com a presenca de nutrientes importantes, alguns inconvenientes
limitam sua aplicacdo na alimentacdo. A principal dificuldade é a presenca de lipases, que
acidificam o farelo em poucas horas, causando deterioracdo e sabor desagradavel. Um
segundo inconveniente € o fato de ser um pé fino, o que dificulta seu processamento (LEMOS e
SOARES, 1999; SILVA, SANCHES e AMANTE, 2001).

No Brasil, o uso do farelo se restringe principalmente a aplicagdo como matéria-prima
para a extracao de éleo, para a producéo de racao animal e, em menor escala, como produto
dietético e na composigéo da “multimistura”. Nos Estados Unidos, o farelo é empregado como
produto alimenticio ha 20 anos, a partir de técnicas de beneficiamento industrial, com controle
de qualidade e critérios de seguranca alimentar, além de servir de matéria-prima para a
extracdo de componentes valiosos, como os antioxidantes (SILVA, SANCHES e AMANTE
2001).

2.9 CEBOLA

A composicao da cebola é influenciada pelas condi¢des de cultivo (sistema de producéo,
tipo de solo, clima) e por fatores genéticos. Bulbos de cebola para consumo fresco sao pouco
caléricos (em torno de 40-50 calorias) e contém de 89 a 95% de agua, além de mono e
dissacarideos (agucares totais em torno de 6%), proteinas (1,6%), gordura (0,3%) e sais
minerais (0,65%). Possuem também alguns compostos fendlicos, bem como acidos malico,
citrico, succinico, fumarico, quinico, biotinicos, nicotinicos, félicos, pantoténicos e ascérbico. A
cebola possui diferentes minerais, como calcio, ferro, fésforo, magnésio potassio, sédio e

selénio, este de contribuicéo significativa para a dieta (EMBRAPA, 2007).

As variedades de cebola existentes no mercado sao inumeras e os modos de classificar
seus cultivares sdo: quanto ao fotoperiodo (de dias curtos, longos ou intermediario a estes);
quanto ao formato do bulbo (periforme, chato, redondo, bojudo, outros); quanto a coloracéo das
escamas (amarelas, brancas, roxas, verdes); quanto ao sistema de plantio (sistema de mudas,
semeadura direta); quanto a finalidade (para mesa, conservas, molhos, outros) (EMATER,
2007).
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Na alimentacao a cebola é basicamente empregada como condimento, devido aos seus
compostos organossulfurados que apresentam atividades terapéuticas, anti-arteriosclerética e
anti-microbiana. Embora ndo seja considerada uma boa fonte nutritiva devido a seus baixos
teores de proteinas e agucares, a cebola é rica em vitaminas do complexo B, principalmente B
e By, e vitamina C (GOLDMAN et al., 1996).

O consumo da cebola tem aumentado, especialmente em paises mais desenvolvidos,
devido a sua associacdo com caracteristicas funcionais. Pesquisas recentes tém procurado
comprovar o0s beneficios da cebola para a saude, além de identificar os compostos
responsaveis por eles. Segundo Goldman et al. (1996), as plantas do género Allium, como
cebola e alho, sdo consumidas frequentemente por inibirem a atividade de deposicdo de
gordura nas artérias do organismo humano e diminuir a incidéncia de doenca cardiovascular.
Outras atividades foram relatadas tais como: antimutagénica, anticarcinogénica, antiviral,
antifungos, antibacteriolégica e antialérgica, inibidor de agregacdo plaquetéaria, inibidor do

acréscimo da pressao sanguinea, além de atividade antitlcera.

7

A cebola é particularmente rica em dois grupos de compostos com comprovado
beneficio a saude humana: flavonoides e sulféxidos de cisteina (compostos organosulfurados).
Dois sub-grupos de compostos do tipo flavonéide predominam em cebolas: as antocianinas
(que conferem a coloragéo avermelhada ou roxa aos bulbos) e as quercetinas e seus derivados
(que conferem coloracdao amarelada ou cor de pinhdo aos bulbos). As antocianinas, quercetinas
e seus derivados sao de grande interesse pelas suas propriedades anticarcinogénicas.

Matinez et al., (1998) comprovaram o efeito antimutagénico e anticarcinogénico “in vivo”
de uma grande variedade de compostos especificos presentes em cebolas e outras espécies do
género Allium. Aos compostos fendlicos se atribui a possibilidade de reduzir a oxidagao “in vitro”
de lipoproteinas de baixa densidade, particularmente aqueles fendlicos com multiplos grupos
hidroxil que sao geralmente mais eficientes para a prevencdo da oxidacdo de lipidios e
lipoproteinas de baixa densidade (LDL). Recentes estudos cientificos provaram que
antioxidantes séo capazes de proteger as células de radicais livres (MARTINS, 2003).

2.9.1 Legislacao comercial da cebola

Segundo a portaria n° 529, o Ministério da Agricultura, do Abastecimento e da Reforma
Agréria aprovou em 1995 o Regulamento Técnico MERCOSUL de Identidade e Qualidade da
Cebola, o qual apresentou as seguintes normas para o comércio da cebola in natura. A cebola é



40

bulbo pertencente a espécie Allium cepa L , cujos defeitos graves apresentados neste sédo o talo
grosso, brotado, podriddo, mancha negra e mofado. Os defeitos leves sdo o colo mal formado
ou deformado do bulbo, a falta de revestimento externo, falta de turgéncia e os danos
mecénicos (EMATER, 2007)

A cebola é classificada de acordo com as dimensdes e a qualidade do bulbo. A Tabela 4
apresenta a classificacdo comercial dos bulbos em relacdo ao seu diametro transversal,
composta por quatro classes de tamanho.

Tabela 4: Classificacdo comercial da cebola quanto as dimensées do bulbo.

Classes ou calibres Maior didmetro transversal do bulbo (mm)
2 Maior que 35 até 50
3 Maior que 50 até 70
4 Maior que 70 até 90
5 Maior que 90

Fonte: EMATER (2007)

”

A cebola que nao atender aos requisitos da norma é classificada como “fora do padrao
e comercializada somente com tal designacdo na embalagem de comercializacdo, no que diz
respeito ao comeércio em territério nacional. Sdo desclassificadas e proibidas para
comercializagao toda a cebola que apresentar residuos de substancias nocivas a saude (acima
dos niveis admitidos no ambito do MERCOSUL) e que apresentar mau estado de conservacgao,
sabor e odor estranho (EMATER, 2007).

2.10 MICROALGA CHLORELLA

O termo microalgas néo tem valor taxonémico, engloba microrganismos algais com
clorofila e outros pigmentos fotossintéticos e sua caracterizagdo (sistematica) implica a
consideragao de uma série de critérios (DERNER et al., 2006).

As culturas comerciais de microalgas em grande escala iniciaram por volta de 1960 no
Japao, com a Chlorella, seguida pela cultura de Spirulina em 1970 no México, ambas para
emprego como suplemento alimentar; Dunaliella salina para producdo de B-caroteno na
Australia em 1986, Haematococcus pluvialis para producdo de caroteno e varias outras
espécies para a aquicultura. Apos, o cultivo de microalgas se espalhou pelo mundo, em paises
como Israel, EUA e india. Nos anos 80, cerca de 46 fabricas na Asia produziam mais de 1000
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Kg de microalgas por més e em 1996 cerca de 2000 toneladas de Chlorella foram produzidas
comercialmente somente no Japao (BOROWITZKA, 1999).

Muitos estudos vem sendo realizados com relacdo as aplicacdes relacionadas ao
emprego das microalgas e dos produtos extraidos destas na industria de alimentos tais como:
no tratamento de aguas residuais de inuUmeros processos industriais, para a detoxificacao
biolégica e remocdo de metais pesados, como bioindicadores, na deteccao de nutrientes e
substancias toxicas. As microalgas podem produzir uma gama de moléculas bioativas com
propriedades antibidticas, anticancer, antiinflamatérias, antivirais, redutoras do colesterol,
enzimaticas e com outras propriedades farmacéuticas. O conteudo lipidico confere potencial
para seu emprego na producao de biocombustiveis (biodisel, por exemplo) (DERNER et al.,
2006).

As microalgas sdo comercializadas como alimento natural ou suplemento alimentar e
sao encontradas formulagdes em po, tabletes, capsulas ou extratos. Sdo também incorporadas
em massas, petiscos, doces, bebidas, etc, tanto como suplemento alimentar quanto como
corantes naturais, no entanto sua atividade como conservante ndo vem sendo explorada
(COLLA et al., 2004; PULZ e GROSS, 2004).

A Clhorella ou (clorella - clorela), € uma microalga unicelular esférica e seu didmetro
varia de 5-10 um, dependendo da espécie (ILLMAN, SCRAGG e SHALES, 2000). Com 15
espécies conhecidas, sendo a Chlorella vulgaris a mais extensamente estudada. Esta espécie
tem uma conformacdo esférica com 2 a 10 um de didmetro, pertencente a classe
Chlorophyceae, ordem Chlorococcales e familia Oocystaceae (QUEIROZ et al., 2002; TANAKA
et al, 1997; YASUKAWA et al, 1996). A Chlorella e uma microalga encontrada
espontaneamente em tanques e lagos, com grande habilidade de realizar a fotossintese. E rica
em proteinas (53%), carboidratos (23%), lipidios (9%) e minerais (5%), ela contem ainda mais
de 2% de clorofila o que lhe permite rapido crescimento (HENRIKSON, 1994; VONSHAK,
1997).

A microalga Chlorella € a alga unicelular mais completa em termos de aminoécidos,
contém mais de 20 tipos de vitaminas e minerais, com destaque para beta-caroteno (precursor
da vitamina A) e vitamina B, dificil de ser obtida por meio de outros alimentos. Promove a
desintoxicagdo organica, inclusive de metais pesados como o chumbo e cédmio. Elimina
toxinas retidas nos tecidos orgéanicos, provenientes de alimentagéo industrializada, tem acéo

protetora contra agentes téxicos, poluentes e contra diversos tipos de radiacao, principalmente
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atbmica e solar (raios ultravioletas). Sua alta concentracdo em clorofila indica que possui
capacidade desintoxicante, e auxiliar no sistema digestivo. Pode ainda ser usado como auxiliar
no controle da obesidade promovendo uma sensacgéao de saciedade quando ingerida antes das

refeicdes, além de fornecer elementos normalmente ausentes nos regimes de emagrecimento.

Também tem demonstrado excelentes resultados no combate & hipertensao, na redugéao
dos niveis de colesterol e triglicerideos e pelo bom funcionamento do organismo. No entanto,
nao ha mencéo na literatura sobre sua atividade antimicrobiana (CHLORELLA, 2007).

Para que seus nutrientes sejam integramente aproveitados pelo organismo, as células
nucleadas de Chlorella, que estao protegidas por uma parede celular, devem ser desintegradas
durante o processo de secagem, possibilitando que seus nutrientes sejam absorvidos pelo
metabolismo (HENRIKSON, 1994).

A microalga Chlorella, € de grande interesse comercial, pois além da rdpida velocidade
de crescimento, pode ser cultivada em tanques ao ar livre, como os tanques localizados na
estacado de Cultivo de Chlorela da llha de Ishigaki, Okinawa. llha de recifes de corais de clima
subtropical, propicio ao cultivo de clorela de qualidade superior. A radiagdo solar durante o ano
todo também estimula os altos niveis de clorofila (RADMANN et al., 2004)

2.11 ESTUDOS RELATIVOS AO TEMA DESCONTAMINACAO DESENVOLVIDOS NO
LABORATORIO DE MICOTOXINAS DA FURG

A motivagao para as pesquisas em micotoxicologia, no Sul do Brasil, como em outras
regides do mundo, decorre do fato de que a contaminacao fungica e a produgao de substancias
toxicas (micotoxinas) s&o, direta ou indiretamente, responsaveis por grandes prejuizos na
agropecuaria regional (CRUZ, 1994; BADIALE-FURLONG, 1995).

Com o intuito de conhecer a qualidade micotoxicolégica dos produtos destinados ao
consumo humano, os pesquisadores do Laboratério de Micotoxinas da FURG vém realizando
trabalhos como os que sao descritos a seguir, que visaram adaptar ou desenvolver metodologia
para determinagdo de micotoxinas, caracterizar o perfil micotoxicolégico de alimentos de
consumo diario, o efeito de processos nos niveis de micotoxinas, formas de descontaminagéo

biolégica de micotoxinas e mais recentes na busca por conservantes naturais.

CACCIAMANI, J. L ; PEREZ, G. L ; GARDA, J ; FURLONG, E. B. . Tratamento térmico

seco e umido e os efeitos nos niveis de afaltoxina By e ocratoxina A presentes em farelo e
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OLIVEIRA (2005) estudou a inibicado do crescimento fungico e a producdo de
micotoxinas através da utilizacdo de compostos fendlicos extraidos de por¢des comestiveis e
residuos de produtos agricolas. Os produtos vegetais escolhidos para o estudo foram limao,
laranja, maga, berinjela, banana, batata e graos de trigo e arroz. Foi determinado que 50 e 70%
dos extratos fendlicos inibiram totalmente o desenvolvimento do Aspergillus oryzae e do
Rhyzopus ssp, respectivamente. Os extratos inibiram a producdo de biomassa dos dois fungos,
no entanto, o Rhyzopus ssp foi mais resistente a acao inibitéria dos extratos fendlicos. Os
menores crescimentos ocorreram quando foram utilizados os extratos de cascas de batata,

arroz e trigo apés 7 dias de incubacdao. Quando em presencga dos extratos fendlicos de polpas
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de banana, berinjela e batata, o A. flavus produziu pequena quantidade de aflatoxina B, porem

os demais extratos inibiram totalmente a producao de micotoxinas em relacao ao controle.

DORS (2006) avaliou a contaminacdo de arroz parboilizado com micotoxinas e as
relagbes entre as condi¢gdes de parboilizagdo e os niveis de DON e ZEA. Foram analisadas 5
marcas comerciais diferentes, perfazendo um total de 8 lotes com 32 amostras. Foram
encontradas 22% das amostras contaminadas com DON, 19% com ZEA, 12,5% com
Ocratoxina A e 9% com aflatoxina By. Estes resultados sugeriram que a parboilizacdo pode
possibilitar a migracéo de micotoxinas para o endosperma amilaceo.
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PADRONIZACAO DE METODOLOGIA PARA EXTRAGAO DE FENOIS TOTAIS NA CEBOLA
ATRAVES DE PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Michele Moraes de Souza; Vania Machado Recart; Meritaine da Rocha; Eliana Badiale Furlong
Laboratério de Analise e Bioquimica de Alimentos - Departamento de Quimica
Fundacao Universidade Federal do Rio Grande — Caixa Postal 474
CEP 96201-900 — Rio Grande — RS — Brasil — Tel. (53) 3233 8663
RESUMO

O objetivo deste trabalho foi usar a técnica de planejamento experimental para estabelecer as
melhores condi¢cdes de extragdo de compostos fendlicos em cebola (Allium cepa L.). As
variaveis estudadas foram: natureza do solvente, agitacéo, tempo de extracdo e tempo com e
sem interrupgdes de processo. A melhor combinagéo resultou um modelo preditivo, sendo a
mesma obtida com emprego de metanol, agitacdo de 120 minutos e com rotagéo de 3,13 G. O
maior conteudo fendlico em diferentes classes foi 2274,8 ug fendis/g de cebola, a recuperacao
foi de 88% e o limite de quantificacao foi 30,7 ug fendis/g de cebola.

Palavras-chave: cebola, compostos fenélicos, metodologia.
ABSTRACT

The objective of this work was using the experimental planning technique to establish great
phenolic extraction conditions on onions (Allium cepa L.). The studied variables were; solvent
nature, agitation, extraction time and process time with and without interruption. The best
combination allowed a predicated model. The best combination was employing methanol
agitated for 120 minutes in a roll with 3,13 G. The average phenolic content in different classes
was 2274,8 ug phenolic/ g de onion, the recovery was 88% and the detection quantification limit
was 30.7 pg phenolic/ g de onion.

Key words: methodology, phenolic compounds, onion.
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1. INTRODUGAO

O interesse em identificar compostos quimicos que desempenham atividades funcionais,
vem disponibilizando uma série de metodologias para extrair e quantificar diferentes estruturas
quimicas em tecidos vegetais. Entre os compostos que poderiam prevenir danos a saude
destacam-se os fendlicos, tais como os 4cidos fendlicos, derivados do acido hidroxicinamico, e
os flavondides, que mesmo presentes em pequenas quantidades num alimento, poderiam ter
efeitos preventivos e/ou curativos de sintomas patolégicos causados por situagdes oxidativas
(ANTOLOVICH, PRENZLER, RYAN, 2000; JORGE et al., 1998). A determinacao dos niveis de
compostos fendlicos totais em tecidos vegetais é a etapa inicial de qualquer investigacdo de
funcionalidade, avaliacdo biolégica e estimulo ao consumo, visando a prevencao de doencas
cronico-degenerativas (TORRES et al., 1987).

As substancias fendlicas podem aparecer livres ou na forma de glicosidios. A posicao do
acucar na estrutura fendlica influi na solubilidade e em outras propriedades fisico-quimicas.
Estas diferencas podem ser usadas para separa-los, quantifica-los e desenvolver estudos sobre
suas atividades fisiolégicas (ANTOLOVICH, PRENZLER, RYAN, 2000; BADIALE-FURLONG et
al., 2003; CHEN et al., 1998).

Para a extracdo dos compostos fendlicos vém sendo mencionados sistemas aquosos,
alcodlicos e aceto-etilicos sob diferentes condi¢des de interacdo, aplicados a raizes, tubérculos
e frutas, tais como feijdo mungo; géneros de Acacia, Terminalia, Copernicia, macas, ameixas,
peras e outros (IMEH e KHOKBAR, 2002; LIMA et al., 2004; SOUSA et al.,, 2007). A
quantificacao dos compostos fendlicos nos diferentes extratos, em geral, é feita empregando o
reagente de Folin-Ciocalteau. Este consiste numa mistura de acidos fosfotungstico e molibidico,
nos quais o molibdénio e o tungsténio no estado de oxidacdo 6+, e em presenca de redutores,
tais como fendis, passam ao estado de oxidacao variando entre 5 e 6 (forma azul) permitindo a
quantificacdo de substancias redutoras que ndo necessariamente os fendis (SOUSA et al.,
2007). Poucos sao os trabalhos que descrevem adaptacbes do procedimento bdasico para
matrizes especificas e/ou condi¢des criticas de preparo de amostra e extragdo dos compostos
fendlicos para a quantificacdo. Cabe ressaltar que o processo de extragdo sob diferentes
condigbes para distintas matrizes e analitos € fundamental para a estimativa mais exata do
potencial de reducao decorrente de compostos fendlicos.

Os estudos sistematizados de alimentos com alegagbes funcionais vem sendo

norteados pela cultura popular que atribui efeitos benéficos a estes em diversas regides do
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pais. Entre estes esta a cebola (Allium cepa L.), empregada pelo seu papel de conferir
caracteristicas organolépticas a alimentos, além do seu poder preventivo e curativo de diversas
doencas crbnico-degenerativas (CHEN et al, 1998; JORGE et al., 1998). Apesar do
conhecimento milenar dos beneficios deste vegetal de diversos estudos sobre seus efeitos
bioativos, algumas regides produtoras tem dificuldades em comercializar suas safras em
condicoes satisfatorias para consumo “in natura” ou em formulag¢des industriais, resultando em

descarte de material e desestimulo aos produtores.

Diante desta inconsisténcia entre a importancia sécio-econdmica do vegetal e o estimulo
a sua producdo € interessante estudar condi¢cdes que permitam valorar esta matéria-prima
buscando formas de aproveitar o seu potencial funcional de forma eficiente, partindo da
determinacdo de seus compostos bioativos como subsidio para sua cultura, conservagao e

preparo doméstico e industrial preservando suas qualidades funcionais.

A otimizacao de metodologia de extracdo de um analito em especial é fundamental, visto
que pequenos detalhes podem resultar em efeitos que comprometem a confiabilidade dos
resultados. Para atingir esta meta com o minimo de experimentos, podem ser empregados
planejamentos fatoriais completos. Estes permitem otimizar metodologias considerando
variaveis criticas para alguns tipos de matrizes avaliando seus efeitos e possiveis interacoes
com outros fatores nas repostas desejadas (NETO, SCARMINIO, BRUNS, 2003; RODRIGUES,
IEMMA, 2005).

Esses aspectos nortearam o trabalho, que objetivou usar a técnica de planejamento
experimental para otimizar uma metodologia de extracdo para a determinacdo de compostos
fendlicos totais na cebola (Allium cepa L.).

Para tal, foram avaliadas diferentes variaveis na etapa de extracao e os extratos foram
quantificados quanto ao conteudo fendlico empregando o reagente de Folin-Ciocalteau (FC). As
condicdes otimizadas também foram avaliadas quanto a sua performance analitica e

aplicabilidade.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Procedimentos experimentais gerais

Todos os solventes e reagentes utilizados durante os testes foram analiticamente puros.
O reagente Folin-Ciocalteu foi adquirido da Polipur (Pré-analise Quimica e Diagnostico Ltda) e a
quercetina da Sigma Chemical Company (EUA). As medidas de absorcéo foram realizadas em
espectrofotdbmetro VARIAN CARY/100 UV-VISIBLE (EL 98033579).

2.2 Amostras

As cebolas foram coletadas no municipio de Sao José do Norte, no Rio Grande do Sul,
em marco de 2007 e foram cedidas pela EMATER — RS, classificadas segundo Regulamento
Técnico de qualidade da cebola (1995) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA).

2.3 Planejamento para estudo das condic6es de Extracao de fenois

A partir de condicdes estudadas por Lima et al (2004), Baptista et al (1999), Andrade et
al (2007), Premzler et al (2001) e Velioglu (1998) foram avaliados os efeitos das variaveis:
solvente (metanol e acetato de etila), tempo de extragdo (120, 150 e 180 minutos), rotagéo
(0,78, 1,76 e 3,13 G) e tempo com e sem interrupgcdes do processo de extracao (0, 15 e 30
minutos), através de planejamento fatorial 2* , ou seja, quatro variaveis ou fatores testados em

dois niveis (-1 e +1) e 6 pontos centrais (0) resultando em 22 experimentos (Tabela 1 - ANEXO

1),

Obtido o solvente que possibilitou a extragcdo mais precisa (Tabela 2 - ANEXO 1), foram
estudados os efeitos do tempo de extragdo, rotacdo e tempo com e sem interrupcoes de
processo, utilizando planejamento fatorial completo 2° , com trés variaveis em dois niveis (-1 e

+1) e 3 pontos centrais (0) resultando em 11 experimentos (Tabela 3 - ANEXO 1).

Para analise estatistica dos dados foi utilizado o programa Statistica 6.0, considerando o

conteudo de fendis totais (ug de fendis/g de cebola) como resposta das varidveis em estudo.
2.4 Preparacao dos extratos nas condicoes otimizadas

As cebolas foram secas em estufa com circulagéo de ar da marca QUIMIS a 60°C, até
atingirem valores de umidade de 13%. Foram pesadas 10g de cebola e adicionados 50 mL de
solvente (metanol ou acetato de etila) e agitados em temperatura ambiente em mesa agitadora
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orbital TE - 141 da marca TECNAL, o extrato foi filtrado com papel de filtro Wathman n°1 e
clarificado com 10 mL de hidréxido de bario 0,1M e 10 mL de sulfato de zinco 5%, a solugéao foi
filtrada e transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de 100mL, sendo o volume

final completado com o solvente utilizado na extragao.
2.5. Determinacao de fenodis totais nos extratos

A determinagéo do teor de fendis totais presentes nos extratos metandlicos e de acetato
de etila da cebola foi realizada por espectrometria utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau, e o
procedimento consistiu em tomar aliquotas de 500uL do extrato agitar com 500uL de agua
destilada e 4,5mL de Na2CO3 4% por 1 min, colocada em banho-maria a 40°C por 15 min. A
mistura foi agitada por 30 segundos em banho ultra som com 500uL do reagente de Folin-
Ciocalteau diluido 1:2 com agua destilada. Apés 10 min, foi medida a absorbancia das solugbes
a 660nm. O teor de fendis totais foi determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras
contra uma curva analitica construida com uma solucao padrdao de Quercetina contendo 100
png/mL a partir da qual foram preparadas diluicées variando entre 2 e 16 ug/mL. Os resultados

dos conteudos fendélicos das amostras foram expressos como ug de fendis totais/ g de cebola.

Para estudar a performance do método foram determinados o limite de quantificacdo e a
recuperacao de quercetina nas condi¢des otimizadas de extracdo. O limite de quantificacao foi
estimado pela menor concentracao absorvida pela curva padrdo de quercetina. A recuperagao
foi testada em amostras de cebola seca as quais tinham sido previamente adicionadas solucées
metandlicas de quercetina em niveis 1,0; 1,2 e 1,5 mg/ g de cebola.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de cebola foram secas para concentrar os sélidos e facilitar o processo de
extracdo mantendo a proporcdo de massa seca/solvente, mas sem a necessidade de grande
volume destes. A temperatura de 60°C minimizou o0 escurecimento dos tecidos por

escurecimento enzimatico ou caramelizacao.

Apesar dos inumeros trabalhos que determinam fendis em raizes, tubérculos, cereais,
porgcOes distintas de plantas medicinais e frutos, mencionando variagdo de fendis que vao
desde 40 ug fendis/ g de amostra no arroz a 5500 pg fendis/ g de amostra nas cascas de liméo
(IMEH e KHOKBAR, 2002; LIMA et al., 2004; OLIVEIRA, 2005; SOUSA et al., 2007), quando se
trata de cebola estes valores ndo estao disponiveis. As referéncias sdo unanimes em informar

que o principal componente fendlico das diferentes espécies de cebola é a quercetina que
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apresentou maior capacidade de reduzir o reagente de Folin-Ciocalteau em meio alcalino, bem
como indicadora de compostos fendlicos em cebola. Este composto foi escolhido para indicar
os fendis totais em cebolas neste trabalho.

O planejamento experimental foi utilizado para possibilitar a inferéncia estatistica e
fornecer informacdes sobre o comportamento das respostas entre os niveis das variaveis em
estudo, evidenciando a qualidade da repetibilidade, minimizando custos e tempo ao nao se
repetir todos os experimentos, demanda e desgaste de equipamento, menor exposi¢cao do
analista e menor volume de descarte (NETO, SCARMINIO, BRUNS, 2003; RODRIGUES e
IEMMA, 2005).

As variaveis testadas foram aquelas que sdao mais diversas nos relatos da literatura,
para determinacdo dos teores de fendis totais ou para posterior separacdo das diferentes
familias de redutores fendlicos presentes em matrizes vegetais. Cabe considerar também que
para a escolha do solvente pode ser levado em consideracao a sua toxicidade. A primeira etapa
do estudo do efeito das variaveis solvente de extracdo, tempo, rotagdo e tempo com e sem
interrupgdes de processo, tem seus resultados apresentados na Tabela 1 como conteudo de
fendis totais expressos em ug de fendis totais/ g de cebola.

A analise estatistica mostrou que os solventes utilizados na extracdo dos fendis
apresentaram efeito significativo nos niveis determinados (p = 0,015), como pode ser observado
nos resultados da Tabela 2. O solvente que propiciou a extracdo de maiores teores de fendis foi
o metanol, esta resposta pode ser atribuida ao fato de que os compostos fenélicos solluveis em
metanol sdo mais abundantes em cebola, o que é promissor considerando-se que 0s
flavonéides podem estar neste conjunto em funcdo da solubilidade. Nos extratos obtidos com
acetato de etila os valores detectados estavam préximos do limite de quantificagdo, o que
sugere baixas concentragdes de fendis polimerizados e determinou a necessidade de evaporar
o solvente antes da quantificacéo dos fendis.

As variaveis tempo de extracao, rotacdo e tempo com e sem interrupgbes de processo,
foram estudadas em um planejamento completo 2° com trés pontos centrais para obtencdo do
ponto 6timo de extracdo dos compostos fendlicos (Tabela 3). O comportamento verificado
permitiu otimizar e construir modelo preditivo dentro da faixa 6tima para extracao dos fendis em

funcdo das varidveis estudadas.
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A Tabela 4 (ANEXO 1) apresenta os resultados da analise estatistica dos efeitos
estudados no planejamento 23, tendo como resposta o rendimento em fendis totais na cebola. A
observacdo dos resultados da Tabela 3 e da Tabela 4, confirmam que ocorrem diferentes
conteudos de fendis na cebola em funcdo das associagcbes de condicoes avaliadas
demonstrada pelos conteudos obtidos em fendis totais nos diferentes experimentos. Lima et al.,
(2004) também mencionaram estas variagdes e atribuiram a formas quimicas distintas de fenois

presentes na matriz.

A Tabela 4 mostra que entre as trés variaveis estudadas, rotagédo, tempo de agitacéo e a
interacdo da rotacdo com o tempo de agitacao foram estatisticamente significativas ao nivel de
confianca de 95%, quando a resposta foi o conteudo de fendis totais (ug fendis/ g de cebola). A
rotacdo (G) apresentou efeito positivo ao passar do menor valor para a maior, assim como
indicou 0 aumento na média desta resposta. A variavel tempo de agitacao teve efeito contrario,
ou seja, 0 menor tempo resulta em maior contetdo de fendis totais. A interacdo da variavel
rotacdo com o tempo de agitagdo apresentou efeito negativo diminuindo a média do conteudo
de fendis totais em 362 ug fendis /g de cebola. Os efeitos das demais varidveis nao foram
significativos.

Através dos resultados obtidos, foi possivel obter os coeficientes de regressao (Tabela 5
ANEXO 1) de um modelo de terceira ordem para as varidveis e desta maneira analisar a
validade do modelo de conteudo de fendis em fungcédo das varidveis estudadas por meio da
andlise de variancia. Estes foram significativos e preditivos para a agdo combinada dos
parametros tempo de agitacao, rotacdo e a interacdo da rotagdo com o tempo de agitacao, no
conteudo de fendis totais (Tabela 5) originando a Equagéao 1 e a Figura 1 (ANEXO 1).

Conteudo de fendis (ug fendis/g de cebola) =2109,9 + 171,9R + 86,6T —181R. T (1)
Onde: R = rotacao (G), T = tempo (minutos)

O teste F, mostrou um F calculado de 31,1, que foi 7 vezes maior do que o F tabelado,
4,35 (Tabela 6 — ANEXO 1), permitindo que o modelo expresso na Equacéao 1 fosse utilizado
para gerar a superficie de resposta para o rendimento de fendis (Figura 1).

A Figura 1 mostrou que o rendimento dos fendis foi maior utilizando rotacdo de
aproximadamente 3,13G e tempo de agitacdo de 120 minutos, atingindo valores de 2372,4 ug
fendis/ g de cebola quando a extracdo e quantificacdo sao realizadas nestas condigbes de
rotacdo e tempo de agitacdo. O que indica que o aumento no tempo de agitacdo pode
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ocasionar uma diminuicdo no conteudo de extracdo dos compostos fendlicos presentes na
cebola. Isto pode ser atribuido a degradagéao dos fendis por agdo de enzimas éxido redutases
do tecido ou reversao do equilibrio dos compostos entre as fragdes sélido-liquido do sistema.

Em vista deste resultado, menor tempo de extracdo resultando em maior contetudo de
fendis totais, foi avaliada a cinética do processo (Figura 2 - ANEXO 1), diminuindo o tempo de
extracdo até que este ndo fosse mais significativo ao nivel de confianga de 95%. A diminuigcéao a
partir de 120 minutos nao foi significativa no intervalo de confianca estabelecido, comprovando
a adequacidade do tempo estabelecido para a extragdo dos compostos.

3.1 Indicativos de Mérito para o Método de Folin Ciocalteau

O procedimento de extragdo otimizado foi executado para determinar os indicativos de
performance limite de quantificacdo e recuperacdo, cujas avaliagdes foram realizadas em

triplicata.

A Equagédo da curva de calibragdo da quercetina foi C = 0,0352A onde C é a
concentracdo de quercetina, A é a absorbancia a 660nm e o coeficiente de correlagédo R =
0,999 demonstrando a linearidade da relacao nas concentragdes da curva analitica.

O limite de quantificacdo determinado foi de 30,7 pg fendis. O teor médio de
recuperacao para o método completo usando a extragéo otimizada foi de 88% e variou entre 84
e 92 % da menor para a maior concentragao testada. As condicées de extracao resultam em
valores que estao fora dos valores dos pontos criticos para a confiabilidade de resultados
analiticos e neste caso os teores obtidos para limites de quantificagéo e recuperagdo sugerem
que o método adaptado € promissor para determinar fendis em cebolas, expressando como ug
de fendis (quercetina)/ g de cebola.

O procedimento foi testado quanto a sua aplicabilidade adotando-o para quantificar
fendis em cebolas cultivadas na regido de Sao José do Norte, na safra de 2007 e classificadas
conforme a legislagdo do MAPA. A classificagdo comercial dos bulbos de cebola adota como
critério o didametro transversal distribuindo em quatro classes, cujos tamanhos variam entre 35 a
90 mm. Nesta classificagdo ndo estado considerados nenhum outro aspecto que possa refletir a
qualidade do conteudo do tecido.

Nas cebolas analisadas o teor de fendis extraidos com metanol variou entre 2244,3 e
2306,4 ug de fendis totais/ g de cebola (Tabela 7 — ANEXO 1) e as umidades entre 86,8 e
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87,4% para as diferentes classes, que ao nivel de significancia de 95% apresentou diferenca
significativa entre as classes no aporte de fendis na dieta do consumidor (Tabela 8 — ANEXO 1).
Considerando o total obtido com o metanol, a classe 4 apresentou o maior conteudo de
compostos fendlicos. Comparativamente a outros tecidos mencionados pela literatura como
funcionais pelo seu conteudo fendélico, como banana 310 ug fenoéis/ g amostra, maca 1000 ug
fendis/ g amostra e batata 990 ug fendis/ g amostra (equivalente de tirosina) (OLIVEIRA, 2005),

a cebola parece ser bem promissora quando se investiga vegetais com maior contetdo fendlico.
4. CONCLUSAO

O planejamento experimental € uma ferramenta que melhorou a qualidade da
informacgéao através dos resultados, permitindo otimizar e construir o modelo preditivo dentro da
faixa Otima para a extracdo de fendis, representado pela equagédo obtida para o conteudo

fendélico.

Empregando duas etapas de planejamento experimental para o rendimento de fenbis
totais, foi possivel determinar as condicoes 6timas de extragdo de cebola para emprego das
variaveis, tempo de extracdo, rotacdo e tempo com e sem interrupcdes do processo de
extracdo, com resultados preditivos e significativos para o conteudo de fendis. As condicdes
otimizadas ocorriam quando foi utilizado o tempo de extracdo de 120 minutos e a rotagédo de
3,13 G em mesa agitadora orbital. Sendo que a classe 4 foi a melhor para incorporar fenol na
dieta com um conteudo de 2387,6 ug fendis/ g de cebola.
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RESUMO

Os compostos fendlicos de vegetais vém sendo estudados pelo seu possivel uso na industria
de alimentos como conservadores especificamente para evitar a contaminagdo fungica.
Objetivou-se com este trabalho relacionar os niveis de fendis totais em cebola, farelo de arroz e
microalga chlorella com a atividade antifiUngica testada contra o fungo Rhyzopus sp. Os
compostos fenodlicos da cebola foram extraidos em trés sistemas solventes: aquoso, metandlico
e com acetato de etila, o farelo de arroz e a microalga chlorella extraidos com metanol. Os
extratos foram quantificados colorimetricamente com reagente de Folin-Ciocalteau. O método
para avaliar a atividade antifungica empregou a técnica de agar diluido. O Rhyzopus sp. teve
seu desenvolvimento inibido em presenca de extratos metandlico e aceto-etilicos de cebola e
metandlico de farelo de arroz que continham as maiores concentragdes de compostos fendlicos
testadas, 86; 2,6 e 46 g rensis/MLmeio, respectivamente. O extrato aquoso de cebola e metandlico
de chlorella ndo inibiram o crescimento fungico em nenhuma das concentragdes fendlicas
testadas.

Palavras chave: atividade antifingica, fendis, vegetais.

ABSTRACT

The phenolics compounds of vegetables are studied by your possible use in the industry of
foods a conservatives specifically to avoid the fungal contamination. The objective study was
connect the levels of total phenolic in onion, brand of rice and chlorella with the antifungal
activity tested against the fungal Rhyzopus sp. the phenolic compounds of the onion were
extracted in three systens solvent: aqueous, methanolic and with ethila acetate, the brand f rice
and the chlorella extracted with methanol. The extracts were quantified with Folin-Ciocalteau
reagent. The method to value the antifungal activity employed the technique of diluted Agar. The
Rhyzopus sp had your development inhibited in presence of methanolic extracts and aceto-
ethylic of onion and methanolic of brand rice that the biggest concentrations of compounds were
containing phenolic tested, 86; 26 and 46 pgphenoic/MLagar , respectively. The aqueous extracted
of onion and methanolic of chlorella did not inhibit the fungal growth in any of the concentration
phenolic tested.

Key words: antifungal activity, phenolic, vegetable.
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1. INTRODUGAO

Na producédo de alimentos € necessario sempre buscar medidas adequadas para
assegurar estabilidade dos produtos durante a vida de prateleira e a sua seguranca
microbioldgica, principalmente quando se refere a contaminacao por fungos (BRUL e COOTE,
1999).

A preocupagdo em produzir alimentos saudaveis e seguros vém norteando a busca por
conservantes naturais na forma nativa ou extraidos de suas fontes. A énfase das pesquisas
esta voltada para a identificacao e purificagdo de novos compostos com atividade antifingica
que possam atuar sozinhos ou sinergisticamente inibindo a deterioracao de alimentos, limitando
o uso dos antifungicos quimicos (BRUL & KLIS, 1999; MELO e GUERRA, 2002).

Estudos tém indicado um efeito inibitério de compostos fendlicos no crescimento de
fungos e producédo de micotoxinas. Os &cidos fendlicos como o ferulico, cindmico e vanilico e
seus derivados presentes em vegetais demonstram capacidade inibidora do crescimento e
producdo de esporos fungicos. Os acidos p-hidroxibenzéico, vanilico e protocatequinico sao
inibidores somente em concentracdes relativamente altas. O metil éster acido cis-fertlico e o
metil éster acido cis-3,4-dimetoxicinamico, derivados do acido cindmico, sdo inibidores em
pequenas concentracdes, na faixa de 1nM a 10nM, evidenciando que a atividade inibitéria
depende nado s6 da concentragcao, mas também da estrutura do composto (BAKAN et al., 20083;
GRIFFIN, 1994; RASSOLI e ABYANEH, 2004).

Para a extracdo dos compostos fendlicos de raizes, tubérculos, frutas, espécies dos
géneros de Acécia, Terminalia, Copernicia, magas, ameixas, peras e outros vém sendo usados
sistemas aquosos, alcodlicos e aceto-etilicos sob diferentes condi¢des de interagéo (LIMA et al.
2004, SOUSA et al. 2007). A quantificacao dos compostos fendlicos nos diferentes extratos, em
geral, € feita empregando o reagente de Folin-Ciocalteau.

Agentes antifungicos presentes em vegetais comestiveis parecem uma alternativa
interessante para substituir os aditivos quimicos atualmente empregados em alimentos (BRUL e
KLIS, 1999). A inibicdo microbiana por 6leos essenciais (ARAUJO et al., 2003; BURT, 2004;
VELLUTI, 2004;) extratos e plantas medicinais (QUIROGA et al., 2001), especiarias (YIN e
TSAO, 1999), vegetais, frutas e outras ervas (BAGAMBOULA et al., 2003) tem sido bastante

investigada e na maioria dos casos com resultados positivos.
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A cebola é utilizada na alimentagdo basicamente como condimento, devido a sua
composicao quimica, sendo os compostos organossulfurados os maiores responsaveis pelas
suas caracteristicas de sabor e odor (BELITZ & GROSCH, 1988; GOLDMAN et al., 1996).

Apesar do conhecimento milenar dos beneficios da cebola, de diversos estudos sobre
seus efeitos bioativos, algumas regides produtoras tem dificuldades em comercializar suas
safras em condicbes satisfatérias para consumo “in natura” ou em formulagdes industriais,

resultando em descarte de material e desestimulo aos produtores.

O Ministério da Agricultura, do Abastecimento e da Reforma Agraria baixou a portaria
n°529 em 1995, que descreve o Regulamento Técnico MERCOSUL de Identidade e Qualidade
da Cebola, onde prevé a classificacao da cebola de acordo com as dimensdes, a qualidade dos
bulbos e as caracteristicas visuais como indicativos de qualidade, dividindo em quatro classes
variando de 35 a 90 mm de diametro transversal. Na classificagdo comercial da cebola para o
mercado “in natura” é retida, junto as zonas produtoras, uma consideravel fracdo de bulbos,
devido aos seus tamanhos e qualidade (EMATER, 2007).

Em levantamento realizado pela CONAB em 2007, a producéo brasileira de arroz na
safra 2006/2007 chegou a 11,94 milhdes de toneladas de produto beneficiado, resultando em
aproximadamente 1,2 milhdes de toneladas de farelo que por suas caracteristicas sensoriais e
pela disponibilidade discutivel de nutrientes sdo comercializadas a valores pouco
compensadores para o setor industrial (CONAB, 2008).

Assim, considerando-se o contexto da agroindustria regional é interessante conhecer o
potencial de residuos de cebola e arroz como fonte de conservadores naturais para extracao e

utilizag@o na preservacao natural de alimentos.

A microalga chlorella tem as condigbes de cultivo bem conhecidas, e vem sendo
cultivada no Laboratério de Engenharia e Bioquimica da FURG, para uso em formulagbes de
alimentos ou extragdo de biocompostos. Diferentes acdes biolégicas foram identificadas nos
componentes desta microalga, mas as suas propriedades como conservadora ainda sdo pouco
exploradas (DERNER et al., 2006).

Esses aspectos nortearam o trabalho, que objetivou determinar o teor de compostos
fendlicos totais na cebola, no farelo de arroz e na microalga chlorella, além de investigar a
atividade antifungica dos extratos sobre o desenvolvimento do fungo Rhyzopus sp. utilizando o
método de agar diluido.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

As cebolas foram coletadas no municipio de Sao José do Norte, no Rio Grande do Sul,
em marco de 2007 e foram cedidas pela EMATER — RS, classificadas segundo Regulamento
Técnico de qualidade da cebola (1995) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA). O farelo de arroz foi obtido de graos cultivados nos campos experimentais do Instituto
Riograndense do Arroz (IRGA), e a microalga chlorella foi obtida na forma de pastilhas em lojas
especializadas em produtos naturais na cidade de Rio Grande — RS, estas foram moidas com o

auxilio de grau e pistilo até ficarem na forma de p6 com granulometia de 0,35 mm.

2.2 Caracterizagao fisico-quimica das amostras

O pH e a acidez dos extratos das diferentes classes de cebola, do farelo de arroz e da
chlorella foram determinados segundo procedimentos da AOAC (2000). O material vegetal foi
homogeneizado em &gua previamente fervida na propor¢cdo de 1:9; sob agitacdo por 30
minutos. No sobrenadante foram determinados os pHs potenciometricamente, utilizando um
pHmetro marca Hanna modelo 200. A acidez foi determinada por titulometria de neutralizagéo
com NaOH 0,1N e expressa como porcentagem dos acidos organicos predominantes.

Os teores de umidade das diferentes classes de cebola foram determinados em estufa
com circulagdo de ar sob temperatura de 60°C. Os teores de umidade para o farelo de arroz e
para a microalga chlorella foram determinados a 105°C em estufa com circulacdo de ar,
segundo a AOAC (2000).

Os carboidratos das diferentes classes de cebola e do farelo de arroz foram
determinados conforme método do 3,5-DNS (MILLER, 1959), a microalga chlorella foi
determinada por diferenca.

Cinzas das diferentes classes de cebola, do farelo de arroz e da microalga chlorella
foram determinadas por método gravimétrico em mufla 550 °C, conforme AOAC (2000).

Os niveis protéicos foram determinados pelo método de micro-kjeldahl (AOAC, 2000),
empregando como fator de conversdo de nitrogénio o valor de 6,25, para todas as amostras.

A determinagdo de lipidios das diferentes classes de cebola, do farelo de arroz e da
microalga chlorella foi realizada pelo método de Bligh & Dyer (1959).
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A fibra bruta das diferentes classes de cebola, do farelo de arroz e da microalga chlorella
foi determinada conforme método descrito pela AOAC (2000).

A extracdo dos compostos fenélicos das cebolas foi realizada a frio com agua, acetato
de etila e metanol, o farelo de arroz e a microalga chlorella com metanol, sob agitacdo em
agitador horizontal a temperatura ambiente, seguida de particdo com hexano, clarificagdo com
hidréxido de bario 0,1M e sulfato de zinco 5% e filtracdo. Os extratos foram secos em
rotaevaporador e armazenados em freezer até quantificacdo e/ou posterior uso. O conteudo de
fendis totais, das diferentes matrizes, foi determinado através do método espectrofotométrico de
Folin-Ciocalteau, tendo como padrdes a quercetina, a tirosina e o acido ferulico (BADIALE-
FURLONG et al., 2003). O método esta descrito em detalhes no ANEXO 2.

2.3 Avaliacao da atividade antifungica

O fungo filamentoso utilizado neste estudo foi o Rhyzopus sp., cedido pelo Centro de
Pesquisa em Alimentos da Universidade de Passo Fundo (CEPA - UPF). Este foi mantido em
Agar Batata Dextrose (BDA) a 4°C até o uso. A suspensdo de esporos utilizada no teste
antifingico foi obtida pela propagacéao do fungo em meio BDA, ap6s incubacéao por 10 dias a
30°C, seguida de extracdo dos esporos do meio com solucdo 0,2% de Tween 80, filtracéo e
enumeracao de esporos em camara de Neubauer.

2.3.1 Teste de atividade antifungica

O método utilizado foi o bioanalitico “in vitro” observando o desenvolvimento ou inibicao
dos microrganismos em placas contendo no meio BDA (Batata Dextrose Agar) trés
concentracdes diferentes de fendis totais dos extratos. O meio de cultura foi autoclavado por 15
minutos a 120°C, apo6s o resfriamento foram adicionados os extratos fenodlicos diluidos
diretamente no meio de cultura em trés concentracdes de compostos fendlicos totais
(concentragbes conhecidas), preparando-se para cada concentracdo 20 mL de meio mais o
extrato fendlico, operacdes estas realizadas sob condi¢cdes assépticas (Camara de Fluxo
Laminar LABCONCO modelo 36210, tipo B2). Para as placas controle foram adicionadas as
mesmas quantidades de agua estéril. Apds a solidificacdo dos meios, foram adicionados ao
centro das placas 5pL da solucdo de esporos contendo 1,6 x 107 esporos/mL. A incubagéo
ocorreu em camara de germinacao modelo Tecnal TE — 403, com temperatura de 30°C durante
5 dias. As analises forma feitas em triplicata para cada condi¢cdo em estudo.

Durante o desenvolvimento dos fungos, foram efetuadas medigbes ortogonais dos
didmetros das colbnias nos 3° e 5° dias de incubagéao. A inibicdo foi avaliada pelo crescimento
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do didmetro e pela observagdo visual do crescimento do micélio, comparada com placas
controle (DEL RIO et al., 2003; NGUEFACK et al., 2004).

Os extratos fendlicos testados foram a cebola extraida em trés sistemas solventes:
metanol, agua e acetato de etila, o farelo de arroz e a microalga chlorella extraidos com

metanol.

2.4 Analise estatistica

Os resultados do aporte de nutrientes, dos compostos fendlicos da diferentes classes de
cebolas e do teste de atividade antifungica foram analisados utilizando andlise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey para comparagao das médias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao das amostras

A Tabela 1 apresenta os resultados das médias das determinagbes das caracteristicas
fisico-quimicas nas diferentes classes de cebola, ou seja, pH, acidez, umidade, carboidratos,
cinzas, proteinas, lipidios e fibra bruta.

A classificacdo comercial dos bulbos de cebola adota como critério o diametro
transversal distribuindo em quatro classes, cujos tamanhos variam entre 35 a 90 mm. Nesta
classificagdo ndo estao considerados nenhum outro aspecto que possa refletir a qualidade do
conteudo do tecido. Na literatura ndo ha estudos relatando a composi¢ao centesimal obtida nas
diferentes classes comerciais de cebola, conforme a legislacdo em vigor.



Tabela 1: Composicao Centesimal em diferentes Classes de Cebolas Comerciais

Composicao/Classes Classe 2 Classe 3 Classe 4 Classe 5
Umidade (%) 88,5° 88,4° 88,3? 88,6°
Cinzas (%) 0,75° 0,732 0,762 0,752
Proteinas (%) 0,86° 1,04° 0,98° 0,912
Carboidratos (%) 3,732 5,27° 4,76° 4,67°
Fibra bruta (%) 0,612 0,62° 0,70° 0,70°
Lipidios (%) 0,172 0,182 0,19° 0,162
Acidez (% de acido b .
0,312 0,38 0,312 0,29
piravico)
pH 5,232 5,08° 5,2° 5,16°

*Letras iguais indicam que nao ha diferenca significativa pelo teste de Tukey (a < 0,05)

Os resultados das caracteristicas fisico-quimicas das classes estudadas mostram que
nao houve diferenga significativa, entre elas, ao nivel de confianga de 95%, nas fragbes de
umidade e cinzas. As demais fracGes diferiram significativamente entre as classes. O que
sugere que em termos aporte nutricional seria interessante considerar outros critérios para a

classificagéo de cebolas.

A Tabela 2 apresenta os resultados das médias das determinagbes das caracteristicas
fisico-quimicas do farelo de arroz e da microalga chlorella, ou seja, umidade, carboidratos,
cinzas, proteinas, lipidios, fibra bruta, pH e acidez.

Tabela 2: Composicao centesimal do farelo de arroz e da microalga chlorella

Fibra
_ Umidade Cinzas Carboidratos Proteina Lipidios _
Matriz bruta pH Acidez(%)
(%) (%) (%) . (%) (%)
(%)
Farelo de
9,6 10,5 44,3 6,3 15,4 12,7 6,1 0,1
arroz
Chlorella 4,1 6,3 22,3 2,8 56,9 7,6 57 0,2

A composi¢do centesimal determinada para o farelo de arroz foi semelhante a
apresentada por outros autores, levando-se em conta as diferengas decorrentes do tipo de solo,
do cultivar, do beneficiamento e da forma de estabilizagdo do farelo (NAVES, 2007; SILVA et
al., 2001). Os valores encontrados para a microalga chlorella também foram condizentes com a
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literatura levando-se em conta as diferentes condic6es de apresentagao (pastilhas, pd, capsulas
e etc) (CHLORELLA, 2007; HENRIKSON, 1994).

A acidez da maioria dos vegetais, geralmente confere protecao suplementar contra a
contaminagdo por microrganismos provenientes do solo, p6 ou insetos. Entre os vegetais
estudados nenhum pode ser considerado com elevada acidez, visto que em nenhum deles a
acidez foi superior a 0,5%, desta forma dificilmente o teor de acidos potencialmente ionizaveis
poderia estar associado a propriedades antifungicas ou conservadoras. Os vegetais com baixa
acidez, possuem outras barreiras para evitar a contaminagao por microrganismos, que podem
ser constituidas pelo conteudo de compostos fendlicos presentes nos vegetais (BECKMAN,
2000).

A Tabela 3 apresenta os fendis totais da cebola nos trés solventes (média), no farelo de

arroz e na microalga chlorella.

Tabela 3: Resultados dos Fendis Totais presentes nos extratos estudados

Extrato Fendis Totais (MQ fensis- 9 (vs) ")
Cebola seca (metanol) 2,274
Cebola seca (agua) 2,833
Cebola seca (acetato de etila) 0,077
Farelo de arroz 0,522
Chlorella 0,202

O contelido de fendis totais variou entre 0,077 MQrensis.-Gs)' NA cebola extraida com
acetato de etila e 2,833 MQwensis-ps) ' Na cebola extraida com &gua. A variabilidade na
distribuicdo e composicao dos compostos fitoquimicos fendlicos é grande para os diferentes
extratos estudados neste trabalho e nos de outros autores, cabe lembrar que isto pode ser
influenciado pela variedade, espécie, procedimento de plantio, condicbes de estocagem e
processo ao qual o tecido é submetido (KIM et al., 2003).

Comparativamente a outros tecidos mencionados pela literatura, como funcionais pelo
seu conteudo fenodlico, como banana 0,31 mg fendis/ g amostra, maca 1,0 mg fendis/ g amostra
e batata 0,99 mg fendis/ g amostra (equivalente de tirosina), 0,061-0,084 mg fendis/ g de
amostra (acido ferulico) (ZHOU et al., 2004), 0,69 e 0,35 mg fendis/ g de amostra em bagaco de
laranja e polpa de berinjela (BADIALE-FURLONG et al., 2003), a cebola e o farelo de arroz
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parecem ser bem promissores quando se investiga vegetais com potencial de aporte de
compostos fendlicos na dieta.

Os solventes que propiciaram a extracdo de maiores teores de fendis na cebola foram o
metanol e a agua, esta resposta mostrou que os compostos fendlicos soliveis em metanol e
agua sao mais abundantes em cebola, o que é promissor considerando-se que flavonoides
podem estar neste conjunto em funcao da solubilidade. Nos extratos obtidos com acetato de

etila os valores indicam que houveram baixas concentrag¢des de fendis polimerizados.
3.2 Atividade antifungica

Em estudos de compostos antifungicos de origem vegetal sdo utilizadas as ervas
medicinais, especiarias (orégano, cravo, canela e pimenta) e outras plantas comestiveis ou nao.
Os resultados tem mostrado que extratos e 6leos essenciais de cebola, alho e outros vegetais
de uso na dieta da populacdo tem potencial para inibir o desenvolvimento de fungos
(BENKEBLIA, 2004; OLIVEIRA, 2005; YIN e TSAO, 1999). No caso deste estudo a cebola foi
considerada pela sua riqueza em compostos fendlicos e disponibilidade local e nacional a
valores comerciais pouco compensadores aos produtores. O farelo de arroz foi um subproduto
escolhido para estudo a partir dos resultados promissores de Oliveira (2005) com extratos de
graos de arroz com atividade antifungica consideravel. A microalga chlorella foi considerada a
partir de informes da literatura sobre seu contetdo de compostos funcionais.

Os diametros das colbnias do fungo Rhyzopus sp. nos meios de cultura contendo os
extratos em estudo aparecem na Tabela 4, especificando as avaliagdes nos 3° e 5° dias de
incubacao.
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Tabela 4: Diametros médios de crescimento do Rhyzopus sp em presenca dos extratos de
fendlicos de cebola, farelo de arroz e chlorella.

Concentragdo de Diametro da col6nia (cm)
Extratos fendis no meio
UG fencie.ML™ 3°dia 5°dia
70 8,0° 8,5°
Cebola (extrato metandlico) 77 4.4° 8,52
86 2,1° 5,3°
2,0 8,5° 8,5°
Cebola (extrato aceto-etilico) 2,3 6,0° 8,52
2,6 4,1° 6,0°
120 8,5° 8,5°
Cebola (extrato aquoso) 150 8,52 8,52
185 8,5° 8,5°
28 8,52 8,52
Farelo de arroz (extrato metandlico) 35 7,72 8,52
46 3,6° 7,12
3,0 8,5° 8,5°
Chlorella (extrato metandlico) 3,3 8,5? 8,5°
3,7 8,5° 8,5°
Controle (4gua destilada) - 8,5 8,5

*Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey ao nivel
de confianca de 95% em relagéo ao controle.

Cabe salientar que para evitar o efeito dos solventes no desenvolvimento fungico estes
foram evaporados e ressuspensos em agua nos casos de obtencao dos extratos com metanol e
acetato de etila.

Nenhum dos extratos exerceu inibicdo total sobre o Rhyzopus sp., mesmo aumentando
os niveis de extrato fendlicos adicionados ao meio de crescimento, 0 que sugere que estes
extratos precisariam ser mais concentrados para inibir esta espécie fungica.

Segundo a literatura os grupos hidroxilicos presentes nos compostos fendlicos podem
formar pontes de hidrogénio com enzimas do metabolismo microbiano desativando-as e
inibindo o desenvolvimento da biomassa fungica (JUGLAL et al., 2002; PORTE e GODOY,
2001). Ao relacionar a medida do didmetro de crescimento da col6nia com o conteudo fendlico
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dos extratos de cebola em metanol e acetato de etila e de farelo de arroz, foi verificado que
estes promoveram uma redugédo na velocidade de crescimento do Rhyzopus sp, quando as
concentracdes no meio foram respectivamente superiores a 77; 2,3 € 35 Ug fensis:ML " meio.

Em alguns casos pode ser observado que a inibi¢cdo fungica ndo esta relacionada com a
concentracdo dos fendis nos extratos, como por exemplo, o extrato aquoso que apesar de
possuir concentragcdes de fendlicos até 60 vezes superiores aos demais nao inibiu o
desenvolvimento do halo das colénias em todo o periodo de incubacdo, o que ndo foi
observado em nenhum outro extrato de cebola ou no farelo de arroz. Estes resultados indicam a
necessidade de se identificar os diferentes compostos presentes nos extratos, pois a estrutura
destes compostos pode estar relacionada com o maior ou menor poder de inibi¢cdo fungica

O acompanhamento do crescimento das colénias em presencga dos extratos de cebola
extraida nos trés sistemas solventes, do farelo de arroz e da chlorella, medidas no 3° e 5° dia
de incubacao esta ilustrado na Figura 1. Nos conjuntos apresentados os controles aparecem
acima (1A) e da esquerda para a direita as concentracées sdo crescentes sendo 1(B) os
extratos aquosos de cebola, 1(C) o extrato aceto-etilico de cebola, 1(D) o extrato metandlico de
farelo de arroz e 1(E) o extrato metandlico de chlorella.

Figura 1: Halos de crescimento fungico nos meios contendo extrato metanélico de
cebola (A), cebola aquoso (B), cebola aceto-etilico (C), farelo de arroz metandlico (D), chlorella
metandlico (E).
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A Figura 1, assim como 0s numeros da Tabela 4 permitiram verificar uma acentuada
diferenga no desenvolvimento das hifas nos extratos metandlicos da cebola, aceto-etilico da
cebola e no extrato de farelo de arroz a medida que foram adicionadas as maiores
concentracdes de extratos fendlicos aos meios de cultura. Nos extratos aquosos de cebola e
metandlico de chlorella ndo pode ser observada a inibicdo do crescimento fungico em nenhuma
das condicoes testadas. Isto sugere que para inibir o desenvolvimento de Rhyzopus sp.,
abundantes em algumas matrizes, estes extratos como foram obtidos ndo foram eficientes,

embora fosse observado macroscopicamente menor desenvolvimento de hifas.

A Figura 1, também permite perceber a tendéncia de que ao aumentar a concentragéo
de extratos metandlicos e aceto-etilicos de cebola e metandlicos de farelo de arroz ocorre uma
diminuicdo do halo de desenvolvimento fungico que poderia estar determinado pela
concentracao de compostos fendlicos. Resultados semelhantes foram obtidos por Pereira et al.,
(2006); Chalfoun et al., (2004); Velluti et al., (2003 e 2004), que também salientaram que este
tipo de comportamento requer um estudo especifico, pois fatores tais como: tipo de substrato,
reacdo do fungo ao substrato e diferentes tipos de compostos podem interferir sobre o
comportamento dos fungos.

O teste de diferenca de médias (DMS) mostrou que no 3° e 5° dia de incubagéo a
inibicdo dos extratos aquosos em todas as concentracdes utilizadas (120; 150 e 185 g sensis-mL
') e os demais extratos nas menores concentragdes utilizadas 2,0 pg renes.-mL " para a cebola
(acetato de etila) e 69 g rensis-mL™" para o extrato de cebola (metanol), além dos extratos de
chlorella em todas as concentragdes testadas, nao foi significativa em relacao ao controle. Nos
demais extratos nas outras concentracdes testadas a diferencga foi signiicativa no intervalo de
95% de confianga entre as médias dos diametros de crescimento nos 3° e 5°dias de incubagéo

com relacao ao controle.

Pereira et al., (2006), estudando o efeito da adicdo do 6leo essencial de cebola sobre o
desenvolvimento micelial dos fungos Aspergillus flavus e Fusarium sp verificaram que nao havia
inibicao flngica nas concentragdes de 500 a 2000 mg. mL™" de meio, o que sugere que o 6leo
essencial ndo contém os compostos com atividade antifungica. Quando se comparou 0s
resultados encontrados com os obtidos por Pereira et al., (2006), pode ser verificado que os
extratos de cebola sdo mais eficientes na inibicdo fungica que os Oleos essenciais, pois

apresentaram inibicdo em concentracdes bem menores.
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No caso deste trabalho, o teste de atividade antifingica empregando o fungo Rhyzopus
sp. realizado em placas, mostrou-se promissor para triagem da acao fungicida/fungistatica de
extratos vegetais, incluindo as questbes quantitativas de niveis de efeito. Demonstrada pelas
diferencas detectadas nas agdes dos extratos e pelas respostas as alteracdes de crescimento
fungico em relacao as variagcdes de concentracao dos extratos fendlicos.

4. CONCLUSAO

As diferentes classes de cebola apresentaram diferenca significativa entre todas as
fracoes dos macrocomponentes com excecao da umidade e dos teores de cinzas.

Os extratos da cebola extraidos com os diferentes solventes continham uma faixa ampla
de compostos fendlicos totais variando entre 0,077 e 2,833 MQ fensis-Jps) - NOS extratos de
chlorella e de farelo de arroz a faixa de variacdo nos teores fenédlicos foi mais estreita, entre
0,202 e 0,522 mg fenéis.g(bs)'1 amostra, respectivamente.

O teste de atividade antifungica em agar diluido mostrou que os extratos fendlicos da
cebola extraidos com metanol e acetato de etila e o extrato de farelo de arroz apresentaram
atividade antifungica sobre o fungo Rhyzopus sp., atingindo no 5°dia 38, 30 e 17% de inibicao
para o extrato metandlico de cebola, extrato aceto-etilico de cebola e extrato metandlico de
farelo de arroz, respectivamente. Os extratos aquoso de cebola e metandlico de chlorella n&o
apresentaram atividade antifungica contra o fungo testado.
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RESUMO

As propriedades antifingicas e antimicotoxinas de extratos fendlicos de farelo de arroz, cebola
e microalga chlorella, foram testadas pelo método de agar diluido, utilizando como resposta o
didmetro de crescimento do Aspergillus oryzae, Fusarium graminearum e Aspergillus flavus e
producédo de aflatoxinas By e B, pelo primeiro. Durante os 14 dias de incubagdo as maiores
inibicdes de crescimento fungico foram alcancadas em presenca do extrato de chlorella, 83% de
inibicdo, que também inibiram totalmente a producdo de micotoxinas. Os demais extratos
inibiram significativamente o crescimento fungico com relagédo ao controle, até 65% de inibicao
utilizando os extratos metandlicos de cebola, além de inibirem em até 90% a producéo de
aflatoxinas By e B,. Os resultados indicam as matrizes estudadas como potenciais fonte de
compostos fendlicos que podem exercer um efeito inibitério no desenvolvimento fungico e na
producao de micotoxinas.

Palavras chave: aflatoxinas, fendis, fungos.

ABSTRACT

The antifungal and antimycotoxins properties of phenolics extracts of brand of rice, onion and
chlorella, they were tested by the method Agar diluition, using like answer the diameter of growth
of the Aspergillus oryzae, Fusarium graminearum and Aspegillus flavus and aflatoxins By and B,
production for the first one. During 14 days of incubation the biggest inhibitions of fungal growth
were reached in presence of the extract of chlorella, 83% of inhibition, which also inhibited
significanthy the fungal growth regarding the control, up to 65% of inhibition using the methanolic
extracts of onion, besides inhibiting in up to 90% of production of aflatoxin By and B, The results
indicate the studied vegetables as you potentiate source of phenolics compounds what can
practise na inhibitory effect in the development fungal and in the mycotoxins productions.

Key works: aflatoxins, fungal, phenolic.
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1. INTRODUGAO

A contaminacdo dos alimentos por fungos causa mudancas, tanto na composicao
quimica, quanto na estrutura e aparéncia representando perda econémica e/ou desperdicio das
matérias-primas e alimentos. Além disso algumas espécies sdo responsaveis pela producao de
micotoxinas em determinadas condicoes, e estas causam problemas a saude de humanos e de

animais, que consomem os alimentos contaminados (TANIWAKI e SILVA, 2001)

As micotoxinas sdao metabdlitos secundarios de alguns fungos que contaminam os
tecidos vegetais em qualquer época do cultivo, colheita ou estocagem de matérias-primas
agricolas e/ou alimentos, usualmente quando o meio propicia condi¢cdes de estresse metabdlico
ao microrganismo. Estas substancias podem ser carcinogénicas, neurotoxicas e teratogénicas e
a ocorréncia delas em alimentos tém sido mencionada em diferentes paises, inclusive no Brasil
(ABDULKADAR et al., 2004; AYCICEK et al., 2005; BITTENCOURT et al., 2005; GARDA et al.,
2004; NUNES et al., 2003).

Os conhecimentos cientificos atuais ao mesmo tempo que geram tecnologias para
melhor prevenir a contaminagdo microbiana, em geral disparam com as exigéncias de
consumidores esclarecidos sobre a toxicidade ou suspeita toxicidade de alguns aditivos
quimicos inclusive sobre a possibilidade de uso abusivo deles para mascarar qualidade
inadequada de alguns alimentos. Isto tem levado as autoridades que legislam sobre producao
de alimentos a recomendar a diminuicdo nos indices de utilizagdo de aditivos quimicos pela
industria de alimentos. Esta por sua vez demanda por solucbes de conservacao menos
drasticas como o uso de conservadores naturais (BRULL e COOTE, 1999). Neste panorama
muitas pesquisas em todo o mundo vém sendo desenvolvidas enfatizando a busca de Uteis e
vidveis compostos naturais em diferentes fontes para um emprego racional como
conservadores na producdo de alimentos (BAUTISTA-BANOS et al., 2003; CHAO e YANG,
2000; CUNICO et al., 1999; MYTLE et al, 2004).

A investigacdo da potencialidade antimicrobiana de produtos vegetais tem sido
intensificada e incentivada também pela preocupante realidade do progressivo surgimento de
cepas microbianas resistentes a antimicrobianos em todos os campos de estudo da
microbiologia. O abuso por longos anos da utilizacdo de compostos antimicrobianos é tido
como o fator principal de pressdo para o surgimento de tal fendbmeno de resisténcia
(ANDREMONT, 2001). A presengca e deteccdo de cepas de microrganismos patogénicos

resistentes a antimicrobianos é no campo da microbiologia de alimentos uma grande demanda
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para garantir a segurancga alimentar (TEUBER, 1999). Estudos cientificos sobre especiarias e
seus produtos derivados (extratos, 6leos essenciais, constituintes quimicos) tem sempre
patbgenos primarios, deteriorantes, e/ou na inibicdo da producédo de toxinas microbianas (AL-
JEDAH et al., 2000; ARORA e KAUR, 1999; JUGLAL et al., 2002; KIZIL e SOGUT, 2003).

Dentre as substancias as quais a literatura atribui este potencial inibitério esta um
grande grupo quimico, os fendlicos, encontrados em diversas familias vegetais em pontos
susceptiveis aos danos ambientais decorrentes de efeitos fisicos, quimicos e biolégicos. Os
compostos fendlicos sdo sintetizados em quase todos os tecidos vegetais, caracterizando-se
além de atividade antifiUngica a capacidade de controlar a produgdo de micotoxinas. Estes
compostos, em funcao de sua estrutura podem se dissolver dentro da membrana microbiana e
penetrar dentro da célula, onde podem interagir com mecanismos do metabolismo microbiano e
dificultar a sintese de ergosterol, glucan, quitina e outros (BRUL e KLIS, 1999; MARINO et al.,
2001).

Dentre muitas matérias-primas para obtencdo de compostos com esta propriedade
antifingica, destaca-se a cebola pela sua producao mundial que apresentou aumento de cerca
de 25% na ultima década e constitui-se numa das bases da agricultura local. Além disto, possui
compostos fendlicos, bem como acidos malico, citrico, succinico, fumarico, quinico, biotinicos,
nicotinicos, folicos, pantoténicos e ascérbico. Além da cebola destaca-se o farelo de arroz, que
apresenta baixo valor comercial, por suas caracteristicas sensoriais e disponibilidade discutivel
de nutrientes, poderia ter outro tipo de aplicacdo na industria de alimentos especialmente pela
presenca de antioxidantes em sua composicao (IRGA, 2007). A chlorella é também de grande
interesse comercial, pois além da rapida velocidade de crescimento, pode ser cultivada em
tanques ao ar livre. A identificagdo de propriedade antifungica para esta microalga € mais um
argumento para incentivar politicas e processos para a produgédo dela, principalmente em
regides de recursos hidricos abundantes, como é o caso da regidao Sul do Rio Grande do Sul.

Com o presente trabalho, objetivou-se avaliar o efeito inibitério dos extratos fendlicos de
cebola, farelo de arroz e chlorella sobre o crescimento micelial “in vitro” dos fungos Aspergillus
flavus, Fusarium graminearum e Aspergillus oryzae e a producdo de aflatoxina By e B.., pelo

primeiro.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Tecidos Vegetais

Os tecidos vegetais estudados neste trabalho foram cebola (Allium cepa L.), sem casca,
coletadas no municipio de Sao José do Norte, no Rio Grande do Sul, em margo de 2007 e
cedidas pela EMATER — RS, farelo de arroz, com granulometria de 0,5 mm, obtido de uma
variedade de arroz BR 417 de campos experimentais do IRGA (instituto Riograndense do Arroz)
e a microalga chlorella, em po, obtida de lojas especializadas em produtos naturais da cidade
de Rio Grande, RS.

2.2 Determinacao de umidade

Os teores de umidade das matrizes vegetais foram determinadas por perda gravimétrica
em estufa a vacuo a 60°C para a cebola e 105°C para o farelo de arroz e para a chlorella,
segundo a AOAC (2000).

2.3 Preparo dos extratos vegetais

As cebolas foram secas em estufa com circulagéo de ar da marca QUIMIS a 60°C, até
atingirem valores de umidade de 13%. A chlorella foi utilizada na forma em p6 com umidade de
4% e o farelo de arroz com 10% de umidade. Foram pesadas 10g de cebola seca, farelo de
arroz e 5 g de chlorella aos quais foram adicionados 50 mL de solvente (metanol), agitados em
temperatura ambiente em mesa agitadora orbital da marca TECNAL durante 2 horas a 3,13 G
de agitacdo, em seguida o extrato foi evaporado em rotaevaporador a 50°C, seguindo
solubilizagdo com 50 mL de agua destilada e clarificacdo com 10 mL de hidréxido de bario 0,1M
e 10 mL de sulfato de zinco 5%. A mistura foi filtrada com papel de filtro Wathman n°1 e
transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de 100mL, sendo o volume final
completado com agua destilada. As cebolas também foram submetidas ao mesmo tratamento
tendo o acetato de etila e a agua como solventes.

2.4 Determinacao de fenois totais nos extratos

A determinacdo do teor de fendis totais presentes nos extratos foi realizada por
espectrometria utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau, e o procedimento consistiu em tomar
aliquotas de 500uL do extrato agitar com 500uL de agua destilada e 4,5mL de Na,CO; 4% por
1 min, repouso em banho-maria a 40°C por 15 min. A mistura foi agitada por 30 segundos em

banho ultra som com 500uL do reagente de Folin-Ciocalteau diluido 1:2 com agua destilada.
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Apos 10 min, foi medida a absorbancia das solugbes a 750nm. O teor de fendis totais foi
determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva analitica
construida com uma solugéao padrao de Quercetina contendo 100 pug/mL a partir da qual foram
preparadas diluicées variando entre 2 e 16 ug/mL, para os extratos de cebola. Os extratos de
farelo de arroz foram quantificados com uma curva padrao de acido ferulico (2 e 16 ug/mL) e
para os extratos de chlorella foi empregada uma curva de tirosina (2 e 16 pg/mL), nas mesmas
condicdes. Os resultados dos conteudos fendlicos das amostras foram expressos como pg de
fendis totais/ g de amostra.

2.5 Fungos

Os fungos utilizados neste estudo foram o Aspergillus oryzae e Aspergillus flavus
cedidos pelo Laboratério de Micotoxicologia (LAMIC) da Universidade Federal de Santa Maria,
RS e o Fusarium graminearum cedido pelo Laboratério de Fitopatologia da UFRGS ambos
mantidos em Agar Batata Dextrose (BDA) a 4°C até o uso. A suspensdo de esporos utilizada
nos testes antifungicos foi obtida pela propagacdo em meio BDA, ap6s incubacéo por 10 dias a
30°C, seguida de extracdo dos esporos do meio com solucdo 0,2% de Tween 80, filtracédo e
contagem de esporos em camara de Neubauer.

2.6 Efeito in vitro de extratos vegetais sobre o desenvolvimento fungico.

O método utilizado foi o bioanalitico “in vitro” observando o desenvolvimento ou inibigcao
dos microrganismos em duas concentragdes diferentes de fendlicos totais dos extratos usando
o meio de cultura BDA (Batata-Dextrose e Agar). Ao meio de cultura autoclavado por 15
minutos a 120°C, apéds o resfriamento foram adicionados dois volumes conhecidos dos extratos
vegetais, 20 e 25 mL de extratos (concentracées conhecidas de compostos fendlicos) que
foram diluidos diretamente no meio de cultura, em seguida foram vertidos em placas de Petri (9
cm de diametro), operacOes estas realizadas sob condicdes assépticas (Camara de Fluxo
Laminar LABCONCO modelo 36210, Tipo B2). Apdés a solidificacdo dos meios, foram
adicionados ao centro das placas 5uL da solugéo de esporos, contendo 2,4 x 10° esporos/mL
do Aspergillus oryzae e 5,2 x 107 esporos/mL do Aspergillus flavus. A incubacdo ocorreu em
camara de germinagéo modelo TECNAL TE — 403, com temperatura de 30°C durante 14 dias e
umidade relativa de 40%.

Durante o desenvolvimento dos fungos, foram efetuadas medigbes ortogonais dos
didmetros das colénias nos 3% 5° 7° e 14° dia de incubacgédo, tendo como referéncia o
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desenvolvimento controle do fungo no meio de cultura da placa sem adicdo dos extratos
(NGUEFACK et al., 2004). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

A férmula utilizada para calcular a porcentagem de inibigcdo fangica esta mostrada na
Equacgéao 1:

| =100*(C-T)/C
Onde:
| = Porcentagem de inibicao
C = Medida do didametro de crescimento do fungo no meio controle
T = Medida do didametro de crescimento do fungo no meio contendo o extrato.

Também foi calculada e expressa a porcentagem de inibicdo do crescimento fungico por
Hg de composto fendlico total, levando-se em consideracao os diferentes teores de compostos

fendlicos totais nas matrizes.

Apbs 0 7° 14° e o 21° dia de incubacao do experimento contra Aspergillus flavus as

placas foram congeladas para posterior determinacao de aflatoxinas no meio de crescimento.

2.7 Efeito in vitro de extratos vegetais sobre a producao de aflatoxinas por Aspergillus
flavus

Durante a realizacdo do experimento as placas com crescimento do Aspergillus flavus
foram coletadas no 7°, 14° e o 21°dia de incubacao para avaliar o efeito dos extratos vegetais
sobre a producéo de aflatoxina By e B, no meio de crescimento (NUNES, 2003; OLIVEIRA,
2005).

As micotoxinas foram extraidas com solugdo de acetonitrila-agua (3:1) sob agitacao,
seguida de particao com hexano. A acetonitrila foi separada da agua com adicao de cloreto de
sodio e evaporada a 50°C sob vacuo. O residuo foi ressuspendido com 3 mL de metanol e 27
ml de cloroférmio, centrifugado e separado em trés aliquotas de 10 mL em vidro ambar. Estas
aliquotas foram evaporadas em banho-maria a 40°C e corrente de nitrogénio e guardadas a -
10°C (TANAKA et al.,, 2000 adaptado por GARDA, 2002). Os extratos evaporados foram
aplicados em cromatofolhas de silica gel G60 de 0,25 mm de espessura para triagem e
estimativa da concentracdo das aflatoxinas B e B, sob luz UV (SOARES, 1989).
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2.8 Analise Estatistica

Os dados obtidos no teste de atividade antifungica foram analisados utilizando analise
de variancia (ANOVA) e comparagao dos diametros médios de desenvolvimento pelo teste de
Diferengas Minimas Significativas (DMS).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacao das amostras

O conteudo de compostos fendlicos totais nas diferentes matrizes foi extraido com trés
diferentes solventes (metanol, agua e acetato de etila) para as amostras de cebola e com o
metanol para o farelo de arroz e a chlorella, aparecem na Tabela 1, bem como a umidade
empregada para estimativa em base seca. Tais procedimentos foram adotados em fungéo de
experiéncias anteriores no Laboratério de Bioquimica de Alimentos da FURG realizadas por
Oliveira (2005), Dors (2006) e Colla et al., (2007). Estes autores demonstraram a recuperacao
de compostos fendlicos em farelo de arroz e Spirulina platensis, supeiror a 80% nos sistemas
solventes adotados.

Tabela 1: Resultados de Umidade (%) e Fendis Totais presentes nas matrizes estudadas

Matriz Umidade %  Fenois Totais (Mg fensis- 9 (bs) )
Cebola seca (metanol) 13 1,741
Cebola seca (agua) 13 3,012
Cebola seca (acetato de etila) 13 0,068
Farelo de arroz (metanol) 10 0,536
Chlorella (metanol) 4 0,231

Nas fracoes aquosas e metandlicas dos extratos de cebola estavam os maiores teores
de compostos fendlicos, atingindo valores até 50 vezes superiores aos demais extratos. Este
fato é promissor visto que em funcéo da solubilidade os compostos mais provaveis de estarem
presentes nos extratos aquosos e metandlicos sdo os flavondides e acidos fendlicos,
sabidamente abundantes em cebolas. A extracdo de compostos fenélicos com acetato de etila
foi a que recuperou os menores teores de compostos reativos com reagente de Folin-Ciocalteau
e possivelmente nesta fracdo estejam presentes os fenois polimerizados. O conteudo de
fendlicos nos extratos de farelo de arroz foram semelhantes aos registrados por Dors (2008). A
microalga chlorella apresentou um conteudo fendlico menor que a Spirulina platensis (COLLA et
al 2007).
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3.2 Efeito Antifungico dos extratos fendlicos

Os gréficos das Figuras 1, 2 e 3 apresentam a cinética do crescimento fungico durante
os 14 dias de incubacao dos fungos Aspergillus oryzae, Aspergillus flavus e Fusarium
graminearum. Foi observado que em presenca dos extratos fendlicos dos vegetais ocorria uma

tendéncia a diminuicéo da velocidade do crescimento fungico com relagcéo ao controle.

A. oryzae (nivel 2)
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Figura 1: Acompanhamento do crescimento fungico do Aspergillus oryzae em
presenca dos extratos vegetais

A comparacao das médias pelo teste de Tukey (ANEXO 3) realizado para os dias das
medidas dos didmetros mostraram que no 3° 5° 7° e 14° dia de incubacdo do Aspergillus
oryzae ocorreu inibicao significativa em relagdo ao controle, quando o fungo foi cultivado na
presenca de todos os extratos vegetais testados. O maior efeito inibitdério sobre o crescimento
do Aspergillus oryzae no 14° dia de incubacgao foi do extrato de chlorella. Relatos sobre efeito
inibidor de crescimento fungico de compostos extraidos de cebola, em diferentes condicoes e
de arroz estao disponiveis na literatura (OLIVEIRA, 2005; PEREIRA et al., 2006; PHAY et al.,
1999), mas nao foram encontrados mengéao de compostos provenientes da microalga chlorella.
Um trabalho realizado no Laboratério de Bioquimica de Alimentos da FURG, empregando
Spirulina platensis como conservador em multimisturas ndo preveniu o desenvolvimento

fungico.



85

Cinética A. flavus nivel 2
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Figura 2: Acompanhamento do crescimento do Aspergillus flavus em presenca dos
extratos vegetais

A presenca dos extratos vegetais nos meios de crescimento do Aspergillus flavus inibiu
significativamente o crescimento deste fungo nos 3°, 5° 7° dias. No 14° dia de incubacao o
comportamento se manteve com excecado do extrato de farelo de arroz na concentracao de
fendis de 20 pgrensis/MbLagar que N&0 inibiu significativamente o crescimento do Aspergillus flavus

em relacéo ao controle.
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Fusarium gram nivel 2
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Figura 3: Acompanhamento do crescimento do Fusarium graminearium em

presenca dos extratos vegetais

O crescimento do Fusarium graminearum também foi significativamente inibido na
presenca dos extratos vegetais durante os 14 dias de incubacao. No experimento realizado com
Fusarium graminearum nao foi possivel calcular a média do didmetro das col6nias do extrato
aceto-etilico, e do extrato metandlico no 14°dia de incubacdo, pois ambas sofreram
contaminagdo com outros fungos e seu desenvolvimento foi afetado pela competicdo. Isto
sugere que este fungo pode ser menos competitivo que os demais em matrizes com atividade
de agua superior a 70%, como € o caso do meio de cultura empregado.

Na Tabela 2 estdo os resultados da inibicdo percentual/ UG fenol totar CONtra os fungos
Aspergillus oryzae, Aspergillus flavus e Fusarium graminearum em presenga dos extratos

fendlicos da cebola, farelo de arroz e chlorella nos 3°, 5°, 7°e 14° dias de incubagao.



Tabela 2: Inibi¢do fungica dos extratos contra A. flavus, A. oryzae e F. graminearum

% inibicao/ Ug fenol total

Extrato A. oryzae A. flavus F. graminearum

Cebola (metanol)

3°dia 0,35 0,7 0,36
5°dia 0,30 0,63 0,47
7dia 0,30 0,44 0,47
14 °dia 0,35 0,35 Nr
Cebola (acet. eti.)
3°dia 20,0 8,4 Nr
5°dia 18,0 9,4 Nr
7dia 15,5 5,1 Nr
14 °dia 12,3 44 Nr
Cebola (agua)
3°dia 0,15 0,17 0,04
5<dia 0,11 0,16 0,07
7dia 0,12 0,09 0,07
14 °dia 0,07 0,16 0,05
Farelo de arroz
3°dia 0,72 2,3 1,6
5<dia 0,73 2,3 1,5
7°dia 0,70 1,73 1,5
14 °dia 0,71 1,6 1,2
Chlorella
3°dia 16,0 12,0 12,6
5<dia 18,6 12,6 11,5
7dia 24 1 14,4 12,3
14 °dia 31,0 14,4 12,8

Nr = medigao do halo n&o realizada



88

Os resultados referentes a adicdo dos extratos metandlicos e aquosos de cebola e
metandlico de farelo de arroz ao meio de cultura, demonstraram uma tendéncia de prevenir o
desenvolvimento micelial do fungo Aspergillus flavus. Os extratos aceto-etilicos de cebola e
metandlico de chlorella se apresentaram mais eficazes na inibigdo do Aspergillus oryzae. O

fungo Fusarium graminearum foi o que se mostrou menos afetado pelos extratos estudados.

Em alguns casos pode ser observado que a inibi¢cdo fungica ndo esta relacionada com a
concentracao dos fenbis nos extratos, como por exemplo, os extratos aquosos da cebola, que
apresentaram a maior concentracao de feno6is e a menor estimativa de inibicdo de crescimento
fungico. Este perfil se manteve até o 14°dia de incubacédo, o que ndo ocorreu com os demais
extratos que possuiam menores concentracoes de fendis. A maior inibicao fungica foi exercida
pelo extrato de chlorella, onde a concentracéo de fendis € menor comparado com a maioria dos

demais extratos.

Segundo Juglal et al., (2002) os grupos hidroxilicos presentes nos compostos fendlicos
podem formar pontes de hidrogénio com enzimas ativas, resultando na sua desativagao e deste
modo causa um efeito no desenvolvimento da biomassa fungica e na produgao de micotoxinas.
Os resultados deste trabalho indicam a necessidade de se identificar os diferentes compostos
fendlicos presentes nos extratos vegetais, pois a estrutura destes compostos pode estar

relacionada com o poder maior ou menor de inibi¢ao fungica.

Este comportamento de inibicdo fungica em relacdo as diferentes concentracdes de
fendis foi observado para os fungos Aspergillus oryzae, Aspergillus flavus e Fusarium

graminearum, como esta ilustrado nas Figuras 4, 5 e 6.
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Figura 4: Efeito inibitorio dos extratos naturais sobre o crescimento do Aspergillus
oryzae a) apoés 7 dias e b) 14 dias de incubacao.

NIiVEL _1 = menor nivel de fendis totais adicionados ao meio de crescimento (143; 197;
2,2: 51; 2,2 ug rensis:-ML ™", para os extratos metanélico de cebola, aquoso de cebola, aceto-etilico
de cebola, metandlico de farelo de arroz e metanélico de chlorella, respectivamente) ; NIVEL 2
= maior nivel de fendis totais adicionados ao meio de crescimento (165; 227; 2,5; 59; 2,6 ug
eneis-ML™", para os extratos metanélico de cebola, aquoso de cebola, aceto-etilico de cebola,
metandlico de farelo de arroz e metandlico de chlorella, respectivamente).

O teste de diferenca de médias (DMS), nivel de confianca de 95% (ANEXO 3), indicou
que no 7°ia de incubacdo do Aspegillus oryzae nao existiu diferenca significativa entre a
inibicdo ocorrida na menor e na maior concentracdo de fendis provenientes dos extratos de
farelo de arroz, chlorella e cebola extraida com acetato de etila, testados sobre o didmetro da
colénia. No 14°dia, mostrou que todos os extratos apresentaram diferencga significativa entre a
inibicdo ocorrida na menor e na maior concentracao de fendis, com excecao do extrato aquoso

da cebola.

E3 NIiVEL 1
NIVEL_2
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Figura 5: Efeito inibitorio dos extratos naturais sobre o crescimento do Aspergillus

flavus a) apo6s 7 dias e b) 14 dias de incubacéo.

NIVEL_1 = menor nivel de fendis totais adicionados ao meio de crescimento (108; 142;

2,2: 39; 2,8 Ug rensis:-ML ™", para os extratos metanélico de cebola, aquoso de cebola, aceto-etilico
de cebola, metandlico de farelo de arroz e metandlico de chlorella, respectivamente) ; NIVEL 2

= maior nivel de fendis totais adicionados ano meio de crescimento (119; 178; 2,5; 47; 3,2 ug

eneis-ML™", para os extratos metandlico de cebola, aquoso de cebola, aceto-etilico de cebola,

metandlico de farelo de arroz e metandlico de chlorella, respectivamente).

O teste de diferenca de médias (DMS), nivel de confianca de 95% (ANEXO 3), indicou
que no 7°ia de incubagdo do Aspegillus flavus nao ocorria diferenca significativa entre a

inibicdo ocorrida na menor e na maior concentracao de fendis provenientes de todos os extratos

vegetais testados sobre o didmetro da colénia. No 14°dia, havia diferenca significativa entre os

niveis maiores e menores de todos os extratos, com excecao do extrato aquoso da cebola.

ES NIVEL_1
NIVEL_2
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Figura 6: Efeito inibitorio dos extratos naturais sobre o crescimento do Fusarium
graminearium a) apos 7 dias e b) 14 dias de incubacgéao.

NIVEL_1 = menor nivel de fendis totais adicionados ao meio de crescimento (117; 201;
37; 3,4 ug rensis-mL™", para os extratos metanélico de cebola, aquoso de cebola, metandlico de
farelo de arroz e metandlico de chlorella, respectivamente); NIVEL_2 = maior nivel de fendis
totais adicionados ano meio de crescimento (141; 224; 45; 3,9 g rensis-mL", para os extratos
metandlico de cebola, aquoso de cebola, metandlico de farelo de arroz e metandlico de
chlorella, respectivamente).

O teste de diferenca de médias (DMS), nivel de confianca de 95% (ANEXO 3), indicou
que no 7<dia de incubacado do Fusarium graminearum nao existia diferencga significativa entre a
inibicdo ocorrida na menor e na maior concentracao de fendis provenientes do extrato aquoso
da cebola, nos demais havia diferenca significativa, testados sobre o didametro da colénia. No
14 <dia, todos extratos apresentavam diferenca significativa entre os niveis maiores e menores
de fendis, com excec¢ao do extrato aquoso da cebola.

Pode ser observado que em geral o aumento da concentragdo de fendis do mesmo
extrato vegetal, acarretou a maior inibicdo fungica, ou seja, observou-se uma tendéncia de
aumento nos indices de inibicdo de desenvolvimento micelial proporcional ao aumento das
concentracdes testadas. Resultados semelhantes foram obtidos por Pereira et al., (2006);
Chalfoun et al., (2004) e Velluti et al., (2003 e 2004). Estes autores também salientaram que
este tipo de comportamento requer um estudo especifico, pois pode estar relacionado a varios
fatores tais como: tipo de substrato, reacdo do fungo ao substrato e diferentes tipos de

3 NIVEL_1
NIVEL_2
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compostos que podem interferir sobre o comportamento do fungo. No caso deste trabalho o
fator substrato pode ser desconsiderado visto que a composicdo dos meios sé diferia quanto ao

extrato e sua origem.

Pereira et al., (2006) estudaram o efeito da adicdo de 6leo essencial de cebola em
concentragdes que variaram de 500 a 2000 mg/mL de meio com relagéo aos fungos Asperqgillus
flavus e Fusarium sp. e observaram que em nenhuma das concentracoes estudadas havia
inibigdo fungica. Tais resultados colaboram com a hipétese original deste trabalho de atribuir a
atividade antifungica a compostos fendlicos extraiveis em sistemas solventes polares, ou seja,

flavonoides e acidos fenolicos.

3.3 Efeito dos extratos fendlicos sobre a producao de aflatoxina B1 e B2 por Aspergillus
flavus

As micotoxinas mais importantes produzidas por Aspergillus flavus sao as aflatoxinas B,
e B,, produzidas por cerca de 40% dos isolados (TANAWAKI e SILVA, 2001). A determinagéo
de aflatoxinas foi determinada através do método de cromatografia de camada delgada (CCD),
este método de Tanaka (2000) e Soares (1989) foi adaptado no Laboratério de Micotoxinas da
FURG para avaliar a produgédo de micotoxinas em um meio de cultura e para uma triagem de
efeito dos compostos fendlicos sobre a producéo de aflatoxinas, vem se mostrando um método
eficiente por apresentar limites de detecgdo comparaveis a outros métodos mais sofisticados,
aplicabilidade a véarias matrizes, baixo custo, rapidez e boa performance. Este procedimento
apresentou limite de deteccéo de 2,0 ppb, recuperacao de 96,5% para aflatoxina By e 91,5%
para Aflatoxina B, e coeficiente de variagao de 8%.

Na Tabela 5 estdo os resultados das inibicdes da producao das aflatoxinas By e B, por
Aspergillus flavus em meio BDA (agar batata dextrose) em presenca de extratos fendlicos de
vegetais, no 7° 14° e 21° dias de incubacdo. As porcentagens de inibicdo foram calculadas
considerando a nao deteccao das toxinas nos limites de quantificacdo do método com 100% de
inibicao.
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Tabela 3: Inibicdo da producédo de aflatoxina By e B, pelo Aspergillus flavus na presenca dos

extratos fendlicos de vegetais.

Fendis
Extrato  UQrensis/ Inibicao da producao de aflatoxinas (%)
MLagar
7°dia 14°dia 21°dia
AFLAB; AFLAB, AFLAB; AFLAB, AFLAB; AFLAB:;
C.MeoH 108 33,3 100 33,3 100 83,3 100
C.MeoH 119 66,6 100 66,6 100 100 100
C.Agua 142 33,3 91 33,3 92,3 41,5 73,5
C.Agua 178 100 92,3 58,5 92,3 100 92,3
C. ac.et. 2,2 0 77,7 16,3 92,3 16,3 67,6
C. ac.et. 2,5 8,1 86,9 33,3 92,3 33,3 92,3
F.arroz 39 33,3 91 74,9 100 54 91
F.arroz 47 58,5 91 100 100 89,3 100
Chlorella 2,8 100 100 100 100 100 100
Chlorella 3,2 100 100 100 100 100 100

C. MeoH = cebola metanol

C. Agua = cebola agua

C. ac.et. = cebola acetato de etila
F. arroz = farelo de arroz

O efeito inibitério sobre a producdo de aflatoxina By e B, por Aspergillus flavus foi
observado em presenca de todos 0s extratos nas duas concentragdes estudadas, com excecao
do extrato aceto-etilico de cebola (2,2 pgrencis/MLagar), NO 7 °dia de incubagéo. Cabe salientar que
houve, em alguns casos, uma variabilidade dos resultados de inibicdo da producédo de
micotoxinas quando se estudou a cinética de inibi¢ao.

Os extratos de chlorella nas duas concentracdes fenélicas estudadas inibiram totalmente
a produgéo de aflatoxina B; e B, em todos os dias analisados. Os extratos metandlicos de
cebola inibiram totalmente a producao de aflatoxina B, e de 66,6% Bi, neste mesmo periodo
inibiram de 21 a 34% o desenvolvimento da colbnia fungica. Quando foram utilizados os
extratos aquosos de cebola houve uma variagdo da producdo de aflatoxinas By de 33% (142



94

HGtensis/MLagar ) @ 100% (178 UGtensis’MLagar ) € 73 @ 92 de aflatoxina B,, e uma inibicdo de 21% no
desenvolvimento da col6nia fangica. Nos extratos de farelo de arroz houve uma maior
variabilidade entre os dias variando 33% (39 UQrensis/MLagar ) @ 100% (47 UGtensis/MLagar ) € 91 @
100% a produgéao de aflatoxina B,, contra uma inibicdo de 32% sobre o crescimento fungico. O
extrato de cebola extraido com acetato de etila ocasionou inibicdo da producao de aflatoxina B,
variando de 0 a 33% e de 68 a 92 a producgéo de B,, tendo o desenvolvimento fungico inibido
em 25%.

Estes resultados podem indicar que os extratos vegetais contendo compostos fendlicos
ao inibirem o fungo consequentemente ndo ocorre a producdo de micotoxinas. No caso da
inibicdo ocorrer sobre a sintese das micotoxinas propriamente os extratos fendlicos podem
atuar inibindo o estresse oxidativo que € um processo pré-requisito para a producdo de
aflatoxinas conduzindo para o aumento da peroxidagao lipidica e a geracao de radicais livres
(JAYASSHREE e SUBRAMANYAM, 2000). Resultado similar foi obtido por Selvi et al., (2003)
que inocularam o Aspergillus flavus em presenga do extrato da Garcinia indica, planta rica em
flavonéides e acidos fendlicos, e obtiveram uma inibicao de 40 a 60% na produc¢éo de aflatoxina
B, e inibigdo de 10 a 20% do crescimento fungico.

Extratos de alguns outros condimentos, ervas de importancia medicinal e outros vegetais
também exibem propriedades antifungicas. Os resultados apresentados indicam que a atividade
antifangica e antimicotoxinas dos extratos vegetais estéo relacionados com o seu conteudo de
compostos fendlicos (YIN e TSAO, 1999).

Yin e Tsao (1999) estudaram a atividade antifungica de trés espécies de alho, cebolinha,
cebola, escarola e chalota, plantas comestiveis utilizadas freqlientemente na culinéria, contra os
fungos Aspergillus niger, Aspergillus flavus e Aspergillus fumigatus. Concluiram que o alho e a
cebolinha foram considerados os melhores agentes antifiungicos e a combinagdo do acido
acético com extratos das plantas do género Allium obteve um grande efeito inibidor do

crescimento fungico e na producéo de micotoxinas.

Rassoli e Abyaneh (2004) testaram o efeito inibitério do 6leo essencial de Thymus
eriocalyx, o qual possui na sua composicdo 65,3% do composto fenélico timol, contra o
desenvolvimento do Aspergillus parasiticus e a producao de aflatoxinas.

Bakan et al.,(2003) estudaram os efeitos dos substratos naturais em trés fracdes do

milho, gréos integrais, graos degerminado e o gérmen de trigo sobre a produgéo de tricotocenos
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por Fusarium graminearum e verificaram que a producdo de micotoxinas foi menor ou nao
detectavel no gérmen de trigo, fracdo esta que apresentou a maior concentracdo de acidos p-
cumarico e ferulico.

Os resultados aqui apresentados estdo consistentes com estes relatos e podem ser
estudadas formas de aplicacdo deles como conservadores na formulacdo de alimentos

susceptiveis a contaminacao fungica.
4. CONCLUSAO

Todos os extratos apresentaram atividade antifingica sobre os fungos Aspergillus

oryzae, Aspergillus flavus e Fusarium graminearum.

Os extratos de chlorella inibiram em 100% a producéo de aflatoxina By e B,. O extrato
aceto-etilico de cebola foi o que apresentou a menor inibicdo da producédo de aflatoxina B;,

chegando a inibir trés vezes menos que os demais extratos.
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4. CONCLUSAO GERAL

As condigbes o6timas de extracdo de compostos fendlicos totais empregando duas
etapas de planejamento experimental para emprego das variaveis, solvente, tempo de extragao,
rotacdo e tempo com e sem interrupcbes do processo de extragdo, apresentou resultados
preditivos e significativos para o conteudo de fendis totais. As condi¢des otimizadas ocorriam
quando foi utilizado o metanol, tempo de extracdo de 120 minutos e a rotacao de 3,13 G em
mesa agitadora orbital. Sendo que a classe 4 foi a melhor para incorporar fenol na dieta com um
conteudo de 2387,6 ug fendis/ g de cebola.

As diferentes classes de cebola apresentaram diferenca significativa ao nivel de
confianca de 95%, entre todas as fragbes dos macrocomponentes estudadas, com excecao da
umidade e dos teores de cinzas.

Os extratos da cebola extraidos com os diferentes solventes continham uma faixa ampla
de compostos fendlicos totais variando entre 0,077 no extrato aceto-etilico e 2,833 Mg fensis-Oos) '
no extrato aquoso. Nos extratos de chlorella e de farelo de arroz a faixa de variagdo nos teores
fendlicos foi mais estreita, entre 0,202 e 0,522 Mg rensis-Obs) | @MOStra, respectivamente.

O teste de atividade antifungica em agar diluido mostrou que os extratos fendlicos da
cebola extraidos com metanol e acetato de etila e o extrato de farelo de arroz apresentaram
atividade antifungica sobre o fungo Rhyzopus sp., atingindo no 5°dia 38, 30 e 17% de inibicao
para o extrato metandlico de cebola, extrato aceto-etilico de cebola e extrato metandlico de
farelo de arroz, respectivamente. Os extratos aquosos de cebola e metandlico de chlorella néo
apresentaram atividade antifungica contra o fungo testado.

Todos os extratos apresentaram atividade antifingica sobre os fungos Aspergillus
oryzae, Aspergillus flavus e Fusarium graminearum. Os extratos metandlicos e aquosos de
cebola e metandlico de farelo de arroz apresentaram melhor tendéncia de prevencao do
crescimento fungico contra o fungo Aspergillus flavus, os extratos aceto-etilicos de cebola e
metandlico de chlorella se apresentaram mais eficazes na inibigdo do Aspergillus oryzae. O

fungo Fusarium graminearum foi o que se mostrou menos afetado pelos extratos estudados.

Os extratos de chlorella inibiram em 100% a producédo de aflatoxina By e B,. O extrato
aceto-etilico de cebola foi o que apresentou a menor inibicdo da producédo de aflatoxina Bi,

chegando a inibir trés vezes menos que os demais extratos.
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ANEXO 1 - Tabelas e figuras do artigo 1

Tabela 1: Valores de contetdo de fendis (g fenois/g de cebola) para o planejamento fatorial 2*
e 6 pontos centrais.

Ensaios Solvente Intervalo descanso(min) Rotacao(G) Tempo(min) Fendis(ugfenois/g cebola)

1 Metanol 0(-1) 0,78(-1) 120(-1) 1556,6
2 Metanol 30(+1) 0,78(-1) 120(-1) 1767,6
3 Metanol 0(-1) 3,13(+1) 120(-1) 2363,6
4  Metanol 30(+1) 3,13(+1) 120(-1) 2372,4
5 Metanol 0(-1) 0,78(-1) 180(+1) 2263,2
6 Metanol 30(+1) 0,78(-1) 180(+1) 2131,4
7 Metanol 0(-1) 3,13(+1) 180(+1) 2119,6
8 Metanol 30(+1) 3,13(+1) 180(+1) 2238,5
9  Acetetl 0(-1) 0,78(-1) 120(-1) 97,1
10 Acet etl 30(+1) 0,78(-1) 120(-1) 63,1
11 Acet etl 0(-1) 3,13(+1) 120(-1) 95,1
12 Acet etl 30(+1) 3,13(+1) 120(-1) 85,3
13 Acet etl 0(-1) 0,78(-1) 180(+1) 88,9
14 Acet etl 30(+1) 0,78(-1) 180(+1) 82,4
15 Acet etl 0(-1) 3,13(+1) 180(+1) 45,9
16 Acet etl 30(+1) 3,13(+1) 180(+1) 49,3
17  Metanol 15(0) 1,76(0) 150(0) 2160,9
18  Metanol 15(0) 1,76(0) 150(0) 2101,5
19  Metanol 15(0) 1,76(0) 150(0) 2134,3
20 Acet etl 15(0) 1,76(0) 150(0) 81,6
21 Acet etl 15(0) 1,76(0) 150(0) 80,4
22 Acet etl 15(0) 1,76(0) 150(0) 81,8
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Tabela 2: Efeitos e coeficientes para as variaveis obtidas pelo tratamento estatistico.

Efeito Desvio padrao P

Média/interacdo 1093,66  239,5349  0,006025
(1)Solvente (L) -2025,73 561,7592  0,015445
(2)Intervalo (L) 20,00 561,7592  0,972977
(3)Rotacao (L) 164,93 561,7592  0,780870

(4)Tempo(L) 77,30 561,7592  0,895923
1L com 2L -31,73 561,7592  0,957151
iLcom3L -178,90 561,7592 0,763006
1Lcom 4L -95,82 561,7592  0,871242
2L com 3L 10,32 561,7592  0,986047
2L com 4L -24,00 561,7592  0,967576
3Lcom4L  -193,07 561,7592  0,745055

Tabela 3: Valores de contetdo de fendis (g fendis/g de cebola) para o planejamento fatorial 2°
e 3 pontos centrais.

Ensaios Intervalo descanso(min) Rotacao(G) Tempo(min) Fendis(ugfendis/g de cebola)

1 0(-1) 0,78(-1)  120(-1) 1556,6
2 30(+1) 0,78(-1)  120(-1) 1767,6
3 0(-1) 3,13(+1)  120(-1) 2363,6
4 30(+1) 3,13(+1)  120(-1) 2372,4
5 0(-1) 0,78(-1)  180(+1) 2263,2
6 30(+1) 0,78(-1)  180(+1) 2131,4
7 0(-1) 3,13(+1)  180(+1) 2119,6
8 30(+1) 3,13(+1)  180(+1) 22385
9 15(0) 1,76(0) 150(0) 2160,9
10 15(0) 1,76(0) 150(0) 2101,5

11 15(0) 1,76(0) 150(0) 2134,3
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Tabela 4: Efeitos e coeficientes para as variaveis obtidas pelo tratamento estatistico

Desvio

Efeito .

padrao
Média/Interacao 2109,964 8,97113 0,000018
(1)INTERVALO(L) 51,725 21,03917 0,133181
(2ROTACAO (L) 343,825 21,03917 0,003724

(3)TEMPO(L) 173,125 21,03917 0,014449

1L com 2L 12,125  21,03917 0,622622
1L com 3L -58,175 21,03917 0,109689
2L com 3L -362,075 21,03917 0,003359

Tabela 5: Coeficiente de regressdo para as variaveis significativas obtidas pelo tratamento
estatistico

Coef. Desvio

regressao padrao
Média/interacdo 2109,964 8,97113 0,000018
(2)Rotacao(L) 171,913 10,51958 0,003724
(3)Tempo (L) 86,563  10,51958 0,014449
2L com 3L -181,037 10,51958 0,003359

Tabela 6: Dados de ANOVA para planejamento experimental avaliando rotagdo, tempo e
interacdo da rotagdo com o tempo

Fonte de Soma Grau Média
I - . . Teste F  F i e5% Fcalc/Ftab
variacao quadratica Liberdade quadratica

Regresséo 558572,4 3 186190,8 31,1 4,35 7,15
Residuo 41869,8 7 5981.,4
Falta de ajuste  40099,2
Erro puro 1770,6

Total 600442,2 10




Tabela 7: Conteudo de fendis totais em cebola nas diferentes classes

Classes Conteudo (ug fenodis/ g de cebola)
Classe 2 2265,9°
Classe 3 2244,3°
Classe 4 2306,4°
Classe 5 2282,9°

Letras iguais indicam que nao ha diferenca significativa pelo teste de Tukey (a < 0,05)
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Tabela 8: Teste de Tukey entre as variacdes médias dos fendis extraidos com metanol nas

diferentes classes de cebola.

{1} {2} {3} {4}
Média 2265,9 22443 2306,4 2282,9
Classe 2 {1} 0,001492 0,000242 0,010301
Classe 3 {2} 0,001492 0,000231 0,000242
Classe 4 {3} 0,000242 0,000231 0,001480
Classe 5 {4} 0,010301 0,000242 0,001480
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Superficie de resposta e condicdes de contorno para os fenois

1300

el SRNR A

1,0
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Rotacao (rpm)
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Figura 1: Superficie de resposta (a) e curva de contorno para Fendis (b).
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ANEXO 2 - Descricao dos procedimentos analiticos e tabelas estatisticas do Artigo 2

Determinacao de acucares em cebolas (Allium cepa L.) utilizando a propriedade redutora
através do método de reducao do acido 3,5 dinitrossalicilico (DNS).

Esta analise foi efetuada baseada no método de MILLER (1959), conforme as seguintes
etapas:

Preparo dos reagentes:

a) Reagente de 3,5 dinitrossalicilico:
- Solucao A: 13,5 g de NaOH em 300 mL de agua destilada.

- Solucéo B: 8,8 g de DNS, 255 g de tartarato de sédio e potassio em 800 mL de agua destilada
(dissolver o reagente de 3,5 DNS em 400 mL de agua e depois adicionar aos poucos a solucao
de tartarato).

- Solugéo C: misturar as solugdes A e B.

b) Solucdes de Carrez | e Il

- Carrez I: 150 g de K4Fe(CN)s, completar o volume em balao volumétrico de 1 L.
- Carrez II: 300 g de ZnSO, completar o volume em balao volumétrico de 1 L.

c) Solugao estoque de glicose:

- Pesar 0,05 g de glicose padréo seca, diluir em 50 mL de agua destilada, transferir para um
baldo volumétrico de 100 mL e completar o volume com agua destilada.

12 etapa) Preparo da amostra:
- Pesar 10 gramas de cebola (seca)

-Colocar a cebola seca (10g) em béquer e adicionar 40 mL de agua destilada, levando-se a
banho-maria por 30 minutos a 50°C.

- Passar a solugédo do béquer para baldo volumétrico de 100mL, adicionar 10mL da solucao de
Carrez | e 10mL da solugao de Carrez Il, completando a seguir o volume do baldo (até 100mL)
com agua destilada.
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- Centrifugar a solucéo obtida (suspenséao turva e floculada) até se obter a perfeita separagéao
das fases limpida (sobrenadnate) e a suspensao turva e floculada (precipitado).

- Recolher o sobrenadante em proveta e tomar nota do volume obtido, 0 que se constituira no
volume da amostra preparada para os ensaios de hidrolise acida (VOLUME DA AMOSTRA
PREPARADA).

22 etapa) Determinacdo da curva padrdo de glicose:

Preparar uma solugdo estoque de 0,5 mg. mL" de glicose padrdo seca (levada a estufa
e dessecador).

Num conjunto de 10 tubos de ensaio, transferir 0,1 mL, 0,2 mL, 0,3 mL, 0,4 mL, 0,5 mL,
0,6 mL, 0,7 mL, 0,8 mL, 0,9 mL e 1 mL para cada tubo e, em seguida, adicionar agua destilada
elevando o volume a 1 mL. Na seqiéncia, adicionar 1 mL da solugdo do acido 3,5
dinitrossalicilico a estes, como também ao branco da determinacédo. Colocar os tubos de ensaio
em banho-maria a 100°C por 5 minutos. Finalizado o periodo, retirar os tubos de ensaio e
adicionar 8 mL de agua destilada em cada tubo e esfriar rapidamente. Realizar as leituras das
respectivas absorbancias em espectrofotobmetro a 546 nm.

32 etapa) _Hidrolise 4cida dos acucares contidos na amostra preparada:

Num conjunto de 6 tubos de ensaio transferir 1 mL da solug¢édo obtida na primeira etapa,
adicionar 1 mL de HCI 2N (também ao branco) e levar a banho-maria (100°C) por 40 minutos.
Adicionar 1 mL de NaOH 2N a todos os tubos.

42 etapa) Determinacdo dos acucares redutores totais:

Apbs a hidrélise acida aplicar o mesmo tratamento dado as aliquotas da solucdo de
glicose preparadas para a determinacdo da curva padrao, ou seja, adicionar 1 mL da solugédo
do acido 3,5 dinitrossalicilico a todos os tubos incluindo uma prova em branco. Colocar os tubos
de ensaio em banho-maria a 100°C por 5 minutos. Finalizado o periodo, colocaros 6 mL de
agua destilada em cada tubo, esfriar rapidamente sob agua corrente ler as absorbancias das

amostras analiticas em espectrofotometro a 546 nm.
Determinacao de proteinas em tecidos vegetais, sequndo método de Kjeldahl

Preparo dos reagentes:

a) Padronizacao do HCI
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- Colocar 2g de Na,CO; para secar em estufa a 300°C por 1 hora;
- Pesar 0,15¢g e adicionar 25 mL de agua (fazer quadruplicata deste procedimento);
- Adicionar 4 gotas de indicador misto;

OBS: o indicador misto é mistura das solugdes alcoodlicas de vermelho de metila 0,1% e
vermelho de bromocresol 0,1%, propor¢éo 1:1.

- Titular com HCI 0,1N

Célculo do fator de correcéo:

Fator = Pc x 1000 Pc = peso do carbonato
V x 5,2995 V = volume gasto de HCI

b) Acido bérico 4%

- Pesar 40 g de acido bérico e levar a uma baldao de 1000 mL completando o volume com agua
destilada.

c¢) Hidréxido de Sédio 40%

- Pesar 400 g de hidréxido de sddio e diluir em um béquer aos poucos com agua destilada (em
banho de gelo), transferir para um baldo volumétrico de 1L e completar o volume com agua
destilada.

Procedimento de digestao e destilacao:

Em um tubo de digestdo colocar 0,2 g de amostra embrulhada em papel de seda ou
filtro, juntar 0,7 g de catalisador (3 g de sulfato de potassio e 0,03 g de selénio em po).
Adicionar 3 mL de peroxido de hidrogénio e 7 mL de acido sulfarico (adicionar o &cido aos
poucos). Colocar os tubos em um bloco digestor e efetuar a digestdo a quente até a solucéo se
tornar clara. Apds esta etapa, esfriar a solucao a temperatura ambiente.

Destilar em um destilador de arraste a vapor todo o contetdo do digerido passando para
o recipiente coletor do destilador. Adicionar 50 mL de NaOH 40%, para conferir a neutralidade
do meio adicionar 3 gotas de indicador de fenolftaleina na mistura. Recolher o destilado em um
erlenmeyer contendo 10 mL de acido borico 4% (adicionado de 4 gotas de indicador misto),
coletar 125 mL e titular com HCL 0,1N padronizado até viragem do indicador.
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Determinacao de Cinzas

Tarar o cadinho de porcelana e pesar 3 g da amostra seca ou com teor de umidade
inferior a 30%. Efetuar em seguida a calcinacao da amostra em capela. Terminada esta etapa,
transferir o cadinho para uma mufla (550°C) e deixar até que as cinzas estejam brancas.
Desligar a mufla e quando estiver a 250°C retirar o cadinho, colocar em dessecador, deixar
esfriar até temperatura ambiente e pesar. Pesar o conjunto amostra + cadinho, retornando a
mufla para conferir a constancia de peso. Calcular a relagdo percentual entre a massa final e a

massa inicial da amostra.
Determinacao de fibra bruta

- Pesar 2 g de amostra conforme o teor de fibra bruta estimada em relagédo a amostra analisada

(consultar a literatura ou pelos teores dos componentes maiores);

- Adicionar 200 mL de acido sulfarico 1,25% em ebulicdo (sistema de refluxo) e algumas gotas
de solucéo anti-espumante (alcool amilico/ isoamilico — 5 gotas).

- Deixar em refluxo por exatamente 30 minutos;

- Filtrar quantitativamente sob vacuo em funil de Buchner provido de tela de nailon, ou poliéster,
ou acgo inox, ou cadinho de vidro sintetizado em sistema automatico de filtragao;

- Lavar o residuo com agua fervente até completa neutralizacao;

- Passar o residuo quantitativamente para o erlenmeyer ja usado, lavando a tela ou o recipiente
filtrante com 200 mL de NaOH 1,25N em ebulicdo, adicionar algumas gotas de solucédo anti-

espumante;
- Deixar em refluxo por exatamente 30 minutos;

- Filtrar diretamente em cadinho de vidro sintetizado ou no sistema filtrante adotado utilizando
agua destilada para a transferéncia;

- Lavar com aproximadamente 20 mL de alcool etilico ou acetona e 20 mL de acetona ou éter
de petrdleo;

- Colocar em estufa a 105°C até peso constante (4 a 6 horas), retirar, deixar em dessecador até
temperatura ambiente e pesar;
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- Queimar em mufla a 560°C por 3 horas (colocar o cadinho na mufla ainda fria e entao iniciar o

aquecimento);

- Desligar a mufla e quando estiver a 250°C retirar o cadinho, colocar em dessecador, deixar

esfriar até temperatura ambiente e pesar;

Determinacao de lipidios em cebola, farelo de arroz e chlorella - Método de Bligh & Dyer
(1959) adaptado.

- Pesar 10 gramas da amostra (até 10% de umidade);

- Colocar a amostra em um erlenmeyer de 250mL e adicionar 50mL de metanol, 25mL de
cloroférmio e 30mL de agua,

- Tampar o erlenmeyer e coloca-lo sob agitacao rigorosa em mesa agitadora por 20 minutos,

- Em seguida, adicionar mais 25 mL de cloroférmio e 25 mL de solu¢do de sulfato de sédio
1,5%,

- Agitar a mistura por mais 4 minutos,

- Filtrar,

- Transferir o filtrado para um funil de separacéo, onde ocorrera a formacéo do sistema bifasico,
- Agitar e deixar em repouso por 5 minutos,

- Remover a camada inferior (Que contém os lipideos) para um erlenmeyer de 125mL,

- Medir o volume da camada inferior, Valor:

- Retirar uma aliquota de 6mL e transferir para uma baldo de fundo chato para a quantificagéo
dos lipideos totais,

- Evaporar o solvente em rotaevaporador e colocar o baldo em estufa com circulagcao de ar a

50°C por 1hora e 30 minutos,
- Retirar da estufa e colocar o baldo em dessecador para resfriar por 20 minutos,
- Pesar o baldao com a amostra em balanca analitica;

- Estimar o conteudo de lipidios em percentual relativo massa inicial da amostra e/ou volume de

cloroférmio obtido.
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Metodologia para determinacao de fenodis totais na cebola
Curva padrao de quercetina

Preparo dos reagentes:

- Solucao Alcalina: mistura das solugées Na,CO3; 4%, CuSQO, 2% e Tartarato duplo de sbdio e
potassio 4% nas propor¢cdes 100:1:1, respectivamente. Filtrar a solucao de carbonato de sodio
4% em papel Whatman n°1 antes de adicionar o tartarato duplo de sédio e potassio 4% € o
sulfato de cobre 2%.

- Solucao padrao de quercetina: pesar 0,01 g de solucdo padrdao de quercetina e diluir com

metanol, transferir para um baldo volumeétrico de 100 mL e completar o volume com metanol.

A partir de uma solugéo padrdo de quercetina 100 pg.mL™" , seguir o procedimento da
Tabela 1.

Tabela 1: Procedimento da curva padrdo de quercetina

Tubo Quercetina (mL) Agua (mL) Solugao Alcalina (mL)
1 0 1,0 4,5
2 0,1 0,9 4,5
3 0,2 0,8 4,5
4 0,3 0,7 4,5
5 0,4 0,6 4,5
6 0,5 0,5 4,5
7 0,6 0,4 4,5
8 0,7 0,3 4,5
9 0,8 0,2 4,5
10 0,9 0,1 4,5
11 1,0 0 4,5

- Colocar os tubos em banho-maria a 40°C por 15 minutos, em seguida adicionar 0,5 mL do
reagente de Folin-Ciocaleau diluido 1:2 (em agua), ler a absorbancia ap6s 30 minutos utilizando
comprimento de onda a 750nm.

- Fazer triplicata para todos os tubos.
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Procedimento de determinacao de fenoéis totais em cebola
- Pesar 10g de cebola com 13% de umidade;
- Adicionar 50 mL de solvente (metanol ou acetato de etila ou agua);

- Agitar a temperatura ambiente em mesa agitadora da marca TECNAL durante duas horas a
3,13 G;

- Filtrar para baldo de fundo chato e evaporar o solvente;

- Ressuspender os residuos do baldo com 40 mL de 4gua e agitar em banho ultra som durante

5 minutos;
- Clarificar o extrato com 10 mL de hidréxido de bario 0,1M e 10 mL de sulfato de zinco 5%;

- Deixar em repouso durante 20 minutos e filtrar para um baldo volumétrico de 100mL

completando o volume com agua;
Quantificacao dos fenois totais em cebola

Tomar 4 tubos de ensaio e colocar nestes 0,0; 0,3; 0,5; 0,8 e 1,0 mL de extrato.
Completar o volume de 1mL com &gua. Adicionar 4,5 mL da solucdo alcalina (Tabela 1) e deixar
15 minutos em banho-maria a 40°C. Em seguida adicionar a cada tubo 0,5 mL do reagente de
Folin-Ciocalteau diluido 1:2, deixar em repouso durante 10 minutos a temperatura ambiente e
realizar a leitura da amostra em espectrofotobmetro a 750nm. Fazer triplicata para todas as

leituras.
Metodologia para determinacao de fenois totais em farelo de arroz
Curva padrao de acido ferulico

Preparo dos reagentes:

- Solugéo Alcalina: mistura das solugées Na,CO; 4%, CuSO, 2% e Tartarato duplo de sédio e
potassio 4% nas propor¢cdes 100:1:1, respectivamente. Filtrar a solucao de carbonato de sodio
4% em papel Whatman n°1 antes de adicionar o tartarato duplo de sédio e potassio 4% € o
sulfato de cobre 2%.

- Solucao padrao de quercetina: pesar 0,01 g de solu¢ao padrao de acido feralico e diluir com

metanol, transferir para um baldo volumeétrico de 100 mL e completar o volume com metanol.
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A partir de uma solucdo padréo de acido fertlico 100 pg.mL™, seguir o procedimento da
Tabela 2.

Tabela 2: Procedimento da curva padréo de &cido ferulico

Tubo Acido Ferulico (mL) Agua (mL) Solugao Alcalina (mL)
1 0 1,0 4,5
2 0,1 0,9 4,5
3 0,2 0,8 4,5
4 0,3 0,7 4,5
5 0,4 0,6 4,5
6 0,5 0,5 4,5
7 0,6 0,4 4,5
8 0,7 0,3 4,5
9 0,8 0,2 4,5
10 0,9 0,1 4,5
11 1,0 0 4,5

- Colocar os tubos em banho-maria a 40°C por 15 minutos, em seguida adicionar 0,5 mL do
reagente de Folin-Ciocaleau diluido 1:2 (em agua), ler a absorbancia ap6s 30 minutos utilizando
comprimento de onda a 750nm.

- Fazer triplicata para todos os tubos.

Preparo de Amostra de farelo de arroz para determinacao de conteudo fendlico
- Pesar 10g de farelo de arroz com 10% de umidade;

- Adicionar 40 mL de metanol;

- Agitar a temperatura ambiente em mesa agitadora durante duas horas a 3,13 G;

- Interromper a agitagéo por 15 minutos e reiniciar, apds a adicdo de 10 mL de metanol, durante
1 hora;

- Filtrar e passar o extrato para um funil de separagéao e lavar trés vezes com 10 mL de hexano;
- Transferir o filtrado para balao de fundo chato e evaporar o solvente;

- Ressuspender os residuos do baldo com 40 mL de 4gua e agitar em banho ultra som durante

5 minutos;



131

- Clarificar o extrato com 10 mL de hidréxido de bario 0,1M e 10 mL de sulfato de zinco 5%;

- Deixar em repouso durante 20 minutos e filtrar para um baldo volumétrico de 100mL

completando o volume com agua;
Quantificacao dos fenois totais no farelo de arroz

Tomar 4 tubos de ensaio e colocar nestes 0,0; 0,3; 0,5; 0,8 e 1,0 mL de extrato
ressuspenso em agua. Completar o volume dos frascos até 1mL com agua. Adicionar 4,5 mL da
solugéo alcalina e deixar 15 minutos em banho-maria a 40°C. Em seguida adicionar a cada tubo
0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau diluido 1:2, deixar em repouso durante 10 minutos a
temperatura ambiente e realizar a leitura da amostra em espectrofotdmetro a 750nm. Fazer

triplicata para todas as leituras.
Metodologia para determinacao de fenois totais na microalga chlorella
Curva padrao de tirosina

Preparo dos reagentes:

- Solugéo Alcalina: mistura das solugées Na,CO; 4%, CuSO, 2% e Tartarato duplo de sédio e
potassio 4% nas propor¢cdes 100:1:1, respectivamente. Filtrar a solucao de carbonato de sodio
4% em papel Whatman n°1 antes de adicionar o tartarato duplo de sédio e potassio 4% € o
sulfato de cobre 2%.

- Solugdo padréao de tirosina: pesar 0,01 g de solucado padrao de tirosina e diluir com agua
destilada, transferir para um baldo volumétrico de 100 mL e completar o volume com agua

destilada.

A partir de uma solucdo padrido de tirosina 100 pg.mL", seguir o procedimento da
Tabela 3.



132

Tabela 3: Procedimento da curva padrao de tirosina

Tubo Tirosina (mL) Agua (mL) Solugao Alcalina (mL)
1 0 1,0 4,5
2 0,1 0,9 4,5
3 0,2 0,8 4,5
4 0,3 0,7 4,5
5 0,4 0,6 4,5
6 0,5 0,5 4,5
7 0,6 0,4 4,5
8 0,7 0,3 4,5
9 0,8 0,2 4,5
10 0,9 0,1 4,5
11 1,0 0 4,5

- Colocar os tubos em banho-maria a 40°C por 15 minutos, em seguida adicionar 0,5 mL do
reagente de Folin-Ciocaleau diluido 1:2 (em agua), ler a absorbancia ap6s 30 minutos utilizando
comprimento de onda a 660nm.

- Fazer triplicata para todos os tubos.

Preparo de amostra analitica de chlorella para determinacao de fendis totais
- Pesar 5g de microalga chlorella com 4% de umidade;

- Adicionar 30 mL de metanol;

- Agitar a temperatura ambiente em mesa agitadora durante uma horas, com agitacdo de 3,13
G;

- Interromper a agitagéo por 15 minutos e reiniciar, apds a adicdo de 20 mL de metanol, durante
1 hora;

- Filtrar, passar o extrato para um funil de separagao e lavar cinco vezes com 10 mL de hexano;
- Transferir o filtrado para balao de fundo chato e evaporar o solvente;

- Ressuspender os residuos do baldao com 40 mL de 4gua e agitar em banho ultra som durante

5 minutos;

- Clarificar o extrato com 10 mL de hidréxido de bario 0,1M e 10 mL de sulfato de zinco 5%;
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- Deixar em repouso durante 20 minutos e filtrar para um baldo volumétrico de 100mL

completando o volume com agua;
Quantificacao dos fenois totais na microalga chlorella

Tomar 4 tubos de ensaio e colocar nestes 0,0; 0,3; 0,5; 0,8 e 1,0 mL de extrato
anteriormente obtido. Completar o volume até 1mL com agua em cada tubo. Adicionar 4,5 mL
da solugao alcalina (Tabela 1) e deixar 15 minutos em banho-maria a 40°C. Em seguida
adicionar a cada tubo 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau diluido 1:2, deixar em repouso
durante 10 minutos a temperatura ambiente e realizar a leitura da amostra em

espectrofotdbmetro a 750 nm. Fazer triplicata para todas as leituras.
Tabelas estatisticas utilizadas no artigo 2

Tabela 4: Teste de Tukey entre as variagdes médias dos teores de proteinas nas diferentes
classes de cebola.

{1} {2} {3} {4}
Média 0,86 1,04 0,98 0,91
Classe 2 {1} 0,000247 0,001148 0,066115
Classe 3 {2} 0,000247 0,024712 0,000659
Classe 4 {3} 0,001148 0,024712 0,040262
Classe 5 {4} 0,066115 0,000659 0,040262

Tabela 5: Teste de Tukey entre as variagdes médias dos teores de umidade nas diferentes
classes de cebola.

{1} {2} {3} {4}

Média 88,5 88,4 88,3 88,6
Classe 2 {1} 0,742886 0,414172 0,975579
Classe 3 {2} 0,742886 0,925364 0,517532
Classe 4 {3} 0,414172 0,925364 0,250366

Classe 5 {4} 0,975579 0,517532 0,250366
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Tabela 6: Teste de Tukey entre as variagcbes médias dos teores de fibra bruta nas diferentes
classes de cebola.

{1} {2} {3} {4}
Média 0,61 0,62 0,70 0,70
Classe 2 {1} 0,768002 0,000265 0,000299
Classe 3 {2} 0,768002 0,000334 0,000428
Classe 4 {3} 0,000265 0,000334 0,913114
Classe 5 {4} 0,000299 0,000428 0,913114

Tabela 7: Teste de Tukey entre as variacdbes médias dos teores de cinzas nas diferentes
classes de cebola.

{1} {2} {3} {4}
Média 0,75 0,73 0,76 0,75
Classe 2 {1} 0,805738 0,929411 0,998739
Classe 3 {2} 0,805738 0,480690 0,727349
Classe 4 {3} 0,929411 0,480690 0,967898
Classe 5 {4} 0,998739 0,727349 0,967898

Tabela 8: Teste de Tukey entre as variagbes médias de pH nas diferentes classes de cebola.

{1} {2} {3} {4}

Média 5,23 5,08 5,2 5,16
Classe 2 {1} 0,008279 0,800907 0,257290
Classe 3 {2} 0,008279 0,27407 0,129869
Classe 4 {3} 0,027407 0,800907 0,693342

Classe 5 {4} 0,129869 0,257290 0,693342
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Tabela 9: Teste de Tukey entre as variagdes médias nos teores de carboidratos nas diferentes

classes de cebola.

{1} {2} {3} {4}
Média 3,73 5,27 4,76 4,67
Classe 2 {1} ,000230 ,000230 ,000231
Classe 3 {2} ,000230 ,000518 ,000300
Classe 4 {3} ,000518 ,000230 585017
Classe 5 {4} ,000300 ,000231 585017

Tabela 10: Teste de Tukey entre as variacbes médias nos teores de lipidios nas diferentes

classes de cebola.

{1} {2} {3} {4}
Média 0,17 0,18 0,19 0,16
Classe 2 {1} 656793 164718 /445340
Classe 3 {2} 656793 656793 ,095337
Classe 4 {3} 656793 164718 ,018608
Classe 5 {4} ,095337 /445340 ,018608

Tabela 11: Teste de Tukey entre as variagbes médias nos teores de acidez nas diferentes

classes de cebola.

{1} {2} {3} {4}
Média 0,31 0,38 0,31 0,29
Classe 2 {1} ,001550 1,000000 ,037275
Classe 3 {2} ,001550 ,001550 ,000263
Classe 4 {3} ,001550 1,000000 ,037275
Classe 5 {4} ,000263 ,037275 ,037275
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ANEXO 3 - Tabelas estatisticas do artigo 3

Tabela 1: Teste de DMS entre os didmetros médios de crescimento do Aspergillus oryzae em presenca dos extratos vegetais no 3°
dia de incubacao

{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10} {11}

Médias 1,81 0,93 0,75 1,30 1,20 1,00 0,93 1,26 0,93 1,18 1,05
Controle{1} ,000151 ,000151 ,000200 ,000152 ,000151 ,000151 ,000164 ,000151 ,000151 ,000151
C.MeoH_1{2} ,000151 ,730881 ,007934 ,141928 ,999963 1,00000 ,022284 1,00000 ,226980 ,979397
C.MeoH_2{3} ,000151 ,730881 ,000163 ,000727 ,244209 ,723513 ,000198 ,723513 ,001317 ,064582
C.H.O_1{4} ,000200 ,007934 ,000163 ,996636 ,060533 ,008188 1,00000 ,008188 ,980838 ,232051
C.H.O_2{5} ,000152 ,141228 ,000727 ,996636 ,548982 ,145466 ,999969 ,145466 1,0000 ,908630
C.acet_1{6} ,000151 ,999963 ,244209 ,060533 ,548982 ;999969 ,145466 ,999969 ,706079 ,999969
C.acet_2{7} ,000151 1,00000 ,723513 ,008188 ,145466 ,999969 ,022985 1,00000 ,232051 ,980838
F.arroz_1{8} ,000164 ,022284 ,000198 1,0000 ,999969 ,145466 ,022985 ,022985 ,999287 ,445334
F.arroz_2{9} ,000151 1,00000 ,723513 ,008188 ,145466 ,999969 1,00000 ,022985 ,232051 ,980838
Chlorel_1{10} ,000151 ,226980 ,001317 ,980838 1,0000 ,706079 ,232051 ,999287 ,232051 ,969665

Chlorel_2{11} ,000151 ,979397 ,064582 ,232051 ,908630 ,999969 ,980838 ,445334 ,980838 ,969665

Extratos: C.MeoH = metandlico de cebola; C.H,O = aquoso de cebola; C.acet = aceto-etilico de cebola; F.arroz = metandlico de
farelo de arroz; Chlorel = metandlico de chlorella; 1 = menor nivel de fendis; 2 = maior nivel de fendis.
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Tabela 2: Teste de DMS entre os didmetros médios de crescimento do Aspergillus oryzae em presenca dos extratos vegetais no 5°
dia de incubacao

{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10y {11}

Médias 2,9 1,71 1,50 2,31 2,10 1,75 1,60 1,88 1,62 1,74 1,45
Controle{1} ,0002 ,0002 ,0002 ,0002 ,0002 ,0002 ,0002 ,0002 ,0002 ,0002
C.MeoH_1{2} ,0002 4315 ,0002  ,0031 1,000 ,9887 ,6970 ,9988 1,000 ,1693
C.MeoH_2{3} ,0002 ,4315 ,0002 ,0002 ,1639 ,9959 ,0032 ,9739 ,2194 1,000
C.H.O_1{4} ,0002 ,0002 ,0002 ,4391  ,0002 ,0002 ,0011 ,0002 ,0002 ,0002
C.H.O_2{6} ,0002 ,0031 ,0002 ,4391 ,0137  ,0002 ,4290 ,0003 ,0093 ,0002
C.acet_1{6} ,0002 1,000 ,1639 ,0002 ,0137 ,8428  ,9508 ,9428 1,000 ,0497
C.acet_2{7} ,0002 ,9887 ,9959 ,0002 ,0002 ,8428 ,0707 1,000 ,9064 ,9064
F.arroz_1{8} ,0002 ,6970 ,0032 ,0011 ,4290 ,9508 ,0707 ,1275  ,9064  ,0008
F.arroz_2{9} ,0002 ,9988 ,9739 ,0002 ,0003 ,9428 1,000 ,1275 ,9733  ,7806
Chlorel_1{10} ,0002 1,000 ,2194 ,0002 ,0093 1,000 ,9064 ,9064 ,9733 ,0707

Chlorel_2{11} ,0002 ,1693 1,000 ,0002 ,0002 ,0497 ,9064 ,0008 ,7806 ,0707

Extratos: C.MeoH = metandlico de cebola; C.H,O = aquoso de cebola; C.acet = aceto-etilico de cebola; F.arroz = metandlico de

farelo de arroz; Chlorel = metandlico de chlorella; 1 = menor nivel de fendis; 2 = maior nivel de fendis.
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Tabela 3: Teste de DMS entre os didmetros médios de crescimento do Aspergillus oryzae em presenga dos extratos vegetais no 7°
dia de incubacao

{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10} {11}

Médias 3,97 2,36 2,00 3,16 2,76 2,63 2,43 2,54 2,34 1,85 1,55
Controle{1} ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151
C.MeoH_1{2} ,000151 ,19230 ,000151 ,007360 ,231982 ,999989 ,815181 1,00000 ,000363 ,000151
C.MeoH_2{3} ,000151 ,019230 ,000151 ,000151 ,000153 ,002753 ,000214 ,035342 ,953800 ,001993
C.H.O_1{4} ,000151 ,000515 ,000151 ,007360 ,000245 ,000151 ,000154 ,000151 ,000151 ,000151
C.H.O_2{5} ,000151 ,007360 ,000151 ,007360 ,975722 ,047837 ,504282 ,003851 ,000151 ,000151
C.acet_1{6} ,000151 ,231982 ,000153 ,000245 ,975722 ,667692 ,999603 ,144166 ,000151 ,000151
C.acet_2{7} ,000151 ,999989 ,002753 ,000151 ,047837 ,667692 ,995601 ,999620 ,000170 ,000151
F.arroz_1{8} ,000151 ,815181 ,000214 ,000154 ,504282 ,999603 ,995601 ,670086 ,000151 ,000151
F.arroz_2{9} ,000151 1,00000 ,035342 ,000151 ,003851 ,144166 ,999620 ,670086 ,000585 ,000151
Chlorel_1{10} ,000151 ,000362 ,953800 ,000151 ,000151 ,000151 ,000170 ,000151 ,000585 ,117072

Chlorel_2{11} ,000151 ,000151 ,001993 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,110722

Extratos: C.MeoH = metandlico de cebola; C.H,O = aquoso de cebola; C.acet = aceto-etilico de cebola; F.arroz = metandlico de
farelo de arroz; Chlorel = metandlico de chlorella; 1 = menor nivel de fendis; 2 = maior nivel de fendis.
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Tabela 4: Teste de DMS entre os diametros médios de crescimento do Aspergillus oryzae em presenca dos extratos vegetais no 14°
dia de incubacao

{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10} {11}

Médias 6,84 3,83 2,71 5,75 5,81 5,17 4,51 4,60 3,61 2,20 1,40
Controle{1} 0,000151 ,000151 ,000151 ,000152 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151
C.MeoH_1{2} 0,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,002813 ,000565 ,950525 ,000151 ,000151
C.MeoH_2{3} 0,000151 0,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000169 ,055502 ,000151
C.H.O_1{4} 0,000151 0,000151 ,000151 1,00000 ,016246 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151
C.H.O_2{5} 0,000151 0,000151 ,000151 1,0000 ,006013 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151
C.acet_1{6} 0,000151 0,000151 ,000151 ,016246 ,006013 ,003190 ,017263 ,000151 ,000151 ,000151
C.acet_2{7} 0,000151 ,002813 ,000151 ,000151 ,000151 ,003190 ,013529 ,000151 ,000151 ,000151
F.arroz_1{8} 0,000151 ,000565 ,000151 ,000151 ,000151 ,017263 ,999998 ,000169 ,000151 ,000151
F.arroz_2{9} 0,000151 ,950525 ,000169 ,000151 ,000151 ,000151 ,000169 ,000153 ,000151 ,000151
Chlorel_1{10} 0,000151 ,000151 ,055502 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000342

Chlorel_2{11} 0,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 0,000342

Extratos: C.MeoH = metandlico de cebola; C.H,O = aquoso de cebola; C.acet = aceto-etilico de cebola; F.arroz = metandlico de

farelo de arroz; Chlorel = metandlico de chlorella; 1 = menor nivel de fendis; 2 = maior nivel de fendis.
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Tabela 5: Teste de DMS entre os diametros médios de crescimento do Aspergillus flavus em presencga dos extratos vegetais no 3°
dia de incubacao

{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10} {11}

Médias 2,55 1,31 0,77 1,91 2,04 2,11 1,85 1,32 1,07 1,75 1,44
Controle{1} ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151
C.MeoH_1{2} ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 1,00000 ,005065 ,000151 ,421678
C.MeoH_2{3} ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000254 ,000151 ,000151
C.H.O_1{4} ,000151 ,000151 ,000151 ,492002 ,038025 ,995174 ,000151 ,000151 ,137742 ,000151
C.H.O_2{5} ,000151 ,000151 ,000151 ,492002 ,992004 ,044511 ,000151 ,000151 ,000338 ,000151
C.acet_1{6} ,000151 ,000151 ,000151 ,038025 ,992004 ,001506 ,000151 ,000151 ,000153 ,000151
C.acet_2{7} ,000151 ,000151 ,000151 ,995174 ,044511 ,001506 ,000151 ,000151 ,809470 ,000151
F.arroz_1{8} ,000151 1,00000 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,003001 ,000151 ,547729
F.arroz_2{9} ,000151 ,005065 ,000254 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,003001 ,000151 ,000152
Chlorel_1{10} ,000151 ,000151 ,000151 ,137742 ,000338 ,000153 ,809470 ,000151 ,000151 ,000206

Chlorel_2{11} ,000151 ,421678 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,547729 ,000152 ,000206

Extratos: C.MeoH = metandlico de cebola; C.H,O = aquoso de cebola; C.acet = aceto-etilico de cebola; F.arroz = metandlico de

farelo de arroz; Chlorel = metandlico de chlorella; 1 = menor nivel de fendis; 2 = maior nivel de fendis.
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Tabela 6: Teste de DMS entre os diametros médios de crescimento do Aspergillus flavus em presencga dos extratos vegetais no 5°
dia de incubacao

{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10} {11}

Médias 4,57 2,50 2,06 3,28 3,76 3,45 3,16 2,32 2,03 2,71 2,28
Controle{1} ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151
C.MeoH_1{2} ,000151 ,000155 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,272150 ,000151 ,155540 ,093945
C.MeoH_2{3} ,000151 ,000155 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,02033 1,00000 ,000151 ,085652
C.H.O_1{4} ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,391828 ,887098 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151
C.H.O_2{5} ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,003009 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151
C.acet_1{6} ,000151 ,000151 ,000151 ,391828 ,003009 ,006896 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151
C.acet_2{7} ,000151 ,000151 ,000151 ,887098 ,000151 ,006896 ,000151 ,000151 ,000153 ,000151
F.arroz_1{8} ,000151 ,272150 ,024033 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,006010 ,000215 1,00000
F.arroz_2{9} ,000151 ,000151 1,00000 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,006010 ,000151 ,024033
Chlorel_1{10} ,000151 ,155540 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000215 ,000151 ,000162

Chlorel_2{11} ,000151 ,093945 ,085652 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 1,0000 ,024033 ,000162

Extratos: C.MeoH = metandlico de cebola; C.H,O = aquoso de cebola; C.acet = aceto-etilico de cebola; F.arroz = metandlico de

farelo de arroz; Chlorel = metandlico de chlorella; 1 = menor nivel de fendis; 2 = maior nivel de fendis.
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Tabela 7: Teste de DMS entre os didmetros médios de crescimento do Aspergillus flavus em presenga dos extratos vegetais no 7°
dia de incubacao

{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10} {11}

Médias 5,55 3,85 3,47 4,94 4,83 4,62 4,35 3,55 3,02 3,60 2,90
Controle{1} ,000151 ,000151 ,000515 ,000166 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151
C.MeoH_1{2} ,000151 , 101623 ,000151 ,000151 ,000154 ,006746 ,382864 ,000151 ,676265 ,000151
C.MeoH_2{3} ,000151 ,101623 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,999994 ,019061 ,997570 ,001362
C.H.O_1{4} ,000515 ,000151 ,000151 ,999620 ,290642 ,000890 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151
C.H.O_2{5} ,000166 ,000151 ,000151 ,999620 ,873924 ,011660 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151
C.acet_1{6} ,000151 ,000154 ,000151 ,290642 ,873924 ,538672 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151
C.acet_2{7} ,000151 ,006746 ,000151 ,000890 ,011660 ,538672 ,000152 ,000151 ,000158 ,000151
F.arroz_1{8} ,000151 ,382864 ,999994 ,000151 ,000151 ,000151 ,000152 ,002978 1,00000 ,000294
F.arroz_2{9} ,000151 ,000151 ,019061 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,002978 ,000916  ,999516
Chlorel_1{10} ,000151 ,676265 ,997570 ,000151 ,000151 ,000151 ,000158 1,0000 ,000916 ,000184

Chlorel_2{11} ,000151 ,000151 ,001362 ,000151 ,000151 ,000151 ,000151 ,000294 ,999516 ,000184

Extratos: C.MeoH = metandlico de cebola; C.H,O = aquoso de cebola; C.acet = aceto-etilico de cebola; F.arroz = metandlico de

farelo de arroz; Chlorel = metandlico de chlorella; 1 = menor nivel de fendis; 2 = maior nivel de fendis.
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Tabela 8: Teste de DMS entre os diametros médios de crescimento do Asperygillus flavus em presenca dos extratos vegetais no 14°
dia de incubacao

{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10} {11}

Médias 8,40 6,81 6,77 6,70 6,60 5,98 6,03 7,04 5,77 5,01 4,24
Controle{1} ,049699 ,040570 ,026763 ,014880 ,000418 ,000519 ,160586 ,000206 ,000151 ,000151
C.MeoH_1{2} ,049699 1,00000 1,00000 1,00000 ,847407 ,844019 1,00000 ,547647 ,014880 ,000235
C.MeoH_2{3} ,040570 1,00000 1,00000 1,00000 ,884846 ,923733 ,999999 ,604005 ,018488 ,000261
C.H.O_1{4} ,026763 1,00000 1,00000 1,00000 ,941521 ,965396 ,999975 ,714126 ,028348 ,000345
C.H.O_2{5} ,014880 1,00000 1,00000 1,00000 ,982942 991764 ,999430 ,843714 ,049699 ,000536
C.acet_1{6} ,000418 ,847407 ,884846 ,941521 ,982942 1,00000 ,522188 1,00000 ,639710 ,020388
C.acet_2{7} ,000519 ,894019 ,923733 ,965396 ,991764 1,00000 ,593757 ,999999 568121 ,015482
F.arroz_1{8} ,160586 1,00000 ,999999 ,999975 ,999430 ,522188 ,593757 ,242913 ,003652 ,000165
F.arroz_2{9} ,000206 ,547647 ,604005 ,714126 ,843714 1,00000 ,999999 ,242913 ,905534 ,067492
Chlorel_1{10} ,000151 ,014880 ,018488 ,028348 ,049699 ,639710 ,568121 ,003652 ,905534 ,899880

Chlorel_2{11} ,000151 ,000235 ,000261 ,000345 ,000536 ,020388 ,015482 ,000165 ,067492 ,899880

Extratos: C.MeoH = metandlico de cebola; C.H,O = aquoso de cebola; C.acet = aceto-etilico de cebola; F.arroz = metandlico de

farelo de arroz; Chlorel = metandlico de chlorella; 1 = menor nivel de fendis; 2 = maior nivel de fendis.
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Tabela 9: Teste de DMS entre os didmetros médios de crescimento do Fusarium graminearum em presenga dos extratos vegetais
no 3°dia de incubacéo

{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9}

Médias 2,12 1,22 1,93 1,01 0,65 0,87 1,59 0,59 0,10
Controle{1} ,000174 ,465709 ,000174 ,000174 ,000174 ,000413 ,000174 ,000174
C.MeoH_1{2} ,000174 ,000175 ,324047 ,000254 ,016575 ,009541 ,000193 ,000174
C.H.O_1{3}  ,465709 ,000175 ,000174 ,000174 ,000174 ,22671 ,000174 ,000174
F.arroz_1{4} ,000174 ,324047 ,000174 ,013082 ,781484 ,000234 ,002960 ,000174
Chlorel_1{5} ,000174 ,000254 ,000174 ,013082 ,272555 ,000174 ,997466 ,000291
C.MeOH_2{6} ,000174 ,016575 ,000174 ,781484 ,272555 ,000175 ,076447 ,000174
C.H.O_2{7} ,000413 ,009541 ,022671 ,000234 ,000174 ,000175 ,000174 ,000174
F.arroz_2{8} ,000174 ,000193 ,000174 ,002960 ,997466 ,076447 ,000174 ,000713

Chlorel_2{9} ,000174 ,000174 ,000174 ,000174 ,000291 ,000174 ,000174 ,000713

Extratos: C.MeoH = metandélico de cebola; C.H.O = aquoso de cebola; F.arroz = metandlico de farelo de arroz; Chlorel = metandlico

de chlorella; 1 = menor nivel de fendis; 2 = maior nivel de fendis.
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Tabela 10: Teste de DMS entre os diametros médios de crescimento do Fusarium graminearum em presenga dos extratos vegetais
no 5°dia de incubacéao

{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9}

Médias 3,88 2,14 3,24 1,95 1,31 1,01 3,00 1,26 0,72
Controle{1} ,000174 ,000407 ,000174 ,000174 ,000174 ,000175 ,000174 ,000174
C.MeoH_1{2} ,000174 ,000174 ,679346 ,000177 ,000174 ,000175 ,000175 ,000174
C.HO_1{3}  ,000407 ,000174 ,000174 ,000174 ,000174 ,418723 ,000174 ,000174
F.arroz_1{4} ,000174 ,679346 ,000174 ,000392 ,000174 ,000174 ,000263 ,000174
Chlorel_1{5} ,000174 ,000177 ,000174 ,000392 ,167724 ,000174 ,999965 ,000811
C.MeOH_2{6} ,000174 ,000174 ,000174 ,000174 ,167724 ,000174 ,337426 ,196783
C.HO_2{7} ,000175 ,000175 ,418723 ,000174 ,000174 ,000174 ,000174 ,000174
F.arroz_2{8} ,000174 ,000175 ,000174 ,000263 ,999935 ,337426 ,000174 ,001800

Chlorel_2{9} ,000174 ,000174 ,000174 ,000174 ,000811 ,196783 ,000174 ,001800

Extratos: C.MeoH = metandélico de cebola; C.H.O = aquoso de cebola; F.arroz = metandlico de farelo de arroz; Chlorel = metandlico

de chlorella; 1 = menor nivel de fendis; 2 = maior nivel de fendis.



146

Tabela 11: Teste de DMS entre os diametros médios de crescimento do Fusarium graminearum em presenga dos extratos vegetais
no 7°dia de incubacéo

{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9}

Médias 5,08 2,90 4,28 2,60 1,76 1,03 3,91 1,89 0,89
Controle{1} ,000174 ,000176 ,000174 ,000174 ,000174 ,000174 ,000174 ,000174
C.MeoH_1{2} ,000174 ,000174 ,118382 ,000174 ,000174 ,000174 ,000174 ,000174
C.H.O_1{3} ,000176 ,000174 ,000174 ,000174 ,000174 ,030286 ,000174 ,000174
.arroz_1{4} ,000174 ,118382 ,000174 ,000175 ,000174 ,000174 ,000198 ,000174
Chlorel_1{5} ,000174 ,000174 ,000174 ,000175 ,000183 ,000174 ,912281 ,000174
C.MeOH_2{6} ,000174 ,000174 ,000174 ,000174 ,000183 ,000174 ,000174 ,888409
C.HO_2{7} ,000174 ,000174 ,030286 ,000174 ,000174 ,000174 ,000174 ,000174
F.arroz_2{8} ,000174 ,000174 ,000174 ,000198 ,912281 ,000174 ,000174 ,000174

Chlorel_2{9} ,000174 ,000174 ,000174 ,000174 ,000174 ,888409 ,000174 ,000174

Extratos: C.MeoH = metandélico de cebola; C.H.O = aquoso de cebola; F.arroz = metandlico de farelo de arroz; Chlorel = metandlico

de chlorella; 1 = menor nivel de fendis; 2 = maior nivel de fendis.
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Tabela 12: Teste de DMS entre os diametros médios de crescimento do Fusarium graminearum em presenga dos extratos vegetais
no 14°dia de incubacao

{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9}

Médias 8,50 5,03 743 515 223 000 7,30 3,86 1,20
Controle{1} ,000186 ,000378 ,000186 ,000186 -  ,000222 ,000186 ,000186
C.MeoH_1{2} ,000186 000186 ,998031 ,000186 -  ,000186 ,00240 000186
C.H0_1{3} ,000378 ,000186 000186 ,000186 -  ,995110 ,000186 ,000186
F.arroz_1{4} ,000186 ,998031 000186 000186 - ,000186 ,000199 ,000186
Chlorel_1{5} ,000186 ,000186 ,000186 ,000186 - ,000186 ,000186 ,000467
C.MeOH_2{6} . . . . . . . .
C.H.0 2{7} ,000222 ,000186 ,995110 ,000186 ,000186 - ,000186 ,000186
F.arroz 2{8) ,000186 ,000240 ,000186 ,000199 ,000186 -  ,000186 ,000186
Chlorel_2{9) ,000186 ,000186 ,000186 ,000186 ,000467 -  ,000186 ,000186

Extratos: C.MeoH = metandélico de cebola; C.H.O = aquoso de cebola; F.arroz = metandlico de farelo de arroz; Chlorel = metandlico

de chlorella; 1 = menor nivel de fendis; 2 = maior nivel de fendis.
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