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INFLUENCIA DA RADIACAO GAMA QUANTO NA
COMPOSICAO NUTRICIONAL E CONTAMINACAO POR
Aspergillus AFLATOXIGENICOS EM AMENDOIM.

Autora: Laury Francis Costa
Orientadora: Profa. Dra. Edvane Borges da Silva
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RESUMO

Os cuidados no armazenamento de alimentos, como controle de umidade e temperatura,
auxiliam na prevencdo das doencas flngicas nas sementes do amendoim. O
desenvolvimento de fungos filamentosos em alimentos e racGes pode resultar na
producdo de toxinas, conhecidas como micotoxinas, provocando resposta toxica mesmo
quando ingeridos em baixa concentracdo. A radiagéo ionizante pode ser utilizada como
método preventivo de seguranca alimentar, promovendo a inibicdo de brotamentos,
retardo na maturacdo, reducdo da carga microbiana, eliminacdo de microorganismos
patogénicos, esterilizacdo, desinfeccdo em grdos, cereais, frutas e especiarias. Este
trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da radiagdo gama na composi¢do
nutricional e inibicdo do crescimento de Aspergillus aflatoxigénicos em amostras de
amendoim. Foram coletadas amostras diretamente do produtor (Petrolandia-PE) e da
Central de Abastecimento de PE (CEASA) e em seguida embaladas dentro/fora da
vagem e submetidas a irradiacdo por bomba de cobalto-60 nas doses de 0, 6, 9, 12 e 15
kGy, em triplicatas. O material foi dividido em duas partes: a) para realizar a analise
nutricional do material irradiado e nédo irradiado; e b) para a analise fungica, antes e
apos a irradiacdo. Os resultados mostraram que as amostras originadas da CEASA-PE
apresentaram as maiores taxas de contaminagdo, ndo apenas com amendoim n&o
submetido a irradiagdo, como também para aquelas amostras submetidas as doses de 6,
9 e 12 kGy. A dose de 15 kGy foi a mais eficiente no controle do Aspergillus
aflatoxigénicos, para ambas as procedéncias, conseguindo eliminar a acdo dos fungos,
independentemente dos tratamentos utilizados. Apenas uma amostra ndo irradiada,
originada da CEASA-PE, apresentou producdo positiva de aflatoxinas em meio LCA.

Né&o ocorreram diferengas nos valores dos parametros nutricionais observados, com o



aumento da dose de radiacdo a que as amostras foram submetidas. A irradiacdo
mostrou-se um processo eficaz para conservacdo de amendoins, pois previne o
crescimento de fungos, principalmente Aspergillus aflatoxigénicos, evitando também a
presenca da aflatoxina no alimento, tornando-o mais seguro para consumo, sem

provocar alteracdes na composi¢do nutricional do amendoim.

Palavras-chaves: amendoim, Aspergillus aflatoxigénicos, aflatoxina, composicao
nutricional
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ABSTRACT

Care in food storage, such as temperature and humidity control, assist in the prevention
of fungal diseases in peanut seeds. The development of filamentous fungi in food and
feed can result in the production of toxins known as mycotoxins, causing a toxic
response, even when ingested in low concentrations. lonizing radiation can be used as a
preventive method of food security, promoting the inhibition of sprouting, delayed
maturation, reduced microbial load, elimination of pathogenic microorganisms,
sterilization, disinfection in grains, cereals, fruits and spices. This study aimed to
evaluate the effects of gamma radiation on the nutritional composition and growth
inhibition of aflatoxigenic Aspergillus in samples of peanuts. Samples were collected
directly from the producer (Petrolandia-PE) and from Central de Abastecimento de
Pernambuco (CEASA) and then packed inside / outside of the pod and subjected to
irradiation by cobalt-60 pump at doses of 0, 6, 9, 12 and 15 kGy, in triplicate. The
material was divided into two parts: a) to conduct a nutritional analysis of non-irradiated
and irradiated material, and b) for fungal analysis, before and after irradiation. The
results showed that the samples originated from the CEASA-PE had the highest rates of
contamination with peanut, not only subjected to irradiation, but also for those samples
subjected to doses of 6, 9 and 12 kGy. The dose of 15 kGy was the most efficient in
controlling aflatoxigenic Aspergillus, for both the localities, since managed to eliminate
the action of fungi, regardless of treatments. Only one non-irradiated sample, originated
from the CEASA-PE, showed positive production of aflatoxins in LCA. There were no
differences in nutritional values of the parameters observed with increasing dose of

radiation to which the samples were submitted. Irradiation proved to be an effective



conservation of peanuts, because it prevents the growth of fungi, particularly
Aspergillus aflatoxigenic, also avoiding the presence of aflatoxin in food, making it safe

for consumption, without changing the nutritional composition of peanuts.

Keywords: peanut, aflatoxigenic Aspergillus, aflatoxin, nutritional composition
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1 INTRODUCAO

O amendoim é uma leguminosa origindria das Américas Central e do Sul,
cultivado nas regides de clima tropical, subtropical e temperado quente, bastante
importante na alimentacdo de humanos e de gado bovino. E uma das principais
oleaginosas cultivadas no Brasil. Tal fato deve-se as suas caracteristicas, como
prolificidade, elevada produtividade de forragem, altos teores de proteina bruta e
digestibilidade, excelente palatabilidade, adaptabilidade a uma ampla diversidade de
ambientes, resisténcia ao pastejo intenso aliada a Otima competitividade quando
associado com gramineas (MORAES, 2006, NASCIMENTO, 2006).

Na agroeconomia do Nordeste brasileiro, 0 amendoim tem se destacado por ser
de facil manejo, ciclo curto e preco atraente no mercado, além de constituir fonte
adicional e agregadora de renda em razdo das varias formas de produtos que podem ser
processados, e que incentivam a agroindustria regional (SANTOS et al, 2006).

Apesar de todas as caracteristicas atraentes que estimulam o seu cultivo, o
amendoim, tal como outras leguminosas e demais vegetais, esta sujeito a diversos
processos de biodegradacdo durante seu plantio, colheita, transporte e armazenamento.
Buscando minimizar as perdas de varios tipos de alimentos, empregam-se diferentes
processos de conservacdo, como: desidratacdo, salga, defumacdo, liofilizacéo,
conservacdo em atmosfera controlada, esterilizacdo, pasteurizacdo e o uso da radiacédo
gama (MORAES, 2006; PRADO et al, 2008).

A irradiacdo de alimentos é um método preventivo de seguranca alimentar e
consiste em um processo onde o alimento ja embalado ou a granel é submetido a uma
quantidade controlada de radiacdo visando a inibicdo de brotamentos, retardo na
maturacdo, reducdo da carga microbiana, eliminacdo de microorganismos patogénicos,
esterilizacdo, desinfeccdo em grdos, cereais, frutas e especiarias (ROCHA e SOUSA,

2007).

A esterilizacdo utilizando a radiagdo proporciona uma dieta livre de agentes
patolégicos presentes na superficie ou no interior dos alimentos devido a ma

higienizacdo ou processo natural de decomposicdo (ROCHA e SOUSA, 2007).
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Pesquisas realizadas em diferentes paises e condi¢fes indicam que o consumo de
alimentos irradiados ndo apresenta efeitos nocivos desde que esse tratamento seja
realizado dentro de limites e condigdes controladas, estipulados pela legislagéo. A
composicdo quimica dos alimentos pode ser afetada pelos efeitos priméarios ou
secundarios da radiacdo. Portanto, a irradiacdo deve ser considerada um complemento
as boas praticas de higiene e ndo um substituto (ORDONES, 2005; FORSYTHE,2002).

Devido ao armazenamento inadequado de produtos vegetais, ainda ocorrem
perdas de 20 a 80% da producdo total. Os cuidados no armazenamento, com relagao,
principalmente, ao controle da umidade e temperatura, auxiliam na prevencao das

doengas fingicas nas sementes do amendoim, tanto para o consumo “in natura” quanto

para produtos industrializados (NOBREGA e SUASSUNA, 2004).

O desenvolvimento de fungos filamentosos em alimentos e racdes pode resultar
na producdo de toxinas, conhecidas como micotoxinas, as quais provocam resposta
toxica em vertebrados quando ingeridos em baixa concentracdo. Dentre as micotoxinas,
pode-se citar o grupo denominado de aflatoxinas. A exposicdo do ser humano as
aflatoxinas pode ocorrer por via respiratoria, durante a colheita, trilha, ensacamento,
limpeza, armazenamento e processamento de grdos contaminados (NOBREGA e
SUASSUNA, 2004).

A presenca de teores elevados de aflatoxinas em amendoim e seus derivados
representam sérios problemas para o Brasil. A remocdo de micotoxinas pode ser obtida
utilizando-se métodos fisicos, quimicos ou bioldgicos e as estratégias fundamentam-se
na inativacdo quimica ou fisica da toxina. Entre os métodos fisicos, pode-se citar o uso
da radiacdo gama (TAHA et al, 2001).

O presente trabalho objetivou avaliar a agdo da radiacdo gama na composi¢do
nutricional e na inibicdo do crescimento fungico em amendoim, analisando a dose que
permita aumentar o tempo de prateleira sem que ocorram alteragdes significativas em
sua composi¢do nutricional. Assim, foram considerados 0s seguintes objetivos
especificos: avaliar os efeitos das doses de radiagdo gama empregadas e determinar as
suas influéncias na composicao nutricional do amendoim; avaliar a influéncia das doses
na inibicdo da contaminacdo do amendoim com/sem vagem por Aspergillus
aflatoxigénicos; verificar a dose minima que permita inibir o crescimento fungico e, ao

mesmo tempo, sem comprometer a composi¢do nutricional do amendoim.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Uso da Radiagéo lonizante na conservagéo de alimentos

A descoberta da radiacdo foi um fato bastante importante para a ciéncia, mas
apenas quando os pesquisadores foram capazes de produzi-la artificialmente é que a
valorizacdo e aplicabilidade aumentaram. Assim, a energia nuclear passou a ser
utilizada na geracdo de energia elétrica, medicina, inddstria, agricultura e pesquisa
(CARDOSO, 2002).

Radiacao é uma forma de energia emitida por uma fonte e que se propaga de um
ponto a outro sob a forma de particulas, com ou sem carga elétrica, ou ainda sob a
forma de ondas eletromagnéticas. A radiagdo é ionizante quando possui energia
suficiente para retirar um dos elétrons orbitais de &tomos neutros, transformando-os em
um par de ions (OKUNO, 2010).

A irradiacdo é o processo de aplicacdo desta energia a um material, tal como o0s
alimentos, com a finalidade de esteriliza-los ou preserva-los com a inativacdo de

microrganismos, parasitas, insetos e outras pragas (POLIZEL, 2006).

Quando se trata de conservacdo de alimentos, é preciso pensar em trés
caracteristicas: fisicas (cor, odor, textura, sabor), quimicas (composicao de carboidratos,
proteinas, lipideos etc.) e microbiologicas (presenca de microrganismos ou de suas
toxinas que podem causar doencas de ordem alimentar aos consumidores). Porém,
durante a irradiagdo, assim como em todo processo de conservagdo, podem existir

alteracdes de ordem nutricional e sensorial (POLIZEL, 2006).

A irradiacdo de alimentos é realizada com o intuito de assegurar a qualidade,
tanto do ponto de vista de satde publica como para reduzir perdas consideraveis devido
a infestagdes, agregando tambeém valor para o caso das exportacdes (FORSYTHE,
2002).

O processo de irradiagdo em condigdes controladas ndo faz com que os
alimentos, ou qualquer outro material, tornem-se radioativos. Este processo tem sido
bem valorizado devido a sua capacidade de destruir microrganismos patogénicos e

deteriorantes, eliminar insetos e retardar 0 processo germinativo em produtos vegetais,
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reduzindo as perdas causadas por deterioracdo e aumentando a seguranca e tempo de
vida util. InterpretacGes erréneas dos consumidores, que freqlientemente acham dificil
avaliar os beneficios dessa técnica de processamento, e a falta de informagdes tém
limitado o uso desta tecnologia (ORNELLAS et al, 2006; LEAL et al, 2004).

A legislacdo brasileira segue as recomendacdes internacionais sugeridas pela
Food and Agriculture Organization (FAO), Internatinal Atomic Energy Agengy (IAEA)
e Codex Alimentarium, da ONU. Atualmente, todas as normas para 0 emprego desta
tecnologia estdo descritas na Resolucdo RDC n° 21 da ANVISA, segundo a qual,
qualquer alimento pode ser irradiado desde que sejam observados os limites minimos e
maximos da dosagem aplicada, sendo que a dose minima deve ser suficiente para
alcancar a finalidade pretendida e a maxima tem que ser inferior aquela que
comprometeria as propriedades funcionais e/ou atributos sensoriais do alimento
(ORNELLAS et al, 2006; PRADO et al, 2006).

A irradiacdo de alimentos consiste no processo em que o material ja embalado
ou a granel é submetido a uma quantidade controlada de radiacdo ionizante, como 0s
raios gama, obtido de fontes radioativas como cobalto-60, durante um periodo
especifico de tempo, visando a inibicdo de brotamentos, retardo na maturacéo, reducédo
da carga microbiana, eliminacdo de microorganismos patogénicos, esterilizacao,
desinfeccdo em gréos, cereais, frutas e especiarias. O processo pode ser subdividido em
trés categorias classificadas de acordo com a quantidade de radiacdo aplicada:
radurizacdo, radicidacdo ou radiopasteurizacdo e radapertizacdo (ROCHA e SOUSA,
2007).

Radurizacdo é um processo pelo qual o alimento é submetido a doses baixas de
radiacdo (<1 kGy) e é aplicado para inibir brotamento em cebolas, batatas e alhos,
retardar a maturacdo de deterioracdo em frutas e hortalicas, além de agir contra insetos

que infestam cereais e leguminosas (ORDONES, 2005).

Radicidacdo ou Radiopasteurizacdo € o tratamento do alimento com uma dose
intermediaria (1 kGy — 10 kGy), suficiente para ocorrer a redugdo no surgimento de
bactérias e fungos presentes na superficie ou no interior de alimentos (ORDONES,
2005).
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Radapertizacdo consiste na aplicacdo de uma dose mais alta de radiacdo (>10
kGy) que permite a destruicdo de microrganismos contaminantes de alimentos, e é
utilizado na conservacédo de carnes, alimentos preparados e outros produtos (ROCHA e
SOUSA, 2007). A tabela 1 apresenta alguns exemplos de alimentos, suas respectivas

doses e efeitos.

Tabela 1: Efeitos da radiacdo em alguns alimentos de acordo com a dose utilizada.

TIPOS DE ALIMENTOS DOSE (kGy) EFEITO
CARNE, FRANGO, PEIXE, 20a70 Esterilizacdo. Os produtos tratados
MARISCO, ALGUNS podem ser armazenados
VEGETAIS, ALIMENTOS (~temperatura ambiente)
PREPARADOS
ESPECIARIAS E OUTROS 8a30 Reduz o nimero de microrganismos
TEMPEROS e destroi insetos. Substitui produtos
quimicos.
CARNE, FRANGO, PEIXE 1al0 Retarda a deterioracdo. Mata alguns

tipos de bactérias patogénicas
(Salmonelas).

MORANGOS E OUTRAS la4 Aumenta o tempo de prateleira,
FRUTAS retarda o aparecimento de mofo.
GRAOS, FRUTAS E 0lal Mata insetos ou evita sua
VEGETAIS reproducdo. Pode substituir

parcialmente os fumigantes.

BANANAS, ABACATE, 0,25a0,35 Retarda a maturacéo
MANGA, MAMAO E
OUTRAS FRUTAS NAO

CITRICAS
CARNE DE PORCO 0,08 20,15 Inativa a Trichinela
BATATA, CEBOLA, ALHO 0,05a0,15 Inibe o brotamento.

Fonte: ROCHA & SOUSA, 2007.
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2.2 O amendoim

O género Arachis é uma leguminosa nativa da Argentina, Bolivia, Paraguai,
Uruguai e Brasil (NASCIMENTO, 2006)

O amendoim é uma planta dicotiled6nia, pertencente a familia Leguminosae,
subfamilia Papilionoideae e ao género Arachis. E anual, herbacea, pubescente, de porte
ereto ou rasteiro, suas flores sdo aéreas mas seus frutos sdo subterraneos. O tempo de
florescimento ocorre de 3-4 semanas apds emergéncia do solo. O periodo de frutificacdo
dura de 40-50 dias, onde ocorre o desenvolvimento dos frutos e de maturacéo,
evoluindo até a colheita. A vagem madura apresenta manchas escuras internamente,
como pode ser visto na Figura 1 (ATAYDE, 2009).

Figura 1: A esquerda, amendoim com a vagem aberta, mostrando as diferentes
guantidades de sementes (Fonte: wwuw.revistapesquisa.fapesp.br). A direita, a flor do
amendoinzeiro.

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é cultivado em mais de 90 paises desde as
latitudes de 40° N a 40° S, ocupando posi¢do de destaque entre as mais importantes
culturas de interesse econémico, ja que € largamente utilizado na alimentacdo humana e
na inddstria de produtos alimenticios e farmacéuticos. Este interesse é devido a
variedade de produtos que oferece, dentre os quais se destacam 0s grdos para consumo

"in natura" e o0 6leo que € um dos seus principais derivados (SILVA, 1997).


http://www.revistapesquisa.fapesp.br/
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Figura 2: Amendoinzeiro com as folhas, flores e frutos.

O amendoim destaca-se dentre as leguminosas oleaginosas e é cultivado nas
regides de clima tropical, subtropical e temperado quente. O ciclo desta planta varia de
90 a 115 dias, para as variedades precoces, e de 120 a 140 dias, para as variedades
tardias e desenvolve-se bem em ambientes com temperaturas entre 22°C e 28°C.
(ASSUNCAO et al, 2008)

No Brasil, 88,6% da producdo nacional de amendoim vem da regido Sudeste
(83,2% em Séao Paulo); 8,3% do total é produzido na regido Sul; e apenas 2,9% na
regido Nordeste (FAGUNDES, 2002).

O 6leo de amendoim é uma alternativa promissora para a obtencdo de biodiesel,
principalmente pela rota da transesterificagdo conduzida na presenca de catalisadores
basicos, pois bons rendimentos em biodiesel sdo obtidos, mesmo com o emprego de
6leo bruto. A semente seca de amendoim contém cerca de 50% de Gleo, apresentando
em sua composicao cerca de 50-60% de acido oléico, 18-30% de &acido linoléico e 6-
12% do &cido palmitico (MENEGHETTI et al, 2007).

Devido ao seu rico valor nutricional, 0 amendoim ainda contribui para suprir as
necessidades protéicas de consumidores, pois contém cerca de 30% de proteina em suas
sementes e 50% de proteina no residuo proveniente da extracdo do 6leo. A grande
importancia para os centros industriais e de consumo estd no fato de suas sementes
originarem produtos como o Oleo e a farinha, ambos de largo aproveitamento na

alimentacdo humana, ou subprodutos como sabdes, sabonetes, cremes emolientes,
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farelos e tortas, utilizados nas industrias de cosméticos ou de racdes (FREIRE et al,
1997).

O amendoim é uma rica fonte de proteina e 6leo de origem vegetal, contendo 0s
grdos aproximadamente 20-25% de proteina de alta qualidade, 6-8% de agua, 10-16%
de carboidratos, 3-4% de fibras, 45% de 0leo e 1-2% de minerais. O 0leo do amendoim
¢ composto por uma série de acidos graxos, com maior propor¢do dos &cidos
insaturados oléicos (51%) e linoléicos (28%). Além disso, apresenta vitaminas A, Bl e
B2, D, encontradas em propor¢oes consideraveis no amendoim cru; e também vitamina

E, encontrada em maior concentracao no 6leo do amendoim (PITTA, 2008).

Os solos ideais para o plantio de amendoim sdo de textura franca, de média
fertilidade, com matéria organica igual ou superior a 3%, bem drenado, pH em torno de
6,0-6,5, tolerando condicdes de ma drenagem e encharcamento temporario. Adapta-se a
solos acidos (pH 5,0), de alta toxidade de aluminio (75%) e pobres em nutrientes. Suas
sementes crescem e desenvolvem-se abaixo da superficie do solo (geotropismo)
(NASCIMENTO, 2006).

O amendoim pode ser cultivado em diversos tipos de solo, principalmente
arenosos, que sdo mais leves e profundos, facilitando a entrada do espordo que formara
o fruto, ja que um solo bem arejado, permitindo boa drenagem de agua, € o ideal para o
cultivo do amendoim. A temperatura ideal para germinacéo das sementes fica entre 23 e
24°C, porém entre 30-34°C o processo de germinacdo pode ser acelerado (ATAYDE,
2009).

Aproximadamente, 75% da producdo de amendoim no Brasil esta concentrada
no Estado de Sdo Paulo. Essa producdo advém quase totalmente de areas de reforma de
canaviais, nos quais 0 amendoim € a principal cultura utilizada na rota¢cdo com a cana-
de-acucar; outra utilizacdo é a rotacdo com pastagens, integrando lavoura-pecuaria, com
0 objetivo de reforma de areas degradadas, mas com condicdes de solo favoraveis sem
necessidade de preparo previo (CRUSCIO et al, 2007).

Ja no Nordeste brasileiro, o amendoim é cultivado por pequenos e médios
produtores, com baixo nivel tecnoldgico e para o consumo in natura; além disso, as
vagens e 0s ramos sdo usados para ra¢do animal ou incorporagdo no solo como adubo
organico (NOBREGA e SUASSUNA, 2004).
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2.3 Contaminacdo alimentar por micotoxinas

Diferentemente das bactérias, os fungos ndo produzem endotoxinas. Alguns
sintetizam exotoxinas (SPICER, 2002). As micotoxinas compreendem um conjunto
complexo de substancias tdxicas, naturalmente produzidas por fungos, diferenciando-se
das toxinas bacterianas por ndo terem natureza proteica nem serem imunogénicas, e

podem contaminar grande variedade de alimentos (C1B, 2004).

Segundo Pitt (2000), o desenvolvimento de fungos filamentosos em alimentos e
racGes pode resultar na producdo de toxinas, conhecidas como micotoxinas, as quais

provocam resposta toxica em vertebrados quando ingeridos em baixa concentragéo.

A contaminac¢do dos alimentos depende muito das condi¢des climaticas, pois nos
anos chuvosos até 80% da producdo pode ser infectada com tais toxinas, obrigando as
empresas que utilizam essa matéria-prima a importar amendoim de outros paises. No
Brasil, o plantio de grdos resistentes a insetos poderia evitar o desenvolvimento das
aflatoxinas, ja que os insetos acabam perfurando o alimento, facilitando a entrada de

microrganismos degradadores (CIB, 2004).

H& cinco grupos de micotoxinas que ocorrem com bastante frequéncia em
alimentos: deoxinivalenol/ nivalenol, zearalenona, ocratoxina, fumosinas, e aflatoxinas
(CTA, 1997). Na Tabela 2 sdo apresentados 0s cinco grupos de micotoxinas e seus

principais produtores, de acordo com o alimento.
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Tabela 2: Micotoxinas em grdos e sementes de diversas culturas.

Micotoxinas Produto Fungos
Deoxinivalenol/ Trigo,milho, cevada Fusarium gramineum
nivalenol F. culmorum

F. crookwellense
Zearalenona Milho e trigo F. graminearum
F. culmorum

F. rookwellense

Ocratoxina A Cevada, trigo e outros Aspergillus ochraceus
produtos Penicillium verrucosum
Fumosina B1 Milho Fusarium moniliforme e
varias  espécies  menos
comuns

AflatoxinaBle B2  Milho, amendoim e Aspergillus flavus
outros produtos

B1, B2, G1, G2 Milho, amendoim Aspergillus parasiticus
Fonte: CTA, 1997

2.3.1. Aflatoxinas

Aflatoxinas sdo metabdlitos fungicos secundarios produzidos por algumas
linhagens das espécies Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e, mais raramente,
Aspergillus nomius, e se desenvolvem favoravelmente em ambientes com uma umidade
relativa do ar de 85% e temperatura ambiente de 27°C (VIEIRA e MARTINS, 2001;
EINLOFT et al, 2009; NEVES, 2009 ).

A exposicao as aflatoxinas pode causar efeitos que variam com a espécie animal,
o tempo de exposic¢do, a dose, a dieta, o0 estado nutricional, o género e a idade. Ingestdo
de alimentos com baixos teores destas micotoxinas, mas por tempo prolongado pode
levar a uma producéo de carcinomas hepaticos; porém, a ingestdo de alimentos com alto
grau de contamina¢do em pouco tempo pode produzir efeitos agudos hepatotdxicos

(necrose e degeneracdo lipidica), sendo chamado de aflatoxicose. Ao cair na circulagdo
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sistémica, as aflatoxinas sdo distribuidas para o organismo ligadas a componentes

sanguineos, como proteinas e eritrocitos plasmaticos (ROCHA et al, 2008)

As aflatoxinas apresentam potencial carcinogénico e imunossupressor. O figado
€ 0 0Orgdo alvo para esses compostos, pois alem de induzir o cancer no figado, também
podem ocasionar outros efeitos como: cirrose hepéatica e diminuicdo da resisténcia
imunologica, propiciando surtos de hepatites virais tipo B, estando também associada a
Sindrome de Reye, febre, convulsdes, vomito, coma, etc. (MALLMANN et al, 2003).

A aflatoxina B; é a micotoxina de maior prevaléncia e também a de maior

N = =y =

fatores 1l e VII da coagulacdo sangliinea, imunodepresséo, lesdes agudas e crénicas nos
hepatocitos podendo levar a cancer hepatico (MALLMANN et al, 2003).

A presenca de fungos produtores de aflatoxinas no amendoim € dificil de ser
evitada, pois o fungo esta distribuido em toda a cadeia produtora do amendoim e seus
derivados. Assim, a contaminacao dos alimentos pode ocorrer no campo, antes e apos a
colheita, e durante o transporte e armazenamento do produto (CALDAS et al, 2002). A
exposicdo do ser humano as aflatoxinas pode ocorrer por via respiratéria, durante a
colheita, trilha, ensacamento, limpeza, armazenamento, processamento e transporte de
gréos contaminados (NOBREGA e SUASSUNA, 2004).

A presenca de micotoxinas em grdos e outros produtos alimenticios podem
prejudicar a saude de humanos e de outros animais. Em condi¢Ges de armazenamento, o
objetivo da monitoracdo é detectar a ocorréncia de fungos, pois caso ndo sejam
detectados, entdo ndo havera contaminagdo por micotoxinas. Varios paises
desenvolvidos estipularam limites para a quantidade de micotoxinas nos produtos
importados, impedindo assim a entrada de alimentos que extrapolarem os valores
estabelecidos (CTA, 1997).

A Resolugdo MERCOSUL n° 56/94, internacionalizada pelo Ministério da
Saude, Resolucédo da Diretoria Colegiada (RDC 274) da ANVISA, de 15 de outubro de
2002, determina que o amendoim, o milho e os derivados de tais alimentos ndo podem
ter micotoxinas em quantidade superior a 20 ppb , ou seja, 0 nivel maximo permitido é
de 20 pg/Kg para a soma das aflatoxinas B1+G1+B2+G2. Se o resultado da analise for
superior a 20 pg/kg de aflatoxinas totais, o lote seré rejeitado. (ANVISA, 2002).
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Alimentos altamente susceptiveis a contaminacdo por aflatoxinas, como
amendoim e milho, fazem parte da dieta alimentar de uma parcela significativa da
populacdo, constituindo uma importante fonte de proteinas. Levando isso em
consideracdo, a busca por estratégias e métodos que previnam e desintoxiquem
alimentos e racGes tém sido necessarias para evitar perdas econdmicas e garantir a
seguranca dos produtos (TAHA et al, 2001).

A ingestdo da aflatoxina por animais produtores de leite ndo apenas reduz a
producdo, como também transfere de 1 a 3% da toxina ingerida para o leite e, assim,
passa para os derivados do leite. O efeito € mais danoso em animais estressados,
subnutridos e em estado de convalescenca (MIDORIKAWA, 2009).

Foi demonstrado por Zovico et al (1999) que os niveis de aflatoxinas sdo
maiores nos graos imaturos, enrugados, mofados, descoloridos, sem pele ou quebrados
de amendoim. Um dos métodos fisicos mais utilizados consiste na separacdo dos graos
contaminados dos grdos sadios utilizando equipamentos de selecdo eletrdnica pela cor,
seguida ou ndo por selecdo manual. Este método visual ndo deve ser considerado o
ideal, pois o grdo pode ter boa aparéncia e ja estar contaminado com a toxina, ou ter
influéncia visual humana quando feito manualmente, ficando submetido a erros de

interpretacdo.

Um estudo feito na Argentina (LOPEZ et al, 2002), fez a determinacdo de
aflatoxina B1 por cromatografia liquida de alto rendimento no soro de 20 pacientes
voluntarios com enfermidades hepéticas. Apenas em um dos pacientes foi detectada a
presenca da aflatoxina B1, com concentracdo de 0.47ng/cm® o qual ndo vivia perto de
silos, nem tinha hébitos que o levassem a ter contato com ambiente arriscado. Esse
resultado mostra o quanto é dificil identificar a aflatoxina no soro de pacientes, mesmo

com doencas hepaticas. Portanto, a prevencdo ainda é a melhor solucéo.

S0 necessarias quantidades consideraveis de aflatoxinas para realizagdo de
estudos referentes as caracteristicas quimicas, a degradacdo de produtos e ao efeito de
doses baixas e altas em animais. Existe instabilidade na sintese de aflatoxinas “in vitro”
por A. flavus e A.parasiticus isolados em laboratdrios. Essa instabilidade dificulta a
quantificacdo e a documentagdo das espécies incidentes. Os fungos micotoxigénicos

crescem em varios substratos, porém nem todos sdo apropriados a producédo de toxinas.
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N&o ha método efetivo para prevenir a contaminacdo de sementes com aflatoxina e a

descontaminacao ¢ ineficiente e antieconémica (BIZZETTO et al ,1997).

Metodologias foram desenvolvidas baseando-se na fluorescéncia do
microrganismo, como o meio agar-coco (CAM-Coconut Agar Medium) e APA
(Aflatoxin Producing Ability) para distinguir Aspergillus aflatoxigénicos. Analises
quimicas, como cromatografia delgada, (TLC), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e ELISA podem ser adotadas para a deteccdo da producédo de toxina pelo fungo
e na quantificacdo das toxinas presentes nos produtos (BIZZETTO et al,1997).
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3 METODOLOGIA

3.1 Coleta e separacdo das amostras

Os amendoins utilizados foram obtidos de duas procedéncias: a) cedidas por um
pequeno agricultor da cidade de Petrolandia, localizado no sertdo de Pernambuco; b)
amostras originadas do Estado de S&o Paulo e adquiridos na CEASA de Recife-PE

(Centro de Abastecimento Alimentar de Pernambuco), no més de julho de 2010.

Os amendoins foram adquiridos dentro das vagens e, em seguida, a metade do
grdos foi retirada das mesmas, foram embalados em filme de PVC e devidamente
identificados com etiquetas, onde constava: procedéncia, dose, presenca ou auséncia de
tratamento com hipoclorito de sddio e numero da repeticdo. Todas as analises foram em

triplicata.

O material de cada procedéncia foi dividido em duas partes: a primeira, com
cinco pacotes com 200 grdos para realizar a composic¢ao nutricional; e a segunda parte,
com cerca de 5 pacotes de amendoins com vagens e 5 pacotes de amendoins sem
vagens, para a analise fangica. A figura 3 mostra os amendoins acondicionados em

embalagem de PVC.

Figura 3: Amendoins com vagem (A) e sem vagem (B), embalados e identificados para
irradiacao.
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3.2 Procedimentos experimentais

3.2.1 Processo de irradiagdo

As amostras embaladas foram submetidas a irradiagdo em bomba de cobalto-60,
fonte Gammacell ®°Co (modelo 220 Excel-MDS Nordion), no Departamento de Energia
Nuclear-UFPE, utilizando as doses de 0 (controle), 6, 9, 12 e 15 kGy, nos dias 19 e 22
de novembro de 2010.

3.2.2 Anélise de Aspergillus aflatoxigénicos

Para a analise de contaminacdo por fungos, as amostras foram separadas em
triplicata, com e sem vagem, com e sem desinfestacdo por hipoclorito de sédio a 0,4%,
para cada dose e procedéncia da amostra. Estas analises foram realizadas no
Laboratdrio de Microbiologia e Imunologia do Centro Académico de Vitéria-UFPE.

Para cada dose foram analisados 30 grdos. O procedimento consistiu na
distribuicdo de 10 grdos em cada placa de Petri, de tamanho 150x15mm, em meio de
cultura DRBC (Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol) acrescido de amoxicilina
sodica cristalina (500mg/L de meio), permitindo apenas o crescimento fungico dos

amendoins.

A desinfeccdo de uma parte dos grdos foi feita utilizando hipoclorito de sédio, a
0,4%, durante 2 minutos, antes do plaqueamento em meio DRBC. As placas foram
incubadas a temperatura ambiente por 5 a 7 dias, e em seguida foi avaliada a taxa de
infeccdo dos grdos por Aspergillus aflatoxigénicos. A Tabela 3 mostra o organograma

utilizado para a identificacdo e distribuicdo dos graos nas placas.
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Organograma: Esquema de distribuicdo do amendoim para a anélise fungica em meio de
cultura DRBC.

DOSE  PROCEDENCIA VAGEM  TRATAMENTOCOM  REPETICOES
(KGy) HIPOCLORITO DE
SODIO (0,4%)

0 SEM 3
6 SEM COM 3
9 Petrolandia

12 COM SEM 3
15 COM 3
0 SEM 3
6 SEM COM 3
9 CEASA

12 COM SEM 3
15 COM 3

Apbs o periodo de uma semana, a partir do crescimento fangico presente nos
gréos no meio DRBC, foi realizado o repique para os meios de cultura CYA (Czapeck
Yeast Agar) e BDA (Batata Dextrose Agar) para isolamento dos fungos encontrados.

Os fungos Aspergillus aflatoxigénicos isolados no meio BDA foram repicados
para 0 meio de cultura LCA (Agar Leite de Coco) para observacdo da producdo de
fluorescéncia referente as aflatoxinas B ou G (Blue e Green em inglés,
respectivamente). A leitura das placas para evidenciar a producdo de aflatoxinas em

LCA foi realizada com lampada de ultravioleta a 365nm.

Apds 7 meses, as amostras de amendoins com vagem e sem vagem, que estavam
embaladas e armazenadas em local seco durante todo esse tempo, e que ndo haviam
sido distribuidas em meio de cultura DRBC, foram distribuidas no meio de cultura

AFPA (Agar Aspergillus flavus e parasiticus). Para essa analise, ndo se utilizou o



30

tratamento com hipoclorito, pois 0 meio é especifico para o crescimento de Aspergillus
aflatoxigénicos. Para cada dose de radiacdo, 30 amendoins (10 grdos para cada placa)
foram plaqueados em meio de cultura AFPA, e levados para incubagdo a 25°C por 5a 7
dias, respeitando o mesmo esquema de distribuicdo dos grdos em meio DRBC (Tabela

3). Afigura 4 ilustra a organizacao das placas na bancada para a incubacéo.

Figura 4: Distribuicdo dos amendoins nos meios de cultura: (A). DRBC; (B). AFPA.

O método DRBC, apesar do tempo de incubacgdo de cinco a sete dias, permite
melhor visualizacdo dos fungos provenientes de alimentos devido as seguintes
caracteristicas: Rosa de Bengala, que restringe o didmetro das coldnias de fungos,
permitindo que col6nias com crescimento lento também se desenvolvam; pH reduzido,
que inibe a dispersdo dos fungos; Dicloran, que auxilia na reducdo do diametro das
colénias e Cloranfenicol, antibiotico que inibe o crescimento de bactérias (LAZARETTI
et al, 2000).

AFPA é um meio de cultura recomendado para a rapida deteccdo e contagem
destas duas espécies de Aspergillus (A. parasiticus e A. flavus), que sdo potenciais
produtores de aflatoxinas. Este meio de cultura mostra as seguintes vantagens sobre
outros meios: producdo melhorada de cor no reverso da placa devido & concentracéo de
citrato férrico e a adicdo de extrato de levedura (as colbnias de A. parasiticus e A. flavus
desenvolvem uma intensa coloracdo amarelo/laranja no reverso das col6nias e ¢ uma
caracteristica diferencial destas espécies), taxa de crescimento melhorada de A. flavus
devido ao equilibrio de peptona e extrato de levedura, além de inibicdo melhorada de



31

bactérias e fungos de crescimento rapido devido a mistura de dicloran e cloranfenicol
(FLUKA ANALYTICAL, 2003).

3.2.3 Analise da Composic¢ao nutricional

Para a composic¢ao nutricional do amendoim, foram necessarios cerca de 100g
do material para cada dose empregada e a amostra controle (ndo-irradiada). Foram
analisados os teores de proteina, lipideos, carboidratos, minerais, umidade e o valor
caldrico total. A metodologia de cada teste foi baseada no protocolo do Instituto Adolfo
Lutz (2005), com excecdo apenas do teor de carboidratos e Valor Calérico Total, que
foram feitos por célculo. Os procedimentos foram realizados no Laboratério de
Experimentacdo e Analises de Alimentos (LEAAL) do Departamento de Nutricdo da

Universidade Federal de Pernambuco-UFPE. Os métodos analiticos foram os seguintes:

3.2.3.1 Proteinas Totais

A determinagdo das proteinas totais foi realizada utilizando-se o método Kjeldahl
baseado na digestdo acida da matéria organica seguido da destilacdo, sendo o nitrogénio
posteriormente dosado por titulagdo. O valor em nitrogénio serd multiplicado pelo fator
6,25 (A.O.A.C, 2000; método 992.15).

3.2.3.2 Fracdo lipidica

A fracdo lipidica foi obtida pelo metodo de extracdo de fluxo intermitente,
utilizando-se éter etilico como solvente sob refluxo, em aparelho de Soxhlet, o qual
pode ser visto na figura 5 (A.0.A.C,2000; método 963.15).
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Figura 5: Aparelho de Soxhlet utilizado para fazer a extracdo da fracdo lipidica.
(Fonte: www.quirumed.com)

3.2.3.3 Teor de 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
(A.0.A.C,2000; método 985.14 ).

3.2.3.4 Residuo Mineral Fixo ( Cinzas)

Para a obtencdo do residuo mineral fixo (cinzas) foi utilizado o método gravimétrico,
baseado na determinacdo da perda de peso das amostras submetidas a incineracdo a 550
°C (A.0.A.C,2000; método 923.03).

3.2.3.5 Carboidratos Totais

Os glicidios foram obtidos por diferenca, através do somatorio das determinacGes de

umidade, proteina, extrato etéreo e cinzas, subtraidos de 100.
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3.2.3.6 Valor caldrico total (VCT)

O valor caldrico total é obtido pelo célculo envolvendo os valores obtidos de proteinas,

lipidios e carboidratos, a partir da expresséo abaixo:

VCT=(Px4)+(Lx9)+(Cx4)

Onde: P= proteinas totais, L = teor lipidico e C= carboidratos. Ja que 1g de proteinas

equivale a 4 kcal, 1g de lipidios equivale a 9kcal e 1g de carboidratos equivale a 4kcal.

Unidade utilizada;: kcal

3.2.3.7. Analise estatistica da composicdo nutricional

Para a andlise estatistica foi utilizado o teste de Mann-Whitney-Wilcoxon para
duas amostras. Este teste ndo-paramétrico é adequado para comparar 0s resultados (as
médias) de duas amostras independentes e aleatdrias, sejam as varidveis numéricas ou
ordinais. As tabelas com todos os valores obtidos na composicao nutricional encontram-

Se€ N0 anexo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise da presenca de Aspergillus aflatoxigénicos

A Tabela 4 mostra as taxas de infeccdo por Aspergillus aflatoxigénicos no meio
DRBC, nas amostras de grdos de amendoim irradiados com / sem vagem, com e sem
tratamento prévio com hipoclorito, para as amostras obtidas da CEASA-PE e de
Petrolandia.

Pode-se observar pela tabela que as amostras ndo-irradiadas apresentaram
crescimento de Aspergillus aflatoxigénicos nas duas procedéncias pesquisadas. Porém,
as amostras da CEASA apresentaram as maiores taxas de infeccdo, ndo apenas com
amendoim nédo submetido a irradiacdo, como também para aquelas amostras submetidas
as doses de 6, 9 e 12 kGy. A comparacgdo destes resultados com aqueles obtidos para as
amostras adquiridas diretamente de um produtor de Petrolandia-PE indicam que as
condicdes de transporte e/ou armazenamento do lote proveniente de Sdo Paulo, e

comprado na CEASA-PE, podem ndo ter obedecido as condicdes ideais.

Foi observado na tabela 4 que o tratamento com hipoclorito foi eficaz em reduzir

a taxa de infecgdo por Aspergillus aflatoxigénicos em amendoim, no meio DRBC.
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Tabela 4: Taxa de infeccdo por Aspergillus aflatoxigénicos em amendoins irradiados,
com/sem vagem e tratamento com hipoclorito, no meio DRBC, nas amostras obtidas da
CEASA e Petroléandia.

DOSE VAGEM HIPOCLORITO CEASA Petrolandia
(kGy) (0,4%) (%) (%)
0 SEM SEM 23,3 13
0 SEM COM 6 6
0 COM SEM 23,3 13
0 COM COM 13,3 0
6 SEM SEM 0 0
6 SEM COM 0 0
6 COM SEM 0 0
6 COM COM 3,3 0
9 SEM SEM 13,3 0
9 SEM COM 6,6 0
9 COM SEM 0 0
9 COM COM 16,6 0
12 SEM SEM 20 0
12 SEM COM 13,3 0
12 COM SEM 0 0
12 COM COM 0 0
15 SEM SEM 0 0
15 SEM COM 0 0
15 COM SEM 0 0
15 COM COM 0 0

Os resultados apresentados na Tabela 4, relativos as amostras provenientes da
CEASA-PE, mostraram que a radiacdo teve acdo eficaz no controle dos Aspergillus
aflatoxigénicos apenas para a dose de 12 kGy, nos amendoins que estavam dentro da
vagem. Isto indica que a vagem pode apresentar acdo protetora contra a colonizacéo dos
fungos. A dose de 15 kGy foi a mais eficiente no controle dos Aspergillus

aflatoxigénicos na CEASA, pois conseguiu eliminar a presenca dos fungos,
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independentemente dos tratamentos utilizados.Adicionalmente, a radiacdo tambem

conseguiu inibir a germinacdo das sementes.

Figura 6: Amendoins obtidos de Petrolandia, irradiados com dose de 15kGy, em meio
DRBC, mostrando auséncia de crescimento flngico e de germinacao.

A radiagdo inibiu o crescimento de fungos e a germinagdo em todas as amostras

irradiadas de Petrolandia, como pode ser visto na tabela 4.

As taxas de infeccdo por Aspergillus aflatoxigénicos em amostras obtidas de
produtor de Petrolandia-PE foram de 13% (sem hipoclorito) e de 6% (com hipoclorito),
apenas nos amendoins ndo-irradiados. Como as amostras foram obtidas diretamente de
um produtor rural, as mesmas ndo passaram por condi¢cbes de transporte e

armazenamento semelhantes aquelas amostras obtidas da CEASA-PE.

Na Figura 7 observa-se o crescimento de fungos nas amostras ndo-irradiadas de
amendoim, onde foi possivel observar também a germinacgdo das sementes. Em todas as

amostras irradiadas onde houve crescimento fungico ndo ocorreu germinacao.
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Figura 7: Amendoins ndo-irradiados da CEASA em meio DRBC, mostrando presenca
de crescimento de Aspergillus aflatoxigénicos e germinacao.

Segundo o estudo de Alves et al (2011), sementes de amendoim néo irradiadas
tiveram germinacdo de 60%, no armazenamento em polietileno trancado, e a perda da
germinacdo aumentou com o aumento da dose de irradiacdo, a excecdo da dose de 0,5
kGy, para esse tipo de embalagem. Houve forte reducdo da germinacdo das sementes a
partir da dose de 2,5 kGy. Eles afirmam que baixas doses de radiacdo apresentam a
capacidade de estimular os biossistemas, invertendo o efeito com o0 aumento da dose, 0
que pode explicar o resultado do aumento da germinacdo para a irradiacdo de 0,5 kGy
(teoria denominada Hormese). No presente estudo, todos os amendoins ndo-irradiados,

seja da CEASA ou de Petrolandia, apresentaram germinagao.

Santos et al. (2010) submeteram sementes de amendoim, variedade Havana, a
varias doses de irradiacdo e concluiram que o tratamento com radiacdo gama afetou
negativamente o vigor e a germinacdo das sementes de amendoim; as doses de 0,5, e 1,5
kGy resultaram em perda de germinacéo; a dose de 3 kGy inviabilizou a utilizacdo das
sementes para o plantio e doses acima de 12 kGy comprometeram totalmente o vigor e
a germinacdo das sementes. No presente estudo a partir de 6 kGy ja havia total inibi¢do

de germinacéo dos grdos de Petrolandia e da CEASA.

Prado et al (2006), ao analisarem amendoins irradiados, perceberam que em
gréos irradiados e desinfetados houve uma reducdo da infeccdo fungica a 5 kGy e
destruicdo total de fungos a 10 kGy, apds 180 dias de armazenamento a temperatura

ambiente. Em gréos irradiados e ndo desinfetados externamente com hipoclorito foram
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verificados, em funcdo do tempo de armazenamento, aumento da populacdo de fungos
com a dose de 1 kGy, reducdo com a dose de 5 kGy e eliminagéo total com a aplicacéo
de 10 kGy. Este estudo corrobora com os dados obtidos das amostras de Petrolandia.

Nas amostras analisadas foram encontrados outros fungos em pequenas
quantidades, devido a contaminacgédo pelo ar ou oriundos das vagens, e foram isolados
em meio BDA e CYA: Trichoderma, Penicillium, Cladosporium, Rhizopus, Aspergillus

niger.

Goncalez (2008) realizou um trabalho em Junqueiropolis-SP, demonstrando que
a presenca de A. flavus no solo do local do plantio contribuiu para a contaminagdo por
aflatoxinas nas cascas de amendoim nos frutos maduros, antes da colheita. Ele relatou
que os principais fungos isolados nas cascas de amendoim foram: Fusarium ssp.(78,75
%), Rhizopus ssp. (14,1 %) e A. flavus (11,75 %), A. niger (2,5 %), Trichoderma ssp.
(0,8 %), Penicillium ssp. (0,7 %). O resultado encontrado por ele esta bem proximo do

resultado observado no presente trabalho.

As cascas de amendoim sdo utilizadas para confec¢do de cama de frangos, racéo
de gado leiteiro e como fonte de fibras para ruminantes, portanto o estudo dos
mecanismos de contaminacdo por fungos toxigénicos oriundos das cascas tem

importancia na elaboracdo de medidas preventivas.

4.2 Analise da producdo de aflatoxinas em meio LCA

A amostra que produziu fluorescéncia em meio LCA, ou seja, com producdo de
aflatoxinas, foi apenas a amostra ndo-irradiada, obtida da CEASA-PE, sem vagem, com
tratamento por hipoclorito. Todos os outros Aspergillus isolados ndo apresentaram
fluorescéncia, indicando que quase 100% dos isolados ndo sdo toxigénicos. A Figura 8
ilustra o fungo A. flavus ja isolado em meio LCA, sendo submetido a radiacdo
Ultravioleta (365nm), onde é possivel observar a diferenca de fluorescéncia entre uma

amostra com resposta positiva e negativa de aflatoxina.
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Figura 8: Aspergillus aflatoxigénicos em meio LCA, isolados de amendoins da CEASA,
sendo submetidas a radiacdo U.V. (365nm), produzindo fluorescéncia azul e
evidenciando producdo de aflatoxina: A. resultado negativo; B. resultado positivo.

O meio LCA fornece melhores condicdes para o crescimento de Aspergillus
aflatoxigénicos devido a disponibilidade de proteinas, carboidratos com predominancia
de sacarose, lipideos, fibras e cinzas existentes no leite de coco, além de manifestar
fluorescéncia de média e alta intensidade apos 48 horas de incubagdo (BIZZETTO et al,
1997). Porém, é um meio que indica apenas presenca ou auséncia de aflatoxinas, ndo

sendo possivel sua quantificacao.

Mallmann et al (2003), ao analisarem 664 amostras de amendoim, utilizando
cromatografia, verificaram que 31,33% das amostras comercializadas no Rio Grande do
Sul apresentaram contaminacdo por aflatoxinas. Destas, 47,1% apresentaram
contaminacdo acima do permitido pela Legislagdo (20 pg/kg), e a maioria dessas
amostras era proveniente de produtores informais que comercializavam seu produto sem

fiscalizacdo.

4.3 Analise da producao de aflatoxinas em meio AFPA

Nas amostras obtidas de Petrolandia, foi observado que a radiagdo gama inibiu o
crescimento de fungos em todas as amostras irradiadas e apresentou baixa taxa de
infeccdo por Aspergillus aflatoxigénicos nas amostras ndo-irradiadas, com ou sem

vagem, sendo 20% a taxa media da infec¢cdo. Os dados s&o apresentados na Tabela 6.
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Tabela 5: Taxa de infeccdo por Aspergillus aflatoxigénicos, em meio AFPA, nos
amendoins obtidos do produtor de Petrolandia-PE.

DOSE (kGy) VAGEM Aspergillus Outros
aflatoxigénicos fungos(%)
(%)
0 SEM 13,3 30
0 COM 30 27
6 SEM 0 0
6 COM 0 0
9 SEM 0 0
9 COM 0 0
12 SEM 0 0
12 COM 0 0
15 SEM 0 0
15 COM 0 0

Tabela 6: Taxa de infeccdo por Aspergillus aflatoxigénicos, em meio AFPA, nos
amendoins obtidos da CEASA-PE.

DOSE (kGy) VAGEM Aspergillus Outros
aflatoxigénicos fungos(%)
(%)
0 SEM 43,3 30
0 COM 40 30
6 SEM 6,6 10
6 COM 0 27
9 SEM 0
9 COM 0
12 SEM 0
12 COM 0 17
15 SEM 0 27
15 COM 0 33
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Nas amostras da CEASA, a taxa de infeccdo para Aspergillus aflatoxigénicos foi
de 43,3% e 40%, respectivamente, para amendoins néo irradiados, sem/com vagens; e
em média 3,0% para a dose de 6 kGy, conforme Tabela 6.

Foi observado também o crescimento de Aspergillus niger e outros fungos nas

amostras ndo-irradiadas de Petrolandia e da CEASA.

Na Figura 9 observam-se amendoins ndo irradiados, onde é evidente a coloracéo
laranja dos Aspergillus aflatoxigénicos no reverso da placa e sua diferenca para o fungo
Aspergillus niger que apresenta coloracéo diferente na frente da placa (preto) e auséncia
de coloracdo laranja no reverso da placa. Esse resultado mostra que a coloragdo
diferencial do meio AFPA facilita bastante na identificagdo, isolamento e calculo da
taxa de infeccdo por Aspergillus aflatoxigénicos.

Figura 9: Crescimento de Aspergillus aflatoxigénicos em amendoins nédo irradiados,
apresentando cor laranja no reverso da placa de Petri em meio AFPA: A. frente; B.
reverso.

A Figura 10 mostra uma placa com amendoins irradiados na dose de 9kGy, na
qual se pode evidenciar a auséncia de fungos e de germinacdo, diferentemente das
amostras nao-irradiadas, que além de apresentar presenca de fungos também
apresentaram germinacdo. Todas as amostras irradiadas inibiram o aparecimento de

germinacéo.
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FiguralO: Auséncia de crescimento fungico em amendoins irradiados com 9kGy, em
meio AFPA. A. frente da placa; B. reverso.

4.4 Analise da composicao centesimal dos amendoins.

Nas Figuras 11 e 12 podem ser visualizados os graficos gerados a partir dos
dados obtidos dos testes da composi¢do nutricional das amostras obtidas da CEASA e
do produtor de Petrolandia, desde a amostra controle (ndo-irradiada) até a dose de 15

kGy, onde pode ser feita uma comparagéo geral dos cinco testes realizados.

Nas figuras seguintes (Figuras 13 a 18), os graficos podem ser observados
separadamente, possibilitando uma comparagdo mais minuciosa entre a amostra da
CEASA e de Petrolandia. Provavelmente as variedades dos amendoins sdo diferentes
para as duas procedéncias. As caracteristicas do solo onde foram colhidos e o
armazenamento ap6s a colheita podem ter influenciado na quantidade de seus

nutrientes.
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Amostrada CEASA-PE

50
= |-UMIDADE (g/100g)
40
30 M |- CINZAS OU MINERAIS
20 m I1I- PROTEINAS
10
M |V- EXTRATO ETEREO QU

0 LIPIDIOS
0kGy 6kGy 9kGy 12kGy 15kGy

Figura 11: Comparacdo entre os valores da composicdo centesimal de amendoim

submetido a diferentes doses de irradiacdo. Amostras da CEASA.

Amostra do produtor

50 ® I-UMIDADE (g/100g)
40 B Il- CINZAS OU MINERAIS
30 ,
 1ll- PROTEINAS
20
B IV- EXTRATO ETEREO OU
10 LIPIDIOS
0 = VI- CARBOIDRATOS

0kGy 6kGy 9kGy 12kGy 15kGy

Figural2: Comparacdo entre os valores da composi¢do centesimal de amendoim

submetido a diferentes doses de irradiacdo. Amostras de Petrolandia.

De acordo com Camargo et al, (2011), a composi¢do de acidos graxos em graos
de amendoim varia entre cultivares, sendo a relacdo entre acidos Oleico e Linoleico
(O/L) determinante da vida de prateleira do amendoim ou de produtos que contenham

amendoim em sua composicao.
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Estudos sobre os efeitos das radiacbes ionizantes em macronutrientes
(carboidratos, lipidios e proteinas) demonstram que ndo ha variagdes significativas em
doses de até 10 kGy. Entre micronutrientes, os aminoacidos essenciais, acidos graxos
essenciais, minerais e a maior parte das vitaminas ndo sdo afetados nas condicdes

normais de irradiacdo. Poucas vitaminas, como B eE, sdo parcialmente decompostas.

Para minimizar perdas dessas vitaminas, deve-se diminuir a concentracdo de oxigénio
durante a irradiacdo e armazenamento, utilizando embalagem a vacuo ou atmosfera de
nitrogénio (PRADO, 2005).

Os teores de umidade (figura 13) para as amostras da CEASA apresentaram
valor minimo de 2,769/100g (a 12 kGy), e o valor maximo de 3,129/100g (a 9 kGy). Ja
para as amostras de Petrolandia, o valor minimo foi de 3,14g/100g (a 12 kGy) e o valor
maximo foi de 3,489/100g (ndo irradiado). Pela estatistica, os valores ndo foram
significativos a 5% para CEASA, mas foram significativos para Petrolandia.

Os valores encontrados no presente trabalho corroboraram com o estudo de
Alves et al (2011), que afirmaram que nos fatores dose e embalagens a influéncia da
umidade é pequena quando comparada com o tempo, devendo-se essas variacoes,
provavelmente, a umidade relativa do ar e a temperatura durante o periodo do

armazenamento.

A umidade é de grande importancia econémica por refletir o teor de solidos de
um produto e sua perecibilidade. Quando esta fora das recomendacdes técnicas resulta
em perdas na estabilidade quimica, na deterioracdo microbioldgica, alteracdes

fisioldgicas (brotacdo) e na qualidade geral dos alimentos (VICENZI, 2008).
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UMIDADE (g/100g)

4
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1
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OkGy  6kGy 9kGy 12kGy 15kGy

Figura 13: Teor de umidade das amostras de amendoim.

Os teores de cinzas (figura 14) para as amostras da CEASA apresentaram o valor
minimo de 2,519/100g (ndo irradiado) e valor méximo de 2,63g/100g (15 kGy). Ja as
amostras de Petrolandia apresentaram valor minimo de 2,67g /100g (n&o irradiado) e
valor maximo de 2,759 /100g (15 kGy). Observou-se que os amendoins de Petrolandia
apresentaram teores de cinzas mais altos do que os teores encontrados para 0s
amendoins da CEASA para todas as doses analisadas. Pela estatistica, os valores foram

significativos a 5% para a CEASA e para Petrolandia.

CINZAS (g/100g)

2,8

2,7

2,6
m CEASA

2,3 W PETROLANDIA

2,4

2,3
0OkGy 6kGy 9kGy 12kGy 15kGy

Figura 14: Teor de cinzas das amostras de amendoim.
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O teor minimo de proteina (figura 15) para as amostras da CEASA foi de 31,09
9/100g (6 kGy) e o valor maximo foi de 31,829 /100g (12 kGy). Para as amostras de
Petrolandia, o valor minimo foi de 31,669 /100g (ndo irradiado) e o valor méximo de
33,019/100g (15 kGy).

Para o teor de proteinas, os amendoins ndo irradiados de Petrolandia
apresentaram valores iguais ao da CEASA. Porém, observa-se que o aumento da dose
de radiacdo provocou variagdes nos teores de proteinas, principalmente para as amostras
de Petrolandia, que tiveram os seus teores aumentados, enquanto que nas amostras da
CEASA houve pouca alteracdo. Pela estatistica, os valores ndo foram significativos a

5% para CEASA, mas foram significativos para Petrolandia.

PROTEINAS (g/100g)

33,5
33
32,5
32
31,5
31
30,5
30

W CEASA
W PETROLANDIA

OkGy 6kGy 9kGy 12kGy 15kGy

Figura 15: Teor de proteinas para as amostras de amendoim.

As amostras da CEASA apresentaram um valor minimo dos teores de lipideos
(figura 16) de 42,25¢/100g (12kGy) e o valor maximo de 45,299/100g (9 kGy). Ja as
amostras de Petrolandia apresentaram os seguintes valores: minimo de 43,499/100g (6
kGy) e maximo de 45,579 /100g (15 kGy).

Os valores obtidos para o teor de lipideos de amendoins de Petrolandia foram
maiores do que os valores encontrados para a amostra da CEASA, a Unica exce¢do é na
dose de 6 kGy. Nas doses 9 e 15 kGy os amendoins de Petrolandia apresentaram teores
de lipideos de, aproximadamente, 45¢9/100g, superiores a amostra ndo irradiada, e
superando todos os valores encontrados nos amendoins da CEASA. A amostra da
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CEASA teve um aumento progressivo até alcancar valor maximo na dose de 9 kGy, e
depois atingiu um valor préximo ao controle na dose de 15 kGy. Pela estatistica, 0s

valores da CEASA e de Petrolandia n&o foram significativos a 5%.

Ao comparar as cultivares de amendoim IAC Tatu-ST e IAC-Runner 886
submetidos a radiacdo gama, Camargo et al (2011) concluiram que a irradiacdo alterou
o perfil de &cidos graxos, diminuindo a porcentagem de &cidos graxos saturados,
aumentando a porcentagem de acidos graxos insaturados e aumentando a porcentagem
de acido linoleico, precursor de acidos graxos de cadeia muito longa que atuam no
desenvolvimento e funcionamento do cérebro e da retina. Portanto, no presente trabalho,
0 aumento no teor de lipideos causado pela radiacdo pode ser considerado como

benéfico.

LIPIDEOS (g/100g)

46

45
44
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42 B PETROLANDIA
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Figura 16: Teor de lipideos das amostras de amendoim.

As amostras da CEASA apresentaram um valor minimo de 17,31g/100g (9 kGy)
para os teores de carboidratos (figura 17) e valor maximo de 20,529/100g (12 kGy).
As amostras de Petrolandia apresentaram um valor minimo de 15,52g/100g (15 kGy) e
valor maximo de 17,51g/100g (6 kGy).

Os amendoins da CEASA apresentaram valores de carboidratos maiores do que
as amostras de Petrolandia, porém ambas as amostras apresentaram 0 mMesmo
comportamento com o aumento das doses de radiacdo. Pela estatistica, os valores ndo

foram significativos a 5% para a CEASA, mas foram significativos para Petrolandia.
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A amostra ndo irradiada e as doses de 6 e 15 kGy da CEASA apresentaram
valores bem proximos (aproximadamente 19 g/100g) quanto ao teor de carboidratos,
enquanto que nos amendoins de Petrolandia todas as amostras irradiadas tiveram

valores menores do que o valor controle (néo irradiado).

CARBOIDRATOS (g/100g)
25
20
o W CEASA
10 B PETROLANDIA
5
0

0OkGy 6kGy SkGy 12kGy 15kGy

Figura 17: Teor de carboidratos das amostras de amendoim.

O valor caldrico total (figura 18) das amostras da CEASA apresentaram o valor
minimo de 589,61kcal/100g (12 kGy) e o valor méaximo de 603,09 kcal/100g (9 kGy).
Enquanto que as amostras de Petrolandia apresentaram um valor minimo de
593,01kcal/100g (6 kGy) e valor maximo de 604,25kcal/100g (15 kGy). Pela
estatistica, os valores da CEASA e de Petrolandia ndo foram significativos a 5% .

Nos amendoins da CEASA, o valor caldrico total teve um aumento progressivo
até alcancar valor méximo na dose de 9 kGy, e se aproximou do valor controle na dose
de 15 kGy. Quanto aos amendoins de Petrolandia, o valor calérico total apresentou
valores mais altos nas doses de 9 e 15 kGy. CEASA e Petrolandia tiveram teores de
aproximadamente 603 kcal/100g na dose de 9 kGy. Esta variacdo na dose de 9kGy pode
ser explicada pelo aumento observado nos teores de lipidios, ja que o mesmo esta

incluso no célculo, junto com os valores do carboidrato e da proteina
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VALOR CALORICO TOTAL
(kcal/100g)
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Figura 18: Valor cal6rico total das amostras de amendoim.

Em resumo, observou-se no presente trabalho que:

As amostras controle (ndo-irradiadas) apresentaram brotamento e altas taxas de
crescimento fungico, seja de Aspergillus ou de fungos provenientes da vagem ou

do ar.

As amostras submetidas a radiacdo ndo apresentam brotamento, mas em doses

mais baixas algumas amostras apresentam crescimento de outros fungos.

As doses 9, 12 e 15 kGy sédo eficientes para evitar a infestagdo por Aspergillus
aflatoxigénicos, mas podem ndo impedir a contaminacdo por outros fungos

provenientes da vagem.

As amostras provenientes da CEASA mostraram que as condi¢fes de transporte
e armazenamento ndao foram adequadas, facilitando a contaminacdo prévia ao

processo de irradiacdo.

Quando transportados dentro das vagens, os amendoins apresentaram maior

resisténcia a acéo de fungos.

A irradiacdo mostrou-se um processo confiavel para conservacdo de amendoins,
pois evita o desenvolvimento de fungos, principalmente Aspergillus

aflatoxigénicos.
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v" A exposicdo a radiacdo ionizante, nas doses de 6, 9, 12 e 15 kGy provocou
alteragOes significativas nos amendoins de Petrolandia para os teores de
Umidade, Minerais, Proteinas e carboidratos.

v" Na CEASA, houve alteracdo significativa apenas para o teor de cinzas.
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5 CONCLUSAO

A irradiacdo mostrou-se um processo eficaz para conservacdo de amendoins,
pois previne o crescimento de fungos, principalmente Aspergillus aflatoxigénicos (A.
flavus, A. parasiticus), evitando também a presenca da aflatoxina no alimento,
tornando-o mais seguro para consumo e aumentando o tempo de prateleira, sem

provocar alteragdes na composi¢édo nutricional do amendoim.
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ANEXOS

A - MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS NO EXPERIMENTO

DRBC (Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol)

Digestéo Péptica de tecido animal: 5.00g
Dextrose: 10.00 g- Fosfato Monopotéassico: 1.00g
Sulfato de Magnésio: 0.50 g

Rosa Bengala: 0.02 g

Dicloran: 0.002 g

Agar: 15.00g

Preparo: Utilizar 15,75g de meio e adicionar agua destilada para completar 2000ml.
Autoclavar.

AFPA (Agar Aspergillus flavus e parasiticus)

Peptona bacteriolégica: 10g

Extrato de levedura: 20g

Citrato férrico amoniacal: 0,5¢

Cloranfenicol: 100mg

Agar: 15g

Agua destilada: 1 litro

Dicloran: 2mg (0,2% em etanol, 1ml)

Preparo: Dissolver todos os ingredientes e autoclavar a 121°C por 15 min.
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LCA (Leite de Coco Agar)

Leite de coco: 100 ml
Dextrose: 10g

Agar: 179

Agua destilada: 1000 ml

Preparo: Fundir o Agar em 500 ml de agua destilada. Adicionar a dextrose e o leite de
coco. Completar o volume para 1000 ml. Autoclavar. O leite de coco pode ser
substituido por 500 ml de &gua de coco.

BDA (Batata Dextrose Agar)

Discos de batata sem pele: 200g
Dextrose: 20g

Agar: 179

Agua destilada: 1000 ml

Preparo: Ferva os discos de batata em 500 ml de 4gua destilada por 30 minutos. Filtrar o
caldo. Fundir o 4gar em 500 ml de &gua destilada. Adicionar a dextrose ao caldo e
misture tudo no recipiente contendo o agar fundido. Ajustar o volume com agua para
1000ml. Distribuir o meio em tubos ou frascos de erlenmeyer e esterilizar em autoclave.

CYA (Czapec Yeast Autolysate)

NaNO3: 0,3g

Extrato de levedura: 0,5¢
Sacarose: 3g
K2HPO4.3H20: 0,139
MgSO47h20: 0,059
KCI: 0,05¢
FeSO4.7H20: 0,001g
CuS04.5H20: 0,0005¢
ZnS04.7H20: 0,001g
Agar: 2g

Preparo: Misturar todos os ingredientes, fundir o agar no aparelho de microondas e
autoclavar.



B - RESULTADOS DA COMPOSICAO CENTESIMAL

Relacéo entre composicéo centesimal e doses utilizadas em amendoins obtidos da
CEASA.
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DOSES (kGy) 0 6 9 12 15
I-UMIDADE(g/100g) 2,96 2,88 3,12 2,76 2,82
I1- CINZAS OU MINERAIS | 2,51 2,59 2,62 2,65 2,63
(9/1009)

I11- PROTEINAS (g/100g) 31,66 |31,09 31,36 31,82 31,76

IV-EXTRATO ETEREO | 4340 |44,01 |4529 42,25 43,55
OU LIPIDEOS(g/100g)

VI- CARBOIDRATOS 19,37 | 19,43 17,51 20,52 19,24
(9/1009)

VI11- Valor Calérico Total 594,72 | 598,17 | 603,09 589,61 595,95
(kcal/100q)

Relacgéo entre composicéo centesimal e doses utilizadas em amendoins obtidos de

pequeno produtor de Petrolandia-PE.

DOSES (kGy) 0 6 9 12 15
I-UMIDADE (g/1009) 3,48 3,40 3,29 3,14 3,15
I1- CINZAS OU MINERAIS | 2,67 2,71 2,69 2,69 2,75
(9/1009)

I11- PROTEINAS (g/1009) 31,66 | 32,89 32,79 32,41 33,01

IV-EXTRATO ETEREO | 4378 |4349 |4544  |44,27 45,57
OU LIPIDIOS (g/100g)

VI- CARBOIDRATOS 18,41 | 1751 15,79 17,49 15,52
(9/1009)

VI1- Valor Calorico Total 594,30 | 593,01 | 603,28 598,03 604,25
(kcal/1009)




