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RESUMO

CARLOS DIAS, Allan Kardec. Efeito inibitério de compostos
organoestinicos sobre fungos isolados de cAmaras de maturagio. 2005. XX
p. Tese (Doutorado em Ciéncias dos Alimentos) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.*

O uso de compostos organoestanicos € crescente, devido principalmente
as suas vdrias aplicacfes nas dreas tecnoldgica e industrial como agentes
fitossanitdrios, com largo emprego na agricultura, veterindria, farmdicia e
médicina. O aumento da publicag@o de trabalhos sobre aplicagSes de compostos
organoestinicos contendo ligantes biolégicos € um marco no desenvolvimento
da quimica organoestinica, pois possibilitou pesquisas e a descoberta de
complexos, principalmente na drea da medicina. Este trabalho teve como
objetivo avaliar o potencial de inibicdo do crescimento médio micelial dos
fungos Aspergillus fumigatus, Penicillium brevicompactum, Penicillium
camembert, Penicillium comunne, Penicillium expansum e Penicillium solitum ,
coletados em uma cimara de maturagio de queijos em laticinio da regido de
Lavras a) por acidos a-hidrocarboxilicos (dcido dl-mandélico, 4cido benzilico,
icido dl-4-bromomandélico, dcido dIl-4-metéximandélico e 4cido dl-2-
cloromandélico) nas concentrages de | e 50 ppm. b) por cloreto de
trimetilestanho nas concentragdes de 1 € 50 ppm e c) pelos complexos derivados
das reagbes dos 4cidos a-hidrocarboxilicos indicados com cloreto de
trimetilestanho ((Me;SnMand], [Me,SnBenz;], [Me;SnBrm;],
[Me,SnMeo] e [Me,SnClm;]) nas concentragdes de 1, 5, 10 e 50 ppm. O
composto triorganoestanico inibiu, de modo geral, o crescimento médio micelial
dos fungos nas concentragdes de 1 ¢ 50 ppm. Com relagdo aos complexos,
observou-se que o [Me2SnClm;] apresentou a maior média geral porcentual
de inibigdo (90,0%), enquanto o complexo [Me;SnBrm;] apresentou a
menor média (57,3%). A média geral porcentual inibitéria foi calculada
na concentragio de 50 ppm e os fungos que sofreram maior inibi¢do
foram Aspergillus fumigatus, Penicillium comune e Penicillium solitum.

*Comité Orientador: Roberta Hilsdorf Picolli - UFLA (Orientadora), Roberto
Santos Barbieri - FAMINAS/UNINCOR e Luiz Ronaldo de Abreu - UFLA.
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ABSTRACT

CARLOS DIAS, Allan Kardec. Inibitory effect of organotin compounds
on isolated fungi of maturation chambers. 2005. __ p. Thesis (Doctorate
of Aliment Science) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais,
Brazil *

The use of organotin compounds is growing, due mainly to their several
applications in the technological and industrial areas as fitosanitary agents, with
large use in agriculture, veterinary, pharmacy and medicine. The increase of the
publication of works about applications of organotin compounds containing
biological ligands is a mark in the development of the organotin chemistry,
because it made possible researches and the discovery of complexes, mainly in
the area of the medicine. This work had as objective to evaluate the potential of
inhibition of the medium micelial growth of the fungus called Aspergillus
fumigatus, Penicillium brevicompactum, Penicillium camembert, Penicillium
comunne, Penicillium expansum and Penicillium solitum, collected in cheeses
maturation chambers of in dairy product company in the area of Lavras, a) for -
hydroxycarboxylic acids (dl-mandelic, benzilic, dl-4-bromomandelic, dl-4-
methoximandelic and dI-2-chloromandelic acids) in the concentrations of 1 and
50 ppm b) by trimethyltin chloride in the concentrations of 1 and 50 ppm and ¢)
by the compounds derived from the reactions of the acids o-hidrocarboxilic
suitable  with trimethyltin  chloride {[Me,SnMand,), [Me,SnBenz],
[Me,SnBrm,], [Me,SnMeo,] and [Me,SnClm,}} in the concentrations of 1, 5, 10
and 50 ppm. The triorganotin compounds inhibited, in general, the medium
micelial growth of the fungus in the concentrations of 1 and 50 ppm. Regarding
the compounds, it was observed that [Me,SnClm.] presented the highest average
general inhibition percentage (90.0%), while the compound [Me,SnBrm;}
presented the lowest average (57.3%). The general average inihibitory
percentage was calculated in the concentration of 50 ppm and the fungus which
suffered highest inhibition were Aspergillus fumigatus, Penicillium comune and
Penicillium solitum.

*Tutorial Committee: Roberta Hilsdorf Picolli - UFLA (Leading Tutor), Roberto
Santos Barbiéri - FAMINAS/UNINCOR, and Luiz Ronaldo de Abreu - UFLA.
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1 INTRODUCAO

Compostos organoestanicos incluem um grupo de substancias
organometalicas caracterizadas por um dtomo de estanho ligado covalentemente
a um ou mais radicais orginicos como os grupos metila, etila, propila, butila,
fenila, etc. Quimicamente esses compostos sdo representados pelas férmulas
R.Sn, R;SnX, R.SnX; e RSnX;, nas quais R pode ser qualquer grupo alquila ou
ari'la e X é uma espécie anibnica, como haletos, 6xido ou hidréxido, por
exemplo. Além destes, existem alguns compostos organoestanosos, 0s quais ndao
despertam interesses quimicos por falta de aplicagdes praticas (Hoch, 2001)

Em 1950, no Instituto de Quimica Orgénica, em Utrecht, o Conselho
Internacional de Pesquisas com Estanho fez as primeiras correlagSes entre
€Ompostos 6rganoestﬁnicos e efeitos bioldgicos (Kerk et al., 1962). A partir
desta data, investigagbes mostraram a agdo destes compostos em relacdo a
fungos e bactérias, organismos marinhos, vermes parasiticos, insetos e caracis
aqudticos, entre outros (Jonhston, 1976). Atualmente sio estudados compostos
fitossanitirios (fungicidas, inseticidas, bactericidas, helminticos, repelentes e
biocidas em geral) com aplicagdes em agricultura, veterindria, farmicia e
medicina (Luijten, 1972; Kumari et al., 1994).

Fusarium oxysporum f.sp. cubense e Phytophthora capsici sao géneros
de fungos patogénicos que atacam plantagdes de bananas, batatas, pimentdo,
berinjela, tomates e curcubitdceas, entre outras (Luz, 1996; Pereira et al., 1999).
O primeiro deles tem alta capacidade de sobrevivéncia, havendo relatos de sua
permanéncia no solo por mais de 20 anos, na auséncia de hospedeiro (Stover,
1972). Em estudos in vitro, compostos tetraalquilestanicos com 4cidos a-
hidroxicarboxilicos demonstraram possuir capacidade para inibigdo de

crescimento destes fungos (Carlos Dias, 1999).



A acdo biocida de compostos organoestanicos tem um exemplo
significativo na desinfeccdo hospitalar. Staphylococcus aureus, comum em
ambientes hospitalares, pode causar infec¢des em feridas e furinculos, febre
puerpural, febre neonatal, entre outros males e a eliminacio desta bactéria
patogénica era quase impossivel. No entanto, foi observada uma redugdo
significativa da sua ac¢@o, quando da utilizacdo de uma mistura de 6xido de
tributilestanho e sal de amdnio quaterndrio que, mesmo em baixas
concentra¢Ges, durante a limpeza hospitalar, conseguiu eliminar a presenca do
microrganismo (Luijten, 1972).

No meio ambiente, compostos organoestanicos tendem a degradar-se em
diéxido de estanho SnO, (Omae, 1989). Se esta degradagdo ocorrer rapidémeme,
entdo o uso de pesticidas baseados em compostos organoestanicos torna-se mais
interessante que outros biocidas cuipricos, mercuriais ou fosféricos (Filgueiras,
1998). No entanto, em ambientes marinhos, tem sido observado o surgimento de
6rgdos sexuais masculinos em fémeas de caramujos, fendmeno denominado de
imposex ou pseudo-hermafroditismo, associado a absor¢do de compostos tributil
e trifenilestanicos (Fernandes et al., 2002; Horiguchi et al., 2003; Hsia & Liu,
2003; Fernandes, 2004; Santos et al., 2004).

O crescimento de fungos € mofos em alimentos é em um dos grande
problemas das indistrias de alimentos. Na indistria de laticinios, é observado
com maior freqiiéncia em quase todos os tipos de queijos maturados, sendo
dificil impedir o processo de deterioragdo dos queijos por fungos. Os géneros
mais comuns de mofos que crescem na superficie de queijos s3o: Penicillium,
Muccor, Aspergillus, Clodosporium, Monillia e Geotrichum..

Esta tese teve por objetivo a sintese e a caracterizacdo dos complexos
organoestdnicos Me,SnMand, Me,SnBenz,, MeSnBrM, Me,SnMeo e
MeeSnCIM, derivados de cloreto de trimetilestanho e 4cidos o©-

hidroxicarboxilicos - RR’C(OH)COOH [R = H, R’ = C¢Hs, dcido di-mandélico;



R = R’ = CgHs, é4cido benzilico; R = H, R’ = p-BrCHs = dcido dl-p-
bromomandélico; R = H, R’ = p-MeOC¢H, = icido dl-p-metoximandélico; R =
H, R’ = 0-CIC¢H, = 4cido dl-2-cloromandélico].

Tendo em vista o potencial antifiingico de compostos organoestanicos,
os compostos preparados e os ligantes foram, em seguida, testados in vitro
sobre fungos identificados e caracterizados como Aspergillus e Penicillium,
contaminantes de cimaras de maturagdo de queijo de onde foram coletados. Foi
objeto, também, deste trabalho, comparar o efeito inibitério biocida dos novos

complexos com o efeito inibitério biocida dos ligantes.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O estanho e a sua quimica

Nio hd evidéncias da descoberta do estanho, porém, hd indicios de seu
uso cerca de 3500-3200 a.C. Virios objetos, como um anel e uma vasilha,
contendo estanho, foram encontradas em tumbas egipcias, no periodo de 580-
1350 a.C (Omae, 1989). Na regiao do Ur, em armas antigas e ferramentas de
bronze, foi constatada a presenca de 10% a 15% de estanho. No primeiro século
d.C. foi descoberta uma liga de estanho e chumbo, conhecida como solda (Gitliz,
1983). Na era romana, eram utilizadas vasilhas de cobre estanhadas (Omae,
1989; Bailard, 1989). A origem do nome também ndo € certa. H4 indicios de a
palavra estanho ser derivada do grego cassiterus € do termo latino stannum
(Mellor, 1952; Enciclopédia, 1987).

E 0 48° elemento mais abundante da crosta terrestre, ocorrendo na
concentracio média de 2,1 ppm; Localiza-se na familia 14 da modemna
classificagio periédica, que é formada pelos elementos carbono, silicio,
germanio e chumbo, um grupo Sin’gular.de elementos, pois, ao se percorrer a
coluna de cima para baixo, partéfse do elemento carbono, um nio metal tipico e
chega-se no elemento chumbo, um metal tipico.

Sua principal fonte é o mineral cassiterita - SnO,, podendo ser
facilmente reduzido pelo carvdo, conforme mostra a equagido 1 (Filgueiras,
1998):

Sn0; + C ——» Sn + CO, (equagido 1)

O estanho sempre teve vérias aplicacOes; a principal delas € a folha de
flandres, utilizada em latas de conservas e bebidas. O estanhamento pode ser
feito por meio do metal liquido ou por meio eletroquimico, dando a folha de aco

(mais barata que o estanho) um revestimento mais resistente a corrosao € nao



téxico (Mellor, 1952; Nevervis & Mackitosh, 1955; Filgueiras, 1998; Atkins,
Jones, 2001).

O SnO, tem aplicagdo na vitrificacdo de cerdmicas e, misturado a 6xidos
metélicos, pode ser usado como pigmentos para objetos cerdmicos. Importante €
a aplicagdo do SnCl, ou de um cloreto organoestanico na preparacdo de filmes,
verdadeiras peliculas que podem ter até 100 nm de espessura, tornando o vidro
mais resiste a choques mecanicos. Um exemplo de aplicagdo € a pelicula a base
de SnO, utilizada em janelas anticongelantes de avides e as telas
eletroluminescentes, como monitores de computadores (Filgueiras, 1998).

Na tabela 1 constam os valores de algumas propriedades fisico-quimicas

do estanho metalico.

TABELA 1 Propriedades fisico-quimicas do estanho (Terra, 1997;

Filgueiras, 1998).

Propriedade Valor
Niimero atémico 50
Massa atdmica 118,710
Configuragdo eletrdnica [Kr}4d“5s*5p°
Ponto de fusio (°C) 2319 .
Ponto de ebuli¢do (°C) 2623 (2270)

Isétopos estdveis naturais (%)

Sn'2(0,95), Sn' * (0,65), Sn' ° (O, 34)
Sn''® (14,24), Sn'" (7,57), Sn''® (24,0),
Sn''® (8,58). Sn'®(32,97), Sn'*2 (4,71),

Sn'* (5,98)
Raio covalente (II) (nm) 0,141
Raio idnico (IV), hexacoordenado (nm) 0,069
Raio idnico (II), hexacoordenado (nm) 0,118
Raio de van der Waals (nm) 0,217
Primeira energia de ionizacdo (kJ mol™) 709

Eletronegatividade Sn(II)

1,80 (Pauling); 1,49 (Sanderson),

Eletronegatividade Sn(IV)

1,96 (Pauling); 1,72 (AIIred-Rochow)
7,05 + 5,04q (Milliken-Jaffé, Sn sp’ %




Tabela |1 — Continuagao

Sn*™+2e - Sn”. +0.15V

Potencial padrdo de redugio (V) Sn* + 2 & — Sn(s), -0.136 V

Forma o (cinza): ciibica, tipo diamante

Formas alotrpicas . Forma B (branca): tetragonal
Forma ¥: rombica
Temperatura de transicado oo = B (°C) 13.2

| Forma o:: 5,769

Forma B: 7,265

Forma . 6,97

Liquido na temperatura de fusdo: 6.52

Densidade especifica a 20 °C (g cm™)

1000 K: 9,86 . 10
1300K: 1,1
Pressao de vapor (Pa) 1500 K: 22,6

| 2000 K:4,08 . 10°
2550K:9,1.10*

Tensdo superficial na temperatura de fusdo 544

(mN m™)

Viscosidade na temperatura de fusdo (mPas) . | 1,85
Susceptibilidade magnética -18 °C 27.10°
Calor especifico a 20 °C (J.kg" K) 222
Calor latente de fusio (kJ.mol") 7,08
Calor latente de vaporizacio (kJ.mol ™) 296,4
Condutividade térmica a 20 °C (W.mK") 65

Ha de se ressaltar que o estanho forma dois 6xidos de estanho: o
monoéxido de estanho - SnO - e o diéxido de estanho - SnO,. O primeiro deles, o
6xido estanoso, p6é de cor parda, em contato com o ar queima produzindo o
segundo, o 6xido estinico. Esses dois correspondem a duas séries de compostos
do estanho: os o6xidos, cloretos e fluoretos € os estanitos e os estanatos
halogenados de sédio (Mellor, 1952; Stokinger, 1978; Magos, 1986). Virias sdo
as aplica¢Ges para os compostos inorganicos de estanho. O mais conhecido € o

difluoreto de estanho - SnF, - utilizado na fluoretagio dentdria, para prevengio



contra céries € na supressio das placas dentdrias (Filgueiras, 1998; Blunder,
1985).

2.2 Acidos a-hidroxicarboxilicos

Os 4cidos a-hidrocarboxilicos constituem uma classe de compostos que
ocorre frequentemente e de forma natural nos seres vivos (Markley, 1960;
Downing, 1961; Radin, 1965). S3o abundantes na natureza, podendo ser isolados
de ceras de abelhas e de I3s, de cascas, raizes, folhas de arvores, de sementes,
bactérias e fungos (Roberts, 1979). Em combinagdo com esfingosina, em tecidos
animais ou com fitoesfingosina, em plantas e microrganismos, parecem ser
constituintes de todos os seres vivos (Roberts, 1979).

Alguns 4cidos carboxilicos sdo conhecidos e populares. Como exemplo,
cita-se o écicio glicélico, HOCH,COOH, o mais simples do grupo e encontrado
no caldo de cana; o 4cido lictico, CH;CH(OH)COOH, encontrado no leite e
derivados; o 4cido citrico, HOOCCH,CH(OH)(COOH)CH,COOH, encontrado
em frutos citricos; o 4cido tartdrico, HOOCC(OH)CH(OH)COOH, podendo
estar associado ou ndo a potdssio, cédlcio ou magnésio, sendo encontrado em
uvas e tamarindos (Budavari, 1991; Roberts, 1979).

Com relago a complexos com metais, os dcidos hidroxicarboxilicos sdo
compostos que, pelas suas propriedades especificas, apresentam maneiras
diferentes de coordenacio com metais. Podem atuar como ligantes
monodentados (I); bidentados, coordenados pelos dois dtomos de oxigénio da
' carboxila (IT) e bidentados, coordenados pelos oxigénios das hidroxilas dcida e
alcoélica, podendo ocorrer ou ndo a liberagdo de hidrogénio da hidroxila (Il e
IV), como € representado na Figura 1, para a classe dos 4cidos a-
hidroxicarboxilicos (Larsen & Homeier, 1972; Barbieri et al., 1988; Barbiéri et
al., 1994; Barbiéri et al., 1995).
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FIGURA | Coordenagio dos acidos hidroxicarboxilicos com metais

A aplicagdo dos 4cidos hidroxicarboxilicos € variada e extensa em varias
dreas da quimica e de outras ciéncias. Os &cidos a-hidroxicarboxilicos sao
utilizados em quimica analitica como reagentes gravimétricos. Zirconio e héfnio,
na forma idnica e em solugdo podem ser seletivamente precipitados a partir de
meio fortemente 4cido com os 4cidos dl-mandélico, CsHsCH(OH)COOH; dl-p-
bromomandélico, p-BrC¢H,CH(OH)COOH; di-2-naftilglicélico, 2-
C.d-iﬁH(OI—I)COOH; - dl-2-hidréxihexanéico, CH3(CH3),COOH e di-2-
hidroxidodecanéico, CH;(CH,);CH(OH)COOH (Kumins, 1947; Wendlandt,
1957; Papucci & Klingenberg, 1958; Barbiéri, 1978; Kolthoff, 1979; Terra,
1991; Barbiéri et al., 1994; Barbiéri et al., 1995). |

Dois reagentes muito utilizados em praticas de quimica orgénica
qualitativa e bioquimica - reagentes de Fehling e de Benedict - nada mais s3o
que solugdes de complexos de Cu(Il) com dcidos tartdrico e citrico,
respectivamente (Kolthoff, 1979).

Alguns processos biolégicos associados ao ciclo de Krebs envolvem a
coordenacdo de 4cidos hidroxicarboxilicos a centros metdlicos como etapas
fundamentais (Glusker, 1980). O 4cido 2-hidroxibutanodidico, usualmente
conhecido como dcido madlico. HOOCCH,CH(OH)COOH e o 4cido citrico
participam no ciclo do 4cido tricarboxilico, para o metabolismo de acetato
(Roberts, 1979).



O 4cido salicilico ou dcido 2-hidroxibenzéico (2-HOC,H,COOH) ¢ um
acido carboxilico que, além de muito conhecido pelas suas aplicagées médicas,
principalmente como antipirético e no tratamento de certos tipos de reumatismo,
é o precursor do 4cido acetilsalisilico. (AAS ou aspirina), um dos medicamentos
mais vendidos no mundo e com emprego variado na medicina. A agdo biol6gica
deste composto estd relacionada com a sua coordenagdo a ions metalicos,
cabendo destacar que complexos metdlicos com salicilatos ndo s6 aumentam a
eficcia do tratamento como diminuem a toxicidade relacionada ao uso do 4cido
salicilico (Chenowet, 1956; Strenson, 1976).

Complexos de cobre (II) com dcidos a-hidroxicarboxilicos substituidos
s3o empregados contra artrite, anti-inflamatério, tratamento de dlceras e como

anti-colinérgicos (S6renson, 1976).

2.3 Compostos organoestianicos

As primeiras citagdes a respeito de ligacoes organicas a metal foram
feitas por volta de 1850 (Nicholson, 1982), na sintese do iodeto de etilzinco, por
Frankland. A descricdo do primeiro composto organometélico ‘com estanho,
também sintetizado por Frankland, deu-se pela reagio de iodeto de etilzinco e
estanho metdlico, produzindo diiodeto de dietilestanho (Nicholson, 1989;
Rochow, 1966). Em 1859, Buckton obteve o tetraetilestanho, reagindo
dietilzinco com tetracloreto de estanho (Davies, 1997). O tetraetilestanho foi
obtido quando Letts e Collie, em 1886, reagiram iodeto de etila com uma liga
metélica de zinco e estanho pulverizados.

Durante 75 anos, os compostos organoestanicos despertaram apenas
interesses académicos. S6 em 1925 surgiu a primeira aplicag@o praticas desses
compostos, com o registro de uma patente, na qual eram denominados de
“agentes antitragas”, embora nunca tenham sido utilizados para tal finalidade
(Godoi et al, 2003; Luijten, 1972).



Em 1900 ja haviam sido publicados cerca de 40 artigos sobre compostos
organoestanicos, utilizando sempre dois métodos bésicos de reagdes - direto e ou
indireto. Neste mesmo ano, Grignard publicou a sintese de compostos haletos
organomagnesianos em solucdo, obtendo compostos monoorganoestinicos,
diorganoestanicos e triorganoestanicos Estes compostos eram ‘mais sensiveis a
exposicdo ao ar do que os compostos sintetizados por Frankland (Pope &
Peachey, 1903). Os resultados dessas sinteses sdo mostrados por meio das

equagdes 2, 3 e 4.

R,SnCl €quagdo 2
SnCl, + RMgCl—> R;Sn + SnCl, —\—:RZSnClz equacdo 3
RSnCl

equacdo 4

Popp & Peachey (1903), prepararam e caracterizaram um grande nimero

de compostos simples, quando reagiram compostos tetralquiestinicos e
trifenilestinicos com reagentes de Grignard, rota que se tornou padrio para a
obtencdo de compostos aril- € alquilestanicos.
_ Krause & Von Grosse’s (1937), em “Organometallische Chemie”,
descreveram exemplos de sintese de compostos tetralquilestdnicos e
tetrarilestanicos e di-haletorganoestanicos, hidretos, carboxilatos, hidréxidos,
6xidos, alcéxidos, fenéxidos, compostos RnSn(ll), diestdnicos (R3;SnSnR;) e
oligoestanicos (R,Sn),

O estudo detalhado do estanho e seus compostos organometilicos, suas
atividades, suas estruturas e aplicagdes, teve inicio por volta de 1949, originando
a quimica organoestinica. A espectroscopia Mossbauer foi usada a partir de
1960, para a investigagdo das estruturas desses compostos no estado sélido, a
qual se seguiram também a cristalografia de raios X de alta resolugio e a

espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (Davies, 1997).
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A versatilidade na preparagdo de compostos organoesténicos pode ser
avaliada pelo esquema apresentado na Figura 2 (Evans & Karpel, 1985; Hoch,

2001).

Sn
C,
SnCl,
lRMgX
R;SNSTR, Rsd
$nq,|200°C
. RsSnH UA“:A 4‘ : )/R3Snx (X =OR'. NR2. SR. OCOR etc.)
/R:,SIICI\K)-
R;SnCLL RySHOH——> R;SnOSTR;
(stn)“ base X .
RzSnszm I s RoSnXCl—X—+[RySnXs] «—Rl—sn
‘/stna2 HO-
R.SnChL, CR,SHOSnR,Cl— (R,SnO)
' o }-/«—ﬂ—Snxz
RSnCl;I..f——RSanwA
' RSn(OH)CL,—* [RSn(O)OH]y

FIGURA 2 Esquema de sintese de derivados organoestinicos a partir de
SnCl, (Davies & Smith, 1982)
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2.3.1 Aplicacdo de compostos organoestinicos
A vasta aplicac@ao dos compostos organoestinicos pode ser obtida da

observagdo da Figura 3.

ESTABILIZADORES PARA PVC

Dilaurato de dibutilestanho. naleato de dibutilestanho.
laurato-maleato de dibutilestanho, bis(lurilmerciptida)
TRANSFORMADORES DEOLED) de dibutilestanho. SS-bis(isooctilmercatoacetato) de
ESTABILIZADORES dibutilestanho. B-mescaptopropionato de dibutilestanho
maleato de dioctilestanho. S.S-bii(ivooctitmercapto-
Tetrafenilestanho ) de diocti ko. B de
dioctilestanho. S.S-bis(kooctilmercaptoacetato) de

dimetilestanho,

| CATALISADORES PARA ULRETANAS
EESTERIFICACOES

Diacetato de dibutilestanho. dioctanoato de
dietdestanho. dilaurato de dibutiestanho.
dicloreto de dibutilestanho. bis(hwurilmercatida
de dibutilestanho. dicloreto de dimetilestanho.
dioc de dibutilestanho. di

extanoso

AGENTES PARA CURA DE
BORRACHAS DESILICONE

| REPELENTES DEROEDORES, MOLUSQUICIDAS,
FUNGICIDAS, INSETICIDAS EACARICIDAS

Cloreto de tributilestanho, acetato de trifenilestanho.
cloreto de trifenilestanho. hidréxido de trifenilestanho.
dilaurato de dibutilestanho. hidréxido de tricicloexilestanh:

PRESERVATIVOS PARA MADHRAS,
TEXTES, PAPBS, COUROS E VIDROS

Oxido de bis(wibutilestanho). moleato de
liciburitestanho

FIGURA3  Representacio esquemdtica de varios usos de compostos
organoestanicos (OMS, 1980).

Dos vérios compostos organoestanicos, os mono-, os di- e o0s
trissubstituidos sdo quase sempre de vasto emprego. Sdo utilizados como
estabilizadores de PVC e plasticos CPVC, incluindo pipas de 4gua e alguns s3o
utilizados como material para embalagens de alimentos e preservacao de

materiais téxteis, madeira, papel, etc. S3o amplamente utilizados como
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fungicidas, bactericidas e na pintura antifuligem. Os mono- e os dissubstituidos
s3o utilizados para estabilizagio de PVC e CPVC. J4 os trissubstituidos sdo
utilizados para remogio de matéria particulada no local de origem de dgua de
consumo, ou seja, para tratamento (Sadiki et al., 1996; Sadiki & Williams,
1996). ’

2.3.1.1 Uso de compostos organoestanicos como estabilizantes de PVC

A mais importante aplicacdo dos compostos organdestﬁnicos é, sem
divida, como estabilizante de PVC (cloreto de polivinila), o que ocorreu a partir
de 1940 (Rodolfo Jr. et al., 2002). '

O PVC e seus copolimeros podem sofrer modificagGes, em reagGes de
degradagio, ocorrendo perda de suas propriedades durante o processamento €
uso final por agdo de calor, agentes oxidantes ou modificagdes provocadas por
radiagdo ultravioleta ou infravermelho. O processamento de PVC ocorre a
temperaturas entre 150°C-220°C, em presenga de oxigénio, tomando-o instavel,
sendo necessdrio o emprégo de aditivos como estabilizante térmico, antioxidante
e estabilizarite ao ultravioleta (Rodolfo Jr. et al., 2002). 4

Os complexos organoestanicos utilizados como estabilizantes do' PVC

sdo tipicamente comos os demonstrados na Figura 4:

Rl\s /R, R,\S /Rz
/7N /7N
R| R, Ry R,
Compostos triorganoestinicos Compostos diorganoestinicos

FIGURA 4 Coordenagdo de radicais com estanho

R, representa grupos alquila, metila, butila, octila e grupos do éster acrilico;
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R, grupos do tipo carboxilato, principalmente lauratos e maleatos, e mercatpo.
Os compostos triorganoestanicos sio menos comuns por serem menos efetivos e
de maior toxicidade (Luijten, 1972; Rodolfo Jr. et al., 2002).

Os carboxilatos organoestinicos apresentados como estabilizantes de
PVC sio os a-hidroxicarboxilatos organoestinicos. Sobre alguns destes
compostos pode-se mencionar que os lauratos organoestinicos foram os
primeiros compostos baseados em estanho, caracterizando-se pela
compatibilidade, fraca acdo lubrificante e por ndo promoverem a coloragdo do
PVC. Os maleatos, posteriormente, substituiram os lauratos, com a grande
vantagem de maior eficiéncia, menor custo, produzindo PVC com grande
transparéncia, baixo odor e resisténcia  luz. E importante destacar a aplicagdo
do dioctilmaleato de estanho, empregado como aditivo de PVC para embalagens
do tipo filmes retriteis, com a vantagem de poder ter contato direto com
alimentos (Rodolfo Jr. et al., 2002).

2.3.1.2 Uso de compostos organoestinicos em agricultura

O uso em agricultura .é' a segunda maior aplicacdo dos compostos
organoestanicos (Luijten, 1971 e Poller, 1970). O primeiro composto utilizado
nesta area foi o acetato de trifenilestanho e observou-se que derivados
triarilestanicos sdo menos fitotoxicos do que os compostos trialquilestinicos.
Compostos trifenilestanicos, por exemplo, sio utilizados no controle de
Phytophthora infestan, em batatas e de Cercospora beticola, em beterrabas
(Luijten, 1972; Poller, 1970).

A partir de 1950, van der Kerk e Luijten, do Instituto de Quimica
Orgéanica, em Utrecht, promoveram estudos sistemdticos sobre as atividades
antifiingicas de compostos organoestanicos.

Os compostos triorganoestanicos do tipo R;SnX possuem alto poder

fungicida. Os dados da Tabela 2 mostram uma relacdo de acetatos
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triorganoestanicos e as respectivas concentragdes para causar total inibigdo no
crescimento dos fungos Botrytis allii, Penicilium italicum, Aspergillus niger €

Rhizopus nigricans (Van Der Kerk & Luijten, 1956).

TABELA 2  Atividade antifingica de alguns acetatos triorganoestanicos:
concentragdes em mg L' para causar completa inibigdo no
crescimento do fungo (Van Der Kerk & Luijten, 1956).

RSUOCOCH:  pomyisalic Fopaim A0 s
CH; 200 500 200 500
C:H; I 10 2 2
n-C;H, 0.5 0.5 0.5 0,5
i-C3H; ' 0,1 0,5 I |
n-CsH, ' 0,5 0.5 1 I
i-CHs 1 I 10 I
n-CsHy, 5 2 5 5
ciclo-CsHs 0.5 0,5 5 .05
n-C¢H,3 >500 >500 >500  >500
ciclo-CH; 20 20 50 20
CeHs 10 ! 0.5 5

Entre outros efeitos patogénicos, o Botrytis allii pode causar podriddo do
bulbo em alho, alho-porro, cebola e chalota; o Penicillium italicum, agente
causal do mofo azul, é responsdvel pela incidéncia da podriddo em laranjas
(Lacaz et al., 1970; Kimati et al., 1997); o Aspergilius niger pode causar

infeccdo em grio de café (Pimenta & Vilela, 2003); e Rhizopus nigricans € um
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agente da podriddo dos frutos e da podridao seca das hastes da acerola (Almeida
et al., 2003).

Os produtos derivados de acetato de trifenilestanho, a partir de 1960,
comegcaram a ser comercializados com a denominagdo de Brestan, pela industria
quimica alem3d Hoescht, atualmente Aventis S.A., em  hidréxido de
trifenilestanho, comercializado sob a denomina¢dao Du-ter, produzido pela
Philips Dufan, os quais tém sido largamente aplicados em agricultura para o
controle de fungos patogénicos. Em 1967, a Dow Chemical produziu e langou
no mercado o Plictran, baseado no hidréxido de tricicloexilestanho (cyhexatin).
Posteriormente, o grupo Royal Dutch/Schell desenvolveu o Vendex, baseado no
6xido de fenbutanina. Mais recentemente, a industria quimica alema Bayer AG
comercializou o Peropal, baseado no tricicloexilestanho-1,2,4-triazol, também
denominado azociclotin, todos em utiliza¢ao até os dias atuais (Sanyagina, 1993;
Crowe, 1984). '

Na Tabela 3 estdo as férmulas dos pesticidas organoestdnicos Brestan,
Du-ter, Plictran, Vendex e Peropal, os nomes em que sao baseados, com a
respectiva siﬁom’mia. A utilizac¢do dos pesticidas Plictran, Vendex e Peropal para
combate a pragas em alguns tipos de lavouras, com a indicacdo dos agentes
patogénicos sobre os quais atuam e a descrigdo dos efeitos causados por estes

agentes sao mostradas na Tabela 4.
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TABELA 3- Alguns pesticidas organoestanicos de uso comercial (Lima et al.,

2005).
Produto Base Férmula Sinonimia Bibliografia
_ - .| Van Der Kerk &
Acetato  de Acetoxifenilestanho | Luijten, 1956:
Brestan® | i1 cenilestanho @ —Sn—0—C—CHs | Fentin acetato Weber, 1962:
-3 Budavari, 1991
_ _ :)-hdroxilrifenilestanan Kushlefsky etal.
Hidréxido de L Sn—OH Ca e 1963: Poller.
Duter® | rifenilestanho @ " Hidroxifenilestanho | 1970, gygavari,
L Jds Fentin hidréxido .
; 1991
Fenolano
Triciclohexilhidroxiest
anano
Hidréxido de Tricicloexilestanol
Plictran® | tricicloexil- Sn—OH TCTH Budavari, 1991
estanho 3 ENT 27395 :
Dowco 213
Cyhexatin
Hexakis(2-metil-2-
fenilexil)diestanoxano
Oxido de diftri-(2-
6 CH, metil-2-
xido de L fenilpropil)estanho .
Vendex® | ¢ butatina l: C;CH:}S}) Hexakis(B.B- Budavari, 1991
S dimetilfenetil)diestano
xano
SD 14114
Torgue
Tricicloexil- ,Nﬁ Campos Neto et
Peropal® | estanho-1.2,4- Sn—N Azociclotin al,, 1993:;
triazol , =N Budavari, 1991
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TABELA 4 - Utilizagdo de compostos organoestanicos como pesticidas em |

lavouras (Lima et al., 2005)

Pesticida

Culturas

Pragas

_Agente

Efeitos causados pelo agente

Bibliografia

Plictran®
(hidréxido  de
trifenilestanho)

Citrus

Tetranychus
urticae

Este &dcaro rajado causa pequenas
manchas  circulares ¢  acaba
provocando a queda prematura das
folhas dando a impressio de falta
d’4gua.

Phyllocoptruta
oleivora

Também conhecido como dcaro-da-
falsa-ferrugem, provoca um “bronze™
na casca dos frutos.

Brevipalpus
phoenicis

Também chamado de &caro-da-
leprose, € o responsdvel por causar
umas “craterinhas™ nas cascas dos
citrus.

Maga

Panonychus ulmi

Chamado é4caro vermelho. ataca as
folhas da macieira, pereira ou
marmeleiro provocando bronzeamento
e * "dessecagdo, devido 20
extravasamento do contetido celular;
sendo severo, O ataque da praga
diminui a drea fotossintética da planta
¢ isso reduz o crescimento ¢ colorag3o
dos frutos.

Berinjela

Tetranychus
urticae '

Este &caro ‘rajado causa pequenas
manchas  circulares e  acaba
provocando a queda prematura das
fothas dando a impressio de falta
d’dgua.

Edge & James
1986;

Tamai et al.,
2002;

Hickel. 2000

Plictran®
(hidréxido de
trifenilestanho);

Vendex®
(6xido de
fenbutatina)

E

Peropal®
(tricicloexil-
estanho-1.2.4-
triazol

Citrus

Brevipalpus .
phoenicis

Também chamado de dcaro-da-
leprose, € o responsivel por causar
umas “craterinhas” nas cascas dos
citrus.

Phyllocoptruta
oleivora

Chamado de &caro-da-falsa-ferrugem,
provoca um “bronze” na casca dos
frutos.

Panonychus citri

E o é4caro purpireo conhecido como
aranhigo-vermetho-dos-citrinos, que
provoca manchas vermelhadas nos
frutos.

Polyphagotar-so-
nemus latus

O dcaro branco, de ocorréncia esporddica
até hd algum tempo; a partir de 1980,
ganhou o stams de praga priméria,
principalmente em limoeiros,
provocando secamento e queda de folhas
novas, que prejudicam o crescimento da
planta.

Bergamin Filho
et al., 1995;
Vieira. 2001
Flechtmann,
1989;
Maruyama et
al., 2002;
Trindade &
Poltronieri,
2002
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Fungo que provoca a podridio de raiz
Phytophthora ¢ de tubérculos. necrose em drgdos da
Batatas infestans parte aérea das plantas. como
podriddes de colo. cancros e podriddes
de frutos e causa a requeima da batata.
Cercospora Fungo que causa a mancha castanha
Amendoi | arachidicola do amendoim.
m Cercospora Fungo que causa a mancha preta do
personata amendoim. )
Fungo causador da mancha piirpura no
Cercospora tegumento da semente, podendo atacar
Kikuchi as vagens, hastes e peciolos, causando
manchas castanho-avermethadas, ¢ as
folhas, causando crestamento foliar.
Soja Diaphorte Fungo que produz o cancro-da haste da
phaseolorum soja.
Fungo que causa lesdes nos cotilédones,
. na haste e nos ramos, podendo causar a
Colletoicum | deterioragdo da_semente, morie _de
plantulas ¢ infecgdo sistémica em plantas
adultas.
Cercospora Fungo que produz a fitotoxina | Bergamin Filho
beticola cercosporina em beterraba. etal.. 1995;
Fungo que infecta tecidos clorofilados | Vieira,  2001:
das plantas. como folhas e frutos, | Flechtmann,
. desenvolvendo um micélio superficial | 1989:
. Erysiphe betae que retira nutrientes do hospedeiro | Maruyama et
Beterraba através de haustérios formados no | al., 2002;
] interior das células da epiderme. Trindade - &
Fungo que ataca partes subterraneas | Poltronieri,
ou que se desenvolvem préximo ao | 2002
Pythium solo, causando doengas como
aphanidermawum | podridio de sementes, podridio de
raizes e podridio mole de o6rgdos
suculentos. :
Esta bactéria carega o gene que codifica
a fitotoxina coronatina, que induz
Café Pscudomonas | sintomas  clordeicos, _enfezamento e
yring hiperrofia de tecidos na planta
hospedeira.
Fungo que provoca forte ocorréncia de
Cacau P:l)l;t‘?s;t:om apodrecimento dos frutos em fase
P final de maturacio"

Outra informagio importante € a comparagao da aplicagdo de um acetato

de trifenilestanho, componente principal do herbicida Hokkosuzu-200, fabricado

pelo Hokko do Brasil, composto organoestanico comercializado no Brasil € o

cloreto de estanho (II) hidratado, um composto inorganico facilmente

disponivel. Para efeitos comparativos, estes dois produtos foram aplicados em

19



culturas do fungo Fusarium oxysporum f. sp cubense nas concentragdes de 1, 10,
50, 100 e 500 ppm, tendo sido verificado o poder de inibi¢do de crescimento
médio micelial significativamente maior para 0 composto organoestinico,

conforme mostrado na Tabela 6 (Carlos Dias, 1998).

2.3.1.3 Uso de compostos organoestinicos em medicina

Sdo indmeros os compostos organometdlicos que apresentam atividade
antitumoral, em células humanas portadoras de céncer. Exemplo para este caso é
o complexo de cisplatina [Pt(NH;),Cl,] utilizado no tratamento de céncer
(Pellerito, 2002). '

Muitos compostos de estanho, sobretudo os organometéalicos, também
apresentam acgdo biolégica. Atualmente existe interesse em associd-los com
compostos organicos biologicamente ativos, especialmente na area oncoldgica,
com a finalidade de avaliar possiveis sinergismos de efeitos. Desta maneira,
duas formas podem ser reconhecidas neste campo. Em primeiro lugar, a
preparacdo de novos compostos, associando as duas classes mencionadas
anteriormenté e seu estudo quimico sob os mais variados aspectos. Em segundo
lugar é o ensaio biolégico e clinico, bem como o planejamento de novas
substancias a partir de objetivos de a¢do farmacolégica (Filgueiras, 1998).

As primeiras informagdes sobre . compostos  organoestanicos,
precisamente os diorganoestanicos com atividades antitumorais, foram
divulgadas em 1980 (Crowe, 1984). No periodo compreendido entre 1980 e
1990, mais de 2.000 compostos diorganoestanicos foram testados para
verificagdo dos efeitos sobre sisternas biolégicos (Crowe, 1984). Verificou-se
que esta atividade esta relacionada com a estabilidade dos complexos e com o
comprimento da ligagdo Sn-N, tendo sido observado que, para compostos com

comprimento de ligagdo Sn-N inferior a 239 nm, os efeitos biolégicos estdo
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relacionados com a dissociacio do ligante nitrogenado como parte do
mecanismo de acdo (Crowe, 1984).

Mais recentemente, estudos sobre os efeitos de compostos
trialquilestanicos em Ca*™ na mobilizacdo em humanos de células PC3 de céncer
de préstata tém sido explorados (Jan et al., 2002).

Foi verificado que compostos de estanho se mostraram eficazes contra
leucemia linfocitica, sendo os derivados diorganoestinicos mais ativos que 0s
tridrganoestﬁnicos. Foi observada também uma maior atividade bioldgica
relacionada com a presenca de nitrogénio aromatico e de grupos fenila ou etila

ligados ao estanho (Terra, 1997).

2.4 o--hidroxicarboxilatos organoestinicos: uma nova classe de compostos

O iméresse no estudo de dcidos a-hidroxicarboxilicos como ligantes em
compostos inorganicos remonta a 1978, com uma dissertagdo de mestrado de
carater exploratério em que se estudou o-hidroxicarboxilatos de zirconio e de
hafnio, utilizando-se da técnica de correlacdo angular perturbada diferencial,
visando a obtencdo de informagdes estruturais (Barbiéri, 1978).

Tendo em vista que dcidos a-hidroxicarboxilicos sdo reagentes analiticos
de alta seletividade paré zirconio e hafnio (Kummins, 1947; Hahn, 1949 e
Barbiéri et al., 1995), Terra (1991) elaborou sua dissertacao de mestrado em
Quimica Analitica, na qual, além dos aspectos analiticos envolvidos, fez um
~estudo da natureza estrutural dos o-hidroxicarboxilatos estudados (Barbiéri,
2004).

Durante programa de pés-doutorado na UFMG, sob orientagdo do Prof.
Filgueiras, Barbiéri se interessou pela quimica bioinorganica e organoestinica,
do que resultou a descricio de um composto estdnico derivado da 2-
formilpiridina tiosemicarbazona, para o qual foi possivel a descri¢do estrutural

por difratometria de raios X (Barbiéri et al., 1992, Barbiéri et al., 1993).

21



—

Nesta época, Barbiéri (2005a) verificou que praticamente inexistiam
compostos organoestanicos derivados de dcidos a-hidroxicarboxilicos.

A descricdo dos primeiros o-hidroxicarboxilatos organoestanicos, em
1993, foi feita por Barbiéri e colaboradores, em comunicacio apresentada em
encontro de iniciagdo cientifica na Universidade Federal de Vigosa (Longue
Filho et al., 1994b).

* Seguiram-se, entio, a publicagio de diversas comunicagdes do Grupo de
Pesquisas de Barbiéri e colaboradores (barbiéri et al., 1993b, 1997a, 1997b;
Longue Filho et al., 1994a, 1994b; Terra et al., 1995, 1996a, 1996b, 1996c¢;
Terra et al., 1997; Gonzaga et al., 1997; Santos et al., 1997; Castelo Branco et
al., 1996, 1997a e 1997b), até que, em 1997, Terra apresenta sua tese de
doutorado a Universidade Federal de' Minas Gerais. Nela, consolida os estudos
até entdo desenvolvidos, descrevendo a sintese, caracterizacdo ¢ as propriedades
de dezessete o-hidroxicarboxilatos organoestanicos, derivados de precursores
mono-, di- e triorganoestinicos, por reacdio com os dicidos dl-mandélico,
isobutirico e benzilico.

Desde entio, na continuidade dos trabalhos, ocorreu a publicagdo de
outras comunicagdes do Grupo de Pesquisas de Barbiéri e colaboradores (Terra,
1997; Carlos Dias et al., 1998, 1999a,b; 2000a,b,c,d; Terra et al., 2000a,b), além
das dissertagdes de mestrado de Carlos Dias (1999) e Araijjo (2002).

Especificamente em relagdo as atividades do Grupo de Organoestéanicos
da UNINCOR, ji foram produzidos diversos resumos (Silva et al., 2003a,b,
2004; Amorim et al., 2003, 2004; Franco et al., 2003; Souza et al., 2003, 2004,
Oliveira et al., 2003, 2004; Barbiéri et al, 2003, 2004a,b,c,d; Carvalho Junior et
al., 2004a, 2004b; Lima et al., 2003; Lima et al., 2005 e Guedes, 2004) e artigos
(Carlos Dias et al., 2000; Terra et al., 2002 e Barbiéri et al., 2005b).
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2.5 Fungos
No dia-a-dia convivemos com grande quantidade de fungos ou com seus

produtos, passando despercebida esta convivéncia. Vinhos, queijos, podriddes de
frutos, queijos e alimentos, de modo geral ou a doenga vulgarmente conhecida
como “pé de atleta”, a primeira vista, parecem ter pouco em comum. Contudo,
todos resultam da atividade de fungos.

Eles estdo presentes em quase todos os nichos ecolégiéos, apresentando
muitas diversificacdes Atualmente estdo descritas cerca de 70.000 espécies de
fungos, embora esteja estimada a existéncia de 1.500.000 espécies diferentes
distribuidas por todo o mundo (http:/naturalink.pt/canais/artigos.asp, 2005).

A definigio exata dos limites do grupo fungo € praticamente impossivel.
Atualmente, os biélogos usam o termo fungo para incluir: *“os organismbs
aclorofilados, nucleados, produtores de esporos, que geralmente reproduzem
sexuadamente ou assexuadamente e cujas estruturas somdticas filamentosas e
ramificadas sdp envolvidas por paredes celulares contendo celulose ou quitina
ou ambas” (Alexoupoulos et al., 1996). '

Os fungos, espécies eucarifticas, apresentam algumas caracteristicas
comuns aos vegetais e outras aos animais, tendo sua posigio entre os seres vivos
sido polémica durante muito tempo. No sistema de cinco reinos proposto, em
1969, para a classificagdo dos seres vivos, o grupo adquiriu identidade prépria:
Reino Fungi (grego: sphongos = esponja; latim = fungos) (Alexoupoulos et al.,
1996).

Os primeiros registros sobre fungos datam de 300-200 a.C, por meio de
estatuetas representativas de cogumelos. Os fungos, principalmente os
cogumelos, sempre desempenharam papel importante nas mitologias das
civilizagdes primitivas e a sua associa¢do com o mundo sobrenatural, ainda hoje,

estd presente nas culturas e tradicdes de muitos povos. O uso de cogumelos
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alucinogénicos ou a mistica dos fungos bioluminescentes ilustram este tipo de
situacdo (Alexoupoulos et al., 1996).

Os fungos costumam crescer despercebidamente e ndo chamam a
aten¢do devido ao seu tamanho reduzido, porém, exercem um papel importante
em indimeros e constantes processos de transformagio na natureza. Eles
influenciam diretamente os sistemas vivos, participando de processos que podem
ser benéficos ou prejudiciais. Sdo fontes extremamente valiosas de compostos
quimicos, como os antibidticos e também possuem grande potencial no controle
biolégico de diversas pragas e doengas. Podem ser utilizados na produgéo de
produtos farmacoldégicos e matérias-primas e na indistria da cerveja, do pao e
outros alimentos. Por outro lado, podem prejudicar safras no campo e ameagar
animais, o homem e alimentos, como causadores de doencas.

Trés eventos histéricos atrafram a atengio da humanidade para os
fungos: a ocorréncia do ergotismo em alguns paises da Europa, a grande fome na
Irlanda, provocada pela destruicdo das plantages de batata por Phytophthora
infestans e a descoberta da penicilina por Alexander Fleming, produzida
comercialmente a partir de Penicilliicm chrysogenum (Kpefenning, 1999).

Os fungos sdo também utilizados na alimentagdo, sendo o Agaricus
brunnescens o cogumélo comestivel mais comum. Cabendo destacar que nem
todos os cogumelos sdo comestiveis, sendo muitas espécies extremamente
venenosas.

Virios fungos sdo utilizados na produgdo de alimentos, como, por
exemplo, o queijo Roquefort, produzido pelo Penicillium roqueforti, o pao ou a
cerveja, que resulta da fermentagdo de agicares pela levedura Saccharomyces

cerevisae (Alexoupoulos et al., 1996).

Virios sio os fatores que tornam os fungos importantes em alimentos,

podendo-se destacar:
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- a0 crescer nos alimentos, podem causar mudancas indesejaveis, tanto
na composi¢io quimica quanto na estrutura € na aparéncia e, com a
descoberta em 1960 das aflotoxinas, muitos fungos de origem
alimentar foram reconhecidos como capazes de produzir micotoxinas,
as quais representam risco para a satide humana e animal, provocando
doencas que levam a morte;

- os fungos em alimentos nem sempre sdo prejudiciais, pois alguns
alimentos fermentados, como os queijos Camembert e Roquefort, por
exemplo e outros alimentos orientais fermentados utilizam fungos na

~ sua fabricagio;

- os fungos podem servir como importante fonte de produtos no
metabolismo, utilizados como ingredientes de alimentos ou em etapas
de- processos industriais de fabricacdao, sendo muitas enzimas
utilizadas na elaboracdo de alimentos processados sdo derivadas do
metabolismo dos fungos (Taniwaki & Da Silva, 2001).

A Figura 5 mostra a estrutura geral dos fungos.

NUCLEO

. MICELIO
]

FIGURA5  Estrutura geral dos fungos - estudos dos fungos - (Dias & Rocha
M. A))



Os fungos sdo aclorofilados e heterotréficos, possuindo pigmentos
responsédveis pelas cores variadas que apresentam mas nenhuma € capaz de
absorver energia para a sintese de carboidratos a partir de diéxido de carbono.
Nutrem-se por absor¢do, exceto a classe Myxomicetes que também se nutrem por
ingestio. Dependem de dgua liquida para o seu crescimento e desenvolvimento ¢
a maioria depende de oxigénio para a respiragio, sendo, portanto, aerébicos.
Muitos entretanto, sio anaerGbicos facultativos, isto €, respiram na presenca de
oxigénio e fermentam na auséncia.

Para o seu desenvolvimento, necessitam de carboidratos, necessarios
para a construg¢do do corpo do fungo e como fonte de energia. Num fungo tipico,
50% do peso seco sdo representados por carbono. Dos carboidratos, os fungos
utilizam glicose, frutose, maltose. A sacarose € também boa fonte de carbono
para algumas espécies. Para fonte de energia, alguns fungos utilizam proteinas,
lipidios e tipos de dcidos organicos. Para crescimento, além de carbono, os
fungos necessitam de nitrogénio, que € retirado de fontes inorgnicas como
nitratos e sais de amdnia e organicas, como proteinas, peptideos € aminoéacidos.
J4 o hidrogénio e o oxigénio sio obtidos na forma de 4gua, que representa cerca
de 85%-90% do peso total do micélio.

Entre os macronutrientes, além do nitrogénio, os fungos requerem
enxofre, fésforo, potdssio e magnésio, os quais sdo obtidos a partir de sais
inorganicos ou de outras fontes, como sulfatos para enxofre e fosfatos para o
fésforo. Para o seu completo desenvolvimento, utilizam micronutrientes como
ferro, zinco, cobre, manganés, boro, cobalto € molibdénio.

De acordo com a nutrigio, os fungos sdo classificados em duas

categorias: saprofitos ou sapr6bios e parasitas. Os sapréfitos se alimentam de
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matéria orgdnica animal ou vegetal e os parasitas vivem dentro ou sobre

organismos vivos (animais ou vegetais), deles retirando seus alimentos.

Quanto as temperaturas, a maioria dos fungos cresce bem entre 0°C e

35°C mas o ponto 6timo fica entre 20°C e 30°C. Quanto ao pH, os fungos

preferem meio 4cido para seu crescimento, ficando o ponto 6timo ao redor de 6.

A luz nio é importante para o desenvolvimento dos fungos, mas um

pouco de luz € essencial para a ocorréncia de esporulagio em muitas espécies, ja

que a luz participa na dispersdo dos esporos, visto que os esporangios de muitos

fungos so positivamente fototrépicos e descarregam seus esporos no sentido da

luz (Alexoupoulos et al., 1996).

Sdo caracteristicas gerais dos fungos (mofos):

requerem oxigénio para se desenvolver, o que € varidvel, em
intensidade de espécie parea espécie;

podem crescer tanto em pH baixo como alto, mais preferem pH
dcido, como ocorre com a maioria;

reproduzem-se por esporos;

ndo resistem a pasteurizag¢ao;

preferem umidade relativa do ar mais alta.

Virios sdo os fatores que tornam os fungos importantes em alimentos,

podendo-se destacar:

- ao crescer nos alimentos, causam mudangas indesejéveis, tanto na

composicao quimica quanto na estrutura € na aparéncia;

- com a descoberta, em 1960, das aflotoxinas, muitos fungos de origem

alimentar foram reconhecidos como capazes de produzir micotoxinas,
as quais representam risco para a salide humana e animal, provocando

doencas que levam a morte;

- os fungos em alimentos nem sempre sdo prejudiciais, pois alguns

alimentos fermentados, como os queijos Camembert e Roquefort, por
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exemplo e outros alimentos orientais fermentados, utilizam fungos na
sua fabricagio;

- os fungos podem servir como importante fonte de produtos no
metabolismo, utilizados como ingredientes de alimentos ou em etapas
de processos industriais - de ' fabricagdo, sendo muitas enzimas
utilizadas na elaboragdo de alimentos processados derivadas do
metabolismo dos fungos (Taniwaki & Da Silva, 2001).

Os géneros Aspergillus e Penicillium representam anamorfos (fase
assexuada ou mit6tica) de ascomicetos da Ordem Eurotiales. Algumas espécies
apresentam a fase assexuada, caracterizada pela produgio de cleistotécios, que
sdo mindsculos corpos de frutificagdo, fechados e de formato arredondado.
Ambos os géneros sdo caracterizados pela produgdo de fidlides e conidios em
cadeias (ICMSF, 1996). o

A presenca de fungos do género Penicillium em produtos alimenticios
pode ocasionar deterioragdo, alteragdes bioquimicas e produgdo de micotoxinas.
Em ambientes fechados, algumas espécies sao responsaveis pela alergia humana.
Como esse efeito é quase spﬁmbre causado por espécies especificas, a
identificacdo de Penicillium é muito importante para garantir a seguranga da
satide humana e a preservacdo dos alimentos (Pitt et al., 2000).

Na Figura 6 apresentam-se as estrutura de Aspergillus sp e de
Penicillium sp, duas espécies de ascomicetos. A primeira, do género Aspergillus,
¢ agente oportunista que pode se desenvolver em pessoas com baixa resisténcia
imunoldgica (como doentes com leucemia ou aids), causando a aspergilose,
doenga caracterizada por micoses que geram lesGes nos ouvidos, pele, pulmdes
ossos e meninges. A segunda, do género Penicillium, produz penicilina,

substéncia antibiética responsavel por uma revolugio médica apés 1940.
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a) Aspergillus sp. b) Penicillium sp.

FIGURA 6  Estrutura de a) Aspergillus sp. e b) Penicillium sp. (Rey, 2002)

Aspergillus € um grupo de fungos disperso mundialmente, dos poucos
que podem provocar doen¢a em humanos e animais, indo de uma relagdo tipo
alérgica a uma doenca generalizada que coloca em risco a vida. -

Fungos do género Aspergillus sdo ubiquitdrios, isolam-se facilmente do
ar, do solo e da matéria organica em decomposi¢ao.

Comportam-se como "levedos" ou verdadeiros fermentos e sdo aplicados
em fermentacdo alcodlica, em substituicdio as espécies de Saccharomyces.
Industrialmente, sdo obtidos, por processos de fermentacio com espécies
Aspergillus, os seguintes produtos: dcido citrico, fumarico, gdlico, gluconico,
dlcool etilico, enzimas, gorduras e manitol. Ainda sdao obtidas pelos mesmos
processos as substincias antibidticas clavicina, citrinina, crisogenina,

espinosilina, flavicina, notanina, penicilina e penatina, entre outras. Algumas
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espécies de Aspergillus, no entanto, podem produzir metabdlitos secundarios
toxicos, denominados micotoxinas, altamente nocivas a satide humana e animal.

(Figura 7).

[l urd, ae

Aspergillus niger Aspergillus fumigatus Aspergillus flavus
FIGURA 7 Espécies de Aspergillus

As espécies de Penicillium sio mais freqiientes em regides onde
predominam temperaturas baixas. Muitas delas sao psicotroficas e capazes de
deteriorar alimentos em temperaturas de refrigeracao (Pitt & Hocking, 1997).

De interesse para este estudo, descrevem-se os seguintes tipos de fungos
- Aspergillus fumigatus - coldnias sobre CYA (Czapek Yeast Agar), a 25°C t€m

um didmetro de 3 a Scm, por 7 dias. Apresentam colora¢do verde-escura.

Conidios com a parte superior em colunas. Apresentam, entre outros, os

seguintes metabdlitos toxicos: gliotoxina, verrucologen, fumitremorgin

A e B, fumitoxinas e triptoquivalinas. Sdo encontrados em alimentos em

geral, principalmente cereais (Al-Mussalam, 1980 e Chalfoun & Batista,

2003).

- Penicillium brevicompactum - colonias sobre CYA, a 25°C, t€m diametro
entre 3,8 a 4,1 cm, coloragdo verde-acinzentada, coldnias sulcadas, com
poucos micélios de cor branca nas bordas. Coldnia em Malt Extract

Agar (MEA), densa. Metabdlitos toxicos: botriodiploidina e dcido
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micofenélico. Encontrado em alimentos, no solo e em frutas (Pitt, 2000;
Samson et al., 2001; Chalfoun & Batista, 2003).

- Penicillium camembert - colonias sobre CYA, a 25°C, atingem o diametro
entre 2,3 e 5 cm. Micélios com lcm de altura. Conodi6foros com até 50
micrometros. Encontrado em alimentos e queijos macios. Como
metabdlitos  téxicos  apresemta,  principalmente, o  4cido
ciclopropriazénico. Raper & Thom (1949) reconheceram duas espécies
usadas para fabricago de queijos brancos: Penicillium camembert e
Penicillium caseicola. As duas espécies se distinguem pela cor do

- micélio (Pitt, 2000; Samson et al., 2001 ¢ Chalfoun & Batista, 2003).

- Penicillium comune - colonias em CYA, a 25°C, alcangam o didmetro de 2,5 a
3,5¢m, em 7 dias, produzindo conidios cinza-esverdeados. Ocorrem,
também, em coldnias amarelas. O 4cido ciclopropriazénico é o seu
principal metabélito téxico (Pitt, 2000; Samson et al., 2001 e Chalfoun,
Batista, 2003).

- Penicillium expansum - coldnias em meio CYA, a 25°C, apresentam diametro
que pode variar de 4 a Scm, em até 14 dias. Apresenta cor amarela ou
verde-azulada. Odor aromdtico de frutas, semelhante a cheiro de maca.
Principais metabélitos téxicos: roquefortina C e patulina, citrina.
Encontrado em alimentos, principalmente em frutas, nos quais o
principal responsdvel pela podridio (Pitt, 2000, Samson et al., 2001 e
Chalfoun & Batista, 2003).

- Penicillium solitum - sindnimo de Penicilllum verrucosum. Colonias em CYA,

a 25°C, tém didmetro variando entre 1,9 e 2,5cm. Coloragdo verde-

acinzentada, com pouco micélio branco nas bordas das coldnias.

Encontrado em alimentos, de modo geral. Principais metabélitos

téxicos: ciclopenina, ciclofenol, viridicatol, compactina (Pitt, 2000;

Samson et al., 2001; Chalfoun & Batista, 2003).
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2.6 Queijos
2.6.1 Conceito

Queijo é um produto fresco ou maturado que se obtém por separagio
parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral), parcial ou totalmente
desnatado ou de soros licteos, coagulados pela ac¢do fisica do coalho, enzimas
especificas de bactérias especificas, de 4cidos orginicos, isolados ou
combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem agregacdo
de substincias alimenticias e ou especiarias e ou condimentos, aditivos
especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes (Perry,
2004).

Cerca de 400 a 1000 espécies de queijos- sio produzidas no mundo,

sendo a maioria fabricada na Francga (Burkhalter, 1981 e Kalantzpoulos, 1993).

2.6.2 Histérico

A histéria do queijo € antiga, acreditando-se que tenha surgido hé cerca
de 8.000 anos, no Iraque, provavelmente ao se tentar armazenar leite por
periodos prolongados (Scott, 1986). Existem relatos de existéncia de queijos °
feitos a partir de leite de vaca e de cabra em achados arqueolégicos datados de
6.000 a.C. Em tumbas egipcias foram encontrados murais mostrando cenas de
fabricagdo de queijo no antigo Egito e na Biblia existem citagbes sobre este
produto em passagens do Velho Testamento. Aristdteles, em seus escritos, faz
referéncia a queijos feitos com leite de égua e jumenta. Os antigos gregos
creditavam a descoberta do queijo a Aristeu, rei da Arcédia, filho de Apolo ¢ de
Cirene.

Durante o império romano, ocorreram aperfeicoamentos significativos
que levaram 2 produgdo de queijos de alto padrido. A técnica de maturagio ji
havia sido desenvolvida e as casas possuiam espago proprio para a fabricagdo e a

cura dos queijos. Ha muitos especialistas que consideram a Idade Média como o
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marco inicial da fabricagio de queijos. Nesta época, os monges cristaos,
principalmente os trapistas, fizeram da fabricagdo de queijos uma arte,
introduzindo muitas das variedades consumidas até os dias atuais. Durante a
Renascenga, no entanto, o produto perdeu parte de sua popularidade por ter ser
considerado pouco saudédvel. '

Em 1267, na Franca, foi fundada a primeira “fruitiéres”, ancestral das
cooperativas laticinistas, que produzia os queijos Beaufort, Emmenthal e Comte.
No século XIX iniciou-se a produgdo em massa de queijos, mas somente no
inicio do século XX foi aberta a primeira grande queijaria na Franca
(http://www.efr.hw.ac.uk/das/cheese.htmi;http://cheesenet.wks.com/cheesenet/li
brary; http://www.franceway.com/cheese, acessadas em dezembro de 2002; e
http://www cienciadoleite.com.br/art.php3, acessada em novembro de 2002).

~ No Brasil, o consumo per capita de queijos € de 2,3 kg por ano (Cerri,
2002).

2.6.3 Composiciio quimica

O queijo é um concentrado lécteo constituido de dgua, gordura,
proteinas, lactose, 4cido litico, cloreto de sédio e sais diversos, estes
denominados de residuo mineral fixo (De Abreu, 2000), bem como lipidios,
carboidratos, cilcio, fésforo e vitaminas, dentre elas A e B. E importante
destacar a importincia da participagio dos sais minerais no processo de
coagulacdo do leite, pois estes influenciam na textura dos queijos. Durante o
processo de fabricagio tem-se um liquido residual, o lactossoro, que €
aproveitada na fabricagdo de iogurtes, ricota e outros produtos (Perry, 2004).

As variacBes na composi¢do quimica dos queijos dependem do tipo de
maturagio e devem-se a dois fatores bisicos: dgua e modificagdes que se
processam na estrutura dos componentes. A reducdo da dgua durante a

maturacdo do queijo provoca o aumento nos teores dos demais componentes.
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Quanto as alteragdes estruturais, destaca-se que,durante a maturagio,a lactose se
transforma em 4cido latico enquanto as proteinas se transformam em compostos
nitrogenados (De Abreu, 2000).

O queijo é um alimento nutritivo. Se considerarmos um queijo com 48%
em gordura, seu conteddo em proteina serd de 23%-25%, significando que 210

gramas desse produto equivalem a 300 gramas de carne (Perry, 2004).

2.6.4 Maturaciio

Consiste em uma série de processos fisicos, bioquimicos e
microbiol6gicos aos quais sdo submetidos os queijos, excetos aqueles que sio
consumidos frescos, cuja duragdo varia para cada tipo de queijo.

E importante mencionar que a temperatura, a umidade, a ventilagdo, a
capacidade, a iluminacdo sdo fatores importantes a serem observados em uma
cdmara de maturag3o. '

A maturagio dos queijos baseia-se na hidrélise das proteinas e gordura, e
na fermentacdo da lactose, bem como na producdo de compostos aromadticos,
formados a partir da degradac@o das proteinas, sendo baseado no metabolismo
bacteriano (.De Abreu, 2000). Tradicionalmente, o indice de maturagio é
medido pela degradacdo de caseina, estabelecido pela da proporgdo entre
nitrogénio total e nitrogénio soliivel, denominado nitrogénio oriundo da matéria
orginica, cujo valor deve aumentar com o avang¢o da maturagao (Perry, 2004).

A hidrélise de proteinas provoca a alterac@do na textura do produto,
entretanto, somente no estado mais avangado da hidrdlise que pode ocorrer a
formagio de amonia, que poder4 alterar o sabor do queijo (De Abreu, 2000).

A maturacgio dos queijos € feita, na maioria dos casos, em cimaras com
controle de temperatura ¢ umidade, que yariam 10°C a 15°C e de 80% a 85%,
respectivamente. A maturac@o pode ser feita em duas fases, desde que se tenham

duas camaras de maturagéo, uma delas com temperatura de 10°C ¢ umidade de
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80% e a outra com temperatura de 14°C e umidade de 85%. Tal procedimento €
interessante, pois, na primeira semana de maturagdo, a temperatura mais baixa
impede fermentagdes violentas que conseqiientemente evita o estufamento dos
queijos. Apés a primeira semana, j4 em temperatura e umidades mais elevadas, 0
risco de estufamento praticamente inexiste visto que toda a lactose ja terd sido
fermentada. H4 de se ressaltar, no entanto, que havendo suspeita de presenca de
coliformes, a temperatura da cAmara de maturagdo deverd ser fixada em 2°C a 5
°C. (De Abreu, 2000).

A literatura registra também o acompanhamento do estigio da maturagio
de queijos com o uso de ultra-som. Sendo uma técnica ndo destrutiva, permite
detectar eventuais defeitos oriundos: de fermentacio anormal (Benedito et al.,
2001). '

o principal_ processo ocorrido na maturagio, especialmente de queijos
duros, é a degradacdo de proteinas ou protedlise, efetpada pelos sistemas
enzimdticos do coalho, sendo fator importante para a qualidade do queijo,
principalmente no que se refere ao sabor e a consisténcia. Em queijos cuja massa
¢ cozida sob altas temperaturas, como o Gruyere, que € processado a 52°C, ou
nos de massa escaldada como o parmesdo, a plasmina € a principal enzima
proteolitica. Em queijos semi-duros, como Tisilt, ocorrem dois processos
simultineos de matura¢do: um, o usual, no interior da massa, onde as ligagGes
peptidicas das proteinas sio quebradas, liberando peptideos pequenos e
aminod4cidos; o outro, na casca onde as proteinas podem ser degradadas até a
A formagdo de ambdnia  (http://www.infoleche.com/derivado/quesos/quesos
manual.html, 2002 e Beresford et al., 2001).

Quando o problema de mofos em uma inddstria se torna crdnico,
especificamente em uma cimara de maturagéo, € aconselhdvel adotar medidas
preventivas para os queijos e sanitizar as cimaras, apés a remogdo de todos os

queijos. Dois tipos de tratamento poderdo ser aplicados:
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. sanitizacdo com solugdes: efetuar pulverizacdo utilizando solucdes de
hipoclorito de sédio, contendo menos de 400 ppm de cloro livre; pulverizacio
com solugcio de amonio quaterndrio a 800 ppm e pulverizagdo com solugdo
alcodlica contendo de 10% a 30% de formaldeido; e

. fumigagio com gds formaldeido, recomendado para eliminagdo de
mofos das cAmaras de maturacdo. Esta técnica € indicada para uma cimara com

30 m?, aproximadamente.

2.6.5 Contaminac@o quimica

O queijo é um excelente meio para a produ¢do de aminas biog€nicas.
Essas aminas sdo bases orginicas alifsticas, ciclicas, de baixo peso molecular,
produzidas pelo metabolismo de seres vivos. Sdo, algumas vezes, encontradas
em alimentos e bebidas que passam por processo de fermenta¢do ou maturago.
No caso especifico de queijos, a producdo dessas aminas encontra condi¢Ges
favordveis de pH, concentracio salina e teor de umidade para sua biossintese,
além dos aminodcidos e bactérias capazes de descarboxild-las. Entre as bactérias
mais comuns para a produgdo de aminas biog€nicas, encontram-se espécies de
Escherichia, Enterobacter, Salmonella, Shigella, Clostridium, Streptococcus,
Lactobacillsus e Leuconostoc, das quais algumas estdo presentes no queijo como
parte de sua microbiota natural, outras em decorréncia de contaminagao.

Em niveis baixos de concentragdo, estas aminas nao representam um
risco sério a saiide, podendo tomar-se perigosas s¢ o consumo de alimento
contaminado ou se as rotas normais de catabolismo das aminas estiverem
bloqueadas no consumidor. As estruturas de algumas das aminas biogé€nicas

encontradas nos queijos estdo representadas na Figura 8 (Perry, 2004).
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FIGURA 8 Férmulas estruturais de aminas biogénicas

Existem relatos de crise hipertensiva acompanhada de forte dor de
cabeca em pessoas que ingeriram alimentos contaminados com tiramina.
Existemn, ainda, relatos de crises de enxaqueca apds consumo de queijo contendo
triptamina e 2-feniletilamaina. Em pessoas que usam de drogas inibidoras de
monoamino oxidase, as aminas biog€nicas podem provocar a morte por
hemorragia cerebral (Vialta e Valle, 2002). Em presenga de nitritos, essas
aminas podem formam N-nitrosaminas, as quais t€m cdmprovada acdo
carcinogénica, mutagénica e teratogénica (Oliveira et al., 1995).

Vale & Gléria (1998) verificaram a presenca de aminas biog€nicas em
46 amostras de queijos fabricados no Brasil, usando a técnica de cromatografia
liquida de alta pressdo (HPLC) em fase reversa. As substincias foram detectadas
em grande parte das amostras, em teores que variaram entre 0,79 e 12,76 mg g
As aminas mais freqiientemente encontradas foram histamina, tiramina, 2-
feniletilamina, serotonina, putrescina e cadaverina, podendo estas duas dltimas

provocar fortes intoxicagoes.
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2.6.6 Aspectos microbioldgicos do queijo

Os queijos frescos necessitam ser produzidos com leite pasteurizado,
enquanto os queijos maturados podem ser fabricados com leite cru. Para os
diferentes queijos deverdo ser observados os prazos de maturagio, se for o caso,
bem como utilizadas boas priticas de fabricagdo, que vao desde a exigéncia de
leite de qualidade até rigorosa higiene no local de produgao.

A técnica de pasteurizagdo tem por finalidade destruir os patégenos e
reduzir o nimero de microrganismos presentes nos leites e derivados, sendo a
bactofugagio e a microfiltracdo alternativas para esta situagdo (http:/www.
infoleche.com/derivado/quesos/quesosmanual.html, 2002). '

Bons queijos dependem da boa qualidade microbioldgica do leite, seja
ele pasteurizado ou cru. Também € essencial que o gado seja sauddvel, que se
tenham boas praticas de higiene na ordenha e no manuseio do leite, higienizagao
eficiente dos equipamentos e utensilios utilizados, e que o resfriamento do leite
ocorra entre 0°C e 4°C, até 2 horas apds a ordenha. Atendidas estas condigdes, 0
leite mantém sua qualidade microbioldgica por até 72 horas, ndo garantindo, no
entanto, a auséncia de bactérias (De Oliveira, 1976).

Durante a transformagdo do leite em queijo, ocorre, paralelamente a
oxidagdo da lactose, a redugdo do oxigénio dissolvido. Com isso, o interior do
queijo torna-se um ambiente essencialmente anaerébico, onde crescerdo
microrganismo anaerébicos.. Com isso, na superficie do queijo desenvolvem-se
microrganismos aerébicos como Pseudomonas, Brevibacterium, Bacillus e
Micrococcus (Beresford, 2001).

De acordo com Beresfortd & Lima Jr. (2001), a microbiologia do queijo
apresenta dois grupos de microrganismos: as bactérias ldcticas iniciadoras (BLI)
e os microrganismos secunddrios, que compreendem as bactérias licticas néo-

iniciadoras (BLNI).
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Os géneros mais comuns de BLI sdo Lactococcus, Lactobacillus,
Streptococcus, Leuconostoc e Enterococcus. Elas sio responsiveis pela
transformagio da lactose em 4cido ldctico durante a preparagio do queijo, e suas
enzimas contribuem para a maturacio estando diretamente envolvidas na
proteélise e na conversdo de aminodcidos em substancias voldteis responsdveis
pelas propriedades organolépticas do queijo. De crescimento rdpido, estas
bactérias podem estragar o leite por acidificago se sua agdo ndo estiver sob
controle. Apresentam a grande vantagem de serem indispénséveis para a
fabricagio de queijos. Dependendo do tipo de queijo utilizam-se culturas
mesofilicas - por exemplo, queijos Gouda, Edam e Camembert - ou termofilicas,
as quais sio utilizadas principalmente na fabricagdo de queijos cozidos que
passam por temperaturas acima de 50°C, como, por exempio, Parmesao,
Ementhal e Gruyére.

As BLNI se caracterizam por crescer no interior da maioria dos queijos,
e outras bactérias, leveduras e o fungos que crescem, tanto no interior, quanto na
parte externa dos queijos. Entre estes microrganismos estdo os proteoliticos, os
lipoliticos e os produtores de gis (Beresford, 2001 e De Oliveira, 1976).

Os microorganismos proteoliticos sio responsdveis pela quebra de
proteinas, provocando, com isso, alteragdes no aroma, sabor e caracteristicas
fisico-quimicas do leite e derivados. Fazem pérte deste grupo as Pseudomonas,
Achromobacter, Flavobacterium e Bacillus. Associados aos miCrorganismos
proteoliticos, e também indesejdveis, encontram-se os lipoliticos, responsaveis
pela quebra-de gordura, acaretando o rango, entre Os quais encontram-se
bactérias como Pseudomonas e Alcaligenes e fungos, como Céindida e
Geotrichum (De Oliveira, 1976). .

Os microrganismos produtores de gds podem ser encontrados em
quaisquer dos grupos citados anteriormente. Alguns produzem efeitos

indesejaveis, outros ji sdo fundamentais para que o queijo desenvolva textura
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prépria. A quantidade deste microrganismo € que determina sua acdo desejavel
ou ndo. Os mais comuns sdo Clostridium, Céndida, Saccharomyces e coliforme,
e a presenca de coliformes indica a auséncia de higiene durante o processamento
dos produtos (Perry, 2004).

Espécies como Staphylococcus podem ser encontrados em laticinios,
sendo responsaveis por intoxicagdes alimentares, devido as toxinas que formam
durante as fases de processamento e armazenamento do produto. Em artigo
recente, relatou-se que, entre 1995 e 2001, ocorreram em Minas 23 surtos de
intoxicagbes provocados pela ingestio de queijos contaminados com
Staphylococcus aureus. Tendo 660 pessoas sido intoxicadas, havendo uma
morte (Do Carmo, 2002).

Um problema enfrentado pela indistria de laticinios em todo 0 mundo é
a infeccdo féagica (http://www.ital.org.br/tecnolatboletim.html, 2002),
responsavel por grandes perdas econdmicas. Neste caso, as bactérias lacticas so
atacadas por virus, de modo que hd producdo insuficiente de 4cido ldtico e
conseqiiente falha na fermentacdo do leite. Por atacarem bactérias, estes virus
sd0o denominados bacteriéfagos ou fagos, sendo muitos deles resistentes a
pasteurizacdo, sendo pouco afetados por variagdo de pH do meio e com
'capacidade de sobrevivéncia por longos periodos, em estado de dorméncia, sob
refrigeracdo ou congelamento e mesmo sob forma seca. Cada célula
contaminado por um bacteriéfago pode liberar até cerca de 200 particulas virais,
acarretando uma contaminagao ambiental de grandes proporcdes nas inddstrias.
A melhor forma de combater a infeccdo fagica € manter rigorosa higiene em

todo o processo de fabricagao (Perry, 2004).
2.7. Higiene

A avaliagdo das atividades de diversos produtores de leite permitiu

concluir que, no Brasil, a falta de higiene ao longo da cadeia produtiva de

40



queijos constitui regra geral. Falta higiene nas ordenhas manual ¢ mecanica, nos
baldes, nos latdes, nos tanques de resfriamento comunitdrios € ou individuais,
nos tanques moéveis para transporte de leite resfriado e na prépria inddstria.

A falta de higiene reflete negativamente na qualidade do leite e em seus
derivados, afetando consideravelmente o rendimento dos mesmos, com queda
préxima dos 20%.

Aplicando os Principios Gerais de Higiene Alimentar em toda a cadeia
alilﬁentar, desde a producdo primdria até o consumidor final, e estabelecendo as
condi¢des higiénicas necessarias deveriam ser produzidos alimentos in6cuos e
sauddveis para o consumo apropriado em termos de seguranga e inocuidade do
alimento (Pinheiro & De Souza, 2004). Mas, ainda assim, mesmo com 0 avango
na érea laticinista, com a introdug¢do das ordenhadeiras mecénicas, tanques de
resfriamento, tanques moveis isotérmicos, etc., ndo tem trazido a melhoria que
se esperava na qualidade do leite e de seus derivados. '

Logo, a realidade mostra uma inversdo de valores, uma vez tal situago
sugere que ndo houve evolucdo nos hdbitos daqueles que praticam esta
atividade, seja por. falta de conhecimento, seja por falta de interesse,
comprometendo a qualidade do leite, desde a ordenha, até seu consumo.

Equipamentos e utensilios mal higienizados t€ém sido incriminados
isoladamente ou associados com outros fatores, em surtos de doengas de origem
alimentar ou alteragdes em alimentos processados. Um levantamento constatou
que em cerca de 2000 surtos de doengas de origem alimentar ocorridos no
~ periodo de 1961 a 1982, 100 surtos (5%) foram provocados exclusivamente pela
higienizacdo inadequada de equipamentos e utensilios (Andrade & macedo,
1995; Vialta et al., 2002)
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2.7.1 Caracteristicas ideais dos agentes sanitizantes

Os agentes sanitizantes empregados nas industrias de laticinios devem

ter as seguintes caracteristicas ideais:

possuir amplo espectro de atividade;

ser biocida e ndo somente biostético;

ndo induzir & corrosdo em superficies sob sanitiza¢io;

ser compativel com tracos de produtos de limpeza empregados na
higienizagao;

ser atéxico e ndo poluente a0 meio ambiente;

possuir a¢do rapida;

propiciar ficil enxdgiie por dgua normal de processo, mesmo a
temperatura ambiente; o

ser efetivo a variadas faixas de temperatura;

possuir uma sistemética'anélise, quimica simples e acessivel a todos
os possiveis usudrios, independentemente da capacitagio técnica de
seus laboratérios; . .

deve possibilitar - ficil e eficiente controle de dosagem via

instrumentacdo de processo.

2.7.2 Tipos de agentes sanitizantes
Quanto as suas caracteristicas, os agentes sanitizantes podem ser fisicos

ou quimicos.

2.7.2.1 Agentes fisicos

Os principais agentes fisicos sdo dgua quente, vapor e radiagdo

ultravioleta.
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2.7.2.2. - Agentes quimicos

Atualmente, a sanitizagio com agentes quimicos ¢ um método bem
generalizado. No comércio, sdo disponibilizados diversos agentes quimicos
sanitizantes. Os mais utilizados sdo os elaborados a base de cloro, iodo ou
quaternirio de aménio. Outros exemplos sdo compostos fendlicos, édcido
peracético, peréxidos e clorexedina e recentemente foram testados, com grande

eficdcia, compostos hidroxicarboxilatos de estanho.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Instrumental
3.1.1 Ponto de fusdo

- Os intervalos de fusdo, sem corregdo, foram determinados no aparelho
para determinagio do ponto de fusdo 340-D, Quimis, da Universidade Vale do

Rio Verde - UninCor, de Trés Coracdes.

3.1.2 Analise elementar

As andlises elementares de carbono e hidrogénio foram realizadas no
equipamento Elementar Analyzer 2400CHN da Perkin-Elmer, do Departamento
de Quimica da UFMG.

3.1.3 Espectroscopia vibracional no infravermelho

Os espectros de infravermelho foram obtidos no espectrofotometro
Shimadzu FTIR-8201 com transformada de Fourier (4600400 cm™), do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Lavras, usando a técnica

de pastilhas com brometo de potéssio.

3.2 Reagentes

Todos os reagentes e solventes empregados nos experimentos descritos
nesta tese foram utilizados sem purificagao prévia.

Os compostos empregados estdo relacionados a seguir:

- acetonitrila, CH;CN, Quimex;

- dcido di-mandélico, CéHsCH(OH)COOH, Vetec;

- 4cido dl-p-met6ximandélico, 4-CH;OCH,CH(OH)COOH, Aldrich;



- dcido dI-p-bromomandélico, 4-BrOC(H,CH(OH)COOH, Aldrich;
- 4cido benzilico, (C¢Hs)>C(OH)COOH, Aldrich;

- 4cido dl-o-cloro mandélico, 2-CICH,CH(OH)COOH, Aldrich;

- BDA, meio de cultura, Merck;

- cloreto de trimetilestanho , (CH3);SnCl, Aldrich;

- diclorometano, CH,Cl,, Merck;

- fenilidrazina, C¢HsNH, Merck.

3.3 Sintese dos a-hidroxicarboxilatos organoestanicos
33.1. - Sintese do [Me,SnMand] {Mand = C;H;CH(OH)COO'}

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, dissolveu-se 1.000g (6,57
mmol) de -4cido dI-mandélico em 30 mL de acetonitrila ¢ acrescentaram-se
0,839¢g de cléreto de trimetilestanho (4,21 mmol). Acrescentou-se 0,1 mL de
fenilidrazina e manteve-se o sistema sob agitagdo magnética e refluxo lento por
uma hora, a 80°C. Reduziu-se 0 volume da mistura até a metade e deixou-se em
repouso durante uma hora. O sélido obtido foi separado por filtragdo a vacuo,
utilizando-se funil de.porosidade 4, lavado com 3 porgdes de diclorometano com
2 mL cada e seco em pistola de Abderhalden a 100°C durante 1 hora.
Obtiveram-se 0,670 g do produto, 67,9% de rendimento.

3.3.2 Sintese do [Me,SnBenz;] {Benz = (C¢H;).CH(OH)COO’}

Repetiu-se o procedimento do item 3.1.1, utilizando-se 1,000 g (4,38
‘ mmol) de icido benzilico e 1,260g de cloreto de trimetilestanho (6,32 mmol),
em substitui¢io ao acido dl-mandélico. Obtiveram-se 0,480g do produto, 44,7%

de rendimento.
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3.3.3 Sintese do [MeSnBrm,] {Brm = 4-BrC:H;CH(OH)COO'}
Repetiu-se o procedimento do item 3.3.1 utilizando-se 1.000g (4,30
mmol) de icido dl-p-bromomandélico e 0,713 g de cloreto de trimetilestanho

(3,66 mmol). Obtiveram-se 0,565g do produto, 44,7% de rendimento.

3.3.4 Sintese do [Me,;SnMeo] {Meo = 4-CH;0C,H;CH(OH)COO'}
Repetiu-se o procedimento do item 3.3.1 utilizando-se 1.000g (5,48
mmol) do 4cido dI-p-metoximandélico e 0,839 g de cloreto de trimetilestanho

(5,04 mmol). Obtiveram-se 0,625g do produto, 59,4% de rendimento.

3.3.5 Sintese do [Me;SnClm,] {Clm = 2-CICH;CH(OH)COO’}
Repetiu-se o procedimento do item 3.3.1 utilizando-se 1.000g (5,36
mmol) do 4cido di-o-cloro-mandéllico e 1,029g do cloreto de trimetilestanho

(5,16 mmol). Obtiveram-se 0,412g'do produto, 41,2% de rendimento.

3.4 Atividade bioldgica _

Para avaliagao do pd;encial biocida sobre os fungos Aspergillus
fumigatus, Penicillium brevicompactum, Penicillium camembert, Penicillium
commune, Penicillium expansum e Penicillium .solitum, foram empregados 0s
seguintes compostos: dcido-d/-mandélico, d4cido benzilico, dcido dl-p-
bromomandélico, 4cido dI-p-metéximandélico e 4cido dl-o-cloromandélico e
cloreto de trimetilestanho, além dos novos complexos organoestanicos
preparados [Me,SnMand,], [Me.SnBenz,], [MeSnBrm;], [Me.SnMeo.] e
[Me;SnCims].

A maioria das espécies de Aspergillus pode ser identificada quando
cultivadas em meios de cultura padronizados, como Czapek Yeast Agar (CYA) e
Malt Extract Agar (MEA), com temperaturas controladas a 25°C, 37°C e 42°C,
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por 5 a 7 dias. As espécies teleomoérficas, em especial as xerofilicas, foram
identificadas utilizando CYA com 20% de sacarose, ou MEA com 40% de
sacarose, de 10 a 14 dias, a 25°C. J4 as espécies do género Penicillium puderam
ser identificadas em CYA ou MEA, nas temperaturas de 25°C e 37°C (Chalfoun
& Batista, 2003). '

As culturas utilizadas para os testes foram obtidas em uma cémara de
maturagio de queijos, mediante a coleta em placas de vidro, as quais ficaram
dispostas na cimara de maturagdo de queijos por cinco dias. O método utilizado
foi o bioanalitico in vitro, sendo observados o crescimento ou a inibigdo dos
microrganismos com diferentes concentragdes dos compostos quimicos citados.

Para cada composto foram preparadas uma placa controle contendo 25
mL do meio de cultura BDA e duas placas de testes de crescimento micelial
para cada uma das concentragdes estudadas (1, 5, 10, e 50 ppm). O experimento
foi feito em duplicata. Os fungos foram replicados com uma agulha em trés
pontos das placas, as quais foram colocadas em estufa com temperatura entre
25°C e 30°C, por 5 dias. Apés este periodo foram realizadas as medidas do
crescimento micelial dos fungos, feitas as leituras dos resultados e calculada a

média de crescimento, por meio da érea.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo dos icidos dl-mandélico, dI-p-bromomandélico, dl-p
metoximandélico, benzilico e dl-o-cloromandélico
Os 4cidos o-hidroxicarboxilicos utilizados nos experimentos foram

caracterizados por determinagio de pontos de fusdo, conforme consta da Tabela

5, os quais se mostraram concordantes com aqueles descritos na literatura

(Budavari, 1991).

TABELA 5 Valores de pontos de fusdo para os 4cidos a-hidroxicarboxilicos

Ponto de Fusio
Composto Estrutura
Exp.! Lit.2
Acido Hooo
: <: :>_é_< 118-119 19
dl-mandélico on O

benzilico

Acido dl-4- ¥
—O--<, 121 118

bromomandélico

Acido @
@ o 148-150 150
|

Acido dl-2-cloro- vo0
°—<: :>— —£ 119 121
mandélico Eﬂ o
Acido dI-4- oo
O 113 i

metoximandélico

1 — Exp = experimental; 2 — Lit = literatura (Merck Index)
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4.2 Caracterizagio dos compostos organoestinicos [Me,SnMand,],
[Me;SnBenz,], [MeSnBrm,], [Me,SnMeo,] e [Me,SnClm,]
Nos trabalhos de Terra (1997), com sintese dos compostos

organoestanicos derivados de écidos o-hidroxicarboxilicos ali descritos, as
reagdes eram feitas a partir dos acidos e dos haletos ou 6xidos organoestanicos,
em processos que podiam levar alguns meses para que fossem obtidos os
complexos resultantes.

Nas sinteses descritas nesta sintese, quando a mistura dos 4cidos -
hidroxicarboxilicos com o cloreto de trimetilestanho, foi adicionada também
fenilidrazina. Como redutor que é, a fenilidrazina provavelmente abstrai o ion
cloreto do cloreto de trimetilestanho, favorecendo significativamente o processo
de sintese dos complexos, que sdo obtidos em uma ou duas horas de trabalho.

Nio produzindo nenhum produto insolivel e ndo havendo metais
envolvidos com a fenilidrazina, os eventuais produtos de sua decomposi¢io sdo
arrastados no processo de lavagem do precipitado que se forma nas reagoes.

Os novos compostos organoestanicos, obtidos da rea¢do do cloreto de
trimetilestanhio com os 4cidos a-hidroxicarboxilicos citados, foram
caracterizados por andlise elementar de carbono e hidrogénio e espectroscopia
vibracional no infravermelho.

Os compostos organoestanicos obtidos, todos de cor branca, quando
observados ao microscépio apresentam natureza microcristalina. Nas tentativas
para recristalizagdo dos sélidos obtidos, ndo foi possivel a obtencdao de
monocristais com caracteristicas adequadas para determinagdo de estruturas por
difratometr:la deraiosX.

Dos resultados de andlise elementar de carbono e hidrogénio, pode-se
estabelecer as férmulas moleculares propostas para os compostos obtidos
[Me,SnMand,] - CisHa006Sn; [Me>SnBenz,] C30H2506Sn; [Me,SnBrmy] -
C;sH1sBr0¢Sn; [Me>SnMeo] - CxH2405Sn € [MeSnClm] - CooH;sClO06Sn.
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Na Tabela 6 s3o apresentados os pontos de fusdo e dados de andlise
elementar para os compostos dimetilestinicos, enquanto que na Tabela 9 sio
indicados os dados dos estiramentos representativos, em cm’, para estes

compostos.

TABELA 6 Pontos de fusio e dados de anélise elementar para os compostos

dimetilestanicos

. < %C %H
N Ligante Massa Férmula P.F.
2 precussor Composto molecular  molecular °C Exp.  Exp.

(calc.) (calc)

H

I 4° i

- [Me.SnMand, 474 42
I @“L on : 4509 CuHxOSn 2025 o0 o

Ac. dl-mandélico

o [Me.SnBenz, - 593 49
Il ©_E.._<°" ; 6030  CuHaOSn 223225 - Som oo

Ac. benzilico

O '1'_<°
It b (MesnBrmg 6087 . CWHMBROS 500 353 3

Ac. dl-p-bromo- n (35.5) (3.0
mandélico

|A '()
S O I 469 45

* “[Me.SnMeo}l, 5109  CxHaOsSn  210(d)

V. Ac. di-p-metéxi- 4100 @7
mandélico :
Y L0
O i< CaoHusC
v % ° [MeSnClmy] 5198  CoHuChOS 559535 420 34

Ac. dl-o-cloro- n 416 (3.5

mandélico
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TABELA 7 Dados dos estiramentos representativos (cm’') para os compostos
dimetilestanicos

. Ligante livre Complexos
N2 Ligante

Orecussor

Cdmposto

Viomy VicOOass) ViCoOsm) ViCOOass) Vicoosm VioH) ViCH)

1o 3040
I @‘ﬁm (MeSiMand: 3400 1720 1290 1980 1320 3400 3000

Ac. dl-mandélico 2940
3060

I ©?<° [M":S;‘Be“z: 3405 1725 1235 1570 1290 3300 3010
/L e ‘ 2910

Ac. benzilico

H
. |— 0 .
n " .“ < 3040
1355 3410 2980

1 - ® [Me-SnBrm,] 3420 1716 1280 1580
Ac. dl-p-bromo- 2960
mandélico
H

cno—@—)f—t‘:“ 3035
v o 1320 3400 3005

® [MesSnMeos] 3400 1726 1270 1560

Ac. dl-p-metoxi- 2970
mandélico
¥ o
o—@—f—< 3020
v o © [MesSnClms] 3440 1730 1265 1575 1325 3380 3000
Ac. dl-o-cloro- 2985
mandélico

Nos espectros de infravermetho dos novos compostos organometalicos,
sdo de interesse as regides de 3300-3400 cm’, relativas aos estiramentos da
_ hidroxila alcoélica e a regidgo de 1560-1680 cm’', relativas aos estiramentos
assimétricos da carboxila.

Da comparagio do espectro de infravermelho dos complexos com os
espectros do 4cido a-hidroxicarboxilicos livres, pode-se verificar um
deslocamento das bandas 1716-1730 cm’, atribuidas aos estiramentos
assimétricos da carbpxila, Vcoowssimy para 1.560-1.580 cm’ nos complexos.

Essas observagdes sio consideradas evidéncias para a formagio de complexos
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(Bolard, 1965; Larsen & Homeier, 1972; Barbiéri et al., 1988; Barbiéri et al.,
1994; Barbiéri et al., 1995; Barbiéri et al., 2005a).

Também observam-se nos espectros dos compostos organometalicos, em
relagdo aos respectivos espectros dos dcidos o-hidroxicarboxilicos livres, um
significativo alargamento da banda cerca de 3.400 cm’', atribuido a hidroxila
alcéolica nos é4cidos, o que evidencia sua participacdo na coordenagio ao
estanho (Hamilton & Ibers, 1968; Larsen & Homeier, 1972; Terra, 1991).

Os compostos [Me,SnL,] devem ser espécies monoméricas, 0 que pode ser
evidenciado também por espectros dos complexos, em comparagio com os dos dcidos
o-hidroxicarboxilicos livres. Nos espectros dos dcidos o-hidroxicarboxilicos
podem ser percebidas bandas pouco intensas nas regides aproximadamente em 1.900
e 2.600-2.700 cm’, atribuidas a ligagSes de hidrogénio intermoleculares nos 4cidos
livres, inexistentes nos espectros do compéstbs organoestanicos derivados. Bandas nas
mesmas regides foram observadas em complexos de zirconio e hafnio, derivados de
diversos dcidos a-hidroxicarboxilicos, indicativas de estruturas diméricas para
estes compostos, estabilizados por ligagOes de hidrogénio intramoleculares
(Larsen & Homeier, 1972; Barbiéri et al., 1988).

De modo geral, haletos organoestanicos reagem com 4cidos carboxilicos,
em presenga de bases, como trietilamina, que atuam como agentes facilitadores
da substituicido do halogénio coordenado, pela formagédo de haleto de hidrogénio
(Omae, 1989), que € eliminado na forma de cloridrato de trietilamina (Kerk &

Luitjten, 1956), de acordo com a equagao 5:

R,SnX, + 2 RCOOH —g‘%{» [R,Sn(OCOR),}]
) (equagdo 5)

Quando a reagdo ocorre com um sal de 4cido carboxilico, a presenca da

base € dispensivel equagio 6 (Omae, 1989):

2R3SnX + (R'COO)Pb — 2 [R3SnOCOR’] + PbX,
(equagio 6)
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No entanto, pode haver rea¢do entre dcidos carboxilicos e haletos
organoestanicos, na auséncia de base. Neste caso, ocorre a formagio de
carboxilatos haloestinicos, pela substituicdo de um grupo alquila por um grupo
carboxilato, equagio 7 (Wang & Shreeve, 1972 e Bihr & Pawlenko, 1980):

RsSnX + RCOOH —pm®™ [Rg?nOCOR']
X (equagao 7)

Na reagio de hidreto de trifenilestanho com écido dl-4-metoximandélico,
em meio de acetonitrila, foi observada a formagdo do composto [Ph.SnL.], pela
substituicio do fon hidreto e de um radical fenila, equagdo 8. O menor caréter
basico da acetonitrila, em relagio 2 trietilamina (Dean, 1987), deve ter
possibilitada uma condigdo intermediéria de basicidade, que permitiu esta dupla

substituigdo simultanea.

(CeHs)3SnH + 2 RCH(OH)COOH —C;H? [ReSn{OCOCH(OH)R },]

-B
(equacdo 8)

Com base nas informages obtidas, foi possivel propor a férmula estrutural
indicada na Figura 9 para o [Ph,SnL,] (Barbiéri et al., 2005b).

FIGURA9  Férmula estrutural proposta para o composto [Ph.SnL,]
{L = MeOC¢H,CH(OH)COO}
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Com bases nos dados de andlise elementar e nas evidéncias dos espectros
de infravermelho dos compostos estudados nesta tese, sugere-se que estes
compostos tenham a mesma estrutura proposta para o composto [Ph.SnL;] {L =
MeOC:H,CH(OH)COO}, ou seja [Me,SnL,], sendo que L = RR’C(OH)COO
{R = H, R’ = C¢H;, di-mandelato; R = R’ = C¢Hs, benzilato; R = H, R’ = p-
BrC¢H, = di-p-bromomandelato; R = H, R’ = p-MeOCH, = dl-p-
metoximandelato;, R = H, R’ = 0-CICiH, = dl-2-cloromandelato}, como

representado na Figura 10.

R! HMe
o|o 0
R \S/
n
7\ R
o) OI% ‘
Me R

FIGURA 10 Férmula estrutural proposta para os composto [Me,SnL,] onde L
- =RR’C(OH)COO" {R =H, R’ = C¢Hs, dl-mandelato; R =R’ =
C¢H;, benzilato; R = H, R’ = p-BrC¢H, = dl-p-bromomandelato;
R =H, R’ = p-MeOC¢H, = dil-p-metoximandelato; R =H, R’ =
0-CIC¢H; = di-2-cloromandelato}

4.3 Avaliacio do potencial antifiingico dos compostos [Me,SnMand,],

[Me;SnBenz,], [MeSnBrm,], [Me,SnMeo,], [Me,SnClm,] e seus precursores

sobre fungos Aspergillus e Penicillium de cimaras de maturacio de queijos
A Tabela 8 contém os dados experimentais absolutos de crescimento dos

fungos Aspergillus e Penicillium em presenca do complexo [Me,;SnBenz,]. Os
valores numéricos representam as dreas, em cm’, ocupadas pelos fungos apés 5
dias de incubagdo, para as concentragbes estudadas. Esses dados foram
convertidos em porcentagem, representando os crescimentos relativos dos
fungos e estio apresentados na Tabela 9, enquanto na Tabela 10, pela

complementaridade dos valores, estio apresentados os valores relativos as
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inibigdes relativas do crescimento dos fungos em presenca do complexo
[MesSnBenz,]. Para os demais experimentos (Tabelas 11 a 20), apresentam-se
os dados ji convertidos, expressando-se apenas as inibigdes relativas do
crescimento dos fungos, tanto na presenga dos complexos como na presenga dos

ligantes.

TABELA 8 Desenvolvimento de fungos Aspergillus e Penicilium em presenca
de [Me.SnBenz,], concentragio em ppm, drea em cm’. UFLA,

Lavras, MG 2005

Fungos ancentrag’io 0 1 5 10 50

Aspergillus fumigatus 2,87 2,31 2,64 2,22 0,24

Penicillium brevicompactum 2,23 0,57 0,28 0,27 0,04

Penicillium camembert 2,23 0,71 0,62 0,55 0,08

Penicillium comune 223 208 142 070 042
" Penicillium expansum 2,23 2,51 2,11 1,83 0,73

Penicillium solitum 2,23 0,41 0,37 0,30 0,06

TABELA 9 Desenvolvimento porcentual relativo de fungos Aspergillus e
Penicilium em presenca de [Me,SnBenz,}, concentragdo em ppm.
UFLA, Lavras, MG 2005.

Fungos Concentracio 0 1 5 10 50
Aspergillus fumigatus 100,0 85.5 92,0 774 8.4
Penicillium brevicompactum 100,0 25,6 12,6 12,1 1,8
Penicillium camembert 100,0 31,8 27,8 24,7 3,6
Penicillium comune 100,0 93,3 63,7 31,4 18,8
Penicillium expansum 100,0 99,1 94,6 82,1 32,7
Penicillium solitum 100,0 18,8 13,5 16,6 26,9
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TABELA 10 Inibicdo porcentual relativa de fungos Aspergillus e Penicilium
em presenca de [Me,SnBenz,], concentragdo em ppm. UFLA,
Lavras, MG 2005

Fungos Concentracio o - 1 3 10 50
Aspergillus fumigatus 0,0 14,5 8,0 22,6 91,6
Penicillium brevicompactum 0,0 74,4 874 87,9 98,2
Penicillium camembert 0,0 68,2 722 . 753 96,4
Penicillium comune 0,0 6,7 36,3 68,6 91,2
Penicillium expansum 0,0 0.9 5,4 17,9 | 67,3
Penicillium solitum 00 = 816 86,5 834 - 73,1

TABELA 11 Inibi¢o porcentual relativa de fungos Aspergillus € Penicillium
em presenca de [Me>SnBrmy], concentragao em ppm. UFLA,
Lavras, MG 2005

Fungos Concentragdo = o . 4 5 10 50
Aspergillus fumigatus 0,0 62,4 69,7 753 50,9
Penicillium brevicompactum 0,0 14 - 43,1 56,5 704
Penicillium camembert 0,0 1,3 94 10,3 41,3
Penicillium comune 0,0 37,2 38,1 42,2 57,0
Penicillium expansum 0,0 0.4 1,3 1,3 32,7
Penicillium solitum 0,0 3,2 4.5 9,4 51,6
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TABELA 12 Inibigdo porcentual relativa de fungos Aspergillus e Penicilium em
presenga de [Me,SnMeo,], concentragao em ppm. UFLA, Lavras,

MG 2005

Fungos Concentragio 1 5 10 50

Aspergillus fumigatus 0,0 78,4 81,9 81,5 87,8
Penicillium brevicompactum 0,0 28,7 864 883 955
Penicillium camembert 0,0 18,8 81,6 86,5 96,0
Penicillium comune 0.0 22,0 80,3 80,3 96,4
Penicillium expansum 0,0 35,9 48,0 48,4 67,5
Penicillium solitum 0,0 92,8 92,4 93,7 98,7

TABELA 13 Inibigiio porcentual relativa de fungos Aspergillus e Penicillium
em presenca de [Me,SnClm], concentragao em ppm. UFLA,
Lavras, MG 2005

Fungos Concentracio 0 1 5 10 50
Aspergillus fumigatus 0,0 67,2 73,2 97,1 97,2
Penicillium brevicompactum 0.0 83,4 85,2 88,2 91,5
Penicillium camembert 0,0 88,0 89,3 88,4 81,2
Penicillium comune 0,0 81,2 86,5 82,5 94,6
Penicillium expansum 0,0 0,40 90,0 0,40 79,5
Penicillium solitum 0,0 90,1 88,8 99,5 96,0
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TABELA 14 Inibicdo porcentual relativa de fungos Aspergillus e Penicilium em
presenca de [Me;SnMand,), concentracio em ppm. UFLA,
Lavras, MG 2005

Fungos Concentracio 0 1 5 10 50
Aspergillus fumigatus 0,0 80,2 83,3 80,5 89,6
Penicillium brvevicompactum 0,0 88.4 90,6 87,9 87,0
Penicillium camembert 00 678 772 691 906
Penicillium comune 0,0 90,6 88,4 87.5 91,1
Penicillium expansum 0,0 34,6 43,5 42,7 80,3
Penicillium solitum 0.0 92,4 91,1 90,6 8838

TABELA 15 Inibicdo porcentual relativa de fungos Aspergillus e Penicilium em .
presenca de 4acido benzilico, concentragdo em ppm. UFLA,
Lavras, MG 2005

Fungos Concentracao 0 1 50
Aspergillus fumigatus 0,0 44,6 55,1
Penicillium brevicompactum 0,0 52,1 56,6
Penicillium camembert 0,0 48,0 . 48,0
Penicillium comune 0,0 45,3 48,5
Penicillium expansum 0,0 2,30 7,70
Penicillium solitum 0,0 87,0 929
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TABELA 16 Inibi¢do porcentual relativa de fungos Aspergillus € Penicilium
em presenga de acido dl-4-bromomandélico, concentracdo em
ppm. UFLA, Lavras, MG 2005

Fungos Concentraciio 0 1 350
Aspergillus fumigatus 0,0 19,6 27,2
Penicillium brevicompactum 0.0 53,9 53,9
Penicillium camembert 0.0 40,9 ’ 42,2
Penicillium comune 0,0 36,8 48,9
Penicillium expansum 0,0 4,50 - 3,20
Penicillium solitum 0,0 86,6 85,7

TABELA 17 Iﬁibigio porcentual relativa de fungos Aspergillus e Penicilium em
presenca de 4cido d/<4-metoximandélico, concentragdo em ppm.

UFLA, Lavras, MG 2005

Funges Concentracio 0 1 ' 50

Aspergillus fumigatus 0,0 76,7 81,9
Penicillium brvicompactum 0,0 52,5 53,0
Penicillium cc;membert . 0.0 48,9 50,7
Penicillium comune 0,0 40,9 42,7
Penicillium expansum 0.0 1,40 3,20
Penicillium solitum 0.0 51,2 93,7
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TABELA 18 Inibicdo porcentual relativa de fungos Aspegillus e Penicilium em
presenca de écido dl-2-cloromandélico, concentragdo em ppm.
UFLA, Lavras, MG 2005

Concentracao 0

Fungos _ 1 50
Aspergillus fumigatus 0,0 67,3 86,1
Penicillium brevicompactum 0,0 40,9 55,7
Penicillium camembert 0,0 42,7 44,0
Penicillium comune 0.0 52,1 53,9
Penicillium expansum 00 - 1,40 67,3
Penicillium solitum 0,0 56,1 55,2

TABELA 19 Inibi¢ao porcentual relativa de fungos Aspergillus e Penicilium em
presenca de 4cido dl-mandélico, concentragdo em ppm. UFLA,

. Lavras, MG 2005
Fungos Concentracao 0 1 50
Aspergillus fumigatus 0,0 50,6 55,5
Penicillium brvsicompactum 0,0 41,3 46,7
Penicillium camembert 0,0 46,2 47,6
Penicillium comune 0.0 36,4 38,6
Penicillium expansum 0,0 4,50 3,20
Penicillium solitum 0,0 81,2 86,1

60



TABELA 20 Inibigdo porcentual relativa de fungos Aspergillus e Penicilium em
presenca de cloreto de trimetilestanho, concentragao em ppm.
UFLA, Lavras, MG 2005

Fungos Concentracio 0 1 50

Aspergillus fumigatus 0,0 98,6 100,0
Penicillium brevicompactum 0,0 94,6 95,5
Penicillium camembert 0,0 97,3 100,0
Penicillium comune 0,0 97,3 100,0
Penicillium expansum 0,0 99,6 100,0
Penicillium solitum 0,0 94.6 100,0

O cloreto de trimetilestanho, Me;SnCl, o composto organoestanico
precursor dos complexos estudados nesta tese, foi aplicado em culturas dos
fungos Aspergillus fumigatus, Penicillium brevicompactum, Penicillium
camembert, Penicillium comune, Penicillium expansum e Penicillium solitum,
em duas repeticdes, nas concentragdes de 1 e 50 ppm. O dados relativos a
inibigdo porcentual relativa de inibigdo de crescimento dos referidos fungos sao
apresentados na Tabela 20, sendo observada inibigdo total de crescimeﬁto para a
concentragio a 50 ppm sobre os fungos Aspergillus fumigatus, Penicillium
camembert, Penicillium comune, Penicillium expansum e Penicilium expansum,
enquanto que para o fungo Penicillium brevicompactum, a inibi¢do nao foi total,
mas ficou acima de 95%.

Sobre culturas dos mesmos fungos, foram aplicados também os acidos
dl-mandélico, dl-4-bromomandélico, dl-4-metéximandélico, benzilico e di-o-
cloromandélico, também precursores dos ligantes estudados nesta tese, nas
concentragdes de 1 e 50 ppm, em duas repeti¢Ses. Nas Tabelas 15 a 19 estdo

indicados os resultados observados de inibicdo relativa do crescimento dos
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fungos. Foi observado que os 4cidos benzilico, di-4-bromomandélico, dl-4-
metéximandélico, 4dcido 2-cloromandélico e dl-mandélico, (Tabelas 15, 16, 17,
18 e 19, respectivamente) tiveram maior efeito inibitério de crescimento sobre o
fungo Penicillium solitum e o menor efeito sobre o fungo Penicillium expansum.
No caso do 4cido di-2-cloromandélico (Tabela 18), foi observado maior poder
inibitério sobre fungo Aspergillus fumigatus..

Os novos complexos organoestinicos [Me.SnMand,), [Me>SnBenz,],
[MeSnBrms], [Me>SnMeo,], [Me:SnClm,] também foram aplicados sobre os A
fungos em estudo. O complexo [Me,SnBenz,] (Tabela 10), apresentou maior
poder inibitério de crescimento sobre o fungo Penicillium brevicompactum e
menor poder inibit6rio sobre o fungo Penicillium expansum. '

O complexo [MeSnBrm,), em relagio aos demais complexos
sintetizados e aplicados sobre os fungos em estudo nesta tese, foi o que
apresentou menor poder de inibicdo dos fungos, conforme resultados indicados
na Tabela 11. O fungo com crescimento mais afetado pelo complexo foi o
Penicillium brevicompactum, cujo desenvolvimento chegou a cerca de 70%. Ao
contrdrio, o menor efeito de inibicao foi sobre o Penicillium expansum, cujo -
desenvolvimento chegou a cerca de 32%. H4 de se ressaltar que, na
concentracdo de 10ppm este complexo apresentou maior poder inibitdrio sobre
Aspergillus fumigatus que a 50ppm

Para o complexo [Me,SnMeo,], conforme dados apresentados na Tabela
12, a inibigdo de crescimento € quase total para todos os fungos, exceto o
Penicillium expansum, cujo porcentual de inibicio foi de 67,5%, sendo o
resultado mais satisfatério sobre o Penicillium solitum a 1ppm.

Os complexos [Me,SnMand,] e [Me,SnClm,], conforme dados
apresentados nas Tabelas 13 e 14, apresentaram comportamento similar entre si,
tendo demonstrado uma inibi¢do maior de crescimento para o fungo Aspergillus

Jfumigatus e um menor efeito para o fungo Penicillium expansum.
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O complexo [Me.SnBenz,} apresentou grande poder inibitério sobre
Penicillium solitum, a Sppm, com o indice de 81,6%, superior a 50 ppm, que foi
de 73,1 %.

E importante destacar que o cloreto de trimetilestanho, Me;SnCl, o
precursor dos complexos estudados, mesmo tendo sido o composto mais
eficiente na inibi¢do do crescimento dos fungos estudados nesta tese, apresenta
algumas restricdes para ser utilizado como possivel agente sanitizante de
camaras de matura de queijos. Além de ser um composto muito téxico, possui
odor sui generis intenso e irritante que, com certeza, seria absorvido, pelos
queijos em maturagéo. :

Por outro lado, mesmo com uma eficiéncia menor na inibicdo do
crescimento dos fungos estudados, tanto os complexos sintetizados como 0s
icidos o-hidroxicarboxilicos que lhe deram origem, inibem de forma variada o
crescimento dos diversos fungos.

Isto sugere uma continuagdo do trabalho, com a sintese de outros
complexos da série, visando a possibilidade de que eventuais alteragdes em suas
estruturas possam produzir compostos seletivos para este ou aquele fungo.

Além deste aspecto, para todos os compostos estudados, assim como
para aqueles que venham a ser preparados em trabalhos futuros, € necessario que

se fagam estudos sobre a condi¢do de toxicidade dos mesmos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

(a) O método de sintese dos complexos envolveu a utilizagdo do agente
redutor fenilhidrazina, que possibilitou a reducdo do tempo destes complexos de
até alguns meses para apenas uma ou duas horas. '

(c) Cloreto de trimetil estanho e os dcidos a-hidrocarboxilicos (4cido dl-
mandélico, 4cido benzilico, 4cido 4-dl-metéximandélico, 4cido 2-di-
cloromandélico e dcido 4-dI-bromomandélico), empregados como precursores
dos complexos estudados, apresentaram inibi¢do de crescimento sobre os fungos
Aspergillus fumigatus, Penicillium brevicompactum, Penicillium Camemberti,
Penicillium comnune, Penicillium expansum e Penicillium solitum, obtidos em
cimara de maturagdo de queijos.

(d) O efeito inibitério sobre o crescimento dos fungos estudados
observados pelo uso dos dcidos a-hidrocarboxilicos foi, de modo geral, menor
que o efeito dos novos complexos organoestanicos descritos nesta tese.

(e) O cloreto de tn'metilestanho‘ apresentou-se altamente efetivo para
inibir completamente o crescimento dos fungos Aspergillus fumigatus,
Penicillium . Camemberti, Penicillium comnune, Penicillium expansum e

| Penicillium solitum, enquanto que, para o fungo Penicillium brevicompactum, a
inibicao foi superior a 95%.

() Os novos complexos organoestanicos preparados inibiram o
crescimento micelial dos fungos estudados, ficando a média percentual de
inibicio acima de 50%. O complexo com maior média geral inibit6ria foi
[Me,SnClm,], com cerca de 90,0% de inibig4o, enquanto o de menor média foi o
complexo [Me,SnBrm,], que ficou com 57, 3% de inibigao.

(g) O trabalho deve ter continuidade, com a sugestao de sintese de novos

membros da sériec de complexos descritos neste trabalho, visando correlagGes
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estruturais destes compostos com inibigdes seletivas de crescimento de fungos e

outros microorganismos e, principalmente, o estudo da toxicidade dos mesmos.
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Fotografias das placas de crescimento micelial de
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solitum em meio BDA na presenca de tricloreto de
trimetilestanho — 1 = 50ppm; 2 = placa controle. UFLA,
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Fotografias das placas de crescimento micelial de
Aspergillus fumigatus, Penicillium comune e Penicillium
solitum em meio BDA na presenca de Me,SnCIM, -~ | =
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FIGURA 1A  Acidos a-hidroxicarboxilicos
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Fotografias das placas de crescimento micelial de Aspergillus fumigatus,
Penicillium comune e Penicillium solitum em meio BDA na presenca de cloreto

de trimetilestanho e Me>SnClms.

FIGURA 1B Fotografia das placas de crescimento micelial de Aspergillus
fumigatus (1), Penicillium comune (2) e Penicillium solitum (3)

na concentragao de 50ppm.

I 2 3 J

FIGURA 2B Fotografia das placas de crescimento micelial de Aspergillus
fumigatus (1), Penicillium comune (2) € Penicillium solitum (3)

na concentra¢io de 50ppm.
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. QUADRO 1C Anilises de variancia dos dcidos a-hidroxicarboxilicos

. QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA
Acido o-cloromandélico

CAUSARS DA VARIACAO G.L. 5.Q. Q.M. VALOR F PROB.>F
FUNGO 5 0.8905805 0.1781161 17.4473  0.00001
CONCENTR 2 2.6462863 1.3231431  129.6081  0.00001
FUN*CON 10 1.1133001 0.1113300 10.9053  0.00001
RESIDUO a0 0.9187919 0.0102088
TOTAL 107 5.5689587

MEDIA GERAL = 1.605088

COEFICIENTE DE YARIACAO = 6.295 %

. QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA
Acido 4-dI-Mandélico

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. .M VALOR F PROB.>F
FUNGO 5 2.6329961 0.5265992 47.0849  0.00001
CONCENTR 2 2.3593679 1.1796839 105.4794 0.00001
FUN*CON 10 1.3582935 0.1358293 12.1449  ©9.00001
RESIDUO 20 1.0065623 0.0111840
TOTAL 107 7.3572197
MEDIA GERAL = 1.615959
COEFICIENTE DE VARIACAO = 6.549 %

. QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA
Acido 4-dl-metéximandélico

CAUSAS .DA VARIACAO G.L. $.Q. Q.M. VALOR F PROB.>F
FUNGO 5 1.4821606 0.2964321 26.6982  0.00001
CONCENTR 2 2.6686308 1.3343154  120.1752  0.00001
FUN*CON 10 1.5707947 0.1570795 14.1474  0.00001
RESIDUO 90 0.9992778 0.0111031
TOTAL 107 6.7208639
MEDIA GERAL = 1.602513

COEFICIENTE DE VARIACAO = 6.575 %
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QUAD}IO DA ANALISE DE VARIANCIA
Acidoe benzilico

CAUSAS DA VARIACAC G.L. 5.Q. Q.M. VALOR F  PROB.OF
FUNGO 5 2.4874679 0.4974936 54.1736  0.00001
CONCENTR 2 3.6489103 1.3244552 . 144.2240  0.00001
FUN*CON 10 1.22686781 0.1226678 13.3577  0.00001
RESIDUO 20 0.8264990 0.0091833
TOTAL 107 7.1895553

MEDIA GERAL = 1.603614

COEFICIENTE DE VARIARCAO = 5.976 %

. QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA
Acido 4-dl-bromomandélico

CAUSAS DA VARIACAO G.L. $.Q. Q.M. VALOR F  PROB.>F
FUNGO ) 3.3232530 0.6646506 66.7140  Q.00001
CONCENTR 2 1.8199354 0.9099677 91.3376  0.00001
FUN?CON 10 1.2752839 0.1275284 12,8006 0.00001
RESIDUO 90 0.8966418 0.0099627
TOTAL 107 7.3151141 |

MEDIA GERAL = 1.641405

COZFICLIENTE DE VARIACAO = 6.081 %
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QUADRO 2C Anilises de variancia do composto organoestanico

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA -
Cloreto de Trimetilestanho

CAUSAS DA VARIACAO G.L. §.Q. Q.M. YALOR F 2ROB.>F
FUNGO 5 0.0344202 0.0068840 1.2039  0.31325
CONCENTR 2 15.5619834 7.7809917 1360.76842  0.00001
FUN*CON 10 0.1334648 0.0123465 2.3341 0.01691
RESIDUO S0 0.5146218 0.0057180
TOTAL 107 16.2444901

MEDIA GERAL = 1.289220

COEFICIENTE DE VARIACAO = 5.865 %
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QUADRO 3C Anilises de varidncia dos complexos organoestanicos

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA

Me,SnBenz,;

CAUSAS DR VARIACAC G.L. 5.Q. Q.M. VALOR F PROB.>F
FUNGO 5 6.7940204 1.3589041 176.5340 0.00001
CONCENTR 4 9,3188210 2.3297053 202.6721 0.00001
FUN*CON 20 2.9345538 0.1467277 13.0827 0.00001
RESIDUO 150 1.1545689 0.0076971
TOTAL 179 20.2019641

MEDIA GERAL = 1.471315

COEFICIENTE DE VARIACRO = 5.963 %

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA
Me,SnBrM,

CAUSAS DA VARIACAO G.L. $.Q. Q.M. VALOR F PROB.>F
FUNGO 5 2.92676884 0.5853577 55.5881 0.00001
CONCENTR 4 3.4984514 0.8746128 83.0570 0.00001
FUN*CON 20 2.7574671 0.1378734 13,0931 0.00001
RESJDUO 1590 1.5795403 0.0105303
TOTAL 179 10.7622472
MEDIA GERAL = 1.665813
COEFICIENTE DE VARIACAO = 6.160 &

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA
M, SnMeO

CRUSAS DA VARIACAO G.L. s.9Q. Q.M. YALOR F PROB.>F
FUNGO 5 2.6188686 0.5237737 66.4037 0.00001
CONCENTR 4 11.0791987 2.7697997 251.1532 0.00001
FUN*CON 20 1.3843382 0.0692169 8.7753 0.00001
RESIDUO 150 1.1831585 0.0078877
TOTAL 179 16.2655641
MEDIA GERAL = 1.348609

COEFICIENTE DE VARIACAO = 6.586 3
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QUADRC DA ANALISE DE VARIANCIA

Me,SnC1M,

CAUSAS DA VARIACAO G.L. 5.Q.° Q.M. VALOR F PROB.OF
FUNGO 5 4.3883957 0.8776791 109.3649 0.00001
CONCENTR 4 92.8102128 2.4525532 307.0024 0.00001
FUN*CON 20 3.5526206 0.177€310 22.2353 0.00001
RESIDUO 150 1.1983067 0.0072887%

TOTAL 179 18.9495358

MEDIA GERAL = 1.371638

COEFICIENTE DE VARIACAO = 6.516 §

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA
Me,SnMand

CAUSAS ‘DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. VALOR F PROB.>F
FUNGO S 1.7610%92 0.3522198 22.98775 0.00001
CONCENTR 4 10.2080460 2.5520115 166.4839 0.00001
FUN*CON 20 1.4194873 0.0708744 4.6301 0.00001
RESIDUO N 150 2,2993316 0.0153289
TOTAL ' 179 15.6879641

MEDIA GERAL = 1.356491

COEFICIENTE DE VARIACAO = 9,127 3%
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