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RESUMO - Compostos naturais vém demonstrando potencial antifingico e a aplicacdo destes compostos na
forma liofilizada ou encapsulada pode maximizar seus efeitos antifingicos e antimicotoxigénicos, tornando-o0s
mais eficientes para utilizacdo como fungicidas naturais. Este trabalho teve como objetivo verificar a acdo do
extrato fendlico, proveniente da microalga Spirulina sp. LEB-18, liofilizado e incorporado em lipossomos na
inibicdo de isolados do complexo Fusarium graminearum. Para isso, 0 extrato fendlico passou pela liofilizagéo e
posteriormente foi encapsulado em lipossomos pelo método de hidratagéo de vesiculas. Sua eficiéncia foi testada
através da inoculacdo dos discos de micélio das culturas de F. graminearum s. str e F. meridionale com adicéao
do extrato fendlico. Verificou-se uma inibicdo total do crescimento quando utilizado o extrato fendlico
liofilizado, enquanto que o extrato fendlico liofilizado encapsulado apresentou um potencial de inibicdo de, no
maximo, 50%.
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1 INTRODUCAO

Compostos naturais tem sido alvo de estudo quanto ao seu potencial antifngico para aplicacdo em
substituicdo aos métodos tradicionais de conservacdo, que nem sempre sdo eficientes, resultam em residuos
toxicos a matriz de aplicacdo e ao ambiente e ainda propiciam a selecdo de espécies resistentes e toxigénicas. A
aplicacdo de compostos naturais para minimizar o risco de contaminagéo flngica é preferencialmente testada em
espécies fungicas, e se 0 interesse estiver em toxigenicidade, espécies produtoras de micotoxinas devem ser
empregadas, em fungos dos géneros Fusarium, Aspergillus, Penicilium, entre outros (PAGNUSSATT, 2013;
SOUZA et al., 2011; ZABKA, PAVELA e GABRIELOVA-HELNN, 2011).

As microalgas vém se destacando como fontes naturais de compostos fendlicos, cujo efeito de inibigdo
fungica vem se tornando crescente. Estudos demonstraram o efeito inibidor de extratos de Spirulina platensis,

Anabaena oryzae, Tolypotrix ceytonica, Chlorella pyrenoidosa e Scenedesmus quadricauda obtidos por extracdo
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com metanol ou acetona no crescimento de Fusarium moniliforme, com resultados promissores para prevenir a
contaminacdo fangica (ABEDIN & TAHA, 2008). Atribui-se esta propriedade a presenca de compostos diversos
em suas estruturas, sendo de grande interesse os compostos fenolicos. Entretanto, os compostos fendlicos
extraidos de suas fontes ou quando purificados podem ser degradados por processos hidroliticos ou oxidativos, e
ainda precisam de operacGes de concentracdo que além de encarecer o produto final, pode torna-los inativos
biologicamente (FANG e BANDHARI, 2010).

Desta forma, a liofilizagdo e incorporagéo dos fendis em sistemas carreadores encapsulados, tais como
lipossomos, podem potencializar e preservar suas propriedades, pelo fato da liofilizacdo concentrar o extrato, e
do lipossomo facilitar a penetracdo dos fendis pela parede e membrana microbiana, auxiliando sua atuacdo nos
processos metabdlicos e evitando a degradacdo dos fendis (FANG e BANDHARI, 2010), mantendo a eficiéncia
do efeito bioldgico dos compostos de interesse, neste caso a inibicdo do desenvolvimento de fungos do
complexo Fusarium graminearum.

Neste trabalho estudou-se a liofilizagdo seguida por incorporacao dos extratos fenélicos de Spirulina sp.

LEB-18 em lipossomos sobre a atividade antifingica deles em isolados do complexo Fusarium graminearum.

2 MATERIAL E METODOS

A Spirulina sp. LEB-18 foi cultivada em uma planta piloto localizada em Santa Vitoria do Palmar/RS
com 4agua da Lagoa Mangueira suplementada com 20% (v/v) de meio Zarrouk, referido como MLW-S em
tanques revestidos com fibras, agitado por pas, localizados no interior de uma estufa de filme de polietileno
transparente. Ao ser atingida a concentragdo de 1 g. L™, as microalgas foram separadas por filtracdo. A biomassa
foi extrusada, seca em secador de bandejas a 50°C durante 5 h, embalada a vicuo e armazenada sob refrigeracéo.
A partir da biomassa seca de Spirulina sp. LEB-18, os compostos fendlicos livres foram extraidos com metanol
de acordo com Souza et al (2010). O solvente foi evaporado em rotaevaporador e o extrato foi dissolvido em
&gua e clarificado. Para a etapa de liofilizacdo, primeiramente o extrato fenélico (EF) foi armazenado em ultra-
freezer (Indrel Ultra Freezer, modelo 90-D), submetido a uma temperatura de -80°C por 48h em bandejas de a¢o
inox. Em seguida, realizou-se a liofilizacdo do EF utilizando-se um liofilizador (Liotop, modelo L 108) na
temperatura de -55°C e submetido a uma pressdo de 45 uHg por mais 48h. A quantificacdo dos extratos em
estudo foi realizada de acordo com Souza et al (2010).

Os lipossomos foram obtidos através do método de hidratagdo de vesiculas (DE LIMA et al., 2010;
HOPE, 1986), o qual consistiu basicamente em co-solubilizar a fosfatidilcolina em 1 mL de cloroférmio,
evaporar o solvente através de rotaevaporacao, eliminar os tragos de solvente através de dessecacdo a vacuo e
hidratar o filme lipidico em 1 mL de tampao tricina/cloreto de magnésio pH 7,4 através de agitacdo em vortex,
para formacdo das vesiculas, sendo denominados lipossomos controle. A incorporacdo do extrato fendlico
liofilizado ao sistema lipossomal foi realizada no processo de co-solubilizagdo dos lipidios com cloroférmio, na
concentracdo de 8% (p/v) em relacdo ao encapsulante.

Os fungos utilizados (Fusarium graminearum s. str 08Tr044 e Fusarium meridionale 07Tr210) foram

obtidos da colecdo do complexo Fusarium graminearum (Fg) do Laboratério de Epidemiologia de Plantas
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(UFRGS), isoladas de grdos de trigo. As culturas fungicas foram crescidas em Spezieller Nahrstoffarmer Agar
(SNA) a 25°C para induzir a esporulacdo e mantidas a 4°C em tubo de ensaio inclinado. O crescimento dos
fungos foi realizado em Agar batata dextrose (ABD) durante 7 dias para obtencdo dos discos de micélio.
Utilizando-se o meio de cultura ABD, realizou-se a inibicdo do crescimento micelial pelo método de &gar
diluido, na concentracdo de fendis na forma livre, necessaria para inibir 50% o crescimento micelial (1Cs)
(PAGNUSSATT et al., 2012).

O extrato fendlico liofilizado encapsulado (concentracéo de 8%, v/v) foi adicionado ao meio de cultura
em placas de Petri. Ap6s a inoculagcdo dos discos de micélio, as culturas foram incubadas a 25°C, com
fotoperiodo de 12 h e as medidas diarias do diametro das coldnias foram realizadas durante 7 dias, sendo os
valores expressos em cm dia®, em quintuplicata. A porcentagem de inibicdo do crescimento fiingico foi
calculada, comparativamente ao controle, de acordo com Nguefack et al. (2004). A anlise estatistica foi

realizada através de andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta o percentual de inibicdo flingica em presenca do extrato fendlico de Spirulina.
Nota-se que o extrato fendlico aplicado como antifungico na forma liofilizada apresentou uma relativa
capacidade inibitoria para cada micro-organismo estudado, sendo o efeito mais pronunciado verificado no
isolado F. graminearum s. str 07Tr210, onde ndo ocorreu o desenvolvimento do micélio, um efeito fungicida

para este micro-organismo.

Tabela 1- Inibicdo (%) ocasionada pela adi¢do do extrato fendlico como antifiingico natural

Isolados do complexo Inibicdo (%)

F. graminearum EF liofilizado EF encapsulado
07Tr210 100 46
08Tr044 98 48

O desenvolvimento dos halos dos micro-organismos sob os tratamentos ao longo do tempo de
experimento estdo nas Figuras 1 e 2.

Quando o extrato liofilizado foi incorporado ao lipossomo, 0 mesmo néo inibiu o crescimento micelial
do fungo de maneira tdo eficiente. Apesar de o encapsulamento permitir um sistema de liberagdo mais lento, o
que propicia a a¢do do principio ativo de forma controlada, acredita-se que aliar a técnica de liofilizagdo com o
encapsulamento ndo seja uma alternativa viavel para aplicacdo do extrato fendlico como fungicida natural.

A liofilizacdo permitiu concentrar o fenol, aumentando assim sua eficacia e apresentando a vantagem
da reducdo do volume necessario de amostra para aplicagdo no teste inibitério. No entanto, a adicdo do extrato
fendlico na fase de hidratacdo da vesicula também pode ter sido o motivo para a reducdo do efeito inibidor. Em
estudos anteriores, onde o fenol na forma livre foi encapsulado na etapa de co-solubilizacdo, verificou-se
inibicGes superiores a 90% (PAGNUSSATT, 2013).
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Figura 1- Crescimento micelial (cm) do isolado Fusarium meridionale 07Tr210, das placas controle, do

extrato fenélico liofilizado (EF), do lipossomo e do extrato fendlico incorporado ao lipossomo (EF encap).
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Figura 2 - Crescimento micelial (cm) do isolado Fusarium graminearum s. str 08Tr044, das placas
controle, do extrato fendlico liofilizado (EF), do lipossomo e do extrato fendlico incorporado ao lipossomo (EF
encap).
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4 CONCLUSAO

A aplicacdo do extrato fendlico na forma liofilizada inibiu totalmente o crescimento das espécies
toxigénicas do complexo Fusarium graminearum estudadas, evidenciando o uso desta técnica como uma forma

viavel para emprego de compostos naturais como antiflingicos.
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