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RESUMO

O milho (Zea mays L.) € um dos graos mais presentes na dieta humana e animal e
possui grande importancia econémica e social. Porém, essa cultura agricola é muito
suscetivel ao ataque de fungos patogénicos que, além de causarem prejuizos na
producao, podem produzir micotoxinas capazes de provocar graves danos a saude.
Esses patdégenos e essas toxinas sao de dificil controle e os métodos de detecgéo
sdo bastante onerosos e demorados. Assim, a busca por métodos alternativos, de
controle e de rapida deteccédo e identificagdo de fungos e de micotoxinas & de
grande relevancia. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivos utilizar a
tecnologia de imagens hiperespectrais no infravermelho préoximo e técnicas de
analise multivariada de imagens para desenvolver um método para classificagdo de
fungos do género Fusarium, quantificacdo de fumonisinas, bem como analisar a
atividade antifungica de compostos fendlicos obtidos de grdos de sorgo sobre o
desenvolvimento de espécies fitopatogénicas. Foi implementado o uso de imagens
hiperespectrais no infravermelho préximo (HSI-NIR) combinadas com a analise
discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-DA) de imagens, afim de
desenvolver um meétodo rapido para identificacdo de Fusarium verticillioides e F
graminearum. A validacao foi realizada com 15 isolados de Fusarium spp. A técnica
de HSI-NIR foi capaz de realizar a identificacdo e distingdo dos fungos F.
verticillioides e F. graminearum. Para quantificar o teor de fumonisinas totais (B1 +
B2) em gréos de milho foi utilizado os espectros médios obtidos a partir da técnica
HSI-NIR com regressdo multivariada e, de um total de 51 amostras. O método CLAE
foi utilizado para a obtengdo dos resultados de referéncia. Apoés o pré-
processamento dos dados, o modelo final utilizando os espectros médios de
imagens HSI-NIR apresentou, para o conjunto de calibragdo, R? de 0,96 e RMSEC
822,45 pg.kg'; e R* de 0,94 e RMSEP de 890,35 pg.kg' para o conjunto de
amostras utilizadas na validagao externa. A relagdo de desempenho do desvio
(RPD) para o modelo foi de 4,9. Foi avaliado o efeito antifungico do extrato fendlico
de sorgo SC319 (1330 mg GAE.g") sobre espécies dos géneros Aspergillus,
Fusarium, Penicillium, Stenocarpella, Colletotrichum e Macrophomina, por meio das
analises de CIM, taxa de germinagao e curva de crescimento. Para a analise de CIM

todas as amostras apresentaram crescimento acima da concentragcdo maxima



testada (5000 pg.mL™"), ao contrario de que se esperava houve efeito positivo, ou
seja, maiores taxas de germinacdo na presengca do extrato fendlico para o
percentual de conidios germinados em 4 das 14 amostras, e na curva de
crescimento foi possivel observar que o controle apresentou maior contagem de
UFC’s do que as amostras com EFS. Nao foi evidenciado efeito antifungico do
extrato fendlico de sorgo sobre espécies toxigénicas que acometem o milho.
Entretanto, sugere-se outros testes com diferentes cultivares de sorgo a fim de

avaliar o efeito antifungico desse extrato.

Palavras-chave: Zea mays L.; Fungos toxigénicos; Sorghum bicolor L. Moench;
HSI-NIR.



ABSTRACT

Maize (Zea mays L.) is one of the most common grains in the human and animal diet
and has great economic and social importance. However, this agricultural crop is
very susceptible to attack by pathogenic fungi that, in addition to causing losses in
production, can produce mycotoxins capable of causing serious damage to health.
These pathogens and toxins are difficult to control and detection methods are quite
expensive and time-consuming. Thus, a search for alternative methods of control and
rapid detection and identification of fungi and mycotoxins is highly demonstrated.
Thus, the present work aimed to use hyperspectral imaging technology in the near
infrared and multivariate image analysis techniques to develop a method for
classifying Fusarium fungi, quantifying fumonisins, as well as analyzing an antifungal
activity of phenolic compounds result of sorghum grains on the development of
phytopathogenic species. The use of hyperspectral images in the near infrared (HSI-
NIR) combined with pattern recognition analysis, discriminant analysis of partial
complements (PLS-DA) of images in order to develop a rapid method for the
identification of Fusarium verticillioides and F graminearum. The validation was
performed with 15 granted by Fusarium spp. The HSI-NIR technique was able to
identify and distinguish fungi F. verticillioides and F. graminearum. To quantify the
content of total fumonisins (B1 + B2) in maize grains, the medium spectra obtained
from the HSI-NIR technique with multivariate regression were used, and a total of 51
ed. The CLAE method was used to obtain the reference results. After the pre-
processing of the data, the final model using the medium spectra of HSI-NIR images
presents, for the calibration set, R? of 0.96 and RMSEC 822.45 pg.kg™'; and R? of
0.94 and RMSEP of 890.35 ug.kg™ for the set of users used in external validation.
The deviation performance ratio (RPD) for the 4.9 model. The antifungal effect of the
phenolic extract of sorghum SC319 (1330 mg GAE.g™") on species of the genera
Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Stenocarpella, Colletotrichum and Macrophomina
was evaluated, by means of MIC analysis, germination rate and growth curve. For
the MIC analysis, all samples showed growth above the maximum tested
concentration (5000 ug.mL™), contrary to what was expected, there was a positive
effect, that is, higher germination rates in the presence of the phenolic extract for the

percentage of germinated conidia. in 4 of the 14 samples, and in the growth curve it



was possible to observe that the control had a higher count of CFU's than the
samples with EFS. There was no evidence of an antifungal effect of phenolic
sorghum extract on toxigenic species that affect corn. However, other tests with

different sorghum cultivars are suggested in order to evaluate the antifungal effect of
this extract.

Keywords: Zea mays L.; Toxigenic fungi; Sorghum bicolor L. Moench; HSI-NIR.
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1 INTRODUGAO

O milho (Zea mays L.) € um dos cereais mais cultivados no mundo, assim
como o arroz e o trigo (FAO, 2016). A elevada importancia socioecondmica do
milho pode ser evidenciada pela expansao da area de cultivo e seu uso extensivo
em diversos produtos para ragdes e alimentos, produ¢do de biocombustiveis e
matéria-prima nas industrias (NUSS & TANUMIHARDJO, 2010; KLOPFENSTEIN
et al., 2013; XUE et al., 2014). Milhdes de pessoas no mundo inteiro consomem o
milho indiretamente sob a forma de ovos, xarope, carne bovina e suina e em
paises em desenvolvimento da América Latina, Africa e parte da Asia, o milho é
consumido diretamente como alimento basico (RANUM et al., 2014).

O milho € uma cultura agricola altamente suscetivel a infecgdo por fungos
patogénicos, tanto antes quanto depois da colheita, os quais podem produzir
micotoxinas, tornando os graos improprios para o consumo (QUEIROZ et al.,
2013). Os fungos do género Fusarium, principalmente F. verticillioides e F.
graminearum, sao 0s que mais acometem os gréos de milho e se destacam por
serem responsaveis pela producdo das principais micotoxinas nesse cereal
(CASTRO, 2011; KUHNEM JUNIOR et al., 2013).

Neste contexto, existe uma grande preocupagao de especialistas, como
0os micologistas e os fitopatologistas, acerca do crescente aumento de
contaminagao por espécies de Fusarium e a necessidade de identifica-las, além
das grandes industrias que exigem uma rapida e precisa deteccao e quantificagao
de micotoxinas (CARVALHO, 2017; FEMENIAS et al., 2020).

A identificacdo taxonémica desses fungos patogénicos é uma etapa inicial
de controle de doencas em milho, porém os métodos mais tradicionais de
diferenciagcdo de espécies requerem um alto nivel de conhecimento, além de
consumirem bastante tempo de execugdao (SOUZA, 2014). Assim, técnicas
moleculares, baseadas na caracterizacdo de acidos nucléicos, que permitem a
identificacdo de microrganismos e possibilitam a distingdo de espécies tém sido
utilizadas, a fim de se obter diagndsticos mais precisos e especificos (SOUZA,
2014; STURARO, 2018). Entretanto, essas técnicas moleculares sao
dispendiosas e ainda demoradas, o que estimulou a busca por novos métodos de
identificacado de espécies de fungos (SENTHILKUMAR et al., 2016).
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Diversas técnicas sao aplicadas para detecgcdo e quantificagdo de
micotoxinas, como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), que
apresenta grande sensibilidade, seletividade e precisdo, porém, assim como as
técnicas de identificacdo de fungos, essas sdo demoradas, dispendiosas e
causam destruicdo da amostra (FEMENIAS et al., 2020).

Visando a obtencdo de um método nao destrutivo, com menor uso de
produtos quimicos e de execugdo mais rapida, a técnica de imagem
hiperespectral de infravermelho proximo (Near infrared hyperspectral imaging —
HSI NIR) associada a analise de imagem multivariada foi desenvolvida permitindo
uma medicao rapida da amostra, além de uma precisdo maior na distingdo dos
patdgenos (YAO et al.,, 2008; BEZUIDENHOUT, 2018). Esse método fornece
informacdes espectrais e espaciais de um objeto, sendo estas combinadas para a
obtengao de uma imagem hiperespectral NIR. A composi¢ado quimica e a natureza
fisica de um material podem influenciar na analise espectroscépica, uma vez que
os dados obtidos dependem da interagdo entre a radiagdo eletromagnética e
atomos ou moléculas. O sistema HSI-NIR utiliza das informagdes contidas no
espectro de energia que € emitido ou absorvido, a fim de adquirir os dados
desejados, que sao chamados, em geral, de espectros de refletancia
(BEZUIDENHOUT, 2018).

A utilizagdo da HSI NIR pode auxiliar na identificacdo precoce de fungos,
fator que podera contribuir também para o controle mais precoce de doencas em
plantas, podendo também ser uma técnica alternativa para deteccdo e
quantificacao de micotoxinas (SENTHILKUMAR et al., 2016; FEMENIAS et al.,
2020). A técnica de HSI NIR pode auxiliar as industrias de alimentos e ragdes
permitindo a analise e rejeicdo de lotes contaminados por micotoxinas em um
curto periodo de tempo (FEMENIAS et al., 2021). A aplicacdo dos métodos
associados a essa técnica pode substituir outros métodos mais dispendiosos e
demorados, podendo ser utilizada como um ferramenta de triagem de micotoxinas
(FEMENIAS et al., 2021).

Além da identificagdo precoce dos fungos causadores de doengas em
plantas, outros métodos de controle devem ser aplicados a fim de inibir o
crescimento de fungos nas plantas como, por exemplo, a utilizagdo de agentes
antifungicos. Os antifungicos sdo conhecidos por apresentarem excelentes

resultados quanto a inibicdo do crescimento e proliferagdo de fungos em plantas
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(SCHURT et al., 2017). As plantas, os animais e os microrganismos sao utilizados
como agentes antifungicos, dentre esses, 0s mais comuns sdo os compostos
naturais e as drogas sintéticas. Os oléos essenciais, os extratos naturais e os
antifungicos comerciais como os azdis, equinocandinas e polienicos estao entre
os mais utilizados na prevengao de doencgas fungicas (PARENTE-ROCHA et al.,
2017).

O crescente interesse por produtos naturais para utilizacdo no combate
aos agentes fungicos esta associado ao fato de que os antifungicos sintéticos
disponiveis sao conhecidamente toxicos e podem afetar o ambiente e a saude
humana e animal (SCORZONI et al., 2016; SCHURT et al., 2017). Os compostos
fendlicos sao classificados como metabdlitos secundarios presentes em plantas e
apresentam uma gama de efeitos biologicos, incluindo, antioxidantes, antivirais,
antitumorais e antibacterianos (HAMINIUK et al., 2012). Entretanto, poucos
trabalhos relatam sua eficacia como agentes antifungicos.

O sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moech) é um cereal que se destaca por
suas propriedades nutricionais e funcionais (QUEIROZ et al., 2015; PAIVA et al.,
2017; QUEIROZ et al., 2018). Seus grdos podem ser uma rica fonte de diversos
compostos fendlicos como, os acidos fendlicos, as antocianinas e os taninos, os
quais estao concentrados no pericarpo (MORAES et al., 2015).

Dessa forma, os objetivos do trabalho foram: utilizar a tecnologia de
imagens hiperespectrais no infravermelho proximo e técnicas de analise
multivariada de imagens para desenvolver um método de classificagao de fungos
do género Fusarium e quantificacdo de fumonisinas, bem como analisar o efeito
antifungico de extrato fendlico de sorgo sobre o desenvolvimento de fungos

fitopatogénicos.
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2 JUSTIFICATIVA

A contaminagdo de milho e de seus produtos com microrganismos
patogénicos pode causar graves consequéncias aos seus consumidores, sendo
motivo de grande preocupag¢ao em nivel mundial. Por isso, nos ultimos anos, a
busca por alternativas para garantir a seguranga dos alimentos tem sido o foco de
acgdes internacionais (MOTTA et al., 2015). Entre esses patdégenos, os fungos
podem produzir diversas micotoxinas que sdo extremamente prejudiciais a saude
humana e animal (BEZUIDENHOUT, 2018). Dessa forma, a detec¢ao precoce da
contaminagao fungica em cereais de grande importancia comercial, como o milho,
€ uma medida que podera auxiliar na prevencdo da contaminagcdo por
micotoxinas em toda a cadeia produtiva desse cereal (WILLIAMS et al., 2012).

Os fungos do género Fusarium sdo 0s que mais acometem os graos de
milho e se destacam por serem responsaveis pela produgdo das principais
micotoxinas nesse cereal (CASTRO, 2011). As principais espécies patogénicas
de Fusarium encontradas na cultura do milho sdo F. verticillioides, principal
produtor da micotoxina fumonisina e F. graminearum, que esta associado a
producao de zearalenona (BEZUIDENHOUT, 2018).

As espécies do género Fusarium sao mutaveis devido a sua composicao
genética e a variagdes morfologicas, resultantes de alteragbées no meio ambiente,
tornando-se necessaria a aplicagcado de técnicas que promovam a diferenciacao
entre elas (CASTRO, 2011; MILANESI, 2012). No entanto, € de grande
importancia a distingdo entre as espécies, visto que cada um dos patdogenos
produz diferentes tipos de micotoxinas (BEZUIDENHOUT, 2018). O uso de
critérios morfologicos como, forma, tamanho e cor dos conidios sdo métodos
tradicionais, entretanto, devido as variagdes morfolégicas e interpretacdes
subjetivas, as identificagdes podem ser equivocadas (MONTEIRO, 2012; SILVA et
al., 2015). Assim, a identidade desses fungos pode ser determinada por sua
composi¢cao genética. Dessa forma, técnicas moleculares que utilizam o acido
desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic Acid - DNA), tém sido utilizadas com
sucesso na diferenciacdo de espécies de fungos patogénicos (MENEZES et al.,
2010; AIRES et al., 2018). Porém, essas técnicas sao trabalhosas, lentas,
complexas e dispendiosas, quando comparadas com técnicas microbiologicas

(AIRES et al.,, 2018). Assim como as técnicas descritas para analises de
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identificacdo de fungos, as estratégias bem conhecidas para quantificacdo de
micotoxinas, como CLAE e ensaios de imunoabsor¢caéo enzimatica (ELISA), que
sdo amplamente utilizadas, apresentam as dificuldades antes citadas (FEMENIAS
et al., 2021).

No que tange a diferenciagao entre as espécies de fungos produtores de
micotoxinas em milho, existe a necessidade de uma técnica rapida, nao destrutiva
e que possibilite a diferenciagcédo entre as principais espécies de Fusarium
produtoras de micotoxinas no milho e a identificagdo e a quantificagcéo delas.

Nos ultimos anos, os meétodos analiticos modernos utilizam técnicas
instrumentais capazes de realizar medidas em amostras sodlidas, liquidas ou
gasosas, empregando pouco tratamento quimico reduzindo, assim, o tempo de
analise e a quantidade de residuos gerados (SOARES, 2016). Técnicas de
reflectdncia ou espectroscopia de transmitancia, seja no visivel (VIS) ou
infravermelho préoximo (NIR) foram utilizados com sucesso para detecgédo de
contaminagao fungica e toxinas em cereais (DEL FIORE et al., 2010).

A tecnologia de imagens hiperespectrais no infravermelho proximo
(Hyperspectral image - HSI) € um método rapido, eficaz, ndo invasivo, que n&o
utiliza produtos quimicos, e que tem sido empregada na caracterizacdo de
diversas variaveis de qualidade de cereais e oleaginosas (WILLIAMS et al., 2012;
SENTHILKUMAR et al., 2017). Esta técnica pode ser utilizada em laboratorios
microbiolégicos como instrumento de triagem/rastreio rapido de amostras
contaminadas por fungos, identificando e distinguindo os patdégenos. Testes
subsequentes, como estratégias eficientes para separar amostras contaminadas e
sem contaminagcao podem ser realizados para deteccao e identificagado de outros
compostos, como as micotoxinas, evitando a entrada dessas na cadeia alimentar
dos consumidores (BEZUIDENHOUT, 2018; FEMENIAS et al., 2021). A aplicacao
dessa técnica pode ser uma estratégia rapida e de baixo custo para discernir
entre lotes de amostras livres e contaminados com micotoxinas, avaliando,
prevenindo no consumo desses alimentos (FEMENIAS et al., 2021).

Nos ultimos anos, a tecnologia HSI-NIR, comegou a ser utilizada para a
deteccdo da contaminagao do milho por fungos patogénicos, como Fusarium e na
deteccao e quantificagdo de micotoxinas produzidas por espécies desse género
(WILLIAMS et al., 2010).
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Além da deteccao precoce de fungos e de micotoxinas, métodos
alternativos de controle de fungos toxigénicos em alimentos e que gerem menor
impacto ao ambiente, a saude humana e animal tém sido largamente
recomendados. Estudos tém mostrado que, o consumo brasileiro de agrotoxicos é
equivalente a 20% de todo agrotéxico produzido mundialmente e, em 2016 as
vendas brasileiras corresponderam a mais de R$ 184 bilhdes (HALFELD-VIEIRA
et al.,, 2016; de MORAES, 2019). Embora o uso de defensivos quimicos para
controle de doengas na agricultura tenha se intensificado nas ultimas décadas,
esses podem acarretar riscos ambientais e toxicologicos, além de apresentarem
elevados custos (BETTIOL et al., 2014). Esses efeitos tém impulsionado as
buscas por formas alternativas de controle de doengcas em plantas. Apesar da
descoberta de novas moléculas com a toxicidade reduzida e biodisponibilidade
aumentada, a busca por novos agentes antifungicos mais sustentaveis é
necessaria. As plantas sdo os principais resursos para produtos naturais que
possuem grande potencial antimicrobiano, o uso desses produtos naturais como
agente antifungico consiste em uma alternativa de interesse econdmico e
ecologico bastante promissor. As plantas sdo potenciais produtoras de compostos
antifungicos devido a sua extensa capacidade biossintética (SCORZONI et al.,
2016).

Nesse sentido, os compostos fendlicos tém sido relatados como eficientes
agentes antibacterianos (SERRANO et al., 2009). Entre as plantas fontes desses
compostos, o sorgo tem se destacado devido ao seu conteudo e diversidade de
fendlicos, os quais concentram-se, especialmente, no pericarpo dos graos. O
sorgo é um cereal de grande importancia alimentar em todo o mundo e rico em
fitoquimicos como, os acidos fendlicos, os taninos, as antocianinas, o0s
policosandis e os fitoesterdis (AWIKA e ROONEY, 2004; OLIVEIRA et al., 2017).
Além disso, estudos recentes demostraram que o sorgo possui efeitos
antioxidantes, anticarcinogénicos e agentes redutores de colesterol entre outros
(OLIVEIRA et al.,, 2017). Entretanto, ha pouca informagcdo sobre os efeitos
antimicrobianos dos compostos fendlicos do sorgo.

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi utilizar a tecnologia de imagens
hiperespectrais de infravermelho préximo para desenvolver um método para

classificagdo de fungos do género Fusarium, e um modelo para quantificacéo de
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fumoninas, bem como analisar a atividade antifUngica de compostos fendlicos

obtidos de graos de sorgo sobre o desenvolvimento de Fusarium verticillioides.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A cultura do milho

O milho (Zea mays L.), pertence a familia Poaceae (Gramineae) e € uma
planta herbacea que apresenta carater mondico e robusto, além de possuir ciclo
anual com, praticamente, 100% de reprodugdo cruzada (GOMES et al., 2011;
CRUZ, 2013). A sua semente € composta pelo pericarpo (camada externa,
composta de fibra), embrido (composto pelo cotilédone, epicétilo e radicula) e
endosperma (BELTRAO, 2011; CRUZ, 2013). O endosperma corresponde a 75—
80% do grao e seus principais constituintes sdo amido e proteinas (GASPERINI,
2011).

O milho € um alimento nutritivo cuja composi¢éo inclui as vitaminas A e
do complexo B, proteinas, carboidratos, gorduras, ferro, calcio, amido e fosforo
(CRUZ, 2010). O ciclo produtivo do milho compreende cinco etapas: germinagao
e emergéncia, crescimento vegetativo, florescimento, frutificacdo e maturidade
(CRUZ, 2013).

O milho é amplamente cultivado e consumido em todo o mundo. Os
Estados Unidos, a China e o Brasil sdo os paises que apresentam maior
produgado e consumo (SILVA et al., 2015). De acordo com a estimativa do décimo
levantamento da safra 2020/2021, no ranking mundial de produgcédo de milho, o
Brasil ocupa o terceiro lugar, com 109,0 milhdes de toneladas, precedido apenas
pelos Estados Unidos e China, com producdo de 360,3 e 260,7 milhdes de
toneladas, respectivamente. Referindo-se ao consumo, o Brasil € o quarto pais
com maior consumo deste cereal, com 70,0 milhdes de toneladas e os Estados
Unidos, a China e a Unido Européia, se apresentam no topo do ranking com
305,5; 289,0 e 77,0 milhdes de toneladas consumidas, respectivamente (FIESP,
2021).

No Brasil, o milho ocupa o segundo lugar no ranking dos cereais em
termos de produgdo, superado apenas pela soja (CONAB, 2021). Segundo a
Companhia Nacional de Abastecimento (2021), as estimativas da safra de
2020/2021 sao de 19,0 milhdes de hectares de area total cultivada, com producéao

de 102,4 milhdes de toneladas e produtividade média de 5,5 mil kg/hectare.
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Conforme descrito na Tabela 1, a Regido Sudeste é a terceira maior
produtora de milho no Brasil, perdendo apenas para as Regides Sul e Centro-
Oeste (CONAB, 2021).

Tabela 1: Comparativo de produgao — Milho safra 2020/2021.

Regido/UF Produgéao (mil ton)
Norte 3307,2
Nordeste 7981,6
Centro-Oeste 59263,7
Sul 22525,5
Sudeste 12403,6

Adaptacao do 5° Levantamento de safra de graos (CONAB, 2021).

O milho tem alta relevancia na economia brasileira, devido aos seus
diversos usos, destacando-se a alimentagdo humana e a animal (CRUZ, 2013).
Esse cereal é utilizado como matéria-prima para fabricacdo de diversos produtos,
inclusive nas industrias de alta tecnologia, como a farmacéutica e na produgéo de
etanol, papéis, adesivos, fiimes e embalagens biodegradaveis (PAES, 2008;
CANCELLIER et al., 2011).

3.2 Principais fungos de ocorréncia em graos de milho

Com ampla distribuicdo geografica e grande importancia econémica os
fungos sdo microrganismos utilizados em diversas areas como, a produgao de
alimentos, farmacos, enzimas e acidos orgéanicos (SILVA et al., 2015). Porém,
alguns fungos s&o patogénicos para plantas e deterioradores de alimentos, o que
gera grande preocupacao nas industrias alimenticias e na saude publica, pois
podem causar redugao no valor nutritivo dos alimentos, produgdo de metabdlitos
secundarios toxicos e doengas em humanos e animais (SILVA et al., 2015).

O milho € uma cultura suscetivel ao ataque e ao desenvolvimento de
fungos patogénicos causadores de diversas doengas. Além disso, a infecgéo
fungica pode comprometer direta e indiretamente a qualidade dos graos de milho
e seus derivados, reduzindo sua qualidade sanitaria e fisica e interferindo na sua
classificagdo comercial (CASTRO, 2011; BENTO et al., 2012).

Alguns danos causados pelos fungos sdo: o emboloramento visivel, a

descoloragao, o odor desagradavel, o aquecimento, a perda de matéria seca, as
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mudancgas quimicas e nutricionais e a producdo de compostos téxicos, que
tornam os graos de milho impréprios para o consumo humano e animal (BENTO
et al., 2012).

Os fungos patogénicos podem infectar o grao, tanto antes quanto apds a
colheita e sao denominados, respectivamente, de fungos de campo e de
armazenamento (SILVA et al., 2015). Entre os principais fungos presentes no
campo e que sao encontrados em colmos, sementes e folhas do milho estao,
Stenocarpella maydes (Diplodia maydes), Stenocarpella macrospora (Diplodia
macrospora), Fusarium verticillioides, Fusarium subglutinans, Fusarium
graminearum, Fusarium sporotrichioides, Cephalosporium spp, Colletotrichum
graminicola, Bipolares maydes, Alternaria spp.,Rhizopus spp., Trichoderma spp. e
Gibberella zeae (SANTIN et al., 2004; ALVES et al.,, 2012). As espécies dos
géneros Aspergillus e Penicillium s&o os principais contaminantes do milho na
secagem e no armazenamento (HERMANNS et al., 2006). Alguns fungos sao
chamados de intermediarios, pois se desenvolvem em grdaos maduros ou
imaturos, desde que o periodo esteja préximo do armazenamento ou da pdés-
colheita. Esse grupo compreende os fungos dos géneros Epicoccum, Nigrospora
e Papularia (FIGUEIRA et al., 2003).

Os fungos que mais acometem e se destacam por serem responsaveis
pelas principais doengas causadas no milho, provocando deterioragédo dos graos
pertencem aos géneros Fusarium, Aspergillus e Penicilllum (CASTRO, 2011,
BENTO et al., 2012).

Entre os fungos fitopatogénicos, o género Fusarium é conhecido como um
dos mais importantes patégenos de plantas do mundo e tem recebido grande
atencao devido a sua alta incidéncia e capacidade de produgdo de micotoxinas,
provocando contaminacdo de alimentos e, assim, comprometendo a seguranca
alimentar (PASQUALI et al., 2016). Dentre as principais espécies fitopatogénicas
do género estao, F. verticillioides e F. graminearum, as quais sao capazes de
produzir uma grande variedade de micotoxinas no milho como, Fumonisinas e
Fusarinas (F. verticillioides) e Desoxinivalenol (DON) e Zearalenona (ZEA) (F.
graminearum), que podem causar danos a saude humana e animal (PASQUALI et
al., 2016). Além disso, sdo as principais espécies associadas a reducido de
produtividade de milho, resultando em danos na qualidade dos grédos (KUHNEM
JUNIOR et al., 2013).
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3.2.1 Fusarium spp.

Os fungos do género Fusarium pertencem ao Reino Fungi, ao Filo
Ascomycota, a Classe Sordariomycetes, a Ordem Hypocreales e a Familia
Nectriaceae e foram descritos e classificados pela primeira vez em 1809 pelo
micélogo alemao Link (BOEIRA, 2012; MACIEL, 2012). Esse género possui uma
grande diversidade de espécies fitopatogénicas, endofiticas e sapodbrias do solo e,
assim como outros fungos, sua dispersdao pode ocorrer através de seus
propagulos pela chuva, vento e animais (BOEIRA, 2012).

O género Fusarium possui ampla distribuicdo geografica e é encontrado
em todos os tipos de solos, onde podem permanecer sob a forma de
clamidésporos ou como hifas, ou associado com diversas espécies de vegetais,
colonizando geralmente ramos, folhas, frutos e inflorescéncias (MENEZES et al.,
2010; MILANESI, 2012). Ocorre, predominantemente, nas regides tropicais e
subtropicais e, também, nas regides temperadas sob condi¢des de clima frio
(BOEIRA, 2012; FRIAS, 2014).

O Fusarium é um dos principais géneros de fungos que acometem o grao
de milho e sua distribuicdo pode estar associada aos diferentes tipos de clima, a
vegetacao, a microbiota, ao tipo de solo e aos nutrientes (MILANESI, 2012). Esse
género apresenta aproximadamente 775 espécies e subespécies, sendo que
algumas ocorrem com maior frequéncia, pois, possuem ampla adaptacéo a
diferentes condicbes ambientais, enquanto outras sdo especificas de certos
ambientes (MACIEL, 2012; MILANESI, 2012; FRIAS, 2014). Esses fungos
caracterizam-se por possuirem crescimento rapido, colénias com coloragoes
palidas e coloridas e micélio aéreo e ramificado (MARTINS, 2005).

O tamanho e a forma dos esporos sao as principais caracteristicas para o
reconhecimento das espécies de Fusarium (SANDOVAL, 2010). Os microconidios
e 0s macroconidios sao as duas principais formas de esporos de Fusarium
(MARTINS, 2005). Os microconidios sdo comumente unicelulares, uninucleados e
fusiformes, enquanto os macroconidios mais comuns sao multicelulares, porém,
cada célula apresenta somente um nucleo (SANDOVAL, 2010).

Varias doengas em plantas podem ser associadas as espécies do género
Fusarium como, podridao das raizes, caules e frutos (MENEZES et al., 2010). As

principais espécies patogénicas de Fusarium que sdo encontradas na cultura do
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milho e seus subprodutos sao F. verticillioides e F. graminearum (Figura 1). Estas

espécies causam diversas doencas, podendo levar a reducdes na produtividade e
na qualidade dos gréos (KUHNEM JUNIOR et al., 2013). Fusarium verticillioides

€ a espécie que apresenta maior associagdo com os alimentos (CASTRO, 2011).

Figura 1-1.1 Fusarium verticillioides em microscopia eletrénica. (a) Monofialides
com cadeias de conidios; (b-d) conidiéforos e microconidios; (e-g) macroconidios.
Fonte: NICOLAU, 2014. 1.2 Fusarium graminearum na superficie abaxial das
glumas de trigo. (a-b) e (e-f) microscopia eletrbnica de varredura: a) microconidio
germinando e b) hifas em contato com um estoma; e) hifas subcuticulares sob
hifas mais finas crescendo acima da superficie cuticular; f) macroconidio em um
conidiésporo; (c-d) micrografias de campo claro de superficies abaxiais em
amostras coradas com algodao-blue lactofenol: Hifas espessadas e ramificadas.
Fonte: PRITSCH et al., 2000.

Associado as inumeras doengas em todas as fases de desenvolvimento
do milho F. verticillioides e F. graminearum sao causadores de danos em
plantulas e podriddo da raiz, do colmo e da espiga, além de deteriorar grdos no
armazenamento (BORDINI et al., 2013). Entretanto, a infeccdo pode ocorrer de
forma assintomatica, ndo ocasionando doencgas visiveis, relagdo chamada de
endofitica (BORDINI et al., 2013).

F. verticillioides contamina o milho, principalmente por meio da infecgao
dos estigmas pelos conidios disseminados pelo ar ou pela agua, porém, a

contaminagao também pode ocorrer por meio da circulagao sistémica caulinar, em
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que a doenca se estabelece na semente chegando a espiga e graos, pela raiz
atingindo os graos por meio do colmo e espigas, e através de ferimentos
causados por insetos (BORDINI et al., 2013). E uma espécie frequentemente
encontrada em sementes e grdos de milho em todo o territorio brasileiro,
enquanto o F. graminearum €& mais comumente encontrado na regido sul do pais
(STUMPF et al., 2013).

De acordo com estudos filogenéticos, o complexo de F. graminearum
abrange pelo menos 15 espécies, e podem infectar as espigas de milho através
de macroconideos ou ascosporos que penetram os graos de espigas expostas ou
danificadas por insetos, roedores e passaros (SARVER et al., 2011; HARRIS et
al., 2016). Além disso, podem produzir conidios assexuados que infectam as
raizes das plantulas, causando podriddo da raiz, porém, dependendo do
desenvolvimento e do local da infecgdo, podem, também, provocar podriddo do
caule e da espiga do milho (MUNKVOLD & WHITE, 2016). A germinagao dessa
espécie ocorre entre 6-12 horas apés contato com a planta, formando uma rede
de hifas que crescem de forma assintomatica (HARRIS et al., 2016).

Entre os fungos fitopatogénicos, Fusarium, principalmente das espécies
F. verticillioides e F. graminearum, tém recebido grande atencao devido a alta
capacidade de sintese de micotoxinas altamente téxicas, como as fumonisinas e
a fusarina C (F. verticillioides), e o desoxinivalenol (DON) e a zearalenona (ZEA)
(F. graminearum) (PASQUALI et al., 2016).

3.3 Micotoxinas em milho

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios toxicos produzidos por
fungos filamentosos. Sao compostos nao-essenciais ao desenvolvimento do
fungo, que sao formados no estagio final da fase exponencial de crescimento, em
geral, quando se tem o acumulo de metabdlitos primarios usados como
precursores (MAZIERO & BERSOT, 2010; BOEIRA, 2012; ZAMARIOLA, 2016). A
origem do termo micotoxina vem da palavra grega “mykes”, que significa fungos,
e do latim “toxicum” que se refere a toxina (PELUQUE, 2014).

Varias espécies de fungos toxigénicos sao responsaveis pela sintese das
micotoxinas que podem contaminar o alimento durante a produgéo,

processamento, armazenamento e estocagem (SILVA et al., 2015). Na literatura
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sao descritas mais de 300 tipos de micotoxinas, envolvendo distintos
heteroatomos e grupos funcionais (ZAMARIOLA, 2016).

As micotoxinas sdo encontradas em uma extensa variedade de alimentos,
principalmente em produtos agricolas como, milho, trigo, cevada, sorgo, arroz,
entre outros, que fazem parte da dieta alimentar de animais e humanos (MOTTA
et al., 2015). Essas substancias tém causado grande preocupagédo sendo motivo
de estudos em todo o mundo, uma vez que podem ocasionar sérios danos na
saude humana e animal e por serem de dificil controle e termoestaveis
(NICOLAU, 2014). Além disso, s&o responsaveis por grandes perdas econdmicas,
principalmente nos setores agricola e pecuaria (ZAMARIOLA, 2016).

A exposigcdo dos seres humanos as micotoxinas ocorre pela ingestao de
alimentos e de seus produtos contaminados, bem como pelo consumo de
produtos derivados dos animais, como leite, queijos, carne, entre outros (BOEIRA,
2012). A ingestdo de produtos contaminados com micotoxinas pode acarretar
sérios problemas a saude humana e animal. Essas doencas sao denominadas
micotoxicoses, cuja gravidade depende de fatores como, grau de exposigéo,
toxidade da micotoxina, idade e estado nutricional do individuo (ZAMARIOLA,
2016). As doencgas variam de acordo com a micotoxina e seus efeitos sdo nao
contagiosos e nao infecciosos, ja que sao relacionados a contaminagao por
alimentagao (CRUZ, 2010).

As micotoxicoses podem gerar doengas agudas ou cronicas e seus sinais
e sintomas podem incluir lesées na pele, sintomas de hepatotoxicidade,
nefrotoxicidade, hematotoxicidade, neurotoxicidade, genototoxicidade, podendo
levar a morte rapida ou a formacédo de tumores (PEREIRA & SANTOS, 2011;
BOEIRA, 2012). Além desses efeitos, as micotoxinas podem ser mutagénicas,
carcinogénicas, teratogénicas e imunossupressoras (BOEIRA, 2012).

Uma mesma micotoxina pode ser produzida por diferentes espécies de
fungos, e um fungo pode também produzir varios tipos de micotoxinas. As
principais espécies de fungos produtores de micotoxinas pertencem aos géneros
Aspergillus, Penicillium e Fusarium (MAZIERO & BERSOT, 2010; BENTO et al.,
2012). Esses fungos sao produtores das principais micotoxinas encontradas em
alimentos e que sado denominadas de aflatoxinas, ocratoxinas, zearalenona,

fumonisinas, patulina e deoxinivalenol (CRUZ, 2010).
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3.3.1 Fumonisinas

As fumonisinas sdo produzidas, principalmente, pelo género fungico
Fusarium e, por apresentarem ampla distribuicdo, grande ocorréncia e alta
toxicidade, s&o consideradas as mais importantes dentre as micotoxinas
produzidas por esses fungos (COSTA et al., 2014).

A contaminacao pela espécie F. verticillioides € muito comum no periodo
de pré-colheita, sendo encontrada com maior frequéncia em grdos recém-
colhidos, apresentando niveis de contaminacédo de até 100% (BARROSO, 2013;
CONCEICAO, 2015). Entretanto, outras espécies do género Fusarium também
sao produtoras de fumonisinas: F. proliferatum, F. nygamai, F. anthophilum, F.
dlamini, F. napiforme, F. subglutinans, F. polyphialidicum e F. oxysporum (CRUZ,
2010).

Até o momento foram caracterizadas e isoladas 28 moléculas analogas
de fumonisinas, sendo B1, B2 e B3 as que ocorrem com maior frequéncia.
Entretanto a B1 €& considerada a mais toxica e abundante, constituindo
aproximadamente 70% da concentragdo total de fumonisinas (MIGUEL et al.,
2015). As fumonisinas sao as micotoxinas mais comumente encontradas em
milho e seus derivados, sendo relacionada a severas doengas em animais e
humanos devido ao consumo do produto contaminado (PELUQUE, 2014).
Algumas doencgas tém sido associadas a presenga de fumonisinas em alimentos,
como cancer de eséfago em humanos, leucoencefalomalacia em equinos e
coelhos, edema pulmonar e hidrotérax em suinos, e efeitos hepatotdoxicos e
carcinogénicos em camundongos (ROCHA et al., 2014).

Por ser uma micotoxina termoestavel, a fumonisina pode permanecer em
grande parte dos cereais, mesmo apds ser submetida a diferentes tipos de
processamento (PELUQUE, 2014).

3.4 Métodos tradicionais para identificagao de fungos e micotoxinas

As técnicas convencionais de identificacdo de fungos sdo baseadas na
combinagdo de analises microscopicas e morfolégicas do crescimento do
microrganismo em cultura. Porém, sédo analises demoradas e que requerem um

alto nivel de conhecimento profissional.
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Esses métodos tradicionais sdo de extrema importancia para uma
identificacao inicial dos fungos, sendo que, tanto as caracteristicas fisicas quanto
as fisiolégicas, utilizadas como marcadores morfoldégicos para distinguir as
espécies de Fusarium (CARVALHO, 2017). Entretanto, a possibilidade de
equivoco na identificagdo, utilizando essa técnica é alta, pois, o numero de
caracteres para distinguir as espécies € muito pequeno e a expressao deles pode
ser pelo do ambiente (CARVALHO, 2017).

O uso das técnicas moleculares baseadas na caracterizacdo de acidos
nucléicos tem possibilitado uma precisa diferenciacao de espécies e até mesmo
variagbes dentro de espécies de fungos filamentosos, bem como redugédo no
tempo de analise (CARVALHO, 2017; MILLER & ASSI, 2013). As técnicas
moleculares mais usadas sdo as que empregam a reagdo em cadeia da
polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) incluem varias modalidades
como, reacao em cadeia da polimerase simples, transcriptas e reversa, multiplex,
nested em tempo real e outras, polimorfismo do tamanho do fragmento de
restricdo (Restriction Fragment Length Polymorphism - RFLP), amplificacao
circular isotérmica (Loop-mediated isothermal amplification-LAMP) e microarranjo
(KOLJALG et al., 2013).

A técnica PCR é rapida e eficiente e se baseia na amplificagcao
exponencial artificial (in vitro) de um fragmento de &cido desoxirribonucleico
(Deoxyribonucleic Acid — DNA). Esse método compreende trés fases: i)
desnaturagao - em que ocorre a separagao da dupla hélice do DNA por meio de
aquecimento, originando duas cadeias separadas; ii) Hidratagdo — onde a
temperatura é reduzida de modo que ocorra ligagdo entre os iniciadores; iii)
Extensdo do DNA — a temperatura é elevada e a enzima DNA polimerase é
ativada reconhecendo os sitios de ligagao entre os iniciadores e o DNA alvo. Ao
final do método tém-se duas novas cadeias de DNA para cada alvo e, a partir de
cada molde sao geradas mais duas cadeias novas, levando ao crescimento
exponencial da amostra (PELT-VERKUIL et al., 2008).

Outras técnicas de PCR, como PCR em tempo real (Real time PCR -
gPCR) apresenta alta especificidade, sensibilidade e rapidez, combinando a
amplificacdo do DNA com imediata deteccdo de fluorescéncia permitindo a
quantificacédo do DNA (SOUZA, 2014).
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O sequenciamento de DNA ¢é outra técnica que tem sido muito utilizada
na diferenciacdo de espécies de fungos. E um método que pode oferecer uma
diferenciagdo mais objetiva do que outras técnicas convencionais. Essa técnica
envolve cinco etapas: i) preparagédo das amostras de DNA, ii) formagéo dos
fragmentos complementares a fita molde do DNA, iii) separacado dos fragmentos
por eletroforese em gel, iv) deteccao desses fragmentos e v) analise dos dados
(SOUZA, 2014; STURARO, 2018).

A técnica de microarranjo de DNA se tornou um método muito utilizado,
também, para a deteccao e analise de varios fungos patogénicos. Essa técnica é
utiizada para identificacdo de fragmentos de DNA e pode distinguir
simultaneamente um grande numero de microrganismos (CHOU et al., 2004;
CHOU et al.,, 2006; HUANG et al.,, 2006; MILLER & TANG, 2009; DILL &
GHINDILIS, 2009,).

As estratégias aplicadas para deteccdo de micotoxinas sdo amplamente
conhecidas, dentre essas, destacam-se os métodos cromatograficos, comumente
utiizados, baseados em colunas de imunoafinidade e o0s ensaios
imunoenzimaticos (FEMENIAS, 2021).

As colunas de imunoafinidade, como fase de extragdo das micotoxinas, &
uma das técnicas de separagdo mais utilizadas, pois aumentam a seletividade
dos métodos de analise mais comuns. As colunas de imunoafinidade apresentam
anticorpos especificos para cada tipo de micotoxina. Essa técnica apresenta alta
especificidade, recuperacao, simplicidade e um melhor limite de detecgcao
(PEREIRA et al., 2014). A técnica apresenta vantagens como interagao especifica
anticorpo — analito e rapidez na analise. Porém, alguns pontos sdo destacados
negativamente, como a possibilidade de interacdo dos anticorpos com outras
micotoxinas nao especificas da coluna, além de ser uma técnica dispendiosa e
que permite apenas uma unica utilizagcao da coluna (PEREIRA et al., 2014).

Técnicas de imunoensaios sao baseadas na interagdo antigeno-anticorpo.
Atualmente ELISA é a técnica mais utilizada, baseada em um teste que possui
anticorpo  especifico para certa micotoxina, apresentando resultados
semiquantitativos através de coloracdo (PEREIRA et al., 2014). Apresenta
vantagens como a rapidez, o baixo custo e a simplicidade de uso, por ser portatil

e de facil execucédo (PLEADIN et al., 2012). No entanto, apresenta desvantagens,
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como, reatividade cruzada para outras micotoxinas e uso unico dos kits, o que
pode aumentar os custos de triagem (PEREIRA et al., 2014).

Recentemente, técnicas cromatograficas como o LC acoplado ao MS tém
sido mais utilizadas. Esse método possibilita a identificacdo e a quantificacdo
simultaneas, mesmo que em niveis baixos, de quase todas as micotoxinas, porém
€ um método dispendioso e que necessita de profissionais capacitados (PEREIRA
et al., 2014). Por se tratar de uma técnica com alta especificidade, varios métodos
de CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) com detecg¢ao por ultravioleta
(UV) ou FLD foram adotados como técnicas em métodos oficiais ou padrao pela
AOAC International e pelo Comité Europeu de Padronizacdo (CEN) para

quantificar micotoxinas em cereais (PASCALE, 2009).

3.5 Espectroscopia no Infravermelho Préoximo

Os métodos tradicionais para a identificagdo de fungos requerem a
utilizacdo de diversos produtos quimicos e consumiveis laboratoriais, a
necessidade de profissional qualificado, equipamentos sofisticados e
infraestrutura laboratorial e, normalmente, sdo métodos destrutivos para as
amostras (SENTHILKUMAR et al., 2016).

Uma busca por métodos alternativos para a identificagdo de fungos fez
com que pesquisadores desenvolvessem técnicas rapidas, econdmicas, ndo
destrutivas e livres de substancias quimicas. Dentre eles, se destaca a
espectroscopia no infravermelho préximo (SENTHILKUMAR et al., 2016).

A espectroscopia no Infravermelho Proximo (Near Infrared Spectroscopy -
NIR), empregada com tecnologia analitica, € capaz de ser aplicada para
determinar diversos atributos quimicos, fisicos e microbiolégicos e tem sido
utilizada em diversos laboratorios por apresentar uma alta precisao, baixo custo
operacional, rapidez, além de ser livre de residuos quimicos, diferentemente das
técnicas tradicionais que podem ser bastante dispendiosas, demoradas e com
alto consumo de reagentes (GONTIJO NETO et al., 2012; ALMEIDA et al., 2015;
ALMEIDA et al., 2016; PASQUINI, 2018).

Como técnica, ela compreende a interagdo de ondas eletromagnéticas na
faixa de 780 a 2500nm, com a matéria gerando uma resposta espectral
caracteristica do modo de medida (OLIVEIRA et al., 2015; GUIMARAES, 2016).



35

As absor¢des na regido do NIR ocorrem principalmente devido as bandas
sobretons e combinacbes de vibragdes moleculares fundamentais entre as
ligagbes X-H (X=C,N,O,S), (PASQUINI, 2018). A quantificacdo de analitos
utilizando a técnica do NIR é possivel quando associada com métodos de
calibracdo multivariada (ALMEIDA et al., 2015).

3.5.1 Imagem Hiperespectral de Infravermelho Proximo (HSI — NIR)

O desenvolvimento da técnica de imagem espectral de infravermelho
proximo € uma evolugdo na area de analises de alimentos, sendo um método
rapido e livre de produtos quimicos (SENTHILKUMAR et al., 2016). Esse método
tem sido usado, cada vez mais, na identificacdo e deteccdo de fungos
patogénicos e micotoxinas em alimentos (WILLIAMS et al., 2012d; CHU et al.,
2018). A tecnologia HSI-NIR é capaz de fornecer dados espectrais e espaciais,
oferecendo medi¢cdes da amostra inteira e incorporando a localizagcdo, por
exemplo, do contaminante (WILLIAMS et al., 2012d; SENTHILKUMAR et al.,
2016).

A tecnologia HSI-NIR é um sistema analitico e foi utilizado pela primeira
vez por Goetz et al. (1985) em um levantamento da superficie da Terra, através
de técnicas de sensoriamento remoto e que, posteriormente, foi implantado em
diversos campos, principalmente na area agricola (WILLIAMS et al., 2012;
BEZUIDENHOUT, 2018). Essa técnica espectroscopica conjuga imagem
(espacial, plano x e y) e espectroscopia (espectral, z), formando imagens
tridimensionais que podem apresentar mais de 100 comprimentos de ondas
distintos representando o espectro NIR em uma faixa pré-selecionada (WILLIAMS
et al., 2012; BEZUIDENHOUT, 2018).

A imagem é formada pela refletdncia da luz através da amostra criando
um sistema tridimensional de cubos de dados, chamados hipercubos, que
apresentam duas dimensdes espaciais (X e Y) e uma dimensao espectral (A)
(Figura 2) (BURGUER & GELADI, 2005; HUANG et al., 2014). Cada imagem é
formada por um conjunto de pontos conhecidos por pixels e quanto maior a
quantidade de pixels em uma determinada area, maior sera a resolucao dessa

imagem.
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Figura 2-Sistema tridimensional de cubos de dados. a) Uma HSI — NIR é um cubo
de dados que consiste em duas dimensdes espaciais (X e Y) e uma espectral (A),
onde cada pixel no intervalo da amostra pode ser representado como (b)
espectros da regido NIR do espectro eletromagnético. c) Os espectros podem ser
representados como espectros médios de um objeto na imagem. Fonte:
BEZUIDENHOUT, 2018.

O cubo de dados pode ser visto como uma série de espectros (um em
cada pixel) ou como uma linha de imagens (uma para cada A). A selecdo de um
unico pixel (com coordenada X, y) ao longo da dimensao Z ira mostrar o espectro
gravado nesta localizagao espacial especifica. A dimensao espectral representa
uma impresséo digital da amostra, cada pixel esta relacionado a um espectro que
atua como uma assinatura uUnica de uma amostra que permite associar os
constituintes do material e classificar os componentes presentes em uma amostra
(WILLIAMS et al., 2012; BEZUIDENHOUT, 2018).

A analise com a tecnologia HSI-NIR baseia-se em quatro etapas para
obtengcdo e processamento dos dados: i) aquisicdo das imagens, ii) pré-
processamento dos dados, iii) analise de imagem multivariada e iv) predicao,

conforme Figura 3 (DORREPAAL et al., 2016).
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Figura 3—Etapas do processamento de imagem do HSI-NIR. a) Aquisicdo de
imagem multivariada. b) Pré-processamento dos dados. c) Analise da imagem. d)
Predicdo da amostra. Fonte: Adaptado de DORREPAAL et al. (2016).

3.5.1.1 Aquisicao de imagem

A forma de obtencdo dos espectros nos equipamentos de imagens
hiperespectrais € muito semelhante aos espectrémetros convencionais. O sistema
de HSI é baseado na instrumentacdo basica que se faz importante na aquisicao
das imagens de forma que as mesmas se apresentem confiaveis e com alta
qualidade (WU et al., 2013). A instrumentagédo basica compreende: uma fonte de

luz; monocromador, o sistema de filtragem; detector e um software de controle.

3.5.1.1.1 Fonte de Luz

Existem dois tipos de configuragbes de luz para obtengdo das imagens:
reflectancia e transmitancia. Na reflectancia, a fonte de luz esta acima da amostra
e a luz é entao refletida da superficie da amostra em dire¢cdo a camera, enquanto
na transmitancia, a luz passa através da amostra, em que a fonte de luz se
encontra sob a amostra (BURGUER, 2006).
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3.5.1.1.2 Monocromador

E considerado o nucleo do arranjo de dispersdo de luz, pois permite
selecionar e separar comprimentos de onda, além de relacionar-se com a
sensibilidade, implementacdo e transferéncia de calibragdo da imagem final
(BEZUIDENHOUT, 2018).

3.5.1.1.3 Detector

Existem trés detectores: telureto de mercurio-cadmio (MCT), sulfeto de
chumbo (PbS) ou arseneto de indio-galio (InGaAs), que sao sensiveis na regiao
NIR de 1100 - 2600 nm. As cameras comerciais de um sistema HSI possui um
desses detectores (GOWEN et al., 2007; BOLDRINI et al., 2012).

3.5.1.1.4 Configuragbes da Camera

Existem trés configuracbes basicas de cadmera que sido capazes de
controlar as posigdes ou medir a amostra através do espectrdmetro; essas
configuragbes sao utilizadas para obtencdo de um hipercubo (BEZUIDENHOUT,
2018).

“Whiskbroom” — a amostra é coletada ponto a ponto, apresenta uma alta
resolucao espacial de espectro. Um pixel é fotografado de cada vez, ou seja, um
espectro é coletado em uma unica localizacdo espacial e isso se repete até que
todos os pontos da amostra sejam obtidos (MANLEY, 2014; BEZUIDENHOUT,
2018).

‘Pushbroom” - € uma das configuragdes mais usadas. Sao adquiridas
imagens inteiras consecutivamente. O sistema visualiza uma linha inteira de
pixels de uma vez por meio do movimento entre a amostra e o detector (GOWEN
et al., 2015). E geralmente usado nas imagens hiperespectrais Vis-NIR e SWIR e
€ mais rapido que a varredura de pontos, porém, mudangas podem ocorrer nas
amostras devido ao tempo necessario para coletar os comprimentos de onda
(MANLEY, 2014).

“Stare down” — & o sistema que recolhe uma sequéncia de imagens de
toda a amostra, sendo um comprimento de onda de cada vez. Nessa
configuragcdo a amostra ndo € reposicionada para imagens adicionais (GOWEN et
al., 2015).
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3.5.1.2 Técnicas de pré-processamento

As imagens hiperespectrais apresentam pixels, ruido e informagdes de
segundo plano que podem ser indesejados. As técnicas de pré-processamento ou
pré-tratamento sao responsaveis pela remocdo dessas caracteristicas,
ressaltando as informagdes quimicas das amostras (AMIGO et al., 2013;
MANLEY, 2014). A aplicagdo de um pré-processamento possibilita uma melhora
na analise dos dados, como por exemplo, na analise exploratéria, na calibracéo e
desenvolvimento de uma modelagem de classificacdao (MANLEY, 2014).

Os métodos de pré-processamento mais comuns, como revisado por
Rinnan et al. (2009), incluem aqueles de normalizagdo, derivadas, corregao
multiplicativa do sinal (Multiplicative Scatter Correction — MSC) e variagao normal
do sinal (Standard Normal Variate — SNV). Dentre esses métodos, os pré-
processamentos MSC, SNV e derivadas sao os mais conhecidos por terem
capacidade de corrigir distorgdes espectrais, como o espalhamento de luz e

deslocamentos de linha de base.

3.5.1.3 Analise Multivariada de Imagem

Uma imagem hiperespectral compreende uma quantidade enorme de
dados de uma amostra e pode consistir em até 200.000 espectros gerando um
problema para a analise desses dados. Nesse aspecto, a técnica de analise
multivariada de imagens (Multivariate Image Analysis - MIA) se faz necessaria
para explorar e reduzir a grande quantidade de dados (MANLEY, 2014,
BEZUIDENHOUT, 2018).

Varios algoritmos podem ser usados para facilitar esse processo e extrair
as informagdes uteis de um determinado conjunto de dados, para fins de
classificacao, por exemplo.

A classificagéo envolve a tentativa de utilizar as medidas de um conjunto
de amostras e verificar se existe relagdo entre algumas propriedades das
amostras e os dados analiticos. Em seguida, recorre-se a um modelo matematico,
que apos ser construido, é utilizado para determinar a origem de uma amostra
desconhecida. A classificagdo envolve determinar se uma amostra pertence a um

ou mais grupos predeterminados. Estes métodos sdo chamados supervisionados,
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pois eles exigem algum tipo de informagao prévia sobre a origem das amostras
utilizadas para construir o modelo, ao contrario dos nao supervisionados, tais
como a analise de componentes principais (Principal Component Analysis — PCA)
(BURGER, 2006, BEZUIDENHOUT, 2018).

3.5.1.3.1 Abordagem de analise

A andlise multivariada de imagem inclui dois tipos de abordagens
diferentes, por pixel e por objeto, que se distinguem pelo numero de dados
(espectros) utilizados durante os calculos (KUCHERYAVSKIY, 2013; WILLIAMS &
KUCHERYAVSKIY, 2016).

O método por objeto agrupa os pixels de uma imagem em clusters
separados, utilizando a média dos espectros como um ponto de dados, em
comparagao com a abordagem por pixels em que cada pixel representa um ponto
de dados com um espectro (KUCHERYAVSKIY, 2013).

3.5.1.3.2 Métodos néo supervisionados

A PCA é uma das técnicas nao supervisionadas mais conhecidas e
versateis utilizada para a analise de varios conjuntos de dados. Esse método é
normalmente utilizado antes de outras técnicas multivariadas a serem aplicadas,
uma vez que tem a capacidade de mostrar as principais fontes de variabilidade e
distribuicdo de elementos em uma unica imagem (GOWEN et al., 2007; AMIGO et
al., 2013).

3.5.1.3.3 Métodos supervisionados

A regressao e a classificacdo sdo métodos supervisionados, em que a
principal diferenca entre eles estda no formato da variavel de saida. Na
classificagdo, uma variavel é classificada com base em uma categoria pré-
determinada, enquanto os métodos de regressdo geram um valor real como uma
variavel de saida.

Alguns dos métodos de regressédo incluem: regressdo por minimos
quadrados parciais (Partial Least Squares Regression - PLSR), regressdo por
componentes principais (Principal Component Regression - PCR) e regressao
linear multipla (Multiple Linear Regression - MLR) (WILLIAMS, 2013).
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Andlise discriminante por minimos quadrados parciais (Partial Least
Squares Discriminant Analysis -PLS-DA) e andlise discriminante linear (Linear
Discriminant Analysis - LDA) s&o dois métodos de classificagdo, frequentemente
utilizados nas analises de imagens hiperespectrais. Os métodos de classificagao
identificam os objetos presentes em uma amostra, com base em suas principais
caracteristicas com a maior similaridade, utilizando estratégias supervisionadas
(BEZUIDENHOUT, 2018).

3.5.1.4 Predicao e Validacao

A predicdo e validagdo sao as ultimas etapas de um processo MIA
utilizando HSI-NIR. Ao construir um modelo de classificagao existe a necessidade
de avaliar a sua habilidade preditiva. Frequentemente, diversos autores recorrem
ao uso de parametros como: taxa de classificacdo correta, sensibilidade e
especificidade. Todos esses parametros podem ser determinados utilizando a
matriz de confusdo (LAVINE, 2009).

Usando uma nova imagem ou uma parte dos dados que nao foram
analisados anteriormente, os modelos de classificagcdo podem ser validados e
amostras desconhecidas podem ser previstas utilizando os modelos
desenvolvidos (BEZUIDENHOUT, 2018).

3.5.2 Aplicagoes da técnica HSI-NIR na classificagao de fungos

Os trabalhos com aplicagdo do método de Imagem Hiperespectral de
Infravermelho Proximo para identificagdo e classificacdo de fungos toxigénicos
encontrados na literatura sdo descritos a sequir.

Del Fiore et al. (2010) utilizaram a técnica de HSI-NIR a fim de detectar
fungos toxigénicos em graos de milho. Foram utilizadas cepas de Aspergillus (A.
flavus, A. parasiticus e A. niger), Fusarium (F. graminearum e F. verticillioides) e
Penicillium, que foram inoculadas em grdos de milho a 30 °C. O sistema HSI-NIR
(na faixa de 400 — 1000 nm) permitiu a deteccdo precoce de contaminantes
fungicos no milho a partir de 48h da inoculagao e incubagao para A. flavus e A.
niger. Os resultados mostram que a imagem hiperespectral € capaz de discriminar

rapidamente graos de milho comerciais infectados com fungos toxigénicos



42

quando os métodos tradicionais ainda nao sao eficazes. A discriminagao entre as
diferentes espécies de fungos foi possivel usando PCA e analise discriminante
(DA). No entanto, a utilizacdo de placas de Petri plasticas, que € conhecido por
absorver na regido NIR, poderia interferir potencialmente nos espectros fungicos
obtidos de um sistema HSI-NIR.

Chu et al. (2018) investigaram o potencial da imagem hiperespectral para
identificar caracteristicas de dois fungos produtores de aflatoxina, Aspergillus
flavus e A. parasiticus. As amostras foram avaliadas pelo método durante seis
dias e as imagens hiperespectrais foram realizadas diariamente. Pelo método
HSI-NIR foi possivel separar e identificar as amostras de A. flavus e A. parasiticus
no 1° dia de avaliagdo, com a taxa da classificacdo de 83,33% e 98,15%,
respectivamente.

Um estudo anterior realizado por Yao et al. (2008) também mostrou que a
diferenciagcdo dos fungos toxigénicos Fusarium verticillioides, Aspergillus spp.,
Penicillium chrysogenum e Trichoderma viride foi possivel no meio de cultura
batata—dextrose-agar (BDA), usando HSI-NIR. O estudo, no entanto, concentrou-
se em isolados fungicos de espécies muito diferentes que n&o estavam ligadas a
uma cultura alimentar especifica, mas sim a patégenos alimentares em geral.
Posteriormente, Yao et al. (2013) investigaram a diferenciacdo da infecgéo por
Aspergillus flavus em graos de milho como matriz. Verificou-se que a presenca de
infeccdo por A. flavus foi muito baixa, <100 ppb, para produzir boa precisdo de
classificagdo, embora amostras com >100 ppb tenham apresentado resultados
promissores.

Em estudo realizado por Kimuli et al. (2018) foi aplicado o método HSI-
NIR para avaliar as caracteristicas de crescimento de uma cultura mista de
Aspergillus niger, A. flavus, A. parasiticus, A. glaucus e Penicillium sendo imagens
desses fungos registradas durante seis dias. Foi observado, de acordo com as
imagens capturadas, que A. niger apresentou crescimento rapido, sobressaindo
aos dos outros fungos, sendo o resultado obtido através da classificacdo dos
fungos pelo método de HSI-NIR.

Estudo realizado por Aires et al. (2018) descreveu um novo método HSI —
NIR para classificar com preciséo e rapidez dois agentes etioldgicos do algodao,
de dificil identificagdo: Colletotrichum gossypii (CG) e C. gossypii var.
cefalosporioides (CGC). Foram utilizadas cinco cepas de CG e 46 de CGC
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isoladas de plantas e sementes de algodao doentes; os fungos foram incubados
por 15 dias a 25 °C, com fotoperiodo de 12 horas e, apds esse periodo, foram
capturadas as imagens das amostras. O método HSI-NIR combinado, com o
modelo de classificacdo SIMCA se mostrou eficiente para a identificagao rapida,
automatizada e nao destrutiva resultando na classificagdo de varias cepas de
fungos CG e CGC, com 95% de nivel de confianga.

Williams et al. (2012a) utilizaram a tecnologia de imagens hiperespectrais
no infravermelho préximo (NIR) para diferenciar trés espécies de Fusarium (F.
subglutinans, F. proliferatum e F. verticillioides) apos 72 ou 96 horas de
incubacado. De acordo com o trabalho foi possivel distinguir as espécies de
Fusarium e os resultados do PLS-DA mostraram uma precisao de classificagao
entre 16 e 47% de pixels corretamente previstos para F. verticillioides, 78 e 100%
para F. subglutinans e 60 e 80% para F. proliferatum.

Outro estudo realizado por Wiliams et al. (2012b) avaliou o
desenvolvimento fungico de Fusarium verticillioides em graos de milho em que,
aplicando os métodos PCA e PLSR sem pré-processamento, foi possivel
acompanhar o desenvolvimento das amostras fungicas ao longo do tempo.
Williams et al. (2012c) avaliaram o crescimento de trés espécies de Fusarium. As
imagens das colbnias foram capturadas em intervalos regulares apos a
inoculagdo até 55 horas. O HSI-NIR, combinado com a analise multivariada de
imagem (MIA), permitiu visualizar o crescimento fungico. Dessa maneira foi
possivel concluir que esse sistema é uma ferramenta poderosa para a avaliagao
das caracteristicas de crescimento de fungos.

Bezuidenhout et al. (2018), realizaram um estudo utilizando imagem
hiperespectral do infravermelho proximo (HSI-NIR) como uma ferramenta de
triagem rapida para distinguir patdgenos fungicos no laboratério. Este estudo
concentrou-se em determinar a possibilidade de diferenciar os principais agentes
patogénicos da podriddo da espiga do milho. Os isolados fungicos de quatro
patdgenos, comumente associados ao grao de milho, Fusarium verticillioides, F.
graminearum s.S., F. boothii e Stenocarpella maydis, foram semeados em meio
BDA, em triplicata, e incubados a 25 °C por cinco dias. As imagens foram
coletadas na faixa de 1000-2500 nm. Dois modelos de classificagdo (pixel e
objeto) foram comparados para determinar o melhor modelo. A partir do modelo

de classificacdo foi possivel diferenciar todos os patdgenos apds o 5° dia de
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crescimento. A classificacdo por objeto mostrou-se mais eficaz na distingdo dos
patégenos, com uma precisdo média de 93,75%. A tecnologia de imagens
hiperespectrais no infravermelho préximo permite, assim, distinguir com precisao

0s principais patdgenos da podridao da espiga do milho.
3.5.3 Aplicacoes da técnica HSI-NIR para quantificagcao de micotoxinas

Na literatura sdo encontrados trabalhos cientificos, os quais reportam
aplicagdes da tecnologia de imagens hiperespectrais em abordagens e problemas
especificos.

Senthilkumar et al. (2017) utilizaram a técnica de HSI-NIR para detectar
cinco niveis de concentragdo de ocratoxina em graos de trigo contaminados
artificialmente, utilizando duas cepas diferentes de Penicillium verrucosum. O
modelo de classificagdo com o método PCA e dados espectrais com recursos
estatisticos obteve 100% de precisdo, distinguindo os cinco niveis de
concentracédo de gréos de trigo contaminados por ocratoxina e, também niveis de
infeccdo dos gréos inoculados com P. verrucosum com precisdo acima de 98%,
além de distinguir graos sadios, contaminados com OTA e infectados com P.
verrucosum.

Estudo realizado por Femenias et al. (2020) teve como objetivo
padronizar um método para classificacdo de amostras e quantificacdo de
desoxinivalenol (DON) em graos de trigo naturalmente contaminados. Utilizando
como referéncia o método de analises por CLAE, o modelo de classificagao
utilizou PLS e obteve um RMSEP de 405 ug.kg™' e 1174 pg.kg” para um modelo
de validagédo cruzada e um por conjunto independente, respectivamente, e uma
precisao de 62,7%. Os resultados ndo se apresentaram extremamente precisos
para quantificacdo de DON, mas promissor para pesquisas subsequentes.

Femenias et al. (2021) avaliaram HSI-NIR para detectar DON em trigo,
em que todos os espectros foram pré-tratados e processados por PLS e LDA,
com RMSEP de 501 pg.kg'1 para DON, e precisao de 85,4% para o conjunto de
validagao.

Wang et al. (2014) avaliaram o potencial do HSI-NIR para detecgao de
contaminantes de aflatoxina B1 (AFB1) em grdos de milho. Os grdos foram

contaminados artificialmente, com diferentes concentragées (10, 20, 100 e 500
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ppb) e aplicadas na superficie dos graos. Com base no modelo de PCA e analise
fatorial discriminante (FDA) o modelo de classificagdo obteve uma preciséo de
88%, mostrando-se eficiente para detectar niveis de AFB1 mesmo em
concentragdes baixas, como 10 ppb, quando aplicadas na superficie dos graos.
Kimuli et al. (2018) realizaram trabalho parecido com a aplicagcdo de
concentragcbes de AFB1 (10, 20, 100 e 500 ppb) na superficie de 600 gréos de
milho, e os resultados com PCA apresentou acima de 96% de precisao.

Outro estudo realizado por Wang et al. (2015) objetivou detectar, através
da técnica de HSI-NIR, AFB1 em gréos de milho inoculados com Apergillus flavus
ainda no campo. Com a analise de PCA seguida de PCA inversa e secundaria, foi
possivel identificar a contaminagcédo por AFB1, com precisao de 100%, o método
foi comparado com a analise quimica do Aflatest®. Foram realizados testes de
verificacdo de reprodutibilidade do método utilizado e a precisdo de detecgdo
atingiu 92,3%, mostrando a eficiéncia da técnica HSI-NIR para detectar aflatoxina,
inoculada artificialmente no campo, em graos de milho.

Chu et al. (2017) utilizaram a técnica HSI-NIR para detectar AFB1 em 124
graos de milho de quatro variedades contaminados artificialmente no campo com
Aspergillus flavus. Foram aplicadas a normalizagdao e a analise de componentes
principais (PCA) para classificar qualitativamente os niveis de contaminagdo em
<20, 20 e 100 ppb, os modelos de calibracédo e validacdo obtiveram precisdo de
83,75% e 82,50%, respectivamente. Os resultados indicaram que a técnica de
HSI-NIR pode ser usada para classificar qualitativamente AFB1 em graos de
milho.

Trabalho realizado por Zhu et al. (2015) com grédos de milho
contaminados artificialmente com A. flavus teve como objetivo determinar a
concentracao de aflatoxinas através da técnica HSI-NIR. Analises dos espectros
médios foram avaliadas com PCA apresentando precisdo de 90% para o conjunto
de testes, quando utilizada a imagem hiperespectral a precisdo foi de 80%,
embora apresente uma precisao menor do que a de espectros meédios, a técnica
de HSI-NIR se mostrou promissora na detecc¢ao de aflatoxinas.

O estudo de Kandpal et al. (2015) também avaliou a contaminacao de
graos de milho por aflatoxinas através de HSI-NIR. Gréos de milho foram

inoculados com a micotoxina em niveis de 10, 100, 500 e 1000 pg.kg”. Com o
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modelo PLS-DA foi possivel detectar as amostras contaminadas com precisao de
96,9%.

Tekle et al. (2015) testaram a técnica HSI-NIR para detectar DON em
graos de aveia, que previamente foram analisados por um método referéncia. Foi
ajustado o modelo de calibragdo PLSR por validagdo cruzada e realizada a
previsao de valores de DON. De acordo com Tekle et al (2015) os resultados
mostraram que o HSI-NIR tem potencial e é promissor para modelos de analises
de rotina.

Trabalho realizado por Parrag et al. (2020) avaliaram a contaminagéo
natural e artificial de amostras de fuba com Fusarium graminearum, Fusarium
verticillioides e Fusarium culmorum, as imagens das amostras de fuba foram pré-
tratadas usando o método de Savitzky-Golay e variagdo normal do sinal (SNV).
Nos espectros, foi utilizado o algoritmo PLS-DA de acordo com o nivel de
contaminagao e o método de PLSR para prever a contaminagcdao de DON das
amostras e a contaminagao de toxinas: a soma das fumonisinas (FB1, FB2) e de
DON das amostras. Com base nos resultados promissores do estudo, a HSI tem
potencial para ser usado como um meétodo de teste preliminar para o teor de

micotoxinas em matérias-primas para ragoes.

3.6 Métodos alternativos naturais no controle de fungos produtores de

micotoxinas

Com o objetivo de reduzir a contaminagdo fungica em alimentos, os
métodos quimicos para o controle de fungos na agricultura sdo utilizados como
uma forma de protegdo para as culturas vegetais (SCHURT et al., 2017). Alguns
produtos quimicos sao utilizados como inibidores fungicos como, a amodnia, a
solucao de peroxido de hidrogénio, o hidréxido de calcio, o bissulfeto de sddio, o
carbonato de sddio, a cal e, outros, sendo os principais dentre estes, os acidos
organicos (SIMAS, 2010). Além desses, temos o grupo dos agrotoxicos, que
incluem os inseticidas, herbicidas e fungicidas, dentre outros. De acordo com a
FAO (2017), no Brasil em 2015, foram utilizadas 395.646 toneladas de
agrotoxicos, sendo 66 mil de fungicidas. Os fungicidas podem ser agrupados
quimicamente em carboxamidas, triazdis, estrobirulinas e ditiocarbamatos

(VILLANI, 2016). No entanto, esses métodos possuem elevados custos e o uso
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desenfreado desses produtos quimicos oferecem riscos ambientais e
toxicoldgicos, que causam desequilibrio ecolégico e muitos problemas para saude
humana, pois, sdo substancias ndo biodegradaveis, que podem deixar residuos
nas plantas e no ambiente (CABRAL et al., 2013; SCHURT et al., 2017). Nesse
contexto, métodos alternativos mais naturais que causem menor impacto no
ambiente e na saude dos animais e humanos tém sido cada vez mais
demandados. Nas ultimas décadas, 25% das substéancias utilizadas como
agentes antifungicos em todo o mundo foram obtidas de produtos naturais ou
seus derivados (SCORZONI et al., 2016). As plantas sdo a principal fonte de
produtos naturais que podem ser explorados quanto ao seu potencial
antimicrobiano (SILVA & FERNANDES JUNIOR, 2010).

Essa busca por compostos naturais que apresentem atividade antifungica
€ decorrente da elevada toxicidade dos ingredientes ativos frequentemente
associados a terapia antifungica. Um antifungico ideal deve apresentar amplo
espectro de acao e efeitos minimos a saude e ao ambiente. Embora novas
moléculas tenham sido descobertas e novas formulagcbes disponibilizadas,
permitindo reduzir a toxicidade e aumentar a biodisponibilidade dos ingredientes
ativos, a busca por novos agentes antifungicos mais naturais € sempre desejavel.

A fitoterapia tem sido utilizada como uma forma de controle de
microrganismos causadores de doengas, método esse, desenvolvido através da
utilizagado de metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas (GOVINDACHARI
et al., 2000; SOUZA et al., 2002).

Os taninos e os flavondides sdo conhecidos por realizarem varias fungdes
biolégicas nas plantas como controle de insetos, fungos e bactérias destacando-
se como metabdlitos secundarios (DEGASPARI et al., 2005; PEREIRA et al.,
2015). Alguns compostos naturais como, O6leos essenciais, flavondides,
alcaldides, proteinas, peptideos, glicoproteinas e taninos sdo encontrados em
diversos vegetais e podem ser aplicados na construgdo de novos compostos
antimicrobianos (SATYA et al., 2005; NEWMAN E CRAGG, 2007).

Os compostos fendlicos tém sido considerados entre os mais importantes
€ numerosos grupos de substancias pertencentes aos vegetais. Esses compostos
s&o encontrados com estruturas variadas como os taninos, os acidos fendlicos e
os flavonoides (CHUNG et al., 1998; NACZK & SHAHIDI, 2004).
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Os compostos fendlicos sao fitoquimicos que podem ser encontrados em
cereais, frutas, chocolate, ervas, café, vinho e outros, e apresentam diversas
funcionalidades como, agentes antimicrobianos, antioxidantes, antitrombociticos,
cardioprotetores e vasodilatadores (ARAUJO, 2011; VICHAPONG et al., 2010).

O efeito inibitério de compostos fendlicos na germinacdo de esporos,
crescimento micelial e produgao/atividade de enzimas microbianas varia entre os
diferentes grupos de fendis. Dessa forma, esses compostos podem estar
envolvidos nos mecanismos bioquimicos e estruturais de resisténcia aos fungos
em plantas (NICHOLSON & HAMMERSCHMIDT, 1992; NICHOLSON, 1995).
Nesse sentido, Arbos et al. (2013) avaliaram as atividades antimicrobiana e
antioxidante de compostos fendlicos de dois extratos: um obtido da casca e outro
da améndoa de manga variedade ‘Tommy Atkins’ no desenvolvimento de
Escherichia coli, Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus tendo demonstrado eficiéncia na inibicdo destas bactérias. De Gaspari et
al. (2005) analisaram a atividade antimicrobiana de compostos fendlicos obtidos
de frutos da Schinus terebenthifolius ou aroeira-vermelha, em Bacillus cereus e
Staphylococcus aureus, sendo os resultados semelhantes ao encontrado por
Arbos e colaboradores (2013).

Borras-Linares et al. (2015) relataram o perfil fitoquimico (fendlicos,
flavondides e antocianinas), a capacidade antioxidante e a atividade
antibacteriana dos extratos etandlicos de uma colecdo de 25 variedades de
Hibiscus sabdariffa (Hs) mexicanas, com diferentes intensidades de cor de calice,
variando de verde-amarelo a vermelho profundo, cultivadas na mesma condicéo.
Uma grande variedade de compostos fendlicos foi identificada nos diferentes
extratos, principalmente acidos fendlicos, flavondides e antocianidina. A atividade
antibacteriana dos extratos de Hs foi testada contra Escherichia coli, Salmonella
enteritidis, Staphylococcus aureus e Micrococcus luteus. Os extratos etandlicos
foram efetivos contra todas as cepas bacterianas testadas, demonstrando um
efeito maior contra bactérias Gram-positivas.

Os graos de sorgo, além de nutritivos, possuem, também, altos teores de
compostos fendlicos como, taninos, acidos fendlicos, antocianinas, entre outros,
principalmente no pericarpo. Kil et al. (2009) relataram as atividades antioxidantes
e antimicrobianas de extratos de sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) preparados a

partir de 25 cultivares da Coréia do Sul em S. aureus, E. coli, Salmonella
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typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans e Bacillus subtilis. Os
compostos fendlicos foram extraidos com metanol e, posteriormente, fracionados
com hexano, acetato de etila (EtOAc), n-butanol (BuOH) e agua. Os extratos de
metanol apresentaram maiores niveis de atividade antimicrobiana do que as
demais fragdes. Os resultados indicaram que os extratos de sorgo podem ser
usados como fonte de compostos antioxidantes e antimicrobianos na industria de

alimentos. Entretanto, existem poucos trabalhos sobre esse efeito em fungos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Utilizar a tecnologia de imagens hiperespectrais no infravermelho préoximo
e técnicas de analise multivariada de imagens para desenvolver um método para
classificagao de fungos do género Fusarium e quantificagao de fumonisinas, bem
como analisar a atividade antifungica de compostos fendlicos obtidos de grdos de

sorgo sobre desenvolvimento de fungos fitopatogénicos.
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CAPITULO I: APLICAGAO DA TECNICA HSI-NIR ASSOCIADA A ANALISE
MULTIVARIADA PARA IDENTIFICAGAO DE FUNGOS TOXIGENICOS DAS

ESPECIES Fusarium verticillioides E F. graminearum

4.2 Objetivos especificos

e Selecionar amostras de Fusarium spp. isolados de graos de sorgo e
milho.

¢ Realizar a analise molecular de isolados de Fusarium spp.

e Desenvolver modelos de classificagao utilizando a tecnologia HSI-
NIR para identificagdo de fungos toxigénicos das espécies Fusarium verticillioides

e F. graminearum;



5 MATERIAL E METODOS

5.1 Classificagao de Fusarium spp.

5.1.1 Selecao das amostras

52

Nesse estudo foram utilizadas 15 amostras de duas espécies do género

Fusarium, isolados de gréos de sorgo e de milho provenientes dos estados da

Bahia, Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Para, Parana, Roraima e Santa

Catarina. As amostras de fungos foram obtidas da Colegcdo Micoldgica de Lavras

(UFLA) e da Embrapa Milho e Sorgo (Tabela 2), cujos dados constam na

plataforma Alelomicro.

Tabela 2 — Isolados de Fusarium spp.

Isolado Espécie Municipio Substrato
1 BRM32977 F. verticillioides Londrina - PR Zea mays
2 BRM35317 F. verticillioides Luis Eduardo Magalhaes - BA Zea mays
3 BRMS35319 F. verticillioides Luis Eduardo Magalhaes - BA Zea mays
4 BRM35329 F. verticillioides Campos Novos - SC Zea mays
5 BRMS35345 F. verticillioides Boa Vista - RR Zea mays
6 BRM35388 F. verticillioides Sinop - MT Zea mays
7 BRM35391 F. verticillioides Sinop - MT Zea mays
8 BRM35412 F. verticillioides Belém - PA Zea mays
9 CML 2743 F. verticillioides Sete Lagoas - MG Sorghum bicolor
10 CML 2778 F. verticillioides Rondonopolis - MT Sorghum bicolor
11 BRM51204 F. verticillioides Cascavel - PR Zea mays
12 BRM51205 F. verticillioides Mineiros - GO Zea mays
13 BRM51202 F. graminearum Campo Mourao - PR Zea mays
14 BRM51203 F. graminearum Juranda - PR Zea mays
15 BRM51206 F. graminearum Brasilandia do Sul - PR Zea mays

Nota: Abreviagdes das cole¢des de culturas: CFMS — Colegao de Fitopatégenos de Milho
e Sorgo, Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, Minas Gerais, Brasil; CML — Colegcao
Micolégica de Lavras, Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, Brasil.
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5.1.2 Identificagcao molecular de Fusarium spp.

Os isolados BRM 051202, BRM 051203, BRM 051204, BRM 051205 e
BRM 051206 foram selecionados para identificagdo molecular. Os demais
isolados foram previamente identificados como F. verticillioides pelo Laboratorio
de Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras e Laboratério de
Biologia Aplicada da Embrapa Milho e Sorgo.

Os isolados de Fusarium foram cultivados em agar batata dextrose (BDA)
e mantidos em temperatura ambiente (25 + 2 °C) por aproximadamente sete dias
até que o crescimento micelial fosse visivel. O DNA gendmico total foi extraido
usando o método descrito por Doyle e Doyle (1987). A identificagdo das espécies
de Fusarium foi realizada utilizando a regido conservada do espagador ribossomal
transcrito interno (ITS) dos fungos utilizando os pares de primers universais:
verso-ITSS5  (5-GAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3'), e reverso-ITS4 (5-
CCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White et al., 1990). A reacdo de PCR foi
realizada em um Veriti ™ 96-well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Califérnia,
EUA) com 20 pL de misturas de reagcdo de PCR contendo tampdo A 1X (Kapa
Biosystems, Wilmington, EUA); MgCI2 0,8 mM; 125 yM de cada dNTP; 0,5 uM de
cada iniciador; 1U de Taq DNA Polymerase (Kapa Biosystems, Wilmington, EUA)
e 20 ng de DNA gendmico. O ciclo de amplificagdo consistia em uma etapa de
desnaturacgao inicial a 95 °C por 2 min, seguida por 35 ciclos a 94 °C por 1 min, 55
°C por 30 s e 72 °C por 1 min, e uma etapa de extenséo final a 72 °C por 10 min.
Os produtos da PCR foram confirmados por eletroforese em gel de agarose 1% (p
/ v), e o DNA amplificado foi purificado com a enzima Exo-Sap (GE HealthCare,
Chicago, EUA). As reagdes de sequenciamento do DNA amplificado por PCR
foram realizadas utilizando o kit Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems,
Califérnia, EUA), de acordo com as instrugdes dos fabricantes, e as sequéncias
de nucleotideos foram determinadas em um sequenciador automatico ABI PRISM
3500 XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Califérnia, EUA). As sequéncias
de nucleotideos foram comparadas com as sequéncias de nucleotideos
depositadas no banco de dados GenBank em http://www.ncbi.nim.nih.gov., pela
Basic Local Alignment Search Tool (BLASTn) (ALTSCHUL et al. 1997).
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5.1.3 Analise das imagens por HSI-NIR

As andlises para classificacdo dos isolados de Fusarium spp. foram
realizadas no Laboratério Avancado de Tecnologia Quimica (LATECQ) e no
Laboratério de Fitopatologia, situados na Embrapa Algodao, Campina Grande,

Paraiba, Brasil.

5.1.3.1 Preparo das amostras

Os 15 isolados de Fusarium spp. (Figura 4) foram cultivados, em triplicata,
em placas de Petri de 60 mm contendo 8 mL de Agar Czapech (3% w/v sacarose;
0,3% p/v NaNOgs; 0,1% p/v KoHPOy4; 0,05% p/v MgSO4+7H20; 0,05% p/v KCI e
0,001% FeSO4+7H,0 pl/v) solidificado em 1,5 p/v agar e incubado por trés dias em
camara de crescimento a 25 °C, até que o crescimento radial atingisse 70-90% da
area das placas de Petri. As analises fungicas foram realizadas na Embrapa
Algodéo (PB - Brasil). Na Figura 4 estdo apresentadas as imagens das col6nias

dos isolados de Fusarium utilizados nesse estudo, apds 3 dias de crescimento.
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F. verticHlioides F. verticllioides F. veriicillioides F. verticillicides F. verticillioides
BRM 32977 BRM 35317  BRM 35319 BRM 35329 BRM 35345

F. verticillivides F. verticillioides F. verlicillioides F. veriicillioides F. verticillioides
BRM 35388 BRM 35412 CML 2743 CML 2778

F. vorlicillioides F. veriicillicidos F. graminearum F. graminoarum  F. gramineaium
BRM 51204 BRM 51205 BRM 51202 BRM 51203 BRM 51206

Figura 4— Imagens fotograficas das colbnias dos isolados de Fusarium
verticillioides e F. graminearum, apos 3 dias de crescimento.
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5.1.3.2 Sistema de Imagens Hiperespectrais NIR

As imagens hiperespectrais das colonias dos 15 isolados de Fusarium
spp. foram obtidas utilizando um espectrometro sisuChema SWIR-Specim®
(Spectral Imaging Ltd, Oulu, Finlandia) em uma faixa espectral de 1000—2500 nm,
amostragem espectral de 6,25 nm, resolugédo espacial de 10nm, tamanho da
imagem de 150 x 150 ym, 256 faixas de comprimento de onda, uma camera de
alta performance, com uma lente de 50mm. As intensidades dos sinais foram
medidas em cada pixel da imagem e em cada comprimento de onda. Os dados
foram obtidos utilizando o software ChemaDAQ (Spectral Imaging Ltd, Oulu,

Finlandia).

5.1.3.3 Aquisigao e andlise multivariada das imagens

A aquisigao das imagens HSI-NIR incluiu a digitalizagdo da matriz linear
pelo detector ao longo do eixo X e da imagem em movimento pelo eixo Y,
formando um hipercubo 3D que contém informagdes de imagem espectral e
espacial, as quais foram utilizadas, posteriormente, para identificar os patégenos.
Para a captura das imagens, as placas de Petri foram abertas e as imagens foram
salvas no formato “raw” para posterior tratamento.

As imagens hiperespectrais foram analisadas pelo software Prediktera
Evince v.2.6.0 (UmBio, Suécia).

Apos a aquisicao das imagens os espectros foram pré-processados para
a remogao de background e de pixels desnecessarios (faixa espectral utilizada de
1000-2500nm). Um mosaico com 3 imagens foi formado para a espécie Fusarium
verticillioides e outro para Fusarium graminearum (amostras CML 2778 e BRM
51202), formando assim o conjunto de calibragdo. As imagens das outras 13
espécies restantes foram utilizadas para os conjuntos de validagdo externa do
modelo.

Diferentes pré-processamentos foram aplicados ao conjunto de dados
antes do calculo da PCA. Os dados foram centrados na média e apds, foi aplicado
0 pré-processamento variagdo normal padrao (SNV), primeira derivada e SNV

seguido de primeira derivada.
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A analise exploratéria foi realizada com uma PCA calculada utilizando a
distribuicdo por pixel das imagens, e apresentando 3 componentes principais
(Principal componente - PC).

O modelo PLS-DA foi utilizado para diferenciar as espécies de Fusarium
graminearum e F. verticillioides. Esse modelo visa encontrar uma linha reta que
divide os dados em duas regides formando dois grupos, prevendo
qualitativamente um conjunto de variaveis dentro de um conjunto de dados maior.
O PLS-DA se baseia no algoritimo: y=Xp+f, em que “X” € hipercubo desdobrado,
adquirido a partir da imagem hiperespectral; “B” é o coeficiente beta; “f” € o erro
residual (MUSUMARRA et al., 2007; AMIGO et al., 2013; BRERETON & LLOYD,
2014; ELMASRY & NAKAUCHI, 2016).

Para a calibragdo do modelo PLS-DA selecionou-se regides das trés
repeticdes de uma amostra de cada espécie formando um mosaico, de forma que
o modelo construido pudesse distinguir as espécies de fungos. As outras 13
amostras de fungos do conjunto teste foram, entédo, analisadas para identificar a
espécie fungica de acordo com o modelo obtido (por pixel).

Foi considerado como falso negativo o pixel que ndo se enquadrou em
nenhuma classe, sendo denominado “sem classe”. Para calcular a precisdo da
classificagao utilizou-se a equacédo “a” (Figura 5). Além disso, também foram
realizados os calculos para estimar os erros falso positivo (false positive - FP) e
falso negativo (false negative - FN). As equacgdes estdo descrita na Figura 5.

Na Figura 5 encontra-se, também, a equacao da sensibilidade do modelo,
que se refere a probabilidade da espécie de fungo a ser classificada corretamente
no modelo (SOKOLOVA et al., 2006). A especificidade (Figura 5) determina a
probabilidade das espécies fungicas restante serem classificadas corretamente e
é também denominada como taxa negativa verdadeira (frue negative - TN)
(BEZUIDENHOUT, 2018). A precisao refere-se a capacidade de predi¢cao do
modelo, conforme equacdo da Figura 5. Além desses valores, também foi
calculada a taxa de erro de classificacdo do modelo, o coeficiente de

determinagao e a raiz quadrada do erro médio de previsdao (RMSEP).



a) Precisao da Classificagao (%) =_TP + TN

Total

Total

d) Sensibilidade (%) = _TP__ x 100%
TP + FN

e) Especificidade (%) =_ TN  x100%
TN +FP

f) Precisao (%) = TP x 100%
TP +FP

g) Taxa de erro da Classificagao (%) =

Total

b) Erro false positive (%) = __FP__ x 100%

c) Erro false negative (%) =_FN x100%

FN + FP

x 100%

Total

X 100%

58

Figura 5 — Equacdes para calculo dos Parametros de Classificagdo do modelo.
TP=True positive; TN=True negative; FP=False positive; FN=False negative.

Fonte: Adaptado de BEZUIDENHOUT (2018).



59

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Identificagao molecular de Fusarium spp.

A comparacao da sequéncia de nucleotideos da regiao ITS dos cinco
isolados de Fusarium sequenciados neste estudo com sequéncias de
nucleotideos depositadas no banco de dados GenBank usando o programa Blastn
no banco de dados NCBI mostrou que todas as sequéncias exibem 100% de
identidade com F. verticillioides (BRM 051204, BRM 051205) e F. graminearum
(BRM 051202, BRM 051203, BRM 051206) (Tabela 3).

Tabela 3. Identificagdo molecular de fungos do género Fusarium baseada na
amplificacdo e sequenciamento da regiao ITS.

Amostra Espécie Cobertura E- Identidade Acesso

P (%) value (%) GenBank
BRM51206 F. graminearum?® 100 0.0 100 MG274308.1
BRM51202 F. graminearum® 100 0.0 100 MG274308.1
BRM51203 F. graminearum® 100 0.0 100 MG274308.1
BRM51204 F. verticillioides® 100 0.0 100 MG274298.1
BRM51205 F. verticillioides® 100 0.0 100 MH861171.1

"WALDER et al., 2017; "VU et al., 2017.

6.2 Classificagao de Fusarium spp. utilizando HSI-NIR

6.2.1 Analise espectral

A analise do conjunto de dados utilizando a técnica de PCA foi realizada
apo6s os dados serem centrados na média e realizados o pré-tratamento SNV para
eliminacao dos efeitos de espalhamento da luz.

Os espectros médios de cada uma das espécies de Fusarium utilizada
para calibracdo do modelo foram plotados em um grafico apresentado na Figura
6.
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Figura 6 — Espectros médios dos isolados de Fusarium utilizados na calibragdo do
modelo de classificacdo dos fungos. F. verticillioides (CML2778) em vermelho e F.
graminearum (CFMS1347) em verde. Pré-tratamento aplicado: dados centrados

na média + SNV.

Os espectros médios das duas espécies de Fusarium apresentam bandas
de absorbancia muito semelhantes, porém com variacdo de intensidade e perfil
espectral. As bandas que apresentam maiores intensidades podem ser
visualizadas nos comprimentos de onda 1140, 1418 e 1895 nm. A Figura 6 e a
Tabela 4 podem explicar as regides de absorcéo, de acordo com a relagdo dos
espectros médios dos isolados com os grupos funcionais atribuidos as bandas de
HSI-NIR. A banda de 1140 nm corresponde ao alongamento das ligagbes CO e
CC, ao segundo espectro harmbénico CH e COH, COC deformagdes angulares
dos carboidratos da parede celular do fungo (OSBORNE & FEARN, 1986;
BERARDO et al., 2005; SANTOS et al., 2012). A banda com pico em 1418 nm foi
atribuida ao segundo harménico CH do carboidrato, e correspondeu ao
alongamento simétrico de C = O e COO, deformacgdes angulares dos grupos CH,
e CHj; dos acidos graxos, indicando a presenga de amido e sacarose (trecho OH,

primeiro harmonico) e nitrogénio que pode ser associado a proteina (trecho NH
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primeiro harménico) (OSBORNE & FEARN, 1986; BERARDO et al., 2005;
SANTOS et al., 2012). A banda em 1895 nm referia-se a deformagao angular do
grupo O-H e do grupo de proteinas CONH (OSBORNE & FEARN, 1986;
BERARDO et al., 2005; SANTOS et al., 2012).

Tabela 4- Bandas caracteristicas no infravermelho atribuidas a espectros do
género Fusarium.

Comprimento

de onda (nm) Descri¢ao do grupo quimico aproximado

Segundo harménico do C-H do carboidrato.
Estiramento das ligagdes C-O, C-C.

1140 Deformacdes angulares de C-O-H, C-O-C de carboidratos
presentes na parede celular.

Segundo harménico do C-H do carboidrato.

Deformagao angular dos grupos > CH, e CH3; dos acidos graxos.
1418 Estiramento simétrico de C=0 e COO-.
Amina lll de proteinas.

1895 Deformagao angular do grupo O-H.
Grupo CONH da proteina.

Fonte: Adaptado de OSBORNE & FEARN, 1986; BERARDO et al., 2005; SANTOS et al.,
2012.

6.2.2 Analise por componentes principais

O modelo PCA, para as trés componentes, foi calculado com dados
centrados na média e explicou 91,1% da variancia do conjunto de dados original.
O modelo PCA foi utilizado para explorar os dados por meio de diferengas entre
as espécies dos isolados selecionados para o modelo. Os resultados dos
modelos, calculados em pixel foram apresentados na Figura 7.

As PC1, PC2 e PC3 foram utilizadas para identificar os pixels
desnecessarios, que foram removidos para a continuidade da analise e
interpretacdo dos dados. O grafico e a imagem do modelo (Figura 8) foram
utilizados para explorar a diferenca entre as espécies de Fusarium. Na Figura 7
(d) é possivel observar claramente a separacdo das espécies. O mapa em
gradiente de cores ilustra a distingdo das espécies de isolados com base nos

grafico de Score (Figura 7), em que os valores de score positivos sdo vermelhos e
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os valores de score negativos sao azuis — amarelos, correspondendo as bandas

dos graficos de Loading.

PCZ [35.4%)
PCZ (32.7%)

PC1(52.8%)

PC3[4.51%)

x
(2]
=
E
=
I
[

Figura 7 — Modelo PCA por pixel ilustrando a separagao entre as espécies. a)
Grafico do PCA do PC1 (50,7%) e PC2 (35,4%); e grafico do PCA do PC2
(35,4%) e PC3 (5,02%). b) Imagem do PCA com as espécies Fusarium
verticillioides e F. graminearum. c) Grafico de PCA do PC1 e PC2, e do PC1 e
PC3 ilustrando a separacao das espécies de Fusarium.

Os graficos de Loadings (Figura 8) apresentam as regides espectrais que
contribuiram para a separagao das espécies e fornecem explicacbes possiveis
para a variancia observada nos graficos de score e nas imagens com base nos
pontos espectrais usados durante os calculos do PC (BEZUIDENHOUT, 2018).
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Figura 8 - Graficos de Loadings do PCA do modelo. a) PC1 com bandas em 1056,
1412, 1843 e 1893 nm; b) PC2 com bandas em 1050, 1350 e 1900 nm; e ¢) PC3
com bandas em 1118, 1368, 1687 e 1862 nm.

No grafico de Loadings PC1 (Figura 8a) & possivel observar bandas
negativas intensas em 1056, 1412 e 1843 nm e uma banda positiva em 1893 nm.
A banda negativa em 1056nm pode ser atribuida a presenga de carboidratos
(estiramento do segundo harménico CH) e compostos carbonilicos (OSBORNE &
FEARN, 1986; BERARDO et al., 2005; SANTOS et al., 2012).

No grafico de PC2, pode-se destacar apenas bandas positivas intensas
em 1050, 1350 e 1900 nm. Nesse caso, a relacdo das bandas 1050 e 1900nm
correspondem aos grupos CONH da composi¢ao proteica dos isolados e a banda
espectral de 1350 nm foi associada aos carboidratos (OSBORNE & FEARN,
1986; BERARDO et al., 2005; SANTOS et al.,, 2012). No entanto, as bandas
espectrais de 1895 a 1900 (Figura 8b) indicam a presenga de umidade nas
amostras (extensdo OH, combinagdo de deformacdo OH) e podem interferir na
identificacdo e serem relevantes como atributos de modelo seja de classificagéo
ou de calibragdo da amostra.

O gréfico de loading da PC3 mostrou trés bandas positivas em 1118,
1368 e 1862 nm e uma banda negativa em 1687 nm. Assim como na PC2, a PC3
também apresentou bandas relacionadas com liga¢gées com o grupo CONH e OH.

De acordo com Berardo et al. (2005), a separacao de F. verticillioides e F.
graminearum pode estar relacionada a banda negativa de 1412 nm apresentada
em PC1, que corresponde as vibragdes harménicas secundarias atribuidas seja a
amido ou a presencga de lipidios e OH, enquanto a banda espectral de 1843 nm
esta associada as bandas de primeiro sobreton de HN, associado a presega de

compostos nitrogenados, como proteinas e enzimas.
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6.2.3 Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA)

Depois que os dados originais foram adquiridos, eles foram centralizados
na meédia e pré-processados usando a técnica SNV, que apresentou melhores
resultados ao testar os trés pré-processamento a seguir: 1- SNV, 2- primeira
derivada e 3- SNV + primeira derivada, conforme apresentado na Tabela 5. O
namero de variaveis latentes (VL) foi determinado em fungédo do RMSEP que
apresentou o melhor resultado de classificagdo das espécies pelo modelo.
Verificou-se que o pré-tratamento SNV utilizando quatro variaveis latentes (VL)
apresentou o melhor resultado, explicando 92,41% da variancia e R? 0,92 para a
classificagao das espécies de Fusarium, enquanto os pré-tratamentos de primeira
derivada e SNV+12Derivada apresentaram variancia explicada e R? de 72,48%
(R?0,83) e 21,43% (R? 0,90), respectivamente.

Tabela 5 — Analise comparativa da aplicagdo de pré-tratamento ao conjunto de
dados para classificagdo das espécies (%, pixel) no modelo PLS-DA.

Pré-tratamentos

Amostras
SNV DERIVADA SNV+DERIVADA
BRM 32977 98,3 76,0 99,6
BRM 35317 99,9 95,1 99,9
BRM 35319 100,0 92,6 100,0
BRM 35329 93,6 87,8 97,6
BRM 35345 88,0 70,1 94,9
F. verticillioides BRM 35388 99,9 99,4 100,0
BRM 35391 100,0 95,0 100,0
BRM 35412 96,7 89,1 97,8
CML 2743 98,2 89,2 99,9
BRM 51204 97,9 87,5 98,8
BRM 51205 99,9 95,9 100,0
F. graminearum BRM 51203 98,4 93,6 95,2
BRM 51206 92,7 90,1 88,1
Coeficiente de determinagédo (R?) 0,92434  0,83112 0,90008

As etapas de pré-processamento SNV das imagens e construgdo do
modelo PLS-DA estdo apresentadas na Figura 9. Neste método, uma imagem
hiperespectral capturada e as propriedades espectrais de cada pixel na imagem

sao analisadas em varios comprimentos de onda.
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Flagdas usile mlas para
Casliag o de madila

Figura 9 — Etapas do processo de modelo de classificagdo por PLS-DA: a)
Imagem RGB dos fungos F. verticillioides e F. graminearum utilizados no modelo
de classificagao das espécies; b) Imagem do Contour 2D do modelo PCA antes
da remogao do background, c) Imagem do Contour 2D do modelo PCA apds
remocao do background e com o0s pré-processamentos aplicados (dados
centrados na média + SNV); d) e e) Imagem do modelo PLS-DA ilustrando os
conjuntos de calibracéo e validagao.

Para determinar a separacédo das espécies de isolados avaliadas utilizou-
se 0 modelo PLS-DA em pixel. O modelo PLS-DA foi calculado com duas
amostras de calibracdo (4VLs) e a validagdo externa com as 13 amostras que
produziram resultados (%) semelhantes para as amostras avaliadas. Os pré-
tratamentos primeira derivada e SNV+12Derivada ndo melhoraram o desempenho
do modelo. O desempenho do modelo foi mensurado pela analise da matriz de
confusdo para a determinagédo das figuras de mérito: precisdo da classificacéo,
sensibilidade, especificidade e taxa de erro de classificagdo (Tabela 6), conforme
Sokolova et al. (2006). Além disso, também foi calculado o coeficiente de
determinagao (RZ) para o modelo de calibragédo, que apresentou um alto valor de
0,92434 e RMSEP 0,03735 indicando a facilidade de identificagdo precisa das
duas espécies de fungos.

Com a técnica HSI-NIR foi possivel distinguir todas as espécies de
isolados de Fusarium que foram avaliadas, corroborando com os resultados da
técnica de identificacdo molecular.

O modelo PLS-DA com as espécies de F. verticillioides e F. graminearum

apresentou excelente resultado de classificagdo, com precisdo de 100%.
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Tabela 6. Parametros de classificagcdo para o modelo de PLS-DA em pixel para as amostras de isolados de Fusarium spp. do

conjunto teste

Analise R2 Pre_c_iséoﬁda Sensibilidade Especificidade Taxa_qe erro de

Classificagao (%) (%) (%) Classificagao (%)
Modelo PLS-DA 0,92434 100,00 - - 0,00

Isolado Espécie

BRM 32977 F. verticillioides - 100,00 100,00 100,00 0,00
BRM 35317 F. verticillioides - 100,00 100,00 100,00 0,00
BRM 35319 F. verticillioides - 100,00 100,00 100,00 0,00
BRM 35329 F. verticillioides - 100,00 100,00 100,00 0,00
BRM 35345 F. verticillioides - 100,00 100,00 100,00 0,00
BRM 35388 F. verticillioides - 100,00 100,00 100,00 0,00
BRM 35391 F. verticillioides - 100,00 100,00 100,00 0,00
BRM 35412 F. verticillioides - 100,00 100,00 100,00 0,00
CML 2743 F. verticillioides - 100,00 100,00 100,00 0,00
BRM 51204 F. verticillioides - 100,00 100,00 100,00 0,00
BRM 51205 F. verticillioides - 100,00 100,00 100,00 0,00
BRM 51203 F. graminearum - 100,00 100,00 100,00 0,00
BRM 51206 F. graminearum - 100,00 100,00 100,00 0,00
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A Figura 10 mostra a imagem de classificagdo em pixel do modelo, e
demonstra o quao bem as espécies foram classificadas, com uma variancia
explicada de 92,41%. A VL1 capturou 52,7% da variancia e mais 27,4% pela VL2.
A VL3 foi responsavel por 8,57% e a VL4 3,74% da separacdo das espécies. E

possivel observar a separacado das duas espécies na Figura 10a.

Lvd [3.74%)

LVZ [B.57%)

LY2 (27.4%)

LWV {52 T%)

»

LW (52 7%) LV (52.7%)

L (3. T4%)

LW3 (8,57%)
i
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-------
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Figura 10 — Modelo de PLS-DA por pixel. a) Grafico da variavel latente 1 (52,7%)
vs. variavel latente 2 (27,4%), 1 vs. 3 (8,57%), 1 vs. 4 (3,74%), 2 vs. 3,2 vs. 4, e
3 vs. 4. b) Imagem da classificagao de F. verticillioides (CML 2778) em amarelo e
F. graminearum (BRM 51202) em azul.

LV3 [B.57%]

O modelo PLS-DA aplicado a F. verticillioides e F. graminearum permitiu
uma classificagdo significativa entre as duas espécies, com 97,3% de pixels
corretamente classificados e 100% de precisao, bem como uma alta sensibilidade
e especificidade. Nossos resultados sao refogados por Williams et al. (2019), que
usaram com sucesso a imagem hiperespectral HSI-NIR para diferenciar quatro
patdgenos associados ao grao de milho (F. verticillioides e F. boothii, F
graminearum e Stenocarpella maydis). No presente trabalho, a classificagao geral
de espécies por pixel do modelo atingiu uma precisao de 99,7%, demonstrando a
eficacia do HSI-NIR para a diferenciacdo de espécies de fungos do género

Fusarium.
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CAPITULO IIl: DETERMINAGAO DE FUMONISINAS EM MILHO UTILIZANDO A
TECNICA HSI-NIR ASSOCIADA A METODOS QUIMIOMETRICOS

4.2 Objetivos especificos

e Selecionar amostras de milho com contaminagao por fumonisinas;

e Realizar a quantificagdo de fumonisinas B1 e B2 utilizando método
padrao de analise HPLC;

e Desenvolver modelo multivariado utilizando a tecnologia HSI-NIR

para quantificagdo de fumonisinas totais em graos de milho.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Coleta e selegcao das amostras

As amostras foram coletadas de experimentos realizados pela Embrapa
Milho e Sorgo (Sete Lagoas - MG) durante o ano de 2018. O total de 2040 graos
de milho de 6 cultivares diferentes foi utilizado para dividir as amostras em 51
conjuntos de amostras de 40 grdos cada. Os graos de milho foram rastreados de
acordo com o grau de contaminagédo por fumonisina apés analise por CLAE.
Assim, um total de 51 amostras foram utilizadas para obter a informacéao
multiespectral e divididas em conjunto de calibragdo (42 amostras) e conjunto de
validacao (9 amostras) usando o algoritmo Kennard-Stone (KENNARD & STONE,
1969).

5.2 Analise das imagens por HSI-NIR

A obtencdo das imagens HSI-NIR para a realizagdo das analises de
quantificacao de fumonisinas em graos de milho foram realizadas no Laboratério
Avancado de Tecnologia Quimica (LATECQ) situado na Embrapa Algodéao,

Campina Grande, Paraiba, Brasil.
5.2.1 Preparagao das amostras
As amostras de milho foram acondicionadas em sacos de papel Kraft e

encaminhadas para o LATECQ. Foram utilizados 40 g de cada amostra de milho

para compor esse estudo.
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Figura 11 — Modelo de captura das imagens das amostras de milho utilizadas,
contendo espacgo entre os gréaos e orientagdo do gérmen voltada para cima.

Para controle de temperatura e umidade, as amostras foram dispostas em
uma sala do laboratério climatizada. As capturas das imagens dos gréos de milho

(Figura 11) foram realizadas em Outubro/2019.

5.2.2 Sistema de Imagens Hiperespectrais NIR

As imagens HSI-NIR das amostras de de grdos de milho foram realizadas
utilizando espectrometro sisuChema SWIR-Specim® (Spectral Imaging Ltd, Oulu,
Finland) com uma faixa espectral de 1000-2500 nm, amostragem espectral de
6,25 nm, resolugao espacial de 10nm, tamanho da imagem de 150 x 150 ym, 256
faixas de comprimento de onda, uma camera de alta performance, uma lente de
50mm de Campo de Visao (FOV) e software ChemaDAQ.

5.2.3 Aquisicao das imagens

A aquisicdo das imagens pela técnica HSI-NIR inclui a digitalizagdo da
amostra formando uma matriz linear ao longo do eixo X e da imagem em
movimento pelo eixo Y, formando um hipercubo 3D que contém informagdes de
imagem espectral e espacial, as quais serdo utilizadas posteriormente para
quantificar o teor de fumonisinas em grédos de milho. Para a realizagdo das

analises as imagens foram salvas no formato “raw” para posterior tratamento.
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5.2.4 Determinagdo de Fumonisinas (B1 e B2) utilizando a técnica
CLAE

Os teores de Fumonisinas B1 e B2 foram determinados por HPLC de
acordo com método oficial da AOAC (AOAC, 2001) para analise de fumonisinas
B1 e B2, com modificagdes. As amostras de milho foram trituradas em moinho
(marca IKA, modelo A11) e, em seguida, 10 g foram pesadas, acrescidas de 50
mL de solugédo de extragdo agua:metanol:acetonitrila (50:25:25 v/v) e agitadas por
40 min em mesa agitadora (marca Nova Etica, modelo 109) a 200 rpm.
Posteriormente, os extratos foram centrifugados a 3000 rpm por 10 min e filtrados
em papel de filtro qualitativo para retirada de impurezas. Retirou-se 5 mL do
filtrado, adicionou-se 20 mL de solugédo de PBS (tampéo fosfato) e procedeu-se a
filtragem com filtro de microfibra de vidro. Uma aliquota de 10 mL desse filtrado
final foi disposta em seringa acoplada a coluna de imunoafinidade FumoniTest
(Vicam®). Apéds eluicdo da amostra, por gravidade, realizou-se a lavagem da
coluna com 10 mL de solugdo tampao PBS para retirada de impurezas. Em
seguida, injetou-se 2,5 mL de metanol grau HPLC (uma gota por segundo) que
eluiu pela coluna juntamente com as fumonisinas. As amostras foram coletadas
em cubeta de vidro e levadas a um banho a 50-55 °C sob fluxo de ar comprimido
seco até completa secagem e depois, foram ressuspendidas em solugéo
acetronitrilazagua (1:1 v/v). Uma aliquota de 50 pyL dessa solugéo foi adicionada
de 50 uyL da solugdo derivatizante de O-ftaldialdeido com 2-mercaptoetanol
(OPA). Posteriormente, foi realizada injecao da amostra em cromatografo liquido
de alta eficiéncia (CLAE) Waters Alliance™ 2695, com coluna fase reversa C18,
detector de fluorescéncia com 335 nm excitacdo e 440 nm emissdo, tempo de
retencdo de aproximadamente 4 minutos para FB1 e 9 minutos FB2. Ao final foi
realizada a quantificacdo dos teores de Fumonisinas B1 e B2 utilizando uma
curva analitica construida com padrdo mix de fumonisinas 50 pg.mL™ (B1 + B2),
Sigma Aldrich, codigo 34143.

A cada bateria de 20 amostras foi analisada uma amostra referéncia da

Trilogy Analytical Laboratory com teor de fumonisinas totais de 4,1 £ 0,5 pg.kg'1.
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5.2.5 Construgao do modelo multivariado

Para a construcdo do modelo de calibragdo multivariado para a
determinagao do teor de fumonisinas, primeiramente a partir de cada imagem foi
obtido o espectro médio (1000 — 2100 nm) e pré-processado através do SNV,
primeira e segunda derivada com o filtro Savitzky-Golay por meio do software The
Unscrambler® v.10.5 (CAMO Software Inc., Oslo, Norway). A andlise quantitativa
dos espectros foi realizada com abordagens quimiométricas, baseadas no
algoritmo de minimos quadrados parciais (PLS). A cada imagem foi obtido o seu
espectro médio apos a retirada do background. O espectro médio de cada
amostra foi associado ao teor de fumonisinas total (FB1 + FB2). Modelos PLS
foram desenvolvidos para quantificar o conteudo de fumonisinas (FB1 + FB2) em
graos de milho conforme o pré-tratamento utilizado e selecdo de variaveis do
software The Unscrambler®. O numero 6timo de variaveis latentes (VL) dos varios
modelos foi determinado com a previsao definida pelo calculo dos erros de
previsdo para um intervalo de variaveis latentes e selegdo da regressdao com o
erro minimo (HAALAND & THOMAS, 1988).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Quantificagao de fumonisinas em milho pelo método HSI-NIR

O conjunto de dados contém informagdes sobre os espectros médios
obtidos a partir das imagens HSI-NIR e o teor de fumonisinas totais (FB1 + FB2)
determinado por CLAE. O teor de fumonisinas dos graos de milho quantificado
pela técnica de CLAE variou de 564,0 a 18.133,0 ug.kg™”, e o valor médio foi de
4.955.40 ug.kg'. Os resultados estatisticos dos dados, incluindo os valores
minimo, 0 maximo, a média e o desvio padrdo estdo resumidas na Tabela 7. A
concentracado de FB1 + FB2 quantificada nas 51 amostras estao apresentados no
histograma e na linha de distribuicdo normal apresentados na Figura 12. Os
valores médios caracterizados pela maior frequéncia sdo devidos aos baixos

niveis de contaminag¢ao do milho amostrado durante a safra 2018.

Tabela 7 — Dados estatisticos dos resultados do teor de fumonisinas totais (FB1 +

FB2) (ug.kg™") quantificados pela técnica CLAE em amostras de milho, safra 2018.

Conjunto de Amostras Calibracao Validagao
Numero de amostras 42 9
Minimo 564 863
Maximo 18133 9892
Média 4955,40 4475,33
DP 4390,87 3763,73

2 DP: desvio padréo.
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Figura 12 - Distribuicdo de frequéncia e curva normal das concentracbes das

fumonisinas FB1 + FB2.

A Figura 13 mostra os espectros de absorbancia obtidos a partir dos espectros
médios HSI-NIR das 51 amostras de grdos de milho totalizando 2040 gréos. As
bandas de vibragdo dos grupos O-H, N-H e C-H no espectro NIR devido aos
nutrientes sdo amplas e se sobrepdéem. Na Figura 14, pequenas diferencas na
faixa de 1500-2000 nm aparecem nos espectros apos pré-tramento MSC (para
eliminar os efeitos de espalhamento da luz), em que mostra os espectros médios
de amostras com conteudo de fumonisinas acima e abaixo do limite ANVISA de
5.000,0 ug.kg™.
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Figura 13 - Espectros de absorbancia média bruta, obtidos de todos os gréos de

milho da imagem do mosaico de 51 conjuntos de amostras.
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Figura 14 - Espectros de absorbancia pré-tratados com MSC para amostra de
milho contendo graos com teor de fumonisinas (B1 + B2) acima (linha vermelha) e
abaixo (linha azul) do limite da ANVISA (5000 mg.kg™).
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Uma anadlise de PCA foi realizada para reduzir a dimensionalidade e
observar o comportamento das amostras estudadas. A partir dos resultados da
PCA (Figura 15a), os seis componentes foram responsaveis por todas as
variagdes espectrais, cerca de 98,45%. O grafico de loadings para PC1 vs. PC2
(Figura 15b) mostrou bandas positivas proeminentes em 1331, 1625, 1812 e 1900
nm. As bandas negativas sdo 1162, 1387, 1418, 1825, 1893 e 1968 nm. Essas
bandas podem ser atribuidas a grupos quimicos relacionados a sinalizar uma
diminuicdo nos niveis de reservas de alimentos armazenados no gréo, conforme
observado por Williams et al. (2012). Portanto, a principal causa da variagéo sao
as mudangas nas composi¢oes ou teores de amido e de proteina. Os escores da
PCA apresentaram dois grupos, um a esquerda (>5000 pg.Kg'1 de contaminagao
por fumonisinas) e um a direita (<5000 pg.Kg™ de contaminagdo por fumonisinas).
O outro ponto observado € que as bandas negativas em PC1 vs. PC2 estdo mais

associadas a maior contaminagao por fumonisinas (FENEMIAS, 2020).
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Figura 15 — Grafico de PCA para PC1 vs. PC2 (A) e gréfico loadings para PC1 e
PC2 (B).
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No grafico de loadings (Figura 15b) é possivel observar bandas negativas
intensas em 1162, 1387, 1418, 1825, 1893 e 1968 nm e bandas positivas em
1331, 1625, 1812 e 1900 nm. A regido 1162 nm corresponde a absorg¢ao de
carboidratos (estiramento do primeiro harménico CH), as bandas negativas 1387
e 1418nm e a banda positiva 1331 nm correspondem ao segundo harménico CH
do carboidrato, e correspondeu ao alongamento simétrico de C = O e COOQ,
deformagbes angulares dos grupos CH, e CH3; dos acidos graxos, indicando a
presenca de amido e sacarose (trecho OH, primeiro harménico). As bandas em
1825 e 1895 nm referem-se a deformagcdo angular do grupo O-H, e alcoois
primarios e secundarios, respectivamente. A banda 1968 nm corresponde a
absorcdo de amido, estiramento do terceiro harmdnico N-H, estiramento do
primeiro harménico O-H, deformagdes no grupo O-H combinado com hidroxila. A
regido da banda positiva 1625 nm corresponde a absorg&o de proteinas, amidos
secundarios, estiramento do segundo harménico de N-H. As regides positivas
1812 e 1900 nm referem-se a deformagédo angular do grupo O-H e alcoois
primarios (OSBORNE & FEARN, 1986; BERARDO et al., 2005; PANERA, 2007;
SANTOS et al., 2012).

Todos os espectros NIR coletados foram pré-processados com
centralizagao na média, enquanto a presenca de espalhamento e desvios de linha
de base foram corrigidos pelo pré-tratamento SNV (variavel normal padrdo) e
primeira ou segunda derivada Savitsky-Golay com janela de 11 pontos a direita e
esquerda. As amostras foram divididas em conjuntos de calibracdo (n= 42) e
validacao (n= 9) utilizando o algoritmo Kennard-Stone (KENNARD & STONE,
1969). O conjunto de calibragcdo cobre uma ampla faixa de concentragéo de
fumonisina, conforme apresentado na Tabela 8.

Os resultados de todas as previsdes quantitativas estdo apresentados na
Tabela 8. Os coeficientes de determinacdo (R% e Rzp) somente para o pré-
processamento 22 derivada no modelo de previsdao quantitativa foi superior a 0,9.
Todos os modelos apresentaram bias muito proximo de zero, indicando que nao

houve desvios sistematicos dos valores reais.
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Tabela 8 - Desempenho da determinacao quantitativa de fumonisina obtida com o

meétodo PLS e métodos de pré-tratamento

Pré- VL |[R% |RMSEC |R° |Bias RMSEP | RPD
processamento (mg.kg™) (mg.kg™") | (mg.kg™)

SNV 10 0,97 | 621,72 0,65 | -0,022 2106,22 | 21
12 derivada 12 0,78 | 1994,29 | 0,71 | 0,010 1930,56 | 2.3
12 derivada + SV 12 0,82 | 1805,46 | 0,78 | 0,044 1694,97 | 2.6
22 derivada 12 0,96 | 822,45 0,94 | 0,008 890,35 4.9
22 derivada + SV 12 0,92 | 1234,23 | 0,78 | 0,016 1674,34 | 2.6

VL: variaveis latentes, R% coeficiente de determinagcdo, RMSEC: raiz do erro
quadratico médio da calibracdo, RMSEP: raiz do erro quadratico médio da
previsdo, RPD: desvio de desempenho da razdo, SNV: variagdao normal padrao,

SV: selegao de variaveis pelo Unscrambler.

Variaveis latentes (VLs) podem ser usadas para reduzir a dimensionalidade
dos dados, e o numero 6timo de variaveis latentes (VLs) foi determinado pelo
menor valor da soma dos quadrados do erro residual previsto (PRESS)
(HAALAND & THOMAS, 1988). Consequentemente, os modelos o6timos de
calibracdo foram selecionados para alto R? e baixo RMSEC, RMSEP e bias
(OSBORNE & DOUGLAS, 1981). O indice RPD relaciona o SEP com a variancia
e o intervalo nos dados de referéncia originais, levando em consideragado que o
RPD deve ser idealmente de pelo menos 2,4 (KENNARD & STONE, 1969).

Entre os modelos obtidos apds diferentes pré-tratamentos dos espectros, o
melhor resultado foi obtido para um conjunto de calibragdo contendo espectros
meédios de 42 amostras de milho com 12 variaveis latentes que apresentou os
menores valores para RMSEC, RMSEP e maiores valores de R? e RPD. Assim, o
pré-processamento por segunda derivada possibilitou a obtengdo de um modelo
com R? de 0,96 e RMSEC 822,45 pg.kg"' de fumonisinas (FB1 + FB2) em gréos
de milho. A validacdo externa foi realizada com 9 amostras que obtiveram R? de
0,94 e RMSEP de 890,35 ug.kg™, (Figura 13). A legislagdo brasileira (ANVISA)
prevé o teor maximo de 5000 pg.kg” de fumonisinas (FB1 + FB2) em milho para
posterior processamento (Figura 16).

Williams e Sobering (1996) indicaram que o valor de 3 ou mais para o

indice RPD é recomendado.para garantir um bom desempenho do modelo. Sendo
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assim, o modelo obtido com o pré processamento 22 derivada foi o que
apresentou maior RPD (4,9). Entretanto, deve-se ressaltar que a precisédo de um

modelo depende de sua aplicagéo e dos erros de predicao (RMSEP).
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Figura 16 - Amostra predita vs. quantificada para a calibragdo PLS (azul) e

validagao externa (vermelho) definida em amostras de milho em gréo.

Estudos preliminares usaram a tecnologia NIR para quantificacdo de
fumonisinas, em que a maioria € baseada na espectroscopia de transformada de
Fourier NIR (FT-NIR). Embora esta tecnologia ndo seja capaz de reconhecer a
distribuicdo espacial dos cereais, Gaspardo et al., (2012) estimaram os teores de
fumonisinas B1 + B2 em amostras de fuba de milho usando um espectrofotdémetro
FT-NIR, equipado com uma esfera de integragdo. A validacdo externa foi
realizada com 25 amostras e apresentou os seguintes resultados para R?
calibracdo, RMSEC, R? validagdo, RMSEP, bias com 15 VLs (0,964, 0,632 mg.kg
10,879, 0,917 mg.kg™ e -0,405, respectivamente. Giacomo et al., (2013) também

desenvolveram uma triagem de milho moido contaminado com fumonisinas em
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relacdo ao limite legal da Comunidade Européia usando FT-NIR. Para um
conjunto de 128 amostras e 17 VLs, o resultado obtido foi um modelo PLS com
uma correlagéo de calibracédo e validagao igual a 0,995 e 0,908, e os valores de
RMSEC (0,232 mg.kg™') e RMSEP (0,929 mg.kg™), respectivamente.

A imagem hiperespectral NIR esta rapidamente se tornando uma
importante tecnologia nao destrutiva para a investigacdo da contaminagao por
micotoxinas em cereais (CAPORASO et al., 2018).

Firrao et al. (2010), usaram a tecnologia de imagem multiespectral (720-
940 nm) para prever o teor de fumonisina em amostras de milho moido. Os
resultados mostraram uma correlagao significativa entre as previsdes da analise
de imagem e a concentragdo da micotoxina fumonisina determinada por CLAE. O
modelo construido foi baseado em redes neurais e possibilitou a discriminagao
correta de 75 das 105 amostras em trés classes (alta, média e baixa) de teores de
fumonisinas.

Stasiewicz et al. (2017) avaliaram o uso potencial de um classificador
multiespectral (470-1550 nm) na identificacdo e remocdo de aflatoxina e
fumonisina de uma grande quantidade de grédos de milho do Quénia. A redugao
dos teores de micotoxinas foi estatisticamente significativa (p <0,001), atingindo
uma reducao média de 83% em cada toxina apds a utilizagdo do classificador
multiespectral.

Assim, os resultados obtidos com o presente estudo sugerem que a
calibragcdo multivariada dos espectros médios obtidos pela técnica HSI-NIR
podem ser uma alternativa adequada para determinar o teor de fumonisinas em
graos de milho, identificando lotes contaminados e evitando a contaminagao
cruzada durante o processo de estocagem do milho.

Novas amostras deverdo ser incorporadas ao modelo para permitir o
desenvolvimento dessa tecnologia e aumentar a sua robustez na classificagao ao

conferir maior seguranga na utilizagado do milho na nutricdo humana e animal.
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CAPITULO IlI: AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE UM EXTRATO
FENOLICO DE SORGO NO CONTROLE DE FUNGOS FITOPATOGENICOS.

4.2 Objetivos especificos

e Selecionar e recuperar fungos produtores de micotoxinas e
causadores de doengas em plantas como milho e sorgo;

e Obter um extrato fendlico a partir de graos de sorgo;

e Avaliar o efeito dos compostos fendlicos na curva de crescimento, na

taxa de germinagao de fungos fitopatogénicos e na analise de CIM;



83

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Isolados fitopatogénicos

Os testes para avaliacao do efeito antifungico do extrato fendlico de sorgo
foram realizados nos Laboratérios de Seguranca Alimentar e de Fitopatologia da
Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG e no Laboratério de Micologia do
Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG, Belo Horizonte, MG.

As cepas de fungos fitopatogénicos utilizadas neste trabalho se
encontram preservadas na Colegao Micolégica de Lavras e da Embrapa Milho e
Sorgo. Os fungos selecionados das Colegbes Micoldgicas foram os citados na
literatura como os principais causadores de doencas em plantas como milho e
sorgo, totalizando 32 isolados dos genéros Fusarium, Asperqillus, Penicillium,
Stenocarpella, Colletotrichum e Macrophomina que foram recuperados em meio
BDA. Dentre esses, 16 isolados obtiveram crescimento e foram armazenados
(CASTELLANI, 1939) para futuras analises.

5.2 Obtengao do extrato fendlico de sorgo

Foram utilizados graos do genétipo de sorgo SC 319, provenientes de um
painel com 100 linhagens de sorgo, pertencente ao programa de Melhoramento
Genético de Sorgo da Embrapa Milho e Sorgo. Esse gendtipo foi selecionado por
conter teores mais elevados de compostos fendlicos em testes preliminares
realizados na Embrapa Milho e Sorgo (dados nao publicados).

Os gréaos foram decorticados em maquina beneficiadora de arroz e o
farelo (pericarpo dos graos) foi recolhido e levado para o Laboratério de
Seguranca Alimentar da Embrapa Milho e Sorgo onde foi moido em moinho de
bolas (Marca: Retsch, modelo: MM200), obtendo-se uma farinha com
granulometria de aproximadamente 10 pm.

O extrato fendlico foi obtido conforme Singleton et al. (1999), com
modificagdes. Um grama de farelo de sorgo foi adicionado de 100 mL de solugao
de etanol/agua (20/80%, v/v), e mantido em agitagdo de 200 rpm em mesa
agitadora por 2 horas (Marca: Nova Etica, modelo: 109) e posterior centrifugagéo

por 15 min a 2000g (RCF), o sobrenadante do extrato fendlico de sorgo foi
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utilizado para analise do teor de compostos fendlicos. Optou-se por esse método
de extracdo apds terem sido realizados testes com diversos solventes, em
diferentes concentragdes e temperaturas, a fim de se obter um solvente eficaz,
nao toxico e que apresentasse resultados similares aos encontrados com o0 uso
de metanol (método convencional). Os resultados desses testes encontram-se na
Tabela 9 (Resultados e Discussao).

O extrato obtido foi analisado quanto ao teor de compostos fendlicos
totais pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (FC) (DYKES, 2008),
utilizando acido galico como padrao de referéncia. Uma aliquota de 100 yL do
extrato de sorgo foi retirada e acrescida de 1,1 mL de agua deionizada, 0,4mL de
solugdo de reagente Folin-Ciocalteu e 0,9 mL de solugdo de Etanolamina. A
leitura foi realizada a 600 nm em espectrofotometro UV/VIS (Marca: Intrutherm,
modelo: UV 2000A). Os extratos fendlicos foram liofilizados em Liofilizador
(Marca: Terroni, modelo: LS3000) e ressuspendidos em agua deionizada (1
mg.mL™"), segundo técnica descrita por Kil et al. (2009). A concentracéo do extrato

fendlico de sorgo liofilizado foi de 266 mg GAE.g™") o qual foi utilizado no trabalho.
5.3 Avaliagao do efeito antifungico do extrato fenélico de sorgo (EFS)
5.3.1 Efeito antifungico do EFS em meios sélido e liquido

Para este estudo foi utilizada a cepa fungica de Fusarium verticillioides
(CML 2743), que foi selecionada por se tratar de um dos géneros que mais
acomete e que causa maiores prejuizos a cultura do milho e sorgo. Meios de
cultura BDA (batata-dextrose-agar, meio solido) e BD (batata-dextrose, meio
liquido) foram incorporados ou nao (controle) com o extrato fendlico de sorgo
(EFS) liofilizado, na proporgdo de 1 mg.mL™ (266 mg GAE.g™"), de acordo com
trabalho realizado por Kil et al. (2009), que utilizou a proporcao de 1mg.mL'1. O
meio BD foi avaliado “com” (BDCA) e “sem” agitacado (BDSA). Nos testes em meio
sélido, discos de micélio (5 mm de diametro) retirados de bordas de coldnias de
F. verticillioides com 7 dias de cultivo foram transferidos para o centro da
superficie do meio de cultura com os respectivos tratamentos descritos abaixo e
ilustrados na Figura 17, conforme metodologia utilizada no Laboratério de

Fitopatologia da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG.
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T1. BDA (batata-dextrose-agar): meio solido + EFS
T2. BDCA (batata-dextrose): meio liquido com agitagao + EFS
T3. BDSA (batata-dextrose): meio liquido sem agitagdo + EFS

Para o tratamento T1 (BDA) as placas foram mantidas em temperatura
ambiente (25 + 2 °C), durante 7 dias. A avaliagcdo do crescimento micelial,
mensurado pelo didmetro da coldnia, foi realizada a cada 24 horas, durante cinco
dias.

Por meio de colbnias puras de Fusarium verticillioides foi obtida a
contagem do numero de esporos produzidos durante 7 dias em meio liquido BD
com agitacao (T2 - BDCA). Nesse tratamento utilizou-se 40 mg de EFS em 40 mL
de meio BD (1mg.mL™") em Erlenmeyers de 50 mL. Efetuou-se a repicagem de um
disco micelial (x 5 mm de didmetro) de F. verticillioides para os Erlenmeyers (50
ml) contendo o meio liquido. Os Erlenmeyers foram mantidos sob agitagcao de 110
rpm, no escuro, durante 7 dias. Para a contagem de esporos, o extrato foi filtrado
em gaze e diluido em agua (1:1). A contagem dos esporos foi realizada em
camara de Neubauer com auxilio de um microscépio 6ptico (Marca: Olympus,
modelo: BX60).

No tratamento T3 (BDSA), utilizou-se um disco micelial de F. verticillioides
(x5 mm de didametro) colocado em Erlenmeyer com 40 mL de agar batata
dextrose, contendo 40 mg de extrato fendlico de sorgo. Apos 7 dias de incubagéo
em temperatura ambiente (25 + 2 °C), o material foi filtrado em papel de filtro

qualitativo (12,5 cm) e o micélio foi seco em estufa a 51°C até peso constante.

‘ Extrato fenalico
P 266 mg GAE/g

Figura 17 — Esquema de metodologia utilizada para avaliar o efeito do extrato
fendlico no desenvolvimento de Fusarium verticillioides.
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5.3.2 Concentragao inibitéria minima (CIM) do EFS

Foram utilizados 16 isolados de fungos fitopatogénicos pertencentes a
Colegdo Micoldgica de Lavras e da Embrapa Milho e Sorgo, MG, e duas (2)
linhagens referéncias (C. albicans e C. neoformans) pertencentes a colecéo de
microrganismos do Laboratério de Micologia do Departamento de Microbiologia
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(ICB/UFMG), conforme Tabela 9. A espécie fungica C. albicans foi selecionada
como controle, pois na literatura ha relatos de sua inibigado sob o efeito de extrato
fendlico de sorgo (KIL et al., 2009). E C. neoformans por se tratar de uma espécie
largamente utilizada em experimentos com analise da CIM pelo Laboratério de
Micologia da UFMG.

O estoque das culturas foi mantido em Castellani (CASTELLANI, 1939) e
as linhagens foram repicadas previamente, a partir das amostras armazenadas,

para placas de Petri contendo meio BDA.

Tabela 9 — Relagédo dos microrganismos utilizados para analise da CIM.

N° |dentificac&o Taxonomia

1 BRM 051202 Fusarium graminearum
2 CML 2743 Fusarium verticillioides
3 CML 2825 Fusarium proliferatum
4 CML 2793 Fusarium andiyazi

5 BRM 034978 Aspergillus sp.

6 BRM 035055 Aspergillus sp.

7 BRM 032174 Aspergillus terreus

8 BRM 038161 Penicillium citrinum

9 BRM 032157 Penicillium pinophilum
10 BRM 035045 Penicillium sp.

11 BRM 035317 Fusarium verticillioides
12 BRM 051204 Fusarium verticillioides
13 EMSO01 Stenocarpella maydes
14 EMS02 Stenocarpella maydes
15 EMSO03 Colletotrichum sp.
16 EMS04 Macrophormina sp.
17 SC5314 Candida albicans

18 H99 Cryptococcus neoformans
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5.3.2.1 Preparo do inéculo

O inéculo fungico foi preparado a partir das culturas fungicas crescidas
em placas de Petri, contendo meio BDA e incubadas por 7 dias a 28 °C. As
colénias de fungos foram cobertas com 3 mL de solugédo salina estéril (0,85%
NaCl) acrescida de 1% de Tween 80 e submetidas a raspagem com auxilio de
alca de repicagem para obtengdo de uma suspensdo e contagem de conideos.
Procedeu-se a contagem de conideos em aliquota de 10 yL em camara de
Neubauer.

Para o ensaio de determinagdo da CIM por microdiluigdo em meio RPMI
1640, a concentragdo do indculo corresponde a 2 x 10* e 2 x 10® UFC.mL™" para
fungos testes e controle, respectivamente (SANTOS & HAMDAN, 2005).

5.3.2.2 Teste de susceptibilidade dos fungos ao extrato fendlico de
sorgo

Para avaliagdo do efeito do extrato fendlico de sorgo (EFS) como
antifungico utilizou-se o método de microdiluicdo em caldo segundo o documento
M60 proposto pelo CLSI (CLSI, 2017).

A solucao de inibicdo do crescimento fungico com EFS foi preparada na
concentracdo de 40 mg.mL™ (10640 mg GAE.g™"), maxima proporgao realizada
por quantidade de extrato, que posteriorimente foi diluida até concentragao
desejada. Como controles foram utilizados os antifungicos Itraconazol (ITRA),
Fluconazol (FLU) e Anfotericina B (ANFB). Inicialmente, foram preparadas
solucbes-estoque de cada antifingico na concentracdo de 2000 pg.mL™
solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO) (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA)
para ANFB e ITRA e em agua destilada para FLU. Posteriormente, os
antifungicos e o EFS foram diluidos em meio RPMI 1640. Por meio de diluicbes
seriadas, foram obtidas concentragdes que variaram de 0,2 a 128 pg.mL'1 para o
itraconazol, 0,5 a 256 pg.mL'1 para o fluconazol, 0,06 a 32 pg.mL'1, e 10 a 5000
ug.mL™" para EFS contendo 2,66 a 1330 mg GAE.g". Na sequéncia, aliquotas de
100 pL de cada diluicdo foram distribuidas nos orificios da placa de microdiluicao

de 96 pocos (Figura 18).
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Figura 18 — Placa do teste de susceptibilidade (CIM) com a solugéo de EFS.

O teste de susceptibilidade foi realizado em placas de fundo chato, com
96 pocos, esterilizadas. Um volume de 100 pL de cada diluicdo seriada foi
dispensado nos pogos das placas de microdiluigdo. Em seguida, foram
adicionados 100 pL do indéculo fungico, resultando em um volume final de 200
ML/poco.

Para o teste foram utilizados, em cada placa, um controle positivo, em
que havia apenas o inéculo na auséncia do antifungico e do EFS e um controle
negativo, onde foi dispensado apenas o meio RPMI 1640, sem inoculo, sem
antifungico e sem EFS. Posteriormente, as placas foram incubadas a 28 °C por 7
dias (CLSI, 2017).

O experimento foi realizado em duplicata e a leitura foi realizada pela
observacao visual da inibicdo de crescimento em cada pogo, comparada com o
crescimento observado no pog¢o do controle positivo. Para o itraconazol e o
fluconazol a CIM foi considerada como a menor concentragdo capaz de inibir 80%
do crescimento fungico e para a anfotericina B e o EFS, foi considerada a menor

concentracéo capaz de inibir 100% de crescimento (CLSI, 2017).
5.3.3 Taxa de germinagao de conideos
Para observar a germinagéo de conideos fungicos foram selecionados 14

dos isolados ja analisados (n° 1 a 14 — Tabela 9). As amostras foram avaliadas
com a adi¢ao de EFS na concentracdo de 5000 pg.mL'1 e sem a adicao EFS. A
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partir do indculo dos diferentes fungos, previamente preparados e ajustados, 10*
conidios/mL foram colocados em Caldo Batata Dextrose, homogeneizados em
vortex por 15 segundos e incubados a 28 °C por 24 horas. Apds o periodo de 24
horas, aliquotas de cada amostra, na auséncia e na presenga do EFS (5000
pg.mL'1) foram tomadas e o numero de conidios germinados e nao germinados foi
determinado utilizando cadmara de Neubauer. O percentual de conidios

germinados foi calculado para cada isolado fungico (LIU et al., 2007).
5.3.4 Curva de crescimento

Para este estudo foram selecionados 11 isolados que foram analisados
nos testes de CIM e Germinacéo, identificados do n® 2 a 12 (Tabela 9).

A partir do in6culo dos diferentes fungos, previamente preparados e
ajustados, 10* conidios/mL foram adicionados a meio RPMI 1640 e,
posteriormente, incubados em tubos cénicos de propileno (50mL) a 28 °C na
auséncia e na presenga de EFS (5000 pg.mL'1). O crescimento fungico foi
avaliado por meio do plagueamento de aliquotas das diferentes condigdes
experimentais nos tempos de 0, 8 e 24 horas apos adi¢ao do inéculo fungico em
meio RPMI 1640. O experimento foi realizado em triplicata. Para cada tempo uma
aliquota de 50 uL de cada amostra foi retirada e semeada em placa de Petri
contendo BDA e apds, foram incubadas a 28 °C para posterior avaliacdo. Apos
48h de crescimento foi realizada a contagem das colénias obtidas em unidades

formadoras de coldnia (UFC.mL™").
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1. Efeito antifungico do EFS em meios soélido e liquido:

e
Extrato fendlico: 266 mg GAE.g? _ A

F. verticillicides Meio salido (BDA) -:ng: gq;g; A)
2. Concentragao inibitéria minima: | s h r| e |
Exirato fendlico (2,66 a 1330 mgGAE.q ') (6660666066666
Concentragao do indculo: 10 a 5000 pg.mL! OO0 000000000
HOOOOO0OOOoOOoO00oO0O0
16 isolados fungicos "OO0OO00000000D0O
(Aspergiiussp., Fusarium sp., Penicillium loDo0oC000DD0O00
sp., Stenocarpella maydes, Colletothricum looooo0o000O00
sp., Macrophominasp.) “O00000000000
1000000000000
. _ P s Diluigio em série
3. Taxa de germinacado de conideos:
Extrato fenalico: 1330 mgGAE.g! =
Concentracio: (5000 pg.mlL") ﬁ L
14 isclados fiingicos ™ | 10tconidiosm | | ‘ e |
(Aspergilfussp., Fusanum sp., " | |
Penicillium sp., Stenocarpells maydes) Camara de
= Raubauer

4. Curva de crescimento:
Extrato fendlico: 1330 mgGAE g
Concentragao: (5000 pg.mlL') r\ (—\

11 isolados fungicas = | 104 conidios/mL "ol

(Aspergiiius sp., Fusarium sp., v _

Penicilfiumsp.)

Mejo sdlide (BDA)

Figura 19 — Resumo das metodologias utilizadas.

5.3.5 Analise dos dados

Os dados referentes as avaliagdes de diferentes solventes para extragao
dos fendis totais de sorgo, e de efeito antifungico do EFS em meio sélido e liquido
foram analisados por ANAVA com o auxilio do modelo computacional SISVAR
(FERREIRA, 2003), e as médias foram submetidas ao teste de Tukey e Scott-
knott a 5% de probabilidade.

Para analise dos dados de taxa de germinagao e curva de crescimento foi
utilizado o Software Prism 5 5.01 (GrapPad Inc., San Diego, CA, USA) utilizando a
analise de variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey e, para as curvas de
crescimento, foi determinada a area sob a curva. Os valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Avaliagdo do extrato fendlico de sorgo como agente antifingico no

desenvolvimento de fungos fitopatogénicos
6.1.1 Teste de extragcdao de compostos fendlicos de sorgo

Conforme se observa na Tabela 10, houve diferengas significativas
(p>0,05) nos teores de compostos fendlicos de sorgo extraidos com diferentes
solventes, os quais variaram entre 10,07 e 20,10 mg GAE.g'1.

Observa-se que os solventes de 1 a 9 apresentaram resultados
semelhantes e com melhor eficacia na extragao dos compostos fendlicos. Sendo
assim, o solvente Etanol 20% em temperatura ambiente foi selecionado e utilizado
nos testes devido a sua capacidade de extracdo similar ao método convencional

(metanol 1% HCI, em temperatura ambiente), porém, com menor toxicidade.

Tabela 10 - Extragdo de compostos fendlicos totais de sorgo utilizando diferentes
solventes, em temperatura ambiente (TA) ou a 40 °C, com ou sem adigéo de 3%
de acido citrico (AC)

Solvente Teor de fendlicos totais (mg GAE.g™)
1 Metanol 1% HCI TA 18,77 A
2 Etanol 20% TA 17,49 A
3 Etanol 20% TA 3% AC 17,30 A
4 Etanol 20% 40°C 18,11 A
5 Etanol 20% 40°C 3% AC 16,97 A
6 Etanol 50% TA 19,02 A
7 Etanol 50% TA 3% AC 17,90 A
8 Etanol 50% 40°C 18,94 A
9 Etanol 50% 40°C 3% AC 20,10 A
10 H,0 90°C 3% AC 12,50 C
11 Etanol 10% TA 14,93 B
12 Etanol 10% TA 3% AC 13,33 B
13 Etanol 10% 40°C 13,92 B
14 Etanol 10% 40°C 3% AC 14,78 B
15 H,O TA 12,00 C
16 H,O TA 3% AC 10,07 C
17 H,0 40°C 13,71 B
18 H,0 40°C 3% AC 10,62 C

Valores seguidos da mesma letra maildscula na coluna nao diferem entre si em nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Scott-knott.
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6.1.2 Avaliagcdao do efeito antifungico de compostos fendlicos de

sorgo para F. verticillioides.

Verificou-se no tratamento BDA com aplicacdo do extrato fendlico de
sorgo e no controle, os didmetros das colbnias de F. verticillioides foram,
respectivamente, de 13,8 e 13,9 cm, (Tabela 11), ou seja, ndo houve efeito sobre

o crescimento fungico (Figura 20).

Tabela 11 - Efeito do extrato fendlico de sorgo (EFS) sobre o crescimento de
colbnias de F. verticillioides em meio solido BDA.

Diametro (cm)

Tratamento Repeticao Dias
1° 2° 3° 4° 5° Média
BDA sem EFS (controle) 75 93 11,1 13,2 13,8 13,8a
1 81 84 93 12,0 13,5
2 75 87 99 123 129
BDA com EFS 3 72 84 10,2 12,0 13,5 13.9 a
4 8,1 8,7 11,4 13,8 14,7
5 75 9,0 11,1 13,2 147

6 81 87 99 120 141

Valores seguidos de mesma letra minuscula na coluna néo diferem entre si em nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Figura 20- Crescimento de Fusarium verticillioides em tratamento contendo
extrato fendlico de sorgo incorporado ao substrato BDA (meio solido).

Da mesma forma que no meio solido, nos meios liquidos sem (BDSA) e

com agitacédo (BDCA) nao houve efeito do EFS sobre o desenvolvimento de F.
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verticillioides (Tabelas 12 e 13). Contrario ao esperado houve maior
desenvolvimento do fungo no tratamento contendo o extrato fendlico de sorgo,
tanto em BDSA (média de 2,147 g), quanto em BDCA (média de 257 x 10°
esporos.mL) em relagdo ao grupo controle que teve médias de 0,373 g (BDSA) e
155 x 10° esporos.mL (BDCA).

Tabela 12 - Efeito do extrato fendlico de sorgo (EFS) sobre o peso seco de
colbénias de F. verticillioides em meio liquido sem agitagdo (BDSA).

Tratamento Repeticao Peso (g) Média

BDSA sem EFS (controle) 0,373 0,373 b
4,871
0,775
2,317
2,356
1,037
6 1,527

BDSA com EFS 2,147 a

a b~ ON -

Valores seguidos de mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si em nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Tabela 13- Efeito do extrato fendlico de sorgo (EFS) sobre o numero de esporos
de F. verticillioides em colbnias obtidas no meio liquido mantido sobre agitagéao
(BDCA).

Tratamento Repeticao N° de esporos (x 10°) Média

BDCA sem EFS (controle) 155 155 b
223
245
222
251
290
6 311

BDCA com EFS 257 a

a b wOwN -

Valores seguidos de mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si em nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

De acordo com esses resultados preliminares, ndo houve redugao da taxa
de crescimento miceliano, bem como do numero de esporos de Fusarium
verticillioides (CML 2743) quando aplicado extratos fendlico de sorgo (EFS) no
meio de crescimento. Portanto, ndo foi comprovado efeito desses compostos,

obtidos do gendtipo de sorgo SC 319, sobre o desenvolvimento desse patdgeno.
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6.1.3 Avaliacdao da susceptibilidade dos fungos fitopatogénicos ao

extrato fendlico de sorgo

Conforme observado na Tabela 14, das amostras de fungos analisadas,
todas apresentaram CIM acima de 5000 pg.mL'1 para o extrato fendlico de sorgo
(EFS), entre 0,50 e acima de 32 para Anfotericina B, entre 0,25 e acima de 128
para ltraconazol, entre 8,0 e acima de 256 para Fluconazol. Portanto, apds 7 dias
de crescimento, foi possivel notar que o extrato fendlico do sorgo SC 319 nao
apresentou efeito inibitério para o crescimento das espécies fungicas analisadas,
visto que todas as amostras obtiveram crescimento normal em detrimento

daquelas que receberam os antifungicos de controle.

Tabela 14- Concentragdo inibitéria minima (CIM) em pg.mL™ do extrato fendlico
de sorgo (EFS) e dos antifungicos itraconazol, anfotericina B e fluconazol, para
diferentes espécies de fungos fitipatogénicos, determinada pelo método de

microdiluicdo em caldo.

Espécies fangicas EFS Anfotericina B Itraconazol Fluconazol
1 F. graminearum >5000 2,0 128 >256
2 F. verticillioides >5000 16,0 128 >256
3 F. proliferatum >5000 16,0 >128 >256
4 F. andiyazi >5000 >32 >128 >256
5 Aspergillus sp. >5000 2,0 >128 >256
6 Aspergillus sp. >5000 32,0 0,50 >256
7 A. terreus >5000 4.0 0,25 >256
8 P.citrinum >5000 4,0 0,25 >256
9 P. pinophilum >5000 4,0 128 >256
10 Penicillium sp. >5000 1,0 0,50 >256
11 F. verticillioides >5000 >32 128 >256
12 F. verticillioides >5000 >32 >128 >256
13 S. maydes >5000 >32 0,25 >256
14 S. maydes >5000 >32 0,25 32,0
15 Colletotrichum sp. >5000 0,50 0,25 8,0
16 Macrophomina sp. >5000 16,0 0,25 256
C. albicans >5000 0,06 16,0 4,0

C. neoformans >5000 0,06 0,25 4.0
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6.1.4 Efeito do extrato fendlico de sorgo no crescimento conidial de

fungos

Na Figura 21 pode-se observar os conideos germinados em amostras
com EFS e a Figura 22 apresenta o percentual de conidios germinados para as
espécies fungicas apos 24 horas em meio Caldo Batata Dextrose na auséncia e
na presenca de EFS (5000 pg.mL'1). Observou-se efeito positivo do EFS sobre o
percentual de conidios germinados, contrario ao esperado, ou seja, na presenga
do EFS as espécies representadas por B, C, D, e G apresentaram maiores
percentuais de germinagao quando comparadas com as amostras sem EFS. Esse
resultado corrobora com aqueles observados nos testes preliminares para a
espécie F. verticillioides - CML 2743(B), em que os valores no tratamento com
EFS foram maiores que aqueles do controle. Para as demais espécies ndao houve
diferencga significativa na presenga e na auséncia do extrato. Dessa forma, os
resultados demonstram que ndo houve efeito inibidor do EFS na germinagéo dos

conideos das espécies testadas.

Figura 21 — Germinagao dos conideos da amostra CML 2743 (F. verticillioides)

em presenca de EFS.

Figura 22 - Efeito do extrato fendlico de sorgo na germinacdo de conidios.
Percentual de conidios germinados para as espécies fungicas (A - N) apés 24
horas em meio Caldo Batata Dextrose na auséncia (SEF) e na presenga (CEF) de
EFS (5000 pg.mL™). * Diferenca significativa (p<0,05) em relacdo a auséncia do
EFS; **(p<0,01); *** (p<0,001).
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6.1.5 Efeito do extrato fendlico de sorgo no crescimento fungico.

A avaliacdo do efeito do extrato fendlico de sorgo nas curvas de
crescimento (0-24h) para as espécies fungicas (UFC.mL™") sdo apresentadas na
Figura 23.

Verificou-se diferenca significativa no crescimento dos fungos na
presenca e na auséncia de EFS. Na auséncia do extrato, as amostras
apresentaram maiores valores de UFC’s.mL™". Apds 48h de crescimento os dados
mostraram que, quando aplicado o EFS, as amostras apresentaram menor
contagem de UFC’s do que as amostras controle. Esse resultado difere daqueles
encontrados no teste preliminar e nos valores de CIM, que apresentaram
crescimento total dos fungos em concentragdes de EFS acima de 5000 pg kg™
Especula-se que esse resultado possa ser devido ao tempo de crescimento dos
fungos, ou seja, na curva de crescimento a avaliacao foi realizada apds 48 h (2
dias) e no CIM apés 168 h (7 dias), sugerindo que o EFS possa retardar o
crescimento fungico nas primeiras horas, visto que houve crescimento, porém,

mais lentamente.

Figura 23 - Efeito do extrato fendlico de sorgo (EFS) no crescimento das espécies
fungicas. Total de Unidades formadoras de coldnias (UFC.mL") das espécies
fungicas (A - K) em 0, 8 e 24 horas na auséncia e na presenca de EFS (5000
ug.mL™"). *Diferenca significativa (p<0,05) em relacdo & auséncia do EFS;
**(p<0,01); *** (p<0,001).
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Esses resultados diferem dos encontrados por Ataei et al. (2007) que
mostraram alta atividade antifungica dos extratos fendlicos de sementes e folhas
de Sorghum bicolor (0 — 25 mg.L) sobre Fusarium poae e F. solani. No presente
trabalho, investigou-se o efeito do extrato fendlico de sorgo SC 319 sobre F.
verticillioides, que pode ser uma espécie mais resistente que F. poae e F. solani.

Trabalho realizado por Javaid et al. (2012) investigou o potencial
antifungico de um capim alelopatico, Sorghum halepense, para 0 manejo de
Macrophomina phaseolina isolada de plantas de feijao-caupi infectadas com a
podriddo do carvao vegetal. O Sorghum halepense esta classificado dentro do
género Sorghum assim como as espécies S. propinquum e Sorghum bicolor. Os
resultados encontrados mostraram que diferentes concentragbes (0.5, 1.0, 1.5,
2.0, 2.5, 3.0 g.100 mL de metanol) de extratos metandlicos de parte aérea, raiz e
inflorescéncia, secas e moidas, de S. halapense foram eficazes quanto a sua
atividade antifungica in vitro contra M.phaseolina, reduzindo significativamente a
biomassa fungica.

Trabalho semelhante, realizado por Ratnavathi & Sashidhar (2007)
avaliou o efeito dos extratos fendlicos de 6 cultivares de sorgo (IS 620, AON 486,
LPJ, IS 17779, SPV 86 e SPV 462), que foram estimados pelo método Folin-
Denis com teores de fendis totais variando de 0,45 £ 0,02 a 9,39 £ 0,31 pg.g'1,
para avaliar o crescimento fungico de Aspergillus parasiticus (inéculo 2,2 x10°)
foram utilizadas as concentracbes de fendlicos em 0,01; 0,1 e 1% em meio
liquido, e foi possivel observar redugdao na biomassa fungica quando aplicado o
extrato.

Kil et al. (2009) observaram que, de quatro cultivares de sorgo
(Gumeunchalsusu, Bulkeunchalsusu, Jangsususu e Neulsusu), extraidas com
metanol e, fracionadas com n-hexano, acetato de etila, n-butanol e agua, os
extratos fendlicos das amostras foram entre 4,0 e 129 pg.pL'1 a0 mg.mL'1, por
metodologia de DPPH, com dilui¢bes feitas nas faixas de concentragao entre 7,8
e 500 pg.mL". Para a andlise de CIM, o extrato metandlico da cultivar
Bulkeunchalsusu exibiu o maior nivel de atividade antimicrobiana contra todos os
microrganismos testados, Bacillus subtilis, S. aureus, E. coli, Salmonella
typhimurium, K. pneumoniae e C. albicans. Esse resultado difere dos resultados
encontrados nesse experimento quando comparado o efeito do EFS para inibicdo

da espécie C. albicans, pois nesse trabalho ndo houve inibigdo do crescimento da
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amostra controle C. albicans. Especula-se, com base nesse o estudo de Kil et
al.(2009) que pode haver efeito da cultivar sobre a inibicdo do crescimento
fungico.

Os resultados apresentados por Funnell-Harris et al. (2017) corroboram
os obtidos neste trabalho. De acordo com os autores, quando cultivado F.
thapsinum em meio com extrato de sorgo (bmr6), o crescimento fungico foi
significativamente mais rapido que o controle e, também, que 0s meios
adicionados com acgucar. Resultado semelhante foi observado, no presente
trabalhoem que o F. verticillioides apresentou maior crescimento que o controle,
no teste preliminar e no teste de germinagdo de conideos, em que algumas
espécies apresentaram maiores taxas de germinagdo na presenga que na
auséncia do EFS.

Funnell-Harris et al. (2014), avaliaram o efeito dos acidos ferulico,
vanilico, sinapico, singico e cafeico (compostos fendlicos) de sorgo, em
concentragcdes entre 0 a 5,0 mM para acido ferulico, 0 a 7,5 mM para acido
vanilico e singico, 0 a 6.0 mM para acido sinapico e, 0 a 10,0 mM para acido
cafeico, sobre o crescimento in vitro de F. thapsinum, que mostrou ser tolerante
para a esses compostos. Porém, quando colocados em teste no crescimento de
outras espécies, os autores observaram inibicdo na taxa de crescimento fungico
de F. verticilioides, F. proliferatum e M. phaseolina mesmo na concentracdo mais
baixa de acido ferulico (0,5 mM). Dessa forma, os autores relatam que o acido
ferulico pode inibir varios fungos, podendo ser empregado na resisténcia das
plantas a patégenos fungicos. No entanto, o patégeno de sorgo altamente
virulento F. thapsinum foi relativamente tolerante a este e a quatro outros
fendlicos utilizados no trabalho.

De acordo com Gordana et al. (2007) além da presenga de compostos
fendlicos a atividade antimicrobiana em extratos de plantas depende também da
presenca de varios metabdlitos secundarios. Awika & Rooney (2004) sugerem
que a atividade antimicrobiana do sorgo pode ser devido a presencga de taninos, e
acreditam que outros fendis podem contribuir, de forma sinérgica, com seu poder
antimicrobiano.

Embora o genétipo SC 319, utilizado no presente trabalho, contenha altos
teores de taninos (Anunciagéo et al., 2017), é possivel que ele possua baixo teor

de acido ferulico, cuja atividade antifungica foi demonstrada no estudo de Funnell-
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Harris et al. (2014). Assim, sugere-se a realizacdo de outros trabalhos com
genotipos de sorgo que contenham maior teor de acidos fendlicos, especialmente
o ferulico, visando comprovar o efeito inibidor deste sobre diferentes espécies de
fungos.

Embora alguns trabalhos na literatura apresentem resultado positivo para
a inibicao fungica utilizando extrato fendlico de sorgo, nao foi possivel comparar
as concentragdes dos mesmos, devido as metodologias distintas utilizadas nas
quantificacdes dos diferentes EFS. Neste trabalho nao foi possivel observar efeito
inibitério do EFS e, contrario ao que se esperava, a presenga do EFS estimulou o
crescimento de algumas espécies fungicas avaliadas. Dessa forma, sugere-se
novos estudos para avaliar o potencialdo EFS no estimulo ao crescimento de

fungos importantes para produgéo de insumos alimenticios e/ou farmacéuticos.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Neste estudo, o uso de técnica molecular por meio do sequenciamento de
DNA da regido fungica ITS do espagador transcrito 18S-28S mostrou-se util para
a identificagdo de isolados fungicos e espécies do género Fusarium. Os
resultados obtidos revelaram que a tecnologia de imagem hiperespectral no
infravermelho proximo (HSI-NIR) € uma ferramenta util para categorizar duas
espécies agricolas importantes de Fusarium. O método HSI-NIR e a regresséo
multivariada podem ser uma alternativa adequada para determinar o teor de
fumonisinas em graos de milho. A relagéo custo/ beneficio mostrou que a técnica
(HSI-NIR) apresenta maior vantagem sobre as técnicas padrao de identificagao
de fungos e quantificagcdo de micotoxinas, por ser mais facil e rapida de executar,
além de menos onerosa, possui uma abordagem nao destrutiva e de menor
impacto ao ambiente. A aplicacdo de (HSI-NIR) para identificar espécies de
Fusarium e quantificar fumonisinas pode fornecer uma ferramenta poderosa para
monitorar a qualidade do milho conferino maior seguranga na utilizagdo do milho
na nutricdo humana e animal. O extrato fendlico do gendtipo de sorgo SC 319 néo
apresentou potencial antifungico para as espécies fitopatogénicas utilizadas.
Todavia, tendo em vista a importancia desse tipo de estudo, sugere-se sua
continuidade, com uso de extratos fendlicos de gendtipos de sorgo que
contenham diferentes perfis de compostos fendlicos, de modo a permitir uma
melhor avaliagcdo de seus efeitos antimicrobianos sobre diversos géneros de

fungos que acometem a cultura do milho.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Através dos resultados obtidos espera-se:

Cap. I: Ampliar os estudos com a técnica de imagens hiperespectrais no
infravermelho préximo e técnicas de analise multivariada de imagens para a

identificacdo dos patdgenos causadores de micotoxinas no grao de milho.

Cap. Il: Ampliar os estudos com a tecnologia de imagens hiperespectrais no
infravermelho préximo e técnicas de analise multivariada de imagens e selegao de
variaveis para desenvolver um método para identificar e/ou quantificar

micotoxinas (Fumonisinas e Zearalenonas) em graos de milho.

Cap. lll: Realizar estudos utilizando outros cultivares de sorgo, com outros
métodos de quantificacdo dos extratos fendlicos, e testes que demonstrem o
potencial estimulador desses compostos para o crescimento de certas espécies

fungicas, como leveduras e bactérias.

Publicagdes: O artigo do capitulo | ja foi publicado na Revista Food Chemistry.

Com os dados obtidos nos capitulos Il e Ill serdo redigidos 2 artigos.
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