UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

§l ESCOLA DE ENGENHARIA
UFRGS DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA

g el g ENGO07053 - TRABALHO DE DIPLOMAGAO EM

ENGENHARIA QUIMICA

Extracao de compostos
fendlicos da torta de girassol
assistida por MEF e aplicacao
do extrato como antifungico

em morangos

Autor: Marina Amanda Collet

Orientador: Ligia Damasceno Ferreira Marczak

Porto Alegre, dezembro de 18



ii Extracdo de compostos fendlicos da torta de girassol assistida por MEF e aplicacdo do
extrato como antifungico em morangos

Sumario

Sumadrio ii
Agradecimentos iv
Resumo %
Lista de Figuras Vi
Lista de Tabelas viii
Lista de Simbolos iX
Lista de Abreviaturas e Siglas X
1 Introducao 1
2 Revisdo Bibliogréfica 3
2.1 A cultura e a torta de girassol 3
2.2 Compostos fendlicos 5
2.2.1 Quantificacdo de compostos fendlicos 7
2.3 Métodos de extracdo de compostos fendlicos 8
2.3.1 Extracdo sdlido-liquido convencional 8

2.3.2 Extracdo assistida por Campo Elétrico Moderado (MEF do
inglés Moderate Electric Field) 9
2.4 Morango 11
2.4.1 Fungos comuns em morangos 12
2.5 Agentes antifungicos 14
3 Materiais e Métodos 16
3.1 Matéria-prima 17
3.11 Torta industrial — Tortalnd 17
3.1.2 Torta obtida em laboratdrio — Tortalab 17
3.13 Determinacgdo dos Sélidos Soluveis Totais (SST) 18
3.2 Extracdo dos Compostos Fendlicos Totais (CFT) 18
3.2.1 Extracdo assistida por Campo Elétrico Moderado (MEF) 18
3.2.2 Extracao exaustiva 20
3.2.3 Extracdo exaustiva da torta industrial em maior escala 20
3.2.4 Extracdo otimizada da torta obtida em laboratério 21
3.3 Concentracdo dos extratos 22
3.3.1 Concentrac¢ao do extrato da torta industrial 22
3.3.2 Concentracdo do extrato da torta obtida em laboratério 22
3.4 Determinacdo dos Compostos Fendlicos Totais (CFT) 23
35 Aplicacdo dos extratos fendlicos em morangos 23
3.5.1 Aplicacao dos extratos da torta industrial 24
3.5.2 Aplicagao dos extratos da torta obtida em laboratério 25
4 Resultados 28

4.1 Extracdo assistida por Campo Elétrico Moderado (MEF) 28



DEQUI / UFRGS — Marina Amanda Collet

4.2 Caracterizagao das tortas — umidade e concentragdes de CFT e
SST

4.3 Capacidade antifingica dos extratos aplicados nos morangos

431 Testes com extrato da torta industrial
432 Testes com extrato da torta obtida em laboratério

5 Conclusdes e Trabalhos Futuros
6 Referéncias

Apéndice A — Fotografias dos morangueiros dos cultivares utilizados e
suas respectivas estufas.

Apéndice B — Fotografias dos morangos e tabela de observagdes diarias
da primeira etapa de testes com os extratos da Tortalab (5,7,10e 15¢g
CFT/L).

Apéndice C — Fotografias dos morangos e tabelas de observag¢des didrias
da segunda etapa de testes com o acido clorogénico (1 g CFT/L) e os
extratos da Tortalab (0,5; 1 e 2 g CFT/L).

Anexo A — Curva analitica do 4cido gdlico utilizado.

29
30

30
31

36
38

45

47

49
51



iv Extracdo de compostos fendlicos da torta de girassol assistida por MEF e aplicacdo do
extrato como antifungico em morangos

Agradecimentos

Acima de tudo, agrade¢o a minha amada mae Nilva (in memoriam), pelo imenso apoio
e encorajamento aos estudos, pelo grandioso exemplo e pelas grandes memdrias que
deixou.

Ao meu admiravel namorado Lucas Ranzan, pelo companheirismo e compreensao, e
por todo suporte durante a graduagao, em especial no decorrer deste trabalho.

A professora Ligia pela orientagdo neste trabalho e pelos importantes conhecimentos
passados durante a graduagao.

Aos meus sogros Iracema e Angelin, aos meus padrinhos Altair, Ivone e llze, e ao meu
irmao Maicon, pelo incentivo, carinho e amparo nos momentos de dificuldade.

Aos meus amigos Pedro, Julia e Alberto, pelos momentos de alegria, que tornaram esta
jornada um pouco mais leve.

Aos colegas do LATEPA, e hoje amigos, Laura e Marcelo, pelo apoio, as conversas e o
auxilio neste trabalho.



DEQUI / UFRGS — Marina Amanda Collet v

Resumo

A torta de semente de girassol é um subproduto da indUstria de extra¢do de éleo intensamente
explorado para alimentacdo animal devido ao elevado teor proteico. No entanto, a presenca
de compostos fendlicos reduz a digestibilidade das proteinas. Dessa forma, a extra¢do desses
compostos da torta de girassol é bastante relevante, melhorando a qualidade nutricional do
concentrado proteico e recuperando compostos quimicos de alto valor agregado. Tais
compostos fendlicos, por sua vez, apresentam conhecido potencial antifingico e podem
auxiliar no combate de patdgenos. No cendrio agroindustrial brasileiro, a cultura do morango
é uma atividade de grande relevancia econémica e social, sendo o pais o maior produtor do
fruto na América Latina. As caracteristicas fisico-quimicas do morango sdo favoraveis ao
desenvolvimento de fungos, o que acarreta elevadas perdas na pods-colheita. Devido a
crescente rejeicdo da populacdo ao uso de agrotéxicos sintéticos, ha real interesse pela
obtencdo de defensivos atdxicos de fontes naturais. Nesse contexto, o presente trabalho
objetivou estudar a extracdo de compostos fendlicos da torta de girassol assistida por campo
elétrico moderado e caracterizar o potencial antifungico dos extratos fendlicos aplicando-os
sobre morangos na pés-colheita. A aplicacdo do campo elétrico de 100 V ndo apresentou efeito
significativo sobre a cinética da extracdo, e a quantidade de compostos fendlicos totais extraida
ao final do experimento foi estatisticamente igual ao experimento sem tensdo aplicada (teste
de Tukey com p < 0.05). Para os testes com morangos, foram obtidos extratos fenélicos a partir
de torta industrial e de torta preparada em laboratdrio. As concentracdes fendlicas utilizadas
para os extratos da torta industrial foram de 1 e 7 g/L, e para os da torta de laboratério foram
de0.5,1,2,5,7,10e 15 g/L. Também foi testada solucdo de acido clorogénico puro a 1 g/L. Os
morangos foram submersos individualmente nos extratos, na solugdo do acido e em agua
destilada (controle), mantidos sob secagem forgada por 90 minutos, embalados e monitorados
diariamente. Os testes em morangos utilizando extratos da torta industrial revelaram
tendéncia positiva na acdo antifungica com a elevacao da concentracao, sendo os resultados
do concentrado de 7 g/L visivelmente melhores que os obtidos para o grupo de controle.
Entretanto, o oposto foi observado para os extratos da torta de laboratério. Para esses, um
aumento de concentra¢do, no geral, acarretou um maior desenvolvimento fungico; apenas
para o extrato de concentracdo 1 g/L houve melhora sutil quando comparado ao grupo de
controle. O experimento com 4acido clorogénico a 1 g/L apresentou resultado similar ao obtido
com extratos de mesma concentracdo. A fim de caracterizar as tortas, foram realizadas andlises
gravimétricas para determinacdo da umidade, e cinéticas de extra¢cdo exaustiva para
guantificacao fendlica. Ao observar comportamentos conflitantes entre os extratos das tortas,
analises de grau Brix para determinagdo dos sélidos sollveis totais também foram realizadas.
A torta industrial apresentou 2,06% de umidade e 27,7% de sélidos sollveis totais, enquanto a
torta de laboratdrio apresentou 7,68% e 5,2% respectivamente. Para a extracdo exaustiva, a
quantidade de compostos fendlicos totais obtida a partir da torta de laboratério foi 65%
superior aquela obtida a partir da torta industrial. A torta de semente de girassol apresentou
potencial como fonte para extracdo de compostos fendlicos, mas a sua aplicagdo como agente
antifingico foi contraditéria. E indicado um estudo aprofundado de caracterizagdo dos
compostos do extrato, assim como um maior controle nas condicdes dos testes de potencial
antifingico, como a eliminacdao de patdgenos aleatérios e introdugcao controlada de cepas
selecionadas.

Palavras-chave: Residuo agroindustrial. Girassol. Campo elétrico moderado. Extracao.
Morango. Antifungico. Extrato fendlico.
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1 Introdugao

Nas ultimas décadas, a exploragao de residuos agroindustriais como fontes promissoras
de compostos funcionais e nutricionais tem se intensificado. O Brasil € um pais de grande
atividade agricola e, por consequéncia, um grande gerador de residuos deste segmento,
dos quais o aproveitamento é um fator de notdvel importancia ambiental e econ6mica
(ZARDO; FERREIRA, 2016).

Atualmente, o girassol é a quarta oleaginosa mais consumida no mundo. A partir de
suas sementes, é extraido 6leo com excelente qualidade industrial e nutricional, o qual é
destinado, principalmente, as produgdes de 6leo comestivel e biodiesel. Ainda, o
subproduto do processo de extracdo por prensagem, chamado “torta”, é rico em proteina
bruta, sendo a quarta fonte proteica mais explorada para racdo animal e alimentacao
humana (CASTRO et al., 1997; CARRAO-PANIZZI & MANDARINO, 2005).

As tortas de oleaginosas, entretanto, preservam alto teor de polifendis, os quais
dificultam a absorcdao de proteinas pelo organismo animal, conferindo caracteristica
antinutricional  (SOARES, 2002; MATTHAUS, 2002). Por outro lado, a presenca de
compostos fendlicos em vegetais vem sendo amplamente estudada devido as suas
atividades farmacoldgicas e de inibicdo a oxidacdo lipidica e a proliferacdo de fungos
(SOARES, 2002). Consequentemente, a recuperac¢do destes compostos da torta de girassol
alia duas importancias: a obtencdo de extratos bioativos de alto valor agregado e a melhora
do valor nutricional dos concentrados e isolados proteicos.

A remocdo dos compostos fendlicos da torta é um dos principais desafios da industria
de processamento de girassol (GONZALEZ-PEREZ et al., 2002). As técnicas convencionais de
extracao, além de provocar uma possivel degradagao térmica dos compostos fitoquimicos,
geralmente demandam tempos longos (TAHA et al., 2011). Visando diminuir o tempo de
extracdo, o consumo de solventes e a necessidade de elevadas temperaturas, bem como
aumentar o rendimento do processo, novas técnicas de extracdo vém sendo desenvolvidas
(WANG et al., 2008), dentre elas a extracdo assistida por campo elétrico. Entretanto, até o
presente momento, poucos trabalhos foram realizados envolvendo sementes e os
processos de campo elétrico (SARKIS, 2014).

Ainda no cendrio agroindustrial, a crescente preocupa¢do dos consumidores em
relacdo a seguranca dos alimentos e ao desequilibrio ecolégico vem acarretando restricdo
e rejeicdo ao uso de pesticidas sintéticos (LOEBLER et al., 2018; KIMATI et al., 2005). Neste
sentido, além de benéficos a saude, muitos dos compostos fendlicos extraidos de fontes
naturais apresentam propriedades antiflingicas e antibacterianas as quais estdo sendo
exploradas para auxiliar no combate a pragas em lavouras ou na pds-colheita, em
substituicdo ou sinergia com os antifungicos atualmente utilizados, visando menor ou
nenhuma toxicidade aos seres humanos aliada a viabilidade ecolégica (ANSARI et al., 2013).

Uma das atividades consideradas de grande relevancia econ6mica e social no Brasil é a
cultura do morango. No cenario sul americano, o pais ocupa o primeiro lugar entre os
principais produtores desse fruto (ANTUNES et al.,, 2011), o qual é um dos frutos mais
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consumidos in natura no mundo (GIAMPIERI et al., 2012). Entretanto, sua composicdo
quimica o torna um substrato ideal para o crescimento de microrganismos (ANTUNES;
CARVALHO; SANTOS, 2011), tornando-o um fruto facilmente perecivel. Apesar de todos os
cuidados, no Brasil as perdas na pds-colheita se encontram em torno de 40% das frutas
comercializadas (SOARES, 2009), levando ao aumento de custos e, portanto, a reducdo dos
lucros do produtor.

Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivos: (i) estudar uma técnica
alternativa de extracao de compostos fendlicos através da utilizacdo de campo elétrico
moderado aplicado sobre tortas de girassol e (ii) aplicar o extrato fendlico obtido a partir
dessas tortas sobre morangos para avaliar seu potencial como defensivo organico
antifungico na pods-colheita. A combinagao destes estudos estrutura um novo ciclo de
processamento para sementes de girassol: melhoramento do subproduto proteico,
extracdo de compostos de quimica fina de alto valor agregado, e uso final destes compostos
como defensivos organicos em uma das culturas frutiferas mais importantes do Brasil.

Com base nisso, este trabalho estd estruturado da seguinte forma: o Capitulo 2
apresenta uma revisdo a respeito da cultura de girassol e a torta obtida a partir de seu
processamento. Além disso, sdo abordados os compostos fendlicos, os métodos utilizados
para sua quantificacdo e técnicas de extracao destes compostos a partir da matriz vegetal,
dentre elas a utilizagdo de campo elétrico moderado como forma de obter o rompimento
celular. Também é apresentada uma revisdo sobre morangos e suas propriedades fisico-
quimicas, os fungos mais comuns nestes frutos e agentes antifungicos.

O Capitulo 3 descreve os materiais e métodos utilizados, abordando desde a obtencao
da torta em laboratério, a caracterizacdo das tortas utilizadas com relagdao a umidade,
guantidade de compostos fendlicos totais e teor de sélidos soluveis totais no extrato obtido
até as metodologias adotadas para extracao e quantificagdo dos compostos fendlicos, os
procedimentos seguidos para obter os extratos fendlicos concentrados, e métodos
utilizados para aplicacdo destes extratos nos morangos bem como para a avaliacdo de suas
infec¢des.

O Capitulo 4 apresenta e discute os resultados obtidos para os experimentos descritos
no capitulo que o antecede, e o Capitulo 5 discorre a respeito das principais conclusdes e
sugestoes para continuidade deste trabalho.
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2 Revisao Bibliografica
2.1 A cultura e a torta de girassol

O girassol (Helianthus annuus) é uma dicotiledénea pertencente a familia Asteraceae,
nativa das Américas do Norte e Central, tendo como centro de origem o México. Seu cultivo
no Brasil teve inicio no século XIX, na regido Sul, estabelecido por colonizadores europeus,
0s quais consumiam as sementes torradas ou sob forma de cha rico em cafeina (ZHAO et
al., 2011). Entretanto, somente a partir de 1988 essa cultura passou a ser plantada também
na regido centro-oeste do pais, por apresentar boa tolerancia a seca (DALL’AGNOL el al.,
2005).

O Brasil ainda ndo apresenta grande expressdo mundial na producdo de girassol,
representando aproximadamente 0,5% dessa; todavia, houve crescimento de 317% da
producdo nacional nos ultimos cinco anos (USDA, 2018). A Tabela 2.1 apresenta os dados
comparativos da Companhia Nacional de Abastecimento (Conab) sobre drea, producdo e
produtividade de girassol grdo nas safras 2015/16 e 2016/17.

Tabela 2.1: Girassol grao — Comparativo entre area, producao e produtividade nas safras

2015/16 e 2016/17.
REGIAO/UF Area (Em mil ha) Produtividade (Em kag/ha) Produgdo (Em mil t) Area Produgio

15116 1617 Var.% 1516 16M7 Var.% 15M6 167 Var.% %) (%)
Centro-Oeste 41,2 40,8 -1,0 1.261 1.418 12,5 52,0 57,8 11,2 79,8 9,7
T 25,6 29,4 14,8 1.380 1.426 26 356 419 17,7 57,5 57,8
WS 13 1,3 0,0 1.236 1.575 274 1,6 20 25,0 25 2,8
GO 14,0 9.5 -321 1.000 1.302 30,2 14,0 12,4 -11,4 18,6 17,1
DF 03 05 100,0 2 500 2.500 - 038 15 873 1.2 21
SUDESTE 7,0 7,0 0,0 952 1.326 39,3 6,7 9,3 38,8 13,7 12,8
MG 7.0 7.0 0,0 952 1.326 393 6,7 93 38,8 13,7 12,8
suL 3,3 3,3 0,0 1.339 1,626 214 14 54 22,7 6,5 74
RS 33 3.3 0.0 1.339 1.626 214 4,4 5.4 227 6,5 T4
CENTRO-SUL 51,5 81,1 0,8 1.224 1.419 15,9 63,1 72,5 14,9 100,0 100,0
BRA SIL 51,5 1.1 -0,8 1.224 1.419 159 63,1 725 14,9 100,0 1000

Fonte: ANTUNES; CARVALHO; SANTOS (2011)

Atualmente, o girassol é a quarta oleaginosa mais consumida no mundo, estando atras
de soja, palma e canola. A partir de suas sementes, produz-se um déleo com excelente
gualidade industrial e nutricional, sendo sua principal destinacdo o d6leo comestivel,
seguido da producdo de biodiesel. Ainda, o subproduto do processo de extracdo de dleo
por prensagem, chamado “torta”, é explorado como fonte proteica, sendo a quarta opgao
para racdo animal e alimentacdo humana - na forma de farinhas, concentrados e isolados
proteicos. A cada tonelada de sementes, sdo extraidos, em média, 400 kg de dleo, 250 kg
de casca e 350 kg de torta, a qual contém cerca de 45% a 50% de proteina bruta (CASTRO
et al., 1997; CARRAO-PANIZZI & MANDARINO, 2005). Além dessas destinacdes, as
sementes sem processamento também sdo largamente utilizadas na alimentacdo de
passaros (CANUTO, 2017).

A semente de girassol, assim como de outras oleaginosas, possui minerais em sua
composicao, responsaveis por inumeros beneficios a saude. Dentre eles estdo calcio,
fésforo, ferro, sddio, potassio, magnésio, manganés, selénio e zinco, sendo esses dois
ultimos considerados essenciais, devido ao fato de serem fundamentais para a atividade
de algumas enzimas antioxidantes (CARDOZO; MAFRA, 2015; MUHAMMAD et al., 2012).
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Seu fruto apresenta, ainda, grande quantidade de vitaminas do complexo B, tais como
tiamina, riboflavina e biotina, além de vitaminas A e E. Também fazem parte da sua
composi¢cdo aminodcidos e carboidratos, bem como acidos fendlicos, destacando-se o
acido caféico, o acido ferulico e o acido clorogénico (encontrado em maior quantidade)
(ZHAO et al., 2011). Também estdo presentes os sesquiterpenos, importantes agentes de
defesa contra pragas, além de detentores de propriedades farmacéuticas (MACIAS et al.,
2006).

Nos ultimos anos, os residuos agroindustriais - tais como bagacos, cascas, farelos e
sementes de frutas e cereais - vém sendo mais intensamente explorados como fontes de
compostos funcionais, por serem ricos em proteinas, vitaminas e antioxidantes; além disso,
ha estudos para aplicacdo na producao de enzimas, antibidticos, biopesticidas, vitaminas e
outros produtos bioquimicos. Desta forma, o uso de residuos agroindustriais € um campo
gue tem se mostrado promissor, e o qual requer pesquisas interdisciplinares envolvendo
tecnologia de alimentos, nutricao, agronomia e toxicologia, de modo a permitir aplicacao
em larga escala, com custo acessivel e promog¢do da minimizacdo de geracdo de residuos
(RAMACHANDRAN et al., 2007; SCHIEBER et al., 2001).

A obtencdo de compostos fendlicos a partir de residuos de producdo de éleo se mostra
promissora. De acordo com Matthdus (2002), estes residuos da extracao preservam alto
teor de polifendis, devido ao fato de que os acidos fendlicos dificilmente se solubilizam na
fase lipidica. Por conseguinte, a recuperac¢do destes compostos da torta de oleaginosas, em
especial o girassol, foco do presente trabalho, alia duas importancias: a obtencdo de
extratos bioativos de alto valor agregado e a melhora do valor nutricional dos concentrados
e isolados proteicos (SOUZA, 2013).

De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2017), houve
aumento tanto na produc¢dao quanto no consumo do farelo de girassol em decorréncia da
maior oferta do produto e do baixo preco, ocasionados pelo aumento da producdo de
grdos. A Unido Europeia é o segundo maior produtor mundial e o maior consumidor de
torta de girassol, sendo responsavel pelo consumo estimado de 43% da produgao global
(7,8 milhdes de toneladas). A Figura 2.1 apresenta os valores de consumo e de produgao
referentes a safra 2016/17 no cenario mundial.

Figura 2.1: Farelo de girassol — Producdo e consumo mundial na safra 2016/17.
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2.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sao amplamente distribuidos na natureza, estando presentes,
principalmente, nos alimentos de origem vegetal. Sua estrutura molecular é formada por
pelo menos um anel aromdatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus
grupos funcionais. Possuem, assim, estrutura variavel, permitindo existir cerca de cinco mil
fendis catalogados (NACZK; SHAHIDI, 2006). Alguns destes estdo presentes nos vegetais
sob a forma de polimeros, dentre os quais estdo os taninos e as ligninas. Os taninos
conferem ao alimento a sensacdo de adstringéncia, ja as ligninas conferem a planta rigidez
e resisténcia mecanica. Os compostos nao polimerizados estdo divididos em dois grandes
grupos: as cumarinas e os acidos fendlicos (como acidos benzdico, cindmico e seus
derivados) e os flavondides e derivados (neste grupo se encontram as antocianidinas,
flavonas e flavonadis) (SOARES, 2002). De acordo com Harborne (1989), sdo as diferentes
ligacdes dos flavondides as responsaveis pela gradacdo de cores das flores. A Tabela 2.2
apresenta algumas das classes de compostos fendlicos presentes em vegetais e suas
estruturas moleculares.

Tabela 2.2: Classes de compostos fendlicos presentes em vegetais, exemplos e estruturas.

Mimerode Esqueleto Classificacao Exemplo Estnuiura bdsica
carbonos
7 Acidos fendlicos Acido galico @" o
8 Acetofenonas Galacetofenona @-ﬁ’ ]
= WCH
8 Acidos fenilacéticos Acido p-hidroxifenilacético @—/‘ OOH
Q Acidos hidroxicindmicos ;.40 p-cumrico er'i WO
. . 3.0
Q Cumarinas Esculetin
O
10 Maftoquinonas
Juglena
L)
X,
13 Hantonas -
Mangiferina
iy
14 Estilbenos Resveratrol @/\y‘@
z .
13 Flavonoides Naringenina w@

Fonte: adaptado de CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD (2007)

Dentre esses compostos, os acidos clorogénicos - grupo de ésteres - sdao 0s mais
abundantes nos alimentos. Fazem parte do grupo de acidos clorogénicos os acidos:
isoclorogénico, neoclorogénico, criptoclorogénico e, o mais explorado deles: o acido
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clorogénico (ACG) (JOHNSTON et al., 2003; SOARES, 2002). Este é o principal composto
fendlico nas sementes de girassol, constando também em pequenas quantidades os acidos
cafeico (AC), sindptico, cinamico, fellrico, cumarico e acidos hidroxicinamicos
(MIKOLAJCZAK et al., 1970; MILIC et al., 1968). Conforme apresentado na Figura 2.2, o 4cido
clorogénico é um éster formado pela juncdo do acido cafeico com outro acido, o acido
quinico (NARDINI et al., 2002).

Figura 2.2: Estruturas moleculares do acido cafeico e do acido clorogénico.
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Fonte: adaptado de MORIDANI et al. (2001)

A presenca dos compostos fendlicos em vegetais vem sendo amplamente estudada
devido as suas atividades farmacoldgica, antinutricional, de inibicdao a oxidac¢ao lipidica e a
proliferacdo de fungos (SOARES, 2002). Alguns destes compostos de baixa massa molar sao
empregados como antissépticos, como é o caso do timol (HARBORNE, 1989). Estudos
epidemioldgicos sugerem uma relacdo inversa entre o consumo de alimentos ricos em
compostos fendlicos, como café, erva mate, uva, tomate e maca, e a prevenc¢do de doencas
cronicas nao transmissiveis, dentre as quais constam cancer, diabetes mellitus, doencas
cardiovasculares e outras doencas relacionadas ao estresse oxidativo (GARAMBONE; ROSA,
2008). Adicionalmente, Sakamoto et al. (2003) observaram, tanto em testes in vivo quanto
in vitro, que o acido clorogénico é capaz de inibir a sintese da molécula 8-
hidroxideoxiguanosina, um dos maiores agentes danosos ao DNA.

Geralmente os compostos fendlicos se encontram ligados a outras moléculas, como a
acucares (glicosidios) e proteinas, podendo, porém, ser encontradas livres nos tecidos
vegetais de maneira menos comum (SOARES, 2002). Provavelmente isso se deva ao fato de
serem toxicas quando neste estado e, ao menos em parte, detoxificadas quando ligadas.
Essa caracteristica confere a planta mecanismo de defesa contra pragas e predadores
(HARBORNE, 1989). Estas substancias, portanto, estdo envolvidas em varias fun¢des nos
vegetais, conferindo propriedades sensoriais (sabor, adstringéncia, cor e aroma),
estruturais e de defesa e nos processos de germinacgao, crescimento e reproducdo. Devido
a isso, s30 compostos essenciais para a fisiologia e o metabolismo das plantas (TOMAS-
BARBERAN; ESPIN, 2001).
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2.2.1 Quantificagéo de compostos fendlicos

Muitos pesquisadores vém trabalhando na separacdo, identificacdo, quantificacdo e
aplicacdo dos compostos fendlicos em alimentos, mas diversos problemas metodolégicos
necessitam ser enfrentados. Isso decorre do fato de que esses compostos sdao, em sua
maioria, de elevada polaridade, muito reativos e suscetiveis a acdo enzimatica, além de
englobarem uma gama de substancias (fendis simples, acidos fendlicos, flavondides,
taninos, cumarinas, ligninas, entre outras), (KING; YOUNG, 1999). Além desses fatores,
estdao também envolvidas a complexidade quimica da matriz e a presenca de interferentes.
Como consequéncia, a concentracao exata de compostos fendlicos é dificil de ser
determinada, sendo usualmente efetuada uma estimativa da concentragao total desses,
conhecida como “indice de polifendis totais” (ARCHELA; DALL’ANTONIA, 2013).

Tradicionalmente, o termo “fendlicos totais” se refere as medidas realizadas por
métodos espectrofotométricos, principalmente pelo método de Folin e Ciocalteau (1927,
apud BLASCO et al., 2005), o qual fornece apenas o indice de polifendis totais (BLASCO et
al., 2005). Esse método foi desenvolvido originalmente para determinacdo de tirosinase, e
o reagente utilizado consiste na mistura de sais de molibdato de sédio, tungstato de sédio
e outros reagentes. No teste, o grupo fendlico deve estar na forma de fenolato, a fim de
reduzir os ions molibdato e tungsfosfato, os quais se encontram no estado de oxidacao 6+,
produzindo molibdénio azul e tungsténio azul, que apresentam estado de oxidagao entre
5 e 6, conforme Figura 2.3. As moléculas oxidadas sdao posteriormente decompostas em pH
alcalino. Por reagir com moléculas facilmente oxidaveis, este método encontra varios
interferentes (ANGELO; JORGE, 2007; EVERETTE et al., 2010). Pesquisadores identificaram
gue o reagente de Folin e Ciocalteau reage, também, com moléculas como proteinas,
carboidratos, aminoacidos, nucleotideos, tiol, acidos graxos insaturados, vitaminas,
aminas, aldeidos e cetonas (EVERETTE et al., 2010).

Figura 2.3: Reacdo do acido galico em presenca do molibdato (VI), componente do
reagente de Folin-Ciocaulteau.

CHOH COoO" 00"

Na, 00,
—F/@\-Hmw. — + 2 Mo(V) + 2 H
HC OH Hi OH s} OH
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Fonte: CANUTO (2017)

Apesar do método Folin-Ciocalteau ser o método de quantificacdo de fendlicos mais
utilizado (SOUSA et al., 2007), outras técnicas e suas associacdes sao empregadas para esta
finalidade, a depender das moléculas de interesse. Archela e Dall’Antonia (2013)
apresentam, em sua revisao a respeito da determinac¢do de compostos fendlicos em vinho,
algumas dessas metodologias, as quais sao divididas entre métodos espectrofotométricos,
cromatograficos, eletroquimicos e com uso de biossensores. Os autores concluem que,
apesar dos grandes avancos, tanto em aparelhagem quanto em metodologias, muitas
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melhorias ainda sdo necessdrias para maior controle dos fendlicos pela industria de
alimentos, como maior seletividade, menor susceptibilidade a interferentes, menor custo
operacional e maior rapidez, em virtude da complexidade quimica das matrizes
alimenticias.

2.3 Meétodos de extragdao de compostos fendlicos

De acordo com Gonzdlez-Pérez et al. (2002), a remogao dos compostos fendlicos da
torta, aspirando a produc¢do de um concentrado proteico mais nutritivo e com consequente
maior valor de mercado, é um dos principais desafios da industria de processamento de
girassol. Conforme explicam Silva et al. (2007), a composicdo de fendlicos nas fontes
naturais é bastante diversa, assim como sua estrutura e propriedades quimicas. Uma vez
que ndo é possivel a obtengcdo de um protocolo universal para extracdo, devem ser,
portanto, elaborados e otimizados processos especificos para cada classe de compostos
fendlicos.

A extracdo com solventes organicos é a metodologia mais adotada na recuperacao de
compostos fendlicos de vegetais e frutas. No entanto, é essencial o conhecimento da
influéncia exercida por alguns fatores no desempenho da extracdo, como o tipo de
solvente, a temperatura e o tempo (SOUZA et al., 2014).

2.3.1 Extragdo sdlido-liquido convencional

A técnica cldssica de extracdao de compostos nutracéuticos de tecidos vegetais
utilizando solventes é baseada na associa¢do de um solvente com a aplica¢do de calor e/ou
agitacdo (WANG; WELLER, 2006). Esse processo pode ser realizado tanto em um Unico
guanto em multiplos estagios, havendo posterior separacdo e recuperagao do solvente
(FELLOWS, 2006).

Durante o processo de extragdo, a concentra¢gdo de cada componente presente no
tecido vegetal atinge o equilibrio termodindmico com aquela que se encontra dissolvida no
solvente. Esse equilibrio é caracterizado pelo “coeficiente de particdo” - ou “constante de
distribuicdao de equilibrio” -, da qual um maior valor representa uma maior afinidade entre
o solvente e o componente a ser extraido e, portanto, uma maior capacidade quantitativa
do componente se dissolver no solvente. Esse coeficiente é funcdo tanto das caracteristicas
do solvente e do soluto quanto da temperatura (CACACE; MAZZA, 2002).

A extracdo de compostos fendlicos a partir de vegetais objetiva libera-los dos vacuolos
através da ruptura destas estruturas ou a partir do processo de difusdo (CACACE; MAZZA,
2002). No entanto, alguns desses compostos se apresentam em formas ligadas a outras
moléculas, como proteinas e acgucares (glicosideos) insoluveis, dificultando sua extracao
(SOARES, 2002). Portanto, para cada composto fendlico de interesse e tipo de tecido
vegetal a partir do qual se deseja extrai-lo, sdo necessarios estudos prévios dos possiveis
parametros a serem otimizados visando a maximizacao de sua extracdo.
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Em seu trabalho, Sarkis (2014) lista alguns desses parametros, os quais podem afetar
na eficiéncia da extracdo, como: solvente, razdo solvente-sélido, area superficial,
viscosidade e taxa de escoamento do solvente e temperatura. A respeito do ultimo
parametro, observa-se, em alguns casos, a diminuicdo do rendimento da extra¢dao acima
de determinada temperatura. Esse comportamento geralmente é associado a degradacao
dos compostos extraidos (POMPEU et al., 2009), porém pode estar, também, relacionado
a desnaturacao das membranas celulares — a qual ocorre em temperaturas entre 55 e 75°C
(CACACE; MAZZA, 2002).

Para Taha et al. (2011), as técnicas convencionais de extra¢do, além de provocarem
uma possivel degradacdo térmica dos compostos fitoquimicos, normalmente requerem
tempos longos. Com a finalidade de diminuir o tempo de extragao, o consumo de solvente
e a necessidade de elevadas temperaturas, bem como de aumentar o rendimento do
processo, novas técnicas de extracao vém sendo desenvolvidas (WANG et al., 2008),
citando-se a extracao assistida por campo elétrico.

2.3.2 Extragdo assistida por Campo Elétrico Moderado (MEF do inglés Moderate Electric
Field)

Em 1949 e 1958, Flaumenbaum e Zagorulko, respectivamente, registraram a aceleracdo
do processo de extracao devido ao rompimento das membranas celulares ao submeterem
frutas e vegetais a aplicacdo de campos elétricos com correntes alternada e continua. Esse
fendbmeno é, atualmente, chamado de “eletroporacdo das membranas” (GRIMI et al.,
2011), e pode ser descrito como um aumento significativo na permeabilidade das
membranas causado pela aplicacdo de pulsos elétricos externos e curtos (TSONG, 1991).

O modelo mais aceito para descrever o fen6meno de eletroporacado é o de poro aquoso
transiente, o qual explica que poros hidrofilicos sdo formados na camada lipidica da
membrana celular quando esta é exposta a pulsos elétricos externos (KANDUSER;
MIKLAVCI, 2009; TSONG, 1991). A eletropermeacdo pode ser afetada pela composicao
guimica do meio utilizado, pelas caracteristicas da célula exposta ao campo elétrico e pelos
parametros dos pulsos elétricos, dentre os quais os mais importantes sdo a amplitude, a
duracdo, o numero de pulsos e a sua frequéncia de repeticdo (BILSKA et al., 2000; LEBAR et
al., 1998; ROLS; TEISSIE, 1990).

Adicionalmente, Grimi et al. (2011) citam a conclusdo de Sale e Hamilton (1967) de que
os dois parametros mais relevantes para determinar a eficiéncia do tratamento por PEF (do
Inglés Pulsed Electric Field) sdo a intensidade do campo elétrico aplicado — moderada
(MIPEF) a alta (HIPEF) - e o tempo total de exposicdo a ele, sendo que, em geral, o aumento
do campo elétrico aumenta o dano causado as células pelo tratamento. Para Goettel et al.
(2013), influenciam, também, na eficiéncia da eletroporacdo, a forma, a duracdo e o
numero de pulsos elétricos aplicados.

No entanto, no processo de MEF ndo sdo utilizados pulsos, mas corrente elétrica
alternada de maneira continua. A utilizacdo de corrente elétrica alternada é analoga a
utilizacdo de pulsos, e o nimero de pulsos por segundo é dado pela frequéncia utilizada,
sendo que a eletroporacdo é favorecida pela aplicacdo de baixas frequéncias -



10 Extracdo de compostos fendlicos da torta de girassol assistida por MEF e aplicacdo do
extrato como antifungico em morangos

normalmente em torno de 50 Hz (SENSOY; SASTRY, 2004). Tecidos vegetais, quando
expostos a baixas frequéncias, estdo sujeitos a dispersao dielétrica devido a relaxa¢do de
cargas na membrana celular, fendbmeno que n3ao ocorre em altas frequéncias
(KULSHRESTHA; SASTRY, 2010). A aplicagdo de campo elétrico a baixas frequéncias
proporciona maior tempo para a distribuicdo de cargas na membrana celular, o que pode
vir a facilitar a eletroporacdo (KULSHRESTHA; SASTRY, 2003).

O campo elétrico moderado é um processo caracterizado pela utilizagdo de campo
elétrico de intensidade variando de 1 a 1000 V.cm™ com forma de onda arbitravel, com ou
sem os efeitos de aquecimento 6hmico (SENSOY; SASTRY, 2004); além disso, de acordo com
Zimmermann et al. (1974), é um método minimamente invasivo e capaz de evitar
mudancas indesejaveis que sdo tipicas de outras tecnologias como as térmicas, quimicas e
enzimaticas. Conforme Grimi et al. (2011), as técnicas convencionais de danificacdo celular
visando recuperacao de componentes de seu interior, como fragmentacao, danos térmicos
e quimicos e tratamentos enzimaticos, levam a uma desintegracdo mais severa dos
componentes do tecido, incluindo as paredes e as membranas celulares. Ainda, quando
combinado um pré-tratamento elétrico a um processo de difusdo, o tempo total de
extracdo é reduzido. Segundo Lebovka et al. (2005), espera-se que essa tecnologia seja
menos danosa que o calor para os componentes dos tecidos vegetais, como vitaminas,
pigmentos e agentes de sabor e aroma.

Nas ultimas décadas, vém aumentando o nimero de pesquisas realizadas a respeito do
impacto da tecnologia de campo elétrico na composicdo quimica dos alimentos, na
extracdo de compostos e no rendimento de processos de prensagem, aplicacdes que
oferecem inumeras possibilidades para a industria de alimentos (JAEGER et al., 2008).
Lépez et al. (2008) avaliaram a extracdo de compostos fendlicos utilizando a tecnologia de
PEF durante a produgao de vinho, demonstrando aumento da eficiéncia da extracdo nas
etapas de vinificacdo e fermentacdo, mesmo em temperaturas moderadas (25 °C). Grimi et
al. (2011) avaliaram o emprego da tecnologia para extrair o mesmo tipo de compostos a
partir de suco de maca, obtendo também 6timos resultados.

Entretanto, até o presente momento, poucos trabalhos foram realizados envolvendo
sementes e os processos de campo elétrico (SARKIS, 2014). Um destes poucos trabalhos foi
realizado por Sarkis (2014), a qual utilizou tecnologias de campo elétrico pulsado e de
descargas elétricas de alta tensdo como pré-tratamentos ao processo de extracdo com
solvente de alguns compostos da torta de gergelim. Seus resultados demonstraram eficacia
no aumento dos rendimentos do processo para fenélicos totais, lignanas e proteinas.
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2.4 Morango

A espécie de morango atualmente comercializada (Fragaria x ananassa Duch) foi
identificada pelo botanico francés Antoine Nicolas Duchesne, sendo originada na Franca, a
partir do cruzamento casual entre duas espécies americanas: Fragaria virginiana Mill (da
América do Norte) e Fragaria chiloensis (Linnaeus) Duchesne (do Chile). Trata-se de uma
planta pertencente a familia das rosaceas, da qual também fazem parte outras espécies
frutiferas de interesse econ6mico, como a macieira, a pereira e o marmeleiro (ANTUNES et
al.).

Por definicdo botanica, Fragaria x ananassa Duch ndo é uma fruta verdadeira, mas um
pseudofruto, pois se origina de uma Unica flor com varios ovdrios. Estes ovarios se
desenvolvem originando os frutos verdadeiros, ou aquénios, correspondentes aos pontos
escuros do morango — popularmente chamados de sementes. Ja o receptaculo floral é que
da origem a porgao suculenta do morango, assim como ocorre na maca e na pera, onde o
fruto verdadeiro é a parte central endurecida que contém as sementes (ANTUNES et al.,
2011; FILLINGER; ELAD, 2016).

Entre os pequenos frutos, o morango se destaca por ser o mais atraente e com maior
procura nos mercados internacionais (LOEBLER et al., 2018); apresenta alto potencial de
aproveitamento, sendo destinado tanto a consumo direto nas formas in natura, quanto a
industria, para processamento de polpas, geleias, caldas, sorvetes, iogurtes, sucos e
sobremesas (ANTUNES et al., 2011). Em Portugal, o morango é o pequeno fruto mais
cultivado e comercializado, sendo altamente apreciado ndo apenas devido ao sabor e
aroma, mas também pela sua riqueza nutricional (rico em antioxidantes e sais minerais),
baixo teor de lipidios (0,5%), baixas calorias (aproximadamente 35 kcal/100 g) e prego
bastante acessivel (LOEBLER et al., 2018; VERBEYST et al., 2010).

Este fruto apresenta, ainda, elevado teor de fibras, responsaveis por promover
regulacdo intestinal e contribuir, assim, para prevenir doencas como desobstinacdo, cancro
do célon e diabetes (LOEBLER et al., 2018; VERBEYST et al., 2010). E, também, uma
excelente fonte de vitamina C e muito rico em compostos fendlicos, incluindo flavondides
e acidos fendlicos (LOEBLER et al., 2018), sendo considerado, assim como a uva tinta e o
mirtilo, uma das principais espécies em conteldo de flavondides (ANTUNES et al., 2011).

O morango é um dos frutos mais consumidos em forma in natura no mundo (GIAMPIERI
et al.,, 2012), representando uma das culturas mais importantes economicamente
(ANTUNES et al., 2015). Segundo o Servico Nacional de Estatistica Agricola dos Estados
Unidos (2017), esse pais é o maior produtor mundial de morango, seguido pela Turquia e
pela Espanha. Ja no cenario sul americano, o Brasil ocupa o primeiro lugar entre os
principais produtores de morango, com uma producido média de 30 t/ha (ANTUNES et al.,
2015), sendo cultivados cerca de 3,5 mil hectares, fragmentados, em sua maioria, em
pequenas propriedades rurais familiares. Isso torna seu cultivo uma atividade de relevancia
econdmica e social (ANTUNES et al., 2011).

A producdo comercial do morango é feita em varios estados brasileiros, com cultivares
variadas, a depender da adaptabilidade ao clima (subtropical ou temperado) da regido de



12 Extracdo de compostos fendlicos da torta de girassol assistida por MEF e aplicacdo do
extrato como antifungico em morangos

cultivo. Oito estados brasileiros destacam-se como os maiores produtores, estando entre
eles o Rio Grande do Sul. No Brasil, o padrao varietal se concentra em um nimero reduzido
de cultivares, sendo mais explorada na regidao Sudeste a variedade “Oso Grande”, e na
regidao Sul as variedades “Camarosa”, “Aromas” e “Albion” (ANTUNES et al., 2011).

No livro “A cultura do morango”, Antunes, Carvalho e Santos (2011) explanam a
respeito de doze diferentes variedades de morango. De acordo com os autores, a cultivar
Albion foi langada comercialmente pela Universidade da Califérnia (Davis) em 2004, sendo
uma cultivar de dia neutro, resultante do cruzamento entre a variedade Diamante e outra
originaria da Califérnia, EUA. Sua planta é mais aberta, facilitando a colheita, e seu fruto
tem sabor mais agraddvel que de outras variedades de dia neutro. Resultante do
cruzamento entre Albion e uma outra selecdo, tem-se também a cultivar San Andreas,
lancada comercialmente em 2008 pela mesma universidade, sendo também uma
variedade de dia neutro. O fruto tem como caracteristicas sua superficie de um vermelho
ligeiramente mais leve que a do Albion, polpa mais escura, e firmeza e sabor semelhantes.
Segundo Husaini e Neri (2016) as variedades de dia neutro sdo menos sensiveis ao
fotoperiodo (luz) em relacdo a plantas de dias curtos.

Por conter elevado percentual de dgua em sua composicdo, o morango é um fruto
facilmente perecivel e, portanto, deve ser colhido, embalado e colocado no mercado no
menor tempo possivel. A colheita deve ser realizada diariamente de forma manual, com
uso de luvas para prevenir danos mecanicos e contaminag¢ao bioldgica nas frutas, e nas
horas menos quentes do dia, pois o calor acelera o processo de deterioracdo da fruta. Apds
colhidos e embalados, os frutos devem ser imediatamente resfriados, a fim de diminuir a
taxa de respiracdo, desacelerando a decomposi¢do e permitindo sua conservagdao por
maior periodo. A temperatura deve ser reduzida rapidamente (em poucas horas) para
cerca de 5 °C; apds, as bandejas devem ser colocadas em camaras frias, a temperatura de
2 a 4 °C e umidade controlada de 90%, permitindo um periodo de conservacao de 7 dias
(ANTUNES et al., 2011). Apesar de todos esses cuidados, no Brasil as perdas na pds-colheita
do morango, por todos os fatores, se encontram em torno de 40% das frutas
comercializadas (SOARES, 2009).

2.4.1 Fungos comuns em morangos

Devido ao elevado teor de dgua (> 90%), a quantidade de agucares, ao baixo pH, a
intensa atividade metabdlica e as suas condicOes fisioldgicas, o morango é um fruto
altamente perecivel na pds-colheita, suscetivel a danos mecanicos e a invasdo de agentes
patogénicos, especialmente fungos, sendo necessario o uso de diferentes técnicas a fim de
garantir a qualidade e o aumento de vida de prateleira (ESTECA, 2017; GIAMPIERI et al.,
2012; MALGARIM et al., 2006; TOURNAS; KATSOUDAS, 2005). Fungos, virus, nematdides e
bactérias sdo os principais responsaveis por doengcas no morangueiro; acaros e insetos
como percevejo, besouros e pulgdes também causam danos a cultura se ndo controlados
adequadamente (ESTECA, 2017).
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As principais doengas que afetam as frutas e a planta, e as quais estao entre os maiores
responsaveis pelas perdas de morangos pré e pds-colheita, estdo associadas a fungos: o
Rhyzopus stolonifer, origina a podriddo aquosa; o mofo-cinzento, causado pelo fungo
Botrytis cinerea, leva ao apodrecimento das flores, frutas, folhas e calices; a antracnose,
causada pelo fungo Colletotrichum sp., é caracterizada por manchas necrdticas,
deprimidas, de tonalidade escura, nos estolGes, peciolos, folhas e frutas, podendo
ocasionar a morte da planta (ANTUNES et al., 2011; LOEBLER et al., 2018). A Tabela 2.3
apresenta as principais doengas fungicas que acometem o morangueiro e os fungos
responsaveis por cada uma delas.

Tabela 2.3: Principais doencas fungicas do morangueiro e agentes causais.

Doenga fiingica Agente causal
Antracnose Colletotrichum spp.
Mancha de Micosferela Mycosphaerella fragariae
Mancha da Dendrofoma Dendrofoma obscurans
Mancha de Diplocarpon Diplocarpon earlianum
Podriddo de Phytophtora Phytophtora cactorum
Murcha de Verticillium Verticillium dahliae
Oidio Sphaerotecha macularis
Mofo cinzento Botrytis cinerea

Fonte: ALMEIDA (2015)

O fungo Botrytis cinerea é um dos principais fitopatégenos de frutas e vegetais,
incluindo alface, batata, berinjela, caqui, cebola, citros, feijao-vagem e girassol, sendo o
responsavel pela principal doenca que acomete a cultura do morango (ANTUNES, 2018).
Na presenca de condi¢bes favoraveis para o desenvolvimento do fungo, as perdas pds-
colheita podem ser elevadas, principalmente porque ele tem capacidade de se desenvolver
dentro da embalagem durante o armazenamento. Em condi¢des desfavoraveis, o fungo
pode permanecer na forma de micélio dormente (GRABKE, 2014). Temperaturas
moderadas (15 a 25 °C) sao favoraveis ao desenvolvimento do fungo, porém, em
temperaturas proximas a 0 °C, também é possivel haver crescimento fungico (AHLEM et
al., 2012; GINDRO; PEZET, 2001), sendo a umidade o principal fator regulatério para o
desenvolvimento da doenga e a germina¢ao de esporos, também chamados de conidios
(KOIKE et al., 2006). Entretanto, para Kimati et al. (2005), a “flor preta”, causada por
Colletotrichum acutatum, é considerada o principal problema fitossanitario da cultura do
morangueiro, sendo capaz de infectar flores, frutos, folhas, meristemas apicais e parte
superior do rizoma.
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2.5 Agentes antifungicos

As doengas de pds-colheita reduzem drasticamente a qualidade dos frutos, levando ao
aumento de custos e, portanto, a reducao dos lucros do produtor. Tradicionalmente, a
gestdo dos problemas microbiolégicos e fisioldgicos dos frutos durante o periodo pods-
colheita se da através da aplicacdo de fungicidas, refrigeracao e utilizacdo de atmosferas
controladas (LOEBLER et al., 2018). Nao obstante, por mais que sejam desenvolvidos novos
agentes antifungicos, o fendmeno de Resisténcia a Multiplas Drogas (RMD) é o principal
obstaculo associado a eficiéncia dos tratamentos. Uma vez que compostos sintéticos
podem ser muito caros e ter efeitos tdxicos, compostos naturais que possam ser utilizados
como agentes antifungicos capazes de contornar a RMD com efeitos secunddrios adversos
minimos tornaram-se objeto de grande interesse (ANSARI et al., 2013).

A crescente preocupacdo dos consumidores em relagdo a seguranca dos alimentos vem
desencadeando restricdo ao uso de fungicidas sintéticos e, assim, tem estimulado o estudo
de métodos alternativos para o controle de doencas de pds-colheita e para a conservacao
da qualidade nutricional e organoléptica dos produtos hortofruticolas (LOEBLER et al.,
2018). Além do interesse por alternativas mais saudaveis aos seres humanos, outra meta é
obter antifingicos menos nocivos ao meio ambiente, visto que o intenso uso de defensivos
vem acarretando desequilibrio ecolégico em diversas regides agricolas (KIMATI et al.,
2005). Assim, na tentativa de minimizar o uso de agroquimicos, o sistema de producao
adotado e normatizado pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (Mapa),
da prioridade a métodos ecoldégicos (ANTUNES et al., 2011).

Para a pesquisa brasileira, ha grande potencial de explora¢ao de novos defensivos,
naturais e menos nocivos. A flora nacional é considerada a mais rica do mundo, contando
com cerca de 56 mil espécies de plantas e entre 12,5 e 13,5 mil espécies de fungos
(PEIXOTO; MORIM, 2003). Os fungos sdao 0s microrganismos mais comuns no ambiente, e,
apesar de muitos deles serem nocivos, ainda estdo entre os patégenos mais negligenciados
(ANSARI et al., 2013).

Substancias de ocorréncia natural podem ser uma alternativa para inibir o crescimento
microbiano em morangos (REDDY et al., 2000). Entre os produtos naturais que tém sido
estudados, encontram-se extratos de frutos e plantas aromaticas e medicinais, quitosanas
e 6leos essenciais (LOEBLER et al., 2018; REDDY et al., 2000), os quais tém despertado o
interesse cientifico por conterem substancias responsdaveis pela protecdo do vegetal: os
metabdlitos secunddrios, capazes de agir como defensores frente a uma gama de
microrganismos (FILIPPI; FRIEDRICH, 2018). A grande diversidade desses metabdlitos tem
estimulado o interesse por sua extracdo para, posteriormente, avalia-los quanto ao seu
potencial antifungico (AQUEVEQUE et al., 2016; LAGROUH et al., 2017).

Dentre os metabdlitos secundarios, tem-se entre os destaques o acido clorogénico, de
cuja ac¢do antifungica corresponde a uma das principais atividades bioldgicas mencionadas
na literatura (KARACA, 2011; MARTINEZ et al., 2017). Segundo Martinez et al. (2017), sua
concentracdo influencia para que este composto desempenhe acdo fungicida ou
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fungiostatica sobre a germinagao de conidios do Botrytis cinerea, por exemplo. Abaixo de
10 pg/uL de extrato, o acido clorogénico pode desempenhar agdo fungiostatica frente a
esse fungo. Sung e Lee (2010) explicam, ainda, que os acidos fendlicos e flavondides podem
promover o rompimento da membrana celular e a disfungao das mitocondrias fungicas,
atuando, dessa forma, principalmente sobre a membrana citoplasmatica do fungo.

Em seu trabalho com aplicacdo de extrato de prépolis para inibicao de atividade fungica
em morangos no periodo pds-colheita, Loebler et al. (2018) obtiveram sucesso na inibi¢cdo
de B. cinerea e Colletotrichum, sendo que, quanto maior a concentragcdao do extrato
aplicado, menores foram os diametros dos micélios dos fungos nos testes in vitro. Além
disso, foi observado que os frutos tratados com o extrato também apresentaram uma
atividade antioxidante consideravelmente superior, acrescentando, assim, importantes
beneficios nutricionais. Em outro trabalho utilizando extrato de Physalis piruviana como
agente inibidor de Botrytis cinerea em morangos, Fillipi (2018) constatou que a aplicagdo
do extrato nos frutos ainda verdes atua como uma camada protetora, reduzindo a
capacidade do fungo em metabolizar os nutrientes dos morangos, mesmo com o avang¢o
da maturacao.
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3 Materiais e Métodos

Neste capitulo serdo apresentadas as metodologias empregadas para a obtencao da
torta de girassol em laboratério, caracterizacdo das tortas utilizadas, realizacdo das
extragcOes dos compostos fendlicos das tortas, concentragao dos extratos e aplicagdo nos
morangos, bem como equipamentos e métodos analiticos utilizados.

O presente trabalho foi majoritariamente desenvolvido no Laboratdério de Tecnologia e
Processamento de Alimentos (LATEPA) e na Central Analitica, localizados no prédio do
Anexo | — Saude, no Campus Saude, enquanto a ultima etapa do estudo, referente a
aplicagdo dos extratos concentrados nos morangos, foi realizada no Laboratério de
Controle e Integracdo de Processos (LACIP) e na Central Analitica, localizados no Campus
Centro. Toda a estrutura é pertencente ao Departamento de Engenharia Quimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, situada na cidade de Porto Alegre.

O trabalho, a principio, era voltado a utilizacdo de torta de girassol proveniente de
industria de 6leo; entretanto, no decorrer dos experimentos, a quantidade desta matéria-
prima foi insuficiente. Devido ao fato de se tratar de um cultivo de verdo na regidao Sul do
pais, as industrias contatadas ndo possuiam torta, com previsdo de producdo apenas a
partir de dezembro/2018. Por conseguinte, a alternativa encontrada foi produzir a torta de
girassol em laboratério.

Isto posto, o estudo passou a compreender, na ordem em que seguem, as seguintes
etapas:

1) teste da metodologia de extracdo de compostos fendlicos totais assistida por
Campo Elétrico Moderado (MEF) em torta industrial (denominada doravante
Tortalnd);

2) extracdo exaustiva e concentracado dos extratos a partir da Tortalnd;
3) aplicacdo dos extratos obtidos a partir da Tortalnd em morangos;

4) obtencdo de torta em laboratério (doravante denominada Tortalab) e
determinacdo de sua umidade;

5) comparacdo entre as tortas industrial e de laboratdrio através das curvas
cinéticas da extracdo exaustiva;

6) extracdo otimizada e concentracdo dos extratos a partir da Tortalab;
7) aplicacdo dos extratos obtidos a partir da TortaLab em morangos;

8) determinacdo dos Solidos Soluveis Totais presentes nos extratos de ambas as
tortas (grau Brix).
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3.1 Matéria-prima

3.1.1 Torta industrial — Tortalnd

A torta de girassol utilizada foi gentilmente fornecida pela empresa Pazze Industria de
Alimentos LTDA (Panambi, RS, Brasil), sendo um subproduto do processo de extracdo de
dleo por prensagem a frio das sementes de girassol parcialmente descascadas. Uma vez no
LATEPA, essa torta foi moida em moinho (MF 10, IKA®, Werke, Staufen, Alemanha) e
peneirada em malha de 20 mesh (0,85 mm). Apds o preparo, houve separa¢ao em porg¢des
menores, as quais foram embaladas a vacuo e armazenadas em temperaturas inferiores a
5 °C, permanecendo assim até o uso. Esse preparo foi realizado por alunos do laboratério
anteriormente ao inicio deste trabalho, os quais haviam, adicionalmente, determinado a
umidade da torta, para a qual o valor obtido foi de 2,06%. Este valor é de conhecimento
necessario para o calculo da quantidade de compostos fendlicos totais (CFT) presente na
torta (massa de CFT por massa de torta em base seca).

3.1.2 Torta obtida em laboratdrio — Tortalab

Para a obtencdo da torta em laboratdrio, optou-se por utilizar sementes de girassol sem
casca, de modo a obter extratos com maior concentracdo de compostos fendlicos totais.
Esta decisdo teve como embasamento o estudo realizado por Canuto (2017), no qual a
autora comparou o teor de compostos fendlicos totais (CFT) e de flavonas e flavondis
(CTFLA) em extratos metandlicos obtidos a partir de sementes sem casca, cascas e
sementes com casca para trés diferentes tipos de cultivares (BRS 387, BRS 324 e BRS 122).

As sementes de girassol descascadas foram adquiridas na Banca Macrobidtica Sauer,
localizada no Mercado Publico de Porto Alegre, e o equipamento utilizado para extrair o
6leo das sementes foi a Extratora de Oleo Gourmet By Chef Erick Jacquin (Home Up,
modelo MQO 001, China). A Figura 3.1 apresenta a maquina extratora em operacao, com
indicacbes dos compartimentos de entrada e saida.

Figura 3.1: Fotografia da maquina extratora de dleo caseira em operacgao.

Entrada de
sementes

Saida de residuo
(torta)

Saida de d6leo

A fim de determinar o rendimento, as sementes foram pesadas antes de serem
submetidas a extracdo, sendo a torta obtida também pesada ao final do processo, e o
rendimento atingido foi de aproximadamente 50%. Apds, foram separadas e embaladas a
vacuo pequenas porc¢oes da torta, as quais permaneceram refrigeradas até o uso.



18 Extracdo de compostos fendlicos da torta de girassol assistida por MEF e aplicacdo do
extrato como antifungico em morangos

A umidade da torta obtida foi determinada pelo método gravimétrico, conforme
metodologia AOAC (1990). Procedeu-se com a pesagem, em quadruplicata, em balanca
analitica com precisdao de 0,0001g (SHIMADZU, modelo AY220, Brasil), de 5 g de amostra
de torta em capsulas de aluminio previamente secas e posterior secagem das amostras em
estufa (De Leo, modelo Estufa para Secagem e Esterilizacdo Tamanho 6, com controle de
temperatura automatico / DL-SE) a 105 °C, onde permaneceram durante a noite (por
aproximadamente 16 h). A umidade (em porcentagem) foi, entdo, calculada conforme a
Equacdo 3.1, através da diferenga de massa antes e apds a secagem de cada amostra.

Mgy —Mgs

X (%) = x 100 (3.1)

au

sendo xw(%) a umidade em porcentagem, mau @ massa de amostra Umida e mas @ massa de
amostra seca.

3.1.3 Determinagdo dos Solidos Soluveis Totais (SST)

A refratometria na escala Brix se constitui em um método fisico para medir a
quantidade de sdlidos sollveis presentes em uma amostra. A escala Brix é calibrada pelo
numero de gramas de agucar contidos em 100 g de solugao, e suas escalas apresentam as
concentragdes percentuais dos sdélidos sollveis contidos em uma amostra (solu¢do com
agua). O valor medido é a soma total desses sdélidos dissolvidos, como acucares, sais,
proteinas, acidos, etc. (MORAES, 2006, apud CAVALCANTI et al., 2006)

Segundo Moraes (2006, apud CAVALCANTI et al., 2006), a leitura em percentagem de
Brix deve ser semelhante a concentracao real de agucar existente nas solug¢des analisadas.
Portanto, esta metodologia foi escolhida para avaliar a possivel interferéncia dos aglcares
presentes nos extratos das tortas industrial e de laboratério na acdo antifungica.

Para essas analises, aliquotas dos extratos de ambas as tortas com concentracao
fendlica semelhante (6 g CFT/L) foram previamente centrifugadas em tubos Eppendorf por
seis minutos sob rotacdao maxima. A centrifugacao teve como objetivo remover os sdlidos
em suspensao, mantendo apenas os sélidos soltveis (SST), permitindo melhor aproximacao
do valor a quantidade de acucares.

As leituras do grau Brix do sobrenadante de cada amostra foram realizadas utilizando
refratdmetro digital portatil (MEGABRIX, modelo REDI-P, China), o qual foi calibrado com
agua deionizada a temperatura ambiente antes de cada medicao.

3.2 Extragdo dos Compostos Fendlicos Totais (CFT)

3.2.1 Extragdo assistida por Campo Elétrico Moderado (MEF)

Nesta etapa, foram realizadas cinéticas de extracdo para duas diferentes tensdes (50
volts e 100 volts) e um experimento controle (0 volt), a fim de verificar modifica¢cdes no
comportamento da curva de ConcentracGo de CFT versus Tempo para os extratos da
Tortalnd. A analise dos dados foi realizada através do teste de Tukey (p < 0.05), no software
Statistica® versao 13.0 (Statsoft Inc., Tulsa OK, USA).
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A solucdo extratora utilizada para todos os experimentos da etapa foi agua-etanol 30%
vol., havendo adverténcia de que a utilizagao de solugdo inflamdvel sob aplicagdao de tensao
pode oferecer riscos de incéndio e que, portanto, deve haver aten¢do a temperatura e a
concentragdo mdaxima da solugdo a ser utilizada.

A metodologia consistiu em conectar uma célula encamisada de 250 mL de capacidade
a um banho de resfriamento (Lauda, modelo Alpha RA 12, Alemanha) e um banho de
aquecimento (Polystat, modelo Cole-Parmer, Estados Unidos), de cujas temperaturas
foram setadas a fim de manter a menor variabilidade durante e entre os experimentos.
Assim, para cada voltagem, as temperaturas dos banhos foram alteradas, devido ao fato
de que uma maior tensdo acarreta uma maior elevacao de temperatura. Essa célula, ainda,
foi colocada sobre um agitador magnético (IKA C-MAG, modelo HS 10, Alemanha), e em
seu interior foi introduzida uma barra magnética (ou “peixinho”). Ainda, o sistema para
fornecimento de energia é composto por um regulador de tensdo de 0 a 220 V (Sociedade
Técnica Paulista LTDA, modelo Varivolt, Brasil), um estabilizador (Forceline, modelo EV
1000T/2-2, Brasil) e um disjuntor (Siemens, Brasil).

O computador foi ligado, e os pardametros de calibracado, alterados no software. Foram,
entdo, inseridos os 250 mL de solucdo extratora e, apds obter estabilizacdo da temperatura
no valor desejado (15 * 2 °C), foram adicionados os 5 g de torta de girassol, pesados em
balanca analitica. Rapidamente foi ligada a agitacdo e foram, enfim, inseridos os
termopares - do tipo Pt-100 (Novus, Brasil) de aco inoxiddvel - e os eletrodos juntamente
com a tampa. A imersdo foi realizada até cerca de 0,5 cm de distancia do fundo para os
termopares, e até metade da profundidade para os eletrodos. A partir do sistema de
aquisicdo de dados, foi possivel monitorar e registrar os valores de corrente elétrica, tensdo
e temperatura ao longo do tempo. A Figura 3.2 apresenta o aparato utilizado nesta etapa.

Figura 3.2: Aparato experimental utilizado para as extracdes assistidas por MEF; (A) célula
O6hmica, (B) agitador magnético, (C) banho de aquecimento, (D) banho de resfriamento,
(E) sistema by-pass, (F) estabilizador, (G) sistema de aquisicdo de dados, (H) variador de

tensdo manual e () computador.
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A tensdo foi setada no valor desejado (0 V, 50 V ou 100 V) e iniciou-se imediatamente
a coleta de amostras através do orificio central da tampa, utilizando uma pipeta Pasteur.
Foram coletadas amostras em triplicata para os tempos de 0, 1, 3,5, 7 e 10 minutos, e para
cada tensdo os experimentos foram realizados duas vezes. As amostras foram armazenadas
em tubos Eppendorf identificados e submetidos a centrifugacao (Eppendorf, MiniSpin plus,
Alemanha). O sobrenadante de cada amostra foi coletado e destinado a analise
quantitativa de compostos fendlicos totais.

3.2.2 Extrag@o exaustiva

Ambas as tortas (industrial e de laboratério) foram submetidas a analise de cinética da
extracdo exaustiva, no intuito de comparar sua capacidade de fornecer compostos
fendlicos totais. A solugdo extratora utilizada foi dgua-etanol 30% vol.

A metodologia consistiu em pesar em balanca analitica 2,5 g de torta de girassol direto
em tubo Falcon de 50 mL. Apds, verter sobre a torta 25 mL de solucdo extratora e levar o
tubo ao vortex (Phoenix Luferco, modelo AP56, Brasil) sob rotagdo mdaxima, por 5 min
cronometrados. Levar, entdo, o tubo a centrifuga (Sigma, modelo 2-16KL, Alemanha) sob
rotacdo maxima (15.300 rpm) e refrigeracdo a 10 °C por 5 min. Ao retirar o tubo da
centrifuga, procedeu-se com a coleta, utilizando pipeta Pasteur, do sobrenadante, o qual
foi transferido para baldo volumétrico de 25 mL, sendo este completado com solucdo
extratora. Novamente foram adicionados 25 mL de etanol 30% sobre a mesma torta e os
procedimentos foram seguidos conforme a primeira extra¢cdo. Repetiu-se o processo até
concluir sete extracOes sucessivas a partir da mesma porc¢ao de torta. A metodologia foi
repetida duas vezes para cada torta. As amostras provenientes de cada experimento foram
destinadas a quantificacdo de CFT a fim de possibilitar a plotagem das curvas de
Concentracdo de CFT versus Numero de extracbes. A Figura 3.3 apresenta os baldes
volumétricos numerados contendo os extratos obtidos a cada extracao.

Figura 3.3: Extratos obtidos a cada ponto da cinética da extra¢do exaustiva.

3.2.3 Extrag@o exaustiva da torta industrial em maior escala

Com a finalidade de obter quantidade suficiente de extrato para aplicacdo nos
morangos, foi realizada a extracdo exaustiva a partir da torta industrial em maior escala. O
procedimento consistiu na introducdao de 100 g de torta de girassol em becker de vidro
juntamente com 300 mL de etanol 30% e uma barra magnética. O sistema permaneceu
sobre agitador magnético (Fisatom, modelo 754A, Brasil) por cerca de 30 min. A mistura foi
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comportada em tubos Falcon de 50 mL e centrifugada sob rotagdo maxima (15.300 rpm) e
refrigera¢ao a 10 °C por 5 min. O sobrenadante foi separado com o auxilio de pipeta Pasteur
e a torta foi novamente levada ao becker com mais 300 mL de etanol 30%. O procedimento
foi repetido até totalizar cinco extragdes. Ao final, portanto, foram obtidos 1.500 mL de
extrato a ser concentrado.

3.2.4 Extragdo otimizada da torta obtida em laboratdrio

Com o objetivo de obter grande quantidade de extratos mais concentrados e que,
portanto, requeressem menos evapora¢dao de solvente para posterior aplicagdo em
morangos, foi utilizada metodologia diferenciada para a torta caseira nesta etapa. De
acordo com Zardo (2017), ao submeter torta de girassol a uma solugdo extratora de etanol
43% na razao 1:10 em temperatura de 45 °C, a concentragdo final do extrato obtido sob
agitacdo demonstrou maior eficiéncia na extracdo quando comparado a outras
combinacbes de temperatura e concentracao de etanol.

Tendo isso em vista, foram realizadas quatro extracdes de modo a obter quantidade
suficiente de extrato. Em cada uma delas, foram utilizados 75 g de torta de girassol pesados
em balanca analitica e 750 mL de etanol 43%. Uma célula encamisada foi conectada a um
banho de aquecimento e colocada sobre um agitador magnético; em seu interior foram
introduzidos 750 mL de solucdo extratora, uma barra magnética e um termémetro digital.
A agitacdo foi ligada e esperou-se até que o termémetro indicasse temperatura de cerca
de 47 °C (ao adicionar a torta, a temperatura sofre diminuicdo). Apds, foi adicionada a torta,
a qual permaneceu no sistema sob agitacdo por 10 min. A Figura 3.4 apresenta o aparato
descrito.

Figura 3.4: Aparato utilizado para a extra¢do no ponto 6timo.
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Apds cada extragado, o extrato foi submetido a filtragem com auxilio de uma bomba de
vacuo forcando a passagem através de papel filtro. Os quatro extratos foram misturados e
uma aliquota foi retirada para posterior determinacdo da concentracdo dos CFT. O restante
dos extratos foi armazenado em garrafas de vidro ambar e congelado para posterior
concentragao.
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3.3 Concentragdo dos extratos

3.3.1 Concentragdo do extrato da torta industrial

A concentragdao consistiu em evaporar parte dos solventes (dagua e etanol) em
rotaevaporador (Fisatom, modelo 558, Brasil), com rotacdo do baldo setada em 80 rpm,
temperatura de refrigeracdo do condensador, em 10 °C e temperatura do banho de
aquecimento em contato com o baldo, em 55 °C, de modo a evitar degradacdo dos
compostos fendlicos, a qual pode ocorrer em temperaturas acima de 60 °C. A evaporagao
ocorreu em varios ciclos: iniciou-se com 500 mL de extrato e, a medida que o volume
diminuia consideravelmente, o baldo ia sendo completado com mais extrato. Ao longo de
dez dias reduziu-se o volume de 1.500 mL a 55 mL.

3.3.2 Concentragdo do extrato da torta obtida em laboratdrio

A concentracdo do extrato foi realizada em duas etapas. A primeira etapa consistiu na
concentracdao em rotaevaporador dos 3 litros de extrato divididos em seis partes de 500
mL. Cada uma das partes foi submetida a evaporagdo com rotacao do baldo setada em 80
rpm; temperatura do banho de agquecimento, em 55 °C e temperatura de refrigeracdo do
condensador, em 10 °C, por em média 3 horas — tempo suficiente para observar a
diminuicdo do volume em cerca de 50%. Ao final, as seis partes foram misturadas e uma
aliquota foi separada para andlise da concentracdo de compostos fendlicos totais. O
restante do extrato foi novamente armazenado em garrafas ambar e congelado.

Apds quantificagdo da concentragdo de CFT, foi estimado o volume necessario a ser
submetido a préxima etapa de concentracdo de modo a obter um volume garantido de 40
mL para cada uma das concentrac¢ées pretendidas. Esse volume é o minimo necessario para
submersao total dos morangos em um becker de 50 mL. Para essa estimativa, foi utilizada
a equagao:

Cl'Vl = Cz.Vz (32)

sendo C; a concentracdo inicial, V1 o volume inicial, C2 a concentracdo final e V, o volume
final.

O extrato concentrado anteriormente (em rotaevaporador) foi descongelado em
banho-maria e o volume inicial nos tubos (V1), dividido igualmente em tubos Falcon de 15
mL, os quais foram submetidos a centrifuga concentradora (Labconco, modelo CentriVap
#7810016, Estados Unidos) com temperatura setada de 55 °C. De tempos em tempos, o
equipamento foi pausado e o volume, observado, até que o volume em cada tudo
correspondesse ao esperado (V2). Uma aliquota foi guardada para posterior quantificagao
dos CFT, enquanto o restante do extrato foi guardado em recipiente de vidro ambar
identificado e, em seguida, congelado. Essa etapa de concentracdo em centrifuga
concentradora foi realizada separadamente para cada uma das concentracdes desejadas.
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3.4 Determinacdao dos Compostos Fenolicos Totais (CFT)

A metodologia utilizada para a quantificagdo dos compostos fendlicos foi adaptada de
Waterhouse (2002). Para avaliacdo do teor de compostos fendlicos totais presentes nas
amostras, as andlises foram realizadas em, no minimo, triplicatas. A metodologia consistiu
em, inicialmente, diluir com dgua destilada as amostras que se supunha muito
concentradas a fim de obter uma absorbancia na faixa compreendida pela curva analitica
do acido gdélico (entre 0,100 e 0,900), a qual se encontra no Anexo A. O fator de diluicdo é
dado por:

FD = Vextrato +Végua (3 3)

Vextrato

sendo FD o fator de dilui¢do, Vextrato 0 Volume de extrato e Vigua 0 volume de dgua destilada
utilizado na diluigao.

Em tubos Falcon de 15 mL foram, entdo, adicionados 850 uL de dgua destilada, 200 pL
de extrato diluido ou ndo (ou dgua destilada, no caso dos dois brancos) e 100 uL do
reagente de Folin-Ciocalteau; a mistura foi agitada em vértex e foram adicionados 850 L
de solucdo de carbonato de sédio 7%. Submeteu-se cada tubo novamente ao vortex por
alguns segundos. As misturas foram transferidas para cubetas de quartzo, as quais foram
posteriormente armazenadas em caixa de isopor especifica por 1 h em abrigo da luz.

Posteriormente, as analises de absorbancia foram realizadas em espectrofotémetro
(Pré-Analise, modelo UV 1600, Brasil), com comprimento de onda (A) de 765 nm e lampada
Wi selecionada, utilizando o Software UV-Wins. Os resultados obtidos sdo apresentados na
forma de miligramas equivalentes de acido galico por grama de amostra seca.

3.5 Aplicacao dos extratos fendlicos em morangos

Foram realizados testes envolvendo aplicacdo de extratos obtidos a partir tanto da
torta de girassol industrial quanto da torta de girassol obtida em laboratério. Inicialmente,
as aplicagdes foram efetuadas seguindo uma metodologia mais simples, com analise
somente qualitativa, apenas para verificar a capacidade antifungica do extrato da torta
industrial. Apds, a aplicacdo do extrato da Tortalab seguiu uma metodologia quali e
guantitativa, em ambiente controlado.

Os morangos utilizados nos testes foram obtidos diretamente de produtor da cidade
de Fazenda Souza — RS. Provenientes de cultivo através de sistema semi-hidropdnico
suspenso, 0s morangos — geralmente no dia anterior a cada aplicacdo, com excecao da
ultima - foram colhidos pessoalmente, e escolhidos cuidadosamente, de modo a evitar o
uso de frutos deteriorados, visualmente infectados e de coloragcdo muito desuniforme. Para
a ultima etapa de testes, devido a logistica, foi necessario colher os morangos quatro dias
antes da aplicacdo. Os frutos foram armazenados sob refrigeracdo em geladeira doméstica,
a cerca de 12 °C. No Apéndice A, sdao apresentadas fotografias das estufas e dos
morangueiros das variedades utilizadas.
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3.5.1 Aplicagdio dos extratos da torta industrial

Para os testes destes extratos, foram utilizados morangos da variedade Albion (Fragaria
x ananassa Duch. cv. Albion). As aplicagdes foram realizadas no LATEPA, e os testes
envolveram duas diferentes concentracdes, testadas em dias diferentes. Na primeira
aplicacdo, foi utilizado extrato de concentragdo 1 g CFT/L; ja na segunda aplicagdo, foi
utilizada a concentragdo de 7 g CFT/L.

O procedimento foi o mesmo para os dois ensaios: inicialmente, os morangos foram
separados em trés grupos de dois morangos, os quais apresentavam caracteristicas
semelhantes de coloragao e tamanho. Posteriormente, foram preparados dois beckers de
50 mL de capacidade: um com 40 mL de agua destilada (experimento controle) e o outro
com 40 mL de extrato.

Um morango de cada grupo foi mergulhado em dgua destilada (controle), enquanto o
outro foi mergulhado no extrato. A imersdo de cada morango, um a um, teve duracdo de 1
minuto cronometrado. A medida que foram retirados da imersdo, eram colocados sobre
uma grade para secagem forgada na presenca de um ventilador, por 90 minutos, sendo
virados na metade do tempo. A Figura 3.5 ilustra essa etapa.

Figura 3.5: Morangos na etapa de secagem; a esquerda os morangos imersos em extrato
da torta industrial e a direita, em agua destilada.

Apds secos, os morangos foram colocados em bandejas plasticas comuns, um de cada
grupo, totalizando trés morangos em cada bandeja e em seguida foram cobertos com filme
plastico PVC para alimentos. Devidamente identificadas, as bandejas permaneceram sobre
a bancada do LATEPA, sendo fotografadas diariamente para acompanhamento da evolugdo
das infeccbes. Acompanhadas de term6metro digital para registro das temperaturas
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diarias, as bandejas permaneceram no local até que fosse consideravelmente intensa a
diferenca entre elas. A Figura 3.6 apresenta a maneira com a qual ficaram dispostas na
bancada as bandejas no segundo experimento (com extrato fendlico a 7 g CFT/L); nela
aparecem as identificagGes e o registro de temperaturas na tela do termémetro digital. A
fotografia foi feita no dia da aplicacdo, e a configuracdo é semelhante a adotada no
primeiro experimento (com extrato fendlico a 1 g CFT/L).

Figura 3.6: Morangos embalados e identificados sobre a bancada; a esquerda, o
experimento controle e a direita, com extrato.

3.5.2 Aplicagdo dos extratos da torta obtida em laboratdrio

3.5.2.1 Primeira aplicacdo

Para as aplicacdes destes extratos, as quais ocorreram no LACIP, foram utilizados
morangos da variedade San Andreas (Fragaria x ananassa Duch. cv. San Andreas), sendo
que as concentracgoes testadas foram de 5,7, 10 e 15 g CFT/L. A escolha das concentragGes
teve como intuito a comparacdo entre o extrato de torta caseira e o de torta industrial por
meio da utilizacdo de 7 g CFT/L; a utilizagdo de uma concentragdo um pouco menor para
avaliar a possibilidade de um meio interferente (como presenca de agucares e lipidios os
quais poderiam servir de substrato aos fungos) que seria abrandado utilizando 5 g CFT/L; e
duas concentragdes maiores (10 e 15 g CFT/L) com a intensdo de observar possivel
aumento no potencial antifungico.

Para estes testes, foi selecionado maior nimero de frutos por bandeja, de modo a obter
resultados estatisticamente mais consistentes. Em vista disso, foram separados grupos de
dez morangos para cada uma das concentra¢des. Apds, 40 mL de cada extrato foram
colocados em beckers de 50 mL identificados. Os morangos foram submersos, um a um, no
respectivo extrato (enquanto os controles foram imersos em agua destilada), por 1 minuto
cronometrado e, a medida que foram retirados da solugao, foram posicionados sobre uma
grade, a qual se encontrava no interior de uma capela com exaustao ligada, conforme
ilustrado pela Figura 3.7. Os frutos permaneceram sob secagem, com uso de ventilador
direcionado, por cerca de 90 min, sendo virados na metade do tempo.
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Figura 3.7: Fotografia dos morangos apds a aplicacdo dos extratos fendlicos provenientes
da Tortalab, sob secagem.

Apds a secagem, os morangos foram colocados em bandejas plasticas redondas com
tampas identificadas, de maneira a ficarem igualmente espacados de forma concéntrica,
evitando interferéncia na evolucdo fungica por contato. As bandejas, conforme mostra a
Figura 3.8, foram, entdo, armazenadas na Central Analitica do Campus Centro, em
ambiente com temperatura e umidade controladas, sendo diariamente abertas para que
os morangos fossem fotografados e avaliados um a um. Observac¢Ges foram registradas
apos a inspecao didria da superficie dos cinquenta morangos.

Figura 3.8: Bandejas de morangos identificadas apds aplicacdo dos extratos fendlicos da
Tortalab, no local de armazenamento.

3.5.2.2 Segunda aplicacdo

Com o intuito de minimizar os efeitos de interferentes, nesta etapa foram testadas trés
concentragdes menores de extrato da Tortalab: 0.5, 1 e 2 g CFT/L, bem como o acido
clorogénico puro (Sigma-Aldrich, CAS 327-97-9, Brasil) dissolvido em agua destilada em
concentragdo 1 g CFT/L. A metodologia utilizada foi a mesma da primeira aplicagdo dos
extratos da TortaLab em morangos, a qual é descrita na subsecdo 3.5.2.1.
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3.5.2.3 Avaliacdo da infeccdo fungica

No intuito de converter em dados quantitativos as observac¢des (qualitativas) das
infeccdes na superficie dos morangos, foi adaptada a equag¢ao de Anaruma et al. (2010)
para o calculo do indice de Doenca (I.D.) — referida pela Equagdo 3.4 -, utilizando a escala
proposta por Tzortzakis (2007).

Escala: 0: sem presenca visivel de fungo;
1: até 25% da superficie infectada por fungo;
2: de 26 a 50% da superficie infectada por fungo;
3: de 51 a 75% da superficie infectada por fungo;

4: acima de 75% da superficie infectada por fungo.

(1.n1)+(2.n2)+(38.n3)+(4.n4)
4.R

1.D.(%) = x 100 (3.4)

sendo |.D.(%) o indice de doenga em porcentagem, ni...ns o numero de frutos com o
respectivo escore e R o nimero total de frutos por tratamento.

Dessa forma, a analise passa a contemplar tanto parametros quantitativos (nUmero de
frutos) quanto qualitativos (grau de infeccao), possibilitando gerar um gréafico de 1.D.(%)
versus Numero de dias e comparar as curvas.
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4 Resultados

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos para a extragao
de compostos fendlicos a partir da torta de girassol industrial assistida por campo elétrico
moderado, as diferengas avaliadas entre as tortas industrial e de laboratério (umidade e
concentracdes de CFT e SST) e o potencial antifungico dos respectivos extratos aplicados
em morangos.

4.1 Extragao assistida por Campo Elétrico Moderado (MEF)

A extracdo assistida por MEF seguiu a metodologia descrita na subsecdo 3.2.1, e o teor
de CFT obtido a cada ponto, em triplicata, foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteau
modificado, conforme apresentado na subsecdo 3.4. A temperatura durante os
experimentos foi mantida em 1511 °C.

A curva obtida para a tensdo de 50 volts foi desconsiderada, pois apresentava
incoeréncia entre os dados nos dois ensaios realizados. Dessa forma, foram consideradas
apenas as curvas referentes ao experimento controle (0 V) e a tensdao de 100 V. A Figura
4.1 apresenta os resultados obtidos para essas extracdes, onde a concentracdo de fendlicos
totais é plotada em funcao do tempo. As marcacgdes verticais em cada ponto representam
o desvio padrao entre as triplicatas, e o ponto em si representa o valor médio das mesmas.
As linhas que ligam os pontos servem somente para facilitar a visualizacdo do
comportamento da cinética da extracdo em cada tratamento, sendo que nao foi realizada
uma modelagem dos resultados.

Figura 4.1: Cinética da extragao assistida por MEF, utilizando tensao de 100 V, comparada
ao controle (0 V).
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Através da analise da figura, observa-se que a aplicacdo do campo elétrico de 100 V nao
apresentou efeito significativo sobre a cinética da extracdo, sendo a quantidade de
compostos fendlicos totais extraida ao final dos dois tratamentos estatisticamente igual,
de acordo com o teste de Tukey (p < 0.05). O comportamento diverge do esperado, sendo
possivel que a intensidade do campo elétrico ndo tenha sido suficiente para causar o
fenémeno de eletroporacdo. Sob outra perspectiva, existe também a possibilidade de a
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ruptura celular ja ter sido realizada durante o processamento da torta, na etapa de
prensagem. Nesse caso, a aplicacdao do MEF ja ndo seria capaz de elevar a permeabilizagao
das células a ponto de aumentar a extragao.

4.2 Caracterizagao das tortas — umidade e concentrag6es de CFT e SST

A umidade das tortas foi determinada através do método gravimétrico, conforme
apresentado na subseg¢do 3.1.2.1, e os valores obtidos foram de 2,06% para a Tortalnd e
7,68% para a Tortalab. O teor de agucares (a partir das medigées dos SST), conforme
mencionado na subsecdo 3.1.3, foi determinado por refratometria, e os valores obtidos
foram de 27,7 °Bx (grau Brix) para a Tortalnd e 5,2 °Bx para a TortaLlab. Em comparacdo a
Tortalnd, a Tortalab apresenta, portanto, maior umidade (quase quatro vezes), enquanto
seu teor de acucares (relativo aos SST) é muito inferior, cerca de 20% do montante na
Tortalnd.

Para obter a capacidade das tortas em fornecer compostos fendlicos, foi realizada a
cinética de extracdo exaustiva (segundo subsecdo 3.2.2), de cujas curvas sdo apresentadas
na Figura 4.2, a qual relaciona a quantidade de compostos fendlicos extraidos por 100
gramas de torta com a quantidade de extragdes realizadas. As linhas que ligam os pontos
servem somente para facilitar a visualizagdo do comportamento da cinética de cada
extragao.

Figura 4.2: Curvas resultantes da cinética de extracdo para ambas as tortas.
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A partir da comparacdo entre as curvas obtidas, é possivel inferir que a Tortalab
apresenta uma concentracdo de compostos fendlicos totais superior a da Tortalnd. Ao final
de sete extragdes, a quantidade de CFT obtida a partir da TortalLab é 65% superior aquela
obtida a partir da Tortalnd.

Conforme revela o estudo de Canuto (2017), ha amplas diferencas entre os tipos e
concentra¢cOes de compostos fendlicos existentes em sementes de girassol de distintas
regioes. Além disso, a composicdo dos polifendis nos alimentos pode variar com o tipo,
época de colheita, fatores do meio ambiente, processamento e armazenamento (MANACH
et al., 2004).
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4.3 Capacidade antiflingica dos extratos aplicados nos morangos

As infecgbes fungicas avaliadas correspondem a qualquer tipo de modificagao
observada na superficie dos morangos, incluindo, portanto, antracnose, oidio, mofo
cinzento e podriddo aquosa.

4.3.1 Testes com extrato da torta industrial

As aplicagdes dos extratos da Tortalnd seguiram a metodologia apresentada na
subsecdo 3.5.1. Para o teste com o extrato de concentragdo 1 g CFT/L, os morangos foram
acompanhados ao longo de cinco dias, nos quais as temperaturas variaram entre 18 e 20°C.

A partir do quarto dia, observou-se o desenvolvimento de fungos na superficie dos
morangos tanto na bandeja controle quanto na bandeja submetida ao extrato. Ao quinto
dia, os morangos da bandeja controle apresentavam manchas de infeccdo ligeiramente
maiores em sua superficie em comparag¢dao aos morangos imersos em extrato. A Figura 4.3
apresenta os morangos das duas bandejas antes e apds serem virados, de modo a analisar
toda a superficie.

Figura 4.3: Acima, fotografia da superficie superior dos morangos; abaixo, fotografia da
superficie inferior; sendo a esquerda a bandeja controle e a direita a bandeja submetida
ao extrato de 1 g CFT/L.
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A partir desse resultado, decidiu-se fazer novo teste com extrato de maior
concentragdo (7 g CFT/L). O monitoramento ocorreu ao longo de quatro dias, nos quais as
temperaturas variaram entre 24 e 27 °C. A partir do terceiro dia, observou-se modificacao
da coloragao dos morangos submersos no extrato, os quais apresentaram escurecimento;
em ambas as bandejas houve pequeno desenvolvimento de fungo esbranquicado.

Ao quarto dia, entretanto, observou-se grande distincdo entre os morangos do
experimento controle e da bandeja do extrato. A Figura 4.4 apresenta os morangos das
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duas bandejas antes e apds serem virados, de modo a analisar toda a superficie. A infec¢ado
fungica se apresentou muito mais severa nos morangos do grupo de controle, os quais
tiveram como caracteristicas fungos de maior comprimento por toda a superficie, e
morangos de aspecto gelatinoso, apresentando perda de liquido na bandeja, enquanto os
morangos imersos no extrato se mantiveram firmes, sem perda de suco e com menor
desenvolvimento fungico (menor area superficial e comprimento).

Figura 4.4: Acima, fotografia da superficie superior dos morangos; abaixo, fotografia da
superficie inferior; sendo a esquerda a bandeja controle e a direita a bandeja submetida
ao extrato de 7 g CFT/L.
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A partir desses resultados, os quais demonstram tendéncia de inibicdo fungica, foi
decidido testar outras concentragdes de extrato de modo a obter um valor capaz de inibir
efetivamente o crescimento fungico. No entanto, a impossibilidade de adquirir torta
industrial no periodo levou a utilizacdo de torta fabricada em laboratério para obtencao
dos extratos a serem aplicados nos morangos nos testes subsequentes.

4.3.2 Testes com extrato da torta obtida em laboratorio

Foram aplicados, na primeira etapa de testes com a Tortalab, extratos de concentracdo
5,7,10 e 15 g CFT/L, seguindo a metodologia descrita na subsec¢do 3.5.2.1. A avaliacdo da
infeccao fungica foi realizada conforme consta na subseg¢ao 3.5.2.3, de forma a obter
resultados quali e quantitativos e facilitar, desta forma, a comparacao entre as diferentes
concentragdes utilizadas e o experimento controle.

Os morangos desta fase foram monitorados ao longo de sete dias, nos quais a
temperatura se manteve em 2511 °C, enquanto a umidade esteve em 413 %. A Figura 4.5
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apresenta as relagdes obtidas, para cada tratamento, entre os indices de infeccdo e o
tempo de monitoramento, sendo o dia 1 correspondente ao dia da aplicagao.

Figura 4.5: Evolugdo do indice de infecgao (I.D. %) em fun¢do do numero de dias a partir
da aplicagdo, para os morangos das bandejas imersos em extratos de 5, 7, 10 e 15 g CFT/L
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A analise revela que os morangos da bandeja controle apresentaram menor
desenvolvimento fungico, e que, a medida que foram aumentadas as concentracdes
aplicadas, o desenvolvimento das infeccoes também aumentou. No quarto dia, por
exemplo, as infecgdes fungicas observadas nos morangos imersos em extrato de
concentragdo 15 g CFT/L (1.D. 75%) foram quase trés vezes o valor observado nos morangos
controle (I.D. 27,5%). Algumas fotografias dos morangos bem como as tabelas de
observacdes (qualitativas) didrias sdo apresentadas no Apéndice B.

Os resultados obtidos nesta etapa divergem do esperado ao serem considerados
apenas os efeitos antifungicos dos compostos fendlicos nos frutos. Ao observar a tendéncia
apresentada na Figura 4.5, foi levantada a hipdtese de que a eleva¢ao das concentragdes
estd aliada ao aumento das concentragdes de aglcares e proteinas, os quais teriam servido
de substrato aos fungos e, assim, promovido um maior desenvolvimento destes. Além
disso, o fato de obter tendéncia positiva a inibicdo fungica com o uso de extrato da Tortalnd
em concentracdo 1 g CFT/L, com melhora dos resultados ao utilizar 7 g CFT/L, a qual ndo
foi verificada ao serem utilizadas as concentraces 5 e 7 g CFT/L de extratos da Tortalab,
demonstra certa incompatibilidade entre as tortas.

Com base na tendéncia acarretada pela elevacdo de concentracdo fendlica dos
extratos, decidiu-se realizar uma segunda etapa de testes para a Tortalab. Nesta fase,
foram testadas concentracées menores (0.5, 1 e 2 g CFT/L) e solucdo de acido clorogénico
padrdo de concentracdo 1 g CFT/L, objetivando verificar diminui¢cdo da interferéncia de
outros componentes presentes no extrato e comparar sua influéncia (comparando extrato
e solucdo padrdao de mesma concentracdo), conforme descrito na subsecdo 3.5.2.2. A
Figura 4.6 apresenta as curvas obtidas nesta etapa para cada tratamento, as quais
relacionam os indices de infeccdo e o tempo de monitoramento, utilizando as mesmas
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condi¢cOes de armazenamento do experimento anterior. Algumas fotografias dos morangos
bem como as tabelas de observagdes didrias sdo apresentadas no Apéndice C.

Figura 4.6: Evolucdo do indice de infecgao (I.D. %) em fungdao do numero de dias a partir
da aplicacdo, para os morangos das bandejas imersos em extratos de 0.5, 1 e 2 g CFT/L,
acido clorogénico a 1 g CFT/L e controle.

1.D. (%)

1 2 3 4 5
Dia

Controle Extrato0,5 g/L —A—Extratol g/l —@—Extrato2 g/l —@—Ac. Clorogénico1 g/L

A partir da figura, podem ser observados desvios do comportamento esperado. Até o
terceiro dia, os morangos imersos em agua destilada (controle), extrato 1 g CFT/L e acido
clorogénico 1 g CFT/L tiveram indice de infec¢do similar; no quarto dia, houve
diferenciacdo, sendo os I.D. destes dois (I.D. acido clorogénico 52,5%; I.D. extrato 1 g CFT/L
57,5%) inferiores ao do controle (1.D. 62,5%). Entretanto, ao ultimo dia, o dcido clorogénico,
gue apresentava o melhor desempenho, sofreu um salto de infec¢ao, passando a ter seu
indice similar ao do extrato de 2 g CFT/L (I.D. 85%), o qual foi o0 mais elevado.

Observou-se, também, que na primeira etapa de testes com extratos da Tortalab as
infeccOes predominantes se deram por antracnose e mofo cinzento, enquanto na segunda
etapa ocorreram majoritariamente por oidio, originando juntamente podriddo aquosa. Ao
contatar o produtor dos morangos, obteve-se a informacao de que havia ocorrido um surto
de oidio na regido, bem como de mosca Drosophila suzukii (causadora de perfuragao e
degradacdo de frutos). Talvez esse surto tenha promovido a infeccdo dos morangos,
distorcendo totalmente os resultados da esperada acdo antifungica dos extratos.

Quando relacionado o desempenho antifingico do extrato da TortaLab de 1 g CFT/L
com o da Tortalnd de mesma concentracdo, observa-se similaridade, pois nos dois casos
houve atividade antifungica sutil. No entanto, esta foi a Unica compatibilidade observada
entre as duas tortas. E possivel que a essa concentrac¢do haja confluéncia entre os agentes
fungicos e antifungicos dos extratos.

A hipdtese anteriormente levantada, a qual relacionaria o maior desenvolvimento
fungico com a maior concentracgdo de acucares foi refutada ao obter, através da anilise de
grau Brix, uma concentracdo de sélidos solUveis totais muito superior (quase quatro vezes)
para a Tortalnd, a qual, apesar disso, teve melhor desempenho antifungico. Além disso, o
grande crescimento do indice de infec¢do observado na utilizacdo do acido clorogénico
puro entre o quarto e o quinto dia, enquanto houve menor infec¢gdo nos morangos com
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extrato 1 g CFT/L, remete a uma nova hipdtese: a de que outros constituintes da solugdo
sejam os responsdveis pela atividade antifungica, possivelmente entre os SST. E que os
compostos fendlicos possam ser, talvez, substrato para o desenvolvimento fungico. Ou,
ainda, que a expressdao dos compostos fendlicos contra a atividade destes fungos
especificos talvez seja insuficiente, prevalecendo os aglcares como alimento aos fungos, e
gue componentes mais concentrados na torta industrial possam ser antifungicos mais
potentes (como proteinas).

Para avaliar a coeréncia da hipdtese levantada, foram realizadas pesquisas na literatura
as quais correlacionassem compostos fendlicos como substratos fungicos e proteinas
(entre os SST) componentes da semente de girassol como agentes antifungicos.

Regente e de la Canal (2000) purificaram e caracterizaram uma proteina antifingica de
sementes de Helianthus annuus L. (Ha-AP10). Testes antifungicos demonstraram que a
poteina Ha-AP10 exerce um efeito fungiostdtico, inibindo o crescimento de 50% dos
esporos do fungo patdégeno Fusarium solani f. sp. eumartii a 6,5 mg/L e impedindo
completamente sua germinagdo a uma concentrac¢do de 40,1 mg/L. Esses dados colocam a
Ha-AP10 entre as proteinas vegetais de transferéncia de lipidios (PTLs) antifingicas mais
potentes descritas.

Giudici et al. (2000) também isolaram de Helianthus annuus uma proteina (SAP16) com
capacidade de inibir a germinac¢do de esporos de fungos. A SAP16 apresenta uma atividade
associada ao inibidor de tripsina, capaz de inibir completamente a germinagdao dos
ascosporos de Sclerotinia sclerotiorum a uma concentragdo de 5 mg/L e uma clara reducdo
do crescimento micelial em baixas concentra¢des, indicando uma forte poténcia
antifungica.

Ainda, Picman, Schneider e Gershenzon (1990) isolaram do girassol cinco terpendides,
duas lactonas sesquiterpénicas e trés dacidos diterpénicos (moléculas as quais nao
apresentam anel aromatico) e avaliaram seus efeitos sobre o crescimento de dois fungos
patdégenos economicamente importantes de girassol e outras culturas: Sclerotinia
sclerotiorum e Verticillium dahliae, configurando potentes inibidores do crescimento das
hifas.

Quanto a a¢do antifungica de compostos fendlicos na pratica, Upadhyay e Hofrichter
(1993) realizaram estudos, os quais indicaram que o fenol (0,1 a 1,0 mM) incorporado no
agar de extrato de malte ndo teve efeito inibitério a alguns fungos. Contrariamente ao
esperado, ocasionou melhor crescimento micelial e frutificacdo de P. cornucopia, P.
ostreatus Z-15 e Calocybe indica que quando utilizada dgua (controle). Efeitos inibitdrios
foram observados apenas para os fungos Stachybotrys sp. e Coprinus sp.

Soares e Martins (2000) estudaram a influéncia de fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs) associada a adicdo de compostos fendlicos. Em seu estudo, os autores obtiveram
aceleracdo no crescimento dos fungos ao empregar os flavondides quercetina e morina e
o isoflavondide formononetina. Soares e Martins também apontam diversos estudos que
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tém demonstrado que compostos fendlicos, especialmente do grupo dos flavondides,
tendem a estimular o desenvolvimento de diversas espécies de fungos.

Isto posto, a diferenga entre as composi¢cdes das tortas justificaria a divergéncia do
comportamento fungico, uma vez que, conforme exposto por Canuto (2017) e Manach et
al. (2004), os tipos e concentragdes de compostos da torta variam enormemente em fungao
da regido de plantio do girassol, a cultivar utilizada, a utilizacdo de sementes com ou sem
casca, a época de colheita, os fatores do meio ambiente, o processamento e o
armazenamento.

Ha, também, a hipdtese de que a melhor agdo antifungica observada com a utilizagao
da torta industrial se deva ao fato de que seus extratos estiveram sob concentracdao em
rotaevaporador por periodos muito maiores, levando a desnaturacao proteica e formacao
de peptideos.
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5 Conclusodes e Trabalhos Futuros

O presente trabalho teve como objetivos: (i) estudar uma técnica alternativa de
extracdo de compostos fendlicos através da utilizacdo de campo elétrico moderado
aplicado sobre tortas de girassol e (ii) aplicar o extrato fendlico obtido a partir dessas tortas
sobre morangos para avaliar seu potencial como defensivo organico antifingico na pds-
colheita.

O campo elétrico moderado ndo acarretou melhoras satisfatérias na extracdao de
compostos fendlicos da torta de girassol nas condi¢des utilizadas (100 V, 15£1 °C), sendo a
quantidade de compostos fendlicos totais extraida ao final estatisticamente igual a obtida
através do experimento sem aplicagdo de tensao (p < 0.05).

Os compostos fendlicos presentes na torta de girassol se mostraram ser facilmente
extraidos, resultando em uma torta com menor teor de compostos antinutricionais e com
consequente melhora para a alimentagao animal. O extrato obtido é rico em compostos
fendlicos, podendo ser potencialmente explorado para diversas finalidades, em diferentes
linhas de pesquisa, como de farmacos, defensivos agricolas e aditivos alimentares.

Ao comparar duas diferentes tortas — uma industrial e uma obtida em laboratério - os
resultados obtidos para suas composicdes e seus desempenhos foram bastante distintos.
A torta industrial apresentou menor concentracdo de compostos fendlicos ao ser
exaustivamente extraida com etanol (65% menos CFT), menor umidade estimada através
de método gravimétrico (2,06%, sendo 75% menor) e maior teor de sélidos sollveis totais
obtido através de refratometria (27,7 °Bx, cinco vezes maior). No entanto, apesar de sugerir
maior concentracdo de agucares, apresentou desempenho positivo quanto a capacidade
de inibicdo fungica ao ter seus extratos de concentra¢des 1 e 7 g CFT/L aplicados em
morangos.

Por outro lado, a torta obtida em laboratdrio apresentou maior tendéncia a servir de
substrato ao desenvolvimento fungico a medida que suas concentracdes foram sendo
elevadas, sendo suas patogenias piores que as observadas nos morangos do experimento
controle, os quais foram submersos em agua destilada. As concentra¢des de 0.5, 2, 5, 7, 10
e 15 g CFT/L apresentaram, na mesma ordem, aumento do indice de infec¢do. Entretanto,
para o extrato com concentracdo de 1 g CFT/L, as infecgdes foram sutilmente menores que
nos morangos controle e similares aos morangos submetido a solugao de acido clorogénico
puro em concentragdo de 1 g CFT/L, com excec¢do do ultimo dia de experimento, no qual
as infeccdes dos morangos submersos em acido clorogénico sofreram uma subita elevacao,
para a qual ndo ha causa identificada.

Algumas pesquisas revelam a existéncia de moléculas isoladas do girassol com
capacidade de inibir certos fungos testados in vitro, como as proteinas Ha-AP10 (REGENTE;
DE LA CANAL, 2000) e SAP16 (GIUDICI et al., 2000) e terpendides, lactonas sesquiterpénicas
e acidos diterpénicos (PICMAN; SCHNEIDER; GERSHENZON, 1990). Portanto, é possivel que
haja uma maior concentracdo destas moléculas nos extratos da torta industrial e que sejam
esses os verdadeiros agentes das respostas antifungicas observadas. Isso explicaria o maior
valor obtido para a andlise de grau Brix o qual ndo estaria diretamente relacionado aos
acUcares, mas a outras moléculas como essas.

J4 os extratos da torta de laboratério podem possuir menos moléculas bioativas e maior
guantidade de compostos nutritivos ao fungo. Além disso, o método utilizado para
guantificacdo dos compostos fendlicos totais pode fornecer resultados incorretos.
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Pesquisadores identificaram que o reagente de Folin e Ciocalteau reage, também, com
moléculas como proteinas, carboidratos, aminoacidos, nucleotideos, tiol, acidos graxos
insaturados, vitaminas, aminas, aldeidos e cetonas (EVERETTE et al., 2010).

Dessa forma, algumas sugestoes para trabalhos futuro e possiveis continuacdes desse
trabalho s3ao apresentadas a seguir.

Para os estudos de extragdo com campo elétrico moderado, sugerem-se testes com
tensdes mais elevadas, objetivando que sejam suficientes para causar o fenébmeno de
eletroporagao.

Para as pesquisas envolvendo os extratos de torta de oleaginosas, sugere-se purificacao
prévia de forma a eliminar ao maximo os interferentes da matriz, e testes in vitro
envolvendo cepas de cada fungo comum em morangos, visando otimizar concentragées
fungiostaticas e fungicidas, e a efetividade sobre cada fungo para entao testar os extratos
nos frutos.

A fim de minimizar a aleatoriedade na interferéncia de patdgenos, indica-se
esterilizagdo prévia dos frutos e borrifacao das cepas dos fungos em igual quantidade sobre
a superficie de cada um deles.

Finalmente, destaca-se que também é importante conhecer melhor as caracteristicas
da torta, conforme se pbde concluir através deste trabalho. Assim, recomenda-se
fortemente a determinacgdo e caracterizacdao de agucares, proteinas e demais constituintes
dos extratos por HPLC/GC.
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Apéndice A — Fotografias dos morangueiros dos cultivares
utilizados e suas respectivas estufas.

Figura A.1: Fotografia dos morangueiros do cultivar Albion em sistema semi-hidropénico
suspenso no dia da colheita (14/0ut/2018).

Figura A.2: Fotografia dos morangueiros do cultivar San Andreas em sistema semi-
hidroponico suspenso no dia da colheita (14/out/2018).
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Figura A.3: Fotografia das estufas de morangueiros; a esquerda plantacdo do cultivar
Albion, a direita, do cultivar San Andreas (14/out/2018).
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Apéndice B — Fotografias dos morangos e tabela de
observagoes diarias da primeira etapa de testes com os

extratos da TortalLab (5, 7, 10 e 15 g CFT/L).

Tabela B.1: Observagdes diarias dos morangos com os extratos de 5, 7, 10 e 15 g CFT/L.
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Figura B.1: Fotografias dos morangos no quinto dia.
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Apéndice C — Fotografias dos morangos e tabelas de

. 7

observagoes diarias da segunda etapa de testes com o acido

clorogénico (1 g CFT/L) e os extratos da TortaLab (0,5

le2g

.
’

CFT/L).

Tabela C.1: Observacgdes diarias dos morangos com o acido clorogénicoa 1 g CFT/L e os

extratos de 0,5; 1, e 2 g CFT/L.
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Figura C.1: Fotografias dos morangos no quinto dia.
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Anexo A — Curva analitica do acido galico utilizado.

Figura Anexo.1: Curva analitica do acido galico, utilizando Folin 2 N, marca MediQuimica
fab. maio/17, lote 18732/17.
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