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RESUMO

A utilizacdo de compostos com atividade antifingica e antimicotoxigénica presentes em
fontes naturais mostra-se promissora, tendo em vista que a aplicacdo de fungicidas sintéticos
muitas vezes esta relacionada com danos toxicos em humanos, animais e no meio ambiente.
Os principais objetivos deste estudo foram avaliar a capacidade antioxidante e antiflngica de
extratos fenolicos de microalgas e estudar os seus mecanismos de acgdo, descrevendo o
impacto dos extratos em campos de trigo e milho. Primeiramente, as biomassas das
microalgas Nannochloropsis sp. e Spirulina sp. foram caracterizadas quanto a sua composi¢do
quimica, acidos graxos, compostos fendlicos, carotenoides e perfil de acidos fendlicos. A
partir desta composicdo, o estudo foi desenvolvido de forma a determinar: a) o poder
inibitorio de processos oxidativos e enzimaticos (o-amilase e peroxidase) pelos extratos
fenolicos; b) o potencial antifingico dos extratos de microalgas contendo os acidos fendlicos,
avaliando, in vitro, cepas de Fusarium isoladas de cereais através da determinagdo de halo
micelial, ergosterol, glicosamina, tricotecenos (deoxinivalenol, nivalenol e acetilados) e
fumonisina By; ¢) o efeito de extratos fendlicos de microalgas e tebuconazol nas doencas
fangicas em campos de trigo na Itdlia; d) o efeito dos extratos fendlicos sobre o
desenvolvimento e producdo de fumonisinas em campos de milho cultivados no Noroeste da
Italia. Os extratos fendlicos foram capazes de inibir a atividade das enzimas a-amilase e
peroxidase em niveis de até 0,07% min™ pg* e 0,4% min™ ug™, respectivamente. Além de
apresentarem atividade antioxidante na captura dos radicais livres ABTS e DPPH. Quando
aplicados contra cepas pertencentes ao complexo de Fusarium graminearum, os extratos de
microalgas demonstraram eficiéncia, ndo necessitando de etapas de purificacdo. A producdo
de ergosterol foi altamente associada com o desenvolvimento do micélio ao longo do tempo
(p = 0,92 para F. graminearum e F. meridionale). Em experimento utilizando gréos de trigo
como substrato para o isolado fangico os extratos fenolicos de Nannochloropsis sp.
(45,2 pgmL™) e de Spirulina sp. (40 ug mL™) foram aplicados nas doses de 64 mL m? e
inibiram em média, respectivamente, 82 e 68% a producdo de tricotecenos, enquanto que a
aplicacdo do tebuconazol favoreceu a producdo de micotoxinas. No campo, utilizando doses
de 12 mL m™ dos extratos de microalgas, houve inibicdo de 38% e 55% de deoxinivalenol
pelos extratos de Nannochloropsis sp. e Spirulina sp., respectivamente. Em gréos de milho
houve inibigdo de fumonisina By com os extratos naturais (95%) e tebuconazol (53%). Nos
experimentos em campo de milho, os extratos aplicados em conjunto com inseticida na fase
de florescimento da planta promoveram reducéo superior a 90% e 82% para as fumonisina B;
e B,, respectivamente. As microalgas sdo fontes promissoras de compostos com atividade
antifingica e por se tratar de uma matéria-prima natural esta aplicacdo é uma alternativa ao
uso de fungicidas que geram residuos ao meio ambiente e desencadeiam efeitos toxicos.
Investimentos em cultivo de biomassa em condi¢Bes que estimulem a producdo de &cidos
fendlicos e processos de extragdo mais eficiente sdo interessantes para aplicacdo dos extratos
destas microalgas em cultivo de trigo e milho, pois ndo afetam o emprego de outros
componentes da matriz para os fins ja consolidados.

Palavras-chave: Antifangico natural. Fusarium. Nannochloropsis sp. Spirulina sp.






ABSTRACT

IMPACT OF THE APPLICATION OF PHENOLIC EXTRACTS OF MICROALGAE IN
THE COMPLEX Fusarium CONTAMINATION AND THE PRODUCTION OF
MYCOTOXINS IN WHEAT AND CORN FIELDS

The use of compounds with antifungal and antimycotoxigenic activity present in natural
sources is promising, since the application of synthetic fungicides is often related to toxic
damages in humans, animals and the environment. The main objectives of this study were to
evaluate the antioxidant and antifungal capacity of phenolic extracts of microalgae and to
study their mechanisms of action, describing the impact of the extracts in wheat and corn
fields. First, the biomass of the microalgae Nannochloropsis sp. and Spirulina sp. were
characterized as to their chemical composition, fatty acids, phenolic compounds, carotenoids
and profile of phenolic acids. From this composition, the study was developed in order to
determine: a) the inhibitory power of oxidative and enzymatic processes (a-amylase and
peroxidase) by phenolic extracts; b) the antifungal potential of microalgae extracts containing
phenolic acids, evaluating, in vitro, Fusarium strains isolated from cereals through the
determination of mycelial halo, ergosterol, glucosamine, trichothecenes (deoxynivalenaol,
nivalenol and acetylates) and fumonisin B1; c) the effect of phenolic extracts of microalgae
and tebuconazole on fungal diseases in wheat fields in Italy; d) the effect of phenolic extracts
on the development and production of fumonisins in corn fields grown in Northwest Italy.
Phenolic extracts were able to inhibit the activity of a-amylase and peroxidase enzymes at
levels up to 0.07% min™ pg™ and 0.4% min™ pg™, respectively. In addition to presenting
antioxidant activity in the capture of free radicals ABTS and DPPH. When applied to strains
belonging to the Fusarium graminearum complex, microalgae extracts demonstrated
efficiency, requiring no purification steps. The production of ergosterol was highly associated
with the development of the mycelium over time (p = 0.92 for F. graminearum and F.
meridionale). In an experiment using wheat grains as a substrate for the fungal strain, the
phenolic extracts of Nannochloropsis sp. (45.2 ug mL™) and Spirulina sp. (40 pg mL™) were
applied at doses of 64 mL m™ and inhibited, on average, 82 and 68% the production of
trichothecenes, whereas the application of tebuconazole favored the production of
mycotoxins. In the field, using doses of 12 mL m™ of the extracts of microalgae, there was
inhibition of 38% and 55% of deoxynivalenol by extracts of Nannochloropsis sp. and
Spirulina sp., respectively. In corn grains there was inhibition of fumonisin B; with natural
extracts (95%) and tebuconazole (53%). In the corn field experiments, the extracts applied
together with insecticide in the flowering stage of the plant promoted a reduction of more than
90% and 82% for fumonisin B; and By, respectively. Microalgae are promising sources of
compounds with antifungal activity and because it is a natural raw material this application is
an alternative to the use of fungicides that generate waste to the environment and trigger toxic
effects. Investments in biomass cultivation under conditions that stimulate the production of
phenolic acids and more efficient extraction processes are interesting for the application of the
extracts of these microalgae in wheat and corn cultivation, since they do not affect the use of
other components of the matrix for the purposes already consolidated.

Keywords: natural antifungal. Fusarium. Nannochloropsis sp. Spirulina sp.






27

1 INTRODUCAO

Os cereais utilizados como base alimentar em diversas regies do mundo
apresentam composi¢do quimica e propriedades tecnoldgicas que os tornam susceptiveis ao
ataque de fungos e insetos predadores, dentre outras pragas, sendo responsaveis por grandes
prejuizos para a agricultura. A contaminacdo dos alimentos por fungos representa um perigo a
salde publica, tendo em vista que esses micro-organismos, além de diminuirem a
disponibilidade de nutrientes, alteram as caracteristicas sensoriais e podem produzir
substancias toxicas (FERRY et al., 2004).

Dentre as pragas que atacam 0s cereais, o género fangico Fusarium, que pode ser
encontrado habitando o solo nas mais diversas regides geograficas do mundo, se destaca pela
frequéncia de ocorréncia. Especialmente em locais de climas tropicais e subtropicais, esse
género fungico é capaz de sobreviver por longos periodos no solo pela formacéo de estruturas
chamadas clamidosporos. Também podem colonizar ramos, folhas, inflorescéncias e frutos
através de seus conidios que sdo disseminados pelo ar ou pela agua, o que lhe confere grande
possibilidade de infectar e destruir importantes culturas, como milho, trigo, arroz e outros
cereais (STAKHEEV et al., 2011).

Para combater a micota sdo utilizados defensivos agricolas denominados
fungicidas, cuja aplicagdo previne o desenvolvimento flingico, e no caso de espécies
toxigénicas, a producdo de micotoxinas em produtos agricolas e alimentos processados.
Entretanto, o uso intensivo dos diferentes tipos de fungicidas vem trazendo consequéncias
para 0 homem e meio ambiente, pela selecdo de espécies, por desencadear a producdo de
micotoxinas pelo efeito estressor, ou por sua presenca residual em matrizes alimentares (EL-
NAGERABI et al., 2012; TIAN et al., 2012).

Os compostos antifungicos de ocorréncia natural surgem como alternativa
promissora para inibicdo fungica e manifestacdo do potencial toxigénico, uma vez que seus
mecanismos de acdo sdo mais especificos que os dos compostos sintéticos. Os compostos
fendlicos, proteinas, Oleos essenciais, entre outros podem atuar na inibi¢do da producdo de
componentes da parede celular (glicosamina), da membrana celular (ergosterol) ou inibindo a
acao de enzimas que auxiliam na obtencdo de nutrientes, todas estas situacfes tornam o
micro-organismo inviavel (OLIVEIRA; BADIALE-FURLONG, 2008; PAGNUSSATT et al.,
2014; SOUZA et al., 2011).

Outro fato importante é que a utilizacdo de substancias de origem vegetal e

microbiana, para prevenir a contaminacéo, torna o alimento mais atrativo ao consumidor pela
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inocuidade, mesmo quando empregadas em concentracOes relativamente elevadas. Além dos
beneficios proporcionados a saude, visto que os compostos fendlicos, alcalbides, terpenos e
proteinas também podem resultar em atividade funcional (HEIDTMANN-BEMVENUTI et
al., 2016; SOUZA et al., 2011; TIAN et al., 2012).

Uma alternativa interessante para a aplicacdo de solugdes menos danosas aos seres
vivos e ao ambiente vem da biotecnologia marinha, que tem como objetivo desenvolver
métodos para a producdo de produtos originados de micro-organismos marinhos, 0s quais
podem contribuir para a saide humana, para a industria de alimentos e para a producdo de
energia (WIJFFELS, 2007). Das centenas de milhares de espécies de microalgas que se
acredita existir, somente algumas mil cepas sdo mantidas em cole¢Ges pelo mundo e apenas
algumas tém sido estudadas pelo seu potencial biotecnoldgico (OLAIZOLA, 2003), além
disso, a agdo fungicida de seus componentes tem sido pouco pesquisada.

Estudos anteriores demonstraram a acdo antifingica de compostos extraidos de
Chlorella sp. e Spirulina platensis contra culturas de Aspergilus flavus (SOUZA et al., 2011)
e da Spirulina sp. contra culturas de Fusarium graminearum (PAGNUSSATT et al., 2014,
2016). Além disso, outras bioatividades foram conferidas a diferentes géneros de microalgas,
como: atividade citotoxica da Corallina officinalis contra células cancerigenas (EL-KASSAS;
EL-SHEEKH, 2014); atividade antioxidante das microalgas Dunalliela sp., Tetraselmis sp. e
Nannochloropsis gaditana (MAADANE et al.,, 2015; MILLAO; UQUICHE, 2016); e
atividade antimicrobiana da Arthrospira plantensis contra bactérias (ESQUIVEL-
HERNANDEZ, 2017). Apesar da atividade antifingica comprovada da S. platensis, ainda sdo
necessarios mais estudos direcionados para obter formas eficientes para aplicagdo dos seus
compostos em culturas de cereais e para verificar sua capacidade inibitéria em condicdes
ambientais reais. Além disso, a investigacdo do potencial antifungico de outras microalgas
que exigem condicdo de cultivo distinta das j& estudadas se torna interessante para ampliar as
possibilidades de uso para estas fontes de compostos bioativos. Neste contexto, encontra-se a
microalga marinha Nannochloropsis sp., que apresenta vantagem de elevado rendimento em
biomassa seca e cuja composicao e propriedades até hoje descritas (CUSTODIO et al., 2012;
MILLAO; UQUICHE, 2016) sugerem a possibilidade de aplica-la como antifungico natural,

visto que sobrevive em condigdes extremamente adversas.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Explorar o potencial antifungico e antimicotoxigénico de compostos de
microalgas para mitigar o impacto da contaminacédo de trigo e milho por fungos do complexo

Fusarium.

2.2 ESPECIFICOS

Verificar o poder inibitorio de processos oxidativos e enzimaticos pelos extratos
fenolicos de microalgas.

Identificar os mecanismos de acdo dos extratos de microalgas sobre espécies de
Fusarium isoladas de cereais.

Determinar as concentracbes minimas dos extratos para inibir a producdo de
biomassa fungica e toxinas de Fusarium.

Descrever 0 impacto da aplicacdo de extratos de microalgas em campos de trigo e

milho no que se refere a qualidade dos gréos, ocorréncia de doengas fungicas e micotoxinas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CONTAMINACAO FUNGICA EM CEREAIS

Os grdos sdo ricos em componentes nutricionais que se localizam principalmente
no endosperma. No entanto nas paredes externas, que sdo constituidas basicamente por
celulose, hemicelulose e lignina, é onde se encontra grande parte da comunidade microbiana
contaminante, inclusive as espécies patogénicas. Esta microbiota se instala em diferentes
etapas da evolucdo bioldgica do grdo, ou seja, do campo ao armazenamento (OLKKU et al.,
2005) e tende a se alterar conforme a disponibilidade de nutrientes e condi¢Ges ambientais.

Os principais componentes da microbiota dos graos sdo os fungos, que ocorrem
em diversas condi¢cdes bidticas e abioticas e que para obter nutrientes utilizam enzimas
exocelulares que degradam o gréo e diminuem as suas qualidades nutricionais e tecnoldgicas.
A perda causada pela micota ndo se refere apenas aos danos na qualidade e quantidade de
grdos, mas também na producdo de metabolitos toxicos: as micotoxinas, quando ocorre a
presenca de espécies toxigénicas (ATHIE et al., 1998).

Os fungos mais importantes em relagdo a qualidade da semente sdo o0s
pertencentes aos géneros Fusarium, Penicillium e Aspergillus, entre outros. Apesar do
conhecimento da toxicidade de certos fungos ha muitos séculos, somente por volta de 1850
foi considerada a relacédo entre a ingestdo de centeio infectado pelo fungo Claviceps purpurea
com caracteristicas clinicas do ergotismo. A partir de entdo passou-se a estudar o risco a
salde humana e animal associada a ingestdo de metabdlicos toxicos produzidos por fungos.
Posteriormente, foram identificadas outras micotoxicoses que afetavam os seres humanos, tais
como a sindrome relacionada ao consumo de pao contaminado por Fusarium graminearum, a
chamada estaquibotriotoxicose humana, e a aleucia toxica alimentar (ATA), ocasionadas pelo
consumo de cereais de inverno infectados por Fusarium poae e Fusarium sporotrichioides
(DOYLE, 1997).

No inicio do século XIX, uma doenca associada ao consumo de arroz foi relatada
no Japdo. Em 1944 no Marrocos, foram registrados numerosos casos de cancer hepatico em
porcos alimentados com farelos de torta de amendoim. A suspeita recaiu sobre as tortas que
poderiam veicular toxinas cancerigenas. A demonstracdo de propriedades hepatotdxicas e
hepatocarcinogénicas de algumas linhagens de Aspergillus flavus e A. parasiticus, no inicio

da década de 1960, seguida pela elucidacdo da estrutura de seus metabolitos toxicos, as
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aflatoxinas, deu novo enfoque e prioridade para a pesquisa sobre micotoxinas. O que motivou
o aprofundamento dos estudos que levaram a identificacdo das aflatoxinas foi a mortalidade
devastadora de perus em granjas na Inglaterra, que ingeriram aflatoxinas por meio de torta de
amendoim de origem brasileira contaminada com A. parasiticus (ALLCROFT,;
CARNAGHAN, 1962). A partir dai ficou consolidado o estudo e o estabelecimento de
estratégias para mitigar os problemas na satde humana e animal decorrentes da exposi¢ao a

estes contaminantes.

3.1.1 Trigo

O trigo € o segundo cereal mais consumido no mundo perdendo apenas para 0
arroz. Sua producdo mundial é cerca de 600 milhGes de toneladas por ano, e
aproximadamente 75% da sua producdo é convertida em farinha (FAO, 2016), que por sua
vez, é destinada principalmente para produtos de panificacdo (ABIP, 2016). Segundo o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a producdo nacional de trigo no Brasil
em 2016 foi estimada em 6,4 milhdes de toneladas, 16,5% maior que a safra colhida em 2015.

O trigo é um cereal fasciculado pertencente a familia Poaceae e ao género
Triticum, possuindo diversas espécies (POSNER, 2000). Ele foi o primeiro produto agricola a
ser cultivado e utilizado no processamento de alimentos. A qualidade do grédo de trigo pode
ser definida como resultado da interagdo que a cultura sofre no campo, envolvendo as
condi¢des de solo, do clima, da incidéncia de pragas e moléstias, manejo da cultura, da
cultivar, bem como das operagOes de colheita e secagem, armazenamento, moagem e do uso
industrial a ser dado a farinha (HOSENEY, 1991).

Embora as variedades deste cereal sejam cultivadas em muitas regides do mundo,
o0s locais de 30 a 60° de latitude Norte e 27 a 40° de latitude Sul sdo os mais produtivos. As
culturas podem se adaptar a diversas condigdes de clima e solo; se cultivado no inverno
denomina-se trigo de inverno ou na primavera, trigo de primavera, sendo que a manipulacéo
genética resulta em aumento da produtividade, resisténcia ao ataque de patdgenos e
propriedades tecnoldgicas distintas (MATUS-CADIZ et al., 2003).

No Brasil, o trigo introduzido pelos colonizadores europeus, mostrou dificuldades
de adaptacdo, que limitavam a estabilidade e a confiabilidade dos rendimentos. Com a
introducdo dos programas de melhoramento genético, foi possivel superar essas limitacGes,

seja pela selecdo de variedades genéticas superiores, ou por praticas culturais mais adequadas
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que modificam o ambiente para melhor adequacdo da planta, de forma a garantir sua alta
produtividade (SOUZA et al., 2004).

A incidéncia de F. graminearum em grdos de trigo altera a composi¢do do grao,
aumentando em geral, o nivel de carboidratos soliveis em agua, assim como a quantidade de
acidos graxos livres, decorrente da acdo das enzimas exocelulares produzidas pelo micro-
organismo. O crescimento de micélio de F. graminearum impede o transporte de nutrientes
para 0 endosperma em desenvolvimento e reduz significativamente a produtividade,
resultando na diminuicdo do nimero e na reducdo da massa total de grdos. Além disso, a
contaminacéo fungica aumenta a degradacdo de amido devido a presenca de enzimas como a
a-amilase (MCMULLEN; JONES; GALLENBERG, 1997).

Vaérios trabalhos demonstraram que a principal espécie fungica encontrada em
trigo foi o Fusarium graminearum, que produziu maiores quantidades da micotoxina
deoxinivalenol (DON) (BADIALE-FURLONG et al.,, 1995; BLANDINO et al.,, 2012;
FERNANDEZ-PINTO et al., 2008; PAGNUSSATT et al., 2014; SCARPINO et al., 2015).
Como forma de atenuar ou até mesmo eliminar esse tipo de contaminagdo, busca-se a
utilizacdo de defensivos agricolas que ajam diretamente no contaminante e preservem as
caracteristicas originais da planta. Contudo, considerando o transporte de indculo entre os
diferentes locais (Figura 1) muitas vezes o manejo de residuos na propriedade pode ndo ser

suficiente para o controle efetivo da incidéncia fangica.

Figura 1 - Ciclo da doenca causada por Fusarium graminearum no trigo.
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Além da aplicacdo de defensivos, também se buscam alternativas na forma de
cultivo dos cereais. O preparo do solo, denominado aracéo, revolve a terra com o objetivo de
descompacta-la e viabilizar o melhor desenvolvimento das raizes da planta. Esta técnica reduz
mais de 90% a quantidade de residuos de colheitas anteriores, tanto na superficie quanto nos
primeiros 10 cm do solo. Isto se torna interessante tendo em vista que estudos demonstram a
existéncia de uma correlagdo positiva entre a contaminagdo por DON e a quantidade total de
residuos de culturas anteriores no solo (MAIORANO et al., 2008). O cultivo minimo, situado
entre o sistema de cultivo convencional e o sistema de plantio direto, consiste em um preparo
minimo do solo com a finalidade de menor revolvimento e compactacdo, favorecendo a
manutencdo das caracteristicas do solo e protegendo-o de possiveis erosdes. No entanto, a
biomassa microbiana aumenta na superficie e nos primeiros 10 cm do solo, além dos residuos
presentes manterem a agua na superficie do solo, favorecendo a liberacdo dos esporos de
Fusarium spp. (CHAMPEIL; DORE; FOURBET, 2004; HORBERG, 2002). Outro aspecto
desta demanda por processos alternativos é que residuos de fungicidas permanecem no solo

contribuindo para a selecdo de espécies resistentes ou toxigénicas.

3.1.2 Milho

O milho é uma monocotiled6nea de distribuicdo mundial pertencente & familia das
gramineas (Poaceae), tribo Maydeae, género Zea, cientificamente denominado de Zea mays
L. (FANCELLLI, 1983). Classificado entre os cereais de extrema importancia na alimentacédo
humana e animal, apresenta alta eficiéncia na producdo de alimentos com qualidade
nutricional, justificando a sua introdugdo como ingrediente nos mais diversos produtos
derivados. A tribo Maydeae compreende sete géneros, sendo cinco asiaticos e dois
americanos, onde Zea mays pertence ao ultimo grupo. Este por sua vez se subdivide em cinco
grupos, denominados de amilaceo, dentado, duro, pipoca e doce (MANGELSDORF, 1974).

Segundo o levantamento do USDA (United States Detartment of Agriculture) para
a safra mundial de milho 2016/17, o Brasil estd na terceira colocacdo entre 0s paises
produtores deste cereal (86,5 milhdes de toneladas), ficando atras apenas dos Estados Unidos
(384,8 milhdes de toneladas) e China (219,6 milhdes de toneladas). Quanto ao consumo, 0
Brasil ocupa o 4° lugar, com 58,5 milhdes de toneladas, sendo que a diferenga entre producéo
e consumo é destinada para exportacéo.

As propriedades nutritivas deste grdo decorrem de sua composicdo (em base seca)

rica em carboidratos (71,7%), proteinas (9,5%) e lipidios (4,3%), que conferem também
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qualidade tecnoldgica diversificada a esta matéria-prima. Aliadas a presenca de
micronutrientes, as proteinas de consideravel valor nutricional justificam a aplicacdo como
principal ingrediente nas racfes animais, além de contribuicdo a culinaria (MUNKVOLD;
DESJARDINS, 1997). Contudo, essa versatilidade no uso também o torna um substrato
adequado a micro-organismos indesejaveis, capaz de gerar riscos oriundos de metabdlitos
secundarios e toxicos produzidos pelos fungos da microbiota cereal.

As propriedades intrinsecas do milho associam-se a fatores bioldgicos de ataques
fitopatogénicos e/ou de deterioracdo, com destaque especial a fungos micotoxigénicos. Além
de espécies dos géneros Aspergillus, Penicillium, Alternaria e Trichoderma, as mais
frequentes e alvo de atencdo na microbiota do milho séo F. verticillioides, F. graminearum, F.
proliferatuim, F. oxyporum e F. subglutinans (BLANDINO et al., 2008; MUNKVOLD, 2003;
NISHIMWE et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017).

O ciclo de incidéncia por Fusarium é complexo, associado com todas as fases do
desenvolvimento da planta. A fusariose parece iniciar com a permanéncia de fungo nos
residuos de colheitas anteriores, capazes de prolongar a sobrevivéncia de hifas e contaminar
as sementes, seguida de disseminacdo sisttmica ao colmo e espiga. Outro mecanismo de
contaminacdo decorre do desenvolvimento de esporos durante a germinacdo, seguida de
disseminacdo total. Também a contaminagdo pode ser decorrente da disseminacdo de macro e
microconidios pelo ar ou chuva, atingindo diretamente o tecido vegetal, principalmente no
estigma. A transmissdo por insetos integra o fator vetor com injuria a planta, estabelecendo
local adequado para a instalacdo/germinacdo de conidios disseminados pelo ar ou chuva
(Figura 2) (REYNERI, 2006).

O desenvolvimento da planta de milho é dividido em estadios vegetativos e
reprodutivos. O florescimento é o primeiro estadio reprodutivo da planta, onde ocorre a
polinizacdo, sendo que um grdo de pdlen capturado leva cerca de 24 h para descer o estilo-
estigma até o oOvulo, local onde ocorre a fertilizacdo e a formacdo do grdo. O estresse
ambiental neste periodo causa falhas na polinizacdo e na formacgédo do gréo, o que resultard em
espigas defeituosas, principalmente com a ponta chocha. Apos o florescimento e o inicio da
maturacdo dos graos ha combinacgdo de reducdo na fotossintese e desbalanco na distribuicdo
de aclcares em favor dos grdos. Estes acontecimentos, associados a estresses poOs-
florescimento, podem favorecer o desenvolvimento de fungos que causam as podridées no
colmo. No estadio de gréo leitoso (10 a 14 dias ap6s o florescimento) grande parte do gréo ja

cresceu para fora dos materiais circundantes do sabugo e o sabugo estd proximo de seu
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tamanho total ou j& o atingiu. Os estilos-estigmas, tendo completado sua funcdo de
florescimento, escurecem e comegam a secar. O amido se acumula no endosperma aquoso e
0s gréos passam por periodo de rapido e constante acumulo de matéria seca ou de enchimento
de grdos. Eles apresentam agora cerca de 85% de umidade que diminuird gradualmente até a
colheita (RITCHIE; HANWAY; BENSON, 1993).

Figura 2 - Ciclo da fusariose em milho com diferentes vias de infec¢éo, destacando-se a
infeccdo pelos gréos, estigma e injuria por insetos.
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Fonte: MUNKVOLD; DESJARDINS (1997).

Os graos de milho séo colonizados por uma ampla variedade de fungos pré e pos-
colheita, sendo particularmente susceptiveis a colonizacdo fangica ap0s ocorrer a emergéncia
do tecido (MILLER et al., 1995). O uso de fungicidas nem sempre é rentavel para a cultura do
milho, pois depende do potencial de rendimento dos gréos, da susceptibilidade as doencas do
hibrido em estudo e da severidade da doenca foliar durante todo o periodo de crescimento,
além dos pregos do milho no mercado e da aplicacéo do fungicida (BLANDINO et al., 2012).
A acdo fungicida pode influenciar diferentes espécies fungicas, por exemplo, Pirgozliev et al.
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(2003) comprovam que a utilizagdo de alguns principios ativos comerciais pode aumentar a
contaminacdo com espécies toxigénicas de Fusarium, e reduzir a contaminacdo de espécies

nédo toxigénicas.

3.2 COMPLEXO DO GENERO Fusarium

Fungos patogénicos sempre tiveram sua importancia relacionada aos danos
causados a produtividade de commodities agricolas e as doencas em animais. No entanto, o
maior interesse cientifico pelo carater toxigénico dos fungos teve inicio a partir da segunda
metade do século XX, com a demonstragdo de que metabolitos secundarios de fungos
induzem cancer e doencas hepaticas em animais. Dentre os géneros de fungos que mais
afetam a producdo agricola e a saude animal, destaca-se o género Fusarium, fungo
cosmopolita capaz de produzir em cereais uma ampla gama de metabdlitos secundarios
toxicos, encontrados frequentemente em racdes e alimentos. Entre 0os metabdlitos produzidos
por Fusarium destaca-se, além de zearalenona e fumonisinas, a classe de tricotecenos que sao
compostos sintetizados por F. graminearum, responsaveis por micotoxicoses que acometem
humanos e animais numa escala global (BRYDEN, 2007).

O género Fusarium é classificado como um fungo imperfeito, caracterizado por
um micélio hialino, ramificado e tabicado, com esporéforos em forma de fidlides e conidios
de forma e tamanho variavel. Apresenta macroconideas fusiformes, com varios septos (LEAL
et al., 2005) (Figura 3). A faixa de pH para o seu crescimento pode variar de 2 a 8. Por serem
aerobios, qualquer modificacdo na atmosfera podera influenciar a producdo de toxina.
Condicg0es de atmosfera reduzida de oxigénio retardam o crescimento do fungo e pode chegar
a inibir completamente o seu desenvolvimento. A temperatura 6tima para o crescimento
geralmente é de 20 a 30 °C.

O complexo F. graminearum é compostos por distintas linhagens/espécies
filogenéticas, a morfologia por si s6 ndo é capaz de distinguir estas diferentes espécies, sendo
necessaria a utilizacdo de ferramentas de diagndstico molecular (KONIETZNY; GREINER,
2003). Este complexo possui até hoje 16 linhagens e 15 espécies, tais como: F. graminearum,
F. asiaticum, F. meridionale, F. cortaderiae, F. austroamearicanu (AOKI et al., 2012). Da
mesma forma, o complexo F. fujikuroi possui 50 linhagens e 36 espécies, dentre as quais
estdo as espécies F. fujikuroi e F. proliferatum (KVAS et al., 2009). Nota-se que em ambos 0s

complexos, existe uma espécie identificada com o nome do préprio complexo.
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Figura 3 - Estruturas reprodutivas do género Fusarium.
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Fonte: LESLIE; SUMMERELL (2006).

Os fungos toxigénicos raramente ocorrem s0s em alimentos naturais, eles
coexistem com outros fungos e bactérias (DOYLE, 1997). As espécies de Fusarium, que sao
conhecidas como fitopatdgenos, sdo saprofitas do solo com distribuicdo mundial. O registro
de incidéncia de infeccbes humanas por Fusarium tem aumentado na medicina
contemporanea. O Fusarium spp., destaca-se ndo s6 pela sua agressividade, mas por levar ao
Obito a maioria dos pacientes com infeccdo disseminada. As lesfes provocadas por Fusarium
nos seres humanos podem ser locais ou sistémicas, as primeiras ocorrem principalmente em
decorréncia de lesdes traumaticas ou infeccdes secundarias a queimaduras (HENNEQUIN et
al., 1999).

No campo, a infecgdo por Fusarium recebe o nome de giberela, sendo uma doenca
extremamente dependente das condi¢cbes ambientais, principalmente chuvas prolongadas e
alta umidade do ar por ocasido da floracdo e o desenvolvimento dos grdos na espiga. Esta
doenca & desencadeada pela adesdo de esporos dispersos no ar nas espiguetas, 0s quais
germinam e entram na planta através de aberturas naturais na base da lema e da pélea, ou
pelos tecidos degenerados da antera (PRITSCH et al., 2000). No inicio da infeccdo, o fungo
cresce intercelularmente sem sintomas aparentes (JANSEN et al., 2005). A partir do ponto de
infeccdo, o fungo cresce radialmente, necrosando o tecido colonizado e expressando o
sintoma tipico da doenca, a descoloracdo das espiguetas infectadas.

Por se tratar de um ascomiceto, geralmente é encontrado na fase hapldide durante

grande parte do ciclo, persistindo e se multiplicando como sapréfito em residuos culturais de
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cereais e palhada de milho (MCMULLEN et al., 1997). Desta forma, é capaz de produzir
esporos assexuais (macroconidios), que sdo disseminados pela a¢do da chuva e do vento. Sob
condigdes Otimas de umidade e molhamento, o desenvolvimento da fase sexual se deve pela
formacdo de hifas dicariéticas (binucleadas) capazes de formar corpos de frutificacdo
conhecidos como peritécios. Estes ddo origem as ascas, que abrigam e liberam os esporos
sexuais do fungo, os ascosporos, que sdo carreados pela acdo do vento através da turbuléncia
atmosférica e podem alcancar longas distancias da fonte de origem (ASTOLFI, 2010).

O desenvolvimento sexual é parte critica no estabelecimento da doenca (TRAIL,
2009). No campo, os ascésporos sdo considerados o indculo primario da doenga, que devido
ao curto periodo de vulnerabilidade a infeccdo, € considerada monociclica. As fontes de
inoculo local e regional em abundéncia nos residuos vegetais devido a ampla ado¢do de
praticas conservacionistas e a falta de resisténcia nas cultivares comerciais sdo fatores que
incrementam o risco da doenca (DEL PONTE et al., 2004). Apds a infeccdo, o fungo possui a
capacidade de expressar genes ligados a sintese de toxinas, principalmente aqueles envolvidos
na biossintese de desoxinivalenol (DON), um fator de viruléncia que causa necrose nos
tecidos adjacentes a infeccdo e permite a evolucdo do fungo pela raquis, colonizando as
espiguetas vizinhas (DESJARDINS; HOHN; MCCORMICK, 1993). A colonizagdo de F.
graminearum em graos é acompanhada da acumulacdo de DON e esta relacdo esta elucidada
na interacdo com trigo (TRAIL, 2009).

3.2.1 Tricotecenos

A principal classe de micotoxinas produzidas por Fusarium graminearum é
representada por tricotecenos, metabdlitos secundarios que atuam como potentes inibidores da
sintese protéica em eucariotos, resultando em sérias toxicoses em humanos e animais. Os
tricotecenos possuem uma estrutura basica sesquiterpendide e podem ser divididos em classes
do tipo A, B, C e D, dependendo da presenca ou auséncia de grupos funcionais caracteristicos.
Os principais tricotecenos sintetizados por F. graminearum pertencem ao tipo B, que contém
um ceto-grupo na posicdo C8 do anel sesquiterpendide (SNIJDERS, 1990). Dentre estes,
destacam-se as toxinas DON, que pode ainda possuir um derivado acetil-éster na posicao 15
do oxigénio (15-ADON) e um na posigdo 3 do oxigénio (3-ADON), e Nivalenol (NIV), um
derivado oxigenado C-4 de DON (Figura 4).
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Figura 4 - Estrutura basica dos tricotecenos.
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Os tricotecenos sédo formados a partir de uma molécula sesquiterpendide (15
carbonos) denominada farnesil-pirofosfato. A biossintese de tricotecenos decorre desta
molécula por intermediario de tricodieno, considerado o precursor desta familia. A sintese de
tricotecenos compreende a ciclizacdo do anel sesquiterpeno catalizada pela enzima tricodieno
sintase, seguida de oito oxigenacOes e quatro esterificacdes. A sequéncia de oxigenacoes,
isomerizacgdes, ciclizacbes e esterificacbes levam a molécula bésica tricodieno a formar
complexas estruturas de tricotecenos tais como diacetoxiscirpenol (DAS), toxina T-2,
desoxinivalenol e nivalenol (GOSWAMI; KISTLER, 2004).

A producéo de tricotecenos e zearalenona é provavelmente a consequéncia mais
negativa associada a contaminacdo de trigo por Fusarium. Sdo muito conhecidos os efeitos
deletérios de F. graminearum nos graos de trigo, destacando o efeito de DON no refinamento
da farinha, onde sua presenca esta associada a reducao da proporcdo de gluteninas resultando
na perda da qualidade de panificacdo (DALCERO et al., 1997).

Além disso, DON e NIV podem ocorrer concomitantemente em algumas regides
de producdo de cereais, com valores acima dos aceitdveis. Quanto as implicacdes
toxicoldgicas, as espécies animais como suinos e aves apresentaram comprovada
sensibilidade aos tricotecenos. Em humanos também ha evidéncias de danos ocasionados por

eles. A contaminacdo com estas toxinas promove sintomas que diferem entre as espécies
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animais afetadas, entre os niveis de contaminacdo e as vias de exposi¢cdo (BRYDEN, 2007;
SNIJDERS, 1990; WOLF-HALL, 2007).

Em experimentos com baixa dosagem de tricotecenos foi possivel reproduzir
sintomas caracteristicos de toxicoses em animais que ingeriram grdos contaminados. Foram
observados imunossupressdo, anemia, hemorragia e recusa alimentar em suinos e aves (WU,
2007). Além disso, estudos de nutricdo animal sugeriram que os tricotecenos possuem carater
teratogénico, mas nédo carcinogénico (BOTTALICO, 1998).

O DON ¢é também conhecido como vomitoxina, responsavel por sintomas como
recusa alimentar, diarréia, vémito, hemorragia e dermatite de contato em animais. Em
humanos, o decrescimo na taxa de leucdcitos, nausea, vomito, anorexia e convulsdes estdo

relacionados a contaminagdes por F. graminearum (BRYDEN, 2007; EHLING et al., 1998).

3.2.2 Fumonisinas

As espécies produtoras de fumonisinas incluem F. anthophilum, F. dlamini, F.
napiforme, F. nygami, F. moniforme e F. proliferatum. As duas Ultimas sdo produtoras de
grandes quantidades de fumonisinas, sendo o F. moniliforme a primeira espécie associada
com essas micotoxinas (DIAZ; BOERMANS, 1994) e, pela sua frequéncia de ocorréncia, é a
espécie mais estudada dentre as produtoras (BLANDINO et al., 2012). Como no caso dos
demais fungos toxigénicos os fatores ambientais no campo, durante o transporte e
armazenamento afetam a multiplicacdo e a producdo de um ou mais tipos de fumonisinas
(GAMANYA; SIBANDA, 2001).

Dezoito diferentes tipos de fumonisinas ja foram isolados e identificados diferindo
guanto aos grupos hidroxil (Figura 5), porém a forma molecular predominante e mais toxica
produzida pelo F. moniliforme é a fumonisina B; (FB;) (SEO; LEE, 1999).

A estrutura basica, bem como seus substituintes, ndo conferem as fumonisinas a
capacidade de interacdo com a radiacdo eletromagnética absorvendo ou fluorescendo sem
prévia derivacdo para quantificacdo por estas técnicas. A FB; e a FB;, apresentam
fluorescéncia verde amarelada apds sua derivacdo (DIAZ; BOERMANS, 1994; SHEPARD,
1998).

A estrutura quimica da FB;, um diester de &cido tricarbalilico e alcool polihidrico,
é a mais toxica micotoxina dentre as demais, que ndo apresentam estruturas ciclicas ou anéis

de dificil metabolizacdo e excrecdo pelo organismo contaminado. Todas as fumonisinas sdo
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estaveis ao calor, como muitas outras micotoxinas, mas quanto a polaridade séo sollveis em
agua e acetonitrila e insoltveis em solventes organicos (ALBERTS, et al. 1990; POZZI et al.,
2002).

Figura 5 - Estrutura quimica das principais fumonisinas.

CO2H
0 :( QCO;}H
WS
0 9 R, OH
“‘i §C02H
COgH
Fumonisina R, R, R,
B OH OH H
B, H OH H
Bs OH H H
Ba H H H
A OH OH CH,CO
A, H OH CH,CO

Fonte: CAS (2017).

A ocorréncia de fumonisinas em alimentos tem sido relacionada a doengas em
animais e possivel relacdo com doencas em humanos, como o cancer de es6fago em regides
onde ha grande consumo de milho e derivados, como a Africa do Sul e China (LI et al., 2015;
UDOMKUN et al., 2017). Em ratos contaminados foram observados casos de cancer hepatico
(CETIN; BULLERMAN, 2005) em equinos a FB; é responsavel pela ocorréncia de
leucoencefalomalécia (LEM), uma sindrome que atinge o sistema nervoso central dos cavalos
e leva a liquefacdo da substancia branca do cérebro (KIM; SCOTT; LAU, 2003). Em suinos a
ingestdo de FB; pode causar edema pulmonar e hidrotérax (DILKIN et al., 2003). Além disso,
estudos tém demonstrado que a exposicdo a FB; resulta em nefrotoxicidade e

hepatotoxicidade em todas as espécies animais estudadas (ratos, camundongos, coelhos,
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eqliinos, suinos e macacos), aliadas a hipercolesterolemia em determinadas espécies (suinos e
macacos) (ABDELLATEF; KHALIL, 2016).

A absorcdo das fumonisinas no tubo digestivo € rara, s@o rapidamente eliminadas
e retidas, principalmente no figado e nos rins (FAO/WHO, 2001). O modo de agdo destas
micotoxinas estd relacionado com a sua interferéncia no metabolismo da esfingosina —
esfinganina (So/Sa), prejudicando assim o metabolismo dos esfingolipideos, responsaveis
pela regulacdo celular e controle de proteinas membranares, regulando o crescimento,
diferenciacdo e morte das células (CIRILLO et al., 2003; HEIDTMANN-BEMVENUTI et al.,
2011; TURNER; NIKIEMA; WILD, 1999).

3.2.3 Legislacdo

Dentre as micotoxinas pertencentes ao grupo de tricotecenos, as legislacdes
vigentes no Brasil e na Unido Europeia delimitam limites méaximos toleraveis apenas para o
deoxinivalenol e o grupo de fumonisinas é representado pela soma dos teores de fumonisinas

B e B,. Na Tabela 1 estdo os limites legislados resumidos para alguns grupos de alimentos.

Tabela 1 - Limites maximos toleraveis de deoxinivalenol e fumonisinas B, e B, em diferentes
alimentos no Brasil e na Unido Europeia.

Deoxinivalenol Fumonisina B; + B,
Limite maximo Limite maximo
toleravel (ug kg™ toleravel (ug kg™
Alimento olerdvel (g ko) Alimento olerdvel (g k0)
ANVISA ANVISA UE ANVISA UE
(2017) (2019)  (2007) (2017)  (2007)
Trigo e milho em grdos 3000 3000 1750 Milho em gréo 5000 4000
Trigo integral e para quibe, ) ]
) Farinha de milho, creme de
farelo de trigo, farelo de arroz 1250 1000 750 ] ) B 1500 1000
milho, fub4, flocos, canjica
e gréo de cevada
Farinha de trigo, massas, ] )
o Amido de milho e produtos a
crackers, biscoitos dgua e sal e 1000 750 500 ) 1000 800
- base de milho
produtos de panificacdo
) Alimentos a base de milho
Alimentos a base de cereal )
) ) ) - - 200 destinados ao consumo - 200
destinados ao consumo infantil ) )
infantil

Fonte: BRASIL (2017); UE (2007).
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No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) propde a
reducdo dos niveis permitidos de deoxinivalenol em dois grupos de alimentos no ano de 2019,
contudo, esses limites ainda s@o superiores aos legislados desde 2007 na Unido Europeia,
demonstrando que estudos que envolvam a ocorréncia dessas micotoxinas em alimentos, bem
como formas de evitar esse tipo de contaminacdo, sdo necessarios para fundamentar a

elaboracdo de legislagfes mais rigorosas e assim reduzir o risco de exposi¢cdo em humanos.

3.3 MICROALGAS

As microalgas compdem um grupo heterogéneo de organismos unicelulares e
microscopicos, que apresentam clorofila e outros pigmentos utilizados na fotossintese
(OLAIZOLA, 2003). Acredita-se que tenham surgido ha mais de 3 milhdes de anos e
formaram a atual biosfera, e desde entdo a regulam no planeta retirando CO; e produzindo O,
(BORGES et al. 2007). Seu cultivo pode ser uma alternativa para minimizar o aumento do
efeito estufa, seja pela captacdo do CO, atmosférico durante seu crescimento ou pela possivel
producdo de biocombustiveis renovaveis (CHISTI, 2007). Podem ser cultivadas em ambientes
inadequados para outros seres vivos, tais como lagos salinos adjacentes a desertos. Elas
possuem bom potencial de aproveitamento como fonte de alimento e diversos compostos
quimicos de interesse (MAADANE et al., 2015; MILLAO; UQUICHE, 2016).

Estes micro-organismos tém papel vital na ecologia do planeta, sendo
responsaveis por 45% da produtividade global e sdo a base da cadeia alimentar aquética.
Aléem disso, podem ser utilizadas nas industrias farmacéutica e alimentar, como fonte
suplementar de &cidos graxos, proteinas, carboidratos, pigmentos e vitaminas. Na aquicultura
sdo utilizadas para a manutencéo da qualidade da agua e como fonte alimentar complementar
(BROWN, 2002). As microalgas sdo também empregadas ha algum tempo no tratamento de
efluentes domésticos e industriais (VILCHEZ; LOBATO, 1997), 0 que as torna promissoras

como fonte de compostos antimicrobianos.
3.3.1 Nannochloropsis sp.
Microalgas do género Nannochloropsis sdo amplamente distribuidas nos oceanos

e apresentam elevado potencial de absorver CO, que resultam na sua alta produtividade e

conteddo lipidico (BORGES, 2005). Elas também se destacam por serem produtoras de um
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importante 4cido graxo poliinsaturado essencial, o 4&cido eicopentandico (EPA)
(LOURENCO, 2006; ZOU et al., 2000).

Esta microalga predominantemente planctdnica pertence a divisdo Ochrophyta, da
classe Eustigmatophyceae, que compreende oito géneros e quinze espécies, todas unicelulares
cocotides ou coloniais, com distribuicdo na agua doce, no solo Umido e no mar. A espécie
possui células esféricas ou ovdides com didmetro médio de 2 a 4 um e ndo séo flageladas. A
sua parede celular é rigida e composta de polissacarideos; a estrutura quimica do seu produto
de reserva ndo é conhecida, mas sabe-se que ndo se trata do amido. Somente a reproducéo
assexuada ja foi constatada nessa classe e ndo sdo conhecidos efeitos nocivos das espécies do
género Eustigmatophyceae na natureza. Por sua facilidade de cultivo, tamanho pequeno,
velocidade de crescimento e alto teor de acidos graxos poliinsaturados essas microalgas sdo
bastante utilizadas na aquicultura, como alimentos para rotiferos e para criar efeito verde em
tanques de larvas (ZITTELLI; RODOLFI; TREDICI, 2004).

Segundo a literatura, a composi¢do tipica de microalgas do género
Nannochloropsis, em relacdo ao peso seco de biomassa, apresenta 7,8 — 11,0% de
carboidratos; 21,3 — 35,0% de proteinas e 16,2 — 29,7% de lipidios (BORGES, 2005;
CAMPOS; BARBARINO; LOURENCO, 2010; LOURENCO, 2006).

Campos, Barbarino e Lourenco (2010) determinaram a composi¢do quimica de
diferentes espécies de microalgas, incluindo a N. oculata, obtendo 0,90 e 0,30 pg mL™" de
clorofila a ¢ carotenoides, respectivamente. Quanto ao perfil de acidos graxos, esta microalga
apresentou 34,6% de saturados, 35,3% de monoinsaturados e 26,8% de poliinsaturados.
Baixas taxas de crescimento da espécie sdo atribuidas ao excesso de nutrientes no meio de
cultivo. Quanto a especiagdo dos aminoacidos constituintes, o0 mais abundante é o acido
glutdmico (14,9%), seguido do acido aspartico (11,7%) e da leucina (8,4%)

Custddio et al. (2012) avaliaram a atividade antioxidante de diferentes microalgas,
onde o conteudo de fendis totais presente em extrato metandlico da microalga N. oculata
apresentou concentracdo igual a 4,1 mg g™, expresso em teor de 4cido galico na biomassa
seca. Os autores verificaram a inibicdo do radical livre DPPH utilizando extratos em metanol
e hexano, em diferentes concentracfes, chegando aos seguintes percentuais de inibicao: 12,2;
35,2 e 59,4% para os extratos em metanol nas concentracGes de 1; 5 e 10 mg mL™?,
respectivamente; e 5,2; 12,2 e 70,3% para 0s extratos em hexano nas concentragdes de 1; 5 e
10 mg mL™, respectivamente. Estes resultados indicaram que os compostos antioxidantes da

microalga apresentam polaridades diferentes. Nos extratos polares (metanol), a atividade
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antioxidante pode ser devido a presenca de compostos fendlicos, de acordo com o que ja foi
observado por Hajimahmoodi et al. (2010). No entanto, nos extratos ndo-polares (hexano), a
inibicdo detectada ndo pode ser atribuida a presenca de compostos fenolicos, o que difere
grandemente de outras espécies de plantas, como frutas, vegetais e plantas medicinais (LI et
al., 2007).

3.3.2  Spirulina sp.

O género bacteriano Spirulina pertence a familia Cyanobacterium, filamentosa,
formada por células dispostas ao longo de um filamento em espiral com até 1,0 mm de
comprimento. Assim como as plantas verdes superiores, seu metabolismo principal é a
fotossintese, onde a fonte de energia € a luz solar. Estas bactérias sdo descendentes dos
primeiros seres fotossintetizantes e apresentam os maiores indices de producdo de biomassa
dentre as espécies do planeta. Quando comparadas aos vegetais superiores € aos animais,
como fonte de produtos e nutrientes para a qualidade de vida do homem, estes levam grande
vantagem devido a rapidez com que se reproduzem e facilidade de cultivo em zonas nao
apropriadas para a agricultura (AMBROSI et al., 2008).

O componente em maior concentragcdo na biomassa da Spirulina é a proteina,
variando entre 64 e 74%. As proteinas que possuem maior potencial econémico sdo as
biliproteinas, sendo que a Spirulina possui duas biliproteinas: c-ficocianina e aloficocianina, a
fracdo protéica pode conter mais de 20% de ficocianina, um pigmento azul soltvel em agua.
Lipidios e carboidratos variam entre 6 a 13% e 12 a 20%, respectivamente. A composi¢ao de
pigmentos da Spirulina é tipica de uma cianobactéria, a Unica clorofila presente é a clorofila
0, que tem seu peso variando entre 0,8 e 1,5% do peso seco. E considerada excelente fonte de
pré-vitamina A (B-caroteno) e de ferro biodisponivel, além de outros minerais, compostos
fendlicos, ficocianina, &cido gama linoléico e outros acidos graxos essenciais (BELAY, 2002;
VON-DER; DILLON, 2000).

A presenca destes compostos na Spirulina norteou a sua utilizacdo como alimento
pelo homem, tendo em vista sua elevada qualidade e quantidade protéica, aminoacidos
essenciais, minerais, acidos graxos poliinsaturados e vitaminas. Além de possuir grande
quantidade de compostos fendlicos (acidos caféico, clorogénico, salicilico, sinéptico e trans-
cindmico), tocoferol e pigmentos como carotenoides, ficocianina e clorofila (AMBROSI et
al., 2008).
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Ela é considerada um micro-organismo GRAS (“Generaly Recognized as Safe”),
que ndo apresenta toxicidade e, portanto, permitida como suplemento alimentar pela “Food
and Drug Administration” (FDA). Também esta sendo utilizada no desenvolvimento de
alimentos funcionais por apresentar efeitos de promocdo a salde, como diminuicdo da
hiperlipidemia, diminuicdo da pressdo arterial, protecdo a danos renais, promocdo do
crescimento de Lactobacillus e Bifidobacterium na microbiota intestinal, diminuicdo dos
niveis séricos de glicose, aumento da fertilidade e da resposta anti-mutagénica e anti-tumoral
(BELAY, 2002; COLLA, BADIALE-FURLONG e COSTA, 2007; PARISI et al., 2009).

A ingestdo de Spirulina tem mostrado efeito preventivo contra os danos na
formagdo Ossea e no estresse oxidativo induzido. Além disso, tem sido demonstrado seus
efeitos protetores contra o estresse oxidativo induzido pelo acetato de chumbo no figado e rins
de ratos. A alimentacdo a base de Spirulina platensis também reduz a hepatotoxicidade
induzida pelo cadmio em ratos e o efeito é sugerido para ser mediado através de suas
propriedades antioxidantes. Spirulina também é conhecida por ter efeitos protetores contra a
nefrotoxicidade devido ao dano oxidativo induzido por gentamicina (KARADENIZ;
CEMEK; SIMSEK, 2009).

3.4 FUNGICIDAS E ANTIFUNGICOS NATURAIS

Os agentes fungistaticos (que inibem a multiplicacdo de fungos) e os fungicidas
(eliminam os fungos) se diferenciam na magnitude da taxa de mortalidade, ou seja, na
velocidade de destruicdo dos micro-organismos. Agentes antifingicos de baixa toxicidade
podem ser utilizados no controle do crescimento fungico e formagdo de micotoxinas, séo eles
os acidos organicos (acetatos, propianatos, sorbatos e benzoatos para alimentos), antibioticos
(natamicina para queijo), ervas, especiarias, 6leos essenciais, antioxidantes e metilxantinas
(FONSECA,; PICCOLLI, 2006).

Pesquisas tém buscado compostos com atividade antioxidante provenientes de
fontes naturais, que possam atuar isoladas ou sinergicamente com outros aditivos, pois
funcionam como alternativa para prevenir a deterioracdo oxidativa de alimentos e limitam o
uso dos antioxidantes sintéticos e agentes conservadores. As frutas, hortalicas, grdos e
especiarias, além de plantas medicinais, sdo as fontes convencionais de compostos
antioxidantes (OLIVEIRA et al., 2007; SAURA-CALIXTO; GONI, 2006).
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Shanab et al. (2012) avaliaram a atividade antioxidante e anticancer de extratos
aquosos de nove espécies de microalgas (Anabaena flous-aquae, Anabaena oryzae, Nostoc
humifusum, Nostoc muscorum, Oscillatoria sp., Spirulina platensis, Phormedium fragile,
Wollea saccata e Chlorella vulgaris). A atividade antioxidante dos extratos de algas foi
realizada através do DPPH e ABTS, resultando em 30,1-72,4% e 32,0-75,9% de inibicdo,
respectivamente.

Farvin e Jacobsen (2013) avaliaram os compostos fendlicos e a atividade
antioxidante de 16 espécies de algas coletadas ao longo das costas dinamarquesas e estudaram
a inibicdo da peroxidacéo lipidica em sistema de modelo lipossomal. Em geral, os ensaios
antioxidantes correlacionaram-se com o conteldo fendlico total, o que indicou que 0s
polifendis sdo componentes ativos nesses extratos. No entanto, em alguns dos ensaios
antioxidantes algumas espécies com baixo contetdo fendlico total também apresentaram bons
efeitos antioxidantes, indicando que alguns outros compostos ativos foram co-extraidos, tais
como pigmentos e tocoferdis em extratos etandlicos e polissacarideos sulfatados. As proteinas
ou o0s peptideos solUveis em extratos aquosos também podem contribuir para as propriedades
antioxidantes, porém esclarecimentos sao necessarios.

Além da atividade antioxidante, alguns destes compostos podem atuar como
antifungicos e inibidores da producdo de micotoxinas, tais como a aflatoxina, por atuarem na
regulacdo da peroxidacdo lipidica, inibindo a formacdo de perdxidos e consequente estresse
oxidativo que esta relacionado a biosintese de aflatoxinas (RASOOLI; ABYANEH, 2004;
SOUZA et al., 2011). Ha evidéncias cientificas que permitem associar essas propriedades
principalmente a seus compostos fendlicos (KAUR; KAPOOR, 2002; SOUZA, 2012).

O emprego de microalgas como fonte natural de antifungicos vem sendo estudado
por alguns autores, tais como:

Tantawy (2011), que estudou o potencial de inibicdo das cianobactérias Nostoc
muscorum, Spirulina platensis e Anabaena flos-aquae contra os fungos Fusarium oxysporum
e Rhizoctonia solani, ficando demonstrada a eficiéncia dos extratos das algas em inibir o
crescimento do didmetro micelial de fungos. Os melhores resultados foram obtidos com
Spirulina platensis, que apresentou até 51% de inibicdo do didmetro do halo de F.
Oxysporum.

Souza (2012), que avaliou o poder de inibi¢do de extratos fendlicos de Chlorella
sp. e S. platensis sobre a multiplicacdo fangica de Rhizopus oryzae e Aspergillus flavus, bem
como sua atividade antioxidante e a atividade antimicotoxinas, da Ultima, contra Aspergillus

flavus. O extrato fenolico de Spirulina platensis apresentou maior capacidade de inibir a
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formagdo da parede e da membrana celular, com inibi¢do média de 50% para ambos 0s
fungos estudados e inibicdo total da producdo de aflatoxina B; até o 10° dia cultivo do
Aspergillus flavus. Estes resultados mostraram que as a¢Oes antifingica e antimicotoxina
estdo naturalmente presente em alguns tecidos microbianos e que encontrar a forma de extrai-
los e aplica-los como conservantes de alimentos pode ser uma alternativa para a substituicdo
dos antifingicos e outros conservantes quimicos.

Pagnussatt (2013) estudou a atividade antifungica de compostos fendlicos
extraidos de Spirulina sp. LEB-18 na forma livre e encapsulada contra espécies filogenéticas
do complexo F. graminearum isoladas de cereais produzidos no RS. Os resultados mostraram
inibicdo superior a 90% no crescimento de isolados do complexo F. graminearum em
presenca de lipossomas contendo 8% de extrato fendlico (v/v). A producéo de glicosamina foi
reduzida de 11,5 mg g™ para 6,1 mg g™ no meio com lipossoma puro e o extrato fendlico
incorporado ao lipossoma, respectivamente, aumentando em 15 e 6 vezes a inibigdo da
producdo das micotoxinas NIV e 15-ADON. Ficou demonstrado que a técnica de
encapsulamento garantiu a manutencdo das propriedades dos compostos bioativos com
atividade antifangica e antimicotoxigénica superior ao extrato fendlico livre.

Christ-Ribeiro et al. (2016) aplicaram compostos fendlicos extraidos de Spirulina
LEB-18 como conservantes na formulacdo de massas de pizza, os extratos foram borrifados
nas pizzas na concentracdo de 1,2 mg g™ e mostraram efeito promissor frente ao conservante
quimico propionato quanto a contagem de bolores e leveduras até 10 dias apos a formulacao
das massas de pizza.

Estes exemplos demonstram diversas possibilidades para aplicar compostos
extraidos da biomassa de microalgas, apesar disso, ndo existem estudos quanto a agdo
antifingica das microalgas em campos experimentais de cereais, fato que norteou a

elaboracéo do presente trabalho.
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RESUMO

Este estudo teve como objetivos determinar o perfil de &cidos fendlicos nas biomassas de
Nannochloropsis sp. e Spirulina sp. e verificar sua capacidade de inibir enzimas e radicais
livres para inferir sobre o seu potencial. As biomassas foram caracterizadas quimicamente, o
perfil dos &cidos fenolicos presentes nos extratos de microalgas foram determinados por
HPLC-UV e a confirmacao da sua identidade foi realizada por LC-MS/MS. A capacidade de
inibir a atividade enzimatica foi verificada através do uso das enzimas peroxidase e a-amilase
e o poder antioxidante dos extratos foi determinado pela inibicdo dos radicais ABTS® e
DPPH. Foram formuladas misturas sintéticas com composicdo e concentracdo de acidos
fendlicos idéntica a encontrada nos extratos naturais. O conteudo fendlico dos extratos de
Spirulina sp. e Nannochloropsis sp. encontrado na fracdo metandlica foi 628 pg g™ e
641 pg g”, respectivamente. O extrato natural de Nannochloropsis sp. apresentou o maior
valor de inibicdo especifica para o ABTS (1,3% min™ pg™) e inibicdo da ativadade de
peroxidase (0,4% min™ ug™). Os extratos mostraram estabilidade, mantendo o DPPH inibido
por 180 min. A enzima a-amilase foi melhor inibida pelo extrato fenolico de Spirulina sp.
(0,07% min™ pg™). A analise multivariada confirmou o efeito sinérgico dos 4cidos fendlicos

presentes nos extratos naturais.

Palavras-chave: Nannochloropsis sp.. Spirulina sp.. Compostos fendlicos. LC-ESI-MS/MS.

Peroxidase. Amilase.
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1 INTRODUCAO

As microalgas sdo um dos sistemas bioldgicos mais eficientes que transformam a
energia solar em compostos organicos pela fotossintese. Acredita-se que tenham surgido ha
mais de 3 milhdes de anos e tenham contribuido ndo s6 para a formagdo da atual atmosfera
terrestre, mas também para a manutengdo do equilibrio da biosfera, removendo CO, e
produzindo O, (ROMANO et al., 2000). Estes micro-organismos, como fontes de produtos e
nutrientes indispensaveis a qualidade da vida humana, sdo mais vantajosos do que 0s vegetais
e animais superiores devido a sua rapida reproducdo, facil crescimento em &reas ndo
apropriadas para a agricultura e a possibilidade de se implementar producdo de varios
compostos de interesse comercial, como clorofila, vitaminas e compostos fenolicos, em
condigdes de crescimento controlado (BORGES et al., 2011; COLLA et al., 2007).

Estes micro-organismos podem ser cultivados em ambientes adversos, como lagos
de sal adjacentes aos desertos. Como resultado, as microalgas podem se tornar uma excelente
fonte de compostos, como os fenolicos, que conferem resisténcia celular contra danos
enddgenos e exogenos. Estes compostos sdo sintetizados no metabolismo secundario de
vegetais e micro-organismos cuja funcao principal consiste na defesa contra ataques de pestes,
além de danos fisicos e quimicos. A acdo de compostos fendlicos tem sido atribuida a sua
estrutura quimica, que tem um ou mais anéis aromaticos, substituidos por um ou mais grupos
hidroxilicos, Ihes permitindo reagir com os radicais livres e se manterem estaveis (QUIDEAU
etal., 2011).

Desta forma, ha algum tempo tem sido recomendada sua utilizagdo para o
tratamento e prevencdo de alguns tipos de cancer, doengas cardiovasculares e outros
distdrbios causados pelo estresse oxidativo (FERGUSON; HARRIS, 1999). Considerando
que a célula que apresenta estes compostos torna-se mais resistente aos ataques fungicos, foi
verificado que alguns deles atuam como inibidores de hidrolases e oxidorredutases, reduzindo
0 estresse oxidativo e como consequéncia podem impedir a manifestagdo do potencial
toxigénico dos fungos (BEMVENUTI, 2014; MENDES et al., 2015; PAGNUSSATT et al.,
2014).

Atualmente, hd uma ampla discussao sobre a aplicabilidade de fendlicos bioativos
e muitos autores propuseram acao bioldgica através do sistema intestinal, onde os polifenois
poderiam participar na modulacdo da microflora (EKBATAN et al., 2016; JIA; DUMONT,;
ORSAT, 2016; RASHIDINEJAD; BIRCH; EVERETT, 2016). Contudo, devido a varios
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fatores que levam ao desenvolvimento e dissemina¢do de radicais livres, dificilmente havera
um método capaz de representar a atividade antioxidante real de um composto ou sua familia
de maneira segura e precisa (QUIDEAU et al., 2011). Portanto, é importante usar mais de um
método para avaliar a capacidade antioxidante de uma fonte, a fim de inferir seu efeito
protetor.

A primeira observagéo de acidos fendlicos em cianobactérias e algas foi publicada
em 2009-2010, incluindo Spirulina spp. (BIERHALS et al., 2009; KLEJDUS et al., 2009;
ONOFREJOVA et al., 2010). A partir dai, extratos de Spirulina e outras microalgas foram
estudados em termos de seus efeitos protetores contra o estresse oxidativo. Além disso, foi
demonstrado que o perfil de acidos fendlicos afeta a capacidade antioxidante. Pagnussatt et al.
(2014) e Souza et al. (2011) também afirmaram que esses extratos sdo promissores
antifangicos agindo como inibidores de enzimas dos micro-organismos.

A microalga Nannochloropsis sp., que tem sido utilizada para a alimentagdo em
aquicultura e como fonte de &cidos graxos, € mais vantajosa do que outras microalgas
cultivadas, devido a quantidade de biomassa seca que gera (BANSKOTA et al.,, 2012;
CUSTODIO et al., 2012). Além disso, sua composicdo e suas propriedades sugerem que ela
constitui-se numa fonte de antioxidantes naturais, como resultado de sua capacidade de
sobreviver em condi¢cBes adversas. No entanto, este micro-organismo nao é avaliado
profundamente quanto a sua capacidade para produzir compostos antifungicos, sendo
importante explorar sobre esta propriedade que é sugerida pelo seu comportamento no
ambiente.

Desta forma, este estudo teve como objetivo determinar as fragdes fenolicas de
Spirulina sp. e Nannochloropsis sp., investigando a sua capacidade de inibicdo de enzimas e

radicais livres, para inferir sobre o potencial antifingico.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 CULTIVO E CARACTERIZACAO QUIMICA DAS BIOMASSAS DE MICROALGAS
A biomassa de Spirulina sp. (LEB-18) foi fornecida pelo Laboratorio de

Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), localizado em Rio

Grande, RS. Produzida em condicdes de agitacdo em tanques de fibra de vidro com &gua da
lagoa Mangueira (33° 30' 13" S e 53° 08' 59" O), suplementado com 20% (v/v) de meio
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Zarrouk. A biomassa da microalga foi separada por filtracdo ap0s atingir a concentragdo de
1gL* (MORAIS et al., 2009).

A biomassa de Nannochloropsis sp. (NANN-OCUL-1) foi cultivada no
Laboratério de Fitoplancton e Micro-organismos Marinhos da FURG, em meio f/2
(GUILLARD, 1975), salinidade 28 (Unidades Praticas de Salinidade), a 20 °C, 40 umol m™s™
e fotoperiodo 12 h claro / escuro (BORGES et al., 2011).

As biomassas das microalgas, coletadas e centrifugadas, foram secas em
secadores de bandejas a 50 °C durante 5h, moidas até 32 mesh, embaladas a vacuo e
armazenadas a 4°C até a realizacdo das determinagdes analiticas.

A caracterizacdo quimica das biomassas obedeceu a AOAC (2000). Os &cidos
graxos foram determinados através da esterificacao dos lipideos, mediante extracdo por Folch,
Lees e Sloane-Stanley (1957) e esterificacdo por Metcalfe e Schmitz (1966). Para separar e
identificar a mistura de &cidos graxos esterificados foi empregado cromatdgrafo a gas
(Shimadzu 2010 Plus), equipado com injetor split/splitless, coluna capilar RTX®-1
(30 m x 0,25 mmID x 0,25 pm) e detector por ionizagdo de chama (DIC). O gas de arraste foli
hélio em uma vazdo de 1,25 mL min™ e as temperaturas do injetor e do detector foram
ajustadas para 260 °C, sendo o volume injetado de 1 pL. As condi¢des cromatogréaficas de
separacdo foram temperatura inicial da coluna 50 °C, elevando-se para 200 °C, a taxa de
6 °C min™, permanecendo nesta temperatura por 4 min; na segunda rampa de temperatura a
taxa de aumento foi 2 °C min™ até 240 °C, permanecendo por 10 min. A comparag&o dos
tempos de retencdo com padrdes de esteres metilicos foi usada para identificacdo do perfil de

acidos graxos das amostras.

2.2 DETERMINACAO DO CONTEUDO FENOLICO NOS EXTRATOS DE
MICROALGAS

2.2.1 Extracao

Os compostos fendlicos soltuveis em metanol foram extraidos a partir de 6 g de
biomassa homogeneizada com 20 mL de metanol em shaker orbital (Tecnal, TE-141,
Erechim, Brazil) a 25 °C por 60 min a 200 rpm. A agitacdo foi interrompida por 15 min e
reiniciada por 90 min apos a adi¢do de 20 mL de metanol. Os extratos foram centrifugados a

3020 g por 10 min a temperatura ambiente, filtrados em papel Whatman n° 1, evaporados em
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rota evaporador (Fisatom, 801-802, Sdo Paulo, Brazil) a 50 °C, ressuspensos em 40 mL de
4gua destilada estéril e clarificados com 10 mL de Ba(OH), 0,1 mol L™ e 10 mL ZnSO, 5%.
Os extratos clarificados foram filtrados a vacuo (Marconi, MA 454, Sdo Paulo, SP) com
membrana estéril (poro de 0,25 um) (PAGNUSSATT et al., 2014).

Os compostos fendlicos solGveis em etanol foram extraidos em etanol a 80% [1: 3
(m/v)] a 300 rpm durante 10 min, seguido de centrifugacdo a 3020 g a 10 °C durante 15 min
(este procedimento foi realizado duas vezes). A fracdo soltvel foi evaporada e ressuspensa em
agua destilada estéril.

O residuo solido foi utilizado para extracdo de compostos fendlicos ligados,
através da adicdo de 10 mL de hexano e agitagdo a 300 rpm por 10 min. Apoés a extragdo foi
realizada a centrifugacdo a 3020 g a 10 °C durante 20 min e o solvente foi removido por
filtracdo através do papel de filtro Whatman n°1. A fase sélida foi hidrolisada com 60 mL de
NaOH 4 mol L™ em fluxo de nitrogénio, a 250 rpm e 25 °C. Ap6s 4 h, acidificou-se até pH 1
com HCI 6 mol L, centrifugou-se a suspensdo a 3020 g, a 10 °C durante 40 min e depois
utilizou-se o sobrenadante para particdo com acetato de etila (trés vezes de 30 mL). A fracdo
resultante foi filtrada em papel filtro Whatman com Na,SO, anidro e evaporada em
evaporador rotativo a 60 °C para ressuspenséo final em agua destilada esteril (SCAGLIONI et
al., 2014). Outros estudos mostraram que esta temperatura ndo afeta significativamente a
concentracdo ou a capacidade antioxidante dos é&cidos fendlicos (ASPE E FERNANDEZ,
2011; MOKRANI E MADANI, 2016; SANTOS et al., 2016).

2.2.2 Quantificagdo

Primeiramente 0s compostos fendlicos dos extratos foram quantificados em
espectrofotdbmetro UV-Vis (modelo Cary 100-Varian) com o reagente Folin-Ciocalteu
(SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOQOS, 1999). Foram utilizadas curvas
padrdo de adi¢Oes sucessivas para estimar suas concentra¢@es de forma confidvel (variando na
faixa de 2,5 a 24,6 pg mL™), foram utilizados padrdes de acidos fenélicos encontrados em
maior quantidade em cada extrato.

Os acidos fendlicos normalmente encontrados nos extratos de algas (MIN et al.,
2012) (padrdes Sigma-Aldrich: acido caféico, clorogénico, cumarico, ferulico, gélico,
hidroxibenzoico, protocatecdico, siringico e vanilina) foram determinados utilizando aliquota
seca sob nitrogénio e ressuspensa em metanol:agua ultrapura (1:1), estes foram separados por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (Shimadzu, Toquio, Japdo, CLASSE-M10A) acoplada
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a deteccdo de radiacdo ultravioleta, com o uso de uma coluna de fase reversa C18 (4,6 x
250 mm, 5 pg, Discovery, EUA). A fase mével eluiu a vazéo de 0,7 mL min™, a 35 °C, com
eluicdo isocratica de solventes compostos por metanol e dgua acidificada (acido acético a 1%)
na proporcao 20:80 (v/v) durante 25 min. A detec¢do foi conduzida a 280 nm até 15 min de
eluicdo e a 320 nm ate ao final de 25 min (SCAGLIONI et al., 2014).

A eficiéncia da separacdo cromatogréafica foi estimada pelo fator de retengéo (k)
obtido pela relacdo entre o tempo de retencdo ajustado de cada acido fendlico e o tempo
morto. O fator de separacdo (o) foi estimado entre dois acidos fendlicos que eluem em picos
adjacentes (razdo kA / kB) (US-FDA, 2000).

Para confirmar os resultados, os extratos foram submetidos a analise por HPLC
em cromatografo liquido Alliance 2695 Separations Waters (Milford, MA, EUA) acoplado
com detector de massa (LC-ESI-MS/MS) equipado com amostrador automatico, um
desgaseificador de membrana e uma bomba quaternaria. A espectrometria de massa foi
realizada em Micromass Quattro MicroTM API (Waters, Milford, EUA) com interface de
ionizacdo por eletro spray (ESI). Adicionalmente, a aquisi¢cdo de dados foi realizada com o
software Masslynx 4.0 e utilizou-se uma coluna Waters XTerra® MS C18 de 3,5 um 144 A
(50 x 3 mm i.d.). A fase mével foi constituida por metanol: H,O ultrapura com &cido acético a
0,1% (90:10 v/v), com eluicdo isocratica e vazdo de 0,3 mL min™. As condicdes de
fragmentacdo foram: temperatura da fonte 100 °C, temperatura de dessolvatagédo 400 °C,
fluxo de gas de dessolvatacdo (N,) e fluxo de gas de cone 500 e 50 L h™, respectivamente. A
tensdo capilar foi 4 kV e o extrator 2 V. As condi¢des de fragmentacdo foram baseadas em
Baskaran, Pullencheri e Somasundaram (2016); Gruz, Novak e Strnad (2008) e Singh et al.
(2016), as transicdes de fon precursor com ion produzido para cada 4cido expressa em m z*
foram: 169>125 (acido galico); 153>109 (acido protocatecdico); 353>191 (acido
clorogénico); 137>193 (acido 4-hidroxibenzoico); 179>135 (acido caféico); 197>182 (acido
siringico); 163>119 (&cido 4-cumarico); e 193>134 (acido ferulico). Com voltagem do cone
25 V e energia de coliséo 16 eV.

2.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E INIBICAO ENZIMATICA
DOS EXTRATOS DE MICROALGAS

A atividade antiradical dos extratos de microalgas foi estimada por quatro

métodos diferentes, com algumas alteracdes (2.2.1; 2.2.2; 2.2.3; 2.2.4). Foram utilizados
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apenas os extratos fendlicos da fragdo metanodlica, tendo em vista melhores resultados obtidos
em ensaios preliminares (resultados ndo apresentados).

Solucdes com a mistura dos padrdes de &cidos fenolicos comerciais purificados
mais abundantes encontrados nos extratos das microalgas também foram formuladas com as
mesmas proporges encontradas nos extratos naturais, sendo denominadas “misturas
sintéticas”. Estas também foram utilizadas nos métodos de atividade antioxidante e inibicéo

enzimatica, a fim de comparar a eficiéncia dos extratos naturais.

2.3.1 Inativagao do radical catiénico ABTS"

O radical foi gerado pela oxidacdo de ABTS 7 mmol L™ com persulfato de
potassio 2,45 mM, a mistura (1:1) foi mantida em repouso durante 16 h a temperatura
ambiente, protegida da luz. Apds, a solucdo foi diluida para se obter uma absorvancia de cerca
de 0,7 (a 734 nm) em espectrofotdmetro. Aliquotas dos extratos foram utilizadas em diluicGes
diferentes (3; 5 e 10 ug mL™) para determinar a capacidade de captura do radical cationico.
Com base nos resultados da captura de ABTS®, foi realizada uma regressdo linear
correlacionando a porcentagem de inibicdo e a concentracdo de compostos fendlicos
encontrados em cada extrato. Assim, as equacdes foram geradas e os respectivos valores de
ICso foram calculados, que corresponde & concentragdo inibitoria minima para capturar 50%
do radical ABTS (BHOYAR et al., 2011).

2.3.2 Inibicéo do radical livre DPPH

A determinacdo do consumo do radical livre DPPH pelos extratos baseou-se na
diminuicdo da unidade de absorvancia determinada em espectrofotdmetro a 515 nm. Foram
adicionados aos tubos de ensaio 0,5 mL de agua (controle) e 0,5 mL da solu¢do em estudo
com 3,0 mL da solugdo de DPPH (5 10®° mol L™). A mistura reativa foi mantida & temperatura
ambiente, protegida da luz, e a mudanca de violeta para amarelo foi medida a 0, 30, 60, 90,
120, 150 e 180 min da reacdo (HERRERO et al., 2005). A capacidade de sequestrar o radical
livre foi expressa como a percentagem de inibicdo de oxidacdo do radical em cada intervalo
de tempo, de acordo com a Equacdo 1, onde Apppy = absorvancia do controle e

Agexr = absorvancia do extrato das amostras
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% inibigao = CpEL=2B) 100 (1)

DPPH

2.3.3 Inibicéo da atividade da peroxidase

A enzima peroxidase foi obtida a partir de batata rosa (Solanum tuberosum). As
batatas escolhidas foram lavadas, secas, descascadas e picadas em cubos com cerca de 1 cm?®.
Foi adicionado tampao fosfato 0,010 mol L™, pH 5, na propor¢do 1:10 (m/v) ao material
homogeneizado e a mistura foi submetida a agitacdo orbital durante 60 min a 100 rpm a
temperatura ambiente. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 3220 g, a 4 °C durante
10 min, filtrou-se e avolumou-se para 50 mL com o tampdo. Em uma aliquota de 20 mL do
extrato enzimatico foram adicionados 10 g de sulfato de aménio e 20 mL de acetona
(homogeneizacdo manual durante 1 min). A suspensdo repousou durante 60 min e foi
centrifugada a 3220 g a 4 °C durante 20 min. As fracGes de topo (acetona) e no fundo (sal)
foram removidas de modo que apenas o precipitado com a peroxidase fosse empregado. Este
foi ressuspenso com 20 mL de tampéo fosfato 5 mmol L™ pH 5,5, homogeneizado durante
2 min e filtrado (CARDINALI et al., 2011).

O procedimento para a determinacdo da atividade da enzima peroxidase esta
descrito no Anexo 1 (DEVAIAH; SHETTY, 2009). A reacdo de oxidacdo do substrato
(guaiacol) ocorreu com a ajuda do co-fator H,O, em meio tamponado e foi catalisada pela
adicdo de peroxidase ou inibida pela adicdo de extrato fendlico.

Uma unidade da atividade da enzima peroxidase foi definida como a quantidade
de proteina que desencadeia o aumento em 0,001 unidades de absorvancia por minuto
(GARDA-BUFFON; BADIALE-FURLONG, 2010). A determinacao da atividade enzimatica
especifica levou em consideracdo a quantidade de proteina no meio reacional (mg mL™),
estimada conforme Lowry et al. (1951) com base na curva padrdo de albumina de soro bovino
(faixa de 0,1a 0,4 mg mL™?).

A atividade inibitdria dos extratos de microalgas foi expressa como a percentagem

de inibicdo da reacdo de escurecimento, em relacdo ao controle (100%).
2.3.4 Inibi¢ao da atividade de a-amilase

Para esta determinacdo utilizou-se a enzima comercial a-amilase de Aspergillus
oryzae (Fungamyl® 800L, CEE 2006/121, Novozymes Latin America, Parana, Brasil). A
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atividade da solugdo enzimatica foi determinada pela degradacdo do amido estimada pelo
método iodométrico (GARDA-BUFFON; BARAJ; BADIALE-FURLONG, 2010). O
procedimento esta descrito no Anexo 2. Um controle foi realizado com agua no lugar do
extrato enzimatico e o “controle inibidor” continha cada extrato fenolico sob investigacao
(extratos naturais e misturas sintéticas de ambas as microalgas). Nos controles, a atividade
enzimética foi determinada sem inibidores. A percentagem de inibicdo de cada inibidor foi
estimada pela relacdo da atividade enzimatica sem inibidor (100%) com a atividade resultada

da presenca de cada inibidor.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

A andlise de variancia (ANOVA) foi aplicada aos resultados da determinacdo da
atividade antioxidante, seguida do teste de Tukey com nivel de confianca de 95%. Para
verificar a influéncia de diferentes acidos fendlicos encontrados nas microalgas no potencial
antioxidante, foi utilizada analise multivariada com o software PAST. A analise de
componentes principais (PCA) foi aplicada ao conjunto de dados ap6s a normalizacdo pela
matriz de correlagdo de Pearson. O PCA transforma as variaveis previamente medidas em
novas varidveis ndo-correlacionadas, denominadas componentes principais (BERRUETA,;
ALONSO-SALCES; HEBERGER, 2007; PATRAS et al., 2011).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 COMPOSICAO DAS BIOMASSAS

Este estudo teve como objetivo explorar a possibilidade de aplicagdo dos
compostos tragos produzidos no metabolismo secundario das microalgas, principalmente
fracbes fendlicas, que possuem propriedades funcionais que interessam a inddstria
alimenticia, especialmente como conservantes naturais. Estes podem ser extraidos das
biomassas sem prejuizo dos contetdos e qualidade dos componentes de uso convencional e

consagrados destas biomassas de microalgas.
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3.1.1 Macro-componentes

A composicao proximal da biomassa de microalgas encontrada neste estudo
(Tabela 1) confirma o alto teor protéico relatado por outros autores para a Spirulina
(MORAIS et al., 2009) e o elevado conteudo lipidico da Nannochloropsis sp. (VOOREN et
al., 2012). Estas biomoléculas sdo os principais focos de estudos de microalgas como fontes
de compostos de interesse bioldgico para fortalecer formulagbes de alimentos ou para
produzir biodiesel. Elas também sdo estudadas como fonte de &cidos graxos essenciais para

serem utilizados na indUstria alimenticia e farmacéutica.

Tabela 1 - Composig¢ao proximal [% (CV%)] das biomassas de microalgas.

Spirulina sp. Nannochloropsis sp.
Umidade 14,7 (0,9) 8,5 (1,8)
Cinza 8,9 (0,8) 9,7 (7,8)
Lipideos 8,6 (2,7) 39,1 (1,6)
Proteina 51,3 (5,4) 27,0 (0,2)
Fibra 1,6 (9,2) 0,6 (7,2)
Carboidratos 14,9* 15,1*

CV = coeficiente de variagdo. *estimados por diferenca.

O perfil de acidos graxos das microalgas estd apresentado na Tabela 2 e foi
verificada composicdo distinta entre elas, sendo que o composto majoritario encontrado na
biomassa de Nannochloropsis sp. foi o acido elaidico (62%) e na Spirulina sp. o palmitoléico
(41%). Foram encontrados quatro acidos graxos essenciais na biomassa de Nannohloropsis
sp., vy-linolénico (6,9,12-Octadecatriendico), a-linolénico (9,12,15-Octadecatriendico),
araquidonico (5,8,11,14-Eicosatetraenoico) e timnodonico (5,8,11,14,17-Eicosapentaendico),
sendo que os dois primeiros tambeém foram encontrados na biomassa de Spirulina sp.

A proporcdo de &cidos graxos quanto a presenca de insaturacdes mostrou que a
Nannochloropsis sp. apresenta o dobro de poliinsaturados comparativamente a Spirulina sp.

Em microalgas, a quantidade de lipidios produzidos, bem como o perfil de acidos
graxos, pode mudar com base nas condicdes ambientais. Os triglicerideos sdo formados
principalmente por acidos graxos saturados e monoinsaturados, enquanto os acidos graxos
poliinsaturados sdo componentes importantes das membranas das microalgas, que apresentam

respostas rdpidas as mudancas ambientais, como variagdes de temperatura, luz e pH
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(GUSCHINA; HARWOOD, 2006). O pH alcalino pode levar a acumulagéo de triglicéridos e
a uma diminuicdo dos lipidos da membrana. Durante as mudancas subitas do meio ambiente,
como o aumento do pH, a sintese de acidos graxos poliinsaturados pode ser mais lenta e 0s
triglicéridos ricos em é&cidos graxos poliinsaturados podem doar grupos acilo aos lipidios
polares para permitir a reorganizacdo das membranas e uma resposta mais rapida de
adaptacdo das células (KHOZIN-GOLDBERG; SHRESTHA; COHEN, 2005).

Os compostos encontrados em tracos, como os acidos fendlicos, sdo produzidos
como mecanismos de defesa e estdo, normalmente, dentro das células, sendo que os mais
hidrossollveis podem ser excretados para 0 meio durante o cultivo (PARNIAKOQV et al.,
2015). O método utilizado para a extracdo a partir da biomassa deve ser capaz de libera-los

sem qualquer perda dos demais componentes.

Tabela 2 - Composicao de acidos graxos (%) das biomassas de Nannochloropsis sp. e

] Spirulina sp.
Acido graxo Nannochloropsis sp. Spirulina sp.

Cil4:1 - 0,05

Ci15:1 0,31 -
C16:0 2,88 7,27
Cl6:1 24,39 41,19
C17:0 - 0,19
Ci7:1 - 0,12
C18:0 - 23,98
C18:1n9 62,10 21,64
C18:2n6 1,63 2,27
C18:3n6 (essencial) 1,62 0,92
C18:3n3 (essencial) 1,13 1,27
C20:1n9 - 0,09
C20:2 - 0,78
C20:3n6 - 0,41

C20:4n6 (essencial) 6,37 -

C20:5n3 (essencial) 0,19 -
Total saturado 2,88 31,44
Total monoinsaturado 86,80 63,09

Total poliinsaturado 10,94 5,65
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3.1.2 Componentes fendlicos

Os parametros de eficiéncia dos métodos espectrofotométricos e cromatograficos
(Tabela 3), mostraram que ambos tém coeficientes de determinagdo adequados, de acordo
com as recomendacfes da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, 1998)

que estimam valores de R? igual a 0,9.

Tabela 3 - Parametros de validacdo dos métodos espectrofotométrico e cromatografico
usados para determinar os compostos e acidos fenolicos.

Método espectrofotométrico

Limite de deteccdo  Linearidade

Extrato . B R?
(ngmL") (ngmL")
Soltvel em metanol 0,8 2,5-22,5 0,975
Spirulina sp. Soltvel em etanol 0,9 2,7-24,6 0,965
Insoltvel (ligados) 0,8 2,7-21,8 0,948
Soltuvel em metanol 0,8 2,5-22,5 0,969
NannozhlorOpSis Soltvel em etanol 0,9 2,7-19,1 0,968
> Insoldvel (ligados) 0,9 27246 0,933
Método cromatografico (HPLC-UV)
o ) Limite de deteccdo  Linearidade ) Fator de Fator de
Acido fendlico 1 1 R retencdo separacgao
(ng mL™) (ngmL")
(k) (o)
Gélico 0,12 0,36-3,6 0,998 5,4
1,35
Protocatecéico 0,27 0,81-8,1 0,999 7,3
1,25
Clorogénico 0,41 1,23-12,3 0,999 9,2
1,17
Hidroxibenzoico 0,32 0,96-9,6 0,999 10,7
1,18
Caféico 0,24 0,72-7,2 0,999 12,6
1,13
Siringico 0,25 0,75-7,5 0,999 14,2
1,14
Vanilina 0,18 0,54-5,4 0,999 16,2
1,32
Cumérico 0,19 0,57-5,7 0,999 21,4
1,24

Ferdlico 0,25 0,75-7,5 0,999 26,6
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O método cromatografico permitiu que o limite de quantificacdo dos acidos
fenolicos diminuisse cerca de trés vezes com relacdo ao método espectrofotométrico, fato
importante para garantir a confiabilidade analitica quando o objetivo é determinar
componentes a nivel trago em matrizes biol6gicas. O detector ultravioleta determinou
qualitativamente e quantitativamente os acidos fendlicos e a andlise por LC-ESI-MS/MS
confirmou a presencga destes.

O fator de retencdo dos acidos fendlicos separados por cromatografia variou entre
5,4 e 26,6. Na literatura os valores ideais para este fator variam entre 2 e 10, pois maiores
faixas levam ao aumento do pico e do tempo de andlise (US-FDA, 2000). Contudo, neste
estudo, determinaram-se nove compostos em 25 min com fatores de separagdo acima de 1 e
sequéncia de eluicdo apropriada, sem sobreposi¢do e nem alargamento dos picos. Figuras 1 e
2 mostram os cromatogramas de elui¢do dos padrfes e dos extratos fenolicos extraidos com
metanol de ambas as microalgas.

A identificacdo dos &cidos fendlicos encontrados nas microalgas (Tabela 4)
mostrou que cada solvente utilizado para extracdo tem composicdo diferente, apresentando
alta diversidade quimica e de concentragéo.

Como esperado, a quantificacdo de compostos fendlicos sollveis em extratos
alcodlicos pelo método espectrofotométrico apresentou concentragfes mais altas do que a
soma dos acidos fendlicos identificados por cromatografia liquida para todos os extratos
obtidos. Esta diferenca foi cerca de trés vezes no caso de compostos sollveis em metanol e
vinte vezes no caso de compostos sollveis em etanol a partir da Nannochloropsis sp. e para 0s
ligados a partir da Spirulina sp., todos estatisticamente diferentes dos valores obtidos por
cromatografia (p < 0,05). Este fato é uma evidéncia da presenca de outros compostos com
carater redutor, tais como fendis ndo &cidos, os quais podem ter atividade bioldgica de
interesse, para futuros estudos.

O perfil dos acidos fendlicos identificados nos extratos da biomassa de Spirulina
sp. foi similar ao relatado por Pagnussatt et al. (2014) e Souza et al. (2011), que também
encontraram &cidos galico, salicilico, trans-cindmico e clorogénico. No entanto, existem
poucos estudos de identificacdo de acidos fendlicos encontrados em espécies de
Nannochloropsis, cujos relatos mencionaram a quantificacdo espectrofotométrica de fenois
totais (AHMED et al., 2014; CUSTODIO et al. 2012; MAADANE et al., 2015). Tendo em
vista que os compostos fendlicos sdo sintetizados como resultado de condi¢es ambientais,
pode-se esperar variacdo nos perfis de acidos fenodlicos inerentes a cada micro-organismo,

como resultado do cultivo e de seus parametros.
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Figura 1 - Cromatograma (HPLC-UV) dos acidos fenolicos soltveis em metanol: padrdes
sintéticos (a); (b) Spirulina sp. (c) Nannochloropsis sp. 1. Acido galico; 2. Protocatecoéico; 3.
Clorogénico; 4. Hidroxibenzoico; 5. Caféico; 6. Siringico; 7. Vanilina; 8. Cumarico; 9.
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Figura 2 - Exemplos de cromatogramas (LC-ESI-MS/MS) dos acidos fendlicos solGveis em
metanol: padrdes (a); (b) Spirulina sp. (c) Nannochloropsis sp.
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Alguns &cidos fenolicos tém atividades biologicas definidas, tais como atividade
antiinflamatéria e antimicrobiana (acido galico) (RAVN et al., 1989) e efeito antifungico
(&cido caféico) (FERNANDEZ-PINTO et al.,, 2008). O principal composto fenolico
encontrado nos extratos aquosos das microalgas foi o &cido clorogénico, cuja atividade
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antioxidante e capacidade de inibir a mutagenicidade promovida por compostos quimicos ja

foram demonstradas por Marinova, Toneva e Yanishlieva (2009) e Rakshit et al. (2010).

Tabela 4 - Composicio de acidos fenolicos [ug g™ (CV%)] presentes em Spirulina sp. e
Nannochloropsis sp. e contetdo de compostos fendlicos contidos nos extratos alcoolicos.

) o . Soluvel em Soluvel em )
Microalga Acido fenolico Ligados
metanol etanol
Galico 1,7 (2,8) - -
Protocatecoico 16,3 (0,7) - -
Clorogénico 585,2 (2,4) 648,1 (0,8) 4,6 (0,6)
Hidroxibenzodico 24,6 (3,2) - 11,8 (8,1)
Spirulina sp. L.
Siringico - - 4,3 (1,8)
Vanilina - 33,7 (2,8) 3,0 (0,7)
Total HPLC-UV 627,8 (2,3)° 681,9 (1,8)° 23,6 (2,8)°
Total espectrofotometro  1725,2 (9,5)* 2997,5 (4,9)* 499,2 (5,3)
Galico 86,6 (3,5) - -
Protocatecdico 27,0 (2,3) 11,8 (4,0) -
Clorogénico 489,5 (2,8) 776,7 (2,7) 7,2 (2,1)
Hidroxibenzdico 26,8 (1,4) 21,2 (7,8) 21,6 (3,9)
Nannochloropsis L.
Siringico 7,6 (4,6) 10,1 (2,8) 19,1 (4,0)
sp.
Vanilina 3,4 (2,7) 53(1,2) 8,2 (0,4)
Cumarico - - 2,0 (0,8)
Ferdlico 0,3 (3,4) - -
Total HPLC-UV 641,2 (3,0)° 890,0 (4,3)" 66,3 (2,5)°
Total espectrofotdometro ~ 1629,6 (6,6)°  17136,9 (16,3)°  944,8 (14,2)°

Letras diferentes entre linhas (para cada microalga) indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey

(p < 0,05).

3.2 ATIVIDADE INIBIDORA DE RADICAIS LIVRES E DE ENZIMA OXIDO-

REDUTASE

A alta diversidade do perfil de &cidos fenolicos encontrados nos extratos

metandlicos das microalgas, a simplicidade do método de extracdo e resultados de testes
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preliminares, fizeram com que esta fragdo fosse escolhida para o estudo da capacidade

inibitéria de processos enzimaticos oxidativos.

As atividades antioxidantes foram

determinadas pela capacidade de captura do radical ABTS® em trés concentragbes dos

extratos metanolicos e de misturas sintéticas. Em todos os casos, 0os extratos fendlicos

apresentaram porcentagem de inibicdo estatisticamente maior (p < 0,05) do que a mistura

equivalente feita de acordo com padrbes comerciais (misturas sintéticas) (Tabela 5). A

utilizacdo de concentracBes crescentes de compostos fendlicos permitiu estimar a sua 1Cs

para capturar o radical ABTS.

Tabela 5 - Inibicao especifica do radical ABTS" [% min™ pug™ena (CV%)]; do radical DPPH
[% min™ pgtenal (CV%)]; € das atividades enzimaticas da peroxidase [% min™ pug™tenol
(CV%)] e da a-amilase [% min™ pg ol (CV%)] por extratos fendlicos de microalgas

naturais e misturas sintéticas.

Nannochloropsis sp.

Compostos fenolicos Spirulina sp. Spirulina Sintética Nannochloropsis sp. Lo
1 Sintética
(hgmL7) Inibicdo do ABTS (% min™ pug ™ no, CV%)
3,0 1,15 (7,8)° 0,40 (9,3)° 1,73 (9,2) 0,72 (4,4)°
5,0 0,96 (2,7)° 0,40 (7,3)" 1,33 (10,1) 0,68 (2,8)°
10,0 0,93 (7,7)* 0,35 (5,7)° 0,95 (12,3)* 0,62 (1,0)°
Regresso linear y=51269x+4,5282 y=1,8983x+1941 y=236239x+21,367 y=23,4845x+ 27872
ICso (ug mL™) 9,0 25 8,0 14
Tempo (min) Inibicdo do DPPH (% min™ pg™eno, CV%)
30 0,003 (20,7)° 0,014 (2,2) 0,026 (12,0)" 0,028 (7,5)
60 0,006 (5,3)° 0,015 (1,9)* 0,015 (3,5)* 0,015 (5,5)*
90 0,007 (3,5)° 0,014 (1,1)® 0,011 (10,1) 0,010 (7,4)®
120 0,007 (1,6)° 0,013 (1,0)® 0,010 (11,7) 0,008 (85)®
150 0,007 (0,8)° 0,012 (0,8)* 0,009 (12,9) 0,007 (12,4)"
180 0,007 (1,3)* 0,013 (0,0)® 0,008 (15,8)? 0,006 (14,0)°
Tempo (min) Inibicdo da atividade da peroxidase (% min™ pg™eno, CV%)
10 0,49 (1,5)° 0,49 (2,8)° 0,59 (5,1)* 0,45 (9,7)°
20 0,36 (3,7)* 0,39 (2,4)° 0,39 (3,0)° 0,37 (1,7)*
30 0,27 (0,6)* 0,28 (0,6) 0,28 (2,0)* 0,28 (0,3)*
Inibicdo da atividade da a-amilase (% min™ pg™eno, CV%)
0,075 (0,7) 0,012 (10,8)° 0,010 (4,9)° NI

Para cada método, médias seguidas da mesma letra na mesma linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de

Tukey (p < 0,05). NI — ndo inibiu a enzima.
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Os resultados da determinacdo da atividade inibidora dos extratos fendlicos foram
expressos como atividade especifica (considerando o conteddo deles na reacdo) para
proporcionar melhor comparacdo da eficiéncia da acdo deles para cada tipo de inibicdo de
processo oxidativo.

A maior capacidade inibitoria do ABTS foi encontrada nos extratos metandlicos
naturais de ambas as microalgas: 1,2 e 1,7% min™ pg™ para Spirulina sp. e Nannochloropsis
sp., respectivamente. As trés concentracBes do extrato natural de Nannochloropsis sp.
apresentaram capacidade significativamente maior para inibir o ABTS. Os valores de ICs
obtidos pela regressdo linear dos dados mostraram que a concentracdo mais baixa necessaria
para capturar 50% do radical ABTS foi a do extrato natural de Nannochloropsis sp.
(8,0 ugmL™), cuja mistura sintética também foi a mais eficiente (14 pg mL™). Ficou
demonstrado que o potencial antioxidante de extratos fenolicos obtidos com metanol é
determinado pela sinergia dos &cidos fendlicos presentes com outros fendis e espécies
quimicas extraiveis a partir deste solvente. Portanto, purificar um extrato natural ou elaborar
misturas sintéticas apenas com um grupo de fendis pode ndo ser a melhor alternativa para
aplicar agentes redutores em formulacdes alimentares ou farmacéuticas (CUSTODIO et al.
2012; HERRERO et al. 2005; PATRAS et al. 2011; QUIDEAU et al. 2011).

O DPPH é um radical estavel com baixas taxas de deterioracdo e reatividade para
a maioria dos compostos encontrados em um sistema bioldgico. Apenas 0s agentes redutores
fortes sdo capazes de reagir estequiometricamente com este tipo de radicais (FADDA et al.,
2014). No intervalo de 180 min foi verificada a estabilidade do poder de reducdo de todos os
extratos sobre DPPH (Tabela 5), sendo que o extrato natural da Spirulina sp. se destacou,
apresentando valor constante de inibicdo de 90 a 180 min (0,007 % min™ pg*tenor). A variacio
no intervalo de reacdo DPPH e redutor mostrou que o tempo de reacdo e a concentracdo desse
radical podem influenciar a capacidade antioxidante. Ao longo do intervalo estudado, o
extrato natural e as misturas sintéticas dos feno6is da Nannochloropsis sp. mostraram
tendéncia a reducdo de seu efeito protetor, sugerindo que eles sdo mais adequados para
aplicacdo em intervalos mais curtos. O efeito inibitério dos extratos fenolicos de
Nannochloropsis sp. foi maior do que a mistura sintética equivalente. Portanto, € uma fonte
de compostos antioxidantes que podem ser exploradas para proteger células e produtos em
situacdes nas quais a inibicdo do processo oxidativo deve ser mais rapida.

O processo oxidativo ocorre em trés fases distintas: iniciagdo (remogdo de um

hidrogénio da molécula, com a consequente formacdo de radicais livres); propagacao (os
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radicais livres formados continuam se combinando com O,, formando mais radicais, por se
tratar de uma reacdo em cadeia, esta fase pode ocorrer centenas de vezes); e terminacao (0s
radicais livres reagem entre si, formando novos compostos nao reativos) (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010). Compostos com atividade antioxidante podem atuar em
diferentes fases do processo oxidativo. Os resultados das determinagfes da inibi¢cdo dos
radicais ABTS e DPPH mostram que os extratos fendlicos das microalgas podem inibir a fase
de propagacdo, pois a reducdo se manteve em curtos intervalos de tempo, indicando que 0s
extratos seguiram com sua capacidade de captura de radical, removendo a reagdo em cadeia.

Tendo em vista que é importante conhecer o potencial pré-oxidante dos extratos,
foi avaliado o seu efeito inibitorio sobre a atividade enzimatica especifica da peroxidase. Esta
enzima atua na reducdo de compostos de carater fendlico (CARDINALI et al., 2011;
DEVAIAH; SHETTY, 2009) na presenca de peroxido de hidrogénio, produzindo quinonas.
Nas células, esta enzima participa de mecanismos de defesa, mas também pode levar ao
estresse oxidativo. Cabe ressaltar que poucos estudos determinaram o papel inibitério dos
compostos fendlicos nos processos oxidativos que sdo desencadeados por enzimas,
principalmente a peroxidase. Neste contexto, a inibi¢do da peroxidase é um indicio promissor
de acdo antioxidante porque é uma enzima que aparece em células de diferentes espécies.
Portanto, a medicdo de sua atividade na presenca de extratos fenolicos permite inferir sua
acao sobre mecanismos de defesa celular.

O melhor efeito para inibicdo de peroxidase foi verificado nos extratos fenolicos
naturais de Nannochloropsis sp., que diferiu estatisticamente dos demais em 10 min
(p <0,05).

3.3 INIBICAO DE a-AMILASE

O estudo da inibigdo da enzima a-amilase é importante na engenharia genética
vegetal porque o0s compostos inibitérios sdo encontrados naturalmente nas plantas,
desempenhando papel no controle do acimulo e uso de carboidratos, bem como na protecédo
contra ataques de patdgenos, principalmente fungos e insetos (FRANCO et al., 2010;
PAGNUSSATT et al., 2012). Assim, a atividade inibidora de compostos nesta enzima pode
ser utilizada como indicador de eficiéncia antifingica. Neste estudo, a atividade inibitéria da
a-amilase pelos extratos de microalgas pode constituir um mecanismo de defesa natural das
microalgas contra ataques fungicos, sendo que esse potencial foi estimado empregando

amilase fungica. De acordo com os resultados da Tabela 5, entre os diferentes extratos
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estudados, o natural da Spirulina sp. teve maior efeito sobre a redugdo da atividade da a-
amilase (0,075% min™ ug™) e diferiu estatisticamente dos demais extratos (p < 0,05). A
mistura sintética dos acidos fenolicos desta microalga teve efeito de reducdo igual a
0,012% min™ pg™. No caso da Nannochloropsis sp., o extrato natural levou & reducdo de
0,010% min™ pg™ na atividade desta enzima.

A atividade inibitdria da amilase a partir de compostos fendélicos de microalgas
mostra que a sua aplicacao contra a contaminacao por fungos no campo ou ao longo da cadeia
de producdo de grdos é viavel. A producdo de compostos de microalgas com efeitos
inibitorios de amilases ndo tem sido investigada. Portanto, o presente estudo é pioneiro e pode
contribuir para inferir a atividade antifungica de extratos fendlicos de microalgas, uma vez
que as microalgas sobrevivem em ambientes onde elas competem com fungos (CUSTODIO
etal., 2012; MORAIS et al., 2012).

3.4 CORRELACAO ENTRE OS EFEITOS INIBIDORES

A analise da eficiéncia dos extratos como antioxidantes em diferentes
experimentos (Figura 3) mostrou que 0s extratos naturais tém melhor desempenho para
capturar o radical ABTS, apesar da grande variabilidade demonstrada pelo desvio padréo dos
resultados na figura, por se tratar de um radical que estad sendo formado constantemente no
meio reacional, a repetibilidade dos experimentos se torna menor, mas sem retirar o mérito de
inibicdo dos extratos. A eficiéncia das misturas sintéticas foi similar a de extratos naturais
quanto a captura do radical DPPH e inibicdo da enzima peroxidase. O extrato natural da
Spirulina sp. apresentou maior porcentagem de inibigdo especifica média para a-amilase do
que a de Nannochloropsis sp. Ambos 0s extratos de acidos fendlicos de microalgas tém
atividade antioxidante e podem inibir a a-amilase fungica.

Considerando a concentracdo de todos os acidos fendlicos identificados nos
extratos e as percentagens de inibigdo resultantes dos diferentes experimentos utilizados para
cada extrato, a analise dos componentes principais mostrou que nas condi¢fes empregadas
ndo havia correlacdo entre a acdo protetora do processo oxidativo para ambas as microalgas
em estudo (Figura 4), uma vez que forma-se um angulo de cerca de 90° entre as posi¢6es dos
vetores dos extratos de Spirulina sp. Nannochloropsis sp., bem como nas misturas sintéticas
de Spirulina sp. e Nannochloropsis sp. Dentre os &cidos fendlicos identificados, o acido

clorogénico foi o que melhor explicou o efeito antioxidante dos extratos de Spirulina sp.,
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enquanto que o experimento de inibichio de ABTS mostrou que o0s extratos de

Nannochloropsis sp. foram mais eficientes. Esta analise contribuiu para a compreensao do

fato de que os extratos naturais tém outros compostos, além dos acidos fenolicos

determinados, que atuam sinergicamente e que € importante para aplica-los como

conservantes naturais sem efetuar purificacdo, principalmente quando o objetivo € inibir

processos oxidativos in vivo na fase inicial de formacéo de radicais livres.

Figura 3 - Comparacao da inibi¢do especifica média resultante da aplicacdo dos extratos
fenélicos (% min™ ug™) nos diferentes experimentos.
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4 CONCLUSAO

A capacidade promissora de extratos de microalgas como protetores da
degradagao hidrolitica e oxidativa foi demonstrada. A enzima a-amilase teve a sua atividade
reduzida em 0,075% min™ pg™ pelo extrato natural de Spirulina sp e os extratos metanélicos
naturais e as misturas sintéticas inibiram a enzima peroxidase (0,4 % min™ pg?), estes
resultados servem como indicativo da atividade antifingica e antimocotoxigénica dos extratos
de microalgas. O extrato natural e a mistura sintética de Nannochloropsis sp. se destacaram na
inibicdo do ABTS. O principal &cido fendlico nos extratos metanolicos de Spirulina sp. e
Nannochloropsis sp. foi 0 acido clorogénico, representando 93 e 76%, respectivamente, sendo
gue a concentracdo deste acido, dentre aqueles que foram identificados, foi o que melhor
explicou o efeito antioxidante dos extratos de Spirulina sp. Os resultados podem ser utilizados
para estudar a aplicacdo destes extratos na cadeia alimentar, desde o campo, ou na formulagao

de cosméticos e medicamentos.
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ARTIGO Il - APLICACAO DE EXTRATOS DE Nannochloropsis sp. E Spirulina sp.
NA INIBICAO DA PRODUCAO DE BIOMASSA DE ISOLADOS DO COMPLEXO

Fusarium graminearum
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo investigar a necessidade de purificar os extratos fendlicos e de
carotenoides das microalgas Nannochloropsis sp. e Spirulina sp. visando sua aplicagdo como
antifangico natural contra o desenvolvimento de isolados do complexo Fusarium
graminearum. Os compostos fenolicos soliveis em metanol, em etanol e insollveis foram
extraidos de ambas as microalgas e os acidos fendlicos determinados por HPLC-UV e
confirmados por LC-MS/MS. Determinaram-se também os extratos de carotenoides por
método espectrofotométrico e confirmacdo por HPLC-UV. Foram formuladas misturas
sintéticas com os padrdes comerciais, a partir da composicao de acidos fendlicos naturalmente
encontrados nas microalgas. Os parametros indicadores de eficiéncia de inibicdo flngica
utilizados foram: taxa de crescimento micelial (cm dia™), ergosterol e glicosamina. Os
extratos de carotenoides ndo foram eficazes para inibir os isolados do complexo F.
graminearum. Os compostos fendlicos sollveis em metanol apresentaram a maior inibicdo de
crescimento fungico para todas as espécies, com as menores taxas de crescimento micelial
contra isolados de F. asiaticum, iguais a 0,51 cm dia™ e 0,78 cm dia™* para os extratos naturais
de Spirulina sp. e Nannochloropsis sp., respectivamente, enquanto que as misturas sintéticas
resultaram em um crescimento médio de 1cmdia®. As medidas de ergosterol foram
altamente associadas com o crescimento do micélio ao longo do tempo (p = 0,92 para F.
graminearum e F. meridionale). A elaboracdo das misturas sintéticas a partir dos extratos
fendlicos de Spirulina sp. e Nannochloropsis sp. ndo melhorou a capacidade de inibir os

micro-organismos, demonstrando que etapas de purificacdo ndo sao necessarias.

Palavras-chave: Ergosterol. Glicosamina. Crescimento micelial. Gibberella zeae.
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1 INTRODUCAO

O complexo F. graminearum € compostos por distintas linhagens/espécies
filogenéticas, a morfologia por si s6 ndo é capaz de distinguir estas diferentes espécies, sendo
necessaria a utilizacdo de ferramentas de diagndstico molecular (KONIETZNY; GREINER,
2003). Este complexo possui até hoje 16 linhagens e 15 espécies, tais como: F. graminearum,
F. asiaticum, F. meridionale, F. cortaderiae, F. austroamearicanu (AOKI et al., 2012).

Em escala global, as espécies do complexo F. graminearum estdo entre 0s mais
importantes patdgenos fungicos que infectam cereais, causando danos a qualidade nutricional
e tecnoldgica dos grdos. Além disso, podem produzir micotoxinas sob certas condi¢Ges
(DESJARDINS, 2006). Varias praticas tém sido recomendadas para o controle de doencas em
cultivos de cereais, como a giberela de trigo e cevada, causada por este complexo de espécies,
incluindo o uso de cultivares resistentes e fungicidas quimicos (WEGULO et al., 2015), mas a
eficicia destes métodos, especialmente fungicidas, é variavel (PAUL et al., 2008). Para
minimizar os riscos associados ao uso de fungicidas, métodos alternativos e seguros para
controlar a contaminagdo por Fusarium mostraram resultados promissores, incluindo
compostos naturais extraidos de vegetais e algas (PAGNUSSATT et al., 2014), agentes de
controle biolégico (SCHONEBERG et al., 2015) e quitosana (FORRER et al., 2014).

Diversos estudos mostraram que as substancias de origem vegetal e microbiana
sdo inibidoras da biossintese de componentes celulares, como o glucano, a quitina, a
glicosamina, o ergosterol e as manoproteinas. Essas substancias destroem a membrana ou
parede celular, obstruem a entrada de nutrientes e inibem a acdo de enzimas do metabolismo
primério do patdgeno fungico (PAGNUSSATT et al., 2014).

Os compostos fenolicos estdo entre a classe mais conhecida de substancias
antiflngicas, que também podem atuar como inibidor do desenvolvimento de fungos, inibidor
da producdo de micotoxinas e como antioxidante natural, sendo assim capazes de prevenir a
deterioracdo oxidativa dos alimentos. Além disso, compostos fendlicos e carotenoides tém
sido associados a beneficios para a salude, devido as propriedades funcionais que impedem
danos oxidativos (SOUZA et al., 2011, TIAN et al., 2012).

No entanto, os estudos sobre a purificacdo de extratos bioativos para melhorar seu
efeito antifingico sdo contraditorios quanto a sua eficiéncia (QUIDEAU et al., 2011).
Considerando que os processos de purificacdo sdo por vezes muito caros, € importante avaliar

a possibilidade de aplicacdo dos extratos na sua forma natural.
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As microalgas sdo um grupo diverso dentro de procariotas e eucariotas. Além de
serem usadas como fontes de energia, sdo capazes de produzir uma grande variedade de
produtos comercialmente interessantes, tais como lipidios, oOleos, acUcares, pigmentos e
muitos outros compostos bioativos funcionais. Algumas microalgas sdo ricas em
antioxidantes naturais, como carotenoides e compostos fendlicos (PLAZA et al., 2009).

A atividade antifdngica contra as espécies do complexo F. graminearum de
compostos extraidos de Spirulina sp. foi recentemente demonstrada (PAGNUSSATT et al.,
2014, 2016), mas sdo necessarios mais estudos para otimizar sua formulacdo e maior eficacia
de controle, além de explorar outras fontes de compostos bioativos, como a microalga
Nannochloropsis sp. Esta possui capacidade de sobreviver em condigdes adversas e possui
algumas propriedades que sugerem seu uso como antiflngico natural, apesar desta
caracteristica ainda n&o ter sido explorada (CUSTODIO et al., 2012).

Portanto, o objetivo deste estudo foi determinar a atividade antifingica de extratos
fenolicos e carotenoides de Spirulina sp e Nannochloropsis sp. com base em medidas de
crescimento micelial, ergosterol e contetudo de glicosamina para trés espécies do complexo F.

graminearum que comumente contaminam o cultivo de cereais.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 ISOLADOS FUNGICOS E CONDICOES DE CULTIVO

Trés isolados de espécies do complexo F. graminearum que representam as
espécies mais comuns (F. graminearum, F. meridonale e F. asiaticum) infectante de trigo,
cevada e arroz no sul do Brasil foram selecionados a partir de estudos prévios e identificados
com precisdo por métodos moleculares (DEL PONTE et al., 2015; GOMES et al., 2015). Os
isolados foram depositados na cole¢do micoldgica de Lavras (CML - Colecdo Micoldgica de
Lavras) e estdo disponiveis mediante solicitacdo com os seguintes codigos: CML 3607 (F.
graminearum), CML 3608 (F. meridionale) e CML 3604 (F. asiaticum). Os fungos foram
cultivados em Agar Spezieller Nahrstoffarmer (SNA) a 25 °C até inducio da esporulagio e
mantidas a 4 °C em SNA, afim de armazenar os isolados de maneira estavel por longos
periodos. Para obtencdo dos discos de micélio utilizados como indculo, os isolados foram
cultivados em meio de agar batata dextrose (ABD) durante sete dias (PAGNUSSATT et al.,
2013).
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2.2 PRODUCAO DAS BIOMASSAS DE MICROALGAS

A Spirulina sp. foi isolada e cultivada em H,O da Lagoa Mangueira suplementada
com 20% (v/v) de meio Zarrouk. A planta-piloto que produziu a microalga esta localizada
préxima a costa da Lagoa da Mangueira (33°30'13"S e 53°08'59"0) sendo constituida por
tanques abertos de diferentes dimensdes e volumes, forrados com fibra de vidro e coberto por
estrutura de estufa com filme de polietileno transparente. Sofrendo agitacdo por pas rotativas
a 18 rpm, 24 h por dia (MORAIS; COSTA, 2007).

A biomassa de Nannochloropsis sp. foi proveniente da colecdo do Laboratério de
Ecologia de Fitoplancton e Micro-organismos Aquaticos (FURG) (nome de catdlogo NANN
OCUL-1). As células foram cultivadas em culturas em meio f/2 (GUILLARD, 1975), com
salinidade 28, a 20 °C, com 40 umol de fotons m?s? de intensidade de luz e 12-12 h de
fotoperiodo claro / escuro. As culturas foram constantemente agitadas para obter a aeracdo
necessaria (BORGES et al., 2011).

A biomassa das microalgas foi coletada durante a fase de crescimento estacionaria
(verificada através da constancia da densidade celular), garantindo elevado teor protéico e
lipidico e evitando o acimulo excessivo de matéria organica nos tanques. A colheita nesta
fase sugere que a producdo de compostos com atividade biologica ocorreu e eles ainda
apresentam-se ativos. Esta biomassa Umida foi centrifugada, seca em secador com circulagéo
de ar a 60 °C durante 10 h e moida até 32 mesh para que pudesse ser utilizada nos

experimentos.
2.3 DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

A extracdo dos compostos fendlicos soliveis em metanol, soliveis em etanol e
ligados e a identificacdo dos &cidos fendlicos em ambas as microalgas foi realizada conforme
metodologias descritas no Artigo | (PAGNUSSATT et al., 2014; SCAGLIONI et al., 2014).
2.4 DETERMINACAO DOS CAROTENOIDES

Os carotenoides foram extraidos das biomassas de Spirulina sp. e

Nannochloropsis sp. com acetona P.A. na razdo de 1:8 (m/v). A mistura foi homogeneizada

utilizando agitador orbital a 200 rpm durante 60 min no escuro. Apds filtracdo, o residuo foi
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lavado com 20 mL de acetona por trés vezes. Os extratos foram particionados com 15 mL de
éter de petréleo e agua destilada e, ap0Os separacdo, a fase organica foi submetida a trés séries
de extracdo. As fases organicas foram reunidas e lavadas mais quatro vezes com agua. Em
seguida, o volume foi completo para 100 mL com éter de petréleo.

Os carotenoides totais nos extratos foram determinados como B-caroteno em
espectrofotébmetro a 450 nm. Os valores foram definidos pela Equacdo 1, utilizando o
coeficiente de absortividade especifico em éter de petroleo (2592 mol L™ cm™), onde
C = concentracdo de carotenoides total (ugg™); A = absorvancia; V = volume (mL);
m=massa de biomassa (g); Awm' " = absortividade especifica (RODRIGUEZ-AMAYA,
2001).

A.V.10°
C = Al 100. m (1)
lcm - .

As concentragOes de astaxantina e p-caroteno foram estimadas em cromatografo
liquido de alta eficiéncia (Shimadzu, Kyoto, Japdo), com um sistema de bombas LC-20AT,
um degaseificador DGU 20A5, um controlador CBM-20A, uma pistola manual com cabo de
20 puL e um sistema de detec¢do espectrofotométrica SPD-20A a 450 nm. O controle do
instrumento e a aquisicdo dos dados foram feitos usando o software LC Solution. As
determinac@es foram realizadas utilizando coluna reversa Discovery Bio Wide Pore C18, 10
um (25 cm x 4,6 mm), a temperatura ambiente (20 °C) com fase modvel de
acetonitrila(A):metanol(B):acetato de etila(C) em modo gradiente (70% (A): 30% (B): 0% (C)
até 5 min; 80% (A): 10% (B): 10% (C) até 6 min; 30% (A): 0% (B): 70% (C) até 7 min; 30%
(A): 20% (B): 30% (C) até 10 min; reiniciando as condi¢des iniciais até 17 min)
(CIPOLATTI et al., 2015) a uma taxa de fluxo de 1 mL min™ e tempo de corrida total de

17 min com linearidade entre 0,1 e 7 pg mL™ para astaxantina e B-caroteno.

2.5 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS EXTRATOS FENOLICOS E CAROTENOIDES

O primeiro experimento consistiu em um fatorial 2x4x3: duas microalgas
(Spirulina sp. e Nannochloropsis sp.), quatro tipos de extratos aquosos e trés espécies de
Fusarium. Todos os testes foram realizados em quintuplicata.

Os extratos aquosos foram obtidos a partir dos residuos secos das fragdes

fenolicas soluveis em metanol, em etanol, fenois ligados e carotenoides, os quais foram
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ressuspensos em agua estéril e submetidos a filtracdo a vacuo em condi¢fes assépticas. Foi
incluido um tratamento controle, preparado utilizando agua estéril no lugar do extrato das
microalgas, para verificar o desenvolvimento do fungo sem qualquer restricéo.

Os diferentes extratos foram adicionados ao meio de cultura ABD a 35-40 °C e
vertidos em placas de Petri (10 cm de didmetro). A inoculacdo foi realizada ap6s solidificacdo
do meio. Um disco (1,1 mm de didmetro) de micélio ativo foi retirado da borda da cultura dos
fungos apds sete dias de cultivo e foi colocado no centro de cada placa de Petri, que foram
incubadas a 25 °C, fotoperiodo claro / escuro de 12-12 h (Quimis, Q216F20M, S&o Paulo,
Brasil) (PAGNUSSATT et al., 2013), com a finalidade de reproduzir as condigdes reais onde
ocorre a infec¢do por Fusarium.

A eficécia dos tratamentos foi avaliada diariamente, durante sete dias, medindo o
didmetro do desenvolvimento da hifa ortogonalmente. A taxa de crescimento micelial foi
obtida através da divisdo do didmetro final por seis dias, quando o crescimento ainda estava
ativo.

No segundo experimento, a atividade de inibicdo dos extratos das microalgas foi
testada com cinco concentracfes diferentes, correspondendo a 10, 20, 25, 30 e 40% do meio
contendo ABD. A percentagem de inibicdo do desenvolvimento fungico foi calculada de
acordo com Nguefack et al. (2004) conforme Equacdo 2, sendo que o controle ndo recebeu

qualquer extrato.

controle —tratamento
( ) @)

% Inibicdo = 100 .

controle

A metade da concentragdo eficaz maxima (ECsp), ou a que resultou em 50% de
inibicdo do desenvolvimento fungico em relacdo aos grupos controle, foi determinada através
de regressao linear entre as concentracgdes e as percentagens de inibicao.

O terceiro experimento foi composto por um fatorial 2x2x3: duas microalgas
(Spirulina sp. e Nannochloropsis sp.), duas formulacdes do extrato (sintético ou natural) e trés
espécies fangicas de Fusarium.

As misturas sintéticas foram formuladas utilizando padrdes purificados dos acidos
fendlicos identificados, na mesma proporcdo e concentracdo encontradas nas biomassas das
microalgas, para permitir a comparacdo. As medidas de crescimento radial dos micélios foram
obtidas como descrito anteriormente, assim como a taxa de crescimento micelial. No sétimo

dia de crescimento as placas foram congeladas e a biomassa foi seca a 60 °C (Quimis,
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Q314M242, Séo Paulo, Brasil) por 4 h para determinar os niveis de glicosamina e ergosterol.
A reducdo destes parametros foi determinada pela relacéo entre cada aplicacdo de extrato com

o tratamento controle.
2.6 DETERMINAGCAO DO CONTEUDO DE GLICOSAMINA E ERGOSTEROL

A glicosamina foi estimada a partir da biomassa fungica seca (1 g), sendo extraida
com 5 mL de HCI 6 mol L™ a 100 °C durante 40 min. O material hidrolisado foi neutralizado
com NaOH 3 mol L™ e a titulagdo inversa foi realizada com KHSO, (1 g 100 mLY). O
método colorimétrico foi utilizado para a determinacdo da glicosamina (SOUZA et al., 2011).
As unidades de absorvancia foram obtidas por espectrofotometria (Varian, Cary 100,
Califérnia, EUA) a 530 nm e as concentracdes foram estabelecidas utilizando curva padrao de
glicosamina (0,01 a 0,2 g L™"). As medicdes foram realizadas em triplicata e os resultados
foram expressos como glicosamina por mg de amostra.

O método modificado de Gutarowska e Zakowska (2009) foi utilizado para a
determinacéo do teor de ergosterol na biomassa seca. Consistiu em misturar 0,2 g do contetido
das placas e 10 mL de metanol em agitador orbital (Tecnal, TE-141, Erechim, Brasil) a
200 rpm durante 30 min (trés vezes). O extrato metandlico foi centrifugado a 3200 g a 20 °C
durante 10 min. Em seguida, a mistura foi refluxada durante 30 min e arrefeceu-se a 4 °C,
para realizacdo de quatro particdes com 20 mL de hexano. A fracdo de hexano foi seca em
evaporador rotativo (Fisatom, 801-802, Erechim, Brasil) a 60 °C.

O residuo foi dissolvido em metanol e determinado em cromatografo (Shimadzu,
Téquio, Japdo, CLASSE-M10A) acoplado com detector de UV e coluna de fase reversa C18
(4,6 x 250 mm, 5 pm, Discovery, EUA). O HPLC-UV operou a vazdo de 0,8 mL min™, a
30 °C, utilizando fase movel de 100% de metanol durante 17 min, com deteccdo a 282 nm. O
teor de ergosterol foi estimado por curva de calibragdo com padrédo comercial de ergosterol
com concentragdes variando de 0,05 a 2,0 pg mL™ (FREITAS et al., 2016).

2.7 ANALISE ESTATISTICA

A interacdo e os efeitos individuais dos tratamentos sobre a taxa de crescimento
micelial foram testados em um modelo de analise de variancia de trés ou duas vias,
dependendo do experimento. Ndo foi necessaria transformacédo da variavel de resposta, pois a

normalidade e a homocedasticidade dos residuos do modelo poderiam ser assumidas (dados
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ndo mostrados). Os meios de tratamento foram comparados por teste de Tukey a um nivel de
confianca de 95%. A correlacdo entre as medidas diarias de crescimento micelial e ergosterol
para cada tratamento foi testada com base no teste de correlagcdo de Spearman (rho) porque a

normalidade ndo pdde ser assumida.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 COMPOSICAO DOS EXTRATOS FENOLICOS E DE CAROTENOIDES DAS
BIOMASSAS

A separacdo e quantificacdo por HPLC-UV e confirmacgdo por LC-ESI-MS/MS
mostraram que o extrato fenélico da Spirulina sp. solGvel em metanol continha 10 pg mL™ de
compostos fendlicos, 93% destes representado pelo acido clorogénico e o restante continha
acido galico (0,3%), acido protocatecdico (2,6%) e hidroxibenzbico (3,9%). Os extratos
fenolicos soluveis em etanol continham teor de acidos fenolicos de 1,0 pg mL™: 95%
representado por acido clorogénico, mas também continham vanilina (5,0%). O extrato
contendo compostos fendlicos ligados tinha 0,6 pgmL™: 50% representado por &cido
hidroxibenzobico, enquanto o restante continha acidos clorogénico (19,3%), siringico (18,2%)
e vanilina (12,5%).

No que se refere a Nannochloropsis sp., 0s extratos metanolicos apresentaram
compostos fendlicos de 10,2 ug mL™: 76% representados pelo 4cido clorogénico e os demais
continham &cido galico (13,5%), protocatecoico (4,2%), hidroxibenzdico (4,2%), vanilina
(0,5%) e ferulico (0,1%). O extrato de fendis soliveis em etanol mostrou concentragdo de
10,6 pg mL™: 87% representado por acido clorogénico, mas também protocatecéico (1,3%),
hidroxibenzoico (2,4%), caféico (7,3%), siringico (1,1%) e vanilina (0,6%). O extrato de
compostos fendlicos ligados continha 1,6 pgmL™: 33% representado por &cido
hidroxibenzbico, enquanto o restante continha clorogénico (10,8%), cafeina (12,4%),
siringico (28,8%), vanilina (12,3%) e cumarico (3,0%).

Cabe ressaltar que a familia de compostos fenolicos é composta de diferentes
estruturas que determinam seus efeitos bioldgicos, o presente estudo utilizou extracdes que
visam obter principalmente a fracdo de &cidos fendlicos, que sdo componentes associados a
acdo antimicrobiana (PAGNUSSATT et al., 2016; QUIDEAU et al., 2011). Na literatura ndo

constam estudos aprofundados com relacdo a separacdo de compostos fendlicos solUveis em
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metanol, etanol e insollvel das microalgas avaliadas, assim como também ndo ha estudos
sobre o perfil especifico e o efeito de acidos fendlicos encontrados nestas microalgas como
agentes antifungicos.

O teor de compostos fendlicos das microalgas mostrou predominancia de acido
clorogénico nos extratos fenolicos solGveis. Anteriormente, foram demonstrados os efeitos
benéficos deste composto, tais como a sua atividade antioxidante e a capacidade de inibicao
de mutagenicidade de compostos carcinogénicos (MARINOVA; TONEVA; YANISHLIEVA,
2009; RAKSHIT et al., 2010). Além disso, o extrato de Nannochloropsis sp. € composto por
uma maior Vvarios acidos fenolicos, o que pode favorecer o efeito sinérgico entre os
compostos, aumentando a capacidade antifingica do extrato (SKROZA et al., 2015).

A concentracdo de carotenoides determinada por espectrofotometria e expressa
pelo teor de B-caroteno foi 4,8 pg mL™ para o extrato de Spirulina sp. e de 7,9 pg mL™ para
Nannochloropsis sp. As concentragdes de astaxantina e [-caroteno nos extratos de
carotenoides foram de 0,5 e 1,0 pg mL™ para o extrato de Spirulina sp. e 2,2 e 6,4 ugmL™
para Nannochloropsis sp. Estes carotenoides tém propriedades antioxidantes que podem ter
relacdo com a atividade antifingica, sendo os mais encontrados em microalgas.

Estudos recentes relacionaram carotenoides em microalgas a sua capacidade
antioxidante (MILLAO; UQUICHE, 2016; PALIWAL et al., 2016), demonstrando, assim,
que h& correlacdo positiva entre eles. No entanto, ndo existem estudos sobre a capacidade
antifingica destes compostos obtidos de microalgas. A composicao dos extratos deste estudo
é consistente com outros autores (NOBRE et al., 2013; SHAO et al., 2015), sugerindo que
esses extratos sdo adequados para serem utilizados em inddstrias de alimentos e/ou
nutracéuticos como fontes de carotenoides com atividade funcional antioxidante.

Os compostos antioxidantes estdo relacionados com a reducdo do estresse
oxidativo que pode ser aplicavel aos fungos, para reduzir o risco de manifestacdo de potencial
toxigénico e o acumulo de toxinas na matriz contaminada (PAGNUSSATT et al., 2013,
2014).

Goh et al. (2009) mostraram que a biodisponibilidade e a bioacessibilidade dos
carotenoides de matrizes complexas sdo influenciadas por diversos fatores, além do teor de
carotenoides. Incluem ndo s6 a maneira pela qual a matriz foi processada, mas também seu
conteddo de lipidios e fibras. Para tornar os carotenoides acessiveis para absorcdo, é
importante a ruptura mecénica e quimica da matriz alimentar. Na ruptura mecanica, a area
superficial, onde as enzimas digestivas atacam, aumenta e, assim, os carotenoides sdo mais
facilmente liberados de sua matriz (MILLAO; UQUICHE, 2016). Granado-Lorencio et al.
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(2007) também demonstraram que quando sucos e extratos foram avaliados, obtiveram-se
maiores quantidades de formas livres (hidrolise), sugerindo que a solubilizacdo dos substratos
(em formas ester) da matriz nos meios é um fator critico para hidrolise eficiente.

No presente estudo a extracdo foi realizada com solvente e agitagdo, que foi
evaporado e o contetdo solido foi resolubilizado com agua para a aplicacdo a cultura fngica

com a finalidade de avaliar seu efeito no desenvolvimento dos fungos.
3.2 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Os dados sobre as medidas diarias de crescimento micelial para cada espécie na
presenca e auséncia de extratos das microalgas sugeriram que alguns tratamentos suprimiram
o crescimento micelial (Figura 1). Com o uso do extrato de compostos fendlicos solveis em
etanol e nos extratos de carotenoides houve aparente efeito estimulante sobre o crescimento
de micélios, em compara¢do com o controle ndo tratado.

O modelo de ANOVA ajustado a taxa de crescimento micelial mostrou
significancia para a interacdo de trés vias (p < 0,05). Dentre os tratamentos, a taxa de
crescimento micelial de todas as espécies foi menor (<0,32 cm dia™ para Spirulina sp. e
0,21 cm dia™® para Nannochloropsis sp.) na presenca dos extratos fenélicos sollveis em
metanol, que diferiu significativamente (p < 0,05) dos outros tratamentos dentro de cada
combinacdo de espécies fungicas e microalgas (Tabela 1). O segundo melhor tratamento foi
com os compostos fendlicos ligados (insoltvel em etanol) para ambas as microalgas.

Considerando a baixa concentracdo de compostos ligados nos extratos das
microalgas, a dificuldade em obté-los e 0o melhor efeito de inibicdo demonstrado pelos
compostos solliveis em metanol, os valores de ECs, foram determinados apenas para 0s
compostos fenolicos sollveis nesse sistema de extracdo. Em geral, os valores de ECsy foram
mais baixos para extratos de Spirulina sp. (média de 33,9 pg mL™) em comparacéo com a
Nannochloropsis sp. (média de 49,6 ug mL™). Entre as espécies, houve menor variabilidade
nos valores de ECsy para o extrato de Spirulina sp. em comparacdo com os de
Nannochloropsis sp., onde ECso para F. meridonale foi 1,5 maior (64,6 pg mL™) do que as
outras duas espécies (Tabela 2).

Foi avaliada a necessidade de purificar os extratos para melhorar o efeito

inibitorio. Para isso realizou-se um experimento onde padrfes comerciais dos acidos fendlicos
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identificados nos extratos de microalgas (misturas sintéticas) foram avaliados quanto a sua

influéncia na taxa de crescimento de Fusarium e sua producao de biomassa.

Figura 1 - Curvas do crescimento micelial das cepas do complexo Fusarium graminearum,

isolados de cevada (F. meridionale), trigo (F. graminearum) e arroz (F. asiaticum), tratadas

com diferentes extratos de microalgas (carotenoides, compostos fendlicos ligados, solUveis
em etanol ou metanol).
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As misturas sintéticas ou extratos naturais dos &cidos fenolicos sollveis em
metanol afetaram diferentemente o crescimento da espécie. A interacdo de trés vias também
foi significativa (p <0,05). Em geral, o crescimento micelial foi suprimido em maior
magnitude quando se utilizou extrato de Spirulina sp. in natura, quando comparado com a

Nannochloropsis sp. e as misturas sintéticas (Figura 2).
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Tabela 1 - Taxa de crescimento micelial média (cm dia™) até o sexto dia de crescimento, para
experimento fatorial de trés vias que testa o efeito de duas microalgas, quatro formulacdes
diferentes e trés membros do complexo de espécies de Fusarium graminearum gue causam

doencas em culturas de cereais.

F. graminearum F. meridionale F. asiaticum
Tratamento Nannochloropsis  Spirulina Nannochloropsis  Spirulina Nannochloropsis  Spirulina

sp. sp. sp. sp. sp. sp.
CF* ligados 0,91 A 1,00 *A 0,645 0,60 1,004 0,90 ™
Extrato de carotenoides 1,18 1,214 0,70 % 0,69 ** 1,21 1,224
CF* solGveis em etanol 1,34 1,25 1,324 1,13% 1,45* 1,01
CF* solaveis em metanol 0,31 % 0,19 0,274 0,20 0,24 0,17 ¢

*CF = compostos fendlicos. Médias seguidas por letras mindsculas diferentes na mesma coluna e letras
mailsculas diferentes na mesma linha, para cada espécie fingica, diferem estatisticamente por ANOVA seguida
do teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 2 - Metade da concentracéo eficaz maxima (ECso) (ug mL™) dos extratos fenélicos
solGveis em metanol de Spirulina sp. e Nannochloropsis sp. depois de sete dias contra trés
isolados do complexo F. graminearum que causam doencas em culturas de cereais.

Isolado do
) ECy, extrato ) ECxo extrato
complexo F. Equacéo o Equacao Nannochloropsis
) Spirulina sp.

graminearum sp.
F. meridionale y =1,381 x 36,2 y =0,776 x 64,6
F. graminearum y =1,481x 33,8 y=1,170 x 42,8

F. asiaticum y=1577x 31,7 y =1,205 x 41,5

O extrato fendlico natural de Spirulina sp. apresentou maior efeito contra as
espécies do complexo F. graminearum (p <0,05) (Tabela 3), sendo a menor taxa de
crescimento micelial 0,51 cm dia™ para o F. asiaticum. O extrato natural de Nannochloropsis
sp. teve o menor valor de taxa de crescimento micelial para o F. meridionale e F. asiaticum,
seguido pelo F. graminearum. A formulacdo sintética de ambas as microalgas apresentou
maiores valores de taxa de crescimento micelial, estatisticamente diferentes dos extratos
naturais para as trés espécies.

Em relacdo a inibicdo do crescimento micelial sabe-se que os compostos fendlicos
com potencial antioxidante ndo agem eficazmente sozinhos (SKROZA et al., 2015), mas

sinergicamente, sendo coadjuvados por outros compostos encontrados na prépria matriz. Por
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conseguinte, as misturas fenolicas com atividade antioxidante ndo podem ser determinadas de
forma eficiente a partir de dados sobre compostos individuais, devido as suas interacdes
aleatdrias. A atividade antifingica de extratos naturais, neste estudo, mostrou maior eficiéncia
para inibir o desenvolvimento de fungos do que as misturas sintéticas, isto pode estar
relacionado a presenca de compostos tracos que ndo foram identificados com os métodos
utilizados, e sugere que ao invés de utilizar operagdes de purificagdo maximizadas, maior
atencdo deve ser dada ao uso de técnicas de producdo de biomassa de microalgas e métodos
de extracdo que permitam o maior rendimento desses compostos, para posterior emprego
como antifingicos naturais.

Figura 2 - Curvas de crescimento micelial do complexo Fusarium graminearum isolados de

arroz (F. asiaticum), trigo (F. graminearum) e cevada (F. meridionale) tratados com extratos
de microalgas naturais e misturas sintéticas.
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Tabela 3 - Taxa de crescimento micelial média (cm dia™) até o sexto dia de crescimento, para
experimento fatorial de trés vias que testa o efeito dos extratos de duas microalgas, duas
formulacdes diferentes e trés isolados do complexo Fusarium graminearum que causam

doencas em culturas de cereais.

F. graminearum F. meridionale F. asiaticum
Tratamento Nannochloropsis  Spirulina Nannochloropsis  Spirulina Nannochloropsis  Spirulina

sp. sp. sp. sp. sp. sp.
CF naturais 0,83" 0,74 > 0,78 0,61 0,78 % 0,51
CF sintéticos 0,99 1,22°% 0,93 0,95 1,03 1,04 A

*CF = compostos fendlicos. Médias seguidas por letras mindsculas diferentes na mesma coluna e letras
maidsculas diferentes na mesma linha, para cada espécie, diferem estatisticamente por ANOVA seguido do teste
de Tukey (p < 0,05).

Embora muitos estudos usem a medida do halo como forma quantitativa para
medir o crescimento fangico (MADONNA; VOORHEES; HADFIELD, 2001; SHUKLA et
al., 2012), a medicdo de compostos fingicos estruturais, como a glicosamina e o ergosterol,
fornecem subsidios para entender melhor o mecanismo protetor do extrato natural e,
consequentemente, a sua melhor aplicacdo para evitar a contaminacdo fangica ao longo da
cadeia alimentar.

O ergosterol mostrou ser um bom indicador do desenvolvimento fangico devido a
sua correlagdo com a biomassa metabolicamente ativa dos micro-organismos, permitindo
monitorar as mudangas durante o crescimento fungico (TIAN et al., 2012). Portanto, o ensaio
de ergosterol € um método alternativo promissor para determinar o crescimento de fungos
porque é especificamente encontrado na membrana celular destes micro-organismos e ndo em
tecidos vegetais ou animais (MADONNA,; VOORHEES; HADFIELD, 2001).

A Tabela 4 mostra a porcentagem de reducdo de ambos os indicadores de inibi¢éo
fangica pelos extratos naturais e pelas misturas sintéticas utilizadas na mesma proporcéo. O
contedo de ergosterol foi mais afetado em todos os casos, em comparacdo com a
glicosamina. As formulacdes sintéticas mostraram pequeno efeito nas concentracdes de
ambos os indicadores para as trés espécies do complexo F. graminearum estudadas. As
maiores inibi¢des foram obtidas com a aplicacdo do extrato natural de Nannochloropsis sp.
contra F. asiaticum, 93,1% e 28,6%, para a inibicdo do ergosterol e da glicosamina,
respectivamente. O extrato fenolico natural de Spirulina sp. resultou em inibi¢bes de
ergosterol maiores que 80% nos trés isolados fungicos, para glicosamina, este extrato
apresentou capacidade de inibicdo apenas quando empregado contra F. meridionale.
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Tabela 4 - Reducgéo (%) de ergosterol e glicosamina em isolados do complexo Fusarium
graminearum cultivados por 168 h.

F. graminearum F. meridionale F. asiaticum

Respostas
Sp SpS No No S Sp SpS No NoS Sp SpS No NoS

Reducéo de
87,3 329 634 455 881 349 71,1 247 815 204 931 781
ergosterol (%)

Reducéo de
. ] - 36 194 7,0 184 102 97 2,0 - 56 286 38
glicosamina (%)

Sp — extrato fendlico de Spirulina sp.; Sp S — formulacdo sintética dos fendis da Spirulina sp.; No — extratos
fenodlico da Nannochloropsis sp.; No S — formulag&o sintética dos fenois da Nannochloropsis sp.

A Figura 3 mostra a producdo de ergosterol ao longo de sete dias, quando os
isolados de F. graminearum foram cultivados sob diferentes condi¢des. Os extratos naturais
mostraram maiores efeitos na inibicdo da producdo de ergosterol, principalmente no sexto dia
de crescimento do halo. Os extratos foram capazes de inibir significativamente teor de
ergosterol em F. asiaticum.

Os niveis de ergosterol foram positivamente e fortemente associados a inibi¢do do
halo micelial para todas as espécies, mas especialmente para o F. graminearum e F.
meridionale (p = 0,92) (Figura 4).

A correlacéo entre o ergosterol e o crescimento visivel pode variar de acordo com
as matérias-primas em andlise, no entanto, previamente foi demonstrado que o ergosterol é
um marcador adequado para estimar a biomassa e a contaminagéo fungica em varios materiais
vegetais, como canola (PRONYK et al., 2006), uva (POREP et al., 2014), hibridos de sorgo
(RAO et al., 2012), trigo, milho, cevada e arroz (STANISZ et al., 2015).

Um estudo sobre a inibicdo de Rhizopus oryzae por extratos fendlicos de S.
platensis e Chlorella sp. mostrou que a producdo de ergosterol foi reduzida entre 46 e 17%
apos oito dias, respectivamente. No mesmo estudo, no caso da glicosamina, a reducgéo foi 54 e
17% para cada extrato de microalga, respectivamente (SOUZA et al., 2011). Pagnussatt et al.
(2013) utilizaram extrato fenolico para o cultivo de linhagens de F. graminearum e
encontraram inibicdo maxima de 74% para glicosamina e 44% para ergosterol, concluindo
que o principal mecanismo de inibi¢cdo fungica se deve a inibicdo da formagdo da parede
celular (glicosamina). Os autores acompanharam a producdo de ergosterol em
espectrofotdbmetro, enquanto que neste estudo foi utilizado método cromatografico que € mais

especifico, sensivel e confiavel.
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Figura 3 - Producéo de ergosterol pelo complexo de Fusarium graminearum, isolado de arroz
(F. asiaticum), trigo (F. graminearum) e cevada (F. meridionale), tratados com extratos
fendlicos naturais de Spirulina sp. ou Nannochloropsis sp. e misturas sintéticas dos fenélicos
presentes nas microalgas.
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Figura 4 - Correlacdo da biomassa flngica com o contetdo de ergosterol ao longo do tempo.
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Heidtmann-Bemvenuti et al. (2016) aplicaram o fungicida azoxistrobina contra a
cepa de F. graminearum CQ244, que inibiu a producdo de glicosamina em 48% e ergosterol
em 15%; e Trifloxistronbina que inibiu a glicosamina em 48% e o ergosterol em 15%. Assim,
0 potencial antifingico dos extratos fendlicos gerou niveis de reducdo promissores em
comparacao com fungicidas sintéticos.

Em alguns casos, a falta de correlacdo entre o ergosterol e a enumeracéo fungica é
decorrente de mudancas fisiologicas e autdlise micelial parcial, que podem afetar

dramaticamente o conteudo de ergosterol da massa micelial residual (STANISZ et al., 2015).

4 CONCLUSAO

Os extratos das microalgas apresentaram composicdo promissora e diversificada
de &cidos fendlicos e carotenoides, sendo identificados nove diferentes &cidos fendlicos,
principalmente &cidos clorogénico, galico, protocatecdico e hidroxibenzbico, e dois
carotenoides principais (astaxantina e B-caroteno), sendo que o extrato de Nannochloropsis
sp. apresentou a composicdo mais difersificada. Ambos extratos fendlicos naturais, soluveis
em metanol, mostraram efeito inibitorio a 40 ug mL™, mostrando que pequenas quantidades
de extrato sdo capazes de inibir eficientemente o crescimento de isolados do complexo F.
graminearum. Ergosterol ¢ um bom indicador de inibicdo, com alta associagdo com o
crescimento micelial e valores inibitorios de 63 a 93% quando sdo utilizados extratos naturais.
Os experimentos com as misturas sintéticas mostraram que os extratos fenolicos naturais sao

mais eficientes para inibir a biomassa de Fusarium.
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RESUMO

Este estudo avaliou o efeito de extratos fenolicos de Nannochloropsis sp. e Spirulina sp.
aplicados em campos de trigo no Noroeste da Italia quanto a qualidade dos grdos e ocorréncia
de doengas fungicas e tricotecenos. Primeiramente, foi conduzido um experimento in vitro
utilizando gréos de trigo como meio de cultura para o desenvolvimento do isolado fungico
(CML 3607, pertencente ao complexo F. graminearum), os tratamentos com extratos
fendlicos de Nannochloropsis sp., Spirulina sp. e tebuconazol inibiram a biomassa fungica na
ordem de 67, 62 e 85%, respectivamente em relagcéo aos controles. A reducdo da atividade da
enzima a-amilase alcangou valores de 82% (Nannochloropsis sp.), 69% (Spirulina sp.) e 78%
(tebuconazol). A inibicdo da producdo de ergosterol apresentou valores de 81%
(Nannochloropsis sp.), 90% (Spirulina sp.) e 99% (tebuconazol). Com a dose aplicada no
experimento in vitro (64 mL m™), os extratos fenélicos de Nannochloropsis sp. (45 pg mL™?) e
Spirulina sp. (40 pg mL™) inibiram em média, respectivamente, 82 e 68% a producdo de
tricotecenos, enquanto que a aplicacdo do tebuconazol favoreceu a producdo de micotoxinas.
Nos experimentos de campo os extratos fendlicos de microalgas foram téo eficientes quanto o
tebuconazol para inibir a fusariose. Nestes experimentos foram utilizadas doses de 12 mL m™
dos extratos de microalgas na mesma concentragdo que no experimento in vitro, o extrato de
Nannochloropsis sp. inibiu até 38% da producéo de deoxinivalenol, enquanto que o extrato de
Spirulina sp. chegou a niveis de inibicdo de 55% para esta micotoxina. Desta forma, os
extratos de microalgas possuem a capacidade antimicotoxigénica e 0s niveis necessarios para

mitigar o problema sdo vidveis em cultivo em grande escala.

Palavras-chave: Giberela. Fusarium. Tricotecenos. Trigo. Nannochloropsis sp. Spirulina sp.
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1 INTRODUCAO

A contaminacdo de alimentos por fungos representa um perigo a saude publica,
pois esses micro-organismos, além de diminuirem a disponibilidade de nutrientes, alteram as
caracteristicas sensoriais e podem produzir substancias toxicas (KUMAR et al., 2010). O
maior desafio para vencer o impacto destes contaminantes esta na ubiquidade das espécies
fangicas, iniciando o risco desde as culturas de gréo até o armazenamento e preparo.

As espécies de Fusarium sdo patogénicas para as plantas antes ou imediatamente
apos a colheita (MUGRABI-DE-KUPPLER et al., 2011). A contaminacdo fungica por este
género ocasiona danos nas culturas, tais como diminuicdo da produtividade e alteragdo na
qualidade dos graos. Dentre estes se encontram também espécies produtoras de micotoxinas
em resposta a condigdes ambientais desfavoraveis ao desenvolvimento fdngico.

A principal classe de micotoxinas produzidas por F. graminearum é representada
por tricotecenos, que atuam como potentes inibidores da sintese protéica em eucariotos e sdo
responsaveis por toxicoses em humanos e animais (SNIJDERS, 1990). A producdo destes
compostos é uma das consequéncias negativas associada a contaminacdo de trigo por
Fusarium, destacando a micotoxina deoxinivalenol (DON), também conhecida como
vomitoxina. A ingestdo de alimento contaminado com esta micotoxina é responsavel por
sintomas, tais como recusa alimentar, diarréia, vomito, hemorragia e dermatite de contato em
animais. Em humanos, o decréscimo na taxa de leucdcitos, nausea, vomito, anorexia e
convulsdes estdo relacionados a contaminacdes de alimentos por F. graminearum que
encontraram condicdes para a producdo de DON (BRYDEN, 2007; EHLING et al., 1998).
Por isso, durante o cultivo sdo utilizadas estratégias para manejo da incidéncia flingica e
mitigacdo da contaminacdo micotoxicologica.

A fusariose (giberela) na planta é uma doenca altamente destrutiva que pode
ocorrer em todas as areas produtoras de trigo do mundo. As consequéncias dela sdo a
senescéncia total ou parcial da espiga precocemente, que consequentemente, reduz os
rendimentos das culturas e qualidade do grdo. Existem diversas variedades de fungos que
podem estar envolvidos na promocao desta doenca, entre elas, a Gibberella zeae (Anamorfo
Fusarium graminearum) que é uma das principais causas de producdo e acumulo de
tricotecenos do tipo B em grdos de trigo (SCARPINO et al., 2015).

A septoriose ou mancha das glumas e dos nos do trigo, causada pelo fungo

ascomiceto Mycosphaerella graminicola (forma assexuada — Septoria tritici), também € uma
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das doencas do trigo. Esta é caracterizada por lesdes necrdticas nas folhas e no caule que se
desenvolve depois que as células infectadas colapsam. A doenca é prevalente em condicdes
de clima frio e tmido (SHAH; BERGSTROM; SORELLS, 2000). A contaminacdo ocorre
quando as condi¢des ambientais como umidade, temperatura e intensidade da luz s&o
favoraveis ao fungo no periodo entre a antese e a formacéo do grdo (NELSON; MARSHALL,
1990), resultando em perda de produtividade e qualidade dos grdos (XU; FRIESEN; CAl,
2004).

Fungicidas sintéticos sdo usados para controle da patogenicidade e toxicidade de
micro-organismos (HEIDTMANN-BEMVENUTI et al.,, 2012), entretanto, problemas
toxicologicos em humanos e animais de criacdo, bem como a deterioracdo da qualidade
ambiental estdo associados ao uso indiscriminado dessas substancias. Situacdo que motiva a
busca pela preservacdo de grdos empregando compostos naturais (DORS et al., 2011;
HUSSEIN et al., 2011; PAGNUSSATT et al., 2011).

Em vista da toxicidade e da pouca eficiéncia de alguns principios ativos para
evitar a doenca e a producdo de micotoxinas, tem sido recomendadas diferentes estratégias
para garantir a qualidade do produto final e diminuir o risco de deterioracdo ou de producao
destas toxinas (ZAO et al., 2010). Dentre elas estd 0 manejo do solo e os periodos de
aplicacdo dos pesticidas (BLANDINO et al., 2012).

Alguns estudos tém documentado o efeito antifingico e antimicotoxigénico de
compostos fenolicos obtidos de microalgas (DANYAL; MUBEEN; MALIK, 2013;
PAGNUSSATT etal., 2014, 2016; SOUZA et al., 2011). No entanto, 0 mecanismo de ac¢ao na
inibicdo do desenvolvimento do micro-organismo e da produgdo de micotoxinas, bem como
as quantidades necessarias, precisam ser esclarecidos antes de viabilizar seu uso em grande
escala (SAMAPUNDO et al., 2007).

Os experimentos realizados in vitro para estimar a atividade antifungica de
compostos naturais sao muitos (DANYAL; MUBEEN; MALIK, 2013; EL-HOSSARY et al.,
2017; PAGNUSSATT et al., 2014, 2016; SOUZA et al., 2011; WIANOWSKA et al., 2016),
porém faltam informacBes e protocolos para aplica-los em escala de cultivo de maneira
viavel. Considerando resultados de outros autores e dados experimentais obtidos no Artigo 1l
sobre a inibicdo especifica e 0 ECs obtidos usando extratos fenolicos de microalgas, este
trabalho foi realizado. Nele, o objetivo foi avaliar o efeito da aplicagdo de extratos fenolicos
de microalgas em gréos e nas culturas de trigo quanto aos parametros de qualidade dos graos,

severidade de incidéncia fangica e contaminacéo por tricotecenos.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS FENOLICOS DE MICROALGAS

Os extratos contendo os acidos fendlicos solGveis em metanol de ambas as
microalgas foram obtidos conforme procedimento descrito no Artigo | (PAGNUSSATT et al.,
2014; SCAGLIONI et al., 2014). O teor fendlico também foi determinado nas amostras de

trigo submetidas a diferentes tratamentos no campo.

2.2 CAPACIDADE ANTIFUNGICA DOS EXTRATOS DE MICROALGAS CONTRA
CEPA DE Fusarium graminearum (CML 3607)

O experimento in vitro foi conduzido em placas de petri contendo 10 mL de ABD
ou 3 mL de solugdo nutriente (composta por (NH4),SO,4, KH,PO, e MgSO,) e 12 g de grdos
de trigo inteiros previamente esterilizados em autoclave.

Cada tratamento consistiu em adicionar o volume de extrato fenolico de
microalgas com concentracdo correspondente ao valor de ECsy (estimado no Artigo Il, em
torno de 40 ug mL™), e posterior inoculacdo de um disco de micélio da cepa CML 3607
(1,2 mm de diametro) no centro de cada placa. Este isolado foi proveniente de cultura de trigo
e esta depositado na colecdo micoldgica de Lavras (CML - Colecdo Micologica de Lavras). O
controle foi cultivado com volume de agua estéril equivalente ao dos extratos fenolicos.
Também foi realizado um tratamento com o fungicida tebuconazol na dose usual
recomendada (0,6 mg mL™).

As placas de Petri com o indculo foram incubadas a 25 °C, fotoperiodo
claro / escuro de 12-12 h. A eficacia dos tratamentos foi avaliada diariamente durante sete
dias, medindo o didmetro do desenvolvimento da hifa ortogonalmente. Todos os testes foram
realizados em triplicata.

A alteracdo na morfologia do fungo ao final do periodo de incubacéo foi analisada
macro e microscopicamente. Foi utilizado um microscopio confocal Leica SP8, PMT1 Gain
803,6, Offset -3,99, com o laser de excitacdo em 488 nm, potencial 53,6%, e emissao 500-

630 nm e sequenciamento de imagem de 17 camadas com 40 pum de espessura total.
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2.3 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE ERGOSTEROL

O conteudo de ergosterol foi determinado conforme procedimento descrito no
Artigo Il (FREITAS et al., 2016; GUTAROWSKA; ZAKOWSKA, 2009).

2.4 ATIVIDADE DA o-AMILASE

Todo o contetido de cada placa de petri foi pesado e moido. A extracdo da enzima
foi realizada com adicdo de 10 mL de NaCl 0,5% em agitador orbital a 30 °C por 60 min. A
suspensdo foi centrifugada a 3220 g a 4 °C por 10 min e logo apos filtrada com papel
Whatman n°1 usando banho de gelo. O filtrado (extrato enzimatico) foi utilizado na etapa de
dextrinizacdo, onde: em tubo de ensaio foram adicionados 0,5 mL de amido 0,1%, 0,1 mL de
tampéo 4cido citrico-fosfato de sédio 0,1 mol L™ pH 6,0 e 3,0 mL de &gua destilada, a mistura
foi levada a banho-maria a 50 °C por 5 min, apés foi adicionado 0,1 mL do extrato
enziméatico, sendo incubado por mais 5 min. Foi utilizado 0,5 mL de HCI 1 mol L™ para
interromper a reacdo. No tubo controle foi utilizada agua no lugar do extrato enzimatico. A
todos os tubos foram adicionados 0,1 mL de solucéo de iodo (0,3% de I, em solugdo Kl 3%) e
8,4 mL de agua destilada. Apds 15 min a absorvancia foi lida em espectrofotémetro a 620 nm
(BARAJ; GARDA-BUFFON; BADIALE-FURLONG, 2010).

A estimativa da atividade enzimatica foi realizada utilizando curva padrdo de
amido cujo modelo linear era y=7,72x (linearidade de 0,02 a 0,2 mgmL™). E a atividade
especifica foi calculada pela relagdo do porcentual de reducdo da atividade (em relacdo ao
tratamento controle) com a quantidade de principio ativo adicionado no meio de cultivo
(concentracdo fenolica, no caso dos extratos naturais, e concentracdo de tebuconazol, no caso

do fungicida comercial).

2.5 APLICACAO DOS EXTRATOS DE MICROALGAS EM CULTURAS DE TRIGO

O experimento in vivo ocorreu no periodo de maio a junho de 2015 através da
aplicacdo dos extratos naturais e dos fungicidas sintéticos em dois campos experimentais de
trigo, situados na regido noroeste da Italia, no mesmo periodo de 2016 o desenho
experimental contido na Tabela 2 foi realizado novamente a fim de comparar a eficiéncia em

dois anos de cultivo distintos.
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A aplicacdo dos extratos e fungicidas foi realizada na fase de crescimento 62
(inicio da floracdo) com pulverizador com bico de precisdo 3 (T-Jeet 110/04) e pressdo de
saida no bocal de 324 kPa. Em todos os campos, cada lote media 12 m.

A Tabela 1 mostra os tratamentos realizados em Carmagnola (44°50° N, 7° 40’ E,
altitude 245 m), onde foi cultivado trigo duro, cultivar Saragolla (susceptivel a Giberela), com
aracdo, sendo a cultura precedente nesse campo o trigo comum. Foi utilizado um desenho
experimental de parcelas subdivididas, com inoculacdo artificial como fator principal, com
trés repeticoes.

O trigo comum foi cultivado em Buriasco (44°52° N, 7°26° E), cultivar Altamira,
com cultura precedente de milho. A Tabela 2 mostra os diferentes tratamentos utilizados para
esse cultivo. Neste caso foi utilizado um desenho experimental de parcelas subdivididas, com
o preparo do solo como fator principal, com quatro repeticdes. Sendo usadas condi¢des de

aracdo e cultivo minimo.

Tabela 1 - Tratamentos realizados no cultivo de trigo duro.

Cbdigo  Tratamento Extrato Microalgas Fungicida

1 Controle - -

2 Spirulina sp. Spirulina sp. (40,0 pg mL™) -

3 Nannochloropsis sp. Nannochloropsis sp. (45,2 ygmL™) -

4 Protioconazol - Protioconazol (200 g.i.a. ha®)*
5 Tebuconazol - Tebuconazol (200 g.i.a. ha)*
6 Spirulina sp. + Tebuconazol Spirulina sp. (40,0 ug mL™) Tebuconazol (200 g.i.a. ha®)*
7 Nannochloropsis sp. + Tebuconazol Nannochloropsis sp. (45,2 uygmL™)  Tebuconazol (200 g.i.a. ha™)*
8 Tebuconazol (meia dose) - Tebuconazol (100 g.i.a. hat)*
9 Spirulina sp. + Tebuconazol (meia dose) Spirulina sp. (40,0 ug mL™) Tebuconazol (100 g.i.a. ha™)*
10 Nannochloropsis sp. + Tebuconazol (meia dose)  Nannochloropsis sp. (45,2 uygmL™)  Tebuconazol (100 g.i.a. ha™)*

*g.i.a.: grama de ingrediente ativo por hectare (valores correspondentes a dose usual recomendada)

2.6 SINTOMAS DE FUSARIOSE (GIBERELA)

A incidéncia e severidade da fusariose foram registradas para cada experimento
através da realizacédo de avaliacGes visuais da doenca na fase de massa mole do gréo (Growth
Stage - GS 85). A incidéncia foi calculada como a percentagem de espigas com sintomas da
doenga, utilizando-se 200 espigas por experimento. A severidade foi calculada como a
percentagem de grdos por espiga com sintomas, sendo estimada com uma escala de 0 a 7, em

que cada valor numérico corresponde a um intervalo de percentagem de superficies que
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exibem sintomas visiveis da doenca (PARRY; JENKINSON; MCLEQOD, 1995), seguindo o
seguinte esquema: 1 =0 — 5%, 2 =5 — 15%, 3 = 15 — 30%; 4 = 30 — 50%, 5 =50 — 75%, 6 =
75-90% , 7 = 90 — 100%.

Tabela 2 - Tratamentos realizados no cultivo de trigo comum.

N  Tratamento Preparo do solo  Extrato Microalgas Fungicida

1 Controle Aracédo

2 Spirulina sp. Aragdo Spirulina sp. (40,0 ug mL™)

3 Nannochloropsis sp. Aragdo Nannochloropsis sp. (45,2 pg mL™)

4 Tebuconazol Aracédo - Tebuconazol (200 g.i.a. ha)*

5 Protioconazol Aracédo - Protioconazol (200 g.i.a. ha™)*

6 Tebuconazol + Protioconazol ~ Aracdo - Teb (100 g.i.a. ha) + Prot (100 g.i.a. ha)*
7 Controle Cultivo minimo

8 Spirulina sp. Cultivo minimo Spirulina sp. (40,0 pg mL™)

9 Nannochloropsis sp. Cultivo minimo Nannochloropsis sp. (45,2 ug mL™)

10  Tebuconazol Cultivo minimo - Tebuconazol (200 g.i.a. ha™)*

11  Protioconazol Cultivo minimo - Protioconazol (200 g.i.a. ha*)*

12 Tebuconazol + Protioconazol ~ Cultivo minimo - Teb (100 g.i.a. ha™) + Prot (100 g.i.a. ha™)*

*g.i.a.; grama de ingrediente ativo por hectare (valores correspondentes a dose usual recomendada). Teb.:
Tebuconazol; Prot.: Protioconazol

2.7 AVALIACAO DA SEPTORIOSE

Para cada experimento, a incidéncia de septoriose foi registrada apos avaliacdo
visual na fase de massa mole do grdo (GS85). A doenca foliar foi classificada em 6 classes
(0=0%; 1 =2%; 2 =5%; 3 =10%; 4 = 25%; 5 = 50%; 6 = 50%) de acordo com 0s sintomas
visiveis. Foram utilizadas 15 folhas bandeira e 15 penultima folhas, escolhidas

aleatoriamente.
2.8 AVALIA(;AO DO VERDOR DA FOLHA BANDEIRA

Foi utilizado um sensor 6ptico de mao, GreenSeeker TM® (Trimble©, Sunnyvale,
Califérnia, EUA), para medir a biomassa fotossinteticamente ativa do topo da planta ao final,
na fase de enchimento dos gréos, apos a aplicacdo dos extratos. O instrumento foi mantido
aproximadamente 80 cm acima do cultivo e sua resolugéo espacial efetiva foi 2 m>.

Este método é ndo destrutivo e pode ser realizado em tempo real. O dispositivo
utiliza a radiacdo ativa para obter dados de refletancia, que é independente da iluminacédo

solar. Ele tem sua prépria fonte consistente de emissao de luz, detectores de fotodiodo e filtros
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de interferéncia para o vermelho [R] e infravermelho proximo [NIR] (JORDAN, 1969). Desta
forma foram gerados os indices de Vegetacdo por Diferenca Normalizada (IVDN), de acordo
com a Equacdo 1 (ROUSE et al., 1974) que sdo proporcionais a biomassa da cultura e o
verdor. Onde RNIR € a refletancia de radiacdo NIR e RRed é a refletdncia da radiacdo

vermelha visivel.

IVDN = RNIR —RRed (1)
RNIR +RRed

2.9 PARAMETROS PRODUTIVOS E DE COMPOSICAO DO GRAO DE TRIGO

Apos realizacdo da colheita, foram determinados alguns parametros que
permitiram verificar se 0s tratamentos acarretaram em aumento na producdo de grdo. Sendo
eles: umidade e peso hectolitro, atraves do analisador de grdos Dickey-John GAC2100 (Corp.
Auburn, IL, USA) e o peso de mil gréos, onde foram coletados aleatoriamente duzentos graos
a partir de cada amostra que pesava 1 kg.

O teor de proteinas, cinzas e gluten contido nas amostras foi determinado pela
tecnologia de transmissdo de infravermelho proximo, usando um Infratec TM 1241 Grain
Analyser instrument (Foss, Silver Spring, MD, USA), sendo apresentados os valores com

base em matéria seca.

2.10 DETERMINACAO DE TRICOTECENOS

As amostras (secas e armazenadas congeladas) foram moidas até 32 mesh, 10 g
destas foram homogeneizados com 20 mL de agua destilada. Foi realizada uma etapa de
desengorduramento com hexano (duas vezes de 10 mL). A extragdo foi realizada com 20 mL
de acetonitrila em agitador orbital a 170 rpm por 20 min. A etapa de adi¢do de sais consistiu
em utilizar 6 g de sulfato de magnésio anidro e 2 g de cloreto de sédio, o contedo foi agitado
em vortex por 2 min, centrifugado a 3220 g por 10 min. Ao sobrenadante foram adicionados
0,3 g de sulfato de magnésio anidro e 0,1 g de C18, a mistura permaneceu 30 s em vortex e foi
novamente centrifugada a 3220 g por 5 min. Foram recolhidos 3 mL do sobrenadante para
frasco &mbar e seu contetdo foi seco em banho-maria a 60 °C (ANASTASSIADES et al.,
2003, modificado por SEUS, 2014).
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Para identificacdo e quantificacdo dos tricotecenos NIV, DON e acetilados
(ADONS) (15-acetildeoxinivalenol (15-ADON) e 3-acetildeoxinivalenol (3-ADON)) foi
utilizada cromatografia liquida de alta eficiéncia (Shimadzu, Toquio, Japdo, CLASSE-M10A)
acoplada a deteccdo de radiagdo ultravioleta, com o uso de uma coluna de fase reversa C18
Gemini 5,0 um (250 x 4,6 mm), operando no modo de elui¢do isocratico. Com um fluxo de
injecdo de 0,5 mL min™, tempo de corrida total de 15 min, fase mével composta por
acetonitrila:agua (70:30) e deteccdo a 220 nm (SEUS, 2014). Seguindo as seguintes curvas-
padréo: NIV: y=16479x + 716,51, linearidade de 165 a 2353 pg kg™; DON: y=70828x - 3186,
linearidade de 59 a 2353 ug kg™; ADONS: y=51832x + 8297,3, linearidade de 471 a
4706 pg mL™.

Somente para as amostras de trigo resultantes da aplicacdo dos extratos no campo,
primeiramente, a concentracdo de DON foi determinada de acordo com o método de ELISA
Ridascreen® DON (R-Biopharm AG, Darmstadt, Germany). Para isso foram utilizadas sub-
amostras de 20 g (moidas a didmetro de 1 mm). Estas foram diluidas em 100 mL de &gua
destilada e submetidas a agitacdo durante 15 min a 270 rpm em agitador orbital. O
sobrenadante foi filtrado através de papel Whatman® n°1 e foi realizada uma diluicdo de
1:10, para abranger a faixa de quantificacdo de 185 a 5000 pg kg™, utilizando um leitor de
placas a 450 nm (Digital & Analog Systems srl, Ralombara Sabina, RM; Italy).

Para confirmacdo dos resultados obtidos por ELISA, foi utilizado método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado com detector de massas (HPLC-MS-MS),
com uma faixa de linearidade de 20 — 1000 pg kg™

Foram utilizados 25 g de amostra moida, extraidas com 100 mL de &gua por
30 min. Todo o extrato foi recolhido. Foram utilizadas colunas baseadas em anticorpos de
imunoafinidade (DON test™ WB Columns VICAM) para o clean-up dos extratos.
Primeiramente cada coluna foi condicionada com 1 mL de agua deionizada, logo em seguida
carregada com 1 mL do extrato de cada amostra, a uma taxa de 1-2 gotas s*. As colunas
foram lavadas com 2,5 mL de &gua deionizada e por fim o DON foi eluido da coluna com
2 mL de metanol.

A quantificag@o foi realizada pela injegdo de 10 pL de eluato diluido no sistema
HPLC-MS-MS, que consistiu em uma bomba cromatografica Varian 212-LC e um
espectrometro de massa 310-LC-MS TQ. Foi utilizada uma coluna analitica de fase reversa
Varian Polaris C18-A (100 x 2,00 mm, 3 um) e a fase movel foi uma mistura de metanol e
4gua com fluxo de 0,2 mL min™ (SOVRANI et al., 2012).
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2.11 ANALISE ESTATISTICA

A analise de variancia (ANOVA) foi aplicada aos resultados, seguida do teste de

Tukey com nivel de confianca de 90%, pelo software Statistica 10.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EFEITO DOS EXTRATOS DE MICROALGAS NA PRODUCAO DE BIOMASSA
FUNGICA in vitro

Neste experimento os extratos de microalgas e o fungicida sintético foram
adicionados ao meio de cultivo convencional e aos graos de trigo como substrato para melhor
compreensdo do mecanismo de inibicdo e inferéncia sobre as concentra¢cdes minimas, com o

objetivo de avaliar o efeito nos fungos.

3.1.1 Formacéo de halo micelial

O halo de desenvolvimento fungico foi medido a cada 24 h e o comportamento
esta mostrado na Figura 1. Ambos os extratos de microalgas mostraram percentual de inibicao
em torno de 70% para todos os tratamentos até 96 h apos a inoculacdo. Ao final do periodo de
incubacdo, o extrato fendlico de Nannochloropsis sp. inibiu o desenvolvimento fangico em
67, 34, e 18% no meio com agar; agar e grdos de trigo; e solugdo nutriente e grdos de trigo,
respectivamente. Enquanto que o extrato de Spirulina sp. inibiu 62, 25 e 21%, nos mesmos
arranjos experimentais.

O tebuconazol inibiu 85, 75 e 55%, conforme esperado, pois se trata de um
composto comercial formulado para atuar em amplo espectro de espécies fungicas. No
entanto, ficou demonstrado que os extratos de microalgas também possuem capacidade de
inibir a formacdo de halo caracteristico do desenvolvimento fingico. O aumento da
complexidade do substrato (grdos de trigo) representa melhor as condicfes reais encontradas
pelo fungo no campo e isto permitiu inferir que os extratos fenolicos sdo antifungicos
promissores principalmente nos primeiros dias da aplicagéo.

Na Figura 2 estdo ilustradas as variacGes observadas nas caracteristicas das hifas

formadas nas placas quando o substrato era agar e grdos de trigo, comparativamente com o
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tratamento controle. Nelas é possivel observar que a biomassa € menor apds 24 h de

incubacdo. Ao final do periodo, as hifas do tratamento controle apresentaram caracteristica de

envelhecimento (alteracdo na cor), enquanto que as dos meios tratados com 0s extratos de

microalgas mostraram hifas que ainda apresentam aspecto de biomassa em desenvolvimento.

Figura 1 - Desenvolvimento do halo da cepa CML 3607 do complexo F. graminearum

Agar batata dextrose
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-¥- Nannochloropsis sp.
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submetida a diferentes tratamentos.
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Figura 2 - Producdo de biomassa fungica pela cepa CML 3607 do complexo F. graminearum
apos 24, 96 e 168 h incubadas com agar batata dextrose e gréos de trigo na presenca de agua
(controle), extrato fenodlico de Nannochloropsis sp., extrato fendlico de Spirulina sp. e

tebuconazol.
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Comparando as caracteristicas microscopicas das hifas formadas na biomassa sob
diferentes tratamentos (Figura 3), as formadas no tratamento controle estdo mais largas e
turgidas. Os tratamentos com Nannochloropsis sp. e Spirulina sp. apresentaram hifas mais
finas e pouco tdrgidas. Apenas neste, as paredes celulares parecem mais espessas, com 0S
septos mais definidos. Com a biomassa tratada com tebuconazol as hifas séo finas e curtas,
além de mais compactadas. Fatos que possivelmente reflitam os efeitos dos fungicidas
naturais e sintético na troca de matéria com o meio. Além disso, a maior alteracdo verificada
no aspecto visual do fungo causada pelo tebuconazol pode levar o fungo a condigdes de
estresse, resultando na producdo de seus metabodlitos toxicos como forma de defesa
(HEIDTMANN-BEMVENUTI et al., 2016).

Figura 3 - Morfologia da cepa CML 3607 do complexo F. graminearum apds inoculacao por
168 h com agar batata dextrose na presenca de agua (controle), extrato fendlicos de
Nannochloropsis sp., Spirulina sp. e tebuconazol.

Controle Nannochloropsis sp.

Spirulina sp. Tebuconazol
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3.1.2 Producéo de ergosterol

Considerando que a presenca de trigo no meio de cultivo dificulta a medida da
evolucdo do halo, foi realizada a determinagdo do ergosterol. Este se mostrou em outros
experimentos (Artigo 1) estar fortemente correlacionado com o aumento da biomassa de
fungos do complexo Fusarium.

A reducéo na concentracdo do ergosterol (Tabela 3) confirmou que este € um bom
indicativo do desenvolvimento fungico. Nos tratamentos com os principios ativos aplicados
aos meios com gréos de trigo, a reducgéo da producdo de ergosterol foi menor. Fato que indica
que o umedecimento da semente e a consequente degradacdo enddgena beneficiou 0 aumento
da biomassa fungica, como acontece na natureza, pois as enzimas enddgenas promovem a

hidrolise e disponibilizacdo de substrato.

3.1.3 Inibicdo de a-amilase pelos extratos de microalgas

Os resultados da inibicdo do halo e da producdo de ergosterol nortearam o
interesse em buscar a compreensdo do mecanismo de acdo dos extratos e o principio ativo
sintético para limitar o crescimento da biomassa.

Quando os extratos foram aplicados ao meio de cultivo a capacidade de inibicdo
da enzima ocorreu nas primeiras 24 h, aumentando ao final do periodo de incubacgéo
(Tabela 3) em niveis de 82, 69 e 78% para os extratos de Nannochloropsis sp., Spirulina sp. e
tebuconazol, respectivamente. Porém, quando aplicados aos gréos de trigo (substrato flngico)
apenas o extrato fenolico de Nannochloropsis sp. manteve a inibicdo da enzima acima de 60%
por todo o periodo avaliado. O extrato de Spirulina sp. inibiu a enzima somente no periodo
inicial do desenvolvimento da biomassa e o tebuconazol resultou em pequena inibicéo ao final
do periodo (17%). Neste caso, a manutencdo da atividade possivelmente foi decorrente da
enzima presente nos graos de trigo, pois se sabe que esta enzima enddgena é responsavel pela
germinacdo e maturacdo de sementes. A germinacdo da semente é provocada por aumento na
temperatura e na umidade. Por conseguinte, o embrido sintetiza o fitohormoénio acido
giberélico que induz novamente a sintese de o-amilase e outras hidrolases
(MURALIKRISHNA; NIRMALA, 2005). No caso da incubagdo dos grdos juntamente com a
cepa de F. graminearum o proprio desenvolvimento do fungo pode ter auxiliado nas

condicgdes para aumento da atividade enzimatica.
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Tabela 3 - Redugao (%) da atividade enzimatica da a-amilase (Lgamido hidrolisado min'l) e da
concentracdo de ergosterol produzido em relacdo ao tratamento controle.

Extrato fendlico Extrato fendlico
_ o Tebuconazol
Nannochloropsis sp. Spirulina sp.
Meio de cultivo
24 h 168 h 24 h 168 h 24h  168h
Reducdo (%) na concentracao de ergosterol
Agar 99 81 100 90 100 99
Agar e gréos de trigo 29 80 76 75 29 72
Reducéo (%) na atividade de a-amilase
Agar 50 82 24 69 ND* 78
Agar e gréos de trigo 59 65 79 ND* ND* 17

*ND: inibic8o ndo detectada.

Quando considerada a atividade enzimatica especifica (Figura 4), os tratamentos
com o0s extratos naturais acarretaram elevada inibicdo da atividade da a-amilase, mostrando
gue quando considerada a concentracdo de fendlicos presentes no meio, estes se mostraram
eficazes para inibir a a-amilase e dificultar o desenvolvimento da biomassa. A utilizagdo do

tebuconazol resultou em menores inibi¢cdes enzimaticas especificas.

Figura 4 - Atividade especifica da a-amilase (Yoiniicao MIN™ Uprincipio ativo ) NOS diferentes
tratamentos do cultivo in vitro da cepa CML 3607 do complexo F. graminearum.
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3.1.4 Efeito dos extratos de microalgas na producédo de micotoxinas em estudo in vitro

O efeito antimicotoxigénico da aplicacdo dos extratos contra a cepa CML 3607
(Tabela 4) mostrou acao principalmente contra o NIV, sendo que quando aplicado o extrato
fendlico de Nannochloropsis sp. ndo foi detectado o pico caracteristico da micotoxina em
ambos os meios testados (sugerindo total inibicdo da sua producéo), enquanto que utilizando
0 extrato de Spirulina sp. na presenca de &gar e grdos de trigo, o NIV também ndao foi
detectado ao final do periodo.

Na presenca de &gar, a Spirulina sp. foi capaz de reduzir 64% da producéo de
NIV. Quando empregado o tebuconazol, houve reducgéo de 26% na producdo de NIV em meio
contendo &gar, porém na presenca de grdos de trigo ocorreu um aumento no teor da
micotoxina, de aproximadamente 15%. Este resultado demonstra o que alguns autores ja
mencionaram sobre o estresse gerado ao fungo por fungicidas comerciais (MARIN et al.,
2013; MATEO et al., 2011). Quanto a producdo de DON, ambos os extratos de microalgas
também apresentaram efeito promissor, chegando a ndo deteccdo (com extrato de
Nannochloropsis sp.) e reducdo de 62% (com extrato de Spirulina sp.) em substrato com
grdos. Apesar de haver variabilidade entre os resultados, hd comprovacdo do efeito anti-
micotoxinas dos extratos de microalgas em experimentos in vitro. A aplicagdo do fungicida
tebuconazol resultou em aumento da concentragdo de DON nos dois meios de cultivo
estudados.

Quanto aos acetilados, tanto os extratos de microalgas quanto o tebuconazol
inibiram sua producdo, porém novamente 0s primeiros apresentaram elevados teores de
inibicdo, chegando a 98% quando utilizado o extrato fendlico de Nannochloropsis sp. na
presenca de agar e 78% para Spirulina sp. na presenca de agar e grdos de trigo. O tebuconazol
atingiu a maxima inibigédo para os acetilados no meio somente com agar, sendo igual a 63%

A variacdo do efeito inibidor para cada micotoxina se deve ao fato de que cada
rota metabdlica requer a expressdo de uma proteina transportadora e uma rede de genes
regulatorios, sendo que a sintese dos tricotecenos compreende a ciclizacdo do anel
sesquiterpeno, catalizada pela enzima tricodieno sintase, seguida de oito oxigenacdes e quatro
esterificacOes. Essa sequéncia leva a formacao das estruturas basicas como DON, NIV e seus
acetilados (GARDA-BUFFON; BARAJ; BADIALE-FURLONG, 2010). A cepa do complexo
Fusarium utilizada neste trabalho foi sensivel ao efeito dos extratos em algum ponto desta

rota, possivelmente pela complexacdo da proteina transportadora com os compostos fendlicos.
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Tabela 4 - Efeito dos extratos fendlicos de microalgas e do fungicida comercial na producéo
dos tricotecenos nivalenol, deoxinivalenol e seus acetilados (determinados por HPLC-UV)
pela cepa CML 3607 do complexo F. graminearum ap6s 168 h de cultivo.

_ _ NIV (ug kg™) (CV%)
Meio de cultivo

Controle Nannochloropsis sp.  Spirulinasp.  Tebuconazol

Agar 113163 (10)° ND* 40265 (6)° 83270 (13)°
Agar e grios de trigo 6019 (24)* ND* ND* 6934 (15)*

. . DON (ug kg™) (CV%)
Meio de cultivo

Controle Nannochloropsis sp.  Spirulinasp.  Tebuconazol

Agar 616813 (13)® 491154 (22)® 420110 (23)° 773428 (20)
Agar e grios de trigo 1834 (16)* ND* 701 (21)° 2004 (9)*

_ _ ADONS (ug kg™) (CV%)
Meio de cultivo

Controle Nannochloropsis sp. ~ Spirulinasp.  Tebuconazol

Agar 121741 (10) 2837 (3)° 34243 (4)° 44779 (6)°
Agar e grdos de trigp 1269 (13) 310 (7)° 282 (12)° 832 (25)°

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05). *ND:

micotoxina ndo detectada.

3.2 EFEITO DOS EXTRATOS DE MICROALGAS EM EXPERIMENTO in vivo

3.2.1 Qualidade do gréao

Determinar os parametros de produtividade dos graos € interessante para garantir
a rentabilidade do processo, grdos sadios com composicdo inalterada ou até mesmo com
melhoramentos benéficos.

No campo de Carmagnola, os parametros que ndo apresentaram variagdo quanto
aos diferentes tratamentos foram: verdor da folha bandeira (com valores entre 0,58 e 0,62);
proteina (12,9 a 13,8%); cinzas (1,8 a 1,9%); e glaten (9,3 a 10,6%). Dimmock e Gooding
(2002) relataram que, se a cultura de trigo € mantida saudavel, o periodo fotossintético é
prolongado e mais nitrogénio é absorvido pela planta e pode ser translocado para 0s graos.
Por outro lado, condi¢des que promovem a senescéncia foliar durante o enchimento de graos,
tais como doencas foliares, tendem a aumentar a deposicao de proteina frente ao acimulo de
amido no gréo, porque a producdo e a translocacéo de hidratos de carbono para o grédo é mais
sensivel a condic¢des adversas de crescimento do que a producéo de proteinas (FERNANDEZ-

FIGARES et al., 2000). Ambos os efeitos poderiam desempenhar papel marcante neste
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estudo, visto que danos metabolicos podem afetar a susceptibilidade da planta a fusariose. Os
resultados mostraram que os tratamentos para evitar a doenca ndo afetaram o teor de proteina
nos graos.

Em Buriasco, no ano de 2015, os parametros que apresentaram pequena
variabilidade entre os diferentes tratamentos foram: verdor da folha bandeira (0,51 a 0,60),
proteina (13,9 a 15,7%), cinza (1,1 a 2,5%) e glaten (12,8 a 15,1%). O maior efeito sobre
esses valores foi quanto ao tipo de manejo do solo, sendo que no geral os grdos cultivados
com o cultivo minimo apresentaram 0s maiores teores de proteinas, cinzas e gluten na sua
composigdo, quando comparados com aqueles cultivados em aragdo. No ano de 2016, esses
parametros apresentaram variagOes iguais a: verdor da folha bandeira (0,60 a 0,68), proteina
(12,3 a 14,2%), cinza (1,7 a 1,8%) e gluten (10,1 a 14%).

3.2.2 Parametros indicativos da contaminagdo no campo

Durante o cultivo foram avaliados alguns parametros de campo considerados
importantes no que diz respeito ao efeito dos tratamentos aplicados contra a contaminacgéo do
grdo de trigo por DON (Tabela 5). Tendo em vista que a presenca da micotoxina é decorrente
de uma contaminacg&o flngica e que sua determinacéo é realizada apds a colheita, controlar a
incidéncia de pragas que acometem as plantas no campo pode ser uma medida eficiente para
elucidar o periodo de acéao e capacidade protetora dos extratos aplicados.

Tanto a incidéncia quanto a severidade da fusariose mostraram-se afetadas
significativamente com 0 emprego dos extratos naturais isoladamente, podendo ser
comparados estatisticamente com o efeito do tebuconazol. Novamente se confirma o potencial
dos extratos de microalgas para inibir o desenvolvimento fungico, agora em escala de
ambiente do cultivo de trigo. A incidéncia de septoriose foi reduzida significativamente
somente com a aplicagdo de proticonazol, indicando que em todos os demais tratamentos as
folhas das plantas ndo foram protegidas pelo procedimento adotado. A agressdo as folhas atua
como um foco inicial de contaminacdo fangica, por esse motivo € importante controlar a dose
exata de composto a ser aplicado para evitar a ocorréncia do dano e isto pode ser melhor
avaliado usando outras combinacdes de extratos de microalgas.

A produtividade dos grdos ndo mostrou variagdo sob os diferentes tratamentos. A
aplicacdo de tebuconazol, sozinho ou em mistura com o0s extratos naturais foram o0s
tratamentos aonde foi verificado aumento significativo na produtividade dos grdos. Aspecto

importante porque permite reduzir o uso do fungicida e diminuir o risco de ocorréncia do
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residuo toxico no gréo, além de reduzir o periodo de caréncia para 0 seu uso na cadeia de

alimentos.

Tabela 5 - Influéncia dos tratamentos realizados na cultura de trigo no campo de Carmagnola
nos parametros furariose, septoriose, produtividade e concentracdo de deoxinivalenol.

Fusariose Septoriose DON % DON %
Exp Incidéncia _ Incidéncia _ Produtividade (g kg™) ~ (ngkgh )
o) Severidade ) Severidade ELISA reducéo MS-MS reducdo
Controle 69° 4,5° 95° 28,0° 4,8° 3474° 2960°
Spirulina 49° 2,1° 97° 28,4° 5,0% 3674° - 2021% 31,7
Nannochloropsis 47" 1,8 99° 23,4 5,23 3206 7,7 2592% 12,4
Protioconazol o 0,3° 72° 8,1° 5,9%% 1771 49,0 1781% 39,8
Tebuconazol 340 1,0 90%° 10,1° 6,3 817° 76,5 754° 74,5
Sp + Teb 22% 0,6% 84 8,5° 6,3" 761° 78,1 777° 73,8
No + Teb 32 1,15 99* 14,4% 6,2 1298 62,5 1234%* 58,3
Y Teb 377 1,2¢ 83® 9,8° 5,5%° 737° 78,8 NR*
Sp + % Teb 28% 0,8% 84 12,8%® 5,82 747° 78,5 NR*
No + % Teb 38" 1,0%% 99* 13,9% 5,8 918° 73,6 NR*

Sp: extrato fendlico de Spirulina sp.; No: extrato fendlico de Nannochloropsis sp.; Teb: Tebuconazol; % Teb:
Tebuconazol na metade da dose recomendada.

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,10). *NR = andlise
ndo realizada.

Considerando os resultados obtidos pelo método de ELISA, a concentracdo de
DON foi estatisticamente reduzida quando foi empregado o tebuconazol. Esta redugéo foi
observada igualmente quando empregado este fungicida sozinho, em mistura com os extratos
naturais e quando usado em meia dose. Este resultado pode ser destacado, pois demonstra que
com metade da concentracdo usual deste fungicida associando-se os extratos de microalgas se
obtém resultados eficientes para inibicdo da micotoxina.

Quando utilizada a cromatografia com detector de massas, 0S extratos de
microalgas promoveram reducdo média de 32% na produgdo de DON empregando o extrato
fenolico de Spirulina sp. e de 12% quando utilizado o extrato de Nannochloropsis sp.,
indicando que estas microalgas apresentaram capacidade antimicotoxinas que deve ser melhor
estudada quanto a concentracdo efetiva e estabilidade as condi¢cBes de cultivo, para
potencializar o seu efeito.

Comparativamente, os dois métodos utilizados para quantificar o DON
forneceram diferentes resultados. Sabe-se que a espectrometria de massas fragmenta um

composto puro que tenha sido proveiamente isolado (no caso deste estudo, por cromatografia
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liquida), coleta os fragmentos dotados de carga elétrica de acordo com a relacdo massa/carga
(m/z) e gera um histograma da abundancia relativa de cada fragmento, o perfil caracteristico e
unico conseguido para cada composto torna esse metodo mais seguro para confirmacdo de
identidade. Enquanto que a quantificacdo pelo método de ELISA utiliza a reacdo antigeno-
anticorpo para estimar a concentracdo de micotoxina através de imunoensaio enzimatico
competitivo, a utilizacdo de cromogénico especifico permite quantificar determinado
composto fotometricamente. O quit utilizado apresentava 100% de especificidade para
deoxinivalenol, >100% para 3-ADON, 19% para 15-ADON e 4% para NIV. Desta forma,
apesar das vantagens do método de ELISA em termos de rapidez, facilidade de anélise e
estimativa da incidéncia de um grupo de micotoxinas em geral, sua principal utilidade ¢é para
realizar a sondagem inicial de incidéncia de contaminantes.

Os resultados obtidos para o campo de Buriasco estdo na Tabela 6. Em 2015 a
incidéncia de fusariose foi reduzida significativamente apenas quando empregados o0s
fungicidas comerciais no cultivo com aracdo. Enquanto que no cultivo minimo além dos
fungicidas comerciais, o extrato fenolico de Spirulina sp. também apresentou reducdo
significativa. Para o ano de 2016 apenas os tratamentos com tebuconazol e a mistura de
tebuconazol e protioconazol diferiram do controle para os dois preparos do solo (Tabela 7).

A severidade da fusariose foi reduzida de forma similar, exceto pelo efeito do
tebuconazol, que ndo foi significativo em ambos os preparos do solo, no ano de 2015, e 0
extrato fenolico de Nannochloropsis sp., que apresentou diferenca do controle quando usado o
cultivo minimo. Quanto a septoriose, nenhum tratamento apresentou efeito na sua incidéncia,
vale ressaltar que no ano de 2016 ocorreu forte injaria das plantas decorrente de condicGes
climéticas desfavoraveis, fato que contribuiu para elevada incidéncia desta doenca nas folhas.
A produtividade dos grdos se manteve constante de forma geral, demonstrando que a
aplicacdo dos extratos de microalgas ndo oferece risco ao valor comercial da producdo dos
gréos de trigo.

Em Buriasco no ano de 2015 a concentracdo de DON apresentou alteragdes
significativas apenas com a utilizacdo do tebuconazol, sozinho e em conjunto com o
protioconazol. Para este mesmo ano, quanto aos extratos naturais, 0 maior teor de reducédo
alcancado foi 12,5% quando usado o extrato de Spirulina sp. e 27,3% quando usada a

Nannochloropsis sp.



131

Tabela 6 - Resultados dos tratamentos realizados na cultura de trigo no campo de Buriasco no

ano de 2015.
Fusariose Septoriose DON DON
Exp Incidéncia _ Incidéncia _ Produtividade  (ug kg™) ” _ (ngkg™) ” )
) Severidade ) Severidade ELISA redugéo MS-MS redugéo
Controle 53 2,6° 89° 40,8° 6,6° 1836™ 1902%°
Spirulina 37%° 2,4 88 37,8 6,7° 1944 - 2094 -
Nannochloropsis 9 452 1,9% 922 33,1% 7,02 2310° - 1607% 15,5
Tebuconazol § 26" 0,8 85° 5,4° 8,0° 1394° 241  1379° 275
Protioconazol 31 1,3% 91° 22,0° 6,9° 1722 6,2 1707 10,3
Teb + Prot 19° 0,5 84 3,4° 7,7° 1491° 18,8 NR*
Controle 52° 4,1° g 43,6° 6,2° 2745 2057°
Spirulina o 36™ 1,7° 91° 30,1% 6,8 2431% 114 2142° 125
Nannochloropsis Lg 39% 1,9° 100 41,1 6,8% 1994® 273  2205° 9,9
Tebuconazol g 26" 0,8 100° 11,0° 7,8° 1800 34,4  1993* 186
Protioconazol § 36" 1,8% 94° 17,2 7,4 1884 31,4  1795° 26,7
Teb + Prot 24° 0,8 93° 5,7° 7,5° 1578 425 NR*

Teb + Prot: mistura de tebuconazol e protioconazol. Letras diferentes na mesma coluna (de 1 a 6 e de 7 a 12,
separadamente) indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,10). *NR = analise nao realizada.

Para 0 ano de 2016 os extratos naturais apresentaram maior efeito na producédo de
DON, chegando a 55% e 38% de reducdo quando empregado o extrato fenolico de Spirulina
sp. e Nannochloropsis sp., respectivamente. Neste caso, quando utilizado o cultivo minimo,
0s tratamentos com extratos de microalgas mostraram-se estatisticamente iguais a aplicagéo
de protioconazol.

Em relacdo ao campo anterior (Carmagnola), e até mesmo entre 0s anos de
cultivo, os valores de inibicdo na producdo de DON pelos compostos naturais apresentaram
variabilidade, o que comprova a viabilidade de aplica-los, porém, mediante o estabelecimento
de protocolo quali- e quantitativo e de periodicidade da aplicacdo em condicdes reais de
cultivo. Existem muitos fatores ambientais que ndo podem ser controlados, como
precipitacdo, vento, temperaturas e outros, portanto a formulagdo do principio ativo como
emuls&o, aquoso ou encapsulado precisa ser estudada.

O teor dos acidos fendlicos nos grdos de trigo das culturas de 2015 (Tabela 8)
mostrou elevada variabilidade entre as réplicas de cada tratamento, contudo, ndo se observou
diferenga significativa em relagdo a nenhum tratamento, isso indica que todo o extrato

fendlico borrifado na planta foi metabolizado por ela ou degradado por fatores ambientais.



132

Tabela 7 - Resultados dos tratamentos realizados na cultura de trigo no campo de Buriasco no

ano de 2016.
Fusariose Septoriose DON (ug k _1) o
Exp Incidéncia i Incidéncia ) Produtividade ne ' ’ y
%) Severidade %) Severidade ELISA reducédo

Controle 572 g8,2%® 100° 48 5° 7,3 374°
Spirulina 53? 8,1% 100% 48,3 7,3 168° 55,1
Nannochloropsis 9 63° 9,6 1002 46,4° 7,0 232° 38,0

O

Tebuconazol ;Ei‘ 32° 1,4° 100° 33,2° 7,5 352° 5,9
Protioconazol 572 6,3 1002 44, 7% 7,42 218° 41,7
Teb + Prot 27° 1,9 100° 30,8° 7.7 42° 88,8

Controle 62° 10,2° 100° 41,8 7,2%® 11712
Spirulina 2 63° 6,6 100% 41,2° 7.1% 747° 36,2
Nannochloropsis lg 49 4,8 100° 41,9 6,7° 799° 31,8
Tebuconazol S 28° 2,2 100? 25,0° 7,5% 342° 70,8
Protioconazol f:) 56° 6,8% 100° 34,12 7,5 862% 26,4
Teb + Prot 21° 1,6° 100% 27,3 7.2% 269° 77,0

Teb + Prot: mistura de tebuconazol e protioconazol. Letras diferentes na mesma coluna (de 1 a 6 e de 7 a 12,
separadamente) indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,10). *NR = analise ndo realizada.

3.3 ESTIMATIVA DA DOSE RECOMENDADA

Considerando os volumes de extratos utilizados nos experimentos e a area das
placas de petri e das parcelas do campo onde foram realizados os tratamentos, foi estimada a
dose usada em cada caso e suas respectivas eficiéncias (Tabela 9). Pode-se observar que a
dose utilizada em campo foi cinco vezes menor do que no experimento in vitro. Esta ainda é
uma limitacdo na utilizacdo da biomassa de microalgas para fins de extracdo de componentes
tracos, tendo em vista que o rendimento a partir da biomassa de microalga coletada ainda é
pequeno, necessitando aperfeicoamento na forma de cultivo deste micro-organismos para
maior producdo do composto de interesse. Possivelmente o protocolo de extragdo da biomassa
possa ser reajustado para melhor recuperacdo dos compostos fendlicos.

Apesar da utilizacdo da dose em campo representar apenas 19% daquela aplicada
in vitro, os extratos fenolicos de Nannochloropsis sp. e Spirulina sp. mantiveram 25% e 43%

das suas eficiéncias, respectivamente. Esses resultados indicaram que quando aplicados em
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maiores quantidades, sua eficiéncia tende a aumentar promissoriamente, com a vantagem de

ndo degradar o meio ambiente.

Tabela 8 - Concentracéo de 4cidos fenélicos [ug g™ (CV%)] encontrada nos gréos de trigo
cultivados sob diferentes tratamentos.

Tratamento campo Tratamento campo
Carmagnola Buriasco
Controle 42,8 (48)° Controle 43,3 (12)%
Spirulina sp. 41,0 (51) Spirulina sp. 46 (16)°
Nannochloropsis sp. 34,3 (51)° Aracio Nannochloropsis sp. 53 (11)*
Protioconazol 54,3 (10) Tebuconazol 41 (19)?
Tebuconazol 52,5 (40)* Protioconazol 50 (13)*
Spirulina sp. + Tebuconazol 46 (50)* Teb + Prot 44 (18)
Nannochloropsis + Tebuconazol 46 (10)° Controle 43 (2)°
% Tebuconazol 32 (31)° Spirulina sp. 31 (41)°
Spirulina sp. + % Tebuconazol 31 (50)* Cultivo Nannochloropsis sp. 48 (0,4)°
Nannochloropsis + % Tebuconazol 54 (26)* minimo Tebuconazol 27 (38)*
Protioconazol 34 (6)*
Teb + Prot 32 (29)?

Letras diferentes entre as linhas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,10).

4 CONCLUSAO

Os extratos fendlicos de microalgas mostraram potencial antifingico e
antimicotoxigénico nas culturas de trigo in vitro, com eficiéncia média de inibicdo da
producdo de tricotecenos de 82 e 68% para os tratamentos com Nannochloropsis sp. e
Spirulina sp., respectivamente, enquanto o tebuconazol foi menos eficiente para prevenir a
producéo de tricotecenos. Os extratos que foram aplicados no cultivo de trigo em campo e
mostraram-se eficientes contra a fusariose e na manifestacdo do potencial toxigénico
demonstrado pela reducdo em 38% da producdo de DON pelo extrato fendlico de
Nannochloropsis sp. e 55% pelo extrato de Spirulina sp.. A combinacdo com fungicida
convencional é viavel para mitigar os danos ao ambiente. Contudo a reducdo da capacidade
micotoxigénica promovida pelos extratos de microalgas, nas condi¢fes naturais, indica que é

promissor investir em tecnologia para melhorar a eficiéncia deles.
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Tabela 9 - Dados demonstrativos da eficiéncia da dose dos extratos fenélicos de microalgas
aplicados em experimentos in vitro e em campo.

Experimento in vitro Experimento em campo
Volume Area Eficiéncia Volume Area Eficiéncia
Extrato Dose . Dose .
de extrato  tratada " média de de extrato  tratada » média de
2 mL m ) TR 2 mL m TR
(mL) (m9) inibicdo (%)* (mL) (m9) inibicdo (%)*
Nannochloropsis
4 2 0,0314 63,7 82 8000 648 12,3 20,4
(45,2 pg mL™)
Spirulina sp.
L 2 0,0314 63,7 68 8000 648 12,3 29,4
(40,0 pg mL™)

*valor estimado pela média de todas as redugdes da concentragdo de micotoxinas encontrada para cada extrato.
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RESUMO

Extratos fenolicos de microalgas foram aplicados em culturas de milho durante as fases de
florescimento e gréo leitoso, a fim de verificar qual o melhor periodo para que atuassem
mitigando a contaminacdo fungica e a producdo de fumonisinas B; e B,. Foi realizado um
ensaio in vitro contra isolado de Fusarium fujikuroi utilizando grdos de milho verde e milho
seco como meio de cultivo. Neste caso os extratos de microalgas apresentaram seus melhores
resultados quando foi utilizado o milho seco juntamente com o agar no meio de cultivo da
cepa fungica, 64 e 18% de inibicdo do halo, 54 e 66% de reducdo na atividade enzimatica da
a-amilase e 77 e 74% de reducdo na producdo de ergosterol, para os extratos fendlicos de
Nannochloropsis sp. e Spirulina sp., respectivamente. Além disso, 0s extratos naturais
reduziram 95% a producdo de fumonisina B;, enquanto que com o tebuconazol ocorreu
reducdo de 53%. Nos experimentos em campo o0s extratos fendlicos de microalgas
apresentaram maior capacidade antimicotoxigénica quando aplicados em conjunto com
inseticida na fase de florescimento da planta, obtendo-se valores acima de 90% de inibi¢cdo da
producdo de fumonisina B; e 82% de fumonisina B, com relacdo ao controle. Os resultados
demonstraram que foi vidvel a aplicacdo dos extratos fendlicos de microalgas em maior escala

para proteger as cuturas de milho de fungos toxigénicos e seus impactos.

Palavras-chave: Fumonisina. Zea mays. Fusarium fujikuroi. Nannochloropsis sp. Spirulina

sp.
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1 INTRODUCAO

O Fusarium verticillioides é o patégeno mais comumente encontrado em milho,
que causa doencas nas espigas e provoca a sintese de fumonisinas nos graos. Esta producéo é
influenciada por condigdes ambientais e insumos agricolas aplicados durante o crescimento e
maturacdo da planta (BLANDINO et al., 2009; SALADINI et al., 2008). A infestacdo de
Ostrinia nubilalis, popularmente conhecida como broca do colmo, desempenha um papel
importante na promogdo de contaminagdo por F. verticillioides e F. proliferatum
(SOBEK; MUNKVOLD, 1999). O controle da broca do colmo é uma das mais importantes
medidas para conter a contaminacdo destas especies fungicas, e a consequente producdo de
fumonisinas nos graos de milho (BLANDINO et al., 2015).

O uso de fungicidas nem sempre é suficientemente rentavel para a cultura do
milho, dependendo, na maioria das vezes, do potencial de rendimento dos grdos, da
susceptibilidade as doencas do hibrido em estudo, da severidade da doenca foliar durante todo
0 periodo de crescimento, do preco do milho no mercado e do preco para a aplicacdo do
fungicida (BLANDINO et al., 2012). Além disso, o efeito potencial destes tratamentos sobre
doengas de podriddao fungica e contaminacdo por micotoxinas ainda precisa ser melhor
compreendido, pois a acdo do fungicida pode também influenciar a relagdo entre os fungos
toxigénicos e ndo toxigénicos (PIRGOZLIEV et al., 2003). Portanto, quando os fungicidas
sdo aplicados a culturas de cereais, suas implicacdes na producdo de micotoxinas devem ser
consideradas. Uma alternativa consiste na aplicacdo de fungicidas em mistura com inseticidas,
que podem controlar a doenca foliar de forma mais eficiente durante a Ultima parte da
maturacdo e preservar o tecido foliar verde por mais tempo, proporcionando um efeito
"verde" as culturas (BLANDINO et al., 2012).

Tendo em vista a elevada incidéncia de fumonisinas nos grdos de milho, a alta
toxicidade atribuida a ela, os prejuizos acarretados por perdas na producéo e os danos a salde
causados por esses compostos (ALBONICO et al., 2017; FERNANDEZ-BLANCO et al.,
2016; GUO et al., 2016), foram aplicados antifingicos naturais extraidos de microalgas, na
presenca e auséncia de inseticidas, no cultivo do milho em diferentes estadios de
desenvolvimento da planta (florescimento e gréo leitoso) visando reduzir os teores de
fumonisina B; (FB;) e fumonisina B, (FB;) nos grdos, bem como avaliar a melhor fase para
aplicacdo eficiente dos antifingicos naturais.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS FENOLICOS DE MICROALGAS

Os extratos contendo os acidos fendlicos de ambas as microalgas foram obtidos
conforme procedimento descrito no Artigo Il (PAGNUSSATT et al., 2014; SCAGLIONI et
al.,, 2014). O teor de &cidos fenolicos também foi determinado nas amostras de milho

submetidas a diferentes tratamentos no campo.

2.2 CAPACIDADE ANTIFUNGICA DOS EXTRATOS DE MICROALGAS in vitro
CONTRA CEPA DE Fusarium fujikuroi

O experimento in vitro foi conduzido em placas de petri contendo 10 mL de &gar
ou 3 mL de solucéo nutriente (composta por (NH,;),SO4, KH,PO, e MgSQO,)) e 19 g de graos
de milho verde ou milho seco previamente esterilizados em autoclave. Cada tratamento
consistiu em adicionar o volume de extrato de microalgas com concentracdo correspondente
ao valor de ECs (estimado no Artigo 11, em torno de 40 pg mL™) e posterior inoculacdo de
um disco de micélio da cepa de F. fujikuroi (1,1 mm de didmetro) no centro de cada placa.
Este isolado foi proveniente do cultivo de milho em campos experimentais situados na Italia,
a Figura 1 mostra a cepa isolada em microscopio. O cultivo do controle foi conduzido na
auséncia dos extratos. Também foi realizado um tratamento com o fungicida tebuconazol na
dose usual recomendada (0,6 mg mL™). As placas de Petri com o inéculo foram incubadas a
25 °C, fotoperiodo claro / escuro de 12-12 h. A eficacia dos tratamentos foi avaliada
diariamente durante sete dias, medindo o didmetro do desenvolvimento da hifa

ortogonalmente. Todos os testes foram realizados em triplicata.

Figura 1 - Cepa de Fusarium fujikuroi visualizada no microscapio.
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2.3 ATIVIDADE DA o-AMILASE

A extracdo da enzima o-amilase e determinacdo da sua atividade foram
determinadas conforme procedimento descrito no Artigo Il (BARAJ; GARDA-BUFFON;
BADIALE-FURLONG, 2010).

2.4 APLICACAO DOS EXTRATOS DE MICROALGAS NO CULTIVO DE MILHO

Foram utilizados dois campos experimentais distintos (Micoprincem e Cordero),
situados no noroeste da Italia, sendo empregada a variedade do grdo P1547 e periodo de
cultivo de julho a setembro de 2015. Em ambos os campos foram aplicados os extratos de
microalgas e o fungicida comercial (Prosaro, que consiste em uma mistura de tebuconazol e
protioconazol em proporgdes iguais) nas fases de florescimento e de gréo leitoso.

A aplicagéo foi realizada de forma manual, utilizando de aplicadores com fluxo
controlado que resultou em 10 mL de extrato borrifado por planta. Em Micoprincem também
foi avaliada a utilizacdo concomitante de inseticida, resultando em 16 experimentos
(Tabela 1). Enquanto que em Cordero foi avaliada a preparagdo do solo como outro fator,
sendo utilizada a aragdo ou cultivo minimo, resultando também em 16 experimentos (Tabela

2). Todos os tratamentos foram realizados em triplicata.

2.5 BROCA DO COLMO (Ostrinia nubilalis) E PRESENCA FUNGICA

Durante a maturagdo do grdo foram avaliadas a incidéncia e a severidade de O.
nubilalis e de mofos em geral (sub classificados de acordo com a coloracdo: branco-rosado,
vermelho, escuros e verde) na espiga.

A incidéncia do ataque de O. nubilalis foi calculada como o percentual de espigas
que apresentaram os sintomas da atividade das larvas da traca. Da mesma forma foi avaliada a
presenca de contaminacdo fungica em geral, ambas realizadas por anélise visual, utilizando 10
espigas ao acaso. A severidade de ambos os ataques foi calculada como o percentual da

superficie da espiga que apresentou sintomas visiveis (SALADINI et al., 2008).
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Tabela 1 - Tratamentos utilizados para o milho no campo de Micoprincem.

Experimento Fase Uso de inseticida Tratamento

1 Controle

2 i Spirulina sp. (40,4 pg mL™)

3 Nao Nannochloropsis sp. (45,2 ug mL™)
4 Prosaro*

Florescimento

5 Controle

6 sim Spirulina sp. (40,4 ug mL™)

7 Nannochloropsis sp. (45,2 ug mL™)
8 Prosaro*

9 Controle

10 o Spirulina sp. (40,4 ug mL™)

11 Nannochloropsis sp. (45,2 pg mL™)
12 o Prosaro*

12 Grdo leitoso Controle

14 sim Spirulina sp. (40,4 pg mL™)

15 Nannochloropsis sp. (45,2 ug mL™)
16 Prosaro*

*Tebuconazol (200 g i.a. ha™) + Protioconazol (200 g i.a. ha™). g i. a. ha™: grama de ingrediente ativo por
hectare.

2.6 PARAMETROS PRODUTIVOS E DE COMPOSICAO DO GRAO DE MILHO

Apb6s a realizacdo da colheita foram determinados alguns parametros que
permitem verificar se os tratamentos acarretaram em aumento na producdo de gréos, sendo
eles: umidade e peso hectolitro, através do analisador de graos Dickey-John GAC2100 (Corp.
Auburn, IL, USA) e o peso de mil gréos, onde foram coletados aleatoriamente duzentos graos
a partir de cada amostra que pesava 1 kg.

O teor de proteinas, cinzas, amido, fibras, lipideos e umidade contido nas
amostras foi determinado pela tecnologia de transmissdo de infravermelho préximo, usando
um Infratec TM 1241 Grain Analyser instrument (Foss, Silver Spring, MD, USA), sendo

apresentados os valores com base em matéria seca.
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Tabela 2 - Tratamentos utilizados para o milho no campo de Cordero.

Experimento Fase Manejo do solo Tratamento
1 Controle
2 i Spirulina sp. (40,4 ug mL™)
Aracéo ) "
3 Nannochloropsis sp. (45,2 ug mL™)
4 ) Prosaro*
Florescimento
5 Controle
6 S Spirulina sp. (40,4 ug mL™)
Cultivo minimo ) L
7 Nannochloropsis sp. (45,2 ug mL™)
8 Prosaro*
9 Controle
10 i Spirulina sp. (40,4 ug mL™)
Aracao ) 1
11 Nannochloropsis sp. (45,2 pg mL™)
12 _ Prosaro*
Grdo leitoso
13 Controle
14 S Spirulina sp. (40,4 ug mL™)
Cultivo minimo ) L
15 Nannochloropsis sp. (45,2 pg mL™)
16 Prosaro*

*Tebuconazol (200 g i.a. ha™) + Protioconazol (200 g i.a. ha®) g i. a. ha™: grama de ingrediente ativo por
hectare.

2.7 DETERMINACAO DE FUMONISINAS B, E B, (FB; E FB))

Para 0 experimento in vitro apenas a Fumonisina B; foi determinada. A extracéo
foi realizada pelo método de QUEChERS, utilizando 2 g de amostra previamente moida com
adicdo de 10 mL de &gua destilada e 10 mL de acetonitrila acidificada 0,5% com acido
acético. A mistura foi levada ao agitador orbital a 300 rpm por 30 min, posteriormente foram
adicionados os sais para auxiliar a extracdo (4 g de MgSO, e 1g de NaCl), e apés
homogeneizacdo o contedo foi centrifugado a 3220 g a 20 °C por 15 min. Foram recolhidos
5 mL do sobrenadante, a este foram adicionados 5 mL de hexano e procedeu-se a mistura em
vortex por 1 min. Por fim o conteddo foi centrifugado novamente (3220 g, 20 °C por 1 min) e
a fase de acetonitrila foi recolhida (5 mL) e transferida para frasco ambar e o conteddo foi
seco em banho-maria a 50 °C (ANASTASSIADES et al., 2003, modificado por
DESMARCHELIER et al., 2010).
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A quantificacdo foi realizada em Cromatdgrafo Liquido Alliance Separations
modelo 2695 Waters (Milford, MA, USA) equipado com amostrador automatico, bomba
quaterndaria, sistema de desgaseificagdo, Detector MS, Micromass® Quatro Micro™ API
Waters com fonte API, utilizando o modo de ionizagédo por Electrospray, Sistema de aquisicdo
de dados através do software Masslynx 4.0 Waters e coluna analitica Atlantis® HILIC silica
3,0 um (50 x 4.6 mm d.i.). As condi¢Oes do espectrometro de massas foram: temperatura da
fonte de ionizacdo a 110°C, temperatura do gas de dessolvatacdo (N;) de 500°C, vazao do gas
de dessolvatacdo de 500 L h™* e vazdo do gés do cone de 50 L h™. A voltagem do capilar foi
de 4 kV. A fase movel utilizada foi composta por agua ultrapura com 0,1% de acido férmico
(A) e acetonitrila com 0,1% de 4cido férmico (B) com vazéo de 0,4 mL min™ e eluicdo no
modo gradiente (0 — 2 min: 5% (A) e 95% (B); 2 — 5 min: 95% (A) e 5% (B); 5,5 — 10 min:
5% (A) e 95% (B)). As condicOes de fragmentacdo atraves da transicdo massa/carga (m/z) que
relacionou o ion precursor com o ion de produto foi 722>334,1, utilizada para a quantificacao,
com modo de ionizagdo (ESI) positivo, voltagem do cone 50 V e energia de colisdo 40 eV.
Para quantificacdo foi utilizada curva padrdo com equacéo igual a y=3608,71x — 172,165
(linearidade de 0,05 a 1,5 ug mL™).

Para as amostras de milho provenientes do cultivo no campo, o contetido de FB; e
FB, foi determinado usando 50 g de amostra moida com 100 mL de uma solugdo de
metanol:agua (80:20 v/v), mantidos em agitacdo por 20 min. Apds filtracdo em papel
Whatman® n°1 foi realizada diluicdo com tampéo fosfato salino (PBS) para posterior etapa de
purificacdo, mediante emprego de colunas de imunoafinidade FUMtest (VICAM®). Para tal
foi utilizado sistema a vacuo com fluxo de 1 gota s, 5 mL do extrato foi eluido pela coluna,
logo apds 2,5 mL de PBS, e o analito foi recuperado com 2 mL de metanol puro que foi
utilizado para injecdo em HPLC-MS/MS, com bomba cromatografica Varian 212-LC, coluna
Varian, Pursuit 5 C18 50x2,1 mm, auto amostrador ProStar 410 e espectrometro de massas
triplo quadrupolo 310-MS.

A corrida cromatografica teve duracdo de 15 min (tg FB; =4,9 min;
tr FB, = 5,6 min), utilizando acetonitrila e dgua acidificada 0,1% com &cido acético como
fase mdvel. Com o emprego de um triplo quadrupolo foram identificadas as FB com a fonte
de ionizagdo eletrospray na modalidade de ion positivo. A molécula de FB; protonada foi
fragmentada em seus fons produtos a 318 m z* (utilizado para a identificacdo) e 336 m z*
(utilizado para a quantificagdo). Enquanto que para a FB, foram utilizados 334 m z* (jons
produto utilizado para a identificacdo) e 352 mz' (utilizado para a quantificagdo)
(BLANDINO et al., 2015).
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2.8 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE ERGOSTEROL

O método modificado de Gutarowska e Zakowska (2009) foi utilizado para a
determinacdo do teor de ergosterol nas amostras dos experimentos in vitro e in vivo. Este
consistiu em misturar 0,2 g de amostra e 10 mL de metanol em agitador orbital a 200 rpm
durante 30 min (trés vezes). O extrato metandlico foi centrifugado a 3200 g a 20 °C durante
10 min. Em seguida, aqueceu-se sob refluxo durante 30 min e arrefeceu-se a 4 °C. O material
submetido a refluxo foi submetido a quatro particdes com 20 mL de hexano. A fracdo de
hexano foi seca em evaporador rotativo a 60 °C. O residuo foi dissolvido com metanol e
determinado por cromatografia (Shimadzu, Téquio, Japdo, CLASSE-M10A) acoplado com
detector de UV e coluna de fase reversa C18 (4,6 x 250 mm, 5 um, Discovery, EUA). O
HPLC-UV operou a vazdo de 0,8 mL min™, a 30 °C, utilizando fase mével 100% de metanol
durante 17 min, com deteccdo a 282 nm. O teor de ergosterol foi estimado por uma curva de
1

calibracdo com padrdo comercial com concentragdes variando de 0,05 a 2,0 pg mL
(FREITAS et al., 2016).

2.9 ANALISE ESTATISTICA

A analise de variancia (ANOVA) foi aplicada aos resultados, seguida do teste de

Tukey com nivel de confianca de 90%, pelo software Statistica 10.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EFEITO DA APLICACAO DOS EXTRATOS NA PRODUCAO DE BIOMASSA PELO
FUNGO

A Figura 2 mostra o desenvolvimento do halo fungico quando submetido aos
diferentes tratamentos. Na presenca de agar, o tebuconazol apresentou melhor efeito de
inibicdo (81% apds 168 h de incubagdo), enquanto que ambos 0s extratos de microalgas

reduziram em 29% o desenvolvimento do halo ao final do periodo.
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Figura 2 - Desenvolvimento radial dos discos de micélio da cepa de Fusarium fujikuroi
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Os extratos fendlicos de microalgas ndo inibiram a producdo de biomassa fangica
nos substratos milho verde, agar e solucao nutriente, no entanto o tebuconazol inibiu 38%. No
milho seco, os extratos fendlicos naturais de Nannochloropsis sp. reduziram em 64% a
biomassa e 0 mesmo reduziu 33% em solucdo nutriente. Enquanto que o extrato fendlico de
Spirulina sp. inibiu para os mesmos meios 18 e 17%, respectivamente, o tebuconazol inibiu
72 e 9%.

Os resultados demonstraram que tanto os extratos de microalgas quanto o
tebuconazol apresentam maior tendéncia a inibir o desenvolvimento do halo na presenca de
milho seco. Um fator importante que deve ser considerado € a umidade do meio de cultivo,
tendo em vista que os graos de milho seco apresentavam um teor de umidade médio de 6,6%,
enquanto que o milho verde continha cerca de 57% de umidade, favorecendo desta forma o
desenvolvimento da cepa de Fusarium (CHOI et al., 2015; RUPOLLO et al., 2006). Este
comportamento sugere que a presenca de agua no meio dificulta a acdo dos antifungicos
naturais e do sintético contra esta espécie de Fusarium. Sera importante estudar uma nova

formulacdo para aplicacdo destes principios ativos.

3.2 EFEITO DOS EXTRATOS NATURAIS E FUNGICIDA COMERCIAL NA
CONCENTRACAO DE ERGOSTEROL E NA ATIVIDADE DA o-AMILASE

A determinacdo do ergosterol como indicativo da evolucdo da biomassa flngica
mostrou comportamento semelhante ao efeito no desenvolvimento radial (Tabela 3), visto que
os extratos e o fungicida comercial apresentaram menor efeito no meio contento agar e milho
verde. Porém, na presenca de milho seco apds 168 h de incubacdo os extratos fenolicos de
Nannochloropsis sp. e Spirulina sp. e o tebuconazol foram capazes de inibir 77, 74 e 98% da
producéo de ergosterol, respectivamente.

Além disso, a presenca de inibidores enziméticos no grdo de milho pode auxiliar
na inibicdo da producdo de ergosterol, que € uma biomolécula lipidica, tendo em vista que
Figueira et al. (2003) verificaram a presenca de inibidores protéicos com maior
hidrofobicidade em grdos de milho, quando comparado com outros cereais (aveia e trigo).

O efeito dos extratos na reducdo da atividade da a-amilase também seguiu a
tendéncia de ser mais pronunciado no milho seco, ja que no milho verde apenas o extrato

fendlico de Nannochloropsis sp. apresentou algum efeito redutor (15%) (Tabela 3).
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Novamente sugerindo que neste micro-organismo a agua afeta a capacidade inibidora dos

principios ativos.

Tabela 3 - Redugao (%) da atividade enzimatica da a-amilase e da concentracdo de ergosterol
produzido em relacdo ao tratamento controle.

Nannochloropsis sp. Spirulina sp. Tebuconazol
Meio de cultivo 24 h 168 h 24h  168h 24h  168h
Reducéo (%) na concentracao de ergosterol
Agar ND 82 ND 84 ND 100
Agar e milho verde ND 13 ND 17 ND 17
Agar e milho seco 100 77 57 74 100 98
Reducdo (%) na atividade de o-amilase

Agar 55 39 65 28 78 64
Agar e milho verde 9 15 10 NI 16 NI
Agar e milho seco 54 NI 13 66 30 32

*NI: ndo inibiu a atividade da enzima. ND: ndo detectado.

O efeito inibidor de a-amilase menos pronunciado no milho verde também pode
ter sido consequéncia da elevada producdo desta enzima pelo metabolismo do gréo, tendo em
vista que nesta fase ocorre rapida absorcéo de 4gua pela semente e um grande aumento na sua
atividade metabdlica, aumentando a taxa de respiracdo e incrementando a divisdo e 0
crescimento de celulas. Com o aproveitamento de aminodcidos e carboidratos sollveis,
armazenados no embrido, ocorre crescimento em extensdo e aumento da divisdo celular.
Grande quantidade de giberelina é secretada, difundindo-se para a camada de aleurona que
circunda o endosperma, estimulando a sintese e a liberacdo de enzimas hidroliticas,
particularmente a a-amilase e proteases, as quais induzem a producdo de agucares (RITCHIE;
HANWAY; BENSON, 2003).

A atividade enzimatica especifica da a-amilase foi determinada a fim de verificar
a contribuicdo do composto ativo de interesse na sua atividade (Figura 3). Os resultados
mostraram que considerando a concentracdo de principio ativo utilizada, os extratos de

microalgas sdo capazes de inibir a atividade da enzima de forma mais efetiva.
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3.3 EFEITO DA APLICACAO in vitro DE EXTRATOS DE MICROALGAS E
FUNGICIDA COMERCIAL NA PRODUCAO DE FUMONISINA B;

A aplicagdo dos extratos naturais e tebuconazol resultou em maiores niveis de
inibicdo de FB; no meio contendo somente agar, com valores de 95, 96 e 80% para 0s extratos
de Nannochloropsis sp., de Spirulina sp. e tebuconazol, respectivamente (Tabela 4), fato que
comprova que situacdes de estresse, como altera¢cbes no meio, promovem a manifestacdo do
potencial toxigénico. Na presenca de milho seco os extratos mantiveram a sua eficiéncia,
reduzindo 95 e 94% da producdo de FB; quando aplicados os extratos fenolicos de
Nannochloropsis sp. e Spirulina sp., respectivamente. Enquanto que o tebuconazol reduziu
53% a concentragdo da micotoxina em relac@o ao tratamento controle. Na presenca de milho
verde nenhum tratamento diferiu estatisticamente do controle, apesar de terem ocorrido
reducbes médias de 47, 45, e 30% com o emprego dos extratos de Nannochloropsis sp.,

Spirulina sp. e tebuconazol, respectivamente.

Figura 3 - Atividade especifica da o-amilase (Yinibiczo MIN™ Ueprincipioativo ) NOS diferentes
tratamentos do cultivo in vitro da cepa de Fusarium fujikuroi.
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Tabela 4 - Concentracdo de fumonisina B; [ug kg™ (CV%)] produzida pela cepa de Fusarium
fujikuroi submetida a diferentes tratamentos.

Meio de cultivo Controle Nannochloropsis sp.  Spirulina sp. Tebuconazol
Agar 926,4 (0,7)° 49,4 (4,1)° 41,7 (4,5) 181,7 (18,1)"

Agar e milho verde  152,0 (2,4)* 80,5 (27,4)* 110,4 (20,6)* 106,7 (2,4)°
Agar e milhoseco  1423,9 (15,5)* 71,9 (36,2)° 83,1 (15,1)° 670,0 (23,6)°

Letras diferentes na mesma linha indiciam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,10).

3.4 APLICACOES DOS EXTRATOS DE MICROALGAS EM CAMPO

A composicao centesimal dos gréos de milho apresentou valores dentro da faixa
esperada (AACC, 2003) e ndo variou significativamente em fungdo dos diferentes
tratamentos. Naqueles graos provenientes do campo de Micoprincem, os teores foram: amido
(71,5 a 73,6%); proteina (7,7 a 8,6%); lipideos (4,6 a 5,1%); fibra (1,7 a 1,8%) e cinzas (1,5 a
1,6%). Enquanto que para os do campo de Cordero, foram: amido (69,7 a 71,3%); proteina
(9,5 a 10,5%); lipideos (4,6 a 5,4%); fibras (1,7 a 1,9%) e cinzas (1,7 a 1,8%).

No estudo in vivo no cultivo de milho também se buscou avaliar os parametros de
campo que auxiliassem na explicacdo dos efeitos inibitdrios dos extratos frente a producéo de
fumonisinas, bem como os parametros de produtividade dos gréos (Tabelas 5 e 6).

A grande variabilidade entre as réplicas dificultou a andlise estatistica, pois
resultou, na grande maioria dos casos, em valores estatisticamente iguais ao tratamento
controle.

O emprego de inseticida no campo de Micoprincem ndo influenciou nos
pardmetros avaliados. No norte da Italia, os tratamentos com inseticidas sdo realizados com
sucesso nas culturas de milho durante os estadios de maturacao e as aplicagdes de fungicidas
em misturas com inseticidas vém controlando doencas foliares de forma mais eficiente
durante a ultima parte da maturacdo, preservando o tecido da folha verde por mais tempo
(BLANDINO et al., 2009, 2012). Causin et al. (2008), em experimentos de campo nao
inoculados com fungos, mostraram que a infestacdo da broca do colmo foi controlada atraves
de aplicagdes de inseticidas e as propor¢Ges de varias misturas de principios ativos de
fungicidas foram aplicadas no florescimento do milho, promovendo a reducdo da
contaminacéo por F. verticillioides. No entanto, Folcher et al. (2009) e Mazzoni et al. (2011)

relataram que a adi¢cdo de um fungicida (tebuconazol ou tebuconazol + protioconazol) a um
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tratamento inseticida no florescimento ndo reduz significativamente a concentragcdo de

fumonisina em grédos de milho em comparacdo com uma aplicacao de inseticida sozinho.

Tabela 5 - Resultados dos tratamentos realizados na cultura de milho no campo de

Micoprincem.
Broca do colmo Presenga flngica
i i _ _ Produtividade FB; % FB, %
Exp  Incidéncia ) Incidéncia . 1 1 B 1 3
Severidade Severidade (T ha™) (ngkg™) redugdo (ng kg™) redugdo
(%) (%)

Cont 87° 13,4° 83° 6,8 11,6° 6943° 2412°

Sp 97° 17,9 93° 6,8 12,9% 1169° 83 493° 80
Na 90° 18,4% 90° 10,4° 13,5° 3003% 57 1083* 55

Pr 88* 14,7% s 7,7 11,1° 2227 68 732%° 70
Cont 37° 4,5 40° 2,5° 13,2° 081° 361°

Sp 31° 2,4° 31° 1,0% 12,5° 66" 93 64° 82
Na 47° 2,6° 40° 1,2 11,9° 556%° 43 232% 36

Pr 50° 6,1° 53° 3,7 13,7° 565%° 42 208% 42
Cont 87° 11,42 82° 6,7° 13,4° 2328° 767°

Sp 87° 17,8 92° 8,4° 14,9° 1558 33 594 22
Na 100 18,3 100 9,78 12,3 5326° - 2076° -

Pr 89° 13,6 79° 8,1° 14,3 2793° - 887° -
Cont 40° 4,6° 40° 2,1° 13,2° 740° 318°

Sp 38° 1,5 33° 0,9° 11,5° 1397° - 516 -
Na 51° 2,7 49 2,0° 13,7 998 - 381° -

Pr 46° 4,7 43 2,6° 13,8 132° 82 89° 72

Letras diferentes entre as linhas (de 1 a 4; 5 a 8; 9 a 12; e 13 a 16, separadamente) indicam diferenca
significativa (p < 0,10). Experimentos: Contr: controle; Sp: extrato de Spirulina sp. (40,4 pg mL™); Na: extrato
de Nannochloropsis sp. (45,2 ug mL™); Pr: prosaro (tebuconazol 200 g i. a. ha™ + protioconazol 200 g i.a. ha™).
De 1 a 4: florescimento sem inseticida; de 5 a 8: florescimento com inseticida; de 9 a 12 gréo leitoso sem
inseticida; de 13 a 16 gréo leitoso com inseticida.

No presente estudo, as concentracdes de FB; e FB, foram reduzidas por todos os
tratamentos aplicados na fase de florescimento do grdo. A aplicacdo na fase de grdo leitoso
ndo mostrou resultados satisfatorios, reforcando a importancia do estabelecimento de um
protocolo correto para aplicacdo, pois o Fusarium spp. apresenta baixa sensibilidade a
determinados fungicidas (BRODERS et al., 2007; GUTIERREZ-CHAPIN et al., 2006). Cabe
mencionar que nao ha efeito comprovado quanto ao controle da concentracdo de fumonisina
quando fungicidas e inseticidas sdo pulverizados na fase de gréo leitoso (BLANDINO et al.,

2012).
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Tabela 6 - Resultados dos tratamentos realizados na cultura de milho no campo de Cordero.

Broca do colmo Presenca fungica
i i _ _ Produtividade FB, % FB, %
Exp  Incidéncia . Incidéncia . 1 1 3 1 .
%) Severidade ) Severidade (T ha™) (g kg™) reducdo (ng kg™) reducdo
Cont 33° 1,6 56,7° 4,0 17,5% 2044% 866°
Sp 40° 2,1° 86,7° 7,9% 17,0 4148° - 1608 -
Na 542 1,78 68,5° 6,3 16,2° 1269° 38 441° 49
Pr 40° 1,52 70,0° 6,8° 17,0 3658° - 1234° -
Cont 17° 0,8° 70,0° 4,7° 14,8% 1837° 613?
Sp 60° 3,0% 73,3° 59° 16,4° 3118° - 1053° -
Na 47 3,3 83,0° 7,8 15,3 2705° - 952° -
Pr 24" 1,0 65,2° 3,7 15,2 2023 - 643° -
Cont 63° 3,9° 90,0° 4,6° 17,9° 2562° 1056°
Sp 25° 1,52 62,5° 8,2° 16,0% 1531° 40 4912 54
Na 43° 3,1° 86,7 7,2% 16,8° 1067 58 410° 61
Pr 43 2,2¢ 68,9° 4,5® 16,5° 1869° 27 503 52
Cont 43 3,0° 76,7° 5,8 16,9° 2454 696°
Sp 412 3,8° 67,3° 5,3° 15,72 1394° 43 505° 27
Na 43 2,3 66,7° 6,9° 15,8% 1596° 35 673° 3
Pr 56° 4,2 90,0 8,6 16,0 5035°% - 1787¢ -

Letras diferentes entre as linhas (de 1 a 4; 5 a 8; 9 a 12; e 13 a 16, separadamente) indicam diferenca
significativa (p < 0,10). Experimentos: Contr: controle; Sp: extrato de Spirulina sp. (40,4 pg mL™); Na: extrato
de Nannochloropsis sp. (45,2 ug mL™); Pr: prosaro (tebuconazol 200 g i. a. ha™ + protioconazol 200 g i.a. ha™).
De 1 a 4: florescimento com aracéo; de 5 a 8: florescimento com cultivo minimo; de 9 a 12 grdo leitoso com
aracdo; de 13 a 16 gréo leitoso com cultivo minimo.

Foi observada uma reducédo de até 93% na producédo de FB;, quando aplicado o
extrato fendlico de Spirulina sp. com a presenca de inseticida na fase de florescimento
(Experimento 6), neste mesmo experimento, a concentracdo de FB, foi reduzida 82%. O
extrato fenolico de Nannochloropsis sp. apresentou melhor efeito quando aplicado na
auséncia de inseticida, também na fase de florescimento (Experimento 3), inibindo 57 e 55%
da producdo de FB; e FB,, respectivamente. De maneira geral, ambos os extratos naturais
apresentaram efeito similar ao fungicida Prosaro. Apenas na fase de gréo leitoso na presenca
de inseticida o fungicida teve um efeito de destaque perante aos extratos naturais.

De acordo com Hewitt (1998), os fungicidas podem ser classificados, quanto as
subfases da infeccdo no qual atuam, em: preventivos (inibe a germinacdo impedindo a
penetracdo do fungo nos tecidos do hospedeiro); curativos (acdo pés infec¢do, quando ocorreu
a penetracdo do tubo germinativo do fungo, mas ainda ndo sdo vistos sistomas); e

erradicativos (acdo inibitoria do crescimento micelial dos oidios ou morte das estruturas dos
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fungos que causem doengas comumente denominadas de ferrugens, ndo ocorre a regeneragao
ou recuperacdo de células ou tecidos mortos). A maioria dos fungicidas triazdis apresenta
acao erradicante, ou seja, matam os patdgenos, porém os tecidos injuriados, principalmente as
folhas, ndo se regeneram. Neste estagio, a producdo de micotoxinas pode ter ocorrido, fato
que comprova que muitas vezes os fungicidas sitéticos ndo sao capazes de inibir a produgédo

destes compostos tdxicos.

3.5 CONCENTRACAO DE ACIDOS FENOLICOS E ERGOSTEROL NOS GRAOS DE
MILHO PROVENIENTES DOS CAMPOS

Foi determinada a concentracdo de A&cidos fendlicos, 0s mais provaveis
responsaveis pela inibicdo fingica (PAGNUSSATT et al., 2016; SOUZA et al., 2011) nos
grdos de milho provenientes dos dois campos experimentais (Tabela 7). Estes apresentaram
composi¢do variada entre os nove &cidos avaliados, sendo representados majoritariamente
pelo protocatecoico, clorogénico e ferulico. Ndo foi observada diferenca significativa
(somente considerando o efeito dos diferentes extratos de microalgas e fungicida comercial
empregado) em nenhum caso. Varidveis abidticas e bioticas interferem no efeito inibidor dos
compostos aplicados para prevenir pragas durante o cultivo, com consequente impacto na
variabilidade dos resultados, o que promoveu ndo homogeneidade dos dados, dificultando a
analise estatistica paramétrica. De qualquer forma, as quantidades aplicadas nédo interferem no
aporte fenolico dos gréos, conforme o esperado.

O teor de ergosterol também foi avaliado nos grdos provenientes dos diferentes
tratamentos (Tabela 7) e foram verificadas concentragfes variadas. Quando aplicado na fase
de florescimento, o conteldo de ergosterol nos grdos do campo tratados com o extrato
fenolico de Nannochloropsis sp. diferiu do controle em todas as condicGes, enquanto que na
fase de grdo leitoso apenas no campo de Cordeiro este tratamento mostrou efeito significativo
em relagdo ao controle. Os experimentos com o extrato fendlico de Spirulina sp. apresentaram
reducdo significativa em Micoprincem na auséncia de inseticida, enquanto no campo de
Cordeiro o melhor efeito ocorreu quando aplicou-se na fase de grdo leitoso utilizando o
cultivo minimo como preparo do solo, estes comportamento foi semelhante ao contetdo de
fumonisinas encontrado nos diferentes tratamentos, e mostra a relacdo direta entre biomassa

fangica e producgéo de seus metabolitos tdxicos.
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Tabela 7 - Concentracdo de acidos fendlicos nos grdos de milho cultivados sob diferentes

tratamentos.
Campo de Micoprincem Campo de Cordero
Acidos Acidos
Uso de fenolicos Ergostirol Manejo fenolicos Ergostirol
Fase . >0 - Tratamento 1 (ngg™) Fase Tratamento 1 (ngg™)
inseticida (ngg”) (CV%) do solo (ngg’) (CV%)
(CV%) (CV%)
Controle 83,4 (22)" 43,9 (4,2)° Controle 64,2 (48 16,9 (9,7)®
N3 Spirulinasp. 60,9 (32)* 30,4 (4,9)" Araca Spirulina sp. 88,0 (58)° 26,2 (3,6)
g a0 Nannochloropsis 60,9 (34)* 8,2 (4,0)d ‘CE> ragao Nannochloropsis  115,4 (28)* 10,1 (6,7)b
é Prosaro* 54,3 (15)* 17,5 (3,8)° § Prosaro* 154,8 (16)* 11,2 (13,3)"
[&] (&)

g Controle 61,8 (20)* 6,4 (0,3)™ 3 Controle 154,5 (14)* 47,7 (4,5)°

g, Puimw 370(0° 212(35F° 2 cultivo Spirinasp. 1627 (11)°  ND*
Nannochloropsis 47,3 (24)* 10,3 (10)° minimo  Nannochloropsis  137,4 (13)* 27,6 (3,6)"
Prosaro* 78,4 (23)* 0,7 (6,7)° Prosaro* 134,3 (14)* 42,7 (7,7)
Controle 55,9 (10)* 22,4 (5,5)° Controle 109,5 (39)° 34,7 (6,1)°
Nio Spirulinasp. 70,9 (50)* 20,6 (3,6)b Aracio Spirulina sp. 119,0 (5)* 90,4 (8,2)
9 Nannochloropsis 62,3 (16)* 80,0 (2,6) 9 ¢ Nannochloropsis  100,9 (30)* 21,5 (6,7)°
2 Prosaro* 47,3 (28)° 9,3 (10)° 2 Prosaro* 99,8 (7) 33,6 (56)°
9 Controle 73,5 (15)° 12,2 (2,1)° 9 Controle 988 (5° 53,3(42)°
O Sim Spirulinasp. 96,6 (36)* 17,3 (5,5)" O cultivo Spirulina sp. 92,7 (5)° 37,3 (2,5)°
Nannochloropsis 86,2 (10)* 11,7 (4,5)* minimo  Nannochloropsis 94,9 (21)* 37,0 (4,9)°
Prosaro* 89,0 (41)* 8,8(11,3)° Prosaro* 96,7 (23)° 116,1(3,4)°

Letras diferentes entre as linhas (de 1 a 4; 5 a 8; 9 a 12; e 13 a 16,

significativa (p < 0,10). *ndo detectado.

3.6 ESTIMATIVA DA DOSE RECOMENDADA

separadamente) indicam diferenca

Considerando que no experimento in vitro foram utilizados 19 g de gréos de

milho e que para a aplicagdo dos extratos no campo se borrifou 10 mL de extrato por planta

de milho e que cada parcela continha 10 plantas com produtividade média de 300 g de graos

por espiga, foram estimadas as doses de principio ativo utilizadas nos dois casos e as suas

eficiéncias resultantes (Tabela 8).

Esta estimativa demonstra que é possivel aumentar a eficiéncia nos experimentos

em campo desde que se amplie a escala de producdo de biomassa de microalgas, bem como

estabelecer processos de recuperacdo do principio ativo da biomassa para tornar viavel a

aplicacdo de fenolicos com poder antifungico e antimicotoxigénico de fonte natural em escala

de cultivo comercial.
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Tabela 8 - Dados demonstrativos da eficiéncia da dose dos extratos fenolicos de microalgas
aplicadas em experimentos in vitro e em campo.

Experimento in vitro Experimento em campo
Volume Eficiéncia Volume Eficiéncia
Extrato de Massa Dose média de de Massa Dose média de
extrato tratada (g) (mLg?) inibicdo extrato tratada (g) (mL g% inibicdo
(mL) (%)* (mL) (%)*
Nannochloropsis
19 0,11 79 100 3000 0,033 43,5
sp. (45,2 pgmL™)
Spirulina sp.
19 0,11 78 100 3000 0,033 55,7

(40,0 ugmL™)

*valor estimado pela média de todas as redugdes da concentracdo de micotoxinas encontrada para cada extrato.

4 CONCLUSAO

Considerando a procedéncia natural dos compostos antifungicos e a exposicao
deles aos fatores como luminosidade solar, variacdo de temperatura e ocorréncia de ventos, 0s
resultados obtidos s@o promissores e justificam o investimento de pesquisas para aumentar a
sua eficiéncia em ambiente natural. Em experimentos in vitro, indicaram que o melhor
momento de acdo dos extratos ocorreu durante a formagdo do grdo, com sua umidade
reduzida. Os extratos fendlicos extraidos das microalgas Nannochloropsis sp. e Spirulina sp.
apresentaram efeito inibidor da contaminagéo na cultura de milho por Fusarium verticilioides,

além disso, inibiram a producdo de FB; na ordem de 90%, e FB, em 82%.
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CONCLUSAO GERAL

Os extratos de éacidos fenolicos soliveis em metanol protegem contra a
degradacao hidrolitica e oxidativa, demonstrada pela reducdo da atividade das enzimas o-
amilase e peroxidase, bem como de inativar os radicais livres ABTS e DPPH.

O valor da concentracdo eficaz minima (ECsy) dos extratos fendlicos de
microalgas para inibicdo das cepas pertencentes ao complexo de F. graminearum foi em torno
de 40 pg mL™,

O ergosterol foi um bom indicativo da inibicdo da producdo de biomassa de
espécies de Fusarium pelos extratos de microalgas (p = 0,92).

A atividade antifangica in vitro resultou em inibicdo média na producdo dos
tricotecenos (NIV, DON e ADONS) de 82 e 68% para os extratos de acidos fenolicos de
Nannochloropsis sp. e Spirulina sp., respectivamente.

Os extratos foram eficientes quando aplicados em cultivo de trigo em campo,
mitigando a fusariose e a manifestacdo do potencial toxigénico. Na dose de 12 mLm? o
extrato de Nannochloropsis sp. inibiu em até 38% a producdo de DON, engquanto que com o
extrato de Spirulina sp. a inibi¢do chegou a 55%.

In vitro os extratos de microalgas inibiram 95% da producdo de fumonisina B,
enquanto que o tebuconazol inibiu 53%. Este experimento mostrou que o melhor momento de
acao dos extratos ocorre quando o gréo esta formado.

No cultivo de milho em campo 0s extratos apresentaram maior capacidade
antimicotoxigénica quando aplicados em conjunto com inseticida na fase de florescimento da
planta, obtendo-se valores acima de 90% de inibicdo da producdo de fumonisina B; e 82%

para fumonisina B..
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ANEXO 1 - DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA PEROXIDASE

A Tabela 1 descreve o procedimento em sequéncia para a determinacdo da

atividade da enzima peroxidase.

Tabela 1 - Procedimento para determinacdo da atividade enzimética da peroxidase.

Reagente (mL) Controle Enzima Inibidor
Agua destilada 3,0 2,0 1,5
Tampéo fosfato™ 1,5 1,5 1,5
- Repouso 10/20 /30 min - -
Extrato fenolico - - 0,5
Extrato enzimatico - 1,0 1,0
- - Repouso 10/20/30 min  Repouso 10/ 20/ 30 min
Guaiacol 1,0% 0,5 0,5 0,5
H,0, 0,08% 1,0 1,0 1,0

*tampao pH 6,0 20 mmol L™; - ndo adicionado.

Apos a adicdo dos componentes, todos os tubos de ensaio foram mantidos em
banho-maria a 30 °C durante 10 min e a transmitancia dos produtos foi verificada em

espectrofotbmetro a 470 nm.
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ANEXO 2 - DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA a-AMILASE

A Tabela 2 descreve o procedimento em sequéncia para a determinacdo da

atividade da enzima a-amilase.

Tabela 1 - Procedimento para determinagdo da atividade enzimatica da a-amilase.

Reagente (mL) Controle Enzima Controle Inibidor Inibidor
Tampéo citrato-fosfato* 1,0 1,0 1,0 1,0
Agua destilada 1,0 - - -
Extrato fenolico - - 1,0 1,0
Extrato enzimético - 1,0 1,0 1,0
- - - 25°C /30 min 25°C /30 min
Amido 1% 1,0 1,0 - 1,0
- 25 °C /30 min 25 °C /30 min - 25 °C /30 min
HCI 0,5 mol L™ 0,05 0,05 0,05 0,05
- - - 25 °C /30 min -
Amido 1% - - 1,0 -
lodo 0,5% em K 0,1 0,1 0,1 0,1
Agua destilada 1,85 1,85 0,85 0,85

*Tamp&o pH 6,0 0,1 mol L™; - néo adicionado.

O conteudo dos tubos foi homogeneizado, mantido por 30 min a pH 6 (tampéo
fosfato-citrato) em banho-maria a 25°C, as transmitancias foram medidas em

espectrofotdbmetro a 620 nm.



