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RESUMO

A irradiacdo de alimentos utiliza doses de radiagdo gama previamente estabelecidas,
para manter as caracteristicas nutricionais e fisico-quimicas dos alimentos e evitar
contaminagdo por micro-organismos. O mix de cereais ou farelos é uma farinha
composta por uma mistura de ingredientes, incluindo linhaga, gergelim e aveia. O fungo
filamentoso Aspergillus flavus pode contaminar esse tipo de alimento e produzir
aflatoxina. O objetivo deste estudo foi analisar amostras de mix de cereais, irradiadas ou
ndo, para verificar se a radiacdo gama consegue inibir a contaminacdo por fungos
aflatoxigénicos, além de manter as caracteristicas nutricionais do alimento; além de
analisar a rotulagem das amostras embaladas. Foram analisadas 9 amostras diferentes de
mix de cereal (M1 a M9), em embalagem plastica ou metalizada, comercializado a
granel e industrializado. Também foram analisados gréos e farinha de linhaca, gergelim
e aveia. Foram feitas analises micoldgicas (fungos totais e aflatoxigénicos), testes
fisico-quimicos (cinzas, umidade, proteinas, lipidios, carboidratos, Aw) e andlise de
rotulagem. A menor dose de radiagdo gama (2,5kGy) foi suficiente pra inibir os fungos
aflatoxigénicos na maioria da amostras, e a dose considerada oOtima foi de 5kGy. A
amostra com maior contaminacio fangica foi a granel M3 (1,2x10°UFC/g), mas a M8
teve maior variedade de fungos. Foi observado que 75% das amostras a granel e 80%
das amostras industrializadas de mix de cereais foram positivos pra fungos
aflatoxigénicos. A amostra M2 foi a mais irregular na rotulagem, infringindo a RDC
n°360/2003 e RDC n°259/2002. Os testes estatisticos comprovaram que a composi¢do
nutricional e a germinagéo dos graos ndo foram afetadas pela radiacdo. Gergelim sé teve
contaminacd0 na amostra controle; aveia e linhaca tinham pouca ou nenhuma
contaminacdo. O MALDITOF confirmou o Aspergillus flavus. A sugestéo é padronizar
a lista de ingredientes do mix de cereais, regularizar a rotulagem junto as empresas, e
orientar os consumidores a comprar mix de cereais apenas em embalagem lacrada, pois
a venda a granel facilita a contaminacdo por fungos aflatoxigénicos devido a
manipulacdo e ma conservacgao.

Palavras-chave: irradiacdo de alimentos; aflatoxinas; mix de cereais; gergelim; linhaca;
aveia.



ABSTRACT

Food irradiation uses gamma radiation dose previously established for maintaining the
nutritional and physicochemical characteristics of the food and prevent contamination
by micro-organisms. The cereal mix is made of bran or flour of a mixture of ingredients,
including linseed, sesame and oats. The filamentous fungus Aspergillus flavus can
infect this type of food and produce aflatoxin. The objective of this study was to analyze
samples mix of cereals, irradiated or not, to check whether the gamma radiation can
inhibit contamination by aflatoxigenic fungi as well as maintaining the nutritional
characteristics of the food; besides analyzing the labeling of packaged samples. We
analyzed 9 different samples of cereal mix (M1 to M9) in plastic or metallic packaging,
sold in bulk and industrialized. They were also analyzed grains and flaxseed meal,
sesame and oats. Mycological analyzes were performed (total and aflatoxigenic fungi),
physical-chemical (ash, moisture, protein, lipids, carbohydrates, Aw) and analysis of
labeling. The lowest dose of gamma radiation (2,5kGy) was sufficient to inhibit the
majority of aflatoxigenic fungi in samples and the optimum dose was considered 5kGy.
The sample with higher fungal contamination was bulk M3 (1,2x104UFC / g), but the
M8 had a greater variety of fungi. It was observed that 75% of bulk samples and 80% of
the industrialized mix samples of grain were positive for aflatoxigenic fungi. The
sample M2 was the most irregular in the labeling, breaking the RDC 360/2003 and RDC
259/2002. Statistical tests have shown that the nutritional composition and grain
germination was not affected by radiation. Sesame only had contamination in the
control sample; flax and oats had little or no contamination. The MALDITOF
confirmed Aspergillus flavus. The suggestion is to standardize the list of ingredients in
the mix of cereals, regulate the labeling from the companies, and guide consumers to
buy mix of cereals only in sealed packaging, because sale in bulk facilitates
contamination by aflatoxigenic fungi due to handling and poor conservation.

Keywords: food irradiation; aflatoxins; mix of cereals; sesame; linseed; oat.
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1 INTRODUCAO

Os métodos de conservacdo de alimentos objetivam aumentar o tempo de
prateleira dos alimentos, mantendo suas caracteristicas nutricionais, quimicas e fisicas
desde o momento de obtencdo ou fabricagdo até o consumo. Séo utilizados processos
que inibem a acdo de micro-organismos deteriorantes, pois podem ser prejudiciais a

satide humana.

A utilizacdo de irradiacdo gama como método de conservagao consiste em expor
os alimentos a doses de radiacdo previamente estabelecidas, de tal forma que as
caracteristicas nutricionais e fisico-quimicas dos alimentos sejam conservadas desde a

producdo até a comercializag&o.

Fatores como armazenamento inadequado e tipo de embalagem podem afetar o
tempo de prateleira, principalmente de alimentos manipulados e processados como

farinhas, a exemplo dos produtos conhecidos como Multimistura ou Mix de Cereais.

O mix de cereais ou mix de farelos, denominado popularmente como ‘“Ragao
humana”, ¢ composto por uma mistura de diferentes cereais, farinhas, farelos, fibras e
outros ingredientes, tais como guarand em pd, gelatina em pd, cacau em po, levedo de
cerveja, extrato de soja, linhaca, gergelim, entre outros, e foi regulamentado pelo
Informe técnico n°® 46 (2011) da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), e
pela Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 263/2005 da ANVISA.

Fungos filamentosos pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium e
Fusarium podem se desenvolver nesses tipos de alimentos e contamina-los com
metabolitos secundarios conhecidos como micotoxinas, que sdo prejudiciais a saude
humana. A contaminacdo dos alimentos por micotoxinas pode ocorrer no campo e
durante o armazenamento se as condicdes forem favoraveis para o crescimento de

fungos.

As aflatoxinas sdo consideradas as micotoxinas de maior preocupacdo e Sao
produzidas por Aspergillus flavus, A. parasiticus e, raramente, por A. nomius, sendo sua
producdo influenciada pela temperatura, pH, atividade de agua, tensdo de oxigénio,
pressdo osmotica, nutrientes e substancias fungistaticas. A contaminacdo por esses
fungos pode ocorrer na pré-colheita, mas também pode deteriorar 0s grdos na pos-

colheita, durante o armazenamento.
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As andlises qualitativas e quantitativas dos alimentos sdo necessérias para
fiscalizagdo, monitoramento e pesquisa dos fungos toxigénicos, variando de acordo com
0 método e objetivo a ser alcancado. A dificuldade da andlise e identificacdo ocorre
muitas vezes devido a distribuicdo ndo uniforme das micotoxinas nos lotes

contaminados.

Com base no exposto, 0 presente estudo teve como objetivo geral analisar
amostras de mix de cereais e farelos, de marcas diferentes, comercializadas em Recife-
PE, para verificar a possivel contaminacdo por fungos aflatoxigénicos e a acdo da

radiacdo gama como método de conservagdo.
Como objetivos especificos, pretendeu-se:

- Avaliar a ocorréncia de contaminacdo por fungos aflatoxigénicos no mix de
cereais e na matéria-prima comumente encontrada no mix de cereais (linhaga, gergelim

e aveia);

- Analisar a acdo da radiagdo gama na inibi¢do de fungos aflatoxigénicos, tanto

nos mixes quanto na aveia, linhaga e gergelim;

- Verificar se a exposicdo a radiacdo gama promoveu alteragdes na composicédo
nutricional desses alimentos.
- Avaliar a rotulagem dos mix de cereais industrializados e embalados e

confirmar se atendem ao recomendado pelas legislacdes vigentes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Irradiacéo de alimentos

A radiagdo pode ser classificada em ionizante e ndo-ionizante. A radiagdo é
considerada ionizante se possuir energia suficiente para deslocar elétrons de seus
atomos, convertendo-0s em particulas eletricamente carregadas denominadas ions, ou
seja, ocorre ionizagdo do meio onde houve interacdo com a radiacdo; é considerada ndo
ionizante quando ndo tem essa capacidade (OKUNO; YOSHIMURA, 2010).

O processo de irradiacdo de alimentos, em especial de gréos, é uma alternativa
ao uso dos compostos quimicos para o controle de insetos e micro-organismos. A
utilizacdo de compostos quimicos pode causar contaminagdo do ambiente, intoxicacao
de animais e do homem e ocorréncia de residuos toxicos nos graos. Portanto, estudar
novos métodos de controle de organismos deteriorantes torna-se importante, destacando
a irradiacdo de alimentos (ZANAO et al, 2009).

A irradiacdo de alimentos consiste em um tratamento que submete os alimentos
embalados ou a granel a uma quantidade controlada de radiacdo ionizante, por tempo
prefixado e com objetivos bem determinados. Esse processo ndo aumenta a
radioatividade normal dos alimentos. E considerado um método seguro e eficiente, pois
pode reduzir o risco de infeccdo alimentar e preservar com 0 minimo de impacto o seu
valor nutricional, promovendo também a diminuicdo da dureza e do tempo para
cozimento (MARTINEZ, 2011).

A irradiacdo dos alimentos é realizada em areas apropriadas, contendo sala de
irradiacdo, piscina de armazenamento, sistema transportador, console de controle e
depdsito para separar o material irradiado. Os alimentos a serem irradiados séo
conduzidos ao interior da camara de irradiacdo, recebendo a dosagem de radiacdo gama
adequada, a qual foi pré-calculada em funcdo da taxa de dose, isto é, quantidade de
radiacdo por tempo (SILVA et al, 2010).

O radionuclideo Co® é a principal fonte de radiacdo gama utilizada para esta
finalidade devido a sua disponibilidade, custo, apresentar-se na forma metalica e ser
insoltuvel em &gua, proporcionando, com isso, maior seguranca ambiental. A unidade de
medida utilizada é o Gray (Gy) ou quilogray (kGy), sendo que um Gray equivale a um

Joule de energia por quilograma de alimento irradiado (SILVA et al, 2010).
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A irradiacdo de alimentos tem a finalidade de aumentar o tempo de prateleira
(aumenta o tempo de conservacao), seja pela diminuicdo da contaminagdo por micro-
organismos (bactérias, fungos e parasitos), diminuicdo da infestacdo por insetos,
inibicdo de germinagdo de tubérculos e bulbos, retardo na maturacéo e deterioragédo de
frutas. E um método seguro para a conservacdo de alimentos se as doses ndo
ultrapassarem 20 kGy. N&o ha contato direto dos alimentos com o material radioativo e
0 simbolo chamado de Radura (Figura 1) deve ser colocado na embalagem dos
alimentos irradiados para esclarecimento da populacio (OKUNO; YOSHIMURA,
2010; ZANAO et al, 2009). Devem constar na embalagem os dizeres: “alimento tratado
por processo de irradiacao” (ANVISA, 2001).

Figura 1 — Simbolo conhecido como radura cuja presenca € obrigatéria na embalagem de
alimentos que passaram pelo processo de irradiagao.

l‘.~\

\ Y

Fonte: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Radura-Symbol.svg

As radiacOes ionizantes podem interagir diretamente com componentes celulares
como DNA, proteinas e lipidios, provocando alteracGes estruturais (efeito direto), mas
também pode interagir com a agua do meio onde os constituintes celulares estdo
suspensos, causando a radiolise da agua (efeito indireto) (BITELLI, 2006). As
alteraces nos alimentos sdo as mesmas que ocorrem em outros processos empregados
na conservacao de alimentos, principalmente quanto a oxidacéo lipidica, formacédo de
radicais livres, entre outros (CORREIA et al, 2008).

Como ndo ha contato direto dos alimentos com o material radioativo, nenhum
residuo permanece no alimento processado e, quando aplicado de forma adequada,
espera-se que nenhum efeito adverso seja observado na qualidade nutricional. As

principais vantagens em utilizar a radiacdo gama sdo: destruicdo de micro-organismos,
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patogénicos ou ndo, presentes nos alimentos; alimentos podem ser expostos a irradiacéo
ap6s o empacotamento; vegetais e frutas, quando irradiados, mantém o seu frescor por
longos periodos de tempo (MANTILLA et al, 2010).

No Brasil, existem duas legislacfes relacionadas a alimentos irradiados: o
decreto n°® 72.718, de 29 de agosto de 1973, que estabelece normas gerais sobre
irradiacdo de alimentos, e a Resolugdo RDC n° 21, de 26 de janeiro de 2001, que

aprovou o regulamento técnico para irradiacdo de alimentos.

Com a publicacdo da Instrucdo Normativa n° 9 de 24 de fevereiro de 2011, do
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), fica reconhecida a
legalidade do desenvolvimento e aplicagdo da irradiagdo para o tratamento
fitossanitario, para prevenir pragas e prolongar a validade de alimentos variados no
territorio brasileiro. A irradiacdo ionizante pode ser usada para obter certas respostas na
praga, como: mortalidade, impedir o desenvolvimento, incapacidade para reproducéo e
inativagdo (BRASIL, 2011).

A legislacdo brasileira ndo limita a dose a ser aplicada ao alimento, apenas
determina que a dose minima absorvida deva ser suficiente para alcancar a finalidade do
uso, e a maxima deve ser inferior aquela que comprometeria as propriedades funcionais

e/ou os atributos sensoriais do alimento (SILVA et al, 2010).

O processo de irradiacdo dos alimentos pode ser subdividido em trés categorias:
radurizacdo, radicidacdo ou radiopasteurizacdo e radapertizacdo. Radurizacdo utiliza
doses baixas (<1kGy) para inibicdo de brotamento em cebolas, batatas, e alhos, retardar
a maturacdo e deterioracdo de frutas e hortalicas, agir contra insetos. Radicidacdo ou
radiopasteurizagdo utiliza uma dose intermediaria (1 a 10kGy) para reduzir a quantidade
de bactérias e fungos na superficie ou interior de alimentos. Radapertizacdo é a
aplicacdo de doses mais altas (>10kGy), permitindo a destruicdo de micro-organismos
contaminantes, para conservacao de carnes, alimentos prontos e outros produtos. Para
aplicacdo em alimentos, a maioria das doses utilizadas se encontram entre 0,1 e 10,0
kGy(ORDONEZ, 2005; SILVA et al, 2010; OLIVEIRA; SOARES;ALVES, 2013).

As doses altas de radiacdo suficiente para esterilizar um alimento também
podem produzir, por reacBes secundarias, efeitos indesejados em muitos alimentos,
causando alteracdes de cor, sabor, odor ou outras propriedades fisicas. A agua sofre

radidlise quando é irradiada, formando radicais livres que podem reagir com outras
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moléculas presentes no meio. Ao se irradiar em anaerobiose, os sabores e odores
desagradaveis sdo minimizados devido a falta de oxigénio para formar peroxidos, porém
a auséncia de oxigénio torna o microrganismo mais resistente a radiacdo (FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

Existem estudos que mostram a falta de conhecimento de profissionais e da
populacdo em geral sobre a aplicacdo de energia nuclear em varias areas, inclusive na
conservacdo de alimentos. Costa, Deliza e Rosenthal (1999) afirmaram que as maiores
polémicas giravam em torno da irradiacdo e da engenharia genética, devido a falta de
conhecimento sobre suas potencialidades, e na medida em que cresce 0 conhecimento
sobre beneficios destas tecnologias e possiveis riscos, a aceitabilidade dos produtos
pode ser aumentada. E interessante perceber que em 2016 esses mesmos temas (energia
nuclear e organismos geneticamente modificados) ainda sdo assuntos polémicos e 0s

produtos sdo de baixa aceitagao.

O conhecimento dos consumidores e a divulgacédo sobre os alimentos irradiados
tem sido insuficiente, resultando em baixa aceitacdo de publico. Ha vérios estudos que

pesquisam sobre o nivel de conhecimento e aceitagdo de alimentos irradiados.

Freitas et al (2009) pesquisaram sobre o conhecimento e atitude de
consumidores de Recife-PE sobre alimentos irradiados. Cerca de 54% dos entrevistados
utilizam ou utilizariam produtos ionizados enquanto 46% rejeitaram sua utilizacdo. A
maior aceitacdo foi no grupo de homens (59%) do que o de mulheres (51%). Foi
observado também que a renda familiar e a escolaridade influenciam na melhor
aceitacdo dos produtos irradiados. Quanto maior a renda e maior o grau de instrucdo dos

entrevistados, maior era o grau de aceitacdo aos produtos e ao processo de irradiacéo.

O estudo de Silva et al (2010) avaliou o conhecimento e a atitude de
nutricionistas que atuam na docéncia, em instituicdes de ensino superior em Belo
Horizonte-MG, diante de alimentos irradiados, constatando que 86,4% referiram saber
0 que sdo alimentos irradiados, mas 71,2% desconhecem o processo, 75,8%
desconhecem a legislacdo, 21,2% desconhecem as finalidades da irradiacdo, 12,1%
consideram os alimentos irradiados como sendo radioativos e 31,8% acreditam que a

irradiacdo de alimentos resulta em reducao do valor nutritivo dos alimentos.

A pesquisa de Lima e Oliveira (2014) avaliou as atitudes e o conhecimento dos

consumidores de Natal-RN sobre os alimentos irradiados. Verificaram que 66,9% dos
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consumidores entrevistados consultam a lista de ingredientes no rétulo dos alimentos
embalados, e 13,4% destes disseram ter detectado a frase “ALIMENTO TRATADO
POR PROCESSO DE IRRADIACAO”. Além disso, 86,6% consideravam que a
irradiagdo torna o alimento inseguro e 94,9% destes ndo consumiriam estes alimentos.
As mulheres apresentaram atitude menos favoravel que os homens em relacdo aos
alimentos irradiados. Assim, a aceitacdo destes produtos depende da forma como sdo
aplicadas as politicas de seguranca alimentar e de educacdo sanitéria, inclusive através
do uso de fontes de disseminagéo da informagdo em massa.

2.2 Cereais e legislacéo

Dos trés alimentos mais consumidos no mundo, o0s cereais ficam em primeiro
lugar, os vegetais em segundo, e o leite em terceiro. No Brasil € possivel que os itens
mais consumidos sejam cereais, leite e frutas (MORATOYA et al., 2013). Dentre 0s
cereais mais consumidos no mundo tem-se trigo, arroz e milho, embora cevada, aveia,
centeio, pain¢o e sorgo sejam mais comuns em alguns paises do que em outros,

dependendo das diferencas climaticas e culturais.

Cereais sdo designados como plantas, principalmente da familia das gramineas,
cultivadas para a producao de gréos e farinhas utilizados para a alimentacdo humana e
animal, sendo que a composicdo da farinha ird variar de acordo com a origem do gréo e

dos processos tecnolégicos empregados na sua fabricacédo (IAL, 2008).

O que torna os cereais um dos alimentos mais consumidos pelo homem ¢ a fonte
de energia contida na fracdo de carboidratos nestes grdos (em média 70%), que
correspondem a cerca de 50 a 60% do valor caldrico total de uma dieta. O carboidrato
mais predominante nos cereais € o amido (cerca de 60% da composi¢cdo gquimica) e o
restante é representado por outros polissacarideos, como pentosanas, beta-glucanas,
glicofrutanos e celulose (GONCALVES, 2008).

De uma forma geral, os cereais integrais sdo compostos de trés partes principais:

farelo, gérmen e endosperma (Figura 2).
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Figura 2 — Gréo de cereal mostrando suas principais partes: farelo, endosperma e
gérmen.

FARELO

Fonte: http://canelestore.blogspot.com.br/2012/03/cereal-integral.ntml

Os cereais integrais ndo passam por processo de refinamento, sdo fontes ricas
em muitos nutrientes, incluindo carboidratos complexos, fibras, minerais, vitaminas,
antioxidantes e fito-estrogenos, tais como lignanas. Muitos destes componentes sao
perdidos do grdo durante o processamento e, embora alguns possam ser substituidos
(como ocorre na fortificacdo obrigatéria de farinha branca), essa pratica ignora 0s

possiveis efeitos sinérgicos dos constituintes naturais (SEAL, 2006).

A RDC n° 263 da ANVISA consiste no regulamento técnico para produtos de
cereais, amidos, farinhas e farelos. De acordo com essa RDC, Produtos de Cereais séo
aqueles obtidos a partir de partes comestiveis de cereais, podendo ser submetidos a
processos de maceracdo, moagem, extracdo, tratamento térmico e ou outros processos
tecnoldgicos considerados seguros para a producdo de alimentos. Cereais Processados
sdo os produtos obtidos a partir de cereais laminados, cilindrados, rolados, inflados,
flocados, extrudados, pré-cozidos, e/ou por outros processos tecnolégicos considerados
seguros para a producdo de alimentos, podendo conter outros ingredientes desde que
ndo descaracterizem os produtos. J& Farelos sdo os produtos resultantes do
processamento de grdos e cereais e ou leguminosas, constituidos principalmente de

casca e ou gérmen, podendo conter partes do endosperma (BRASIL, 2005).
Os cereais e derivados sdo regulamentados pelas seguintes legislacdes:

. Portaria n° 326 — SVS/MS de 30 de julho de 1997: Condi¢bes Higiénico-
Sanitarias e de Boas Praticas de Fabricacdo para Estabelecimentos

Produtores/Industrializadores de Alimentos;
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. RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001: Aprova o Regulamento Técnico

sobre padrdes microbiologicos para alimentos.

. RDC n° 259, de 20 de setembro de 2002: Regulamento Técnico sobre

rotulagem de alimentos embalados;

o RDC n° 360, de 23 de dezembro de 2003: Regulamento técnico sobre

rotulagem nutricional de alimentos;

. RDC n° 263, de 22 de setembro de 2005: Regulamento técnico para

produtos de cereais, amidos, farinhas e farelos, e mistura a base de farelo de cereais.

2.3 Mix de Cereais

A farinha contendo mistura de varios cereais, denominada popularmente como
“Rac¢do Humana”, atualmente € designada de “mistura de farelos”, seguida dos nomes
comuns dos vegetais utilizados, de acordo com o informe técnico n® 46 da ANVISA
(BRASIL, 2011).

Os produtos compostos apenas por uma mistura de cereais, amidos, farinhas e
farelos devem atender a RDC n° 263, de 22 de setembro de 2005, que estabelece as
caracteristicas minimas de qualidade a que devem obedecer tais produtos. Caso 0
produto contenha outros ingredientes, além de cereais, amidos, farinhas e farelos (como
por exemplo, guarand em po, gelatina em poO, cacau em pod, gergelim), é possivel
enquadra-lo na categoria de misturas para o preparo de alimentos e alimentos prontos
para 0 consumo, que € regulamentado pela Resolucdo ANVISA RDC n° 273, de 22 de
setembro de 2005.

As seguintes recomendacdes sdo feitas pelo Informe Técnico n° 46, de 20 de
maio de 2011 da ANVISA (BRASIL, 2011) para esse tipo de alimento:

. A expressio “RACAO HUMANA” ndo pode ser utilizada como
denominacdo de venda, pois esta em desacordo a Resolucdo RDC n° 259/2002 da

ANVISA (deve indicar a verdadeira natureza do alimento).

o Os produtos devem ser obtidos, processados, embalados, armazenados,
transportados e conservados em condicGes que ndo produzam, desenvolvam e/ou

agreguem substancias fisicas, quimicas ou bioldgicas que coloquem em risco a saude do
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consumidor (Boas Préticas de Fabricacdo, Portaria SVS/MS n. 326, de 30 de julho de
1997 e Resolugcdo ANVISA RDC n. 275, de 21 de outubro de 2002).

o Os produtos devem atender aos regulamentos técnicos especificos de
aditivos alimentares e coadjuvantes de tecnologia de fabricagdo; contaminantes;
caracteristicas macroscopicas, microscépicas e microbioldgicas; rotulagem de alimentos
embalados; rotulagem nutricional de alimentos embalados; informacgdo nutricional

complementar, quando houver, e outras legislacfes pertinentes.

o N&o podem constar no rétulo ou material publicitario do produto
alegacOes de propriedades medicamentosas, terapéuticas e relativas a emagrecimento.
Caso exista, a empresa deve registrar o produto na categoria especifica e atender as
disposicOes da legislacéo pertinente.

o O consumo desses produtos para substituir refeicdes pode trazer
prejuizos a saude, pois ndo fornecem todos os nutrientes necessarios a uma alimentacéo

adequada.

A expressao “Rac¢do humana” poderia induzir a ideia de um alimento completo
e, assim, todos os nutrientes essenciais como proteinas deveriam estar presentes. Estes
produtos passaram a receber denominagdes como “Mix de Cereais”, “Mix de Fibras” e
“Misturas de Graos”, entre outras, que ainda sdo comercializados como produtos
prontos para 0 consumo e apresentam composicdo extremamente variada, de acordo
com a empresa fabricante (MANTOANI; PESSATO; TAVANO, 2013).

Esse alimento é considerado um complemento alimentar e uma das novas
tendéncias de dietas da moda, composta de misturas de cereais e outros ingredientes,
como gergelim, extrato de soja, linhaca, quinoa, aveia em flocos, gergelim, agUcar
mascavo, gérmen de trigo, gelatina em po, cacau em pd, guarana em poé e lévedo de
cerveja. A composicdo e proporcdo dos ingredientes podem variar de acordo com o
fabricante, e a maioria dos ingredientes é de origem vegetal, integral e sem
processamento térmico prévio (BORRE; GALVAO; AZEREDO, 2014).

Os mix de cereais sdo formulados com diferentes ingredientes disponiveis
regionalmente, de baixo custo e baseadas em preparacfes caseiras ou artesanais; assim,
é possivel obter diferentes composicdes, respeitando-se as diferentes culinarias de cada

regido. Em geral, as partes dos alimentos aproveitados sdo pobres em calorias, mas
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apresentam elevadas concentragbes de minerais, vitaminas e fibras (GONCALVEZ,
2008).

A utilizacdo da forma in natura dos ingredientes de alimentos tipo mix de cereais
pode favorecer que alguns fatores antinutricionais permanecam ativos(MANTOANI;
PESSATO; TAVANO, 2013). Os fatores antinutricionais como os inibidores de
proteinas, oxalatos, taninos, nitritos, dentre outros, interferem na digestibilidade,
absorcdo ou utilizacdo de nutrientes e, se ingeridos em altas concentragdes, podem
diminuir a disponibilidade dos aminoacidos essenciais e minerais, além de causar
irritaces e lesdes da mucosa gastrintestinal. Algumas dessas substancias apresentam
pequeno impacto, pois sdo termolabeis e geralmente sdo destruidas nas condicfes

normais de preparo doméstico ou industrial dos alimentos (BENEVIDES et al, 2011).

A seguir sdo apresentadas as caracteristicas dos cereais mais utilizados em mix

de cereais.

2.4 Gergelim

O gergelim (Sesamum indicum L.) € a mais antiga oleaginosa conhecida.
Apresenta distribuicdo tropical e subtropical, é tolerante a seca, comampla
adaptabilidade as condi¢des de clima tropical quente e tolerancia a déficit hidrico, como
a regido do Nordeste do Brasil, além de facilidade de cultivo. Destaca-se como a nona
oleaginosa mais cultivada do mundo, devido ao 6leo extraido de suas sementes, que tem
teores e qualidade superiores ao de outras oleaginosas como soja e girassol (COSTA et
al, 2007; QUEIROGA et al, 2010).

O principal produto do gergelim é o grdo, que é comestivel, fornece dleo e
farinha, contém vitaminas A, B, C, possuem bom teor de calcio, fosforo e ferro; além
disso, os grdos pretos sdo mais ricos em calcio e vitamina A. Suas sementes sdo
pequenas, achatadas, de coloracdo variando da cor branca a preta, possuem altos teores

de &cidos graxos insaturados e proteina digestiva (Figura 3) (BEZERRA et al., 2010).
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Figura 3 - Tipos de sementes de gergelim: A) gergelim preto; B) gergelim integral; C)
gergelim bege.

Fonte: http://www.biodiesel-machine.com/pt/sesame-color-sortex.html

O 6leo produzido a partir dos gréos de gergelim é comestivel e apresenta grande
estabilidade, sendo resistente a rancificacdo. Os graos e 0leo de gergelim séo utilizados
na confeccdo de massas, doces, tortas, tintas, sabdes, cosméticos e remédios; 0s graos
inteiros decorticados (despeliculados) e polidos s&o muito utilizados em cima de pao de
hamburguer e em outros produtos de panificacdo (LAGO et al, 2001).

2.5 Linhaca

Linhaca (Linum usitatissimum, familia Linaceae) é cultivada em mais de 50
paises sendo o Canada o maior produtor mundial. A semente de linhaca desempenha um
papel importante na dieta humana, e varios estudos mostraram os seus beneficios para a
salde e prevencdo de doencas. E uma fonte importante de fibra e proteina, rica em
compostos fenolicos conhecidos como lignanas, responsaveis pelas suas atividades
antioxidantes, além de serem associadas com a melhoria do valor nutricional,

aumentando a concentracao de 6mega-3 em diferentes alimentos (SARGI et al, 2013).

A linhaca € uma semente oleaginosa com mais de 200 espécies conhecidas, com
a cor do grdo variando do amarelo claro a0 marrom. Seu nome botanico Linum
usitatissimum L., significa "mais utilizavel". Nos Gltimos anos, a linhaca tem se tornado
popular devido ao seu papel funcional para a boa salde, o que tem estimulado a
producdo como grdo integral ou na forma de dleo. A farinha pode facilmente ser
incorporada a itens da dieta como pées, cereais, mufins, margarinas e em saladas
(CARDOZO et al, 2010).
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Em relacdo a composicdo de nutrientes, a linhaca apresenta 28% de fibra
dietética, 41% de lipidios e 21% de proteina, 3% de cinzas e o restante de 4gua. O 0leo
contém vitaminas A, B, D e E, minerais (potéssio, célcio, fosforo, magnésio e enxofre)
e aminodcidos. A linhaca apresenta baixa concentragdo de gordura saturada (9%), sendo
a maior parte da gordura do tipo poli-insaturada (73%), especialmente o &cido
alfalinoleico (CARDOZO et al, 2010; CUPERSMID et al, 2012; OLIVEIRA et al,
2014).

Existem dois tipos de linhaca: a marrom e a dourada (Figura 4). A linhaca
marrom € cultivada em regifes de clima Umido e quente, como o Brasil, e a linhaca
dourada € cultivada em regifes frias, como o Canada e o norte dos Estados Unidos. No
cultivo da linhaga marrom sao utilizados agrotoxicos, enquanto a dourada é cultivada de
forma orgéanica (CUPERSMID et al, 2012).

Figura 4 - Sementes de linhaga marrom e dourada.

Fonte: http://vegetarianismoveganismo.wordpress.com/linhaca/linhaca-mitos-e-verdades/

As sementes de linhaca podem ser utilizadas na prevencdo e tratamento de
doencas, como diabetes tipo 2, doencas no figado, pressao alta, artrite reumatoide,
embolias, auxiliam na reducdo de riscos de doencas cardiovasculares, aterosclerose e
prevencdo de certos tipos de cancer. O consumo da semente de linhaca tem se mostrado
eficaz na reducdo de colesterol total e do LDL colesterol, assim como na agregacao
plaquetaria (CUPERSMID et al, 2012).

Apesar do alto valor nutritivo da linhaca, em sua composicdo existem fatores

antinutricionais que podem causar efeitos adversos. A linatina pode interferir na
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absorcéo de vitamina B6, podendo causar sua deficiéncia e 0s compostos cianogénicos e
0 &cido fitico podem quelar minerais como o zinco, o ferro e o célcio. Além disso, foi
demonstrado que 6leo rico em &cidos graxos n-3 diminui a absorcéo e retengéo de ferro,
diminuindo a concentragdo de hemoglobina. Foram demonstrados beneficios do
consumo da semente na idade adulta, reduzindo colesterol e glicose, porém poucos
estudos avaliaram seu consumo exclusivamente durante o periodo de lactacdo
(CARDOZO et al, 2010).

2.6 Aveia

No Brasil sdo cultivadas as aveias branca (Avena sativa L.) e preta (A. strigosa
Schieb). As aveias sdo plantas anuais que se desenvolvem principalmente nos meses
mais frios do ano. As brancas distinguem-se das pretas por apresentarem colmos mais
grossos e folhas mais largas. Os grdos da branca sdo em geral maiores e de coloragéo
branca ou amarelada, enquanto os da preta, alem de serem menores, apresentam cores
que variam do branco ao preto. Os gréos da aveia branca (Figura 5) séo utilizados para
alimentacdo animal e humana, ja a aveia preta apresenta reduzida producdo de gréos e
ndo tem qualidade industrial devido a coloracdo escura, menor tamanho e baixo
rendimento de grdos (MACHADO, 2000).

Figura 5 — Aveia na forma de gréo integral e em flocos

Fonte: https://misturafioapavio.wordpress.com/2015/02/03/agua-de-aveia-faz-prodigios/

A aveia tornou-se uma cultura bastante importante por apresentar resisténcia a
seca, desenvolverem-se em baixas temperaturas, apresentam tolerancia as geadas, ao

aluminio, apresentam baixa incidéncia de pragas e doencas, facil producéo de sementes,
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baixo custo da lavoura, aliada a boa producgéo de forragem e grdo. Pode ser cultivada
para cobertura do solo, producdo de forragem, feno, silagem e gréos, utilizados na
alimentacdo de bovinos de corte e leite. As plantas suportam estresse hidrico e cobrem
rapidamente o solo, evitando o desenvolvimento de plantas indesejaveis (MACHADO,
2000).

Este alimento possui alta qualidade nutricional, é rico em proteinas, vitaminas,
amidos complexos e fibras, e o farelo da aveia possui alto teor de -glucanas, um tipo
de fibra sollvel presente (LAZZARI, 1997). A composicdo de lipidios na aveia é
favorecida pelo alto teor de &cidos graxos insaturados, dentre eles o linoleico que é
considerado essencial para a nutricdo humana. Porém, essa composi¢do contribui para a
fragil estabilidade dos produtos de aveia e a formacdo de compostos indesejaveis
(ZADERNOWSKI et al., 1999).

Rupollo et al. (2006) realizaram um estudo com armazenamentos de gréos de
aveia em sistema hermético por 12 meses e ap0s este periodo ndo detectaram
aflatoxinas B1l, B2, G1 e G2. O baixo teor de umidade dos gréos influenciou a
incidéncia fungica durante o armazenamento hermético, e a interacao foi significativa
entre umidade e periodo de armazenamento sobre fungos dos géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium. Nos tratamentos com umidades inferiores a 15% verificou-se a
predominancia de outros fungos, cuja incidéncia decresceu na ordem dos géneros

Colletotrichum, Chaetomium, Phoma, Bipolaris, Alternaria e Neurospora.

2.7 Fatores que favorecem fungos contaminantes em alimentos

Para 0s micro-organismos conseguirem sobreviver e se multiplicar em um
alimento, existem fatores relacionados as caracteristicas préprias dos alimentos (fatores
intrinsecos) e relacionados com o ambiente em que o alimento se encontra (fatores
extrinsecos). Fatores intrinsecos: atividade de agua (Aa), acidez (pH), potencial de oxi-
reducdo (Eh), composicdo quimica, presenca de fatores antimicrobianos naturais e
interacbes presentes nos alimentos. Fatores extrinsecos: umidade, temperatura
ambiental, composic¢do quimica da atmosfera que envolve o alimento, condicGes fisicas
e sanitarias dos alimentos (FRANCO; LANDGRAF, 2008).
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Os produtos agricolas estdo constantemente sujeitos a contaminagdo fungica. O
crescimento de fungos é determinado por varios fatores, destacando-se umidade,
aeracdo, dano provocado por insetos e acaros, temperatura e tempo de armazenamento.
Vecchia e Castilhos-Fortes (2007) verificaram a ocorréncia de fungos produtores de
micotoxinas, principalmente Aspergillus, Fusarium e Penicillium, em granola, com
predominancia de Aspergillus, em trés estagdes do ano. No verdo houve maior

desenvolvimento micelial e no outono menor crescimento de fungos.

Em grdos e produtos processados de soja, 0s principais fungos contaminantes
foram Aspergillus e Fusarium. O trabalho de Oliveira, Lorini e Mallmann, (2010)
mostrou baixa ocorréncia de micotoxinas em gréos de soja quando armazenados de
forma correta. A grande fonte de contaminacdo por aflatoxina e zearalenona sédo as

impurezas e/ou matérias estranhas permitidas na legislacdo brasileira até o limite de 1%.

Geralmente, os fungos comecam a se proliferar em grdos de cereais
armazenados a medida que os teores de umidade atingem niveis superiores a 13,5%,
com atividade de agua minima para as principais espécies de fungos toxigénicos
superior a 0,76. Temperaturas abaixo de 10°C inibem o crescimento de fungos
toxigénicos; para seu crescimento, as temperaturas ideais sdo em torno de 25 a 30°C,
ainda que algumas espécies de Aspergillus se desenvolvam melhor em temperaturas
acima de 30°C (ZAITZ et al, 2012).

O modo correto de secagem é a melhor maneira de evitar o crescimento de
fungos e producdo de micotoxinas em gréos apos a colheita. Os fungos ndo podem
crescer, nem as micotoxinas podem ser produzidas em alimentos secos. Por isso a
secagem eficiente dos produtos e a sua conservacdo sem umidade € uma medida eficaz
contra o crescimento de fungos e producdo de micotoxinas. A atividade de agua é
fundamental para a producdo de micotoxinas, principalmente em substratos com baixa
hidratacdo (FAO, 2013 apud PELUQUE, 2014).

2.8 Micotoxinas

Micotoxina é originaria do grego, composto pelos termos mikes (fungos) e
toxikon (toxina ou veneno). Consiste em metabdlito secundario, téxico, produzido por
fungo filamentoso, sdo contaminantes naturais de cereais e outros produtos alimentares

em todo o mundo e afetam significativamente a salde humana e animal, uma vez que,
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apos a ingestdo, contato ou inalagdo, podem acarretar em problemas a saide humana,
tais como a reducdo do apetite e desempenho geral, causar doengas, como o cancer, e
até a morte. Algumas micotoxinas foram divididas em grupos de acordo com o processo
de carcinogénese gerado, segundo o programa da Agéncia Internacional para Pesquisa
em Cancer (IARC): Carcinogenos do grupo 1 (aflatoxina); Carcindgenos do grupo 2B
(fumonisina, ocratoxina); e Carcindgeno do grupo 3 (tricoteceno, zearalenona, patulina)
(PEREIRA; SANTOS, 2011).

Fatores que afetam a producdo de micotoxinas: a) fatores intrinsecos: umidade,
atividade de agua, tipo de substrato, tipo de planta e composicao nutricional; b) fatores
extrinsecos: clima, temperatura, oxigénio; c) processamento: secagem, mistura, adicao
de conservantes, manuseio de gréos; d) fatores implicitos: interacdes de insetos, cepas
fungicas, ecossistema microbiologico. Geralmente, a contaminacdo de produtos
agricolas por micotoxinas pode ser evitado usando métodos pré-colheita, como
variedades resistentes, gestdo de campo, uso de agentes biologicos e quimicos, gestdo
da colheita; e métodos pos-colheita, como melhoria dos métodos de secagem, boas
condicbes de armazenamento, uso de agentes naturais e quimicos e irradiacdo
(ADEGOKE; LETUMA, 2013).

Os géneros de fungos de maior relevancia séo: Aspergillus, Fusarium,
Penicillium e Alternaria. Ha 4 tipos de toxicidade, dependendo dos teores de

micotoxinas: aguda, crénica, mutagénica ou teratogénica (ZAITZ et al, 2012).

As principais micotoxinas regulamentadas pelo governo de varios paises sdo:
aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxinas, deoxynivalenol, zearalenona e patulina,
produzidos por espécies de Aspergillus, Fusarium, e Penicillium. As aflatoxinas,
fumonisinas e ocratoxinas representam as ameacas mais graves para a saude humana
(REDDY et al., 2011).

A presenca do fungo no alimento ndo implica, obrigatoriamente, em producéo
de micotoxina, assim como, a toxina pode estar presente no alimento mesmo na
auséncia do fungo. A maioria das micotoxinas é termoestavel, resistindo a determinados
tratamentos térmicos ou processos de desidratacdo que sdo suficientes para destruir o
micélio vegetativo dos fungos que as produziram (MAZIERO; BERSOT, 2010).

Cacciamani et al (2007) afirmam que os diferentes grupos de micotoxinas séo

resistentes a temperaturas entre 100 e 210°C, verificadas durante processos industriais
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ou domésticos de preparo de alimentos; além disso as temperaturas de fervura e fritura

(entre 100 e 150°C) também raramente contribuem para destruicdo total de micotoxinas.

As micotoxinas podem entrar na cadeia alimentar humana de forma direta ou
indireta. Direta: pelo consumo de cereais, oleaginosas e derivados contaminados.
Indireta: os animais que se alimentam com ragdes previamente contaminadas podem
excretar micotoxinas no leite, carne e ovos (MAZIERO; BERSOT, 2010). O primeiro
passo para prevenir a formacdo de micotoxina e controlar ou evitar o crescimento de

fungos de armazenamento.

2.9 Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo micotoxinas produzidas por trés espécies do fungo
Aspergillus: A. flavus, A. parasiticus e A. nomius, que podem contaminar alimentos de
consumo humano e animal. Essa micotoxina pode ser ingerida por meio de cereais,
amendoim e derivados, e por meio da carne e derivados de animais que se alimentaram
de racOes elaboradas com grdos contaminados. Sdo de grande importancia para a
agricultura, pois podem contaminar os alimentos no campo, antes e ap6s a colheita e
durante o transporte e armazenamento do produto. A ingestao de niveis acumulativos de
aflatoxina pode levar ao desenvolvimento de cancer hepatico (KWIATKOWSKI;
ALVES, 2007).

As aflatoxinas sdo classificadas em B1, B2, G1 e G2, com base na fluorescéncia
sob luz ultravioleta a 365 nm (B=Blue, G=Green), e sdo consideradas as micotoxinas de

maior preocupacao (STREIT et al,2012).

O figado ¢é o drgédo alvo e local de biotransformacdo da aflatoxina em varios
outros metabolitos, destacando-se as aflatoxinas M1 e M2, que sdo produtos de
biotransformacdo de B1 e B2, que aparecem no leite de vacas alimentadas com racoes
contaminadas, a aflatoxina 8,9 epoxido, que se une com DNA e RNA, e o aflatoxicol,
que pode servir de reservartorio de toxicidade para a aflatoxina B1 no espaco
intracelular. Tais alteracdes moleculares ocorrem no sistema enzimatico citocromo P450
(ZAITZ et al, 2012).

A presenca de AFML1 representa riscos para a salde humana, pois ndo sdo
destruidos durante o processo de pasteurizacdo e aquecimento. A quantidade de AFM1

encontrada no leite de vaca depende de vérios fatores, como raga do animal, periodo de
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lactacdo, infecgdes mamarias etc. Pode ser detectado no periodo de 12 a 24 horas no
leite ap0s a ingestdo de AFB1, atingindo um nivel elevado depois de alguns dias.
Quando a ingestdo de AFB1 é interrompida, a concentragdo de AFM1 no leite diminui
até ficar indetectavel apds 72 horas (ALIABADI et al., 2013).

Os limites de tolerancia de micotoxinas no Brasil sdo regulamentados pela RDC
n® 07 da ANVISA de 18/02/2011, que estabeleceu os limites maximos para aflatoxinas
(AFB1+AFB2+AFG1+AFG2 e AFM1) aceitaveis em alimentos prontos para consumo
e em matérias-primas, e aplica-se as empresas que importam, produzem, distribuem e
comercializem alimentos citados pelo regulamento (BRASIL, 2011). O Ministério da
Saude estabelece o limite de 30ug/kg para aflatoxinas AFB1+AFG1 em alimentos de
consumo humano, e o Ministério da Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento
estabelece o limite de 20ug/kg de aflatoxinas totais para matéria-prima de alimentos e

racoes.

N&o é necessario apenas ingerir o alimento contaminado com o fungo para
atingir o figado. Saad-Hussein et al (2016) investigaram a relagdo entre a exposi¢do
ocupacional aos fungos do ar, a aflatoxina B1 soro (AFBL1), e das enzimas hepaticas
(albumina, fosfatase alcalina, AST, ALT) de trabalhadores que manuseavam farinha de
trigo (padeiros, trabalhadores de moagem). A temperatura e umidade relativa do ar
foram mais elevadas em padarias do que em moinho de farinha. A concentracdo de
Aspergillus flavus e Aspergillus niger foi mais elevada nas padarias do que nas casas de
farinha. Os valores de AFB1, fosfatase alcalina e albumina no soro foram
significativamente mais elevados em padeiros em comparacdo com trabalhadores de
moagem. Assim, pode ocorrer exposicao cronica a altas concentracdes de Aspergillus
em locais de trabalho, causando elevacdes nos niveis séricos de AFB1 e das enzimas

hepéticas em trabalhadores expostos a poeira de farinha de trigo.

2.10 Métodos de rotina para deteccdo de micotoxinas

Kwiatkowsk e Alves (2007) afirmam que os métodos mais utilizados para
deteccdo de aflatoxinas sdo: cromatografia em camada delgada, cromatografia em
camada liquida de alta eficiéncia e imunoensaios, como os testes ELISA, biossensores e

imunoensaio de injecdo sequencial.
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Os métodos analiticos existentes para micotoxina, segundo Aliabadi et al. (2013)
podem ser divididos em duas categorias: métodos de triagem e métodos de confirmacé&o.

e Métodos de triagem: métodos rapidos como ELISA, que tem uma ampla gama
de aplicabilidade (aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxina A, zearalenona e
tricotecenos); biossensores baseados na utilizagdo de anticorpos monoclonais ou
policlonais, que estdo sendo desenvolvidos para analise de micotoxinas, e tem
como principais vantagens, em comparacdo com os métodos de analise
tradicional, possuir deteccdo répida, ensaio de baixo custo, alta sensibilidade,
alta seletividade, facil reparacgéo.

e Meétodos de confirmacgdo: cromatografia gasosa (GC) e cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC), muitas vezes com detecgé@o por espectrometria de massa.
Todos considerados mais vantajosos em comparacdo a Cromatografia de

Camada Delgada.

Os possiveis biomarcadores para avaliar a exposi¢cdo humana as aflatoxinas séo
0s metabdlitos de aflatoxina B1 encontrados na urina, como aflatoxina M1 (AFM1),
aflatoxina P1(AFP1), aflatoxina Q1(AFQ1), ou a propria AFB1 que pode ser
quantificada no sangue ap6s o consumo de alimentos contaminados. Além disso, 0s
adutos AFB-N7-guanina e AFB-albumina ou mutacdo no gene supressor de tumor p53,
presentes em fluidos bioldgicos, sdo biomarcadores que podem ser utilizados em
estudos epidemioldgicos para avaliacdo da exposicdo a AFB1, pois sdo produtos diretos

de danos causados a um alvo macromolecular celular critico (BANDO et al, 2007).

A espectrometria de massa MALDI-TOF pode ser utilizada para identificacdo de
fungos, assim como para detectar aflatoxinas, e € um sistema de identificacdo rapida de
micro-organismos, tornando-se uma ferramenta poderosa para a identificacdo de
espécies de bactérias e fungos em cultura (REICH et al, 2013). Proporciona baixo custo
nas analises, agilidade e possibilidade de identificacdo diretamente das amostras
clinicas. As identificacdes sdo realizadas ao comparar 0 espectro de massa do analito
com espectros de referéncia de banco de dados, e existem duas plataformas disponiveis
no mercado nacional: Microflex LT (Bruker Daltonics\BD Diagnostics) e VITEK MS
(Biomerieux) (ALMEIDA JUNIOR et al., 2014).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem

As amostras de mix de cereais utilizadas no experimento foram adquiridas em
estabelecimentos que comercializam produtos naturais, em Recife-PE, identificadas
como M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9. Foram 4 amostras vendidas a granel,
M1, M3, M7 e M8, que foram embaladas na hora da compra em sacos plasticos
comuns. Ja as amostras M2, M4, M5, M6 e M9 eram comercializadas em embalagem
lacrada, de 3 tipos diferentes: embalagem pléstica transparente (M2, M4, M6),
embalagem metalizada (M9) e embalagem plastica fosca (M5).

Foram analisadas também amostras de grdos e farinha de cereais mais
comumente encontrados na composi¢cdo do mix de cereais: gergelim, linhaca e aveia.
Esses gréos foram escolhidos para verificacdo apenas da microbiota fungica e possivel
influéncia na contaminagdo dos mix de cereais. Foram obtidos de estabelecimentos de
venda de produtos naturais na regido metropolitana do Recife-PE, vendido a granel e em

embalagem lacrada.

3.2 Irradiacéo dos graos e farinha

As amostras foram submetidas a irradiacdo em fonte de cobalto-60,
(Gammacell®®Co, modelo 220 Excel-MDS Nordion), no Departamento de Energia
Nuclear-UFPE.

Cada amostra a granel foi embalada em aliquotas, irradiada e apds isso foi
subdividida para ser encaminhada para as analises de composicdo nutricional e analise
micoldgica. Foi separada uma aliquota de cada amostra sem irradiar para ser usada
como controle. As amostras industrializadas foram irradiadas na prépria embalagem. As
doses utilizadas foram 2,5kGy, 5kGy, 7,5kGy e 10kGy. A Figura 6 mostra o

equipamento que foi utilizado para esta etapa.
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Figura 6 - Irradiador Gammacell com fonte de cobalto-60 utilizado para irradiar as
amostras de farinhas e graos embalados, antes de serem analisados quanto a
contaminacao fungica e teores nutricionais.

Fonte: Préprio autor

3.3 Analise fungica

3.3.1. Analise fungica de gréos e farinhas.

Os testes para crescimento de fungos foram realizados no Laboratorio de
Microbiologia e Imunologia do Centro Académico de Vitoria-CAV-UFPE. De acordo
com o tipo de amostra, se gréo ou farinha, foi aplicado o método especifico descrito na

literatura.

a) Graos: foi feito o plaqueamento direto, ou seja, foram distribuidos 10 grdos de cada
amostra, em placa de petri, na superficie do meio de cultura DRBC (Dicloran Rosa de
Bengala Cloranfenicol) ou DG18 (Agar Dicloran Glicerol 18) e AFPA (Agar
Aspergillus flavus e A. parasiticus), em triplicata. As placas foram incubadas a
temperatura ambiente por 5 dias. Apos esse tempo foram quantificados os grdos que
continham crescimento fungico, e os fungos encontrados foram isolados em meio BDA

(Agar Dextrose Batata) para identificacdo na microscopia.

b) Farinha: Foi utilizada a técnica de contagem de fungos filamentosos e leveduras
pelo método de diluicdo seriada de SILVA et al (2007), esquematizado na figura 7. Para
cada amostra, 25¢g da farinha foram misturados em 225ml de agua peptonada 0,1% em
um frasco com tampa de rosca. Foram preparados também dois tubos de ensaio com 9

ml de &gua peptonada. Depois de homogeneizar a farinha com a agua peptonada no
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frasco (diluigdo 1/10), foi transferido 1 ml para o primeiro tubo (diluicdo 1/100), e apds
homogeneizar foi transferido 1 ml do primeiro tubo para o segundo tubo (diluicdo
1/1000). De cada diluicdo foi inoculado 0,1ml em placas de petri previamente
preparadas com os seguintes meios de cultura: DRBC ou DG18 para crescimento
fungico geral, e em AFPA para crescimento de fungos aflatoxigénicos. O indculo foi
espalhado com alca de Drigalski e levado para incubar a temperatura ambiente. Apés 3
a 5 dias, foi feita a contagem das colonias e posterior isolamento dos fungos no meio
BDA (Agar Dextrose Batata) e identificacdo dos géneros flingicos por microscopia de

campo claro.

Figura 7 - Esquema de analise fangica de farinhas pelo método de diluicGes.

25g de amostra 10% 10# 1073
(1] 1ml 1ml
+ — =

225ml de dgua emiH:0p omiH0p
peptonads (H:0p)

0,1ml au
100 a,1rmil
_ O DG18 Q DG18 Q DG18
Espalhar o material
+

0,1l

com alca de Drigalski + +

O AFPA O AFPA

Fonte: Adaptado de Silva et al. (2007).

AFPA

O namero de dilui¢bes necessarias depende do nivel de contaminacdo esperado e
permite, na contagem em placas, a obtencdo de numero de colénias entre 15 a 150 na

contagem de fungos filamentosos e leveduras (SILVA et al., 2007).

O meio de cultura DRBC permite melhor visualizacdo dos fungos provenientes
de alimentos devido as seguintes caracteristicas: corante rosa de bengala, que restringe o
diametro das colbnias de fungos, permitindo que col6nias com crescimento lento

também se desenvolvam; pH reduzido, que inibe a dispersdo dos fungos; dicloran, que
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auxilia na reducdo do didmetro das coldnias; e cloranfenicol, antibidtico que inibe o
crescimento das bactérias (LAZARETTI et al, 2000).

O meio de cultura AFPA é um meio recomendado para a rapida deteccdo e
contagem de Aspergillus flavus e A. parasiticus, que sdo potenciais produtores de
aflatoxinas. Este meio tem as seguintes vantagens sobre outros: producdo melhorada de
cor no reverso da placa devido a concentracdo de citrato férrico e a adicdo de extrato de
levedura, as colbnias de A. parasiticus e A. flavus desenvolvem uma intensa coloragao
alaranjada no reverso das colénias que € uma caracteristica diferencial dessas espécies,
taxa de crescimento melhorada de A. flavus devido ao equilibrio de peptona e extrato de
levedura, além de inibicdo melhorada de bactérias e fungos de crescimento répido
devido a mistura de dicloran e cloranfenicol (FLUKA ANALYTICAL, 2003; CORRY
et al, 1995).

3.3.1.1 Analise micologica de aveia conforme disponibilidade de variedade

comercial

e Aveia industrializada e ndo irradiada: foi feita uma comparacdo entre 5
marcas industrializadas (M1 a M5), perfazendo um total de 13 amostras (Al a
Al13) sem utilizar o tratamento pelo processo de irradiacdo, para verificacdo da
qualidade das principais marcas de aveia comercializadas em Recife-PE, com as
seguintes caracteristicas: aveia em flocos tradicional (Al, A6, A9, All, Al3),
aveia em flocos finos (A3, A4, A10, Al12), farelo de aveia (A7) e farinha de
aveia (A2, A5, A8). Foi realizado o método de diluicéo.

e Aveia industrializada e irradiada: foram analisadas amostras de aveia em
flocos de 3 marcas industrializadas (A, B, C) e 1 marca a granel (D) apds o
tratamento com radiacdo gama, utilizando as doses 2,5kGy e 5kGy. Foi

realizado o método de diluicéo.

3.3.1.2 Anélise micologica de linhaca

e Linhaca industrializada: Foram analisadas 3 marcas de grdos de linhaca
dourada e 4 marcas de grdos de linhaca marrom, irradiadas na propria

embalagem com as seguintes doses: ndo irradiados, 2,5 kGy; 5,0 kGy; 7,5 kGy e
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10kGy. Foi realizado o plagueamento direto em meios de cultura DRBC e
AFPA.

e Linhaca vendida a granel: Foram utilizados gréos de linhagca marrom obtidos
da CEASA/PE e grdos de linhaga dourada obtidos de feira livre de Vitoria de
Santo Antdo-PE. Os gréos foram irradiados nas seguintes doses: ndo-irradiado,
2,5 kGy, 5,0 kGy, 7,5 kGy, 10 kGy e 12,5 kGy. Foi realizado o plaqueamento
direto.

e Linhaga estocada por 6 meses: Foram analisadas 4 marcas de gréos de linhaga
marrom, que foram irradiados previamente (Doses: ndo irradiado, 2,5 kGy, 5,0
kGy). Foi realizado o plaqueamento direto em meios de cultura DRBC e AFPA.

e Linhaga marrom e dourada de uma mesma marca: graos e farinhas foram
irradiados (Doses: ndo-irradiado, 2,5 kGy, 5,0 kGy, 7,5 kGy, 10 kGy) e
distribuidos nos meios de cultura de acordo com o tipo de amostra: gréos por

plaqueamento direto e farinha pelo método de diluicdo.

3.3.1.3 Anélise micologica de gergelim

Foram analisados dois tipos de amostras de gréos de gergelim bege: a granel e
industrializada. Os grdos vendidos a granel foram obtidos da CEASA-PE, e irradiados
nas seguintes doses: controle (ndo-irradiado), 2,5kGy, 5,0kGy, 7,5kGy, 10kGy e
12.5kGy. Em seguida foi realizado o plaqueamento direto em meio de cultura.

Foi realizada também uma comparacdo entre grdo de gergelim bege, gréo de
gergelim preto e farinha de gergelim bege de uma mesma marca, expostas a radiacdo
gama nas seguintes doses: ndo irradiado, 2,5kGy, 5,0kGy e 10kGy. Foi realizado o
plaqueamento direto dos grdos de gergelim em meios de cultura DRBC e AFPA e

método da diluicdo para a farinha de gergelim.

3.3.1.4 Anélise micologica de mix de cereais

Foram obtidas 9 amostras de mix de cereais (M1 a M9) que foram irradiados
(Doses: ndo irradiado, 2,5kGy e 5kGy) e realizado o método de diluicdo em meio de
cultura DRBC e AFPA.
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3.3.2 Identificagdo dos fungos aflatoxigénicos pela técnica MALDI-TOF (Matrix-
Assisted Laser Desorption lonization Time Of Flight)

A identificacdo e confirmacdo da espécie dos fungos aflatoxigénicos isolados
das amostras de mix de cereais do experimento foram realizadas no Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE), utilizando a técnica MALDI TOF, e

equipamento da marca Brunker.

Essa técnica utiliza espectrometria de massa, e tem sido descrita como uma
ferramenta eficaz para a identificacdo de bactérias Gram-positivas, Enterobactérias,
bactérias Gram negativas ndo-fermentadoras, bactérias anaerdbicas, micobactérias e
fungos. O método baseia-se na analise de proteinas e comparacdo com perfis
disponiveis armazenados numa base de dados (MIMICA; MARTINO; PASTERNAK,
2013).

Para identificar o fungo foi preciso inicialmente semea-lo em meio de cultura
liquido (foi utilizado caldo batata dextrose) e o tubo precisou ser agitado todos os dias
para que o micélio estivesse pouco aglomerado no momento da analise. Apds o

crescimento do micélio fangico por 5 dias, foi aplicado o protocolo abaixo.

O protocolo do equipamento da Bruker Daltonics com os procedimentos de
extracdo dos fungos para realizar a analise podem ser simplificados na figura 8 e

consiste nas seguintes etapas:

1. O meio de cultura com o crescimento fungico foi transferidopara um tubo de fundo
conico e deixado sedimentar. Transferiu-se 1,5ul do sedimento para o tubo Eppendorf

de microcentrifuga e feita a homogenizacéo.

2. O tubo Eppendorf foi centrifugado por 2 minutos, a 13000 rpm. Cuidadosamente o

sobrenadante foi removido.

3. Adicionou-se 1ml de &gua destilada no Eppendorf e foi centrifugado por 2 minutos,
na velocidade maxima. O sobrenadante foi removido e o procedimento foi repetido por

mais duas vezes.

4. O pellet foi suspendido em 300ul de &gua destilada, adicionado 900ul de etanol,
homogeneizado e centrifugado por 2 min, na velocidade maxima. Foi removido o

sobrenadante por pipetagem.
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5. Adicionou-se 50 pl de &cido formico a 70% e homogeneizado.

6. Foi adicionado 50 pl de acetonitrila 100% e homogeneizado. O volume de &cido

formico e de acetonitrila deve ser igual.

7. Centrifugou-se na velocidade maxima por 2 minutos.

8. Foi transferidol pl do sobrenadante para o alvo de aco do MALDI, deixou secar.
9. Sobrepds com 1 pl da matriz, esperou secar.

10. Levou ao equipamento para a leitura.

Figura 8 - Processamento de amostra pelo MALDI TOF utilizando uma colbnia
bacteriana como exemplo. 1 e 2: Transferéncia da cepa da placa de petri para a placa
metdlica do equipamento; 3: Adicdo de acido férmico e matriz; 4: Processamento da
amostra com laser; 5: Leitura pelo equipamento e comparagdo com o banco de dados.

Mays Cung
Laboratory Servces Repont
MICROBIOLOGY

CANDDA FARAFSLOMS Many

— i car

Fonte: http://news.mayomedicallaboratories.com/2015/04/13/maldi-tof-ms-for-the-diagnosis-of-
infectious-diseases-2/

No MALDI, os peptideos sdo cristalizados com uma matriz organica, geralmente
acido a-ciano-4-hidroxicinaminico. Apds bombardeamento por laser, a matriz sublima e
seus ions transferem a carga para os analitos, resultando na formacao de ions peptidicos.

A massa molecular dos ions é avaliada em um analisador ap0s passagem por uma
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camara de vécuo, e o tipo mais comum € o TOF (Time of Flight) (BARBOSA et al,
2012).

Nos analisadores TOF, os ions resultantes da primeira fase sdo acelerados por
um potencial entre dois eletrodos e atravessam um tubo de vacuo com velocidade
inversamente proporcional & sua massa. Quando os ions atingem o detector, o tempo
decorrido entre a ionizacao e a deteccdo é utilizado para derivar o valor m/z. O detector
converte o sinal da passagem do ion em sinal analdgico, que é lido e interpretado por
uma estacdo de trabalho. O resultado final é um grafico de m/z versus intensidade
(contagem de ions). Os sinais gerados sdao comparados com informacdes disponiveis em
bancos de dados, permitindo identificar a proteina de interesse (BARBOSA et al, 2012).

3.4 Anélise de composigdo nutricional do mix de cereais

As andlises fisico-quimicas de cinzas, umidade, proteinas e lipidios das amostras
de mix de cereais foram realizadas no Laboratério de Bromatologia, do Centro
Académico de Vitéria-CAV-UFPE, em triplicata. A metodologia utilizada foi baseada
nos “Métodos fisico-quimicos para analises de alimentos”, do Instituto Adolfo Lutz

(1AL, 2008) e nos métodos da AOAC (1995).

3.4.1 Cinzas ou residuo mineral fixo

As amostras foram carbonizadas até cessar a liberagdo de fumaca e,
posteriormente, calcinadas em mufla a 540 °C até peso constante, segundo 0 método n°
018/1V do 1AL (2008) e método 31.1.04 da AOAC (1995).

3.4.2 Umidade

O teor de umidade foi avaliado pelo método gravimétrico, baseado na perda de
peso das amostras submetidas a aquecimento em estufa a 105°C até peso constante,
segundo o método 012/1V do IAL (2008) e método 31.1.02 da AOAC (1995).

3.4.3 Proteinas
Foi utilizado o método de Kjeldahl, baseado na digestdo &cida da matéria
organica, seguido da destilacdo, sendo o nitrogénio posteriormente dosado por titulacéo.

O valor em nitrogénio foi multiplicado pelo fator de conversdo 6,25, segundo
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especificado pelo método 037/IV do IAL (2008), e método 31.1.08 da AOAC (1995).
As etapas podem ser visualizadas na figura 9.

Figura 9 - Equipamentos utilizados para andlise de proteinas pelo método de Kjedahl.
Digestdo (forno de digestao de proteinas, utilizando acido sulfurico), Destilacao (destilador
de nitrogénio, utilizando hidréxido de sédio), Titulacao (gotejar acido cloridrico até ficar
rosa).

Destilagdo

Titulacao

Fonte: Préprio autor

3.4.4 Lipidios ou extrato etéreo

Método de extracdo direta em Soxhlet e posterior evaporacdo do solvente, de
acordo com o método 032/1V do IAL (2008) e método 31.4.02 da AOAC (1995).

3.4.5 Carboidratos (glicidios)

A fracdo glicidica foi estimada por diferenca, subtraindo de 100 o somatério de
proteinas, lipidios, cinzas e umidade (GONCALVES, 2008), utilizando a formula

abaixo:

Glicidios = 100 - (%Umidade + %Cinzas + %Proteinas + %Lipidios)

3.4.6 Atividade de agua (Aa ou Aw)

Atividade de &gua é o parametro que mede a disponibilidade de agua em um
alimento e consiste na relagéo entre a presséo parcial de vapor da 4gua contida em uma

solugdo ou no alimento e a pressdo parcial de vapor de &gua pura, a uma dada



44

temperatura (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Foi analisado com o equipamento
higrometro AqualLab 4TE, na Universidade Federal Rural de Pernambuco-UFRPE, em

triplicata.

3.5 Anélise de rotulagem

Os rétulos das amostras industrializadas de mix de cereais foram analisados para
verificar se estavam de acordo com a legislacdo brasileira:
e Rotulagem geral: lei n° 986 (BRASIL, 1969), lei n°8078 (BRASIL, 1990), RDC
n°259 (BRASIL, 2002);
e Glaten: lei n° 8543 (BRASIL, 1992) e lei n°10674 (BRASIL, 2003);
e Rotulagem nutricional: RDC n° 360 (BRASIL, 2003).

3.6 Analise estatistica

O programa utilizado para a analise estatistica dos resultados foi o Statistics
verséo 10.

Para analisar os dados obtidos do experimento foram calculadas, inicialmente, as
médias e medianas das analises de composi¢do nutricional do mix de cereais. Para
comparar esses dados foram utilizados testes paramétricos (Coeficiente de Pearson,
MANOVA, Teste de Levene, Tukey, Fisher) e testes ndo-paramétricos (Teste de
Kruskal-Wallis).

Para a analise de crescimento fungico foram utilizados os métodos estatisticos:
ANOVA, modelos de superficie de resposta e teste de Tukey. As analises foram

realizadas considerando um nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise micoldgica

4.1.1 Analise micolb6gica do mix de cereais

Apds analisar as amostras de mix de cereais, foi verificado que houve
crescimento de fungos totais em todas as amostras ndo irradiadas, de todas as marcas,
no meio DG18, como pode ser observado na tabela 1. Além disso, foi observado que
houve presenca de Aspergillus aflatoxigénicos em todas as amostras controle, com
excegcdo apenas das amostras M7 e M9, portanto apenas 22% das amostras néo

apresentaram contaminacao por fungo aflatoxigénico.

Tabela 1 - Crescimento fungico médio das amostras de mix de cereais, identificando os
géneros de fungos visualizados, e de acordo com o tipo de comercializagéo.

Amostra DG18 AFPA Fungos encontrados Tipo de

(UFClg) comercializacao
M1 (controle) 1x10? Positivo  Aspergillus spp., A granel
M1 (2,5kGy) 6 x107 Positivo  levedura
M1 (5kGy) <10 Negativo
M2 (controle) 1,3 x10° Positivo  Aspergillus spp. Industrializada
M2 (2,5kGy) <102 Negativo
M2 (5kGy) <102 Negativo
M3 (controle) 1,2 x10° Positivo  Aspergillus spp. A granel
M3 (2,5kGy) <102 Negativo
M3 (5kGy) <102 Negativo
M4 (controle) 3,1x10° Positivo  Aspergillus spp. Industrializada
M4 (2,5kGy) <102 Negativo
M4 (5kGy) <102 Negativo
M5 (controle) 2 x10° Positivo  Aspergillus spp., Industrializada
M5 (2,5kGy) <102 Negativo  Levedura,
M5 (5kGy) <102 Negativo
M6 (controle) 2,3x10° Positivo  Rhizopus sp., Industrializada
M6 (2,5kGy) <1072 Negativo ~ Aspergillus flavus
M6 (5kGy) <102 Negativo
M7 (controle) 1,93 x10° Negativo  Aspergillus sp., A granel
M7 (2,5kGy) <102 Negativo ~ Alternaria sp.
M7 (5kGy) <102 Negativo
M8 (controle) 2,6 x10° Positivo  Aspergillus flavus, A granel
M8 (2,5kGy) <10? Negativo  Penicillium sp.,
M8 (5kGy) <1072 Negativo levedura,

Trichoderma sp.

M9 (controle) 3 x10° Negativo  Aspergillus spp. Industrializada
M9 (2,5kGy) <10? Negativo
M9 (5kGy) <10? Negativo

Legenda: DG18: meio pra crescimento de fungos totais; AFPA: meio para crescimento de
fungos aflatoxigénicos; UFC: unidades formadoras de colonias
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A menor dose de radiacdo utilizada (2,5 kGy) foi suficiente para inibir o
crescimento de fungos, principalmente Aspergillus sp., de todas as amostras, com
excecdo apenas da amostra M1 que apresentou crescimento flingico na amostra nao
irradiada e irradiada na dose 2,5kGy. Como a amostra M1 é vendida a granel, pode ter
ficado exposta no local de venda ao Aspergillus sp., que € um fungo de ambiente e
facilmente espalha seus esporos, mas apenas se desenvolve quando encontra ambiente
propicio para isso. Caso o estabelecimento de venda do mix de cereais tenha bastante
demanda e boas normas de conservacao e manipulacéo, o risco € minimo de adquirir um
produto contaminado.

A amostra com maior nimero de fungos foi a amostra M3 (1,2x10* UFC/g), que
também é uma amostra vendida a granel e pode ter tido interferéncia da manipulacéo do
vendedor no local de comercializacéo.

Os dados do presente trabalho estdo bem proximos aos de Pelugue (2014) que
analisou 15 marcas de mix de cereais e obteve fungos filamentosos nas amostras
analisadas variando de 1,0 x 10" a 2 x 10°UFC/g, com isolamento de sete cepas de
Aspergillus flavus. As aflatoxinas B1 e G1 foram detectadas em poucas amostras e em
baixos niveis e o autor justificou que os resultados podem ser devidos a baixa atividade
de &gua nos produtos avaliados, a qual foi inferior a 0,63.

Pinheiro e Stefanon (2013) avaliaram 15 amostras de cereais matinais a base de
aveia, gergelim, gérmen de trigo, uva passas, mel de abelha, melado de cana, fibra de
trigo, agclcar mascavo, linhaca, flocos de milho, flocos de arroz, flocos de cereais, malte
de cereais, 6leo de arroz, 6leo de milho, dleo de soja, castanha do Pard, castanha de
caju, adquiridas no comércio de Santa Maria-RS. Das 15 amostras analisadas, nenhuma
apresentou valores superiores aos estabelecidos pela ANVISA.

Os fungos que tinham caracteristicas morfoldgicas semelhantes ao Aspergillus
flavus nas amostras de mix de cereais analisadas, tanto em meio de cultura quanto na
microscopia de campo claro, foram isolados e processados para analise pelo MALDI-
TOF, que confirmou serem realmente A. flavus, confirmando que os fungos produtores
de aflatoxinas visualizados no meio AFPA eram realmente desta espécie.

O presente trabalho utilizou caldo batata dextrose ao invés de caldo Sabouraud e
obteve éxito na extracdo dos fungos para identificacdo pelo MALDI. Reich et al (2013)
observaram que tentar extrair os fungos do meio sélido é complicado pois os fungos

filamentosos crescem profundamente no agar, complicando a colheita da amostra pois
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dificulta a separacdo do fungo e do meio. Por isso é melhor fazer o repique do fungo
que deseja identificar no meio liquido antes de extrair para 0 MALDI, independente se é
amostra clinica ou alimento.

Esta técnica tem sido implantada na caracterizacdo de varias espécies de
leveduras e fungos filamentosos. Estudos com fungos filamentosos s&o menos
numerosos, provavelmente devido as dificuldades relacionadas com a heterogeneidade
fenotipica e falta de padronizacdo em protocolos de extracdo de proteinas. Mesmo
assim, algumas investigacGes demonstraram o sucesso de MALDI-TOF na identificagcdo
de Penicillium, Aspergillus, Fusarium e alguns dermatéfitos. Para leveduras,
principalmente do género Candida, ha alta precisdo de identificacdo e os bancos de
dados disponiveis incluem espectros de referéncia de todas as espécies comumente
encontrados em laboratdrios (MIMICA; MARTINO; PASTERNAK, 2013).

A técnica tem emergido como uma ferramenta confiavel para a classificacdo e
identificacdo rapida de micro-organismos e representa um forte desafio para métodos de
biologia molecular e microscopia. Hoje em dia, os sistemas de MALDI comerciais sao
acessiveis para trabalho de pesquisa biologica, bem como para aplicacbes de
diagnostico em medicina clinica, biotecnologia e indlstria. Sdo empregados
principalmente na biotipagem bacteriana, mas numerosas estratégias experimentais
também foram desenvolvidas para a analise de fungos. Muitos géneros de fungos, tais
como Aspergillus, Fusarium, Trichoderma ou Penicillium e também varias leveduras a
partir de amostras clinicas (como Candida albicans) foram identificados com sucesso
por MALDI-TOF MS (CHALUPOVA et al, 2014).

O trabalho de Reich et al (2013) avaliou o impacto de diferentes condicdes de
crescimento sobre os resultados de identificacdo de bactérias e fungos utilizando o
método MALDI-TOF. Examinaram 2.900 amostras obtidas a partir de amostras clinicas
(swabs, secrecdes respiratorias, urina, etc.). Cerca de 98,6% dos resultados da
identificacdo de MALDI-TOF confirmavam com o0s métodos convencionais (por
exemplo coloracdo de Gram, capacidade de degradacdo de carboidratos, sistema
Phoenix) e sequenciamento de ADNr 16S por PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase).
Além disso, permite rapida identificacdo de fungos, contribuindo para tratamento
apropriado, ja que os métodos tradicionais sdo mais demorados.

Os desafios para laboratorios de analise de alimentos sdo tdo variados e
NUMErosos como Sao 0s requisitos para métodos de identificacdo bacteriana. Bactérias

de deterioracdo de alimentos, agentes patogénicos de origem alimentar, fermentos e
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probidticos devem ser identificados com precisdo, para que vias de contaminagao
possam ser descobertas, a fim de evitar a recontaminacdo e melhorar a higiene das
instalagdes de producdo. Todos os tipos de microrganismos associados a alimentos
podem ser processados com 0 mesmo protocolo do MALDI TOF MS e dados confiaveis
estdo disponiveis dentro de um tempo total de resposta de 16 horas. Recentemente, a
plataforma tem tido éxito quando usado para melhorar o diagndstico veterinario e
classificar isolados ambientais (PAVLOVIC et al, 2013).

Prado et al (2005) afirmaram que doses de irradiacdo gama de 15, 20, 25 e 30
kGy seriam capazes de destruir a aflatoxina Bl em amostras naturalmente
contaminadas, porém € importante observar que doses acima de 10kGy podem afetar as
caracteristicas sensoriais dos alimentos.

Utilizando o método estatistico ANOVA, a um nivel de confianca de 99%, nédo
ha evidéncias que levem a crer que ha diferenca entre as marcas de mix de cereais, e a
aplicagdo da irradiacdo se mostrou eficaz no tratamento. Esses resultados podem ser
interpretados graficamente através das técnicas de superficie de resposta, que sdo
ferramentas matematicas que visam otimizar um processo descrevendo graficamente a
influéncia entre as marcas e a dose de radiacdo com fatores que impactam a
sobrevivéncia de colbnias de fungos.

Os modelos de superficie de resposta podem ser explorados para determinar
a sensibilidade da variavel resposta (cultivo de fungos) em relacdo a mudanca nos
niveis de fatores de interesse (dose). Como pode ser visto na Figura 10, ha evidéncias
que fundamentam que a aplicacdo da radiacdo gama, combinada a qualquer marca
analisada, inibira o crescimento de colénias de fungos, especialmente a uma dose de 5,0
kGy que demonstrou ser a melhor dose. Perceba que a estrutura que parece uma manta

estd exatamente acima da dose 3 (5kGy).
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Figura 10 — Gréfico de superficie de resposta comparando as marcas de mix de cereais
com as doses de radiagdo gama, demonstrando que a dose 6tima é de 5kGy, destacada pela
estrutura na cor verde. Dose 1: ndo irradiado; Dose 2: 2,5kGy; Dose 3: 5kGy.

Conveniénciade superficie: Método: Funcdo quadratica

4.1.2 Andlise micologica de aveia

4.1.2.1 Aveia industrializada e sem tratamento por irradiacdo

As amostras de aveia em flocos tradicional apresentaram cerca de 60% de
contaminacdo por fungos totais (3/5), aveia em flocos finos teve 50% de amostras
contaminadas (2/4) e farinha de aveia teve 66% (2/3). Apenas a amostra de farelo de
aveia (A7) ndo teve contaminacao.

A marca M1 tinha duas variedades de aveia (flocos e farinha) e teve 100% de
suas amostras contaminadas por fungos totais, inclusive fungo aflatoxigénico. A
amostra Al(flocos tradicional) desta marca apresentou a maior quantidade de fungos,

em comparagdo com todas as outras 12 amostras analisadas (verificar na tabela 2).
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A marca M2 teve 50% de suas amostras com contaminacdo por fungos
aflatoxigénicos e o crescimento médio de fungos totais foi de 4x10% UFC/g.

A marca M3 teve 100% de suas amostras com presenca de fungos, mas nenhuma
teve crescimento de fungos aflatoxigénicos.

As aveias das marcas M4 e M5 tiveram total auséncia de crescimento flngico e
fungos aflatoxigénicos. A M4 foi a que teve maior variedade de aveia disponivel

comercialmente (aveia em flocos tradicional, farelo, farinha e flocos finos).

Tabela 2 - Crescimento fungico médio encontrado nas amostras ndo-irradiadas de aveia
industrializada.

Meio de cultura
DG18(UFC/g) AFPA

Marca Amostra Tipos de aveia Fungos encontrados

M1 Al Flocos 3,3x10" Positivo Levedura,
tradicional Aspergillus sp.
A2 farinha 1,4x10° Positivo Penicillium sp.,
Aspergillus sp.
M2 A3 Flocos finos 4,6x10° Negativo Levedura,
Eurothium sp.
All Flocos 4x10° Positivo Aspergillus sp.,
tradicional Penicillium sp.
M3 Ad Flocos finos 6x10° Negativo Penicillium sp,
Aspergillus sp
A5 Farinha 4x10° Negativo Rhizopus sp.,
Aspergillus sp,
Penicillium sp.
A6 Flocos 4x10° Negativo Aspergillus sp.
tradicional
M4 A7 farelo <10” Negativo 0
A8 farinha <10” Negativo 0
A9 Flocos <10” Negativo 0
tradicional
A10 Flocos finos <10” Negativo 0
M5 Al2 Flocos finos <10” Negativo 0
Al3 Flocos <107 Negativo 0
tradicional

Legenda: DG18: meio pra crescimento de fungos totais; AFPA: meio para crescimento de
fungos aflatoxigénicos; UFC: unidades formadoras de coldnias

As amostras A7, A8, A9, A10 da mesma marca (M4) e A12 e A13 (M5) nédo

apresentaram crescimento flungico, o que ja era esperado pois sdo marcas de empresas
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consagradas comercialmente, e seguem rigidos padrdes de higiene e de Boas Préticas de
Fabricacdo para alimentos industrializados.

Os fungos filamentosos mais encontrados foram: Aspergillus sp. Secdo niger e

flavi e Penicillium sp.

Somente as amostras Al, A2 e All apresentaram positividade para fungo
aflatoxigénico, produzindo a caracteristica coloragdo amarelada no reverso da placa no

meio AFPA, como pode ser visto na figura 11.

Figura 11— Fungo filamentoso, possivel Aspergillus flavus, crescendo no meio AFPA. (A)
micélio visto na frente da placa; (B) coloracéo amarelada no reverso da placa,
confirmando positividade para fungo aflatoxigénico.

A'rpu.ﬂr;::qg—ﬂ—

Fonte: préprio autor

Os resultados obtidos foram corroborados por Vidal et al (2013), que analisou
farelo de trigo e farelo de aveia disponivel comercialmente no mercado espanhol e
avaliaram a seguranca deste tipo de produto para os consumidores habituais. Amostras de
farelo de trigo foram mais frequentemente contaminadas do que as amostras de farelo de
aveia. A diferenca deste trabalho para o de Vidal et al (2013) é que neste trabalho s6 foi
verificada a presenca de fungos produtores de aflatoxinas, enquanto que Vidal et al
verificaram aflatoxinas, ocratoxina A, deoxinivalenol e zearalenona. Os resultados deles
mostraram que houve maior presenca de deoxinivalenol (Fusarium), com niveis acima da

legislacdo europeia, e foi mais frequente em amostras de trigo.

4.1.2.2 Aveia irradiada

Observa-se que a amostra que apresentou a maior concentragdo fangica néo foi a

amostra vendida a granel (D), e sim a amostra industrializada C, que também
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apresentou maior variedade de géneros de fungos e foi positivo para fungo
aflatoxigénico. A Unica amostra que ndo teve a presenca de fungos aflatoxigénicos foi a
amostra B.

S6 houve crescimento flngico nas amostras ndo irradiadas, com exce¢do apenas
da amostra mais contaminada C, que teve crescimento também na dose 2,5kGy. Os
resultados da analise fungica podem ser visualizados na Tabela 3.

Tabela 3 — Crescimento fingico médio encontrado nas amostras irradiadas de aveia em
flocos, destacando que houve presenca de fungos aflatoxigénicos nas amostras A, C e D.

Amostra/dose DRBC AFPA Fungos encontrados Tipo de amostra
(UFClg)

A (controle) 6x10" Positivo Aspergillus niger, Industrializada

A (2,5kGy) <102 Negativo Aspergillus sp.,

A (5kGy) <10 Negativo Penicillium sp.

B (controle) 3x10° Negativo Aspergillus niger, Industrializada

B (2,5kGy) <102 Negativo Penicillium sp.

B (5kGy) <102 Negativo

C (controle) 5,7x10° Positivo  Aspergillus niger, Aspergillus  Industrializada

C (2,5kGy) 4x10°? Positivo flavus, Trichoderma sp.,

C (5kGy) <102 Negativo leveduras, Penicilium sp.

D (controle) 3x10* Positivo Aspergillus flavus, Rhizopus A granel

D (2,5kGy) 1x10° Negativo  sp., levedura, Penicillium sp.

D (5kGy) <102 Negativo

Legenda: DRBC: meio pra crescimento de fungos totais; AFPA: meio para crescimento de
fungos aflatoxigénicos; UFC: unidades formadoras de col6nias

Analisando estatisticamente pelo método de ANOVA, verificou-se que a um
nivel de significancia igual a 5%, ndo ha evidéncias que as medias da amostra, dose de
radiacdo e tipo de comercializacdo estejam associadas a presenca de col6nias de fungos,

pois os valores de p foram maiores que 0,05 (Amostra: p = 0,1715; Dose: p =0,0723).

4.1.3 Anélise micolodgica de linhaca

4.1.3.1 Linhaca industrializada

Apos a analise das 3 marcas de grdos de linhaca dourada (LD1 a LD3) e 4
marcas de linhaca marrom (LM1 a LM4) irradiadas, foram obtidos os resultados

apresentados na Tabela 4 (linhaca marrom) e Tabela 5 (linhaca dourada).
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Tabela 4 - Crescimento fungico e germinacgao de gréos de linhaca marrom
industrializados, irradiados e néo irradiados

Doses Né&o irradiado 2,5 kGy 5,0 kGy 7,5 kGy 10 kGy
Meios DRBC AFPA DRBC AFPA DRBC AFPA DRBC AFPA DRBC AFPA
LM1 F 3% 0 3% 0 0 0 0 0 0 0

G 73% 70% 70% 43% 63% 45% 33% 10% 3% 7%
LM2 F 17% 7% 7% 3% 3% 0 0 0 0 0

G 6™ 73% 70% 47% 67% 63% 67% 57% 37% 23%
LM3 F  50% 10% 20% 3% 7% 3% 3% 0 7% 0

G 90% 43% 7% 67% 7% 80% 83% 70% 70% 80%
LM4 F 20% 7% 13% 0 0 0 13% 0 7% 0

G 8% 93% 90% 90% 70% 93% 7%  90% 73%  60%

Legenda: F: crescimento flngico; G: germinacdo do grdo; DRBC: crescimento de fungos totais; AFPA:
crescimento de fungos aflatoxigénicos.

Na amostra LM3 néo irradiada de linhaca marrom foi observado o crescimento
dos seguintes fungos: Aspergillus, Penicillium, Eurothium, Curvularia, Alternaria. Para
as amostras LM1, LM2 e LM3 foi observado que 1 em cada 30 gréos (no meio DRBC)
apresentou contaminacdo nas amostras controles, porém a dose de 2,5 kGy promoveu a
diminuicéo dessa contaminacéo.

As amostras que apresentaram positividade no AFPA foram exclusivamente de
linhaca marrom, no entanto a quantidade de fungos produtores de aflatoxinas ficou na
faixa de 3 a 10%. A caracteristica cor indicativa de positividade no meio AFPA em uma

amostra de linhaca marrom pode ser observada na Figura 12.

Figura 12 - Amostra de linhaga marrom e o crescimento de um possivel Aspergillus
produtor de aflatoxina no AFPA. A) Frente da placa, presenga de apenas um grao
positivo. B)Reverso da placa, mostrando a coloracdo amarelo-alaranjado no micélio.

Fonte: préprio autor
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Tabela 5 - Crescimento flngico e germinagao de gréos de linhaga dourada irradiados.

Doses N&o irradiado 2,5kGy 5,0 kGy 7,5 kGy 10 kGy
Meios DRBC AFPA DRBC AFPA DRBC AFPA DRBC AFPA DRBC AFPA
LD1 F 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

G 70% 73% 63% 57% 73% 50% 30% 30% 17% 3%
LD2 F 17% 0 10 0 0 0 0 0 0 0

G 100% 83% 87% 97% 87% 90% 87% 97% 80% 80%
LD3 F 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

G 87% 93% 90% 97% 83% 70% 53% 63% 50% 40%

Legenda: F: crescimento fungico; G: germinagdo do grdo no meio de cultura; LD: amostras de linhaca
dourada; DRBC: crescimento de fungos totais; AFPA: crescimento de fungos aflatoxigénicos.

Para a linhaca dourada, na amostra LD2 (no DRBC, ndo irradiado e em 2,5kGy)
ocorreu o crescimento de fungo do género Aspergillus em duas se¢des taxonémicas:
flavi e nigri. Em todas as amostras e doses de linhaga dourada houve auséncia de fungos
aflatoxigénicos.

A taxa de germinacdo dos grdos no meio DRBC e AFPA, tanto para linhaca
marrom quanto para linhaca dourada variou bastante, em todas as doses, porém pelo
fato de o gréo conseguir germinar indica que a radiacdo gama nédo afetou a viabilidade
dos gréos de linhaca (Figura 13).

Figura 13-Gréaos de linhaga na superficie dos meios de cultura DRBC (rosa) e AFPA
(amarelo). A) linhaga dourada (2,5kGy) em AFPA. B) linhaga dourada (no irradiado) no
DRBC. C) linhaga marrom (2,5kGy) em DRBC. Todos apresentam germinacgéo dos graos

e auséncia de crescimento fungico.

Fonte: proprio autor
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Analisando estatisticamente os resultados, no DRBC foi testada a hipotese de
igualdade entre as médias dos tipos de linhaca, assim como a sua interacdo com a
irradiacdo. Assim, foi realizada uma anélise por ANOVA para verificar se ha diferencas
entre os tipos de linhaga comparando as doses de radiacao.

A um nivel de significancia de 5%, existem evidéncias que levam a crer que ha
diferenca entre as médias do tipo de linhaca (p = 0,0232) e ha diferenca entre alguma
média do grupo de dose de radiacdo (p = 0,0195), bem como na interacdo desses fatores
(p = 0,0010). Na Figura 14 é possivel verificar as médias dos grupos de dose de

radiacdo em analise.

Figura 14 — Resultados do teste ANOVA em gréos de linhaca industrializada irradiada
comparando o crescimento fungico em meio DRBC com as doses de radiacéo. Tipos de
dose: 1 (ndo irradiada), 2 (2,5kGy), 3 (5,0kGy), 4 (7,5kGy), 5 (L0kGYy).

E statistica: F(4, 28)=3,4743 p=01951
Barraz verticais denotam um intersalo de confianca de 5%
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Utilizando o teste de Tukey, observou-se que ha diferenca entre as médias
quando comparados os grupos de dose 1 e 3, 1 e 4, 1 e 5, a um nivel de significancia
igual a 5%. A figura 14 deixa bem evidente essa diferenca, pois os intervalos da dose 1
(ndo irradiado) ndo encontram o intervalo da dose 3 (5kGy), por exemplo.

Também hé indicios que as médias entre 0s grupos de linhaca marrom e dourada
sdo distintas, pois houve significancia através da ANOVA para este fator, apresentando

um valor-p igual a 2,3%.
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Sob a andlise do AFPA, também foi testada a hipdtese de igualdade entre as
médias dos dois tipos de linhaca, assim como a sua interacdo com as doses de radiacao.
Novamente realizou-se um teste ANOVA para verificar se havia diferengas entre os
fatores (Tipo de linhaga: p=0,0072; Dose: p=0,0019) e a sua interacéo.

A um nivel de significancia de 1%, existem evidéncias que levam a crer que ha
diferenca significativa entre as médias do tipo de linhaca, na dose de radiacdo, bem
como na interacdo desses fatores. Na Figura 15 é possivel verificar as médias dos
grupos de dose de radiacdo em analise e visualizar que o intervalo da dose 1 (ndo

irradiado) ndo tem valores em comum com as outras doses.

Figura 15 — Resultados do teste ANOVA comparando a germinacéo dos graos de linhaga
industrializados no meio AFPA em relacéo as doses de radiacdo. Tipos de doses: 1 (ndo
irradiado), 2 (2,5kGy), 3 (5,0kGy), 4 (7,5kGy), 5 (10kGy).

Estatistica: F(4, 29)=55739, p=0,00187
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Utilizando o teste de Tukey foi observado que ha diferenca entre a média do
grupo de dose 1 (ndo irradiado) em relacdo aos demais, a um nivel de significancia igual
a 5%.

Também hé indicios que as médias entre 0s grupos de linhaca marrom e dourada
sdo distintas, pois houve significancia obtida da ANOVA para este fator, apresentando

um valor-p igual a 0,7%.
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4.1.3.2 Linhaga vendida a granel

As amostras de linhaga marrom e douradas vendidas a granel foram irradiadas e
analisadas da mesma forma que as amostras industrializadas. As amostras néo-
irradiadas de linhaca marrom apresentaram 4% de taxa de contaminagdo por fungos
aflatoxigénicos, enquanto que na linhaca dourada houve auséncia dos mesmos. A
radiagdo gama inibiu a contaminacdo por fungos em todas as amostras irradiadas.

Foi observado que os grdos germinaram no meio AFPA, havendo diminuigdo na
taxa de germinagdo com o aumento da dose. No caso da linhaca marrom, a taxa de
germinacdo foi: 84% (2,5kGy), 74% (5kGy), 50% (7,5kGy), 36% (10kGy), 10%
(12,5kGy). Quanto a linhaca dourada, nas doses de 2,5kGy, 5kGy, 7,5kGy e 10kGy
foram, respectivamente, 27%, 33%, 23% e 3% de germinacdo, havendo auséncia na
maior dose (12,5kGy).

Na linhaca marrom, apesar da diminuicdo da germinacdo com o aumento da
radiacdo, suas taxas foram maiores do que a linhaca dourada, indicando uma resisténcia
maior a radiacdo (tabela 6).

E importante lembrar que os grdos de linhaca s6 apresentaram germinagio no
momento em que estavam no meio de cultura. Enquanto estavam embalados, antes e

apos irradiacdo, ndo havia germinacao.

Tabela 6 - Andlise de gréos de linhaca marrom e dourada, vendidos a granel, mostrando
baixa contaminacéo por fungos aflatoxigénicos no meio AFPA, e a variacdo na taxa de
germinacao dos gréos de acordo com a dose.

Dose Linhaca marrom Linhaca dourada
Fungo Germinacéo Fungo Germinacéo
aflatoxigénico aflatoxigénico
Néo-irradiado 4% 62% 0 47%
2,5 kGy 0 84% 0 27%
5,0 kGy 0 74% 0 33%
7,5 kGy 0 50% 0 23%
10 kGy 0 36% 0 3%
12,5 kGy 0 10% 0 0

Para analisar a hipotese de igualdade entre as médias dos tipos de linhaca,
provenientes de CEASA/PE (marrom) e de Vitoria de Santo Antdo-PE (dourada), assim
como a sua interacdo com as doses de radiacdo, realizou-se um teste ANOVA para

verificar se ha diferencas entre os tipos de linhaca versus doses de radiacao.
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A um nivel de significancia de 1%, existem evidéncias que levam a crer que ha
diferenca entre as médias do tipo de linhaca (p = 0,007902), entretanto ndo houve
evidéncias que as doses de radiacdo modificam a média de germinacéo (p = 0,103690).
Isso pode ser melhor visualizado na Figura 16, onde € possivel verificar as médias dos
grupos de doses 1 a 3 (ndo irradiada, 2,5kGy e 5kGy, respectivamente) bem proximas,
enquanto que as médias de germinacdo comegam a cair um pouco nas doses4e 5 (7,5 e

10kGy, respectivamente), mas ainda assim os intervalos se encontram.

Figura 16 — Resultado do teste ANOVA comparando a germinacéo dos graos de linhaca
nao industrializados em relacdo a dose de radiacdo. Dose 1: ndo irradiado; dose 2: 2,5kGy;
dose 3: 5kGy; dose 4: 7,5kGy; dose 5: 10kGy.

Estatistica: Fi4, 4)=4 0081, p=0,10389
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Segundo o teste F, proveniente do teste ANOVA, verifica-se que 0 grupo de
linhaca marrom tem média de germinacgdo superior ao de linhaca dourada (figura 17), e

que a dose de radiacdo ndo impactou na germinacao dos grupos (figura 16).
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Figura 17 — Comparacao entre a germinacéo dos graos e os tipos de linhaca: 1-linhaca
marrom; 2-linhaca dourada.
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A linhaga marrom demonstrou ser mais resistente a radiagao.

4.1.3.2 Linhaga estocada por 6 meses

Quando foram analisadas amostras de linhaca irradiada e estocada por 6 meses,
verificou-se que ndo houve crescimento de fungos aflatoxigénicos em nenhuma amostra
irradiada, demonstrando que a radiacdo conseguiu inibir a contaminacdo dos gréos por
fungos totais, inclusive os aflatoxigénicos, durante o tempo de estocagem. A
germinacdo dos grdos de linhaca diminuiu com o aumento da dose de radiacdo gama
(Tabela 7).

Tabela 7 - Valores médios de contaminacéo fingica de gréos de linhaca marrom, de 4
marcas diferentes, embalados e estocados por seis meses.

LM1 LM2 LM3 LM4

Dose Meios decultura F G F G F G F G
Nao irradiado DRBC 0 6,3 0 45 1 7 0 8

AFPA 0 2,6 0 3,5 0 4 0 6
2,5 kGy DRBC 0 4.6 0 6 0 6,3 0 7

AFPA 0 1,6 0 2,2 0 3 0 5,5
5,0kGy DRBC 0 1,6 0 4 0 4,5 0 6,3

AFPA 0 1,3 0 1,5 0 3 0 4,2

Legenda: F: crescimento flngico; G:germinagdo de grdos no meio de cultura; LM: marcas de linhaca
marrom
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Foi observado na tabela 7 que a linhaga germinou no DRBC e no AFPA. Na
amostra LM1 ocorreu germinacdo até a dose de 5kGy; na amostra LM2 até 7,5kGy; na
LM3 e LM4 ocorreu germinagdo em todas as doses. A germinacdo do grdo pode ser
vista na figura 18.

Figura 18 - Linhaga marrom néo irradiada em meio DRBC, mostrando a produgéo de
germinacao nos graos (a esquerda) e em detalhe o grao germinado.

Fonte: proprio autor

Conforme apresentou a Tabela 7, ndo foi observado crescimento flngico, exceto
em uma das amostras ndo irradiadas. Assim, foi testada apenas a hipotese de igualdade
entre as médias de germinacédo, pois no meio de cultura DRBC e AFPA ha indicios que
as médias entre marcas e doses de radiacdo sdo diferentes, bem como sua respectiva
interacdo, pois o valor-p foi abaixo de 0,05 para todos (Dose: p = 0,034109; Marca: p =
0,044651).

Houve diferenca significativa da germinacdo no meio DRBC, tanto entre as
doses guanto entre as marcas, pois o valor p foi de 3,4% e 4,4%, respectivamente. Ja o
valor-p estd muito abaixo do nivel de significancia, rejeitando assim a hipdtese de
igualdade, ou seja, ha variacao entre as marcas e entre as doses para a germinacao dos
grdos no meio AFPA (Dose:p=0,001644; Marca: p = 0,000063).

No momento em que foi feita a obtencdo das amostras para analise, percebeu-se
que algumas empresas apresentavam variacdo da forma de apresentacdo do mesmo
produto, ou seja, uma mesma empresa comercializava grao e farinha de linhaga, tanto
marrom quanto dourada. Entdo houve o interesse em realizar também a anélise de tipos
diferentes de linhaga fabricados por uma mesma empresa. Os resultados podem ser

vistos na Tabela 8.
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Tabela 8 - Analise micoldgica de graos e farinha de linhaca marrom e linhaca dourada, de
uma mesma marca industrializada, mostrando que houve variacéo apenas na germinacao

dos gréos.
Tipos de linhaga DOSE Meios de cultura Grdos Farinha
F G F
Néo-irradiado AFPA 0 40% 0
DRBC 0 100% 0
2,5 kGy AFPA 0 60% 0
Linhaca marrom DRBC 0 90% 0
5,0 kGy AFPA 0 90% 0
DRBC 0 70% 0
10 kGy AFPA 0 20% 0
DRBC 0 50% 0
N&o irradiada AFPA 0 0 0
DRBC 7% 100% 0
2,5kGy AFPA 0 100% 0
Linhaca dourada DRBC 0 90% 0
5,0 kGy AFPA 0 70% 0
DRBC 0 70% 0
10 kGy AFPA 0 0 0
DRBC 0 0 0

Legenda: F: crescimento fungico; G: germinacédo dos graos em meio de cultura.

A contaminacdo fangica em farinha e grdo foi praticamente nula para todas as
amostras, seja irradiada ou ndo, indicando que a empresa estava de acordo com as boas
praticas de fabricacdo e possui controle de qualidade rigido. Apenas uma amostra
(linhaca dourada) apresentou contaminacdo, e ainda assim baixa (7%). Houve
germinacdo dos graos de linhaca marrom em todas as doses, e a reducdo foi de 50% da
amostra controle para a maior dose (10kGy). Ja a linhaca dourada ndo apresentou
germinacdo na maior dose. Ndo houve presenca de fungos aflatoxigénicos em nenhuma
amostra.

Ao realizar o teste ANOVA, a hipdtese de igualdade entre as médias de
germinacdo nao foi rejeitada, a um nivel de 5% de significancia, nos meios de cultura
DRBC e AFPA, entre os fatores marca e dose de radiacdo e suas interacGes. Os

resultados do teste ANOVA podem ser visualizados nas Figuras 19, 20, 21.
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Figura 19 — Resultados do teste ANOVA para as amostras de linhaca industrializada de
uma mesma empresa, comparando germinacao e dose de radia¢do no meio de cultura
DRBC. Dose 1: ndo irradiado; dose 2: 2,5kGy; dose 3: 5kGy; dose 4: 10kGy.
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Ao visualizar a figura 19 é perceptivel que hd uma leve diminuicdo das medias

de germinacdo conforme ha o aumento da dose de radiacdo, mas o valor-p foi de 7%,

indicando que a diferenca entre as doses néo é significativa.

Figura 20 — Resultados do teste ANOVA para as amostras de linha¢a industrializada de
uma mesma empresa, comparando germinacao e dose de radiacdo no meio de cultura
AFPA. Dose 1: ndo irradiado; dose 2: 2,5kGy; dose 3: 5kGy; dose 4: 10kGy.

Efaito

Estatis tica: F(23, 2/=4.7500, p=0.11843

Dose
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A Figura 21 mostra que ndo houve diferenga significativa entre os tipos de linhaca, as
médias de germinacdo foram muito préximas e o valor-p foi de 60%, confirmando a hipétese de

igualdade entre as amostras.

Figura 21 — Resultados do teste ANOVA para as amostras de linhaca industrializada de
uma mesma empresa, comparando germinacao e tipos de linhacga. Tipo 1: linhaga
marrom; tipo 2: linhaca dourada.
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Xu et al (2008) analisaram farinha de linhaca marrom e dourada testando a
atividade fungistatica frente aos fungos Penicillium chrysogenum, Aspergillus flavus,
Fusarium graminearum, e Penicillium sp. Os resultados mostraram que o crescimento
de F. graminearum foi completamente inibido em todas as concentracfes de farinha de
linhaca em meio BDA e a inibi¢cdo dos outros trés microrganismos aumentou com o
aumento das concentracdes de farinha de linhaca, concluindo que a linhaca possui
atividade fungistatica e poderia ser utilizado como um alimento multifuncional.

Rodrigues et al (2012) e Durante (2002) afirmaram que baixas doses de radiacdo
gama ndo influenciam na qualidade dos alimentos e aumenta o tempo de prateleira dos
mesmos, sem provocar aumento significativo na temperatura, no sabor, textura ou

outras propriedades tecnoldgicas e sensoriais importantes.
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Nascimento, Lebncio e Rosa (2011) analisaram 17 amostras de farinha de
linhaca, de 13 marcas diferentes, comercializada em supermercado, mercadinhos e lojas
de produtos naturais da cidade de Natal/RN, verificando que todas apresentaram a
presenca de fungos filamentosos e leveduras, variando entre o valor minimo de 10
UFC/g e méaximo de 2.000x10° UFC/g. Os resultados do presente trabalho se
aproximaram apenas aos valores minimos dos autores citados, provavelmente devido a

uma melhor conservacgdo das amostras nos estabelecimentos comerciais em Recife-PE.

4.1.4 Anélise micoldgica de gergelim

A analise de grdos de gergelim bege, vendidos a granel e industrializado, apds
tratamento com radiacao, resultou em crescimento de fungos aflatoxigénicos apenas nas
amostras que ndo foram irradiadas (88%), pois a menor dose (2,5kGy) foi suficiente
para inibir a presenca desses fungos (a Figura 22 mostra a caracteristica cor alaranjada

no reverso da placa).

Figura 22 - Gergelim bege nédo irradiado em meio de cultura AFPA, mostrando
crescimento de fungos aflatoxigénicos, demonstrado pela colora¢do amarelada nas
colbnias fangicas. A) Frente da placa. B) Reverso da mesma placa.

Fonte: proprio autor

Ocorreu germinacdo das sementes no meio de cultura em todas as doses, com
excegdo apenas de 12,5kGy que inibiu totalmente a germinacdo e a contaminagdo por
fungo. A germinacdo foi de 64% (ndo irradiado), 84% (2,5kGy), 82% (5kGy), 62%
(7,5kGy), 8% (10kGy). A figura 23 mostra a germinacdo dos grdos na superficie do

meio de cultura, dependendo da dose.
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Figura 23 — Gréos de gergelim bege. A) Germinacéo dos gréos de gergelim bege de
amostra ndo irradiada, no meio AFPA. B) Inibic&o da germinacgéo dos graos na dose de
12,5kGy.

Fonte: proprio autor

Esses dados indicam que a viabilidade das sementes para plantio foi conservada,
mesmo sendo submetida a irradiacdo gama, e a0 mesmo tempo a radiacdo inibiu
totalmente os fungos aflatoxigénicos, adequando a qualidade sanitaria dos grdos de
gergelim para alimentagdo humana. E importante frisar que as amostras ndo irradiadas
apresentaram esse nivel de contaminacdo principalmente devido a manipulacdo dos
grdos, pois 0 CEASA/PE é um local de grande circulacdo de pessoas.

Foi realizada também a analise de gréos de gergelim bege e preto e farinha de
gergelim bege de uma mesma marca industrializada, expostas a radiacdo gama. Nao
houve crescimento de fungos em nenhuma amostra, nem mesmo na amostra controle
(ndo irradiada), em nenhuma diluicdo no caso da farinha, e em nenhuma dose indicando
que os trés produtos da empresa tinham 6tima qualidade.

Reddy et al (2011) investigaram o potencial de producdo de aflatoxina Bl
(AFB1) por cinco cepas de Aspergillus flavus, previamente isolados de gréos de sorgo,
em cereais (cevada, milho, arroz, trigo e sorgo), sementes oleaginosas (amendoim e
gergelim) e leguminosas. Os maiores valores de AFB1 foram encontrados em grdos de
arroz e amendoim, e os menores valores foram observados em leguminosas e sementes
de gergelim, portanto todos os grdos alimentares testados foram susceptiveis ao
crescimento de A. flavus e a subsequente produgéo de AFBL.

Mbah e Akueshi (2009) realizaram experimentos com duas espécies de sementes
de gergelim (Sesamum indicum Link, e Sesamum radiatum Schumach) inoculadas com
um fungo de armazenamento (Aspergillus flavus) previamente isolado a partir de

sementes de gergelim. Os resultados mostraram que o S. indicum inoculado com A.
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flavus e incubado durante um periodo de 20 dias mostrou a presencga de aflatoxina B1
estimada em 25 ppb. Enquanto as sementes de S. rediatum inoculadas com o0 mesmo
fungo teste e no mesmo periodo de tempondo apresentou presenca de aflatoxina. Todas
as sementes inoculadas e incubadas durante 10 e 15 dias ndo mostraram presenca de
aflatoxina. Os resultados mostram o perigo de consumir sementes infestadas de
gergelim, que aparentemente estdo sem infestacdo por A. flavus para um observador
casual.

Faria, Ukan e Sousa (2010) avaliaram o efeito de sementes de gergelim
(Sesamum indicum) no desenvolvimento in vitro do fungo simbionte de formigas do
género Acromyrmex spp. As sementes de gergelim inibiram o crescimento do fungo
basidiomiceto cultivado por formigas. As sementes de gergelim podem ser carregadas
para dentro dos formigueiros e, caso exercam acdo fungicida, poderiam ser utilizadas
como iscas formicidas naturais.

A radiacdo mostrou ser um método eficaz na conservagdo de graos e farinhas,
separadamente ou na forma de multimistura, mas os locais que possuem equipamentos
que utilizam radiacdo gama para tratamento de alimentos ainda sdo muito restritos,
localizando-se principalmente no Estado de S&o Paulo. Como essas empresas Sdo
utilizadas principalmente para irradiacdo de produtos para exportacdo, seria interessante
que fosse construido um tipo de irradiador de pequeno porte, acessivel
economicamente, para que pequenos empresarios tivessem acesso a essa tecnologia, ou
que as empresas de irradiacdo de alimentos fossem mais bem distribuida pelas regifes

do Brasil.

4.2 Analise do efeito da irradiacdo na composi¢do nutricional do mix de cereais

O experimento deu-se por meio de 9 unidades experimentais de mix de cereais.
Investigou-se 9 marcas (M1 a M9), cada marca foi subdividida em 3 partes, e em cada
parte foi aplicado um tratamento com radiacdo gama (dose 1:ndo irradiado; dose 2:
2,5kGy; e dose 3: 5,0kGy), resultando assim em 9 amostras para cada marca, gerando o
total de amostras igual a 81.

Para 0 grupo que ndo recebeu radiacdo (grupo controle), na tabela 9 verifica-se

que as medidas de tendéncia central de cada variavel nutricional estdo bastante
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proximas, ou seja, as variaveis tém médias proximas das suas respectivas medianas;

também é possivel verificar que ndo ha grande variabilidade nas variaveis.

Tabela 9 - Analise da média, mediana e desvio-padrdo da composic¢éo nutricional de
amostras de mix de cereal na dose 1 (ndo irradiada).

Dose 1 — Nao irradiado

VARIAVEL
Média Mediana Min Max DP

Carboidrato 59,3250 56,6851 50,0111 81,5583 9,37532
Proteina 19,5182 22,3125 5,6340 24,9051 6,28147
Lipidio 10,4916 11,0934 0,9160 15,1734 4,11330
Atividade de Agua 0,5478 0,5467 0,3958 0,6359 0,05427
Cinza 3,5523 3,6433 11,6165 4,6645 0,97264
Umidade 7,1268 6,5256  4,0887 10,4353 1,97732

Legenda: DP:desvio-padréo

Para 0 grupo que recebeu 2,5kGy de radiacdo (tabela 10), verifica-se que 0s
padrdes em relagdo a dose 1 foram mantidos, e as medidas de tendéncia central seguem
proximas; entretanto, houve um aumento na variabilidade, especialmente para a variavel
umidade.

Tabela 10 - Analise da média, mediana e desvio-padrdo da composicdo nutricional de
amostras de mix de cereal na dose 2 (2,5kGY).

Dose 2 - 2,5kGy
Média Mediana Min Max DP
Carboidrato 57,1781 57,3227 47,7976 76,8692  8,124193
Proteina 20,3236 22,2059 5,4905 26,1168 6,136024

VARIAVEL

Lipidio 9,7144 9,8678 1,3556 14,8724  3,781814

Atividade de Agua 0,5468 0,5504 0,4412 0,6200 0,041030
Cinza 3,3628 3,3579 1,5725 4,6237  0,900461

Umidade 9,6592 7,9595  4,4222 17,0302 4,333921

Legenda: DP-desvio-padrdo
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Para o grupo que recebeu 5,0kGy de radiacdo, verifica-se que as medidas de
tendéncia central de cada varidvel nutricional estdo bastante proximas e também é

possivel verificar que ndo ha grande variabilidade nas varidveis (Tabela 11).

Tabela 11 - Anélise da média, mediana e desvio-padrao da composicdo nutricional de
amostras de mix de cereal na dose 3 (5 kGy).

Dose 3 — 5kGy
Média Mediana Min Max DP
Carboidrato 59,8693 57,1294 48,9007 81,7004 9,501216
Proteina 19,6982 22,8969 5,6620 26,5574  6,553002

VARIAVEL

Lipidio 9,3060 9,4898 0,9985 14,3417 3,374211

Atividade de Agua 0,5401 0,5541 0,3809 0,6214  0,058309
Cinza 3,4373 3,5010 1,6316 4,7297  0,895808

Umidade 7,7056 8,2207  4,9982 9,8938  1,491226

Legenda: DP: desvio-padrédo

Comparando as médias nutricionais das amostras por variaveis e projetando seus
respectivos resultados para cada dose de radiacdo, verifica-se que ha pouca variacdo
entre as doses, seguindo a tendéncia representada pelas tabelas (Figura 24). Entretanto
realizou-se um teste de comparacdo de médias para verificar a significancia estatistica

dessa afirmacéo.

Figura 24 - Comparacdo geral entre doses de radiacdo e composi¢ao nutricional das
amostras de mix de cereais. Dose 1: ndo irradiado; dose 2: 2,5kGy; dose 3: 5kGy.
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Seguindo com os resultados das estatisticas descritivas, houve interesse em testar
a hipdtese para verificar se ha diferenca entre as médias e medianas dos grupos em
relacdo as doses de radiacdo aplicadas (ndo irradiado, 2,5kGy e 5,0 kGy), assim a
hipotese geral testada foi:

e Hjy— Aradiagio ndo altera os valores nutricionais dos mix de cereais.
e H;— Aradiacéo altera os valores nutricionais dos mix de cereais.

O primeiro passo foi verificar se ha relagcGes entre as variaveis nutricionais,
utilizando o coeficiente de Pearson, que examinou que todas as variaveis estdo
correlacionadas, a um nivel de significancia de 5%, exceto a variavel atividade de agua
que esté relacionada apenas com a varidvel cinza.Dessa forma foi realizada a analise
paramétrica com enfoque multivariado.

A analise de variancia multivariada (MANOVA) verificou que ndo ha
evidéncias suficientes que levem a crer que, a um nivel de significancia de 5%, possa
rejeitar a hipdtese que ndo ha alteracéo entre as médias das variaveis nutricionais devido
a exposicdo a radiacdo gama, nas doses 2,5 e 5 kGy, com excec¢do da variavel umidade
(Tabela 12). Em outras palavras, ndo existe diferenca entre as médias das doses de

radiacdo para cada variavel, exceto a variavel umidade.

Tabela 12 - Analise de Variancia Multipla (MANOVA) das amostras de mix de cereais,
comparando as médias da composicéo nutricional e destacando que a variavel umidade
esta diferente dos demais.

Variavel Teste Valor-p
Carboidrato 0,596181  0,553646
Proteina 0,105860  0,899691
Lipidio 0,661151  0,519320
Atividade de Agua  0,175923  0,839015
Cinza 0,288404  0,750255
Umidade* 5,680696  0,004998

A variavel umidade tem uma assimetria em torno da média e contém outliers
(observacdes discrepantes). Visto isso, foram buscadas evidéncias que apoiassem o
resultado da MANOVA atraveés do teste de homogeneidade de variancia de Levene, que
a um nivel de significancia de 0,0005% rejeitou a hipotese que a variancia da umidade é
igual a populacdo. Assim, a estimativa do teste da MANOVA para essa variavel

umidade ndo pode ser levada a risca, pois os dados ndo sdo normais e ndo se pode
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relacionar a mudanca entre as médias das doses de radiacdo como fator que poderia ser
relevante para a explicacdo do fendmeno. Mesmo assim, apenas com os resultados da
MANOVA néo ha informacéo em qual dose existe diferenca entre as médias na variavel
umidade.

Os testes de Tukey e Fisher verificaram que a dose 2 de radiacdo (2,5 kGy)
possuia média superior aos demais, a um nivel de significancia de 5%, e seus
respectivos resultados dos valores-p foram de 0,04 e 0,015. A figura 25 apresenta as
médias das varidveis nutricionais para cada dose de radiacdo e seus respectivos

intervalos de confianca.

Figura 25 — Comparacao das médias das variaveis nutricionais de acordo com cada dose
de radiacdo (dose 1:ndo irradiado; dose 2:2,5ky; dose 3:5,0kGy). Observe que a umidade é
a Unica que esta diferente das demais.
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O resultado das diferencas entre as médias da dose de radiacdo para a variavel
umidade ndo deve ser rigoroso, pois por meio do teste de Levene a variacdo dos grupos
é diferente entre si, e isso implica que o resultado da MANOVA ndo é tdo confiavel.
Utilizando o grafico de dispersdo, verificou-se que a variavel umidade tem presenca de
dados discrepantes e isso provavelmente foi decorrente de alguma interferéncia durante
a experimentacdo, devido a variacdo da temperatura da estufa, por exemplo. Por isso, é

possivel que a variacdo entre as doses de radiagdo para a variavel umidade seja de fato
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diferente, alterando suas respectivas médias. Assim, as médias ndo foram alteradas pela
radiacgéo.

Através do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis verificou-se que as
medianas das variaveis nutricionais ndo sofreram alteracdo a medida que se aplicou a
radiacdo gama, considerando um nivel de significancia de 5%, ou seja, ndo houve
significancia estatistica que evidencia modificacdo entre as medianas dos grupos de

doses de radiagdo para cada variavel (Tabela 13).

Tabela 13 - Resultado do Teste de Kruskal-Wallis para o mix de cereais, comparando 0s
valores da composi¢do nutricional.

Variavel Teste Valor-p
Carboidrato 1,148079 0,5632
Proteina 0,358073 0,8361
Lipidio 3,314758  0,1906
Atividade de Agua  0,008565  0,9957
Cinza 1,646224  0,4391
Umidade 3,852506 0,1457

Dessa forma, ndo ha evidéncias estatisticas que levem a crer que a aplicacdo da
radiagdo gama na dose de 2,5kGy e 5,0kGy modifiquem os valores nutricionais dos mix
de cereais a um nivel de 95% de confianca.

Analisando cada amostra de acordo com o nutriente, é possivel visualizar e

comparar 0s dados observando os gréaficos nas figuras 26 a 31.

Figura 26 - Média e mediana do teor de cinzas (em g/100g) das amostras de mix de cereais
analisadas.
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A amostra M2 foi a que apresentou os menores valores de cinzas, ja a amostra
M8 teve mais que o dobro do mesmo teor, sendo a amostra com a maior quantidade de
residuo mineral fixo.

Valores maiores de cinzas podem ser um indicativo de teores significativos de
Ca, P, Fe e Mg, como também, indicam contamina¢do por material estranho ao produto

ocasionado por falhas em algumas etapas do processamento (SOUZA et al, 2008).

Figura 27 - Média e mediana do teor de umidade (g/100g) das amostras de mix de cereais
analisadas.
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A amostra M2 e M3 apresentaram 0s maiores valores de umidade, ja a mostra
M9 foi a que teve menor taxa de umidade.

A avaliacdo do teor de umidade da farinha tem grande importancia, em razao da
sua influéncia na vida de prateleira de alimentos, ja que niveis maiores que 13% podem
proporcionar crescimento microbiano e deterioracdo em curto tempo. Dessa forma,
baixos percentuais de umidade sdo favoraveis a uma maior estabilidade e vida-de-
prateleira do produto (SOUZA et al, 2008).

Segundo Molins (2001), hd uma tendéncia para reducdo do conteudo de agua
com o aumento da dose, e pode ser justificado pela proporcionalidade da radidlise das
moléculas de 4gua com a duracdo e a dose da radiacdo. De acordo com Park et al.
(2007), ocorre ligeiro aquecimento durante o processo de radiacdo, de modo que o
prolongamento do tratamento certamente aumentaria a taxa de evaporacdo da agua

contida na amostra.
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Figura 28 - Média e mediana do valor de Atividade de Agua das amostras de mix de
cereais analisadas.
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A atividade de agua (Aa) das amostras analisadas foi, em média, abaixo de 0,6,
sendo consideradas na categoria de alimentos de baixa umidade. Foi o Unico
componente em que as amostras demonstraram resultados proximos.

Os valores de Aa variam de 0 a 1 e considera-se o valor de 0,6 como limitante
para a multiplicacdo de qualquer micro-organismo. As bactérias exigem atividade de
agua mais alta que os fungos, e os fungos deteriorantes podem se multiplicar em Aa de
até 0,8 (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Os fungos xerofilicos sdo capazes de crescer
em atividade de agua abaixo de 0,85, como 0s géneros Penicillium, Aspergillus e
Eurotium (SILVA et al, 2007).

Figura 29 - Média e mediana do valor de carboidratos (g/100g) das amostras de mix de
cereais analisadas.
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A amostra M2, além de apresentar o menor valor de cinzas, também apresentou
0s menores valores de proteinas (Figura 30) e menores valores de lipidios (Figura 31),
comportando-se totalmente diferente das outras amostras. Como a anélise do teor de
carboidratos foi realizado por diferenca, isso explica os maiores valores de M2 para
carboidratos (Figura 29).

Figura 30 — Média e mediana do teor de proteinas (g/100g) obtidas das amostras de mix de
cereais.
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Figura 31 - Média e mediana do teor de lipidios (g/100g) nas amostras de mix de cereais.
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A amostra M5 foi a que apresentou os maiores teores de proteinas (figura 30) e

lipidios (figura 31).

4.3 Analise de rotulagem das amostras do mix de cereais

Na Tabela 14 estdo as formas de apresentacdo comercial das amostras de mix de

cereais e as descri¢des informadas no rotulo de cada produto analisado. Observou-se a

variabilidade de termos utilizados como nome comercial e de ingredientes utilizados na

composicao dos produtos e informados na embalagem dos mesmos e tem a funcdo de

facilitar a visualizag&o das ndo-conformidades.

Tabela 14 — Caracteristicas das amostras de mix de cereais de acordo com a apresentacao

comercial.

Amostras Nome_ Apresentagdo comercial (tipo Local de fabricagdo
comercial de venda e de embalagem)
M1 Mix de farelos A granel/ plastico transparente N&o informado.
N - L N&o informado; s6 possui
v T ST CNeD queos Camoim
& P g Grande-PB
M3 Fagnha} Sfca A granel/ plastico transparente Né&o informado
arriga
M4 Mix de_fanr_1has Industrializado/ plastico N0 informado.
funcionais transparente/200g
M5 Mlstyra Industrializado/plastico fosco/ Abreu e Lima-PE
Premium 250g
M6 Mix de farelos Industrializado/plastico Jaboatdo dos Guararapes-PE
transparente/300g
M7 Mix de cereais A granel/ plastico transparente N&o informado.
M8 Farmha.l S,?m A granel/ plastico transparente Camaragibe-PE
barriga
“Seca Barriga”, -
M9 mix de farinhas Industrializado/ embalagem Delmiro Gouveia-AL

termogénicas

metalizada/250g

O quadro 1 tem a func¢do de facilitar a visualizacdo dos componentes informados

na embalagem das amostras de mix de cereais para comparagdo entre elas. Apenas as

amostras M5 e M6 informam que possuem glaten, e apenas a amostra M5 possui

conservante.
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Quadro 1 — Descricéo dos ingredientes informados na embalagem das amostras de mix de
cereais (M1 a M9).

Amostras
ML | M2 | M3 | M4 | M5 | M6 | M7 | M8 | M9
Né&o informado X X
Gluaten X X
conservante X
aglicar mascavo X
ameixa X X X
amora X X
aveia em flocos X X X
banana verde X X X X
berinjela
cacau em po X X
cenoura
cha de hibiscos
cha de oliveira
cha verde
chia
clorofila
colageno X X
extrato de soja X X
feijdo branco X X X X
fibra de trigo X
gelatina sem sabor X X X X
gengibre X X
gergelim integral X X X X
germén de trigo
girassol X
gojiberry X X
guarand em po X
laranja X X X
leite de soja X
levedura de cerveja X X X
limédo X
linhaga dourada X
linhaga marrom X X X X
maca X X
mamao X
maracuja X X X X
milho X
Minerais: Ca, Cu, Fe, F, X
P, I, Mg, Mn, Se, Zn
psyllium X X
quinoa em flocos. X X
soja preta X
tomate X
trigo (farinha) X X
trigo (gérmen) X
uva X X X X
Vitaminas: A, Bl1, B2, X
B6, B12, C, D, E, K.

Componentes

x
x
x
x

XX [X|X|X

XX [X|X|[X[X

x

X

X

XX | X[ X
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Borre, Galvéo e Azeredo (2014) ja haviam verificado que os fabricantes de mix
de cereais usam diferentes quantidades dos ingredientes na formulagdo do produto,
ocasionando grande variabilidade entre as marcas, ndo havendo, portanto, padronizagé&o.
Esse fato também foi observado no presente estudo, quando foi feita a comparacéo entre

0s componentes informados nos rétulos das amostras.

As amostras industrializadas adquiridas para analise de rotulagem foram obtidas

em embalagens lacradas. Os tipos de embalagem podem ser observados na figura 32.

Figura 32 — Tipos de embalagens encontradas nas amostras de mix de cereais
industrializadas. A) embalagem pléastica transparente; B) embalagem metalizada; C)
embalagem pléstica fosca.

As amostras vendidas a granel estavam conservadas no local de venda
geralmente em frascos de plastico com tampa, e eram manipuladas pelo vendedor, que
ndo usava luvas nem mascara e utilizava uma pa ou um copo descartavel que ficava
dentro do frasco (Figura 33). Esse comportamento foi observado para a maioria das

amostras vendidas a granel.
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Figura 33 — Manipulagéo do alimento vendido a granel pelo vendedor, mostrando a néo
utilizacdo de luvas no momento da venda e modo de conservagao em recipiente pléstico.

Fonte: Préprio autor

Das amostras a granel analisadas, na amostra M1 a vendedora tinha a lista de
componentes escrita a médo e nao informava onde foi produzido; a vendedora da amostra
M3 informou que 0s componentes eram provavelmente iguais a amostra industrializada
M2, pois eram do mesmo fabricante, mas ndo havia lista dos ingredientes disponivel no
local de comercializacdo do produto, ocorrendo 0 mesmo para a amostra. Ja a amostra
M8 havia uma cépia da embalagem original contendo todos os ingredientes, exposta

junto ao recipiente de onde o vendedor retirava as porgoes.

Mesmo sendo uma venda a granel, é importante que o consumidor saiba quais
componentes estdo presentes no mix de cereais, pois pode ter a presenca de
componentes que desencadeiem uma reacdo alérgica ou pode conter gluten, prejudicial

para pessoas que possuem intolerancia ao glaten ou doenca celiaca.

A doenca celiaca (DC), ou enteropatia sensivel ao gluten, é caracterizada por
uma combinacdo de 4 fatores: suscetibilidade genética, exposicdo ao glaten, fator
ambiental desencadeante e resposta autoimune. O gliten consiste na fracdo peptidica
especifica de proteinas (prolaminas) presente no trigo (glutenina e gliadina), centeio
(secalina) e cevada (hordeina), e séo resistentes a digestdo completa por enzimas do

trato gastrointestinal. Esses peptideos afetam o epitélio do intestino delgado de
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individuos com doenca celiaca, causando resposta inflamatdria e achatamento das
vilosidades intestinais. Na sensibilidade ao glaten, os individuos possuem sintomas
inespecificos, sem a resposta imune da DC ou danos intestinais; na Intolerancia ao
glaten os individuos apresentam sintomas e podem ou ndo ter DC. Sintomas: nauseas,
cdlicas abdominais ou diarreia ap0s a ingestdo de glaten (MAHAN; ESCOTT-STUMP;
RAYMOND, 2012).

Esta na Lei Federal n°® 8.543, de 23 de dezembro de 1992, no Art. 1°: “Todos 0s
alimentos industrializados que contenham glaten, como trigo, aveia, cevada, malte e
centeio e/ou seus derivados, deverdo conter, obrigatoriamente, adverténcia indicando
essa composicdo, que deve ser impressa nos rotulos e embalagens dos produtos

industrializados em caracteres com destaque, nitidos e de facil leitura” (BRASIL, 1992).

A Lei Federal n° 10.674 de 16 de maio de 2003 determina que todos o0s
alimentos industrializados devem conter em seu rétulo e bula, obrigatoriamente, as
inscrigdes "contém Gldten™ ou "ndo contém Glaten", conforme o caso, como medida

preventiva e de controle da doenca celiaca (BRASIL, 2003).

O Artigo 6° do Codigo de Defesa do Consumidor € bem claro quanto aos
direitos basicos do consumidor: “I - A protecdo da vida, salde e seguranca contra 0s
riscos provocados por praticas no fornecimento de produtos e servigcos considerados
perigosos ou nocivos; Il - A educacdo e divulgacdo sobre o consumo adequado dos
produtos e servicos, assegurando a liberdade de escolha; 11l - A informacdo adequada e
clara sobre os diferentes produtos e servicos com especificacdo correta de quantidade,
caracteristicas, composicdo, qualidade e preco, bem como sobre o0s riscos que

apresentem; IV - A protecdo contra a publicidade enganosa e abusiva (BRASIL, 1990).

Em relacdo as amostras industrializadas, rotuladas e embaladas, foram
observadas algumas inconsisténcias em relacdo as seguintes resolucdes da ANVISA:
RDC 259 (BRASIL, 2002) e RDC 360 (BRASIL, 2003).

A RDC n° 259/2002 estabelece que os alimentos embalados ndo devem ser
descritos ou apresentar rétulo que utilize: vocabulos, sinais, denominacdes, etc. que
possam tornar a informacdo falsa, incorreta, insuficiente, ou que possa induzir o
consumidor a equivoco, erro, confusdo ou engano, em relacdo a verdadeira natureza,
composicdo, procedéncia, tipo, qualidade, quantidade, validade, rendimento ou forma

de uso do alimento; atribua efeitos ou propriedades que ndo possuam ou ndo possam ser
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demonstradas; ressalte qualidades sobre reais ou supostas propriedades terapéuticas que
alguns componentes ou ingredientes tenham ou possam ter. E obrigatdrio apresentar:
denominacdo de venda do alimento, lista de ingredientes, contetdos liquidos, origem,
nome ou razao social e endereco do importador (no caso de alimentos importados), lote,
prazo de validade, instrucdes sobre o preparo e uso do alimento (BRASIL, 2002).

De acordo com a RDC n° 360/2003 da ANVISA, é obrigatorio declarar no rétulo
as seguintes informagBes nutricionais: valor energético, carboidratos, proteinas,
gorduras saturadas, gorduras trans, fibra alimentar e sodio, medida caseira da porcéao
informada na tabela nutricional, utilizando utensilios domésticos como colher, Xxicara,
etc., além da informacdo nutricional complementar relativa a declaracdo facultativa de
propriedades nutricionais (BRASIL, 2003).

As instrugdes sobre o preparo e uso do alimento, quando necessario, devem
constar no rotulo e ndo devem ser ambiguas nem dar margem a falsas interpretagdes,
para garantir a correta utilizacdo do alimento pelo consumidor. Além disso, as
informacbes devem ter um contraste de cores que assegure sua correta visibilidade
(ALMEIDA-MURADIAN; PENTEADO, 2015).

Ao analisar atentamente os rétulos das amostras industrializadas foi observado o

seguinte:

o M2: Informa a Isencdo de registro (ANVISA/2010), modo de usar (1
colher de sopa meia hora antes das refeicdes em suco ou agua; ndo substituir refeicGes
pela farinha; beber bastante agua); “Beneficios” (suas fibras provocam sensagdo de
saciedade; contribui para diminuicdo do colesterol LDL; ajuda a retardar o
envelhecimento; ajuda a regular o intestino; ativa a circulacdo); ndo contém tabela com
valores diarios de referéncia informando valor energético, proteinas, etc.; ndo contém

endereco do fabricante nem niimero de atendimento ao consumidor.

o M4: Informa a isencdo de registro (ndo cita a fonte); modo de usar (“1
colher de sopa antes das refeicBes, suco ou agua; ndo substituir as refeicGes e sim
associa-la; inclua na preparagdo de paes, bolos e doces”); tabela com valores diarios de
referéncia (valor energético, carboidrato, proteinas, gorduras, fibra alimentar, s6dio);
ndo contém endereco do fabricante e nimero de atendimento ao consumidor (s6 contém

nome fantasia e CNPJ).
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o M5: Informa a Isencdo de registro (ANVISA/2010); modo de usar
(consumir 3 colheres de sopa ao dia); tabela com valores diérios de referéncia (valor
energético, carboidrato, proteinas, gorduras, fibra, sédio, ferro, célcio); contém endereco

do fabricante e niUmero de atendimento ao consumidor.

. M6: Informa a Isencdo de registro (no Ministério da Saude); modo de
usar (“consumir 3 colheres de sopa em 300ml de leite desnatado, ou combinar com
sucos, iogurtes, frutas, vitaminas, acai, etc.”); tabela com valores diarios de referéncia
(valor energético, carboidrato, proteinas, gorduras totais, gorduras saturadas, gorduras
trans, fibra, sédio, colesterol); contém endereco do fabricante e nimero de atendimento

ao consumidor.

. M9: Nao informa isengdo de registro; modo de usar (“1 colher de sopa
em 1 copo de agua, leite desnatado ou suco de frutas natural; consumir até 3 vezes ao
dia, de preferéncia meia hora antes das refei¢Ges; ingerir bastante agua ao longo do
dia”); tabela com valores diarios de referéncia (valor energético, carboidrato, proteinas,
gorduras totais, gorduras saturadas, gorduras trans, colesterol, fibra, sodio, ferro, célcio,

magneésio); contém endereco do fabricante e nimero de atendimento ao consumidor.

De todas as amostras industrializadas deste trabalho, apenas a amostra M2 nao
continha a tabela nutricional na embalagem. A tabela nutricional da amostra M9 é quase

ilegivel, em letras muito pequenas.

A amostra M6 tem um diferencial em relacdo as outras marcas: informa no
rotulo o nutricionista responsavel; além disso, que o produto ndo contém guarana do
amazonas, nao tem adicdo de acgucar, e apds aberto conservar em ambiente refrigerado e

consumir em até 30 dias.

As amostras com maior nimero de ingredientes foram M2 (22) e M9 (21).
Mesmo com uma quantidade grande, a amostra M9 esta entre as que tiveram menor
contaminacdo fangica. As amostras que informavam que continham gluten foram a M5

e M6, e realmente tinham trigo em sua lista de ingredientes.

Nas amostras M2 e M4 ndo havia endereco do produtor e nem telefone de SAC
(Servico de Atendimento ao Consumidor); além disso, o tipo de rotulo utilizado na
amostra M4 dificultava a leitura de algumas informacGes importantes (cor escura ao
fundo e cor da letra amarela, um pouco borrada, prejudicando a visualizacao e leitura do

texto com letras menores). Portanto, se 0 consumidor se sentir lesado por ingerir um
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produto destas marcas ou tiver dividas, a quem vai recorrer? Como garantir a qualidade
do produto que esta sendo consumido se ndo se conhece o produtor nem o local de

origem para fazer alguma reclamacgéo?

A isencdo de registro pela ANVISA (BRASIL, 2010), que esta presente na
embalagem das amostras, indica que o alimento foi considerado na categoria “produtos
de cereais, amidos, farinhas e farelos”. A partir do momento em que o produto ¢
considerado na categoria “alimentos com alegagdes de propriedade funcional e ou de
saude”, passa a ser obrigatorio o registro do mesmo na ANVISA. Por isso, a embalagem
da amostra M2 pode ser considerada irregular, pois informa certos beneficios, como
“contribuicao para diminui¢do do colesterol LDL”, que nao ¢ permitido, de acordo com

BRASIL (2011).

Borre, Galvdo e Azeredo (2014) avaliaram a qualidade nutricional, rotulagem,
composicao fisica e higiénico-sanitaria de 10 marcas de “Ra¢do Humana” disponiveis
no mercado em Niter0i-RJ. Todas as marcas apresentaram informagdes nutricionais
incorretas relacionadas a rotulagem e/ou composicdo quimica, e qualidade
comprometida segundo aspectos fisicos. Assim, todas as amostras estavam improprias
para 0 consumo, além de ndo apresentarem informacgdes nutricionais e de rotulagem

fidedignas.

As amostras M2, M3, M8 e M9 possuiam a denominacdo de “Alimento
Termogénico” ou “Seca Barriga”. Um dos vendedores informou que era um produto
muito procurado pra pessoas que faziam regime e que era mais completo que o0 mix de
cereais.

Os termogénicos sdo substancias usadas por praticantes de atividade fisica que
visam manter o metabolismo acelerado para uma maior queima calérica ao longo do dia
e consequente perda de peso. Seus compostos geralmente causam uma elevacdo da
pressdo arterial, portanto, aqueles que sofrem problemas cardiacos ndo devem consumir,
ou entdo devem procurar médico ou nutricionista antes do uso. O trabalho de Braga
(2014) constatou que existe uma maior procura pelos termogénicos por parte do grupo
do sexo feminino em 66,67% das lojas.

Os alimentos termogénicos sdo aqueles que apresentam um maior nivel de
dificuldade em ser digeridos pelo organismo, fazendo com que esse consuma maior
quantidade de energia e caloria para realizar a digestdo, pois induzem o metabolismo a

trabalhar com ritmo acelerado, gastando assim mais calorias. Devem ser consumidos
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comacompanhamento de nutricionistas, ndo deve ser consumido de forma exagerada e
nem a noite, pois pode prejudicar o sono ou provocar sintomas como dor de cabeca,
tontura, insdnia e problemas gastrointestinais. Hipertensos e individuos com problemas
cardiacos devem ter cuidados aumentados, pois alguns desses alimentos fazem o
coracdo trabalhar mais rapido (BENITES et al, 2010).

Para manter o metabolismo, é necessaria a combinagdo de carboidratos de gréos
e proteinas, pois isso reduz o consumo do musculo que pode ocorrer durante a perda de
peso. Fibras dietéticas também podem aumentar o efeito termogénico, pois consumir
mais fibras e gréos inteiros ajuda o corpo a produzir mais energia durante a digestao.
Outra vantagem das fibras € ajudar o alimento a se mover pelo trato digestivo,
reduzindo o tempo que levaria para a gordura ser absorvida, além de aumentar o tempo
de saciedade (JONES, 2012).

Todos os grupos de alimentos devem compor a dieta diaria. Alimentagéo
saudavel pressupde que nenhum alimento especifico, ou grupo deles isoladamente, é
suficiente para fornecer todos o0s nutrientes necessarios para uma boa nutricdo e
manutencdo da saude. Até as dietas para perda ou manutencdo do peso corporal que
exigem reducdo energética devem atender ao padrdo alimentar e nutricional considerado

adequado, devendo ser orientado por nutricionista ou medico (BRASIL, 2006).
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5 CONCLUSOES

As doses 2,5kGy e 5kGy foram eficientes para conservacdo das amostras, seja
grdo ou farinha, prevenindo o crescimento flngico, principalmente de fungos
aflatoxigénicos, mantendo viaveis 0s graos, ja que conseguem germinar mesmo apos 0
tratamento com radiagdo gama, quando em ambiente favoravel. A dose de 5kGy foi
considerada a dose 6tima, pois nenhum fungo foi encontrado a partir desse valor.

A amostra de mix de cereal mais contaminada por fungos foi a amostra a granel
M3 (1,2x10*UFC/g), mas a que apresentou maior variedade de fungos foi a amostra a
granel M8 (Aspergillus sp., Penicillium, sp., levedura, Trichoderma sp.). Foi observado
que 75% das amostras a granel e 80% das industrializadas de mix de cereais foram
positivos para fungos aflatoxigénicos.

Os testes estatisticos comprovaram que a composi¢ao nutricional do mix de
cereais ndo foi afetada pela radiag&o.

Das amostras industrializadas de mix de cereais, a amostra M2 foi a que
apresentou mais irregularidades de rotulagem, indo contra a RDC n°360/2003 (auséncia
de tabela nutricional) e RDC n°259/2002 (atribuicdo de efeitos ou propriedades que ndo
possuem), além de ndo informar endereco e telefone do produtor. Com relagdo as
amostras a granel, apenas 25% informavam local de producéo, exposto no local de
venda e apenas uma amostra informava a lista de ingredientes, deixando o consumidor
muito vulneravel.

Gergelim so teve contaminacdo fangica nas amostras controles (ndo irradiadas);
aveia e linhaca tinham pouca ou nenhuma contaminacao.

A sugestdo é padronizar a lista de ingredientes do mix de cereais, regularizar a
rotulagem junto as empresas, fiscalizando se esta conforme a legislacdo, e orientar 0s
consumidores a comprar mix de cereais apenas em embalagem lacrada, pois a venda a

granel facilita a contaminacéo por fungos devido a manipulacdo e/ou ma conservacao.
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Tabela 1 — Médias e medianas das analises de composic¢éo nutricional das amostras de mix

de cereais submetidas a irradiacdo (médias em g/100g)

|

Carboidrato M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9

Média 54,87427 80,20560 61,01491 66,03153 49,79199 56,10019 54,46999 50,77636 59,43889

Mediana 56,61783 81,36095 61,07981 66,26166 49,39921 56,88186 54,84276 50,76085 58,64772
| Proteina |

Média 23,19248 5,73263 16,59844 12,85129 25,29096 22,60973 24,39408 24,57279 21,14782

Mediana 23,01443 5,69474 16,41928 12,62358 26,10707 22,72838 24,77399 24,58894 21,07911

Lipidio

Média 8,43634  1,30086  8,83899 10,24589 13,75517 10,95913 10,42721 13,88783 10,29337

Mediana 8,44497  1,37525 8,75691 10,52500 14,08352 9,94155 10,19751 13,73994 11,19330

Atiyidade

de Agua

Média 0,54302 0,53703 0,55124 0,56226 0,55549 0,58269 0,61387 0,53128 0,42711

Mediana 0,54210 0,53750 0,54670 0,55750 0,55510 0,58780 0,61080 0,53430 0,42820
| Cinza |

Média 3,84915 1,62544 2,35531 3,31764 3,46509 4,05453  3,46573 4,58517  4,33919

Mediana 3,71516  1,61955 2,34930 3,26436  3,49764  4,02007 3,47618 4,62368  4,43371
| Umidade |

Média 10,35632 11,54229 11,51643 7,54555 7,80144 6,27642  7,24299  6,17784  4,78072

Mediana 8,29341 10,42318 10,30567 8,12590 7,97191 6,47833 7,08873 6,13121 4,7319%4
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APENDICE B

Tabela 1 — ANOVA das amostras de aveia irradiada

G.L SS MS F Valor-p
Intercepto 0 - - - -
Dose p 1,1667  0,5833 4,20 0,072338
Amostra 2 06667  0,3333 2,40 0171468
Origem 0 - - - -
Erro 6 08333  0,1389 - -
TOTAL 1 2,6667 - - -

Tabela 2 — ANOVA dos gréos de linhaca industrializados em relacdo ao crescimento dos
fungos em DRBC.

G.L. SS MS F Valor-p

Intercepto 1 936,021 936,0214 13,37112 0,001007

Nivel 4 972,857 243,2143  3,47433 0,019508

Linhaca 1 402,193 402,1929 5,74535 0,023199
Erro 29 2030,093 70,0032 - -
TOTAL 34 3405,143 - - -

Tabela 3 — ANOVA dos gréos de linhaca industrializados em rela¢do ao crescimento no

meio AFPA
G.L. SS MS F Valor-p
Intercepto 1 27,7714 27,77143 8,419355 0,007018
Nivel 4 73,5429 18,38571 5,573925 0,001871
Linhaca 1 27,7714 27,77143 8,419355 0,007018
Erro 29 95,6571 3,29852 - -
TOTAL 34 196,9714 - - -

Tabela 4 — ANOVA dos gréos de linhaga a granel em relagdo a germinacéo das amostras

G.L. SS MS F Valor-p
Intercepto 1 1,927210 1,927210 156,1759 0,000236
Nivel 4 0,197840 0,049460  4,0081 0,103690
Linhaca 1 0,299290 0,299290 24,2536 0,007902
Erro 4 0,049360 0,012340 - -

TOTAL 9 0,546490 - - -
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Tabela 5 — ANOVA de linhaga industrializada estocada por 6 meses no DRBC

G.L SS MsS F Valor-p
Intercepto 1 364,1008 364,1008 368,5024 0,000001
Dose 2 12,3517 6,1758 6,2505 0,034109
Marca 3 14,9092 49697 50298 0,044651
Erro 6 5,9283 0,9881
TOTAL 1 33,1892

Tabela 6 — ANOVA de linhaga industrializada estocada por 6 meses no AFPA

G.L SS MS F Valor-p
Intercepto 1 1228800 1228800 1161,0/1 0,000000
Dose 2 4,7450 23725 22417 0001644
Marca 3 19,9800 6,6600 62,929 0,000063
Erro 6 0,6350 0,1058 -
TOTAL 1" 25,3600 - B




