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RESUMO

Com o objetivo de avaliar o contetido fendlico e as atividades antioxidantes e antifingicas de multimisturas
enriquecidas com Spirulina platensis, foram formuladas quatro multimisturas com farelo de arroz ou trigo, duas
contendo Spirulina platensis e duas com sementes de girassol. Os compostos fenélicos foram estimados pela
técnica de Folin-Ciocalteau. A atividade antioxidante foi avaliada por meio de inibi¢do do radical livre DPPH
e a atividade antifungica foi analisada por meio de ensaio de inibigdo do halo de crescimento de Aspergillus
orizae. O conteido de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante nas multimisturas contendo farelo
de arroz foram em média 0,6 vezes superiores aos encontrados nas multimisturas contendo farelo de trigo. As
multimisturas formuladas com 1% da microalga nao apresentaram diferenca significativa (a=0,05) quanto ao
contetdo fendlico, quando comparadas as multimisturas padrdo. A multimistura contendo farelo de arroz e
Spirulina platensis apresentou maior atividade antioxidante, em compara¢ao a multimistura padrao com o mesmo
farelo, ao contrério do observado nas multimisturas contendo farelo de trigo, o que indica que a associagao do
farelo de arroz com a microalga é mais eficiente do que a formulagao com farelo de trigo quanto a protecdo
contra processos oxidantes. Quanto a atividade antiftingica, as multimisturas com farelo de trigo apresentaram
28% de inibicdo, comparado a 21% das multimisturas contendo farelo de arroz.

Palavras-chave. farelos, microalga, compostos fenélicos, antioxidantes, atividade antiftingica.

ABSTRACT

With the objective to evaluate the phenolic contents, and the antioxidant and antifungal activities of multimixtures
formulated with Spirulina platensis, four multimixtures were prepared with rice bran or wheat bran, being two
containing the Spirulina platensis, and sunflower seeds were added into other two formulations. The phenolic
contents were estimated by Folin-Ciocalteau technique; antioxidant activity was evaluated through free radical
DPPH inhibition test, and the ability to inhibit fungus by means of Aspergillus orizae growth halo inhibition assay.
The total phenolic contents and antioxidant activity in rice bran-containing multimixtures were on average 0.6
times higher ; than those showed by wheat bran-containing multimixtures. The multimixtures formulated with
1% of microalgae showed no significant difference (a0 = 0.05) as for phenolic contents, when compared with the
standard multimixture. The multimixture containing rice bran and Spirulina platensis showed higher antioxidant
activity in comparison to to the standard multimistura, unlike the result observed in wheat bran-containing
multimixtures, which indicates that the combination of rice bran with microalgae is more effective than with wheat
bran for preserving from oxidative processes. Regarding to antifungal activity, the multimixtures with wheat bran
demonstrated, on average, 28% of inhibition, when compared to 21% of bran rice- based multimixtures.

Key words. bran, microalgae, phenolic compounds, antioxidants, antifungal activity.
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INTRODUCAO

A presenca de compostos fendlicos em diferentes fontes
vegetais e microbianas tem sido amplamente explorada
na dltima década. Além do seu potencial funcional,
decorrente de compostos antioxidantes presentes
em sua composicdo, a perspectiva de atuarem como
conservadores naturais também vém norteando o
interesse da comunidade cientifica®>**.

Os antioxidantes agem de varias maneiras,
incluindo complexacdo com ions metalicos, sequestro de
radiais livres e decomposicao de perdxidos. Muitas vezes,
varios mecanismos e mecanismos sinergisticos estao
envolvidos®. O consumo de alimentos contendo uma
significativa quantidade destes compostos pode ajudar o
corpo humano a reduzir os danos oxidativos relacionados
ao envelhecimento e doengas como arteriosclerose,
diabetes, tlcera e cancer®”®°.

A inddstria de alimentos estd buscando o uso
de agentes naturais antimicrobianos e antioxidantes,
isolados de plantas, fungos e algas marinhas, para
substituir os aditivos sintéticos em alimentos!®, uma vez
que estes trazem efeitos prejudiciais a satde''.

Dentre as fontes naturais que vém sendo citadas
pelo efeito funcional, associadas a capacidade de prevenir
processos oxidativos, encontra-se a Spirulina platensis' .
Esta foi estudada por Colla, Furlong e Costa'*, apontando
que as condi¢oes de cultivo afetam positivamente os teores
de compostos fendlicos presentes na microalga. Outra
fonte de compostos antioxidantes é o farelo de arroz, que
além desta propriedade demonstrou a capacidade de inibir
o crescimento de Aspergillus flavus'.

A peroxidagdo lipidica e a contamina¢ao micro-
biana sao as duas principais causas da deteriora¢ao de ali-
mentos durante seu processamento e armazenamento'’.
O uso de compostos fendlicos em alimentos susceptiveis
a estes processos pode ser promissor especialmente
pelo fato de serem conservadores e por aumentarem o
aporte de funcionais. Este é o caso das multimisturas,
alimentos formulados a base de cereais, para enriquecer
a alimenta¢do habitual em minerais e vitaminas e/ou
auxiliar no balanceamento da dieta habitual*>*c.

A multimistura tem sido distribuida para a
popula¢ao de baixa renda no Brasil desde 1985 por
organiza¢des nao-governamentais, com o proposito
de combater a desnutri¢ao infantil'”'®. Esta mistura
faz parte da proposta de alimentagao alternativa e é
preparada a partir de ingredientes de baixo custo e facil

acesso, geralmente farinhas e farelos de cereais, sementes,
p6s de folhas verdes e de casca de ovos". No entanto, o
uso deste suplemento no combate a desnutri¢io tem
gerado opinides controversas entre as entidades que a
difundem e a comunidade cientifica, além de nao ter o
seu uso indicado pelo Instituto Nacional de Alimentagado
e Nutri¢ao e pelo Conselho Federal de Nutricionistas®.

Empregar Spirulina platensis associada a farelos
de cereais pode ser uma forma de melhorar este alimen-
to, criticado no meio académico pela falta de comprova-
¢do cientifica de seus efeitos, auséncia de controle sanita-
rio, conservagao limitada, possivel ocorréncia de toxinas
e de fatores antinutricionais®>*»2*»24, Estas considerac¢des
nortearam o presente trabalho que teve por objetivo de-
terminar o conteido de fendis totais, a atividade antio-
xidante e antifingica em multimisturas adicionadas de
Spirulina platensis, comparativamente a outra sem adi-
¢30 da microalga.

MATERIAL E METODOS

Material

As matérias-primas empregadas no preparo das
multimisturas foram: farelo de trigo, farelo de arroz
integral, farinha de milho, folha de mandioca desidratada
em po, semente de girassol, casca de ovo e a microalga
Spirulina platensis. As matérias-primas foram adquiridas
no comércio local da cidade do Rio Grande/RS, com
excecao da microalga, que foi fornecida pelo Laboratério
de Engenharia Bioquimica da FURG.

Métodos

» Preparo da multimistura

A semente de girassol, a Spirulina platensis e a casca de ovo
foram moidas em moinho de facas multiuso TECNAL a
150 rpm durante 180 segundos. Todos os ingredientes
foram peneirados e as fragdes passantes na malha com
abertura de 0,56 mm foram utilizadas no preparo das
multimisturas, através de homogeneizacio manual. As
amostras foram mantidas em frascos de vidro, a tempe-
ratura ambiente (16 a 22°C) e ao abrigo da luz. As mul-
timisturas foram avaliadas quanto ao seu contetido de
compostos fendlicos, atividade antioxidante e antifin-
gica, sendo que as duas primeiras determinagdes foram
repetidas ao final de 14 e 28 dias de armazenamento, para
verificar a possivel degradacao dos compostos e conse-
quente alteragdo da atividade antioxidante. Na Tabela 1
estao descritos os percentuais dos ingredientes das quatro
formula¢des de multimisturas utilizadas neste trabalho.
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Tabela 1. Formulacdo das multimisturas estudadas

Matéria-Prima MMA1 (%) MMT1 (%) MMA (%) MMT (%)
Farelo de Trigo - 70 - 70
Farelo de Arroz 70 - 70 -
Farinha de Milho 19 19 19 19
Folha de Mandioca 5 5 5 5
Spirulina platensis 1 - -
Semente de Girassol - - 1 1
Casca de ovo 5 5 5 5

MMA1: Multimistura contendo farelo de arroz e 1% de Spirulina platensis.
MMT1: Multimistura contendo farelo de trigo e 1% de Spirulina platensis.

MMA: Multimistura contendo farelo de arroz e 1% de semente de girassol.

MMT: Multimistura contendo farelo de trigo e 1% de semente de girassol.

= Extra¢ao dos compostos denélicos

A extragdao dos compostos fendlicos das multimisturas
foi realizada a frio com élcool metilico na proporgao
de 1:4 massa seca-solvente, sob agitacao horizontal a 80
rpm, durante 3 horas, a temperatura de 40°C, seguida
de particio com hexano, clarificagdo com hidréxido
de bdrio 0,1M e sulfato de zinco 5%. O precipitado foi
separado por centrifugacao e filtragao, obtendo-se assim
um extrato metanolico clarificado®.

= Quantifica¢cao dos compostos fenélicos

O contetdo de fenois totais presente no extrato metanélico
clarificado foi quantificado através do método espectro-
fotométrico de Folin-Ciocalteau utilizando o comprimento
de onda de 660 nm, empregando-se uma curva analitica de
tirosina que variava entre 10 a 50 pg/mL”.

= Determina¢ao da atividade antioxidante

Para a determinacgao da atividade antioxidante, foram
retiradas aliquotas de 0,1 mL do extrato metandlico
clarificado e adicionadas a tubos de ensaio, completando
o volume a 1,0 mL com metanol. Na sequéncia, 3,0 mL
de solugdo de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) em
metanol (200pug/mL) foram adicionados aos tubos e estes
foram agitados. Os tubos permaneceram em repouso ao
abrigo daluz, sendo que ao final de 15, 30,45 e 60 minutos
as absorbancias foram determinadas em comprimento
de onda de 515 nm. A capacidade de sequestrar o radical
foi expressa como percentual de inibi¢ao dos radicais
livres, conforme mostrado na Equagao 1°.

% inibi¢ao = (Abs controle — Abs amostra) / Abs controle (1)
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= Determinacao da atividade antifiingica

Os extratos empregados para a determinagdo da
atividade antifungica foram obtidos por extragdao
com dlcool metilico na propor¢do de 1:4 massa seca-
solvente, sob agita¢ao horizontal a 80 rpm, durante trés
horas, atemperatura de 40°C, seguido de evaporacao do
solvente em rotaevaporador. O residuo foi dissolvido
em dagua destilada, com posterior clarificagio com
hidréxido de bario 0,1M e sulfato de zinco 5%, obtendo-
se um extrato aquoso clarificado. A quantificacdo
do teor de fendis totais presente no extrato aquoso
clarificado foi realizada conforme a metodologia ja
citada anteriormente®.

O fungo filamentoso utilizado no estudo foi
cedido pelo Laboratério de Microbiologia da Escola de
Quimica e Alimentos da FURG, mantido em édgar batata
dextrose a 4 °C. A suspensdo de esporos foi obtida pela
propagacao em meio dgar batata dextrose, incubagao
por 10 dias a 30 °C, extragao dos esporos do meio com
solugao 0,2% de agar puro estéril, filtragao e contagem
de esporos em cAmara de Neubauer.

Para a determinacao da atividade antifingica,
foram preparadas placas de petri contendo dgar batata
dextrose e o extrato aquoso clarificado obtido das multi-
misturas (200 mg/mL) e da Spirulina platensis (100 mg/
mL) em concentra¢des conhecidas. Como controle,
foram preparadas placas contendo meio de cultura e dgua
estéril no mesmo volume adicionado do extrato aquoso
clarificado. Foram inoculados 5 pL de uma suspensdo
contendo esporos de Aspergillus oryzae (7x107 esporos/
mL) no centro da placa. As placas foram incubadas a
30 °C, durante 7 dias. A inibi¢ao foi avaliada pela obser
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vagdo visual do crescimento do micélio, comparada com
placas controle’.

= Analise estatistica

Todas as determinacoes foram realizadas em triplicata e
os resultados obtidos nos experimentos foram analisados
estatisticamente através de ANOVA e Teste de Tukey, ao
nivel de 5% de significAncia, com auxilio do programa
STATISTIC®, versao 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

= Fenois totais e atividade antioxidante

Na Tabela 2 estdo os resultados das determinagdes
dos compostos fendlicos totais durante o periodo de
armazenamento. E possivel verificar que, ao longo de 28
dias, os teores decresceram progressivamente. A andlise
de variincia indicou diferenca estatistica significativa,
ao nivel de 95% de confianca, entre as multimisturas
que continham farelo de arroz na sua formulagao, nos
trés periodos avaliados no estudo. Nas multimisturas
que continham farelo de trigo, apenas a formulada
com 1% de Spirulina platensis apresentou diferenca
estatistica significativa ap6s 14 dias de armazenamento.
Os resultados indicaram que o acréscimo de 1% de
Spirulina nao causou diferenca significativa nos niveis
de compostos fendlicos totais, o que pode ter aportado
concentragoes insuficientes para prevenir danos
oxidativos e pela atividade de 4gua do meio nao propiciar
a difusao eficiente do antioxidante. O contetido de
compostos fendlicos totais nas multimisturas contendo
farelo de arroz foi, em média, 0,6 vezes superior ao
conteido das multimisturas contendo farelo de trigo.

A atividade antioxidante de um determinado
extrato pode estar relacionada com o contetdo
de compostos fendlicos totais conforme tem sido
demonstrado em vdarios estudos e no caso de Colla,
Furlong e Costa'* e Estrada, Bescds e Villar Del Fresno*
esta relacao ficou demonstrada.

Os resultados encontrados para a porcentagem de
inibi¢ao deradicaislivresem uma concentragao de 3,7 mg/
mLde compostos fenélicos totais nas multimisturas estao
apresentados na Tabela 3. Os extratos de multimisturas
com farelo de arroz, que continham maior concentragao
de compostos fendlicos totais, apresentaram também
maior percentual de inibigao de radicais livres.

Em relacao a Spirulina platensis, observou-se
que a multimistura contendo farelo de arroz adicionada
da microalga apresentou maior atividade antioxidante,
comparada a multimistura padrio com o mesmo
farelo. O mesmo comportamento ndo foi observado
nas multimisturas contendo farelo de trigo, indicando
que a associa¢do do farelo de arroz com a microalga
¢ mais efetiva do que com farelo de trigo em termos
de prote¢do contra processos oxidativos na etapa de
formacao de radicais livres, possivelmente pelo efeito
sinergistico dos compostos antioxidantes do farelo
com os fendis da microalga. Um efeito semelhante foi
encontrado por Altunkaya, Becker, Gokmen e Skibsted?,
que determinaram a atividade antioxidante do extrato
de alface (Lactuca sativa) e a agdo sinergistica com
antioxidantes fendlicos adicionados ao extrato.

Da mesma forma que observado para o contetido
de compostos fendlicos, o percentual de inibicdo de
radicais livres foi diminuindo durante o armazenamento,
indicando o consumo dos antioxidantes ao longo do

Tabela 2. Contetido fendlico total determinado durante 28 dias de armazenamento

[1pg /g de amostra (bs)

Multimistura

0 dia* 14 dias* 28 dias* ks
MMAT 868¢ 833P 746¢ 982¢
MMA 8707 833P 746¢ 980¢
MMT1 5522 491k 482° 425¢
MMT 5212 5132 509° 446°
Spirulina platensis - - - 858

Letras iguais na mesma linha indicam que nao ha diferenca significativa pelo teste de Tukey (a<0,05); bs: base seca; *determinagdo no extrato

metandlico clarificado; **determinacao no extrato aquoso clarificado.
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Tabela 3. Variacdo da inibicdo dos radicais livres DPPH (%) em extratos de multimistura durante 28 dias de
armazenamento

MMA1 MMA MMT1 MMT
0 14 28 0 14 28 0 14 28 0 14 28
dia dias dias dia dias dias dia dias dias dia dias dias
15 min.  63,8° 62,2*° 60,0° 59,1* 554> 543> 40,9° 33,4> 29,2¢ 41,77 36,9° 36,6°
30 min. 73,57 71,78  66,2° 64,9* 585> 59,2° 443* 37,1° 30,9° 44,2¢ 40,3° 38,8
45 min.  79,5° 78,3 70,1° 68,5 66,2° 64,1¢ 47,9° 38,8 31,1¢ 455 42,6° 42,1°
60 min. 82,00  80,2° 69,4 70,5 6867 657° 482® 40,3> 34,1¢ 48,2° 43,8 44,3°

Letras iguais na mesma linha (para cada multimistura) indicam que ndo ha diferenca significativa pelo teste de Tukey (a<0,05).

tempo, para estabiliza¢do dos radicais livres. A exemplo
da multimistura com farelo de trigo e 1% de Spirulina
platensis (MMT1) que no tempo zero apresentou uma
inibicao especifica de 1,5%/min/mg e ao final de 28
dias apresentou inibi¢ao de 1,2%/min/mg. O mesmo
comportamento foi verificado nas demais multimisturas
quando se estimou a inibi¢do especifica.

= Atividade antiftingica

H4 muitos indicios que compostos fendlicos
apresentam comprovada a¢do antifiingica e esta pode
ocorrer, entre outros mecanismos, pela inativacio de
sistemas enzimdticos dos microrganismos envolvidos
na produgdo de energia e na sintese de componentes
estruturais'.

Pela Tabela 2 pode ser observado que nas
multimisturas contendo farelo de arroz o contetido
fendlico determinado no extrato aquoso clarificado
foi, em média, o dobro do presente nas multimisturas
contendo farelo de trigo. Na microalga Spirulina platensis,
os valores de concentragao de compostos fenélicos foram
préoximos ao total das multimisturas formuladas com
farelo de arroz.

O teste de atividade antifingica avaliado pela
inibicdo do halo de crescimento do Aspergillus orizae
permitiu verificar quais os extratos mais efetivos e
estimar os niveis de fenois totais para a manifestagao do
efeito. A Tabela 4 mostra os resultados do crescimento
das coldnias em presenca dos extratos fendlicos medidos
no 3°, 5° e 7° dia de incubagdo. Em presenca dos extratos
fendlicos, houve tendéncia a diminui¢ao da velocidade
de crescimento fungico. Fato que nao foi observado nas
multimisturas onde o ndmero de UFC variou entre 4,8 a
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9,9x10*ufc/gao longo do armazenamento. Possivelmente
este potencial inibidor dos compostos fendlicos possa
nao ter sido eficiente nas condi¢oes de atividade de dgua
da formula¢ao (em média 8,6% de umidade).

A partir dos didmetros médios das colonias dos
extratos e do controle, foi possivel determinar o efeito
inibitério dos extratos fendlicos das multimisturas e da
microalga Spirulina platensis nas diferentes concentragdes
estudadas, durante o periodo de incubagdo, conforme
mostra a Figura 1.

Pode ser verificado que a inibi¢do fdngica
nem sempre estd relacionada com a concentragao dos
compostos fendlicos nos extratos, como, por exemplo,
no caso das multimisturas formuladas com farelo
de trigo e da microalga Spirulina platensis, onde em
concentragoes menores de fendis (28 e 29 pgfendis/mL
agar), a inibi¢do fungica foi de 3,1.10° cm/pgfendis/dia
e 2,9.10”° cm/pgfendis/dia, respectivamente. Enquanto
as multimisturas com farelo de arroz, que continham
maior concentra¢do de compostos fendlicos (84 pg /
mL d4gar), atingiram apenas 1,5.10° cm/pg/dia de
inibigao. Tal caracteristica sugere a necessidade de
se identificar os compostos fenodlicos existentes nos
extratos, considerando que alguns possuem atividades
antimicrobianas maiores ou menores em consequéncia
de sua estrutura quimica’.

O menor crescimento fungico verificado nos
extratos de multimisturas formuladas com farelo
de trigo, também pode ser atribuido a presenca de
inibidores de a-amilase, que atuam na defesa de plantas
contra predadores e microrganismos e que estdo
presentes nesta matéria-prima, como mencionam Grossi
de Sa e Chrispeels®. No meio elaborado com 9 pg de
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Tabela 4. Diametros médios de crescimento do Aspergillus oryzae em presenca dos extratos fenélicos

Extrato Volume de Concentracao

extrato (mL) (ng/mL agar)
MMA1 10 65
MMA1 15 84
MMA 10 65
MMA 15 84
MMT1 10 28
MMT1 15 36
MMT 10 30
MMT 15 38
Spirulina platensis 5 9
Spirulina platensis 10 29
Spirulina platensis 15 37
Controle -

Diametro da colénia (cm)

3° dia 5° dia 7° dia

1,629 2,6° 3,5%4d

1,52 2,4° 3,18
1,70 ¢ 2,6° 3,424

1,52 2,4b.d 3,2%¢
1,629 2,6° 3,4p.d
1,5%¢ 2,30¢ 2,80¢
1,70 ¢ 2,7 3,30 d
1,5 2,3b 3,00:¢
1,89 2,8¢ 3,9c
1,8%9 2,8 3 Ake
1,6°¢ 2,40 3,00¢
1,8%9 2,9¢ 4,0¢

Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha diferenca significativa pelo teste de Tukey (a.<0,05).

3°dia 5° dia 7° dia

I vvAT @1 MmMA=~ 1 mMmT*
MMAT1** R mmT1 =] MvT [ Spirulina*
= mmar MMT1** BE= Spirulina* 2 Spirulina***

Figura 1. Efeito inibitério dos extratos fendlicos no crescimento
fungico durante o periodo de incubacao, para diferentes volumes
de extratos adicionados: *10mL, **15mL, ***5 mL.

extrato fendlico de Spirulina platensis por mL de agar,
correspondente ao teor de 1% desta na multimistura,
nao houve efeito inibitério do fungo até o 3° dia de
incubag¢ao, mas entre o 5° e 7° dias a inibi¢ao foi de
aproximadamente 3%. Quando o meio continha 37
ng /mL dgar ocorreu inibicdo de 11, 17 e 25% nos 3°,
5° e 7° dias de incubacdo, respectivamente. Isto sugere
que, para o efeito inibidor da microalga sobre a vida
util de multimisturas, no que se refere a inibi¢do
fingica, sao necessdrios aproximadamente 4% da

microalga na formulagdo, valor este que precisaria ser
estudado quanto aos seus outros efeitos bioldgicos e os
niveis recomendados pela legislacao para emprego de
microrganismos em formula¢ao alimenticias.

CONCLUSAO

As multimisturas a base de farelo de arroz apresentaram
contetido de compostos fenélicos totais em torno de 0,6
vezes superior aos das multimisturas a base de farelo
de trigo e a microalga Spirulina platensis apresentou
conteudo similar ao das multimisturas contendo farelo
de arroz (858 pg/g). O acréscimo de 1% de Spirulina nao
ocasionou diferenca significativa no teor de compostos
fendlicos das multimisturas.

Os extratos das multimisturas formuladas com
farelo de arroz apresentaram percentual de inibi¢ao de
radicais livres 0,6 vezes superior aos das multimisturas
formuladas com farelo de trigo. Além disso, a
multimistura contendo farelo de arroz adicionada da
microalga apresentou maior atividade antioxidante,
comparada a multimistura padrdo com o mesmo
farelo. Efeito que nao foi observado nas multimisturas
contendo farelo de trigo, indicando que a associagdo
do farelo de arroz com a microalga é mais efetiva do
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que com farelo de trigo em termos de protecdo contra
processos oxidativos.

Ainibigao fungicanaofoidiretamenterelacionada

com niveis de compostos fendlicos presente nos extratos,
pois nas multimisturas a base de farelo de trigo e com a
microalga Spirulina platensis foram verificadas atividades
antifingicas superiores as obtidas nas multimisturas
a base de farelo de arroz, que continham as maiores
concentra¢dao dos compostos fendlicos.
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