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RESUMO - A necessidade de aumentar a seguranc¢a alimentar norteia a busca por substancias naturais como,
alternativa ao uso de fungicidas quimicos. Compostos fenolicos tém demonstrado propriedades antifingicas e
antimicotoxigénica e a incorporacdo dessas substancias em sistemas carreadores, tais como lipossomos, pode
preservar ou mesmo potencializar este efeito. Neste trabalho foi estudada a atividade antifungica e
antimicotoxigénica de extratos fendlicos de Spirulina sp. LEB-18 na forma livre e encapsulada, sobre isolados de
F. meridionale. A glicosamina, indicativo de inibicdo da biomassa fiingica, foi reduzida de 10,5 mg. g™ para 3,8
mg. g™ no meio controle e tratado, respectivamente. O encapsulamento do extrato fenélico aumentou 15 vezes a
inibicdo da producdo da micotoxina NIV pelo isolado de Fusarium meridionale 07Cv022.
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1 INTRODUCAO

A contaminacgdo flngica em alimentos, além de alterar a qualidade da matriz, pode causar danos a
salde do consumidor especialmente quando fungos toxigénicos estiverem presentes (KUMAR et al., 2010). A
presenca do fungo no alimento ndo implica, obrigatoriamente, em produgdo de micotoxina, assim como, a toxina
pode estar presente no alimento mesmo na auséncia do fungo. Isto ocorre porque a maioria das micotoxinas
sdo estaveis e resistindo a tratamentos térmicos ou processos de desidratacdo que sdo suficientes para destruir o
micélio vegetativo dos fungos que as produziram (MOLIN e VALENTINI, 1999; DINIZ, 2002).

A preocupacdo com a toxicidade de fungos iniciou com a verificacdo de que alguns fungos filamentosos
seriam capazes de produzir compostos quimicos como metabdlitos secundarios, as micotoxinas dentre elas sao
produzidas por fungos do género Fusarium destacam-se os tricotecenos, fumonisinas, zearalenonas e seus
derivados que causam depressdo do sistema imunoldgico, neurolégico e hemorragias (ARMANDO et al., 2013,
BRYDEN, 2012, DEL PONTE, GARDA-BUFFON e BADIALE-FURLONG, 2012).
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Em funcdo disso, justifica-se a necessidade de detectar, quantificar e identificar estes fungos toxigénicos
e as micotoxinas produzidas, além de buscar alternativas que minimizem a contaminagdo para garantir a
qualidade do produto final e diminuir o risco de deterioracdo ou de producdo destas toxinas (ZAO et al., 2010).

Com o intuito de melhorar a resisténcia das culturas agricolas ao Fusarium e suas micotoxinas, varios
programas de melhoramento genético estdo desenvolvendo variedades cultivaveis resistentes ao ataque fungico
(COSTA et al., 2003). Também sdo propostos o emprego de extratos naturais como alternativas para substituir o
uso de antiflngicos sintéticos. Dentre as possiveis fontes de compostos antimicrobianos esta 0 micro-organismo
GRAS (“Generally Recognized As Safe”) Spirulina platensis dada pela presenca de compostos fendlicos
(PAGNUSSATT et al., 2013, SOUZA et al.,2011).

Os compostos fendlicos presentes em extratos aquosos e alcodlicos de microalgas tém se mostrado
capazes de inibir o crescimento da biomassa fungica, reduzindo reagcbes do metabolismo primério, vinculadas a
obtencdo de nutrientes, producdo de membranas ou paredes celulares, atividade respiratoria e diferenciacéo
celular (CASTRO et al., 2004 ). No entanto, ao serem extraidos do meio, estes compostos tornam-se susceptiveis
a processos de degradacgdo. Para garantir a eficiéncia os compostos fendlicos podem ser submetidos a processos
de encapsulacdo em vesiculas lipidicas ou lipossomos constituidos por fosfolipidios (BATISTA, CARVALHO e
MAGALHAES, 2007). Os lipossomos estéo entre os carreadores de farmacos utilizados mais versateis, pois suas
propriedades fisico-quimicas os tornam muito similares a membranas e organelas celulares, facilitando a
transferéncia de principios ativos para seus locais de atuacdo, além de proteger o composto de interesse dos
efeitos degradativos (DE LIMA et al. 2010). Sendo assim a encapsulacdo pode melhorar o efeito inibidor de
compostos fendlicos naturais sobre a toxigenicidade de fungos do complexo Fusarium meridionale, um
contaminante do trigo e outros cereais, produtor de um dos tricotecenos mais tdxicos, o nivalenol.

Em funcdo disso, este trabalho abordou o estudo da atividade antifingica e antimicotoxigénica de
extratos fendlicos de Spirulina sp. LEB-18 na forma livre e encapsulada sobre diferentes isolados de Fusarium

meridionale.

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras de Spirulina sp. LEB-18, proveniente do cultivo em planta piloto localizada
em Santa Vitéria do Palmar — RS. A biomassa da microalga seca foi moida na granulometria de 32 mesh, seus
compostos fenolicos foram extraidos utilizando-se metanol, de acordo com Souza et al. (2010) e quantificados
pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, utilizando acido galico como padréo.

Os lipossomos foram obtidos através do método de hidratagdo de vesiculas (DE LIMA et al., 2010;
HOPE, 1986), utilizando lecitina de soja purificada e solubilizada com cloroférmio. Para incorporacdo dos
4cidos fendlicos foi utilizado o processo de co-solubilizacdo, resultando em concentracdes de 3% e 8%
(PAGNUSSATT, et al.,2013).

Os isolados avaliados foram Fusarium meridionale 07Cv022 e Fusarium meridionale 07Tr210 obtidos
da colegdo de culturas do Laboratério de Epidemiologia de Plantas (UFRGS). Os micro-organismos utilizados

foram classificados através de técnicas moleculares como genotipo NIV (ASTOLFI et al., 2010). As culturas
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foram inoculadas utilizando Spezieller N&hrsotoffarmer Agar (SNA) a 25°C e mantidas a 4°C em tubo de ensaio
inclinado até o momento do preparo do micro-organismo para 0s experimentos. Os cultivos dos fungos foram
realizados em &gar batata dextrose (ABD) a 25°C com fotoperiodo de 12 h durante 7 dias para a obtencdo dos
discos de micélio.

Para avaliar a atividade antiflngica, os compostos fendlicos em meio ABD (nas concentracfes de 3 e
8%) na forma livre e ap0s incorporacdo ao lipossomo foram vertidos em placas de Petri com 10 cm de diametro.
A inoculagdo foi realizada ap6s a solidificagdo do meio, através da transferéncia de disco de micélio com 1,0 cm
de didmetro no centro de cada placa de Petri. A cultura foi incubada a 25°C e ao final do 7° dia as placas foram
congeladas para posterior determinagdo do contetido de glicosamina e producgdo de NIV.

Para determinar o contetido de glicosamina, foi realizada hidrélise da parede celular do fungo com HCI
6M e a quantificacdo empregando o reagente de Erlich (2,67 g DAB — p-dimetilaminobenzaldeido dissolvido
em 15 mL de etanol e 15 mL de acido cloridrico) com absorvancia medida em 530 nm (SOUZA et al., 2011).

A extracdo do NIV foi realizada pelo método QUEChERS, conforme descrito por Zachariasova et al.
(2010). A quantificacdo da micotoxina foi realizada usando padronizagdo externa. A amostra foi injetada em
HPLC equipado com detector UV-Visivel e de fluorescéncia 10AXL e coluna C18 (Supelco). O comprimento de
onda utilizada no detector UV foi de 219 nm. A fase movel foi uma mistura de dgua (A): metanol (B), no modo

gradiente, durante 20 min. O fluxo foi de 1 mL min™, com volume de injegio de 20 pL.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliando a atividade antifingica dos compostos fendlicos com base na producdo de glicosamina
(Tabela 1), o extrato fendlico aplicado como antifingico na forma livre apresentou capacidade inibitdria para os
micro-organismos estudados, sendo o efeito mais pronunciado verificado no isolado F. meridionale 07Tr210,

com valor méximo de inibi¢&o de 64% na maior concentracdo aplicada (8%, v/v).

Tabela 1. Producéo de glicosamina (mg g™) no meio controle, tratado com extrato fenélico livre e encapsulado.

Isolado fungico

Amostra
07Tr210 07Cv022

Controle 10,5 (20,36)° 19,2 (+0,05)"
EF 8% 3,8 (+0,07)" 19,8 (+1,76)"
EF 3% 4,4 (+0,10)* 17,8 (+0,20)®
Lipossomo 5,6 (+0,25)° 14,9 (+0,31)¢
EF 8% encapsulado 14,8 (+1,15) 13,1 (+0,09)¢
EF 3% encapsulado 8,9 (+0,48)™ 9,1 (x0,19)°

Valores médios de ensaios realizados em triplicata + desvio padrdo. Letras iguais indicam que ndo ha diferengas

estatisticamente significativas (p>0,05).
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O isolado F. meridionale 07Cv022 foi inibido pela menor concentracdo de extrato fendlico encapsulado
(3%, v/v), em média 38%. Sendo assim, a inibi¢do da producédo de glicosamina pela biomassa fngica demonstra
que a aplicagdo dos extratos fendlicos na forma encapsulada potencializou o efeito antifingico dos extratos
fendlicos, sugerindo a possibilidade de aplicacdo em cultivos com efeito sistémico otimizado.

Tendo em vista que, apesar de proporcionar um controle efetivo do crescimento flngico, o uso de
fungicidas sintéticos também pode favorecer a formagéo de metabdlitos secundarios toxicos (DORS et al., 2011),

foi verificada a produgdo de NIV pelo isolado fangico nos diferentes tratamentos deste estudo (Tabela 2).

Tabela 2. Producéo de nivalenol (N1V) pelos isolados F. meridionale 07Cv022 e 07Tr210 no controle e tratados

com extratos fendlicos na forma livre e encapsulada.

Amostra NIV (ke g_l)
07Tr210 07Cv022

Controle 30,21 (#3,02) 59,75 (+14,24)"
EF 8% 0,60 (+0,29)* 14,57 (+3,54)B¢

EF 3% 1,00 (£0,45)° 7,62 (+0,25)°
Lipossomo 10,06 (+2,42)° 19,26 (+4,29)°

EF 8% encapsulado 2,74 (x0,23)° 0,10 (£0,00)%
EF 3% encapsulado 3,96 (+0,29)° 8,55 (+2,60)°°

EF = extrato fenolico. Valores médios de ensaios realizados em triplicata + desvio padrdo. Letras iguais na

mesma coluna indicam que ndo houve diferenca estatistica (p>0,05).

O isolado F. meridionale 07Tr210 foi inibido pelo extrato fendlico livre aplicado no teste antifiingico.
F.meridionale 07Cv022 também teve a producdo de NIV inibida, neste caso, cabe salientar que ndo foi detectada
esta micotoxina em presenca do extrato fendlico 8% encapsulado (v/v), o que indica a inibi¢&o a niveis abaixo do
limite de deteccdo deste tricoteceno.

Os resultados demonstraram que mesmo havendo respostas diferentes de fungos da mesma espécie ao
efeito antifungico dos extratos (Tabela 1) ha vantagem na aplicacdo de substancias naturais em comparagdo com
os fungicidas quimicos, pois aqueles apresentam efeito antitoxigénico, possivelmente porque os extratos

fenolicos ndo causam estresse ao fungo.

4 CONCLUSAO

O extrato fendlico pode ser utilizado como antifingico natural, em espécies de Fusarium meridionale
cabendo melhor avaliacdo dos teores apliciveis. A produgdo de NIV pelos isolados fungicos foi reduzida em até

89%, com o uso do extrato fendlico livre e a niveis ndo detectaveis quando aplicados encapsulados.
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