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CAPITULO 1

RESPOSTA DE SEMENTES DE AMENDOIM A DIFERENTES
DOSES DE IRRADIACAO GAMA (*°Co)

RESUMO

SANTOS, T. S. RESPOSTA DE SEMENTES DE AMENDOIM A DIFERENTES
DOSES DE IRRADIACAO GAMA (*°Co). In: . RESPOSTA DE SEMENTES
DE AMENDOIM A DIFERENTES DOSES DE RADIAQAO GAMA E
CONTAMINAQAO POR AFLATOXINAS APOS INOCULAQAO ARTIFICIAL
COM Aspergillus parasiticus, 2008, Cap. 1, p. 2 — 22. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia Agricola — area de concentragdo de Processamento e Armazenamento de
Produtos Agricolas), Universidade Federal de Campina Grande, Campina Grande — PB.

A radiacdo gama, proveniente da fonte de ®Co, é um tipo de onda do espectro
eletromagnético, bastante utilizada para esterilizagcdo, visando prevenir a decomposi¢ao
e a toxidez de origem microbiana em diversos produtos. O grau de radiosensibilidade de
um embrido vegetal depende da espécie, do estagio de seu desenvolvimento durante a
radiacdo, da dose empregada e do critério usado para medir o efeito biolégico, sendo
comumente utilizado o teste de germinagdo. Desta forma, objetivou-se com este
trabalho estudar a sensibilidade do amendoim & radiagdo gama e seus efeitos na
germinacdo, no vigor e na micoflora das sementes da cultivar BRS Havana, irradiadas
com uma fonte de ®°Co, tipo gammacell, com dose de 12,5 kGy/h. As doses testadas em
kGy foram as seguintes: 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 6,0; 9,0; 12,0; 15,0; 18,0; 21,0 e
24,0. Diante dos resultados obtidos, concluiu-se que as doses acima de 3,0 kGy
prejudicaram a viabilidade das sementes, as doses acima de 12 kGy comprometeram
totalmente o vigor e a germinagdo das sementes de amendoim. A radiagdo a partir da
dose 2,0 kGy eliminou os fungos Aspergillus flavus e Aspergillus niger, e a partir da
dose 3,0 kGy eliminou o Aspergillus glaucus. Penicilium sp. permaneceu em mais de
30% das sementes em todos os tratamentos com radiagdo, ndo sendo eliminado até a
dose de 24 kGy.

Palavras-chave: Vigor, germinacédo e analise sanitéria.



PEANUT SEEDS RESPONSE TO DIFFERENT GAMMA
RADIATION LEVELS (*° CO)

Abstract

The gamma radiation, from ( ®°Co ) source, It is a kind of electromagnetic spectrum
wavelength, widely used to sterilization, to prevent decomposition and toxicity from
microbes in several products. The degree of radiosensibility of a plant embryo
depends on Its species, Its development stage during radiation, used doses and the used
criteria to measure the biological effect, being commonly used the germination test.
This way, this work aims to study the peanut sensibility to gamma radiation and Its
effects in the germination, in the vigour and seeds microflora from cultivar BRS
Havana, irradiated with ( 60 Co ) source, type gammacell with a dose of 12,5 kGY/h.
The tested doses in KGY were the following: 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 6,0; 9,0;
12,0; 15,0; 18,0; 21,0 and 24,0. Up to the obtained results, It was concluded
that doses over 3,0 kGY damaged the seeds viability, doses over 12,0 kGY totally
commited the vigour and the peanut seeds germination. Radiation from doses 2,0 kGY
eliminated the fungus Aspergillus flavus and Aspergillus niger, and from doses 3,0 kGY
eliminated the Aspergillus glaucus. Penicilium sp remained in more than 30% of seeds
in all treatments with radiation, not being eliminated until doses of 24,0 kGY.

Key words: Vigour, germination and health analysis.



1. INTRODUCAO

O amendoim (Arachis hipogaea L.) é uma das mais importantes oleaginosas,
sendo a quarta em producdo, depois de soja, algodao e canola. Participa com 10% da
producdo mundial de 6leo comestivel, com uma producdo em torno de 23,5 milhdes de
toneladas/ano; os principais produtores sdo India, China e Estados Unidos. Atualmente,
a producgdo nacional é de aproximadamente 305,0 mil toneladas/ano, e o estado de S&o
Paulo é o principal produtor (CONAB, 2008).

A importancia econdémica do amendoim esti relacionada ao fato de suas
sementes possuirem sabor agradavel e serem ricas em 6leo (cerca de 50%) e proteina
(22 a 30%). Além disso, contém carboidratos, sais minerais e vitaminas, constituindo-se
num alimento altamente energético (585 calorias/100g de sementes). O sabor agradavel
torna 0 amendoim um produto destinado também ao consumo “in natura” como
aperitivos salgados, torrado e preparado de diversas formas; na industria de doces, como
grdos inteiros com diversas coberturas ou grdos moidos na forma de pacocas ou

substituindo a castanha de caju em cobertura de sorvetes. Além do consumo “in
natura”, os grdos também podem ser utilizados para extracdo do 0leo, empregado
diretamente na alimentacdo humana, na industria de conservas como por exemplo de
enlatado e em produtos medicinais.

As sementes de amendoim apresentam um tegumento extremamente delicado,
por isso 0 seu manuseio, durante o0 processamento, 0 armazenamento e O transporte,
causa-lhes sérias injarias, provocando reducdo na sua qualidade fisiologica e na
capacidade de armazenamento, além de favorecer a entrada de patogenos (SANDRES
et. al, 1991).

A utilizacdo da radiacdo gama nos alimentos é feita para os mais diversos fins,
tais como: tempo de vida 0til, desinfeccdo de agentes inibidores de brotamento
(germinag&o), inativagdo de organismos que os degradam entre outros.

Os efeitos da radiacdo sdo influenciados por diversos fatores. Entres eles ,
podem-se citar a dose de radiacdo (SANTOS, 1993), as condi¢Oes de armazenamento
depois da irradiacdo (BROCK e FRANKLIN,1996), o teor de agua do material a ser
submetido a irradiacdo (CONGER e CARABIA,1972) e o nivel de oxigénio (BUMP et
al., 1982).



A radiacdo gama pode afetar a germinacdo e o vigor, também pode ser utilizada
no controle de microrganismos. Alguns estudos tém utilizado esta técnica para verificar
a influéncia sobre a dose de radiacdo na eliminagdo da microbidtica fungica.

Tendo em vista a influéncia desses fatores, a falta de trabalhos a respeito da
viabilidade das sementes irradiadas com °°Co, principalmente nas sementes de
amendoim, estudou-se o efeito de diferentes doses de irradiagdo gama e seu efeito na

germinacao, vigor e micoflora de sementes de amendoim, cultivar BRS Havana.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Germinagao

A germinacdo de sementes é definida como sendo a emergéncia e o0
desenvolvimento das estruturas essenciais do embrido, manifestando sua capacidade
para dar origem a uma planta normal, sob condi¢es ambientais favoraveis (BRASIL,
1992). Portanto, a germinacdo é o resultado de uma série de acontecimentos
metabdlicos muito complexos que se sucedem, de forma escalonada, desde que comeca
a absorcdo de agua por parte dos diferentes tecidos que formam a semente, até o
crescimento inicial da radicula (GARCIA, 2006).

Para que ocorra 0 processo de germinagdo, determinadas condigOes devem ser
satisfeitas, entre elas, a semente deve ser vidvel, as condi¢Bes interna das sementes
devem ser favordveis a germinacdo, ou seja, deve ser livre de dorméncia, e as condi¢des
ambientais (agua, temperatura, oxigénio e luz) devem ser favoraveis (MILLAN,1976).

Do ponto de vista fisioldgico, a germinacdo compreende as fases de embebigéo
de agua, alongamento e divisdo celular. Outros processos fisico-bioquimicos também
ocorrem durante a germinagdo, como aumento da respiracgdo, hidratacdo, formacao de
enzimas, digestdo enzimética, assimilacdo metabolica e crescimento da planta
(POPINIGIS, 1977).

O teste de germinagdo tem como objetivo obter informacgdes sobre o valor das
sementes para fins de semeadura e fornecer dados que possam ser usados para comparar
a qualidade de diferentes lotes de sementes. Nos testes de laboratério, a germinacgéo de
sementes corresponde a porcentagem de plantulas obtidas sob as condi¢des e os limites

de tempo especificados para espécie em questdo (BRASIL,1992).

2.2 Vigor

O vigor é uma caracteristica fisioldgica da semente, determinada pelo gendtipo e
modificada pelo meio, que governa sua capacidade de originar uma plantula no solo,
bem como de resistir a uma série de fatores ambientais. A influéncia do vigor da
semente pode persistir durante todo o desenvolvimento da planta e pode afetar,
inclusive, a producdo (NAKAGAWA, 1987).



A definicdo do que seja vigor de semente foi um dos aspectos em que mais
Ihouve divergéncias, incluindo o proprio comité de vigor e tecnologia de sementes do
mundo todo, ndo se tendo chegado a um consenso até hoje, conforme defini¢cdes dos
6rgaos abaixo:

ISTA: “Vigor de sementes € a soma daquelas propriedades que determinam o
nivel potencial de atividades e desempenho de uma semente ou de um lote de sementes
durante a germinacdo e emergéncia da plantula” (ISTA, 1981).

AOSA: “Vigor de semente compreeende aquelas propriedades que determinam o
potencial para uma emergéncia rapida e uniforme de forma que o desenvolvimento de
plantulas normais de condi¢des ambientais (AOSA, 1983).

Segundo POPINIGIS (1977), o vigor da semente detecta as modificagfes mais
sutis resultantes da deteriorizacdo das sementes e tem sido estabelecido para definir
atributos ndo revelados pelo teste de germinacao.

A primeira contagem do teste de germinacdo € um dos testes relacionados com a
capacidade das sementes em armazenamento e posterior desempenho no campo,. que
podem ser realizados em laboratério. Esta avaliacdo do vigor das sementes pode ser

feita conjuntamente com o teste normal de germinagéo.

2.3 Micoflora

Sendo um dos principais obstaculos a produtividade, os fungos podem causar
prejuizos consideraveis, quando o controle fitossanitario ndo é realizado ou é conduzido
de maneira precaria (SOUZA e REIS, 1981).

De acordo com MORAES (1987), cerca de 150 espécies fungicas foram
detectadas em sementes de amendoim, porém um pequeno nuamero de géneros também
esta envolvido com o processo de deterioriza¢do das sementes dessa oleaginosas.

Segundo URBEN et al (1983) e MORAES e MARIOTO (1985), os fungos mais
constantes em sementes de amendoim sdo: Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Aspergillus glaucus, Rhizopus sp., Penicillium spp., Fusarium oxysparum, Fusarium
sp., Macrophomina phaseolina, Botrytis cinerea, Chaetomium sp., Rhizoctonia solani,
Sclerotium rolfsii, Phomopsis sp. Entre estes, 0s que se destacam, pela frequéncia que
ocorrem e pela sua acdo sobre as sementes, prejudicando a germinagdo ou causando

tombamento das plantulas apds a germinacdo, sdo os do género Aspergillus spp.,



Penicillium spp., Thisopuz sp. e Fusaruim spp., além das espécies Macrophomina
phaseolina e Rhizoctonia solani.

ALMEIDA et al. (1997), em estudos com quatro variedades de sementes de
amendoim, tipo “crioulas”, armazenadas e submetidas a dois tipos de tratamentos
sanitarios, verificou a ocorréncia dos fungos Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Penicillium sp e Fusarium sp..E verificaram, ainda, que houve diferenca entre as
variedades, o tratamento sanitario e o periodo de armazenamento, em relacdo aos

fungos encontrados no estudo.

2.4 Radiacdo Gama

As radiagdes nucleares sdo emitidas principalmente nas formas de particulas
alfa, particulas beta ou radiagdo gama. A radiacdo gama é gerada por um nucleo
atbmico, quando emite particulas alfa ou beta. Essa liberacdo € uma forma encontrada
pelo nacleo para se “estabilizar”, devido restar ainda energia em excesso no ndcleo
atdbmico com a emissao de particulas nucleares.

Na irradiagédo de alimentos, utiliza-se, principalmente como fonte de radiacéo
gama, o is6topo *°Co, obtido pelo bombeamento com néutrons do metal Cobalto-59 em
um reator nuclear. Outros tipos de radiacBes também podem ser aplicados, como 0s
raios X e processo de elétrons acelerados, contudo, o Cobalto-60 é o mais utilizado
comercialmente em todo mundo, por sua disponibilidade,por seu custo, e por
apresentar-se na forma metéalica e ser insolivel em agua, proporcionando, com isso,
maior seguranca ambiental (EHLERMANN, 1990).

A radiacdo gama, proveniente da fonte de °°Co, é um tipo de onda
eletromagnética de alta freqliéncia e curto comprimento, motivo pelo qual tem alto
poder de penetracéo.

A determinacgdo das doses de radiacdo se faz em funcdo da energia absorvida
pelo produto irradiado. A unidade de medida utilizada é o Gray (Gy) ou quilogray
(kGy); um Gray equivale a um Joule de energia por quilograma de alimento irradiado.
Dependendo da dosagem das radiagdes ionizantes, as quais sdo submetidos aos
alimentos, pode-se chamar o processo de esterelizagéo.

A esterilizagdo é o tratamento do alimento com uma dose de energia ionizante

suficiente para prevenir a decomposicéo e a toxidez de origem microbiana, sejam quais



forem o tempo e as condi¢Ges de armazenamento do produto, desde que este ndo seja
contaminado novamente. As doses requeridas nesse processo geralmente estdo entre 25
e 45 kGy (OMS, 1995; SANTIN, 1997).

A radiagao y tem sido utilizada em diversos trabalhos para avaliar o seu efeito na
germinacdo e vigor das sementes, visando a verificacdo da dose de radiacdo que afeta o
crescimento da planta. Através de alguns estudos, verificou-se que com o aumento da
dose de radiacdo, hé perda da germinacdo e do vigor das sementes (LUCKEY,1980).

PRADO et al. (2005) utilizaram a radiagdogama na destruicdo de aflatoxina B1
em amostras de amendoim artificialmente e naturalmente contaminadas; as doses de
radiacdo até 10 kGy ndo foram suficientes para destruir a aflatoxina em amostras
naturalmentes contaminadas, enquanto as doses de 15, 20, 25 e 30 kGy . Portanto
promoveram uma reducgdo da contaminacgdo de aflatoxina B1 de 49 até 72%. Indicando
assim que a utilizacdo de radiacdo gama nédo elimina totalmente a aflatoxina B1 até a
dose de 30 kGy.

BARROS e ARTHUR (2005) utilizaram diferentes doses de radiacdo gama para
determinar o grau de sensibilidade da soja a dose letal e a redugdo do crescimento e
observaram que houve uma redugéo do crescimento na dose de 0,30 kGy.

FANARO et al. (2004) estudaram o efeito de diferentes doses de radiagdo (0 a
2,0 kGy) na germinagéo de sementes de girassol, e verificaram que doses abaixo de 1,5
kGy ndo alteram muito a germinacéo; j& as doses acima de 1,5 kGy podem retardar o
crescimento das plantulas em aproximadamente 42%.

CREDE et al. (2004) estudaram a influéncia da radiacdo ionizante na
germinacdo de sementes de soja e milho; verificaram que as doses acima de 0,5 kGy
interferem na germinacao e que as sementes de milho sdo mais resistentes a radiacdo do

que as sementes de soja.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local do experimento e origem das sementes

O trabalho foi desenvolvido na Unidade Académica de Engenharia Agricola
(UAEA) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG). A irradiacdo das
amostras de sementes foi feita no Departamento de Energia Nuclear da Universidade
Federal de Pernambuco, em Recife, Pernambuco. Os ensaios para avaliacdo do vigor e
da germinacdo foram conduzidos nos Laboratérios de Fitopatologia e Quimica da
Embrapa Algoddo, em Campina Grande, Paraiba.

As sementes utilizadas nestes experimentos foram da cultivar BRS Havana e
foram produzidas na cidade de Mogeiro, na Paraiba, na safra 2006/2007. Utilizaram
todas as recomendacdes para o cultivo, como adubacdo conforme anélise de solo e
controle de pragas e de doencas. As sementes foram armazenadas em casca até a sua

utilizacdo, no municipio de Patos, na Paraiba.

3.2 Tratamento das sementes com irradiacéo de ®Co

As irradiagOes das sementes de amendoim, cultivar BRS Havana, para controle
da micoflora, foram feitas em um irradiador que emite raios gama a partir de ®°Co. As
amostras de 300 g de sementes, com teor de umidade de 6,8% correspondentes a cada
parcela experimental, foram acondicionadas em sacos de polietileno transparente antes
de serem colocadas no irradiador, para evitar a contaminacdo das sementes apés a
irradiacdo por exposi¢cdo ao ambiente. As doses de radiacdo gama utilizadas foram 0;
0,5; 1;1,5; 2; 2,5; 3; 6; 9; 12; 15; 18; 21e 24 kGy. Depois da radiagdo, as sementes
foram transportadas em suas embalagens lacradas para o Laboratorio de Fitopatologia
da Embrapa Algoddo, onde foram realizados os testes de vigor, germinagdo e
determinacdo da micoflora. Antes e ap0s o tratamento com radia¢do, determinou-se a
umidade das sementes por meio de um equipamento de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN).
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3.3 Teste de vigor e germinacao

Para avaliar a germinagéo, foram utilizadas cinco repeti¢cdes de 50 sementes para
cada tratamento. O substrato utilizado foi papel germitest, com duas folhas de papel na
base e uma na cobertura, as quais foram umedecidas com agua destilada esterilizada,
enroladas e, posteriormente, colocadas em recipientes plasticos em BOD, sob
temperatura constante de 28° C, de acordo com a regras para analise de sementes.
(BRASIL, 1992).

A percentagem de germinacdo foi determinada somando-se as sementes que
germinaram na primeira contagem, realizada no quinto dia apds a semeadura, com as
sementes que germinaram na segunda contagem, efetuada no décimo dia. As contagens
e a apreciacdo das plantulas seguiram as prescricdes oficiais para analise de sementes
(BRASIL, 1992).

O teste de vigor foi realizado simultaneamente com o teste de germinagéo,
através do teste indireto da primeira contagem da germinagdo, conforme descrito por
VIEIRA e CARVALHO (1994).

3.4 Avaliagéo da micoflora

Na avaliacdo da micoflora associada as sementes irradiadas empregou-se o
método do papel de filtro umedecido (blotter test). Neste teste, utilizaram-se 50
sementes (cinco repeticdes de 10 unidades) para cada tratamento. As sementes, em
namero de dez, foram distribuidas no interior de placas de Petri de 15 cm de diametro,
sobre uma camada constituida por trés folhas de papel de filtro previamente
esterilizadas e umedecidas com agua destilada e esterilizada, e incubadas em BOD com
temperatura de 24 + 2 °C e fotoperiodo de doze horas de luz, durante sete dias. Na
identificacdo e contagem dos fungos, examinaram-se as sementes individualmente ao
microscopio estereoscopico, apds sete dias de incubacdo. Em alguns casos, a
identificacdo foi confirmada pela visualizacdo das estruturas morfoldgicas dos fungos

ao microscoépio optico.
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3.5 Delineamento experimental e analise estatistica

Os experimentos de germinacdo e vigor foram dispostos em delineamento
inteiramente casualizado, com 4 repetiches e sete tratamentos, correspondentes as
seguintes doses de radiacdo, em kGy: T;=0,0; T, =0,5; T3 = 1,5; T4=3,0; T5s = 6,0; Ts
=12,0; T; = 24,0.

O programa estatistico utilizado foi 0 SAS (SAS/STAT, 2000). Os dados obtidos
foram submetidos ao teste F e, por se tratar de uma varidvel quantitativa (doses),
utilizou-se andlise de regressdo, de acordo com recomendacdes de SANTOS et
al.(2007).

Para avaliacdo da micoflora, foram testadas 14 de doses de irradiagdes (T1 = 0,0;
T,=0,5T3=10; T4 =15; Ts=2,0; Te = 2,5, T = 3,0; Tg = 6,0; Tg = 9,0; T10 = 12,0;
Ty = 150; T, = 18,0; Tz = 21,0; Tiw = 24 kGy) dispostos em delineamento
inteiramente casualizado, com 4 repeti¢fes. Os resultados obtidos foram analisados
conforme estatistica descritiva da porcentagem de contaminagdo de cada fungo
identificado, em funcéo das doses de radiacéo.
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4. RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Vigor e Germinagao

Determinou-se nas amostras, antes e ap0s o0 processo de radiacdo, a umidade das
sementes. Antes de serem irradiadas a umidade média das sementes foi de 6,8% e apds
0 processo, foi de 6,97%, indicando, assim, que o processo de irradiacdo das amostras
néo altera a umidade das sementes.

Na Tabela 1, encontra-se 0 resumo da analise de regressdo na andlise de
variancia, representado pelos quadrados médios da germinacao e do vigor das sementes
de amendoim irradiadas com ®Co.

Os resultados das avaliagcdes de vigor e germinagdo foram significativos para
regressdo linear e quadratica com o coeficiente de determinacdo (R?) superior a 98%.
Pela tabela 1, ndo houve efeito significativo para as demais regressdes testadas (3° e 4°
graus). Os tratamentos 12,0 e 24,0 kGy ndo foram incluidos nesta andlise, por terem
apresentado resultado zero isto €, as sementes de amendoim ndo germinaram a partir da
dose de 12 kGy; por apresentam media e variancia igual a zero e influenciado
diretamente a homogeneidade das variancias dos tratamentos, sendo recomendada a sua
omissdo da analise de variancia (COCHRAN, 1947).

Tabela 1: Resumo da anélise de regressdao para a germinacgdo e vigor, das amostras de
amendoim BRS Havana irradiadas.

- oL Quadrados Médios Coeficiente Determinagdo (R?)
Vigor Germinacao Vigor Germinacao

Reg. Linear 1 11356,90**  11222,5** 0,952145 0,961319
Reg. Quadratica 1 700,07* 617,78* 0,977974 0,985745
Reg. Cubica 1 240,10™ 160,00™
Reg. 4° grau 1 4,13"™ 6,91"
Tratamentos 4 3075,30 3001,80**
Residuo 15 87,80 93,87
C.V. (%) 23,02 19,45

** significativo a 1% de probabilidade pelo teste F; * significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; ns ndo significativo.
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Para estimar a viabilidade (germinacgéo e vigor) das diferentes doses de irradi¢do
elegeu-se a equacdo de regressdo que melhor representa as doses, compreendo a
significancia do teste “F”e o coeficiente de determinacéo (R%);a representacdo grafica de
cada varidvel com a respectiva equagao encontra-se nas Figuras 1 e 2.

Os resultados apresentados nas Figuras 1 e 2 tornam evidente o efeito das doses
de irradiacdo gama sobre a viabilidade das sementes de amendoim, evidenciando efeito
prejudicial, uam vez que & medida que se elevou a dose de radiacdo, diminui-se a
viabilidade das sementes, revelada pela porcentagem de germinacéo e pela sua primeira
contagem (vigor).

Conforme observa-se nestas figuras, que as porcentagens de germinagdo e de
vigor das sementes ndo radiadas foram 74,5% e 65% respectivamente; a perda de
viabilidade aumentou com o a dose de radiacdo e, também, apresentaram semelhanga de
comportamento dos testes de viabilidade. A perda da germinagdo e do vigor deve-se a
radiosensibilidade do eixo embrionario; a diferenca entre os resultados dos testes foi
provocada pelo rigor do teste de vigor em relacdo ao de germinacéo.

Observa-se, ainda, mediante estas figuras, uma forte diminuigédo da viabilidade
das sementes irradiadas a partir da dose de 3,0 kGy, em que a percentagem do vigor
sofreu reducdo em 66% e a da germinacdo, em 55,7% em relacdo a dose de 0 kGy

(testemunha).
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Figura 1: Representagdo grafica da porcentagem da 1° contagem de germinacdo (vigor) em

relacdo as diferentes doses de radiagéo.
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Figura 2: Representacdo gréfica da porcentagem de germinagdo em relacdo as diferentes doses

de radiacéo.

As equacOes de regressdao das Figuras 1 e 2 sdo importantes por poderem
informar o comportamento dos pontos intermediarios entre 0s obtidos
experimentalmente relativos as doses de 0 a 3,0 kGy. Estudo sobre o tema revela que
baixas doses de radiacdo apresentam a capacidade de estimular os bio-sistemas,
invertendo o efeito com o aumento da dose (LUCKEY,1980). Esta teoria denominada
Hormese, ainda ndo é muito bem compreendida e é muito questionada; o que poderia
explicar a mesma porcentagem de germinacao e vigor, na testemunha com uma redugéo
desses valores de germinacéo e vigor em fungdo do aumento da dose de radiacéo.

Estes resultados sdo concodantes, em parte, com o principio de Alara de
protecdo radiolégica (Internacional Commission on Radioldgica Protetion, 1990), que
considera prejudicial qualquer dose de radiagéo aos organismos. O mesmo autor relata
gue com soja, trigo e milho, foram obtidos bons resultados de produtividade com as
sementes destes produtos irradiados, usando baixas doses antes da semeadura.

Tornou-se claro, neste estudo, que doses acima de 3,0 kGy, sdo altamente
prejudiciais a viabilidade das sementes de amendoim. O resultado deste experimento
esta de acordo com outras pesquisas, envolvendo a germinacdo desementes de outras
espécieis, como as de milho, soja e girassol, estudadas por CREDE et al. (2004),
FANARO et al. (2004), BARROS e ARTHUR (2005). Em ambos 0s experimentos, 0

uso da radiacéo foi prejudicial a germinacao.
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4.2 Micoflora

De acordo com os exames realizados sob microscopio estereoscépico, os fungos
gue se desenvolveram sobre as sementes de amendoim irradiadas pertenciam ao género
Aspergillus flavus, Aspergillus glaucus, Aspergilus niger, Penicillium spp. (Figuras 3, 4
5 e 6). Devido a ocorréncia simultanea desses fungos e a maneira com o micélio se
desenvolveu, adotou-se a forma gréafica para representar o percentual de sementes
infestadas.

A porcentagem de contaminagéo por A. flavus diminui com o aumento da dose
de irradiacdo (Figura 3). Este fungo ndo foi identificado nas doses de 2,5; 3,0; 15,0 e
21,0 kGy e nas doses de 6,0; 9,0;12,0;18,0 e 24,0 kGy, a contaminacdo foi menor que
1%.

A contaminacdo por A. glaucus foi maior nas doses de 0,5 e 15 kGy, 10%
.(Figura 4). Nas amostras que receberam 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 6,0; 9,0; 12,0 e 18,0 kGy a
percentagem de contaminacdo foi menor que 3,5%.

A contaminagdo por A. niger diminuiu com o aumento da dose de irradiagéo
aplicada (Figura5). As doses 0; 0,5 e 1,0 kGy foram as que apresentaram a maior
contaminagdo, em média 20%.

A contaminacdo por Penicillium sp foi diferente da observada para os demais
fungos identificados (Figura 6). Na testemunha (sem radiacdo), 60% das sementes
estavam contaminadas por Penicillium sp. A medida que a dose de radiacdo foi
aumentando, a percentagem de contaminagdo foi diminuindo, chegando a 32,5% na
dose 24 kGy. Ou seja,ndo foi possivel eliminar este fungo nem com a maior dosagem de
radiacéo utilizada.

PRADO et al. (2006),testaram o efeito de diferentes niveis de radiacdo sobre a
porcentagem fungica de amendoim in natura, com e sem o processo de desinfec¢do dos
gréos, em funcdo do tempo de armazenamento;tendo observado que a radiacdo gama,
em doses acima de 10 kGy, foi capaz de eliminar a contaminacdo flngica do amendoim
em grdos armazenados por 6 meses, em temperatura ambiente, independendo do
processo de desinfecgao.

Entretanto, mais estudos sdo necessarios para se encontrar um equilibrio entre as
doses eficazes para o controle da microbiota flngica e a utilizacdo destas sementes para

a germinagéo.
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Figura 3: Representacdo gréfica da porcentagem de A. flavus em diferentes doses de
radiacdo gama.
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Figura 4: Representacdo gréfica da porcentagem de A. glaucus em diferentes doses de
radiacdo gama.
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Figura 5: Representacéo gréafica da porcentagem de A. niger em diferentes doses de
radiacdo gama.
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Figura 6: Representacdo gréfica da porcentagem de Penicillum sp. em diferentes doses
de radiacdo gama.
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5. Conclusoes

Com base nos resultados obtidos, estabeleceram-se as seguintes conclusdes:

* O tratamento com radiacdo gama afetou negativamente o vigor e a germinacao

das sementes de amendoim;

* Asdoses de 0,5 e 1,5 resultaram em reducgéo da germinacdo e dvigor acima de
50%;

* A dose de 3 kGy inviabiliza a utilizacdo das sementes para o plantio;

* Doses acima de 12 kGy comprometem totalmente o vigor e a germinacao das

sementes;

* O tratamento com radiagdo gama afetou negativamente a contaminagdo por

fungos em sementes de amendoim;

* Os fungos Aspergillus flavus, Aspergillus niger foram eliminados a partir da
dose 2,0 kGy;

* Aspergillus glaucus foi eliminado a partir da dose 3,0 kGy;

* Penicilium sp. permaneceu em mais de 30% das sementes em todos os

tratamentos com radiagéo, néo sendo eliminado nem com a dose de 24 kGy.
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CAPITULO 2

Contaminacao por aflatoxinas em amostras de amendoim de diferentes

tamanhos inoculadas artificialmente

RESUMO

SANTOS, T. S. CONTAMINAQAO POR AFLATOXINAS EM AMOSTRAS DE
AMENDOIM DE DIFERENTES TAMANHOS INOCULADAS ARTIFICIALMENTE.
In: . RESPOSTA DE SEMENTES DE AMENDOIM A DIFERENTES DOSES
DE RADIACAO GAMA E CONTAMINACAO POR AFLATOXINAS APOS
INOCULACAO ARTIFICIAL COM Aspergillus parasiticus, 2008, Cap. 2, p. 24 — 51.
Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Agricola — area de concentracdo de Processamento e
Armazenamento de Produtos Agricolas), Universidade Federal de Campina Grande,
Campina Grande - PB.

A variabilidade da contaminagdo por aflatoxinas em amostras obtidas em lotes
comerciais de amendoim tem sido um tema muito investigado, visando determinar planos
de amostragem adequados. No entanto, a variabilidade observada em trabalhos
experimentais tem dificultado a avaliagdo dos tratamentos, em fungdo da distribuicdo
heterogénea da contaminacdo. Este trabalho investigou a influéncia de diferentes tamanhos
de amostras, retiradas de um pequeno lote de amendoim descascado e inoculado
artificialmente com Aspergillus parasiticus, na variancia, desvio padréo e coeficiente de
variacao relativos & contaminagdo por aflatoxinas. Um lote de amendoim com 4,7 kg foi
irradiado na dose 25 kGy e inoculado artificialmente com Aspergillus parasiticus
utilizando inéculo em pd. A incubacgdo foi feita em sete dessecadores, contendo 800g de
sementes cada um e solucdo salina saturada de nitrato de potassio (93,58% UR) na
temperatura de 30°C, durante 21 dias. A umidade de equilibrio da semente foi 12,9% b.s.
A média geral de contaminagdo foi 37,73 pg/kg , desvio padrdo 99,20ug/kg e coeficiente
de variagdo 262,97%. A contaminacdo do amendoim por aflatoxina B1 variou com o
tamanho das amostras. o tamanho da amostra, diminuiu o valor do coeficiente de variagéo
a partir da amostras de 300g. Portanto, observou-se uma tendéncia de redugéo do desvio

padrdo com o aumento do tamanho da amostra.

Palavras-chave: Aspergillus, variabilidade e micotoxinas.

25



Contamination by Aflatoxins in peanut samples of different sizes

artificially inoculated

Abstract

The variability of contamination by aflatoxins in samples obtained in peanut commercial
lots have been a very investigated theme, to determine adequate sample plans. However,
the observed variability in experimental works have difficult the treatments evaluation,
because the heterogeneous distribution of contamination. This study has investigated the
influence of different sample sizes, taken from a small peeled peanut lot and artificially
inoculated with Aspergillus parasiticus, in variance, standard deviation, and coefficient of
relative variation to contamination by aflatoxins. A peanut lot with 4,7 kg was irradiated in
the dose of 25,0 kGy and artificially inoculated with Aspergillus parasiticus using powder
inoculum. The incubation was done in seven dessecators, containing 800 g of seeds each
one in saturated saline solution of potassium nitrate ( 93,58 % RU ) in the temperature of
30 C, during 21 days. The humidity of seed balance was 12,9 % b.s. The general media of
contamination was 37,73 ug/kg, standard deviation 99,20 ug/kg and coefficient of variation
262,97%. The peanut contamination by aflatoxin B1 ranged with the sample sizes. When
increased the sample size, decreased the value of the variation coefficient from samples of
300 g. Therefore, it was observed a reduction tendency of the standard deviation with the
increase of the sample sizes.

Key words: Aspergillus, variability and micotoxins.
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1. INTRODUCAO

O amendoim (Arachis hypogaea L.) € uma cultura agricola Unica, cuja fertilizagao
ocorre no ambiente aéreo e frutificacdo, no subterraneo pois, pelo alongamento do
gindforo, o embrido € empurrado em direcdo ao solo, onde a vagem completa o seu
desenvolvimento (NOGUEIRA & TAVORA, 2005).

A infeccdo dos futos por fungos toxicogénicos pode ocorrer por vias sistémicas,
através da flor, ou, diretamente, via parede dos frutos, sendo esta Ultima, a mais
importante (DHINGRA & COELHO NETTO, 1998). As micotoxinas sdo metabdlitos
secundarios de alguns fungos, liberados ou ndo nos substratos nos quais eles crescem.
Muitas delas apresentam efeitos téxicos e degenerativos ao consumidor, sendo
nefrotxicas e possivelmente carcinogénicas e teratogénicas. Dentre as micotoxinas
conhecidas, as aflatoxinas sdo as mais importantes encontradas no amendoim (DHINGRA
& COELHO NETTO, 1998).

O termo aflatoxinas € utilizado para denominar um grupo de substancias toxicas
produzidas pelos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, que se desenvolvem
sobre muitos produtos agricolas e alimentos, quando as condi¢Ges de umidade do produto,
umidade relativa do ar e temperatura ambiente sdo favoraveis (CAST, 2003).

Altos niveis de contaminacdo ocorrem quando o amendoim é produzido sob déficit
hidrico no periodo que antecede a colheita e também quando armazenado sob condi¢des
inadequadas, de umidade e temperatura, proporcionando, assim, condi¢des favoraveis para
0 desenvolvimento de Aspergillus nos gréos e, em consequéncia, a contaminagdo por
aflatoxinas (DHINGRA & COELHO NETTO, 1998).

A contaminagdo de um determinado lote de amendoim por aflatoxinas ocorre de
maneira muito heterogénea, ou seja, apenas uma pequena porcentagem dos grdos pode
estar contaminada e a contaminacgéo destes poucos gréos pode ser elevada (WHITAKER &
WISER, 1969). Por este motivo, a contaminacdo detectada em diferentes amostras
retiradas de lotes contaminados é muito varidvel e esta variacdo depende do tamanho da
amostra avaliada e do valor médio da contaminacdo do lote (WHITAKER & WISER,
1997, WHITAKER et al., 1994a).

A variancia associada aos resultados obtidos a partir de amostras de maior tamanho
é menor do que a obtida com amostras menores. Quanto maior o valor médio da

contaminagéo do lote, maior a variancia e menor o coeficiente de variagdo (CV). Em
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conseqliéncia, a amostragem para determinar a contaminagdo por aflatoxinas de lotes de
amendoim em casca ou descascado é mais complexa do que a utilizada para determinar
outras caracteristicas, como umidade dos graos e rendimento, entre outras (WHITAKER &
DOWELL,1995; WHITAKER et al., 1994b;FAO 1993).

A distribuicdo da contaminacdo por aflatoxinas em amendoim tem sido investigada
em lotes de maior porte, refletindo a preocupacdo de amostrar e determinar o nivel de
aflatoxinas produtos nos comercializados e consumo. No entanto, a distribuicdo da
contaminag@o em lotes menores, como as parcelas experimentais, tem sido pouco estudada.
Esta € uma fonte de variacdo muito expressiva, em funcdo da desuniformidade da
contaminag&o, que pode comprometer a correta avaliagdo dos tratamentos. E muito comum
a ocorréncia de coeficientes de variagdo (CV) altos na avaliagdo de dados experimentais,
quando a contaminacdo por aflatoxinas € a caracteristica avaliada. Por outro lado, é
importante pesquisar e comprovar o efeito de tratamentos e préticas agricolas que
previnam esta contaminacao.

O tamanho da amostra e 0 grau de contaminacdo séo fatores que influenciam a
variancia, quando sao feitas amostragens em grandes lotes. No entanto, ndo se sabe qual o
efeito da amostragem na determinagdo da contaminagdo por aflatoxinas em trabalhos
experimentais. O tamanho das parcelas, utilizado para avaliar a contaminagdo por
aflatoxinas em funcdo de diversos tratamentos, tem sido determinado sem considerar a
variagdo intrinseca desta variavel (MEHAN et al.,, 1986; PRADO et al., 1996).
WHITAKER et al., (2004) estudaram a variabilidade em amostras de amendoim obtidas de
parcelas experimentais no campo, de diferentes tamanhos, cultivadas sob déficit hidrico,
tendo verificado que o desvio padréo associado aos diferentes tamanhos de parcela testados
foi reduzido consideravelmente ao se aumentar o tamanho da parcela até o comprimento de
6 m.

Este trabalho investigou a influéncia de diferentes tamanhos de amostras, obtidas de
um pequeno lote de amendoim descascado e inoculado artificialmente com Aspergillus
parasiticus,sobre variancia, desvio padrdo e coeficiente de variacdo relativos a

contaminag&o por aflatoxinas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura do amendoim

2.1.1 Botanica

O amendoim cultivado, Arachis hypogaea L., pertence a familia Leguminosae,
subfamilia Faboideae, género Arachis, secdo Axonomorphae e série Amphiploide. E
subdividida em duas espécies, Arachis hypogaea L. subespécie hypogaea cujos gendtipos
pertencem ao grupo Virginia e Arachis hypogaea, subespécie fastigiata cujos genotipos
pertencem ao grupo Valéncia ou Spanish (KRAPOVICKAS & GREGORY, 1994).

A planta do amendoim é herbacea, ereta ou prostada, anual, com ciclo de 90 a 160
dias, com altura da haste principal entre 50 e 60 cm. Apresenta raizes pivotantes e laterais
(NOGUEIRA & TAVORA, 2005). A floragdo do amendoim tem inicio entre 20 e 35 dias
apOs a semeadura, periodo que se estende da quarta a décima segunda semana e sua
duracéo varia com o tipo de cultivar e as condigdes ambientais.

Na base do ovério desenvolve-se uma regido meristematica, apds a fertilizag&o,
semelhante a uma haste, denominada ginoforo. Tal estrutura é dotada de geotropismo
positivo e conduz o ovario para o interior do solo, onde a vagem é desenvolvida
(ARAUJO, 1986).

2.1.2 Importancia Econdmica

O amendoim é uma das mais importantes oleaginosas, sendo a quarta mais
produzida, perdendo apenas para a soja, 0 algoddo e a canola. Participa com 10% da
producdo mundial de 6leo comestivel, com uma producdo em torno de 23,5 milhdes de
toneladas/ano, sendo os principais produtores a India, a China e os Estados Unidos.
Atualmente, a produgdo nacional é de aproximadamente de 305,0 mil toneladas/ano e o
estado de Sao Paulo ¢ o principal produtor (CONAB, 2008).

A importancia econdmica do amendoim esta baseada no seu valor protéico e no alto
teor de Oleo encontrado em suas sementes. Cerca de 90% da producdo mundial do
amendoim ¢é utilizada na fabricacdo de 6leo, originando um subproduto denominado torta
de amendoim, utilizado na alimentacdo de animais domésticos bovinos, suinos, caprinos,
entre outros(ARAUJO, 1986; PUZZI, 2000).
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2.2 Micotoxinas

2.2.1 Aspectos Gerais

As micotoxinas sdo metabdlitos tdxicos produzidos por algumas espécies de
fungos, principalmente dos géneros Aspergillus e Penicillium. Muitas delas provocam
efeitos tdxicos e degenerativos ao consumidor, sendo nefrotoxicas e, possivelmente,
carcinogénicas e teratogénicas (DHINGRA & COELHO NETO, 1998).

A produgdo de micotoxinas depende de uma serie de fatores, incluindo a
suscetibilidade do substrato a colonizagcdo do fungo produtor; fatores fisicos como
temperatura do ambiente, umidade do substrato, umidade relativa do ar durante o
armazenamento, aeracdo, danos mecanicos e tempo de armazenamento; fatores biologicos
como capacidade genética do fungo em produzir micotoxinas, quantidade de esporos
viaveis, interacdo entre diferentes fungos existentes no mesmo substrato e entre as
micotoxinas produzidas, bem como presenca de insetos.

Aflatoxinas € um termo coletivo para um grupo de toxinas produzidas por cepas de
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, que apresentam comportamento ecolégico e
biolégico bem distintos, durante o seu desenvolvimento em um substrato favoravel a sua
producdo. A. parasiticus € bem adaptado ao ambiente terrestre e produz aflatoxinas dos
tipos B e G, enquanto A. flavus é mais adaptado ao ambiente aéreo e produz aflatoxinas do
tipo B (DHINGRA & COELHO NETTO, 1998). A principal diferenca entre as duas
principais formas de aflatoxinas, B e G, est& na toxidez de cada uma, sendo a aflatoxina B;
a mais toxica e a mais comum (DHINGRA & COELHO NETO, 1998). Apesar do
comportamento ecoldgico distinto, A. flavus e A. parasiticus desenvolvem-se em graos
com umidade alta (10,5%), umidade relativa superior a 85% e temperatura ambiente
proxima a 30°C (CAST, 2003; FREIRE, et al., 2005).

2.2.2 Contaminagdo do amendoim por aflatoxinas

O primeiro relato de contaminagéo por aflatoxinas ocorreu em 1960, quando houve
grande mortalidade de perus, aproximadamente 100.000, na Inglaterra, que apresentaram

sintomas tipicos de ingurgitamento e congestdo renal com hemorragia ou necrose do
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figado. Verificou-se que o fator comum era a ingestdo de ragfes, contendo farelo de
amendoim de procedéncia brasileira (FONSECA, 1999). No Brasil, 0s primeiros estudos
foram realizados em 1961, com relatos de toxidez em farelos de amendoim utilizada na
alimentacdo de suinos e comprovada em testes com cobaias. Desde entdo os efeitos das
aflatoxinas na saude animal foram estudados também na criacdo de aves e bovinos
(FONSECA, 1999).

O efeito que as aflatoxinas podem causar no organismo depende da dose e da
freqléncia com que ela € ingerida. Sabe-se que as aflatoxinas podem provocar cirrose,
necrose do figado, proliferacdo dos canais biliares, sindrome de Reye, hemorragia nos rins
e sérias lesdes na pele. H& também o risco de desenvolvimento do cancer priméario no
figado (CAST, 2003). Além do amendoim, outros produtos apresentam alto risco de
contaminagdo por aflatoxinas, como milho, sementes de algoddo, castanha-do-brasil,
pistaches, pimenta e figo (CAST, 2003).

Em funcdo dos danos que podem causar a salde humana e animal, a contaminagao
por aflatoxinas em amendoim para consumo e comercializagéo deve ser determinada e, se
for superior ao limite tolerado, o produto é considerado impréprio para o consumo. No
Brasil, as aflatoxinas sdo as Unicas toxinas regulamentadas pelo Ministério da Saude, o
qual determina que, para consumo humano, o amendoim pode apresentar no maximo 20
ppb para o somatério de B1, B2, G1 e G2 (BRASIL, 2002).

Prado et al. (1996) estudaram a resisténcia de dois genétipos de amendoim
inoculados artificialmente com A flavus ,e constataram diferengas na contaminagdo média
entre 0s genotipos (41836 e 144032 ppb) . Neste estudo, o preparo do inéculo foi feito em
4gua e a concentracdo de conidios foi ajustada para 10° esporos/mL. Estes autores também
determinaram que a producdo de aflatoxinas foi maior no 14° dia de incubacdo e que
houve diminuicdo do crescimento flngico nestes gendtipos.

Prado et al. (1999), avaliaram a resisténcia de quatro genotipos de amendoim (Tatu
Vermelho, VRR-245, 2117 e 2155) a produgdo de aflatoxina B1 por A flavus inoculado
artificialmente (inoculacdo com &gua e a concentracdo de conidios ajustada para 10°
esporos/mL), com dois tratamentos de sementes (autoclavadas e in natura). Houve
diferenga significativa entre os gendtipos, tendo ocorrido no gendtipo 2117, os menores

valores de contaminacdo, independente do tratamento utilizado nas sementes.

31



2.3. CondicGes ambientais para o desenvolvimento do Aspergillus

Os produtos agricolas tém a capacidade de absorver ou perder agua para o
ambiente, até atingir um equilibrio entre o teor de umidade dos grdos e o ambiente. A
umidade de equilibrio é alcancada quando a pressdo de vapor de agua do produto é igual a
pressdo de vapor do ambiente. Esta relacdo entre teor de umidade do produto e a umidade
relativa do ar, a uma dada temperatura, pode ser expressa por um modelo matematico,
denominado isotermas de sorcéo (adsor¢éo ou dessorgéo).

As isotermas de sor¢éo de umidade constituem parte essencial da teoria de secagem
e fornecem informacdes Uteis para o desenho de equipamentos de secagem e para 0 estudo
de armazenamento de produtos .

CORREA et al. (2007) testaram alguns modelos matematicos para estimar a
umidade de equilibrio do amendoim em vagem, dos grdos e das cascas, separadamente.
Eles verificaram que h& uma diferenca de adsorcdo de umidade entre estes produtos. O
conteudo de umidade de equilibrio de amendoim em vagem, dos grdos e das cascas
aumentam com a diminuigdo da temperatura, em uma umidade relativa de equilibrio
constante. Os modelos de Henderson modificado e Chung — Post foram os que melhor
representaram o fenémeno de adsor¢do de umidade do amendoim.

Considerando as condigdes ideais para o desenvolvimento de A. parasiticus, o grao
devera ter 11% de umidade e a umidade relativa de 85% (CAST, 2003). Esta umidade
pode ser alcancada quando o gréo entrar em equilibrio com a umidade relativa de 93,58 %
(GREENSPAN,1977).

Uma das formas de controle de umidade em condigdes experimentais é empregar
solugdes salinas saturadas. Em estudos de armazenagem com grédos, GREENSPAN (1977)
determinou a umidade de equilibrio de diversas solugdes salinas para temperaturas entre de
0 a 100°C, objetivando as melhores condi¢cbes ambientais para o desenvolvimento de
Aspergillus. Os sais recomendados para esse propoésito sdo cloreto de potassio (KCI);
nitrato de potassio (KNO3) e sulfato de potassio (K,SOy).

2.4 Amostragem para avaliar a contaminacgao por aflatoxinas

A contaminagdo por aflatoxinas no amendoim ocorre de maneira muito

heterogénea, dificultando a amostragem para a determinacio desta contaminac&o. E dificil
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estimar exatamente a concentracdo de aflatoxinas em um grande lote devido & grande
variabilidade associada a andlise da contaminagdo por aflatoxinas. H& uma variabilidade
associada a cada uma das etapas de amostragem, preparo da amostra e andlise; a
variabilidade aumenta com a concentragdo da toxina no lote. A principal fonte de
variabilidade associada a este procedimento esta na etapa de amostragem (CAST, 2003).

Na amostragem, a variabilidade da contaminacdo é grande, porque uma pequena
porcentagem dos gréos esta contaminada e a contaminagdo em um Gnico grdo pode ser
muito alta. WHITAKER et al. (1994a) estudaram a variabilidade neste procedimento e
verificaram que a amostragem € responsavel por 90% da variabilidade associada a
determinagédo da contaminacdo de um lote.

Por haver uma grande heterogeneidade, a distribuicdo da contaminagdo de
aflatoxinas em lotes possui um comportamento matematico diferente (WHITAKER e
WISER 1969). Este comportamento é explicado por uma distribui¢cdo binomial negativa.
WHITAKER et al. (1996) estudaram a adaptabilidade de 10 modelos de distribuigdes
estatisticas para descrever a contaminacdo de amendoim por aflatoxinas e observaram que
a Distribuicdo Binomial Negativa foi a distribuicio que melhor descreveu o
comportamento da contaminag&o.

Os métodos empregados para amostrar produtos agricolas tém-se mostrado
inadequados para avaliagdo da contaminagdo por aflatoxinas.

FONSECA (2002) determinou o tamanho destas amostras para grandes lotes de
amendoim com casca e sem casca a granel, a partir do nimero minimo de pontos dos quais
devem ser retiradas as subamostras para se constituir a amostragem.

Quanto maior o valor médio da contamina¢do de um lote, maior a variancia e
menor o coeficiente de variacdo (CV) associado a amostragem. WHITAKER et al. (1994
a) estudaram o efeito de diferentes tamanhos de amostras de amendoim armazenado, de
lotes contaminados, e verificaram que a variancia esta associada a média de contaminagdo
nos lotes, ou seja, hd um aumento da varidncia com o aumento da concentracdo da
contaminagéo.

E importante determinar corretamente a contaminagdo por aflatoxinas em
condicbes experimentais para determinar o efeito dos tratamentos na reducdo de
contaminacdo. No entanto, a avaliagdo do efeito dos tratamentos é comprometida devido a
variabilidade da contaminacdo por aflatoxinas entre as repeti¢des. Considerando que a
etapa de amostragem é a responsavel pela maior parte da variabilidade associada a
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determinacdo de contaminagdo por aflatoxinas, é recomendavel ndo subamostrar as
parcelas experimentais para néo introduzir nova fonte de variabilidade neste processo.

O efeito do tratamento de parcela na variabilidade associada a contaminagdo por
aflatoxinas em condic¢des experimentais de campo foi avaliada e verificou-se que, quando
se aumenta o tamanho das parcelas de 1,5m para 6m, o desvio padrao foi reduzido pela
metade.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local do Experimento e origem das sementes.

O trabalho foi desenvolvido na Unidade Académica de Engenharia Agricola
(UAEA) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG). Os ensaios para avaliacdo
da contaminacdo por aflatoxinas foram conduzidos nos Laboratérios de Fitopatologia e
Quimica da Embrapa Algoddo, em Campina Grande, Paraiba. A identificacdo e
quantificacdo das aflatoxinas foram feitas no Laboratorio de Micotoxinas da Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, em Piracicaba, Sao Paulo.

As sementes utilizadas nestes experimentos foram da cultivar BRS Havana,
produzidas em Mogeiro, na Paraiba, na safra 2006/2007.Utilizando-se todas as
recomendagfes para o cultivo, como adubacdo conforme anélise de solo e controle de
pragas e de doengas. As sementes foram armazenadas em casca até a sua utilizagdo, no

municipio de Patos, na Paraiba.

3.2 Tratamento dos gréos com irradiacdo de *°Co

As irradiacOes dos grdos de amendoim, cultivar BRS Havana, para controle da
micoflora, foram feitas em um irradiador que emite raios y a partir de cobalto-60, tipo
gammacell com dose de 12,5 kGy/h. O lote de 5875 g de graos de amendoim foi dividido
em porgdes de 300 g, acondicionadas em sacos de polietileno transparente antes de serem
colocadas no irradiador, para evitar a contaminagdo dos grdos apds a irradiagdo por
exposi¢cdo ao ambiente. A dose de radiacdo gama utilizada foi 25 kGy, a mesma para a
eliminacdo dos microrganismos associados aos grdos (PRADO et al., 2005). Depois da
radiacdo, os grdos foram transportados em embalagens vedadas para os Laboratorios de
Fitopatologia e Quimica da Embrapa Algodao.
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3.3 Isolado de Aspergillus parasiticus

Neste estudo, utilizou-se uma cepa toxicogénica de A. parasiticus (#1MI1242625)
oriunda do International Mycological Institute, Inglaterra, a qual foi isolada de pistache
(Pistacia vera L.), produtora das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, gentilmente cedida pelo Dr.
Guilherme Prado, pesquisador da Fundagédo Ezequiel Dias, Belo Horizonte, Minas Gerais.

3.4 Preparo do inéculo em pé

O isolado de A. parasiticus (#1M1242625) foi repicado em meio Czapeck Dox Agar
(Himedia Laboratories Pvt Ltd.) e incubado em camara BOD, a uma temperatura de 25 °C
e fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias. Apds esse periodo, foi preparada uma
suspensdo de esporos adicionando-se 20 mL de agua destilada esterilizada por placa de
Petri. Os conidios foram liberados das coldnias fangicas cultivadas sobre 0 meio de cultura
Czapeck Dox Agar, com uma alca de Drigalski, e a suspensao resultante, filtrada em uma
camada dupla de gaze esterilizada. A suspensdo de conidios foi adicionada ao meio
Czapeck Dox Agar fundido (temperatura aproximada de 45 °C) e homogeneizado. Em
seguida, discos de papel de filtro de 9,0 cm de didmetro, previamente esterilizados, foram
mergulhados na suspensdo de esporos e 0 meio de cultura e distribuidos em placas de Petri
de igual didmetro. As placas foram mantidas em camara BOD, por um periodo de 20 dias,
a temperatura de 28 °C tempo e temperatura necessarios para secagem total do meio de
cultura e para o patégeno produzir abundante esporulacdo sobre o papel de filtro, conforme
Figura 1.

ApoOs esse periodo, foram recortadas duas pecas de papel de filtro com A.
parasiticus esporulado, com érea de 1,5 cm® cada, e os esporos em uma dessas pecas
liberados em 10 g de &gua destilada esterilizada, contida em um béquer, e os da outra,
utilizados para preparar o in6culo em pé do fungo. No papel de filtro utilizado para
preparar o indculo em pd, os esporos foram liberados, com uma escova esterilizada das
col6nias contidas na superficie do papel para 10 g de caolim (produto inerte, previamente
esterilizado). Em hemacitdmetro, contou-se 0 nimero de esporos na suspensdo preparada

com agua destilada, a qual foi utilizada para estimar a quantidade de esporos contida no
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caolim (estimativa indireta). A concentracdo de conidios nesse produto foi ajustada para 30

x 10° esporos/g.
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Figura 1. Placas de Petri contendo A.s parasiticus mantidas em cdmara BOD, para secagem total do

meio Czapeck Dox Agar.

3.5 Inoculagéo dos gréos

Na inoculacdo dos graos, utilizou-se 1 g do inoculo em p6 de A. parasiticus
ajustado para 30 x 10° esporos/g para cada 1 kg de grdos de amendoim. No tratamento
controle (testemunha), foi aplicado 1 g de caolim esterilizado por quilo de grdos de
amendoim. Inéculo em p6 de A. parasiticus ou caolim foi adicionado aos grdos de
amendoim, contidos em sacos plasticos,procedeu-se a uma homogeneizagdo até a total
cobertura de todos os grdos pelos produtos. Todos os procedimentos foram feitos em
camara de fluxo laminar, onde ha todo controle de assepsia, para ndo haver contaminacao

por outros tipos de microrganismos.

3.6. Incubacéo

Foram utilizados 5.875g de grdos de amendoim previamente irradiados.
Posteriormente, formaram-se dois lotes: um, com 4.700g e outro, com 1.175g de
amendoim, ambos inoculados com A. parasiticus. O primeiro lote foi subdividido em seis
pequenos lotes de 800g que foram postos dentro dedessecadores em estufas de BOD. O
outrolote de 1175g de amendoim inoculado, também recebeu 0 mesmo tratamento para
armazenamento (dessecador e BOD).
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Antes da incubacdo, a umidade de equilibrio dos graos foi estimada, utilizando-se
0s conceitos de isotermas de sor¢do de equilibrio higroscopico e a equacdo matematica de
Henderson modificada (CORREA et al., 2007). Os grdos foram mantidos nos dessecadores
por mais 14 dias para o desenvolvimento do fungo (PRADO et al., 1996). O periodo de
incubacéo graos de amendoim foi 21 dias, em condigdes de umidade relativa e temperatura
Otimas para producdo de micotoxinas, ou seja, umidade superior a 85% e temperatura de
30 + 1 °C. Adotou-se, neste estudo, tempo de permanéncia (21 dias) em funcdo de ja ter
sido determinado experimentalmente que se necessitam de 7 dias para se atingir o
equilibrio e de mais 14 dias para o desenvolvimento do fungo, conforme recomendagéo de
PRADO et al. (1996). Essas condic¢des foram obtidas colocando-se as amostras de 800 g de
grdos de amendoim sobre uma grade metalica, , contendo250 mL de solucdo saturada de
nitrato de potéassio — KNO3 (45,8 g para 100 mL de agua destilada), suspensa por tubos de
PVC acima da placa do dessecador de modo que tanto a placa metalica quanto os gréos
previamente esterilizados né&o tivessem contato com a solugdo salina. Os dessecadores
foram fechados a vacuo e mantidos em cdmara BOD com temperatura de 30 + 1 °C (Figura
2).

el

S

Figura 2. Amostras de amendoim acondicionadas sobre grade metélica no interior de dessecadores,

contendo solucdo saturada de nitrato de potassio, dentro de camara BOD

Como j& mencionado, 0 tempo necessario para 0s graos alcancarem o equilibrio
com a umidade relativa no interior do dessecador (93,58%) foi estimado
experimentalmente em sete dias. Aos 21 dias apds a incubacdo, os graos foram retirados
dos dessecadores e homogeneizados,em seguida, coletaram-se amostras de 50, 75, 150,
300 e 600 g para determinagdo das aflatoxinas. Do lote foram retidos 120 gréos para
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avaliacdo referente a sanidade. Antes e apds a incubagdo, a umidade dos grdos foi
determinada, utilizando-se o aparelho de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), que
consiste em um método ndo destrutivo de determinacdo de umidade. As amostras, apos a

determinacéo da umidade, foram devolvidas ao lote amostrado.

3.7. Teste de sanidade dos graos

Para avaliacdo da sanidade, os grdos foram distribuidos em placas de Petri
esterilizadas, de 9,0 cm de didametro (10 grdos/placa de Petri), contendo 20 ml de meio
Czapeck Dox Agar, previamente esterilizado. Os graos foram incubados em camara com
temperatura de 20 °C = 2 °C e fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias. Apds esse
periodo, realizaram-se a identificacdo e a contagem de A. parasiticus, examinando-se

individualmente as sementes a0 microscopio estereoscopico.

3.8. Determinacéo de aflatoxinas

3.8.1 Preparo das amostras para analise

Cada amostra de 50, 75, 150, 300 e 600 g de graos de amendoim foi integralmente
moida e homogeneizada até que estivesse com o tamanho de particulas correspondente a
granulometria 14 mesh, evitando, assim, introduzir erro devido a sub-amostragem.

Depois de peneirada, cada amostra foi acondicionada em embalagem
hermeticamente fechada e colocada em camara fria, onde foram mantidas até a realizacao

da extracdo.
3.8.2 Preparacéo dos padroes
Os padrdes de aflatoxinas Bi, B,, G; e G, na forma de cristais, utilizados no
ensaio, foram adquiridos nos Laboratdrios Sigma Co U.S.A.

Realizou-se a preparacdo dos padrdes de acordo com a metodologia descrita por
Scott (1990). A dissolucdo dos padrdes foi feita em metanol e a absorbancia registrada em
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360 nm em um espectrofotdmetro, no qual foram obtidos os valores necessarios para

realizacdo do calculo de concentracéo:

A CF MM %1000
£

ug (aflatoxina )/ mL =

Em que:

A = absorbéancia

CF = fator de calibragéo do espectrofotdometro
MM = massa molecular da aflatoxina

.. L
¢ = absortividade molar (cm‘1 —)
mol

3.8.3 Extragéo e limpeza das amostras

Para as extracgOes, da aflatoxina, adotou-se a metodologia descrita por SOARES &
RODRIGUES-AMAYA (1989), descrita abaixo.

Pesaram-se 50 g da amostra e adicionou-se uma soluc¢do de 30 mL de KCI 4%(m/v)
e 270 mL de metanol. Em seguida, homogeneizou-se em liquidificador durante cinco
minutos em velocidade baixa. O conteldo homogeneizado foi filtrado (Figura 3) em papel
de filtro qualitativo (12 filtracdo), retirando-se, em seguida, 150 mL do filtrado, ao qual
foram adicionado 150 mL de CuSO4a 10% (m/v) e, depois, 5 g de celite; transferiu-se para
um béquer de 600 mL, agitando-se manualmente com um bastdo de vidro e filtrando-se
(Figura 3) em papel de filtro (22 filtragdo). Em seguida, retiraram-se 150 mL do
filtrado,que foi transferindo para um funil de separacdo de 500 mL,ao qual se adicionaram
150 mL de agua destilada e 50 mL de hexano, agitando-se por um minuto; apds a
separacdo das fases, descartou-se o hexano, repetindo-se esta operacdo mais 3 vezes.
Adicionaram 20 mL de cloroférmio, agitando-se por trés minutos; ap0s a separacdo das
fases, retiraram-se 5 ml da solucéo, repetindo-se este processo mais uma vez. As amostras
foram colocadas em vidro &mbar e guardadas sob refrigeracdo até o momento da
evaporagdo em banho maria a 60°C.
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22 Filtragdo (CuSO4 10% e celite)

Fase Hexano Fase Cloroférmica

Figura 3. Extragdo e limpeza das amostras

ApoGs a extragdo, as amostras foram mantidas sob refrigeracdo em freezer até o
momento da analise cromatografica.

A cromatografia foi realizada com as amostras em cromatofolhas de aluminio com
10 x 10 cm, espessura de 0,2 mm, da marca Merck (KIESEL GEL-60 / 1.05553).

As cromatofolhas foram marcadas a 1,5 cm da margem (ponto de partida - start),
distanciando-se 10 cm da linha de chegada da fase movel (Front) e a separagdo de 1 cm

para a aplicacdo dos padrGes e das amostras, como pode ser observado no esquema da

Figura 4.
10cm
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Figura 4. Esquema das cromatofolhas na identificagdo das aflatoxinas.
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3.8.4 Identificagéo das aflatoxinas

A triagem das aflatoxinas nas amostras foi realizada por meio de cromatografia em
camada delgada, utilizando-se cromatofolhas de aluminio, que foram colocadas
previamente na estufa a 105°C por 30 min.

Nas cromatofolhas, foram aplicados 10 puL das amostras e 10 puL dos padrdes B,
B., G1 e Gy, distribuidos individualmente em pontos marcados nas folhas. Apds a aplicacéo
dos padrdes e amostras, as placas foram colocadas em uma cuba que continha a fase movel
(mistura cloroférmio e acetona na proporcao de 9:1). Ap6s a eluigdo, a cromatofolha foi
retirada da cuba e, apds a evaporagdo da solugdo, colocada na cdmara com luz ultravioleta

de 366 nm para visualizagdo das marcas.

3.8.5 Quantificagdo

Os extratos secos foram diluidos em 200 pL de tolueno acetonitrila 9:1 (v/v) e
aliquotas de 3, 4 e 6 ul do extrato da amostra e 3, 4, 5 e 6 uL dos padrbes de aflatoxina B1
(0,0872 ug/ml) foram aplicadoas em uma placa de silica gel G 60 (Merck). Os
cromatogramas foram realizados em cémara saturada com cloroférmio - acetona (9:1) e,
ap6s a eluicdo, as placas foram retiradas da cuba e secas naturalmente ao ar. As
quantificagGes foram entdo realizadas visualmente. As placas foram examinadas sob luz
ultravioleta (366 nm), para observar a presenca de manchas fluorescentes indicativas de
aflatoxina B1.

Por ultimo, as concentrag@es das aflatoxinas foram calculadas de acordo com a

formula:
N (Y*S*V)
Concentracao( ug/kg )= ~———=~
cao( ug/kg) (X*W)
Em que:

Y = concentrac¢do do padrdo de aflatoxina (ug/mL)

S = volume em pL do padrdo da toxina com fluorescéncia equivalente a amostra
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V = volume final do extrato da amostra em uL
X = volume aplicado do extrato (amostra) em uL

W = massa da amostra em gramas no extrato final

Quando necessario, foram feitos ajustes na concentragcdo dos extratos das amostras

através de diluicdo e concentracgdo, para melhor quantificagéo.

3.9 Amostragem e analise estatistica

A amostragem realizada foi aleatdria simples, resultando na coleta de amostras de
50, 75, 150, 300 e 600 g, com quatro repeticbes cada. Para cada tamanho de amostra
inoculada, foi retirada uma amostra ndo inoculada.

Os resultados obtidos foram analisados, conforme estatistica descritiva da
quantificacdo das aflatoxinas, em funcéo dos diferentes tamanhos de amostras do lote.

O desvio padrdo foi utilizado como medida de variabilidade associada entre a

contaminagéo das amostras de diferentes tamanhos por aflatoxinas em amendoim.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os grdos de amendoim apresentaram inicialmente teor de umidade de 6,5% b.s.,
quando foram inoculados artificialmente com Aspergillus parasiticus. Apos alcangarem o
equilibrio com o ambiente (30°C e 93,58% UR), a umidade se elevou para 12,9% b.s.,
considerado apropriado para o desenvolvimento deste fungo e para a produgdo de
aflatoxinas (CAST, 2003). Em outros estudos, PRADO et al. (1996, 1999), utilizando a
inoculacao artificial por meio de in6culo liquido, ndo mediram a umidade dos gréos antes
ou apos o processo de inoculagéo.

Ap0s o periodo de incubacdo, verificou-se mediante o teste de sanidade, que todas
as amostras inoculadas continham apenas o A. parasiticus e que o indculo em pé permitiu a
esporulacdo do fungo. De acordo com estes resultados, pode-se verificar que as condigdes
de temperatura, umidade relativa e umidade dos grdos durante a incubacdo foram
favoraveis para o desenvolvimento do fungo produtor de aflatoxinas.

Nas amostras que ndo receberam o inoculo, foram identificados os fungos A. flavus,

A. niger, Fusarium sp. e Penicillium sp (Figurab).
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Figura 5: Representagdo grafica da porcentagem de contaminagdo por Penicillium sp. Fusarium sp.

A. flavus e A. niger das amostras ndo inoculadas.
Na Figura 5, pode-se observar que os fungos que tiveram maior freqiéncia foram
Penicillium sp. e A. flavus, presentes em mais de 65% das amostras, enquanto que

Fusarium sp. ocorreu em metade da amostras (53%). Menos de 1% das amostras
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continham A. niger. Observa-se, ainda, que a irradiacdo na dose de 25 kGy nédo eliminou
totalmente a micoflora fangica dos gréos, ou seja, que o fato pode ter ocorrido devido a
contaminag@o no campo, quando as sementes estavam com a umidade elevada. PRADO et
al. (2005) utilizaram a irradiagdo gama na destruicdo de aflatoxina B1 em amostras de
amendoim artificialmente e naturalmente contaminadas. Constataram que as doses de 1, 5
e 10 kGy reduziram em cerca de 20 % os niveis de aflatoxina B1 nas amostras
artificialmente contaminadas; as doses de radiacdo até 10 kGy ndo foram suficientes para
destruir a aflatoxina B1, em amostras naturalmentes contaminadas, e que doses de 15, 20,
25 e 30 kGy reduziram a contaminagéo por aflatoxina B1, de maneira variavel (49 a 72%).

Nas amostras inoculadas artificialmente com A. parasiticus, produtor dos quatros
tipos de aflatoxinas, foram identificadas aflatoxinas do tipo B1 e B2, mas a quantificacdo
foi realizada apenas para a aflatoxina B1l, a mais toxica e mais comum de todas
(DHINGRA & COELHO NETTO, 1998).

Na Tabela 1, apresentam-se os resultados das concentra¢des de aflatoxina por cada
repeticdo, a média e a variancia de cada amostra. Estes valores estdo em ordem crescente
de contaminacéo, na linha e na coluna, para melhor visualizag&o dos resultados. Em apenas
duas amostras ndo inoculadas (50 e 75 g) houve contaminacédo,que pode ter sido decorrente
do crescimento de A. flavus, pois o teste de sanidade revelou a ocorréncia deste fungo em
mais 60% das amostras.

A contaminacdo media das amostras de diferentes tamanhos variou de 6,7 a 115, 7
e a variancia de 37,0 a 46813,9 (Tabela 1). A média geral do lote, estimada pela média
geral do experimento, foi 37,73 ug/kg e média das amostras ndo inoculadas, 1,06 pug/kg. A
média das amostras de 150 g foi a mais elevada (115,7 pg/kg), enquanto a menor média foi
obtida entre as amostras de 600 g (6,7 ng/kg). Esta diferenca entre as médias de
contaminacdo das amostras de diferentes tamanhos pode ser devida a variabilidade da
contaminagéo entre os grdos, ou seja, a amostragem refletiu a contaminacdo desigual do
lote. Estes resultados encontram apoio parcilamente em trabalhos de Whitaker et al.
(1994a, 1994b, 2004) que relataram que o nivel de contamina¢do em um Unico grdo pode
ser muito alto, por que neste procedimento (amostragem e tamanho de amostra) é
responsavel por 90% da variabilidade associada a determinagdo da contaminacdo de um
lote.
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Tabela 1. Contaminagdo com aflatoxina Bl de amostras de amendoim inoculados

artificialmente

Tamanho Repeticao Média  Variancia ~A_m ostras
1 2 3 4 nao inoculadas

50 1,9 1,9 1,9 94,3 25,0 2134,4 3,1

75 1,9 1,9 3,8 100 26,9 2375,7 2,2

150 1,9 1,9 18,9 440 115,7 46813,9 0

300 0 4,7 57 47,1 14,4 482,1 0

600 0 3,1 11,0 12,6 6,7 37,0 0
Média geral 37,73 1,06
Desvio Padrédo 99,20 1,49
C.V. (%) 262,97 140,18

Os resultados do teste de aflatoxina B1 sdo em pg/kg e os valores foram ordenados de acordo com concentracéo de aflatoxina

A maior variancia foi observada nos resultados obtidos a partir da amostragem de
150q, (46813,9) e 0 menor valor nas amostras de 600 g, (37,0).

No presente trabalho, 0 m&ximo de contaminagdo encontrado foi 440 ppb, no
entanto, o preparo do indculo foi feito em pd, para ndo alterar a umidade do grdo e a
concentragdo ajustada para 10° esporos/g, o que, em parte, explica a diferenca de
contaminagdo deste experimento frente ao do PRADO et al. (1996); eles, estudando a
resisténcia de dois genotipos de amendoim inoculados artificialmente com A flavus,
determinaram 41836 e 144032 ppb, como sendo 0 m&ximo de contaminacdo por aflatoxina
para estes gendtipos. Nesse estudo, o preparo do indculo foi feito em agua e a concentracao
de conidios foi ajustada para 10° esporos/mL e, a partir do 14° dia de incubacdo, houve
uma diminui¢do do crescimento fungico nesses genotipos. No entanto, deve-se levar em
consideracdo, também, o tempo que ndo deve ter sido suficiente para que todos os lotes se
mostrassem uniforme quanto ao crescimento fungico, comprometendo assim, o
desenvolvimento da aflatoxina.

Analisando os dados contidos na Tabela 2, observa-se, a exce¢do da amostra de 150
g, tendéncia de igualdade estatistica para as amostras de 50 e 75 g e diminuicdo na
concentracdo média de contaminacdo e, conseqlientemente, da variancia. Este resultado
esta de acordo com estudos feitos por WHITAKER et al. (1994 a, 1994b), que estudaram o
efeito de diferentes tamanhos de amostras de um lote contaminado e verificaram que o

desvio padrdo é uma fungdo da media de contaminagéo.
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Tabela 2: Estatistica das amostras de amendoim inoculadas por A. parasiticus

Tamanho  Média (g) Desvio Padrdo Variancia C.V.(%) Min(g) Max(g)

50 25,00 46,20 2134,44 184,80 1,90 94,30

75 26,90 48,74 2375,74 181,20 1,90 100,00
150 115,68 216,37 46813,87 187,05 1,90 440,00
300 14,38 21,96 482,14 152,75 0,00 47,10
600 6,68 6,09 37,05 91,19 0,00 12,60

Os resultados do teste de aflatoxina B1 sdo em pg/kg ( parte por bilh&o).

Entre as amostras de diferentes tamanhos, o menor coeficiente de variacdo
ocorreu na amostra de 600 g (91,19%) e, o maior na amostra de 150 g (187,05%). Em
geral, ha uma tendéncia de diminui¢do da contamina¢do com o aumento do tamanho da
amostra, com excecdo da amostra de 150 g. Em estudos de diferentes tamanhos de
amostras, WHITAKER et al. (1994 a) observaram que a variancia ¢ uma funcdo da
contaminagdo, ou seja, a variancia diminui com a diminuicdo da concentragdo de
aflatoxinas.

WHITAKER et al. (1994a), ao amostrarem lotes de amendoim contaminados por
aflatoxinas, verificaram que a variabilidade dos resultados estid associada a média de
contaminagdo nos lotes e ao tamanho da amostra. O efeito do tamanho de parcelas
experimentais na variabilidade associada a contaminacdo por aflatoxinas foi estudado por
WHITAKER et al. (2004). O desvio padrdo associado as parcelas de maior tamanho €
menor do que o das parcelas menores, como predito na inferéncia estatistica.

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, a reducdo do desvio
padréo ao retirar amostras de maior tamanho foi semelhante ao relatado por Whitaker et al.
(2004). O desvio padrdo associado as amostras de 50 g foi 46,2, ja as amostras de 600g
apresentaram um desvio padréo de 6,09. Ao se retirarem amostras doze vezes maiores que
50 g (600 g) ha uma reducédo, da ordem 7,59 vezes, no valor do desvio padrdo (6,09),
quando as amostras retiradas s&o oito vezes maiores que as de 75 g (600g), ha uma reducdo
de oito vezes no valor do desvio padrdo (6,09), e quando sdo quatro vezes maiores que as
de 75 g (300 g),verifica-se uma reducdo de, aproximadamente, duas vezes no valor do
desvio padréo (21,96). O efeito do aumento do tamanho da amostra na redugéo do desvio
padrdo, ao se compararem as amostras de 75 e 300 g, é 0 que mais se ajusta ao predito pela
inferéncia estatistica.

Neste estudo, a variabilidade da contaminacédo esta fortemente relacionada com a
média, conforme estudos realizados previamente por WHITAKER et al. (1994a). A relacdo
entre o desvio padrdo e a média da contaminacdo das amostras de diferentes tamanhos
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pode ser expressa pela equacdo linear (y = 1,9134x — 4,3179) com o coeficiente de
determinacéo superior a 99% (Figura 6).
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Figura 6. Representacdo grafica do desvio padrdo em relacdo a média de contaminacdo de

aflatoxina (ppb) nas amostras de diferentes tamanhos.

WHITAKER et al. (2004), em estudos prévios que mediram a variabilidade
associada da contaminacdo de lotes com o tamanho da amostra, verificaram que o desvio
padrdo era uma funcdo da concentracdo de aflatoxinas. O desvio padréo e a média entre as
50 amostras, pesando cada uma 2,27 kg, poderia ser descrito como:

0,5
66,04 x 2,27 « (00599

— N —

Sy =

Em que, N é atamanho da amostra em kg e C, a concentracao de aflatoxina.

Neste estudo, usando a formula descrita por WHITAKER et al. (2004) para
verificar a relagéo existente entre o tamanho da amostra e a contaminagéo de aflatoxinas, e
que o desvio padrdo estimado estd em funcdo da contaminacdo (Tabela 3). Pode-se
observar que os valores obtidos nos desvios padrdes estimados foram superiores aos
desvios padrdes calculados, com excecdo da amostra de 150 g, onde os valores do desvio
padrdo estimado foi muito préximo ao desvio padrédo calculado. O fato de o desvio padréo

calculado ser inferior ao estimado, pode ter ocorrido devido a utilizacdo de inoculacdo
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artificial dos gréos ou ao tempo de incubacdo ter sido insuficiente para a uniformizacéo da

contaminagéo por aflatoxinas nos gréaos.

Tabela 3. Média de contaminag&o (ppb), desvio padrdo calculado e desvio padrao estimado

para os diferentes tamanhos de amostras.

Amostra (kg) Meédia (ppb) Desvio Padrdo Calculado Desvio Padrdo Estimado

0,050 25,00 46,20 411,11
0,075 26,90 48,74 335,67
0,150 115,70 216,37 237,35
0,300 14,40 21,96 167,84
0,600 6,70 6,09 118,68
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, estabeleceram-se as seguintes conclusdes:

O método de inoculacdo em pé foi eficaz na distribuicdo dos esporos de Aspergillus
parasiticus nos grédos do lote;

« 0s fungos predominantes nas amostras irradiadas e ndo inoculadas foram

Penicilium sp. e Aspergillus flavus;

0 Aspergillus parasiticus foi detectado em todas as amostras irradiadas com ®°Co,

inoculadas artificialmente com ele;

* acontaminacdo do amendoim por aflatoxina variou com o tamanho das amostras;

* 30 se aumentar o tamanho da amostra diminui-se o valor do coeficiente de variacao,

a partir da amostra de 300 g;

* houve tendéncia de reducdo do desvio padrdo com o aumento do tamanho da

amostra.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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