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RESUMO

Neste trabalho, foram feitas associagdes dos niveis de compostos fenélicos obtidos de farelo de arroz com
a inibi¢do da multiplicagao dos fungos Fusarium graminearum, Aspergillus oryzae e Aspergillus flavus, e a
inibi¢do da produgio de aflatoxinas pelo ultimo micro-organismo. Os compostos fendlicos foram extraidos
com metanol e quantificados colorimetricamente com o reagente de Folin-Ciocalteau. A atividade
antifingica foi avaliada pela técnica de agar diluido. Todos os fungos tiveram seu desenvolvimento
inibido em até 2,3% inibi¢ao/pg, - na presenga do extrato fenolico de farelo de arroz, além da inibi¢ao
da producdo de micotoxinas em 100%. Esses dados sugerem que o arroz possui defesas naturais contra
o ataque por essas espécies fungicas analisadas, e que podem estar associadas a ocorréncia de 4cidos
fenolicos na sua composicao.

Palavras-chave. conservador natural, fenois, inibi¢ao fungica.

ABSTRACT

This investigation analyzed the association between the amounts of phenolic compounds extracted
from rice bran and the inhibition of Fusarium graminearum, Aspergillus flavus and Aspergillus oryzae
proliferation, and the inhibition of aflatoxin production by the latter microorganism. Phenolic
compounds were extracted with methanol, and they were quantified by means of colorimeter assay using
Folin-Ciocalteau reagent. The antifungal activity was assessed by means of diluted agar technique. The
development of the all of fungi were inhibited up to 2.3% inhibition/pg, . ., in the presence of rice bran
phenolic extract, and the production of mycotoxins was inhibited by 100%. These findings suggest that
the rice holds a natural defense against those fungal species attack, which might be associated with the
occurrence of phenolic acids.

Keywords. conservative natural, phenols, fungal inhibition.
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INTRODUCAO

A preocupag¢do com a seguranga alimentar vem
norteando a busca por conservantes naturais na forma
nativa ou extraidos de suas fontes e aplicados a outros
ou aos seus proprios derivados. Estudos estdo voltados
para a identificagdo e purificagdo de novos compostos
com atividade antifiingica que possam atuar sozinhos ou
sinergisticamente minimizando a deterioragdo e o uso
dos antifungicos quimicos em alimentos'?.

Os compostos fenolicos presentes em tecidos
vegetais podem inibir o desenvolvimento fingico e a
produgido de micotoxinas que se localizam especialmente
nos tecidos externos que tém papel de protecio da
estrutura®’. Com essa propriedade, destacam-se os dcidos
fenolicos e seus derivados presentes em vegetais. Dentre
os vegetais considerados fontes de compostos fendlicos,
encontram-se o arroz e seus derivados de beneficiamento,
que sdo ricos em dcido ferulico e cumarico™®”.

O arroz (Oryza sativa) é um dos cereais
mais produzidos e consumidos no mundo. Sua
importancia destaca-se, principalmente, em paises em
desenvolvimento, tais como o Brasil, desempenhando
papel estratégico em niveis economico e social. O farelo
de arroz constitui de 8 a 10% do grao de arroz e ¢ rico
em proteinas, lipidios, vitaminas e sais minerais. A
composi¢do quimica deste é influenciada por diversos
fatores como variedade, tamanho, forma e resisténcia a
quebra do grao, tipo de moinho, presenca ou auséncia de
gérmen, uniformidade de moagem, além do processo de
beneficiamento que tenha sofrido o grao®*™°.

No Brasil, o farelo de arroz ¢ utilizado,
principalmente, como matéria-prima para a extragdo
de oleo, producdo de ragdo animal e, em menor
escala, como produto dietético e na composi¢do
de “multimistura”®®!'. Dessa forma, é interessante
conhecer o potencial de residuos de arroz como fonte
de conservadores naturais para extra¢do e utiliza¢do
na preservacdo natural dos alimentos. Estimar a
susceptibilidade do arroz a contaminagdo fungica
possibilita a tomada de medidas adequadas para
armazenamento e beneficiamento.

Agentes antifungicos presentes em vegetais sao
uma alternativa para substituir os aditivos quimicos
atualmente empregados em alimentos, especialmente
no caso do arroz, cujo beneficiamento gera coprodutos
com propriedades menos atrativas, que poderiam ser
empregadas como fonte desses compostos'.
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Os fungos como Aspergillus e Fusarium sao
considerados importantes produtores de micotoxinas'?,
que sdo metabolitos toxicos naturais frequentemente
encontradas em alimentos. Entre os toxicos contaminantes
de alimentos, podemos destacar as aflatoxinas produzidas
por espécies do género Aspergillus, as quais sdo altamente
toxicas e carcinogene’ticas para homens e animais,
tornando-se, assim, um fator preocupante para a industria
alimenticia®. Intoxicagdes e problemas passageiros ou
cronicos, que afetam varias fungdes do organismo, tais
como alteragdes hepaticas, renais, circulatorias, no sistema
nervoso e no trato digestivo podem ocorrer em homens e
animais devido a ingestdo dessas substancias.

Esses aspectos nortearam o trabalho, que
objetivou relacionar os niveis de compostos fendlicos
obtidos de farelo de arroz com a inibigdo da multiplicagdo
dos fungos Fusarium graminearum, Aspergillus oryzae e
Aspergillus flavus, e a inibigao da produgao de aflatoxinas
pelo dltimo.

MATERIAL E METODOS

Farelo de arroz

O arroz do cultivar BR-IRGA 417 foi cultivado
em campos experimentais do Instituto Rio Grandense
do Arroz (IRGA), localizado em Cachoeirinha (RS),
semeada no sistema de cultivo minimo, com densidade
de semeadura de 100 kg.ha". A adubagao de base foi com
400 kg.ha' (N:P:K = 05:20:30), nitrogenada em cobertura
com 80 kg.ha' de N, no arroz com 8 folhas antes do inicio
da diferenciagdo do primoérdio da panicula (DPP). Apds
a colheita, as amostras foram secas até 13% de umidade e
beneficiadas na forma de arroz natural polido (branco).
No beneficiamento, foram separadas as fragdes casca,
farelo e endosperma amilaceo, sendo que a fragdo farelo
de arroz foi encaminhada ao Laboratério de Micotoxinas
e Ciéncia de Alimentos (LMCA) da Universidade Federal
do Rio Grande (FURG) para realizagdo dos experimentos.

Caracterizagao fisico-quimica

O pH, a acidez, os teores de umidade, cinzas,
proteinas, lipideos e fibra bruta do farelo de arroz foram
determinados segundo AOAC™". Os carboidratos soluveis
foram determinados por hidrolise acida e quantificados
com o reagente do 3,5-DNS™.

A extragdo dos compostos fenolicos foi realizada
a frio com metanol, sob agita¢ao em agitador horizontal a
temperatura ambiente, seguida de partigdo com hexano,
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clarificagdo com hidréxido debério 0,1M e sulfato de zinco
5%, centrifugacdo e filtracdo. Os extratos foram secados
em rotaevaporador, diluidos com 4gua e armazenados
em freezer a 6 °C, até quantificagao e/ou posterior uso.
O conteudo de fendis totais foi determinado por meio do
método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, tendo
como padrao o acido ferulico'®".

Avaliagao da atividade antifungica

Os fungos utilizados neste estudo foram o
Fusarium graminearum cedido pelo Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS) e cultivado em Agar batata dextrose (BDA)
a 22 °C durante 10 dias, até sua completa esporulagio.
Aspergillus oryzae foi cedido pelo Laboratério de
Micotoxicologia (LAMIC) da Universidade Federal
de Santa Maria (RS) e Aspergillus flavus CCT 1217
adquirido da cole¢do de culturas da Funda¢ao André
Tosello. Os micro-organismos do género Aspergillus
foram primeiramente cultivados em Agar batata dextrose
a 24 °C durante 12 dias, até sua completa esporulagao, e
posteriormente mantidos a 4 °C, até o uso. Para o teste
da atividade antifungica, foi empregada uma solugio de
esporos de 4 x 10° esporos.mL" obtidos dos esporos dos
meios de cultura com solucdo 0,2% de Tween 80, filtracio
e enumeragdo de esporos em camara de Neubauer.

O método utilizado foi o bioanalitico in vitro,
observando o desenvolvimento ou inibicdo dos micro-
organismos em presenca de trés niveis de concentragdes
de compostos fendlicos totais no extrato em avaliagdo.
O extrato fendlico de farelo de arroz (15, 20 e 25 mL) foi
adicionado ao meio de cultura previamente autoclavado
a 120 °C durante 15 minutos. Os meios acrescidos dos
extratos foram vertidos em placas de Petri (9 cm de
diametro), sob condigdes assépticas (Camara de Fluxo
Laminar LABCONCO modelo 36210, Tipo B)). Apds a
solidificacdo dos meios, foram adicionados ao centro das
placas a solugdo de esporos, contendo 4 x 10°esporos.mL
de cada espécie nos seus respectivos experimentos. As
placas foram incubadasa 22 °C para Fusarium graminearum
e 24 °C para Aspergillus oryzae e Aspergillus flavus.

Foram efetuadas medigdes ortogonais dos
didmetros das colonias nos 3°, 5°, 7° e 14° dias de
incubacio, tendo como referéncia o desenvolvimento
de cada espécie cultivada sem adigdo dos extratos e com
adi¢ao do grupo controle, composto por agua estéril,
hidroxido de bario 0,1 M e sulfato de zinco 5%'®. Todos
os experimentos foram realizados em triplicata.
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Foi calculada e expressa a porcentagem de
inibigdo do crescimento fingico por pg de composto
fenolico no extrato.

No experimento referente a agdo antimicotoxinas
dos extratos sobre o Aspergillus flavus, foi realizada a
determinacio de aflatoxinas no meio de crescimento das
culturas ao 7°, 14° e 21° dias de incubacio.

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

As aflatoxinas B, e B, foram extraidas dos
meios de cultura com solugdo de acetonitrila-agua
(3:1), sob agitagdo, seguida de particdo com hexano. A
acetonitrila foi separada da dgua com adi¢ao de cloreto
de sddio e evaporada a 50 °C, sob vacuo. O residuo
foi ressuspendido com 3 mL de metanol e 27 mL de
cloroférmio, centrifugado e separado em trés aliquotas
de 10 mL, que foram evaporadas em banho-maria a 40 °C
e corrente de nitrogénio e armazenadas a -10 °C'**. Os
extratos evaporados foram aplicados em cromatofolhas
de silica gel G60 de 0,25 mm de espessura para triagem,
confirmagdao e posterior estimativa da concentragdo
das aflatoxinas B, e B, sob luz UV, comparativamente a
solugao padrio das aflatoxinas B, e B,>***".

As micotoxinas mais importantes produzidas por
Aspergillus flavus sdo as aflatoxinas B, e B,, produzidas
por cerca de 40% dos isolados*. Assim demonstrada a
inibi¢do da cultura, foi avaliado o efeito do extrato fenélico
na produgio das aflatoxinas mencionadas por meio do
método de cromatografia de camada delgada (CCD). Esse
método?**! foi adaptado no Laboratério de Micotoxinas
da Universidade Federal do Rio Grande para avaliar a
produgdo de micotoxinas em um meio de cultura e para
uma triagem de efeito dos compostos fenolicos sobre a
produgdo de aflatoxinas, e vem se mostrando um método
eficiente por apresentar limites de detec¢ao comparaveis
a outros métodos mais sofisticados, aplicabilidade e
varias matrizes, baixo custo, rapidez e boa performance.
O procedimento possuia como caracteristicas que o
tornaram confiavel para o estudo, o limite de detecgdo
de 2,0 ppb, recuperagdo de 96,5% para aflatoxinas B, e
91,5% B, e coeficiente de variacdo de 8%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados das médias das determinagdes das

caracteristicas fisico-quimicas do farelo de arroz, ou seja,
umidade, cinzas, carboidratos, fibra bruta, proteinas,
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Tabela 1. Inibicdo fungica do A. flavus, A. oryzae e F. graminearum pelo extrato fenélico de farelo arroz (EFFA)

% inibicao / ug fenol total

Dias Aspergillus. oryzae Aspergillus flavus Fusarium graminearum
3 0,72 £ 0,03** 2,3 + 0,09 0,81 £0,1°
5 0,73 £ 0,02* 2,3+£0,12° 0,65 + 0,15
7 0,7 +0,03* 1,73 £0,12° Nr*
14 0,71 £0,03* 1,6 + 0,06° Nr

*Letras iguais na mesma coluna indicam que nao houve diferenga significativa ao nivel de confianga de 95%.

**Nr = medigao do halo néo realizada

Tabela 2. Inibi¢do da produgéo de aflatoxina B, e B, pelo Aspergillus flavus na presenga do extrato fendlico de farelo de arroz

Inibi¢ao da producao de aflatoxinas (%)

Extrato Fenois(mg) 7° dia 14° dia 21° dia

AFLAB, AFLAB, AFLAB, AFLAB, AFLAB, AFLAB,
Earroz 0,8 32+ 1,4 82 £ 0,6* 70 £0,9* 92 £1,2° 49 +1,1* 88 £0,8°
Farroz 1,2 33 +2,1° 91 +1,2° 75+ 1,5° 100 + QP 54 +2,4° 91 + 1,0°
Earroz 1,5 58 + 1,1° 91 +0,9° 100 + Q° 100 + QP 89 +2,1° 100 + QP

*Letras iguais na mesma coluna indicam que nao houve diferenca significativa ao nivel de confianca de 95%.

lipidios, pH e acidez, foram respectivamente: 9,6 + 0,4%,
10,5 + 0,8%, 44,3 = 3,1%, 6,3 £ 1,1%, 15,4 + 0,6%, 12,7 +
0,4%, 6,1 £ 0,3%, 0,1 £ 0,03%. A composicao centesimal
determinada para o farelo de arroz foi semelhante a
apresentada por outros autores, levando-se em conta as
diferencas decorrentes do tipo de solo, do cultivar, do
beneficiamento e da forma de estabilizacdo do farelo®!%%.

Comparativamente a outros tecidos mencionados
em literatura como funcionais pelo seu conteudo
fenolico, como banana 0,31 mg/g de amostra, batata 0,39
mg/g de amostra (equivalente de tirosina), 0,061-0,084
mg/g de amostra (4cido fertlico)’, 0,5 mg/g de amostra
em bagago de laranja e 0,35 mg/g de amostra em polpa de
berinjela', o farelo de arroz mostrou-se promissor como
potencial de aporte de compostos fendlicos na dieta, pois
apresentou um teor médio de 0,75 mg CF/g de farelo de
arroz, o que é superior a tecidos usualmente estudados
como fontes desses compostos*>”'7 e com atividade
antifungica para as trés espécies avaliadas (Tabela 1).

A Tabela 1 apresenta os resultados da inibi¢ao
especifica (% inibigao/pg de CFT) para cada espécie
fungica no intervalo de tempo estudado.

Segundo a literatura, os grupos hidroxilicos
presentes nos compostos fendlicos podem formar
ligagdes de hidrogénio com enzimas do metabolismo
microbiano, desativando-as e inibindo a multiplica¢do
da biomassa fingica**, fato que foi demonstrado pela
medida do halo de crescimento da coldnia cultivada em
presenca dos extratos fenolicos de farelo de arroz.

Os resultados referentes a adigdo dos extratos
fenolicos de farelo de arroz ao meio de cultura se
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apresentaram mais eficazes para a inibicdo do Aspergillus
flavus.

Na Tabela 2, estao os resultados dos experimentos
referentes a inibi¢do da producdo das aflatoxinas B, e
B, por Aspergillus flavus em meio BDA em presenga de
extratos fendlicos de vegetais, no 7°, 14° e 21° dias de
incubagao. Os percentuais de inibi¢do foram calculados
considerando a ndo detec¢do das toxinas nos limites de
quantificagdo do método com 100% de inibigao.

Os resultados demonstraram que os extratos
fenolicos foram mais eficientes para inibir a produgio
de AFA B,. A inibi¢do da sintese das micotoxinas pelos
extratos fenolicos pode ser atribuida a diminui¢ao do
estresse oxidativo, que é um pré-requisito para a produgdo
de aflatoxinas, além do aumento da peroxidagio lipidica
e a geracao de radicais livres”. Resultado similar de
inibigdo de producdo de toxina foi obtido por Selvi et
al.*, que inocularam o Aspergillus flavus em presenca do
extrato da Garcinia indica, planta rica em flavonoides e
acidos fenolicos, e obtiveram uma inibi¢do de 40 a 60%
na produgao de aflatoxina B, e inibigio de 10 a 20% do
crescimento fungico.

Os resultados de inibigdo de crescimento fungico
e da produgdo de micotoxinas foram consistentes entre
si e indicaram que o farelo de arroz possui defesas
importantes contra o ataque de Aspergillus flavus e das
demais espécies, o que ¢é interessante do ponto de vista
de seguranca alimentar. Do ponto de vista tecnologico,
torna-se vantajoso buscar formas de extrair compostos
fenolicos das fragoes externas do grao de arroz, visando
emprega-los como antiftingicos naturais.
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CONCLUSAO

O extrato fenodlico de farelo de arroz apresentou

atividade antifingica sobre os fungos Aspergillus oryzae,
Aspergillus flavus e Fusarium graminearum, inibindo em
até 100% a produgdo de aflatoxina B e B,.
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