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Resumo — Este estudo teve como objetivo obter extratos de farelos de sor-
go, ricos em compostos fendlicos, e avaliar suas atividades antifungicas em
graos de milho naturalmente contaminados com fungos do género Fusarium.
Foram conduzidos dois ensaios com extratos dos sorgos SC 319 e CMSXS
3019 obtidos com as solugdes metanol/agua 80/20% (Ensaio 1) e aceto-
na/agua 80/20% (Ensaio 2). Foram utilizados os extratos de sorgo integrais
(contendo agua e os solventes metanol e acetona) ou evaporados (sem os
solventes). Agua e as solugdes extratoras puras foram usadas como contro-
le. Apos desinfestagéo, cem graos de milho foram imersos em 50 mL de cada
solucéo e distribuidos em quatro caixas tipo gerbox contendo papel de filtro
umedecidos com agar-agua e incubadas a 25 °C por 7 dias. Apos esse pe-
riodo, os gréos foram examinados, individualmente, e aqueles identificados
com colbnias de Fusarium foram quantificados. Em ambos os ensaios, a pre-
valéncia de Fusarium foi 2 99% nos gréos imersos nas solu¢des evaporadas
(sem metanol ou acetona) e nao houve diferencga estatistica entre esses tra-
tamentos e o controle com agua (100%). Ja nos gréos imersos nas solugdes
contendo os solventes, a prevaléncia desse fungo foi bastante inferior (entre
4 e 16%). Portanto, é possivel que os efeitos fungicidas dos extratos, em
ambos os ensaios, tenham sido por causa da agao dos solventes metanol
e acetona e nao dos compostos fendlicos do sorgo. Contudo, sugerem-se
mais estudos para confirmar esses resultados, incluindo genétipos de sorgo
com diferentes perfis de compostos fendlicos.

Termos para indexagao: Zea mays, fungicidas naturais, fungos toxigénicos,
extratos fendlicos.



Effect of sorghum bran extracts, rich in
phenolic compounds, on the prevalence
fungi of the genus Fusarium in maize
grains

Abstract — This study aimed to obtain sorghum bran
extracts, rich in phenolic compounds, and evaluate
their antifungal activity in maize grains naturally
contaminated with fungi of the genus Fusarium. Two
trials were conducted with sorghum extracts SC 319
and CMSXS 3019 obtained with 80/20% methanol/
water solution (Trial 1) and 80/20% acetor In
water solution (Trial 2). Whole sorghum extracts
(containing water and the solvents methanol and
acetone) or evaporated (without the solvents) were
used. Water and the pure extracting solutions were
used as controls. After disinfestation, one hundred
maize grains were immersed in 50 mL of each
solution and distributed in four gerbox-type boxes
containing filter paper moistened with agar-water and
incubated at 25 °C for seven days. After this period,
the grains were examined, individually, and those
identified with Fusarium colonies were quantified. In
both trials, the prevalence of Fusarium was = 99%
in grains immersed in evaporated solutions (without
methanol or acetone) and there was no statistical
difference between these treatments and the control
with water (100%). However, in grains immersed
in solutions containing solvents, the prevalence of
this fungus was much lower (between 4 and 16%).
Therefore, it is possible that the fungicidal effects of
the extracts, in both trials, were due to the action
of the solvents methanol and acetone and not to
the phenolic compounds of the sorghum. However,
further studies are suggested to confirm these
results, including sorghum genotypes with different
profiles of phenolic compounds.

Index terms: Zea mays, natural fungicides, toxigenic
fungi, phenolic extracts.

Introdugéao

O milho é amplamente cultivado e consumido
em todo o mundo. No Brasil, o milho ocupa o segun-
do lugar no ranking de producéo de gréos, superado
apenas pela soja (Companhia Nacional de Abaste-
cimento, 2024). Segundo a Companhia Nacional de
Abastecimento, a estimativa de producgao total da
safra de 2023/2024 é de 112,75 milhdes de tone-
ladas, em uma éarea de 15,76 milhdes de hectares
(Companhia Nacional de Abastecimento, 2024).
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O milho é uma cultura suscetivel ao ataque e ao
desenvolvimento de fungos patogénicos causado-
res de diversas doengas em toda a planta (Magarini
et al., 2024). Além disso, a infecgao fungica pode
comprometer direta e indiretamente graos de milho
e seus derivados, reduzindo sua qualidade sanitaria
e fisica e interferindo na sua classificagcdo comer-
cial (Castro, 2011; Bento et al., 2012; Contini et al.,
2019).

Os fungos que mais acometem a cultura e se
destacam por serem responsaveis pelas principais
doencas em gréos de milho pertencem aos géneros
Fusarium, Aspergillus e Penicillium (Castro, 2011;
Bento et al., 2012; Lanza et al., 2016). Destes, o gé-
nero Fusarium é conhecido como um dos mais co-
muns e importantes patégenos de plantas no mundo
e tem recebido grande atengéo pela alta incidéncia
e capacidade de producdo de micotoxinas, provo-
cando contaminagdo de alimentos e, assim, com-
prometendo a seguranca alimentar (Pasquali et al.,
2016; Magarini et al., 2024). Dentre as principais es-
pécies estao F. verticillioides e F. graminearum, que
sdo capazes de produzir uma grande variedade de
micotoxinas no milho, como fumonisinas e fusarinas
(F. verticillioides) e desoxinivalenol e zearalenona
(F. graminearum), que podem causar danos a sau-
de humana e animal (Lanza et al., 2016; Pasquali
et al., 2016) além de redugéo de produtividade de
milho, por causa dos danos na qualidade dos graos
(Kuhnem Junior et al., 2013).

Atualmente, a utilizagdo de fungicidas quimicos
€ a principal forma de controle de fungos na cultu-
ra do milho. Entretanto, esses produtos provocam
efeitos adversos tanto no ambiente quanto na saude
dos seres vivos. Além disso, estudos recentes tém
demonstrado que os fungicidas quimicos nao sao
téo eficazes no controle de fungos e da sintese de
algumas micotoxinas em milho (Lanza et al., 2016;
Almeida et al., 2024). Assim, produtos que possuem
a mesma agao desses fungicidas sintéticos, mas
isentos de seus efeitos nocivos e que sejam efica-
zes no controle de fungos produtores de micotoxi-
nas, sao bastante desejaveis. Nesse sentido, varios
compostos naturais produzidos por plantas, a exem-
plo dos compostos fendlicos, tém sido relatados na
literatura como sendo potenciais agentes fungitoxi-
cos, antibacterianos e antiviréticos (Scorzoni et al.,
2016).

Os compostos fendlicos sao metabdlitos se-
cundarios naturais biossintetizados nas plantas por
meio de vias metabdlicas, como pentose fosfato,
chiquimato e via fenilpropanoide (Cheynier et al.,
2013; Heleno et al., 2015). Esses compostos nao
apenas ajudam na regulagdo de varios tipos de
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fungbes fisioldgicas nas plantas durante o cresci-
mento e desenvolvimento, mas também estdo en-
volvidos nos mecanismos de defesa das plantas
contra condigdes de estresse tanto abidtico quanto
biotico (Chowdhary et al., 2022). A capacidade de
sintetizar compostos fendlicos especificos em res-
posta ao estresse bidtico ou abidtico é desenvolvi-
da nas plantas por meio de fendmenos evolutivos
adaptativos. Em razédo de diferentes desafios am-
bientais, as plantas desenvolveram diversidade na
sintese de varios compostos fendlicos (Caputi et al.,
2012).

Entre as plantas que se destacam na sintese
de compostos fendlicos esta o sorgo (Salazar-Lo-
pez et al., 2018; Przybylska-Balcerek et al., 2019),
cereal com algumas vantagens agronémicas sobre
outros cereais, como trigo, arroz e milho, por apre-
sentar maior resisténcia ao estresse hidrico e menor
custo de produgao (Oliveira et al., 2017). Os com-
postos fendlicos presentes nos graos de sorgo tém,
entre outras fungdes, a de auxiliar a planta na defe-
sa contra o ataque de patdgenos e de pragas. Awika
e Rooney (2004) sugerem que a alta concentragdo
de taninos e outros fendis em alguns gendétipos de
sorgo pode contribuir sinergicamente para o seu po-
der antimicrobiano. Nesse sentido, Kil et al. (2009)
relataram efeito antimicrobiano de extratos fendli-
cos de sorgo, porém Funnell-Harris et al. (2017) ndo
comprovaram efeito antifungico de extrato do sorgo
bmr6.

Diante do exposto, dada a importancia da sa-
nidade dos grdos de milho tanto para alimentagao
animal quanto humana, os objetivos do trabalho fo-
ram obter extratos a partir de farelos de sorgo dos
gendtipos SC 319 e CMSXC 3019, ricos em com-
postos fendlicos, e avaliar a atividade antifungica
desses extratos sobre o género Fusarium em graos
de milho.

Material e métodos

As avaliagdes do efeito antifingico de extratos
de farelo de sorgo, ricos em compostos fendlicos,
foram realizadas nos Laboratérios de Seguranca
Alimentar e de Fitopatologia da Embrapa Milho e
Sorgo, Sete Lagoas, MG.

Obtencao dos extratos fenodlicos de sorgo

Foram utilizados graos dos gendtipos de sorgo
SC 319 e CMSXS 3019, pertencentes ao progra-
ma de Melhoramento Genético da Embrapa Milho

e Sorgo, selecionados em testes preliminares por
conterem teores mais elevados de compostos feno-
licos (dados nao publicados).

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

Os compostos fendlicos totais foram determina-
dos utilizando o reagente Folin Ciocalteu, de acordo
com o método descrito por Singleton et al. (1999),
com modificagdes. Os extratos foram obtidos em so-
lucbes metanol/agua 80/20% (v/v) e acetonal/agua
80/20% (v/v). Um grama de farelo de sorgo de cada
genotipo foi adicionado a 100 mL das solugdes ex-
tratoras. As amostras foram levadas para agitagcao
por 2 horas em mesa agitadora (Marca: Nova Etica,
modelo: 109) a 200 rpm e posterior centrifugacao
por 15 min a 2000 x g (RCF). Uma aliquota de 100
WL de cada extrato de sorgo foi retirada e acrescida
de 1,1 mL de agua deionizada, 0,4 mL de solugao
de reagente Folin-Ciocalteu e 0,9 mL de solugao
de etanolamina. A leitura foi realizada a 600 nm
em espectrofotdmetro UV/VIS (Marca: Instrutherm,
modelo: UV 2000A). Acido galico foi utilizado como
padrao, e os resultados foram expressos em miligra-
mas de equivalentes de acido galico (GAE) / grama
de amostra em base seca.

Delineamento experimental

Foram conduzidos dois ensaios utilizando-se
extratos de farelo de sorgo dos gendétipos SC 319
e CMSXS 3019 obtidos com as solugbes metanol/
agua 80/20% (Ensaio 1 — MET) e acetona/agua
80/20% (Ensaio 2 — ACE), tanto na forma integral
(INT — contendo agua e os solventes metanol ou
acetona) quanto evaporada (EVA — sem os solven-
tes), totalizando seis tratamentos em cada ensaio.

A evaporacgao dos solventes foi realizada no ro-
taevaporador (marca IKA, RV 10 basic), em capela
de exaustdo de gases. Aproximadamente 900 mL
dos extratos foram levados para secagem a 50 °C
até reducao de 80% do seu volume inicial, ou seja,
quando todo o solvente organico havia sido eva-
porado, restando apenas a agua e os compostos
extraidos.

No Ensaio 1, foram utilizados agua destilada e
metanol/agua 80/20% como controle e no Ensaio 2,
agua destilada e acetona/agua 80/20%. Um total de
oito tratamentos (seis experimentais e dois contro-
les) foi utilizado em cada ensaio.



Os dados foram avaliados por ANOVA, e as mé-
dias foram comparadas por teste de Scott-Knott, em
nivel de 5% de significancia, utilizando-se o progra-
ma estatistico SISVAR (Ferreira, 2003).

Avaliagdao do efeito fungicida dos extratos de
farelo de sorgo, ricos em compostos fendlicos,
sobre o género Fusarium em grdaos de milho

Para determinar o efeito fungicida dos extratos
sobre o género Fusarium, utilizou-se o método de
incubagdo em substrato de papel-filtro com con-
gelamento, denominado “blotter test” (Lanza et al.,
2016). Graos de milho foram previamente desinfes-
tados em 50 mL de solugéo de hipoclorito de sédio
2% por 5 minutos e, em seguida, lavados trés vezes
em agua destilada. Apos essa etapa, os graos foram
imersos em 50 mL das solucdes e levados para agi-
tagdo em mesa agitadora (marca Nova Etica, mo-
delo 109) a 120 rpm por 60 minutos. Em seguida, a
solugao foi descartada e os graos foram ligeiramen-
te secos em papel filtro.

Em caémara estéril, para cada tratamento, 100
graos de milho desinfestados foram distribuidos
em quatro caixas de acrilico tipo gerbox (25 graos/
caixa, quatro repeti¢cdes/tratamento), contendo trés
folhas de papel-filtro umedecidas com agar-agua
5% e esterilizadas a 121 °C, por 30 min. Um total
de 24 caixas por ensaio foi mantido em temperatura
ambiente, sob luz continua durante 24 horas, para
estimular a germinacdo. Posteriormente, as caixas
contendo os graos foram transferidas para freezer a
-20 °C, por 24 horas, para inibir a germinagao e evitar
a contaminagado entre os graos. Apds essa etapa,
as caixas foram retiradas e distribuidas, aleatoria-
mente, em camara de incubacgao tipo BOD a 25 °C
e mantidas por sete dias sob regime alternado de
12 horas de luz e 12 horas de escuro, para estimular o
crescimento dos fungos. Ao final desse periodo, os
graos foram examinados individualmente, e aqueles
apresentando colbnias caracteristicas de Fusarium
(micélio cotonoso de coloracao branca a résea) fo-
ram identificados e quantificados.

Resultados e discussao

Os extratos dos farelos dos gendtipos de sorgo
SC 319 e CMSXS 3019 apresentaram teor de com-
postos fendlicos, respectivamente, de 62,44 e 59,75 mg de
acido galico (AG)/g em acetona 80/20% e de 52,23
e 48,91 mg em metanol 80/20%, comprovando que
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esses materiais s&o ricos nesses compostos e, por-
tanto, adequados para testar a hipétese do presente
trabalho. Esses resultados foram bastante superio-
res ao encontrado por Queiroz et al. (2022) no farelo
de sorgo de pericarpo branco sem taninos TX635 /
TX436 (5,4 mg AG/g), e proximos ao do farelo de
sorgo TX3362 (53,0 mg de AG/g), de pericarpo pre-
to com taninos e considerado com altos teores de
compostos fendlicos.

Os resultados do efeito fungicida dos extratos
sobre o género Fusarium encontram-se na Tabela
1. Observa-se que, tanto para o Ensaio 1 (extragao
dos fendlicos com metanol/agua 80/20%) quan-
to para o Ensaio 2 (extragdo com acetona/agua
80/20%), para os dois gendtipos, a prevaléncia de
Fusarium foi acima de 99% nos tratamentos cujas
solugbes foram evaporadas (sem os solventes me-
tanol ou acetona) e nao houve diferenga estatistica
desses tratamentos com o controle agua (100%).
Por outro lado, nos tratamentos cujos graos foram
imersos nas solugdes integrais (contendo os solven-
tes), a prevaléncia desse género foi bastante inferior
(entre 4 e 16%). No caso do Ensaio 1, os tratamen-
tos contendo as solugdes extratoras integrais (INT)
nao diferiram do controle metanol (MET), porém, no
Ensaio 2, foi observada diferenga estatistica entre
os tratamentos INT e o controle acetona (ACE). En-
tretanto, em ambos os ensaios ficou evidenciada
diferenga entre o grupo contendo os tratamentos
com graos incubados com agua ou com os solven-
tes evaporados (EVA) e o grupo incubado com as
solugdes extratoras puras (metanol ou acetona) ou
sem evaporacgao dos solventes (INT).
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Tabela 1. Prevaléncia de grdos de milho contaminados com Fusarium.

Metanol
Fusarium Fusarium +
usariu
Tratamento .. . (%) outros (%)
positivo N
fungos
Controle Agua 25a 100 6,75b 27
Ensaio 1 SC 319 MET EVA 248a 99 105a 42
Metanol CMSXS 3019 MET EVA 248a 99 95a 38
80/20% (v,v) Controle MET 125b 5 025¢c 1
SC 319 MET INT 1b 4 0,75¢c 3
CMSXS 3019 MET INT 3b 12 15¢c 6
Acetona
. Fusarium +
Fusarium
Tratamento .. . (%) outros (%)
positivo N
fungos
Controle Agua 248a 99 625a 25
. SC 319 ACE EVA 248a 99 7a 28
Ensaio 2
CMSXS 3019 ACE EVA 25a 100 225b 9
Acetona
80/20% (v,v) Controle ACE 8b 32 05b 2
7 SC 319ACE INT 3c 12 1b 4
CMSXS 3019 ACE INT 4¢c 16 15b 6

SC 319 e CMSXS 3019: gendtipos de sorgo utilizados; INT: extratos integrais (com os solventes metanol ou acetona); EVA: extratos eva-

porados (sem os solventes).

*Média de quatro repeticdes contendo 25 gréos de milho em cada. Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo

teste de Scott-Knott em nivel de 5% de significancia.

Diante dos resultados obtidos, é provavel que
os efeitos fungicidas, em ambos os ensaios, tenham
sido devidos aos solventes metanol e acetona, ja
que os extratos de sorgo sem esses solventes (eva-
porados) ndo foram capazes de inibir o crescimento
de Fusarium.

No Ensaio 1, observa-se também que os extra-
tos obtidos dos gendtipos SC 319 e CMSXS 3019
evaporados exibiram um percentual, respectiva-
mente, de 42 e 38% de crescimento de outros fun-
gos além do Fusarium, valores acima do controle
com agua (27%), mostrando que esses extratos
apresentaram um efeito promotor em vez de inibidor
do crescimento deles. J& no Ensaio 2, ndo houve
diferencga significativa entre o tratamento CMSXS
3019 EVA e aqueles contendo as solugdes integrais
(INT) e o controle acetona, mostrando um possivel
efeito inibitorio desse sobre os demais fungos. As-
sim, sugerem-se mais pesquisas com esse extrato
sobre outros géneros e espécies de fungos para
comprovar esse efeito.

Kil et al. (2009) avaliaram o efeito antimicrobiano
de quatro cultivares de sorgo, extraido com metanol
e posteriormente fracionado com n-hexano, acetato
de etila, n-butanol e agua. O extrato metandlico da
cultivar Bulkeunchalsusu exibiu o mais alto nivel de
atividade antimicrobiana contra todas as bactérias
testadas (Bacillus subtilis, S. aureus, E. coli, Sal-
monella typhimurium e K. pneumoniae), entretanto,
nenhuma das cultivares apresentou atividade anti-
fungica ou anticandidal. Esse resultado corrobora os
achados do presente trabalho em relagdo ao efeito
fungicida de extratos de sorgo.

Funnell-Harris et al. (2017) observaram que F.
thapsinum, cultivado em meio com extrato de sorgo
(bmr6), apresentou crescimento significativamente
mais rapido que o controle e o meio adicionado de
acucar. Este resultado também corrobora os obtidos
no presente trabalho, em que houve maior cresci-
mento de fungos, além do Fusarium, nos gréos tra-
tados com solugbes contendo os extratos dos fare-
los dos gendtipos de sorgo SC 319 e CMSXS 3019



(Ensaio 1) em comparagéo com o controle tratado
com agua.

Awika e Rooney (2004) sugeriram que a ati-
vidade antimicrobiana do sorgo pode ser devida
a presenca de taninos e outros fenois que podem
contribuir sinergicamente para o seu poder anti-
microbiano. Nesse contexto, Funnell-Harris et al.
(2017) avaliaram o efeito dos acidos ferulico, vani-
lico, sinapico, siringico e cafeico (compostos fendli-
cos) extraidos do sorgo, no crescimento de algumas
espécies de Fusarium in vitro, e observaram que o
F. thapsinum foi tolerante a esses compostos. Con-
tudo, os autores observaram inibicao de F. verticilioi-
des, F. proliferatum e M. phaseolina, mesmo na me-
nor concentracao de acido ferulico (0,5 mM). Assim,
concluiram que o acido ferulico poderia inibir diver-
sos fungos e ser utilizado na resisténcia de plantas
a patoégenos fungicos. Recentemente, Schdéneberg
et al. (2018) também observaram que as concen-
tracdes crescentes de acido ferulico inibiram subs-
tancialmente o crescimento de Fusarium graminea-
rum, F. langsethiae e F. poae. Em contraste, o acido
p-hidroxibenzoico, o acido vanilico, a quercetina e
a rutina estimularam ligeiramente o crescimento do
micélio. Os autores concluiram que o efeito de ex-
tratos fendlicos no crescimento de micélio fungico
€ dependente do tipo e da concentragdo de acido
fendlico e de flavonoides presentes no extrato, bem
como da espécie de Fusarium.

Gauthier et al. (2016) relatam que compostos fe-
nolicos isolados de fontes naturais tém propriedades
antifungicas valiosas, mas sua eficacia como agen-
te antifungico é frequentemente dependente do tipo
de cepas fungicas. Paul et al. (2011), Dzhavakhiya
et al. (2012) e Bomfim et al. (2015) sugerem que a
combinagao de compostos naturais com outros aci-
dos fendlicos ou com 6leos essenciais ou com fungi-
cidas convencionais pode ser uma possivel estraté-
gia para melhorar a bioatividade destes compostos,
resultando no aumento da atividade antifingica.

Embora os gendtipos SC 319 e CMSXS 3019,
utilizados no presente trabalho, contenham altos
niveis de taninos, estes gendtipos podem ter baixo
teor de acido ferulico ou outros compostos fendlicos
que contenham acgéao antifungica, como demonstra-
do por Funnell-Harris et al. (2017). Assim, sugere-se
a realizagdo de novos trabalhos com gendtipos de
sorgo que contenham distintos perfis de fendlicos
para elucidar qual composto possui maior agao fun-
gicida sobre diferentes espécies de fungos.
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Conclusao

N&o foi evidenciado efeito fungicida dos extratos
dos farelos de graos de sorgo dos genétipos SC 319
e CMSXS 3019, ricos em compostos fendlicos, visto
que os graos de milho imersos nesses extratos, na
forma evaporada, mostraram quase 100% de conta-
minagdo com Fusarium, enquanto nos graos imer-
sos nas solugdes contendo metanol ou acetona a
prevaléncia desse fungo foi inferior a 16%. Portanto,
o efeito sobre os fungos, observado nos extratos in-
tegrais, foi, provavelmente, decorrente da agao dos
solventes utilizados nas extragdes.
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