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RESUMO GERAL

PRADO, Guilherme. Influéncia da irradiacio gama (*°Co) na microbiota
flngica e na aflatoxina B; em amendoim (Arachis hypogaea L.). 2005. 186 p.
Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.

O presente trabalho teve como objetivo verificar o efeito da irradiacdo
gama (*°Co) na microbiota fingica natural e apos inoculacdo de cepa
aflatoxigénica de Aspergillus flavus IMI 190443, bem como avaliar a destruicdo
de aflatoxina B; em amostras de amendoim, cultivar Tatu Vermelho,
naturalmente e artificialmente contaminadas. Amostras cultivadas em S&o Paulo
das safras de 2001/2002, 2002/2003 e segundo semestre de 2003, foram
fornecidas pela Inddstria de Alimentos Santa Helena (Ribeirdo Preto - S&o
Paulo). O grau de contaminacdo foi avaliado através da contagem total de
fungos (UFC/g) e porcentagem de infeccdo fungica, utilizando o meio dicloran
rosa de bengala cloranfenicol (DRBC). A quantificacdo de aflatoxina B, foi feita
por cromatografia em camada delgada pela técnica de comparacdo com padrdes.
Doses de irradiagdo gama de 1, 5 e 10 kGy reduziram em cerca de 20% o0s niveis
de aflatoxina B; em amostras artificialmente contaminadas. Entretanto, em
amostras naturalmente contaminadas, a aflatoxina B, foi destruida com doses de
irradiacdo gama de 15, 20, 25 e 30 kGy, na faixa de 49 a 72%. A contaminag&o
de amendoim previamente irradiado, com cepa aflatoxigénica, provocou niveis
elevados de aflatoxina B;. A microbiota fangica natural foi destruida nas doses
de 5 e 10 kGy. Entretanto, doses de 25 e 30 kGy foram necessarias para
completa inativacdo de esporos de Aspergillus flavus IMI 190443. A irradiacdo
gama na dose de 10 kGy ou superior foi capaz de reduzir totalmente a
contaminacdo flngica do amendoim in natura, acondicionado em embalagem
comercial, durante 6 meses, a temperatura ambiente.

Orientadora: Profa. Dra. Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA



GENERAL ABSTRACT

PRADO, Guilherme. Gamma irradiation influence on mycoflora and on
aflatoxin B; in peanut (Arachis hypogaea L.). 2005. 186 p. Thesis (Doctorate
in Food Science) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.

The aim of this study was to verify the effect of gamma radiation (*°Co)
on natural mycoflora and after inoculation of aflatoxigenic isolate Aspergillus
flavus IMI 190443, as well as evaluate the aflatoxin B; destruction in peanut
samples, Tatu Vermelho variety, naturally and artificially contaminated.
Samples cultivated in S&o Paulo state from 2001/2002, 2002/2003 and second
semester of 2003 harvest, were sending by Santa Helena Food Industry
(Ribeirdo Preto - Sdo Paulo). The contamination level was measured as colony
forming units/g (UFC/g) and percentage of fungi infection, using mycological
media dichloran rose bengal chloranphenicol agar (DRBC). Aflatoxin B;
quantification was done by thin layer chromatography using a comparation with
standards. Gamma-irradiation doses of 1, 5 and 10 kGy decreased around 20%
of aflatoxin B; levels in artificially contaminated samples. However, in
contaminated naturally samples, aflatoxin B; was only destroyed with gamma-
irradiation doses of 15, 20, 25 and 30 kGy, range from 49 to 72%. Peanuts
contamination previously irradiated, with aflatoxigenic isolate, showed high
levels of aflatoxin B;. Natural mycoflora was destroyed in 5 and 10 kGy doses.
However, 25 e 30 kGy doses were necessary to complete inactivation of
Aspergillus flavus IMI 190443 spores. Gamma irradiation in 10 kGy dose or
higher was able to reduce completely the fungal contamination in natura
peanuts, stored in commercial packs, during 6 months, in room temperature.

Adviser: Profa. Dra. Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA



CAPITULO 1

INTRODUGCAO GERAL



1 INTRODUCAO

O amendoim adapta-se a larga faixa climatica dentro das regides
tropicais e subtropicais, com exce¢do das excessivamente imidas. No Brasil,
88,6% da producdo nacional de amendoim concentra-se na regido Sudeste
(83,2% em Sao Paulo). Atualmente, a producao situa-se em torno de 200 mil
toneladas em noventa e cinco mil hectares, aproximadamente, ¢ a produtividade
¢ de 2,0 ton/ha. A importancia do amendoim reside no fato de ser um alimento
de alto valor calérico (cerca de 596 calorias/100 g de semente), possuir 6leo de
alta digestibilidade (98%), elevada taxa de vitamina E e quantidades
consideraveis de vitamina B, e B;.

A deterioragao de alimentos por fungos tem resultado em perdas de 5 a
20% da produgdo em paises desenvolvidos, podendo atingir 50% em paises em
desenvolvimento, principalmente em regides de clima tropical. Além dos
problemas das perdas econdmicas, o desenvolvimento de fungos esta associado
a possivel producdo de micotoxinas, como as aflatoxinas, sendo a aflatoxina B; a
mais importante, tendo sido classificada pela International Agency for Research
on Cancer — IARC, no Grupo 1: carcinogénica para seres humanos.

Pesquisas que relatam a incidéncia de aflatoxinas em alimentos, e
principalmente em amendoim, tém sido conduzidas em diferentes paises. No
Brasil, os niveis de contaminagdo, apesar de terem diminuido, sdo motivos de
preocupagao dos Ministérios da Satude e da Agricultura. Os valores detectados
de aflatoxinas nos alimentos estdo muito acima dos limites recomendados pela
legislagdao em vigor.

A irradiacdo de alimentos, com o objetivo de reduzir a microbiota
natural ou patogénica e aumentar a vida de prateleira dos produtos, ¢ uma das

tecnologias que vém crescendo em todo o mundo, mas ainda pouco difundida no



Brasil. Atualmente, especiarias, grdos, carnes, frutas ¢ vegetais ja sdo tratados
por esse processo em cerca de 44 paises, com diferentes propositos: (1)
retardamento do amadurecimento de frutos; (2) desinfecg¢do, com eliminagdo de
insetos adultos, larvas e ovos; ¢ (3) prevengdo do brotamento de vegetais.
Devido ao aumento do comércio internacional de alimentos e das crescentes
exigéncias dos regulamentos dos paises consumidores, pesquisas que avaliam a
irradiagdo como processo capaz de melhorar a qualidade e aumentar a vida de
prateleira dos alimentos ¢ fundamental no dominio do conhecimento cientifico.
Muitos resultados obtidos com a aplicagdo da irradiagio gama (*°Co)
para verificar o efeito na microbiota fungica e posterior producao de aflatoxinas
em grios sdo contraditorios. Verificar a capacidade da irradiagio gama (*°Co)
em destruir fungos e aflatoxina B; em amendoim cultivado no Brasil e avaliar a
producdo de aflatoxina B; em amendoim antes e apds irradiacdo sdo objetivos

desta pesquisa, que podera contribuir para melhor compreensao do tema.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Amendoim
2.1.1 Aspectos gerais

O amendoim, cientificamente designado Arachis hypogaea L., é uma
leguminosa com processo especial de frutificagdo, em que flor aérea apos ser
fecundada, produz fruto sob o solo. E planta de riquissimo valor alimentar. Seus
graos contém cerca de 50% de gordura e 22-30% de proteina. O amendoim tem
a vantagem de poder ser consumido cru ou torrado, tornando-se um alimento
disponivel e adequado para qualquer situagdo tecnologica. No Brasil destacam-
se como regides produtoras Ribeirdo Preto ¢ Marilia, em Sao Paulo, onde o
plantio de cultivares precoces permite duas épocas de cultivo: (1) amendoim das
aguas (1° safra): semeadura realizada de setembro a outubro e colheita nos meses
chuvosos (fevereiro — mar¢o); e (2) amendoim da seca (2 safra): semeadura
realizada no final de marco e colheita nos meses secos (julho — agosto). E uma
cultura de ciclo curto, cerca de 90-110 dias, podendo ocupar areas de reforma de
canaviais que necessitam de rotatividade a cada cinco ou seis anos, ou em areas
de substituigdo ao algodoeiro, abandonadas pelo elevado custo de producdo
(Azeredo et al., 2003; Crusciol et al., 2000; Fagundes, 2002; Moraes, 1964;
Nakagawa et al., 1986).

As pesquisas desenvolvidas com o amendoim levam em conta o
segmento de mercado. Se o material é destinado para mesa, as sementes sdo de
tamanho médio, pelicula vermelha e com baixo teor de 6leo. Algumas industrias
de alimento, no entanto, preferem o amendoim de pelicula bege devido a ser
desnecessaria a retirada da mesma no processamento. As industrias de extragdo,

por sua vez, geralmente ndo sdo exigentes quanto ao tamanho e cor da semente



e, sim, quanto a qualidade e ao teor de 6leo, que deve ser superior a 49% (Freire
et al., 1996).

Atualmente, as principais cultivares plantadas no estado de Sdo Paulo,
sd0: IAC Caiapd, com habito de crescimento rasteiro, IAC Tatu — ST e IAC Tatu
Vermelho, com habito de crescimento ereto, sendo esta ultima com cerca de
53% de participacdo no mercado de sementes fiscalizadas e certificadas, em Sao
Paulo. Apresentam um ciclo de 110 a 135 dias e produtividade de 1600 a 3000
kg/ha. As vagens sdo alongadas, com 3 a 4 grdos de pele vermelha e sabor
ligeiramente adocicado, atendendo a preferéncia do consumidor brasileiro
(Fagundes, 2002; Godoy et al., 1999; IAC, 2001). Com relagdo a aceitagdo pelo
mercado consumidor, observa-se que os tipos runner (crescimento rasteiro) sao
os mais difundidos entre os paises do primeiro mundo, principalmente para o
consumo in natura e¢ na forma de pastas. Cultivares rasteiros sdo
vegetativamente mais adequados para a colheita totalmente mecanizada, como ¢
na Argentina, enquanto em cultivos de pequena escala, em que a colheita ¢ feita
com a mao, os tipos eretos sdo os mais indicados. No Brasil predomina este tipo
de cultivo, em que ¢é utilizada uma quantidade apreciavel de mao-de-obra,
principalmente na colheita (fase de arranquio), sendo, portanto, geradora de

empregos (Freitas et al., 1995; Godoy et al., 1999).

2.1.2 Aspectos econdmicos

Dentre as principais oleaginosas cultivadas no Brasil ¢ no mundo,
destaca-se o amendoim com uma area plantada de aproximadamente 20 milhoes
de hectares. Na safra 2001/2002, a cultura do amendoim ficou em quarto lugar
em producao, atras da soja (56,8% do total da safra mundial); do algodao (11,3%
do total) e da colza (11,1% do total). Nessa safra, o amendoim participou com
10,23% do total da safra mundial de oleaginosas, que foi de 33,11 milhdes de

toneladas. Cerca de 60% sdo destinados ao esmagamento para extra¢do de oleo



comestivel, responsavel por 10% da producdo mundial, sendo este o quinto 6leo
mais consumido com uma produgdo de 3,86 milhdes de toneladas. Os principais
produtores mundiais de amendoim em grdo sdo China (em 2002 liderou a
producdo com 14,42 milhdes de toneladas), india, Estados Unidos, Nigéria,
Indonésia e Senegal. O Brasil, na safra de 2002/2003 ficou com uma produgao
de 174,9 mil toneladas, com uma estimativa para 2003/2004 de 207,0 mil
toneladas, representando menos de 1% da produg@o mundial (Amendoim, 1998;
Azeredo et al., 2003; Conab, 2004; Fagundes, 2002; Santos, 1999).

O Brasil ja se situou entre os sete primeiros paises produtores de
amendoim no contexto mundial, cujo principal produto comercializado era o
oleo. No inicio dos anos 70, produzia-se tanto amendoim quanto soja, mas por
ter colheita intensiva em mao-de-obra e ter apresentado sucessivos problemas de
incidéncia de aflatoxinas, acabou sendo deslocado do mercado, enquanto a soja
crescia e se tornava a principal fonte do 6leo vegetal comestivel consumido no
pais. A area colhida chegou a alcangar 758.585 ha, com uma producdo de
956.228 toneladas na safra de 1971/1972. A partir de meados de 1974, devido a
queda da qualidade do produto no mercado internacional, decorrente dos
sucessivos problemas de contaminagdo com aflatoxina, a area plantada reduziu
drasticamente e, conseqiientemente, a producdo. O destino do produto no
mercado nacional também mudou: atualmente cerca de 80% da produgdo
destina-se ao mercado de consumo in natura. As industrias brasileiras de doces e
confeitos vém apresentando, nos Gltimos 10 anos, um crescimento em qualidade
¢ diversifica¢do, donde o amendoim vem tendo uma utilizagdo crescente. Por
esse aspecto e pelo fato de que tem havido escassez do produto no mercado
interno, provocando eventuais importacdes, principalmente da Argentina, pode-
se afirmar que ha condi¢des para se estimular a produgdo agricola do amendoim
no pais. Deve-se ressaltar que embora a area cultivada tenha diminuido, a

produtividade cresceu 44% nos ultimos dez anos, resultado alcangado, em



grande parte, por meio de varias tecnologias inovadoras: cultivares novos e

sistemas de cultivo melhorados (Almeida, 1996; Fundag, 2004; Santos, 1999).

2.2 Microbiota fungica de amendoim

Os fungos estdo amplamente distribuidos no solo, plantas, matéria
organica em decomposi¢do, agua, ar e poeira. Conseqlientemente, produtos nao
processados de origem animal e vegetal podem tornar-se contaminados com uma
ampla variedade de espécies fungicas dessas fontes. Sob condi¢des favoraveis,
os fungos podem crescer em diferentes tipos de alimentos (cereais, carne, leite,
frutas, vegetais, graos) e causar deterioracdo (Beuchat, 1992; Filtenborg et al.,
1996; Taniwaki, 1996).

Os graos devem ser armazenados com um contetudo de umidade inferior
a 0,70 de atividade de agua. Dessa forma, a deterioracdo fingica torna-se de
dificil ocorréncia (Magan et al., 2003).

O crescimento fingico em grios armazenados pode provocar: (1)
diminui¢do do poder de germinagdo; (2) redugdo na quantidade de carboidratos,
proteinas e gordura e aumento no teor de umidade e de acidos graxos livres; (3)
alteracdo da coloragfo, sabor e aroma, modificando a qualidade organoléptica
dos alimentos; (4) produ¢do de micotoxinas, metabolitos secundarios que sdo
prejudiciais a saude do homem e de outros animais; (5) doengas ocupacionais
(Bhattacharya & Raha, 2002; Bueno et al., 2004; Paster & Bullerman, 1988;
Reddy & Shetty, 1992; Taniwaki et al., 1992).

A invasdo fungica em sementes ¢ graos pode ocorrer antes, durante ou
apo6s colheita. Dessa forma, pode ser dividida em dois grupos, de acordo com o
momento da contaminagdo: fungos do campo, que infectam o produto ainda no
campo; ¢ fungos de armazenamento, que invadem a semente antes e durante o
armazenamento. Os fungos de campo requerem um teor de umidade em

equilibrio com uma umidade relativa de 90-100% para crescerem. Os principais



géneros sdo  Cephalosporium, Fusarium, Gibberella, Nigrospora,
Helminthosporium, Alternaria e Cladosporium, que invadem grios e sementes
durante o amadurecimento. O dano é causado antes da colheita. Os fungos de
armazenamento (Aspergillus, Penicillium, Rhizopus e Mucor) sdo encontrados
em armazéns, depositos e silos € necessitam de teores de umidade ao redor de
16% (Bittar & Lazzari, 1998; Ismail, 2000; Miller, 1995; Sinha & Sinha, 1991).
Segundo Bueno et al. (2004), pode ser identificado um terceiro grupo durante o
armazenamento de cereais, os fungos de deterioragdo avancgada (Papulospora,
Sordaria, Fusarium graminearum e membros da ordem Mucorales), que podem
estar misturados com os outros gé€neros citados anteriormente. Contudo, a fonte
original dos fungos nas circunstancias descritas ¢ o campo (Miller, 1995).

Diferentemente do milho, em que fungos do género Fusarium
predominam nas amostras pos-colheita e armazenadas, com niveis de infestacao
de 84 a 100% (Nicacio et al., 1995; Pozzi et al., 1995), na flora fungica das
sementes de amendoim, quase sempre o género Aspergillus é o mais freqiiente.

No Brasil, em amostras de amendoim da regido de Araraquara (Sao
Paulo), espécies de Aspergillus, principalmente Aspergillus flavus, foram as
mais isoladas. De 107 culturas isoladas, 102 foram identificadas como A.flavus
(Fonseca et al., 1974).

Na Nigéria, em 4 variedades de amendoim, foi observado um grau de
infestagdo na faixa de 68% a 86%, com predominancia também de fungos do
género Aspergillus, com destaque para o A.flavus (22,5%) e A.niger (16%).
Espécies dos géneros Penicillium, Scopulariopsis e Trichoderma foram também
isolados (Collison et al., 1992).

Na Tailandia, Pitt et al. (1993) analisaram 109 amostras de amendoim. A
contaminagdo fingica média atingiu 44%, sendo o Aspergillus flavus (95% das
amostras), Aspergillus niger (86%) e Rhizopus Oryzae (60%) os fungos que

apresentaram a maior freqiiéncia.



Aziz et al. (1994) analisando amostras de graos de amendoim
comercializadas no Cairo (Egito), verificaram que fungos do género Aspergillus
spp foram os mais encontrados, com destaque para A.flavus, A.parasiticus, A.
niger e A.fumigatus. Em propor¢des menores, fungos dos géneros Alternaria sp,
Curvularia sp, Mucor sp e Rhizopus também foram isolados. Novamente no
Cairo (Egito), apos analise de 25 amostras de amendoim em grao
comercializados em diferentes pontos da cidade, Aspergillus flavus (96%) e
Aspergillus niger (84%) foram os fungos mais isolados (Shahin & Aziz, 1997).

Em Havana (Cuba), o grau de contaminagdo de graos de amendoim com
fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium atingiu 87,83% (Jorge & Garzon,
1995).

Em Ghana, em amostras de amendoim de 10 regides, foram observados
altos niveis de infestacdo com Aspergillus flavus. A porcentagem atingiu 31,7%
e 12,8% em sementes danificadas ¢ ndo danificadas, respectivamente. Somente
0,2% do total das sementes analisadas apresentavam A.parasiticus. Outros
fungos isolados foram A.niger (34,0%), A.tamarii (3,9%), Penicillium spp.
(5,2%), Mucor sp (2,3%), Rhizopus stolonifer (12,0%) (Awuah & Kpodo, 1996).

Resultados semelhantes foram registrados na Indonésia, onde em 256
amostras de amendoim analisadas, 251 (98,0%) apresentavam o A.flavus, e em
205 (80,0%), o A. niger (Pitt et al., 1998).

Em amostras de amendoim, coletadas em diferentes supermercados de
dois paises tropicais da Africa (Uganda, cidade de Kampala; Kénia, cidades de
Nairobi e Nakuru), foram observados 69% e 74%, respectivamente, de
infestagdo com fungos. Aspergillus spp (38,97%) foi o mais isolado (Ismail,
2000).

Aziz & Youssef (2002) avaliaram um total de 90 amostras de sementes,

incluindo amendoim, de diferentes provincias do Egito, e verificaram que



Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus niger ocorreram em
62,2-95,6%.

Na india, Bhattacharya & Raha (2002) observaram durante um ano a
microbiota fungica de amendoim em grdo. O grau inicial de infestagdo fingica
foi de 70%, atingindo 100% no final do experimento. Fungos de campo, com
destaque para Alternaria sp. e Curvularia sp., apresentaram 48% da
contaminagdo, mas desapareceram apds 6 meses. A niger (55%), A.ruber (45%)
e A.flavus (40%) foram inicialmente os mais abundantes. A incidéncia de
A.flavus aumentou para 78%, mas A.niger declinou gradualmente para 40% e
A.ruber desapareceu apos o décimo més. A. chevalieri aumentou de 15% para
40%, e entdo declinou até desaparecer apds o oitavo més. Ao contrario, o
A.candidus apareceu apenas no sexto més (10%) e aumentou para 43% no
ultimo més.

Vaamonde et al. (2003) isolaram em 30 amostras de amendoim,
cultivadas na provincia de Coérdoba, area tipica de producdo da Argentina, 37
espécies de A.flavus e 30 de A.parasiticus.

Em Botswana (Africa) em amostras de amendoim cru, Absidia sp e
Rhizopus sp foram os fungos mais comumente encontrados, seguidos de
Aspergillus sp (35%), com A.niger sendo o mais prevalente (20,4%), A.flavus e

A.parasiticus, com 8,5% de todos os isolados (Mphande et al., 2004).

2.3 Crescimento fangico e produc¢do de micotoxinas

A hifa, estrutura basica dos fungos filamentosos, estd capacitada a
utilizar substratos solidos através do crescimento superficial e penetragdo em seu
interior. Os fungos sdo capazes de secretar enzimas, quebrar compostos
macromoleculares complexos e utilizar os produtos dessas reagdes para o seu

crescimento e metabolismo. Podem ainda absorver nutrientes de baixo peso
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molecular, os quais, obviamente, ndo estardo associados ao processo de
metabolismo primario (Moss, 1996).

Somente nos ultimos 30 anos tornou-se claro que o crescimento de
fungos em alimentos e ragdes pode produzir toxinas, conhecidas como
micotoxinas. Sao definidas como metabolitos secundarios, ou seja, nao
apresentam nenhuma fung¢do no metabolismo normal que envolve o
desenvolvimento dos fungos. S3o compostos de baixo peso molecular,
produzidos no final da fase log de crescimento, € que provocam uma resposta
toxica em vertebrados e outros animais quando ingeridos em baixa concentragao
(Pitt, 2000).

A exposi¢do de micotoxinas aos seres humanos pode ocorrer de uma
forma direta, através da ingestdo de alimentos vegetais, e indiretamente através
de alimentos de origem animal, quando os animais consomem ragdes
contaminadas. Algumas micotoxinas podem provocar uma degeneragdo da
capacidade funcional de rins e figado, enquanto outras sdo neurotoxicas ou
afetam a sintese protéica, levando a uma variedade de efeitos que vao desde a
sensibilidade ou necrose da pele até a uma extrema imunodeficiéncia (Sweeney
& Dobson, 1998).

Esta bem definido que micotoxinas ndo podem ser produzidas a menos
que ocorra previamente o crescimento de fungos. Entretanto, a presenga de
fungos micotoxigénicos em um alimento, ndo significa automaticamente a
presenca de micotoxinas, mas simplesmente que existe um potencial para a sua
producdo. Por outro lado, a auséncia de fungos toxigénicos ndo garante que o
alimento esteja livre de micotoxinas, pois as mesmas podem persistir por longo
tempo apoés a perda da viabilidade dos fungos (CAST, 2003).

Muitos dos fungos capazes de produzir micotoxinas sdo também
freqiientes contaminantes de alimentos e produtos agricolas. Os fungos

micotoxigé€nicos associados com a cadeia alimentar abrangem basicamente trés
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géneros: Aspergillus , Penicillium e Fusarium (Pitt et al., 2000). Os fungos
pertencentes aos dois primeiros géneros sdo comumente encontrados como
contaminantes de alimentos durante a secagem e armazenamento enquanto o
ultimo ¢ descrito como patdogeno de plantas que produzem micotoxinas antes, ou
imediatamente apds a colheita (Sweeney & Dobson, 1999).

Trés critérios devem ser preenchidos para caracterizar uma estreita
relagdo entre toxicidade da micotoxina e importancia para a saude humana e
animal: (1) o fungo produtor necessita ser de ampla ocorréncia; (2) o fungo
precisa crescer em alimentos e ragdes; (3) a producdo de micotoxinas deve
ocorrer em condi¢cdes naturais, ou seja, onde o fungo é normalmente isolado, e
ndo somente em ensaios laboratoriais, onde condi¢des ideais como atividade de
agua e temperatura sao oferecidas (Pitt, 2000).

Nesse contexto, ¢ importante compreender que entre muitas micotoxinas
conhecidas, 400 apresentam toxicidade. Cerca de vinte t€m sido particularmente
investigadas e somente 5 ou 6 sdo importantes do ponto de vista agricola: as
aflatoxinas (amendoim, milho), ocratoxina A (café€), patulina (suco de macd),
fumonisinas (milho), desoxinivalenol (trigo) e zearalenona (milho). Esta lista,
embora curta, implica em um vasto conhecimento cientifico, por envolver
inumeros fungos produtores e alimentos de grande poder nutricional e

econdmico (Pittet, 2001).

2.4 Fungos produtores de aflatoxinas

As aflatoxinas foram descobertas a cerca de 44 anos , quando em 1960
foi relatada, na Inglaterra, uma intoxicagdo em aves apds consumo de ragdes que
apresentavam farelo de amendoim proveniente do Brasil e da Africa. Ficou
conhecida como "Doenca X" dos perus, que provocou a morte de 100.000 perus
¢ outros animais de fazenda. A causa da doenga foi atribuida a contaminacdo da

racdo por fungo, denominado Aspergillus flavus. Analises posteriores revelaram

12



que compostos fluorescentes, denominados posteriormente como aflatoxinas,
foram os responsaveis pela morte dos animais (Rustom, 1997; Sargeant et al.,
1961; Zaika & Buchanan, 1987).

As aflatoxinas representam a principal classe de micotoxinas e sdo
produzidas por quatro espécies de fungos do género Aspergillus. Essas espécies
sdo A.flavus, A.parasiticus, A.nomius e A.pseudotamarii. Dessas quatro espécies,
apenas A.flavus e A.parasiticus sdo economicamente importantes. Estes fungos
tém a habilidade de se desenvolver em areas de temperaturas elevadas e baixas
umidades e contaminar um grande nuimero de alimentos (CAST, 2003;
Kurtzman et al., 1987; Ito et al., 2001).

A flavus e A.parasiticus apresentam uma particular afinidade por graos e
sementes oleaginosas. Amendoim, milho e algodao sdo as trés mais importantes
afetadas. Trabalhos mais antigos relatam que a producdo de aflatoxinas esta
associada a condi¢des inadequadas de secagem e armazenamento. Realmente
estes fatores sdo certamente importantes na ocorréncia das aflatoxinas em areas
umidas e tropicais. Entretanto, em zonas temperadas, estudos mais recentes
mostram que o estresse pela secura, o ataque de insetos e a umidade do solo
estdo associados a invasdo fingica e a producao de aflatoxinas antes da colheita.
A competicdo microbiana também ¢é um fator que influencia a produgdo de
aflatoxinas. (CAST, 2003; ICMSF, 1996; Pitt, 2000; Pittet, 2001).

As aflatoxinas s3o um grupo de pelo menos 16 derivados
bisfuranoisocumarinicos, sendo as 4 principais naturalmente produzidas, as
aflatoxinas B;, B,, G; e G,. A aflatoxina B;, entre todas as aflatoxinas, é
usualmente a toxina de maior ocorréncia e concentracdo presente nos alimentos.
A nomenclatura B ¢ G ¢é fun¢do das fluorescéncias de cor azul e verde,
respectivamente, que sdo produzidas, quando essas toxinas, adsorvidas em
placas de silica gel 60G, sao expostas a lampada de ultravioleta de comprimento

de onda 366 nm (Sweeney & Dobson, 1999).
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2.4.1 Biossintese de aflatoxinas

O caminho biossintético das aflatoxinas esta praticamente entendido e
tem sido descrito em uma série de artigos e revisdes (Bhatnagar et al., 2003;
Sweeney & Dubson, 1998; Sweeney & Dubson, 1999; Yu et al., 2002).
Inicialmente, acetato e malonil CoA sdo convertidos em uma unidade de
hexanoil CoA por um acido graxo sintetase, a qual ¢ transformada por uma
policetideo sintetase a acido norsolorinico, que € o primeiro precursor estavel na
biossintese das aflatoxinas. O policetideo sofre entdo aproximadamente 12-17
conversdes enzimaticas, levando a formagao de Versicolorina B. Segue-se entao
uma rota com a formacdo de Versicolorina A, dimetilesterigmatocistina,
esterigmatocistina, O-metilesterigmatocistina, aflatoxina B; e aflatoxina G;. O
outro caminho envolve a conversao de Versicolorina B,
dihidrodimetilesterigmatocistina, dihidroesterigmatocistina, dihidro-O-

metilesterigmatocistina, aflatoxina B, e aflatoxina G,.

2.4.2 Aspergillus e aflatoxinas

De acordo com Pitt (1993), A.flavus produz aflatoxinas tipo B (B; ¢ B»),
acido ciclopiazonico, ambos ou nenhuma. Geralmente, aflatoxinas tipo G (G e
G,) ndo sdo produzidas por estas espécies, embora em alguns relatos ter sido
mencionado produgéo de aflatoxinas G por isolados identificados como A.flavus
(Vaamonde et al., 1995; Mphande et al., 2004; Takahashi et al., 2004).

As espécies de A.flavus podem ser divididas em dois grupos: as cepas S
que produzem numerosos esclerocios pequenos (< 400 um de diamétro) e
grandes quantidades de aflatoxinas, e as cepas L, que produzem menos
esclerdcios, mas sdo maiores (> 400 um de diamétro) e com menos aflatoxinas.
Isolados tipicos (cepas L) podem produzir somente aflatoxinas B ou nenhuma
aflatoxina (Egel & Cotty, 1994), enquanto todas as cepas S produzem grandes

quantidades de aflatoxinas, algumas produzindo somente B e outras produzindo
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B e G (Egel et al., 1994; Cotty & Cardwell, 1999; Horn & Dorner, 1999). Os
esclerécios sdo aglomerados de hifas, pigmentados, que resistem a condigdes
ambientais desfavoraveis e capazes de permanecerem dormentes por um longo
periodo de tempo. Nem todos os isolados de A.flavus e A.parasiticus que
produzem aflatoxinas apresentam esclerocios (Bennett et al., 1979). Resultados
obtidos por Geiser et al. (2000) através de analise filogenética confirmam os
grupos I e II dentro do A.flavus. Quase todas as espécies do Grupo I produziram
aflatoxinas B e nenhuma aflatoxina G. Quatro das seis espécies do Grupo II
produziram aflatoxinas B e G. Todos os isolados do Grupo II apresentavam o
fenotipo de esclerdcio S, enquanto espécies do Grupo I consistiam na forma S e
L.

Os isolados de Aspergillus parasiticus consistentemente produzem as
aflatoxinas B e G, mas ndo produzem acido ciclopiazénico (Moss, 1996; Pitt,
1993). A.nomius ¢ morfologicamente muito parecido com o A.flavus, mas
produz as aflatoxinas B ¢ G como o A.parasiticus. Isolados de A.nomius nao
foram caracterizados como produtores de acido ciclopiazénico por Vaamonde et
al. (2003).

Vaamonde et. al (2003) avaliaram espécies de A.flavus e A.parasiticus
isolados de 30 amostras de amendoim cultivados em Coérdoba, Argentina. Foram
caracterizadas 67 espécies, sendo 37 de A.flavus e 30 de A.parasiticus. As
espécies de A.parasiticus foram caracterizadas como tipicamente
aflatoxigénicas, produzindo ambas as aflatoxinas B e G, mas ndo acido
ciclopiazonico. Nesse estudo, somente dois isolados de A.parasiticus foram ndo
aflatoxigénicos. Em relagdo ao A.flavus, consideravel wvariabilidade foi
encontrada em sua potencialidade de produzir micotoxinas. Dos 37 isolados de
A.flavus, 20 (54%) produziram somente aflatoxinas B e acido ciclopiazonico e 5
(13%), aflatoxinas B e G e acido ciclopiazdnico. Essas espécies produziram

também esclerocios tipo S de A.flavus. Em um levantamento conduzido por
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Cotty & Cardwell (1999), foi encontrado que mais de 40% dos isolados S da
Africa Ocidental produziram ambas as aflatoxinas B e G, enquanto as espécies S

do norte da América produziram somente aflatoxinas B.

2.4.3 Fatores que afetam a sobrevivéncia, crescimento e producdo de
aflatoxinas por Aspergillus

O crescimento fungico e a produgdo de aflatoxinas sdo uma
conseqiiéncia da intera¢do entre fungo, hospedeiro e ambiente. A combinagao
apropriada desses fatores determina o grau de colonizacao do substrato, o tipo e
a quantidade de micotoxina que sera produzida (Gourama & Bullerman, 1995;
Pitt et al., 2000).

O crescimento de fungos aflatoxigénicos ¢ influenciado, entre outros
fatores, pela atividade de agua, temperatura, grdos quebrados, aeragdo, inoculo
fingico, interagdes microbianas e presenga de insetos. Evitar o acimulo de
toxinas em graos armazenados e sementes oleaginosas depende primariamente
do controle da umidade. Se o produto estd muito seco para permitir qualquer
crescimento flingico, e permanece armazenado nessa condigdo, possivelmente
nenhuma deterioragdo ocorrera. Contudo, a presenca de insetos e roedores pode
levar a um aumento da umidade, com a conseqiiente formagdo de micotoxina
(CAST, 2003).

A contaminacdo com aflatoxinas no campo ¢ muito dificil de controlar
porque ¢ influenciada primariamente por condigdes climaticas tais como
umidade relativa e temperatura. Umidade do solo, estresse pela secura, dano por
inseto e deficiéncia na nutrigdo mineral sdo também fatores que podem gerar
produtos contaminados, principalmente em areas de clima temperado (Moss,
1991; Northolt & Bullerman, 1982; Pitt, 2000).

Contudo, percebe-se que os altos niveis de contaminagdo com

aflatoxinas estdo associados com o crescimento pods-colheita de fungos
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(Aspergillus) e o armazenamento em condi¢des inadequadas. Isso parece ser
extremamente comum em paises tropicais e subtropicais, com clima quente e
umido (Bhat, 1988).

A atividade de agua e a temperatura sdo os mais importantes fatores que
controlam o crescimento fingico e a produgdo de aflatoxinas pelo Aspergillus
flavus e Aspergillus parasiticus em alimentos (Northolt et al., 1977, CAST,
2003; Chiou et al., 1984; Uboldi Eiroa, 1979).

Hill et al., citados por Moss (1996), avaliando dados publicados de
varios isolados de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, compararam a
atividade de agua (A,,) e temperatura necessaria para o crescimento e a producao
de aflatoxina. Foi demonstrado que os valores 6timos para crescimento (36°C e
A, 0,95) e produgio de aflatoxina (33'C e A, 0,99) ndo sio os mesmos,
revelando que os diferentes tipos de linhagens explicam essas variagoes.

O Aspergillus flavus, fungo comum do solo, ndo ¢ muito resistente ao
calor, apresentando um valor Dyy de 40 minutos a 52°C e < 1 minuto a 60°C. De
uma forma geral, o crescimento inicia a uma temperatura proxima de 10'C ou
um pouco acima e continua até cerca de 43°'C. O 6timo de crescimento ocorre a
uma temperatura em torno de 33'C. A aflatoxina é produzida em uma faixa de
temperatura de 15-37'C, mas nenhum 6timo de temperatura pode ser
especificado. Quanto a A, valores de 0,80 e 0,82 sdo necessarios para o
crescimento e producdo de aflatoxinas, respectivamente. Esses valores
correspondem aproximadamente, a um teor de umidade do grdo de amendoim de
10-10,5%. Em atividade de agua de 0,99, crescimento e producao de aflatoxinas
atingem normalmente o maximo. A influéncia dos principais fatores ambientais
no crescimento e produ¢do de aflatoxinas pelo Aspergillus parasiticus sdo
similares aos descritos anteriormente para o Aspergillus flavus. A temperatura
6tima para crescimento é de cerca de 30'C, e para produgdo de aflatoxina, de 14-

35°C. Os valores de atividade de 4gua para crescimento e produgio de aflatoxina
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pelo A.parasiticus estdo na faixa de 0,80-0,83 e 0,86-0,87, respectivamente,
mostrando que o A.flavus suporta condigdes mais adversas que o A.parasiticus
(ICMSF, 1996).

O crescimento fungico e a produgdo de aflatoxinas B; e Gy, a partir de
dois isolados de A.flavus em meio de Wort, foram avaliados a 2, 7, 13, 18, 24,
29, 35, 41, 46 ¢ 52'C. O maximo de producdo ocorreu a 24'C e 0 maximo de
crescimento, de 29 a 35 C. Observou-se também que o méaximo de crescimento
ndo estava correlacionado com o maximo de producdo de aflatoxinas e, em
certas temperaturas boas para crescimento, ndo foi verificada qualquer producao
de aflatoxinas. A 41'C um crescimento intenso foi observado sem qualquer
producdo de aflatoxina. Ndo foi registrada producdo de aflatoxinas nas
temperaturas de 2, 7,41, 46 ¢ 52'C (Schindler et al., 1967).

Diener & Davis (1967) observaram, apds inoculagdo com Aspergillus
flavus em graos de amendoim e incubagdo a 97-99% de umidade relativa, por 21
dias, nas temperaturas de 5, 10, 12, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 43, 46, 49, 52 ¢
55'C, que ndo havia produgdo de aflatoxinas a uma temperatura de 12'C ou
menor e a 43°'C ou superior. Os maiores niveis de aflatoxinas foram registrados
na faixa de temperatura de 20 a 35°C.

Amendoim em grio foi inoculado separadamente com 4 isolados de
Aspergillus flavus aflatoxigénicos e incubado em uma faixa de temperatura de
10 a 40'C com intervalos de 5'C. A cada 24 horas efetuou-se a quantificagdo de
aflatoxinas em cada um dos tratamentos, em um intervalo de 10 dias. A
concentracdo maxima foi alcancada, conforme a espécie, entre o sexto ¢ o
décimo dia de incubagdo e nas temperaturas de 20'C e 25 C. Somente pequena
quantidade de aflatoxina foi produzida a 10'C ¢ 40°C (Schroeder & Hein, 1967).

Mislivec et al. (1975) verificaram o efeito da temperatura (4, 8, 12, 16,
26,30 ¢ 37°C) e umidade relativa (79, 81, 83, 86, 90, 95 ¢ 100%) na germinagao

de esporos de diferentes espécies de Aspergillus e Penicillium. Os resultados
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indicaram que a uma temperatura de 8 C e umidade relativa de 86%, ndo havia
germinagdo em qualquer das espécies estudadas, inclusive o Aspergillus flavus.

Estudos conduzidos por Northolt et al. (1977) com cepas toxigénicas e
ndo toxigénicas de A.flavus, em meios de agar extrato de malte suplementado
com sacarose ou glicerina, em temperaturas de 10, 13, 16, 24, 31 e 37C e
atividade de agua de 0,83, 0,87, 0,92, 0,95 ¢ 0,99, revelaram inicialmente que
ndo havia diferenca significativa entre o crescimento das espécies toxigé€nicas e
ndo toxigénicas. Os maiores niveis de aflatoxinas foram alcancados na faixa de
temperatura de 13-16'C, 16-24'C ¢ 31°'C, dependendo da espécie fungica.

Park & Bullerman (1983) verificaram o efeito da temperatura (5, 15 e
25'C) na produgio de aflatoxinas pelo A.flavus e A.parasiticus apos 10 e 21 dias
de incubagdo, em diferentes substratos (soja, arroz, queijo Cheddar, requeijdo,
iogurte). Este estudo revelou que alimentos com alto teor de proteina e baixo
nivel de carboidrato ndo apresentavam niveis elevados de aflatoxinas pelo
A.parasiticus, embora fossem observados crescimento e esporulagdo. Entretanto,
mesmo em pequenos teores de carboidratos, o A.flavus foi capaz de produzir
aflatoxinas em niveis elevados a 15 ¢ 25°C. Nio foram observados crescimento
fangico e produgdo de aflatoxinas a 5°C.

A inoculagdo de A.flavus e A.parasiticus em amendoim moido,
previamente esterilizado a 121°C/15 minutos e incubado em temperaturas de 10,
20, 30 ¢ 35'C, por 14 dias, proporcionou, a 30°C, a maior produgdo de aflatoxina.
A 10C verificou-se uma produgdo muito discreta de aflatoxinas (Ogundero,
1987).

Prado et al. (1991) avaliaram a produg¢io de aflatoxinas em amendoim in
natura, genotipo Tatu Vermelho, o mais cultivado no Brasil, em diferentes
valores de atividade de agua (0,75, 0,83, 0,86, 0,93 ¢ 0,97), a temperatura
ambiente por 120 dias. Nao houve produgao de aflatoxinas em atividade de dgua

inferior a 0,86.
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2.4.4 Caracteristicas fisicas e quimicas das aflatoxinas

As aflatoxinas sdo um grupo de metabolitos secundarios que apresentam
uma estrutura bisfuranocumarina (Schmidt & Esser, 1985), conforme mostrado
em Anexos, Figura 1, pagina 182.

As aflatoxinas sdo relativamente estaveis ao calor, sendo inativadas
apenas em temperaturas superiores a 250 C (Ellis et al., 1991).

As aflatoxinas sdao ligeiramente soltiveis em agua, insoluveis em
solventes ndo polares e bastante soltiveis em solventes moderadamente polares
como cloroféormio, metanol e dimetilsulfoxido. Sdo relativamente instaveis,
como substincias puras, a luz e ao ar. Pouca ou nenhuma destruicdo de
aflatoxinas ocorre em condigdes normais de cozimento, mas sdo destruidas por

tratamento com amonia e hipoclorito (WHO, 1979).

2.4.5 Metabolismo e aspectos toxicoldgicos das aflatoxinas

Aflatoxinas t€m sido descritas como tendo atividade imunosupressora,
mutagénica, teratogénica e hepatocarcinogénica (Atroshi et al., 2002; Yu et al.,
2002).

Micotoxicose ¢ a doenca resultante da exposicdo a micotoxina pela
ingestdo de ragdes e alimentos contaminados. Entretanto, outras fontes, tais
como inalacdo, contato pela pele, devem ser consideradas. Recentemente, na
Croacia, foram isoladas, de pacientes com aspergiloma pulmonar (7 homens e 4
mulheres), 3 espécies de Aspergillus fumigatus e duas de Aspergillus versicolor.
Aflatoxina B; foi encontrada nos extratos de cultura de todas as espécies.
Aflatoxina G; foi produzida por duas das espécies de A.fumigatus e
esterigmatocistina (precursor final da aflatoxina) nos dois extratos de A.
versicolor. Sabe-se que a producdo das toxinas ndo reflete necessariamente o
que estes fungos podem produzir in vivo. Entretanto, os efeitos imunotoxicos, os

quais favorecem infecgoes, ndo podem ser excluidos (Pepeljnjak et al., 2004).
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A intoxica¢do por aflatoxinas pode ser aguda ou cronica. Na
aflatoxicose aguda, os sintomas incluem febre baixa, depressdo, anorexia e
diarréia, com degeneracdo gordurosa no figado e necrose. A atividade das
enzimas hepaticas pode ser interrompida, resultando em alteragcdes do
metabolismo de carboidratos, lipides e sintese de proteinas. A aflatoxicose
cronica, como resultado da exposicao de pequenas doses de aflatoxinas por um
periodo longo de tempo, estd associada, em seres humanos, ao carcinoma
hepatocelular (Bingham et al., 2003; CAST, 2003).

A aflatoxina B, foi classificada como carcinégeno tipo 1, sendo
considerada um dos principais fatores de risco para carcinoma hepatocelular
(HCC). O HCC ¢ o quinto mais comum cancer no mundo, com uma estimativa
de 473.000 novos casos anualmente. Muitos pacientes sobrevivem menos de 1
ano apos o diagnodstico. Na China, 235.000 novos casos dessa doenga ocorrem
anualmente, representando cerca de 50% do total mundial (IARC, 1993; Wild &
Hall, 2000; Setlow, 2001; Wang et al., 2001).

A aflatoxina, apos ingestdo, ¢ absorvida no intestino e transportada ao
figado, onde ¢ metabolizada. A excregdo da aflatoxina By ocorre primariamente
através das vias biliares e, em menor extensdo, no trato urinario € no leite de
animais em lactagdo, na forma de aflatoxinas My, P; e Q, (Wild & Turner, 2002).

A transformacgdo da aflatoxina B; envolve ativagdo e detoxificacdo e
ocorre em duas fases: (1) transformagdo da toxina em metabdlitos e (2)
conversao de metabolitos para um conjugado soluvel em agua ou ligado a
macromoléculas. A ativagdo da aflatoxina B, ¢é feita pelo sistema citocromo
P450 com a formagdo da aflatoxina B;-8,9-epoxido ou aflatoxina B;-8,9
dihidrodiol. A carcinogenicidade da aflatoxina B; surge da interagdo da
aflatoxina B-8,9-epoxido com a guanina do DNA, formando a ligagdo
aflatoxina-N7-guanina. A toxicidade aguda da aflatoxina B; parece ser funcao

da interacdo da aflatoxina B,-8,9-dihidrodiol com grupos amino de proteinas. A
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aflatoxina B;-8,9-epoxido é também capaz de se ligar a residuos de lisina da
albumina do soro (AFB-albumina). Ja a detoxifica¢do da aflatoxina B; ocorre
pela conversdo em metabolitos menos ativos, tais como aflatoxina M;, Q, e Py, e
através da conjugagdo da aflatoxina B;-8,9-epoxido com glutationa, com
formagdo de aflatoxina B;-acido mercapturico, altamente solivel em agua, em
uma reagdo catalisada pela glutationa S-transferase. Dessa forma, os
biomarcadores de exposi¢do a aflatoxina incluem metaboélitos urinarios como
AFB|-N7-gua, AFM,, AFB;-acido mercapturico e, no soro, AFB-albumina. Em
virtude da maior vida média circulante da albumina, a ligagdo AFB,-albumina
tem sido utilizada como um biomarcador de exposi¢do cronica a aflatoxina em
estudos epidemiolégicos. Na Africa Ocidental (Benin e Togo) foi observada, em
criangas, uma correlacdo entre consumo de milho na semana que precedeu o
ensaio e o biomarcador AFB,-albumina. Essa ligacdo foi detectada em 475/479
das criangas entre menos de 1 ano a 5 anos (Moss, 1996; Wild & Turner, 2002;
Gong et al., 2003; Sudakin, 2003).

Clorofilina (CHL), uma forma hidrosoluvel da clorofila, tem sido
avaliada ultimamente em populagdes de alto risco para exposi¢cdo a aflatoxina.
Imagina-se que a CHL forma complexo molecular com as aflatoxinas, alterando
a sua biodisponibilidade. No tratamento clinico, a administragdo de CHL trés
vezes ao dia reduz em 50% o nivel médio da excrecdo urinaria da aflatoxina-N’-
guanina, comparado ao placebo (Egner et al., 2003).

Na cidade de Floriandpolis (Santa Catarina), no periodo de 1980 a 1999,
o HCC correspondeu a 122 casos (Haas & Scussel, 2000). Em Sao Paulo, no
periodo de festas juninas, em junho de 1999, amostras de sangue colhidas em
um Hospital de Referéncia Oncologica (total: 50, sendo 29 de homens e 21 de
mulheres), mais de 62% apresentaram o aduto AFB-albumina (31/50). Os niveis
oscilaram de 3 a 57,3 pg mg”, com um teor médio de 14,9 pg mg™. Por outro

lado, em 16,1% das amostras foram encontrados niveis intermediarios,

22



considerados ainda altos, entre 22,7 ¢ 31,0 pg mg" de AFB-albumina (Haas &
Scussel, 2004).

Estudos de epidemiologia molecular tém mostrado uma ligacdo direta
entre cancer ¢ exposi¢do ao carcinégeno. O gen p53 estd localizado no
cromossomo 17 e codifica para uma proteina supressora de tumor com 393
aminoacidos. Em canceres humanos, o gen p53 estd freqiientemente alterado,
revelando uma evidéncia de causa efeito para radiacao ultravioleta em cancer de
pele, tabaco em cancer de pulmao e aflatoxina B; em hepatocarcinoma. Estudos
tém demonstrado que ha uma correlagdo entre aqueles tumores e mutacdo
(AGG-AGT) no codon 249 do gen p53. Essa alteragdo também esta presente em
culturas de hepatdcitos humanos expostos a aflatoxina B;. Em regides da China,
onde exposi¢cdo com aflatoxina ¢ alta, a mutagao no coddon 249 foi observada em
mais de 50% dos hepatocarcinomas, comparados com menos de 10% em regides
de baixa exposicdo. Nas areas geograficas de baixa exposicdo a aflatoxinas
(Japao, Coréia, Europa e América do Norte), a prevaléncia dessa mutacdo ¢é
inferior a 1% (CAST, 2003; Goldman & Shields, 2003; Pitt et al., 2000;
Sudakin, 2003; Wild & Turner, 2002).

Em animais, a grande maioria das micotoxicoses apresenta
caracteristicas subclinicas, cujas alteragdes dificilmente sdo percebidas na
inspe¢do animal. Os sintomas da aflatoxicose aguda poderfo iniciar 6 horas ap6s
a ingestdo, traduzindo-se por severa depressdo, inapeténcia, presenga de sangue
nas fezes, tremores musculares e hipertemia (até 41'C), podendo ocorrer morte
em 12 a 24 horas. A intoxicacdo cronica manifesta-se pela diminui¢do no ganho
de peso e reducdo da conversdo alimentar. Em frangos e poedeiras ocorre
extrema palidez das mucosas e pernas ("sindrome da ave palida"), como
resultado da menor absor¢do, diminui¢ao no transporte ¢ deposi¢do tecidual dos
carotenodides. Ocorre redugdo da produgdo ¢ do tamanho dos ovos (Dilkin &

Mallmann, 2004).
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2.4.6 Ocorréncia de aflatoxinas

A literatura publicada sobre a incidéncia de aflatoxinas em alimentos
naturais e processados estd repleta de informagdes, principalmente em
amendoim, milho, algoddo, nozes, pistache, para os giais os niveis atingem
freqiientemente de 1 a 10 ng g', mas podem ocasionalmente ser detectados
niveis de 10 a 100 ng g’ ou superiores. Outros produtos que sdo descritos como
de baixo risco de contaminacdo com aflatoxinas incluem: figos, condimentos,
mandioca, arroz, feijdo soja, sorgo, trigo, cevada e centeio. Entretanto,
aflatoxinas podem ocorrer em qualquer desses alimentos, desde que condigoes
otimas de umidade e temperatura e infestagdo de insetos e roedores estejam
presentes nos locais de armazenamento (CAST, 2003; Pittet, 2000).

No Brasil, a incidéncia de aflatoxinas em alimentos e ragdes ¢ tema de
inimeros trabalhos cientificos e continua sendo a toxina mais pesquisada.

Tango et al. (1965) verificaram os niveis de aflatoxinas em 37 amostras
de amendoim provenientes da estagdo das aguas (janeiro/fevereiro) e 35 da
época da seca (junho/julho). Valores superiores a 2000 pg kg foram observados
em 24,3% e 14,3% das amostras da safra das aguas e seca, respectivamente. Foi
verificada também uma correlagdo positiva entre teor de aflatoxina e indice de
acidos graxos livres.

Em 1968, aflatoxinas B; ¢ G; foram quantificadas em 264 amostras de
torta e farinha de amendoim, provenientes de 40 industrias de extragdo de 6leo
do Estado de Sdo Paulo. Todas as amostras apresentavam aflatoxinas, sendo que
em duas o valor alcangou 2000 pg kg”'. Niveis acima de 1000 pg kg' foram
detectadas em 89,8% das amostras analisadas (Fonseca, 1968).

Pregnolatto & Sabino (1969/70) analisaram 32 amostras de alimentos
(pé de moleque, pagoca, amendoim cru e torrado e amendoim japonés) ¢ 20

apresentaram aflatoxinas. Os autores verificaram, também, que entre 130
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amostras de rac¢des, 104 estavam contaminadas. Os niveis, entretanto, ndo foram
registrados.

Dando seqiiéncia ao estudo da incidéncia de aflatoxinas em alimentos
(amendoim e derivados, farinha de soja, de mandioca, arroz, aveia, milho e
trigo) e ragdes no Estado de Sdo Paulo, Sabino (1980) detectou niveis que
variaram de ndo detectado a 7800 pg kg”'. De 1971-1975, de 1976-1977, em
1978 e em 1979, de 300, 161, 61 e 50 amostras analisadas, 37, 13,6, 13,0 e
10,0% apresentaram contamina¢do com aflatoxina B;. Em outro estudo, o
mesmo grupo avaliou a incidéncia de aflatoxinas em 50 amostras de pasta de
amendoim e 106 de pacgoca (54 industrializadas e 52 de origem caseira),
provenientes de diferentes municipios do Estado de Sao Paulo. Vinte amostras
de pasta de amendoim estavam contaminadas com aflatoxina B; na faixa de 8 a
278 pg kg'. Vinte e sete amostras de pagoca industrializada estavam
contaminadas com aflatoxina B, na faixa de 8 a 220 pg kg™, e das 52 de origem
caseira, 42 apresentavam valores de aflatoxina B, entre 8 e 260 pg kg'. A
porcentagem de contaminagdo para pasta de amendoim, pagoca industrializada e
caseira, que ultrapassou o limite de tolerancia maxima de 30 pg kg" (B, + G)),
de acordo com a legislacdo na época em vigor (Brasil, 1977), foi de 18, 23 e
26%, respectivamente (Sabino et al., 1982).

Em Belo Horizonte, em 1982, foram analisadas 107 amostras de
amendoim ¢ derivados. Em 66 (62%) foi detectada aflatoxina B, sendo que em
47 (44%) o valor encontrado foi superior ao limite maximo de 30 pg kg'. Os
valores variaram de 6 a 633 pg kg (Prado, 1983).

Em Campinas, no periodo de 1980-1982, foram analisadas por Scussel
& Rodriguez-Amaya (1985) amostras de amendoim e seus produtos. Das 241
amostras, 128 apresentaram resultados positivos, dos quais 92 excediam o

maximo de aflatoxina de 30 pg kg™
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No periodo de 1980-1987, foram analisadas 1374 amostras de
amendoim e derivados comercializados na cidade de Sdo Paulo. O nivel de
incidéncia, bem como os valores de aflatoxinas, variaram de ano para ano. A
maior incidéncia ocorreu em 1981, quando 71% das 132 amostras analisadas
foram positivas para aflatoxinas, em uma faixa de 8-2500 ug kg-1 e média de 74
ng kg!. A mais alta média (333 pg kg™ foi observada em 1983, quando 49%
das 198 amostras analisadas foram positivas, em uma faixa de 8 a 864 pg kg™
(Sabino et al., 1989).

Prado et al. (1989) quantificaram aflatoxinas em 400 amostras de
amendoim in natura, comercializadas em Belo Horizonte (MG), no periodo de
1983-1988. A maior incidéncia foi observada em 1986, quando 75% das
amostras analisadas (44/33) apresentaram aflatoxinas B; e G;. Os maiores niveis
de contaminagao para aflatoxina B, e G, foram em 1988, com média de 369 pg
kg' e 175 ug kg, respectivamente. Observou-se também, em 1988, a maior
porcentagem (71%) de amostras analisadas, com valores superiores ao limite
maximo de 30 ug kg™

Dando seqiiéncia a avaliagdo da presenca de aflatoxina em amendoim e
derivados, em Sao Paulo, 137 amostras foram analisadas no periodo de
1995/1997. Sessenta e duas amostras (45,3%) foram positivas para aflatoxinas e
37 (27%) apresentaram valores acima do limite maximo da legislagdo brasileira
de 30 pg kg-1 para aflatoxina B, e G,. Para amendoim cru a faixa de aflatoxina
foi 5 a 382 pg kg (Sabino et al., 1999).

No Rio Grande do Sul, Braga et al. (2000) avaliaram, no periodo de
1998/1999, 210 amostras de amendoim e derivados, sendo 114 fabricadas no
estado e 96 de outros locais do Brasil. Os resultados obtidos mostraram que 35%
do total das amostras estavam com valores de aflatoxinas superiores ao limite de
tolerancia méaxima de 30 pg kg e que as amostras locais apresentavam uma

maior contaminagao.
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Santos et al. (2001) avaliaram o grau de contaminagdo por aflatoxinas
em amendoim e produtos de amendoim comercializados na regido de Sao José
do Rio Preto/SP, no periodo de agosto de 1990 a dezembro de 2000. Das 178
amostras analisadas, 70 (39,3%) apresentaram contaminagdo por aflatoxinas e
59 (33,2%) apresentaram valores superiores a 30 pg kg'. Os resultados
mostraram que 22 (12,4%) das amostras contaminadas continham teores entre
31 a 100 pg kg™, 28 (15,8%) teores entre 101 a 300 pg kg™ e 10 (5,6%) entre
301 a 1255 pg kg™

No periodo de julho de 1998 a dezembro de 2001 foram analisadas, no
Distrito Federal, 104 amostras de amendoim e derivados. Em 51 (49%) foram
detectadas aflatoxinas. Os niveis médios mais altos foram para amendoim cru e
pagoca, com valores de 107 e 84 ug kg', respectivamente. A faixa de
contaminagdo variou entre 13 ¢ 1710 pg kg™ (Caldas et al., 2002).

Nos anos de 1998 a 2000, 120 amostras de amendoim e derivados foram
coletadas em diferentes municipios de Minas Gerais para verificar a ocorréncia
de aflatoxinas. Foram detectadas em 66 amostras (55%), sendo as médias
encontradas para aflatoxinas B, B,, G; ¢ G, de 334, 82, 64 ¢ 21 g kg'l,
respectivamente. A faixa de contaminagdo para aflatoxina total foi de 3 a 2714
ng kg e a média, 960 pg kg'. A aflatoxina B, foi encontrada em todas as
amostras positivas (Oliveira et al., 2002). Dando seqiiéncia ao monitoramento
sistematico de aflatoxinas em alimentos em Minas Gerais, este mesmo grupo
avaliou novamente os niveis de aflatoxinas em amendoim e derivados, no
periodo de 2001 a 2004. Foi observada uma redugcdo da porcentagem de
amostras contaminadas, atingindo 20% e 17% das 45 e 79 analisadas em 2003 e
2004, repectivamente. Entretanto, a média de aflatoxina total (B, B,, G, e G3)
de 187,5 pg kg™ e a faixa de 10,5 a 425,5 pg kg™', em 2003, e a média de 186,6
ug kg' e a faixa de 11,3 a 677,2 ug kg, em 2004, continuam com niveis

elevados de contaminagdo (Dados nédo publicados).
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Aflatoxinas em amendoim e derivados continuam a ser um problema
sério no Brasil, embora a extensdo e os niveis atuais estejam inferiores aos
relatados nas ultimas décadas (Sabino & Rodriguez-Amaya, 1993; Rodriguez-

Amaya & Sabino, 2002).

2.4.7 Prevencdo e controle das aflatoxinas em amendoim

O controle das micotoxinas ¢ uma etapa muito complexa, desde que
envolve uma grande variedade de estruturas quimicas, em diferentes substratos e
operagdes de processamento. Nao ha um tnico método que garanta a remog¢ao
completa dos contaminantes.

E dificil estabelecer regras e estratégias para o controle das aflatoxinas
porque estas sdo produzidas antes e apos colheita por diferentes tipos de fungos
e em diferentes substratos. Atualmente, nenhum controle absoluto esta
disponivel para eliminar a contaminagdo por aflatoxinas. Embora, praticas
agricolas como rotacdo de culturas e controle de doencas e pragas sejam
recomendadas para evitar a producdo de toxinas durante o crescimento da planta,
colheita, armazenamento e distribuicdo, o potencial para uma possivel
contaminacdo ainda persiste. Entdo, a maneira mais efetiva para evitar estas
toxinas envolveria a remog¢do e/ou a destruicdo da fonte contaminadora e o
contaminante, se estiver presente. Dessa forma, desenvolvimento e
implementacdo eficiente de métodos de descontaminagdo tornam-se da maior
importancia (CAST, 2003; Samarajeewa et al., 1990).

Pode-se afirmar que existem trés estratégias fundamentais para evitar as
conseqiiéncias da presenga de aflatoxinas em alimentos: (a) prevengao da
contaminacdo da aflatoxina em amendoim; (b) a remogao ou destruigao fisica ou
quimica da aflatoxina; e (c) a degradagdo biologica de micotoxinas (Bata &

Lasztity, 1999).
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2.4.7.1 Prevencao da contaminacao da aflatoxina em amendoim

Qualquer pratica agricola que aumente o desenvolvimento e qualidade
da planta e diminua a infestagdo flngica, contribuira efetivamente para o
decréscimo da contaminagdo por aflatoxinas em amendoim. Isso envolve:
(1) utilizagao de cultivares resistentes. Apesar de diversos trabalhos relatarem
que alguns genotipos apresentam uma maior resisténcia a producdo de
aflatoxinas, ndo ha disponibilidade deles comercialmente (Mehan et al., 1986;
Mixon, 1986; Prado et al., 1996a,b; Prado et al., 1998; Prado et al., 1999).
Entretanto, cultivares de ciclo mais longo (entre 125 ¢ 140 dias) permitem que a
época da colheita coincida com um periodo menos chuvoso, facilitando as
operagdes de colheita e secagem. Do mesmo modo, cultivares de porte rasteiro
permitem que a operagdo de arranquio e inversao (enleiramento das plantas) seja
totalmente mecanizada, com um menor risco de danos as vagens (Godoy et al.,
2001);
(2) prevengdo do estresse hidrico. A cultura deve ser conduzida em condigdes
que evitem os periodos de estiagem prolongada porque estes provocam danos
aos tecidos da casca e da pelicula dos gréos, criando "portas de entrada" para os
fungos do solo. Quando o teor de umidade é adequado, o grdo de amendoim
apresentara uma alta atividade de agua (> 0,95), o que possibilitara a formagao
pela planta de fitoalexinas, que inibem o crescimento fingico e a produgdo de
aflatoxina. Entretanto, quando amendoim ¢ submetido a um estresse hidrico, a
atividade de agua diminue (< 0,95) e ocorre uma reducdo no teor de fitoalexinas,
o que favorece a infestacdo ¢ a producdo de aflatoxina. Paralelamente, nessas
condigdes, a temperatura do solo aumenta ¢ acelera a perda de umidade do grao,
o que favorece o crescimento do A.flavus e a produgio de aflatoxinas (Dorner et
al., 1989; Godoy et al., 2001);
(3) execucdo da colheita no ponto 6timo de maturacdo, evitando danos

mecanicos por onde os fungos podem penetrar. A colheita prematura aumenta a
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propor¢ao de vagens e sementes imaturas e mal desenvolvidas, o que dificulta a
secagem ¢ favorece os fungos. Nem elevada temperatura sozinha nem o estresse
hidrico sozinho causam contaminagdo por aflatoxina em graos sdos e maduros
(Godoy et al., 2001; Hill et al., 1983);

(4) outros procedimentos como limpeza, controle de insetos e uso adequado de
fungicidas s3o importantes para diminuir ou manter a aflatoxina em niveis
minimos de contaminacdo. O préoprio controle bem feito das doencas das folhas
promove o vigor das plantas nos espordes € nas vagens, previne a germinagao
precoce (porta de entrada para fungos) e reduz o acumulo de folhas no solo
(CAST, 2003; Godoy et al., 2001);

(5) suplementacdo do solo com calcio, na forma de sulfato de calcio. A
espessura da casca da semente do amendoim aumenta, ocasionando uma menor
porcentagem de grios infectados com Aspergillus spp, Penicillium spp e
Rhizopus spp quando os grios sdo secos no campo. Em lotes de sementes
contaminadas com aflatoxinas, as maiores concentragdes sdo encontradas entre
as sementes enrugadas e mal desenvolvidas (Godoy et al., 2001; Fernandez et
al., 1997);

(6) aplicagdo no solo de espécies de A.flavus e A.parasiticcus ndo
aflatoxigénicas é capaz de reduzir a contaminacdo com aflatoxina em amendoim
antes da colheita (Dorner et al., 1992; Dorner et al., 2003). Entretanto, este tipo
de pesquisa ndo esta bem dominado;

(7) secagem do amendoim no campo ou utilizando secadores artificiais. Sdo
utilizados equipamentos com fluxo de ar quente (temperatura em torno de 35°C)
e em posicao estatica. Movimentos de rotagdo podem romper as células dos
graos e provocar a oxidacdo do 6leo, depreciando o produto. A secagem deve
reduzir a umidade de 40-50% a 8%. Nessa condi¢do a producgdo de aflatoxina

ndo ocorre (Godoy et al., 2001).
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2.4.7.2 Remogdao ou destruicdo fisica e quimica da aflatoxina

Os procedimentos que sdo utilizados no controle da redugdo ou
inativacdo das aflatoxinas em amendoim sdo:
(1) métodos fisicos de separacao

A separacdo mecanica dos graos de amendoim considerados de alta
possibilidade de apresentar niveis elevados de aflatoxinas, como graos chochos,
danificados, brotados e de coloragdo diferente, permite uma reducao parcial dos
teores de aflatoxinas, mas apresenta o inconveniente de consumir tempo € as
vezes ¢ dificil de realizar (Bata & Lasztity, 1999; CAST, 2003; Schmidt &
Esser, 1985; Vasanthi & Bhat, 1998). Essa segregagdo pode ser fisica, ou seja,
manual, em mesas gravitacionais ou por meio de equipamentos eletronicos
(Godoy et al., 2001).

A separacao baseada na diferenca de densidade (graos danificados sdo
normalmente mais leves), utilizando correntes de ar, apresenta resultados
variaveis ¢ uma perda de graos muito alta. A aparéncia e o peso do grao nem
sempre indicam presenca ou auséncia de aflatoxina. Dessa forma, completa
descontaminagdo € raramente possivel (Beaver, 1991). Recentemente, Galvez et
al. (2003) observaram, em amendoim, que um pré-aquecimento a 140°C facilita
a remogdo fisica de grios contaminados apds a retirada da casca, reduzindo
significativamente os niveis de aflatoxinas.

(2) métodos fisicos e quimicos de detoxificacdo
(a) Calor

Em virtude da estabilidade das aflatoxinas ao calor (decomposi¢do varia
de 237'C-306C), nio ha completa destrui¢do pelo tratamento térmico. A
extensdo da destruicdo ¢ muito dependente do nivel inicial de contaminacao,
temperatura de aquecimento e tempo. Além disso, o tipo e o teor de umidade do
alimento, o pH ¢ a forga i6nica influenciam o grau de inativa¢do. O conteudo de

umidade ¢ o fator critico. Alimentos contaminados, que apresentam um maior
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teor de umidade, sdo mais facilmente inativados pelo calor. Supde-se que a
presenca da agua contribua para a abertura do anel lactona da aflatoxina B, (pela
adi¢do de uma molécula de agua ao anel) para formar um acido carboxilico
terminal (Rustom, 1997).

Lee et al. (1968) revelaram que a torragdo por 30 minutos a 150'C
produziu redugdo de 80% da aflatoxina B, e de 60% da aflatoxina B,. Da mesma
forma, para torra¢do a seco ¢ em 6leo, variando o tempo de 3 a 30 minutos ¢ a
temperatura, de 121'C a 204'C em 6leo e de 162°C a 174C a seco, a reducao de
aflatoxina B, e G, variou de 45 a 83%, respectivamente (Lee et al., 1969).

A torracio de amendoim (calor seco) a 60'C, 80°C e 105°C, durante 1, 2 ¢
3 horas, provocou uma redugio maxima de 760 pg kg de aflatoxina B, para
220 pg kg, apods 3 horas a 105°C. Autoclavagem a 1,5 atm. por 30, 60, 90
minutos destruiu toda a aflatoxina (El-kady & Farghaly, 1981).

Sylos & Amaya-Farfan (1992) verificaram, em amendoim naturalmente
contaminado, que a torracao a 190-200°C em estufa, por 20 minutos, ¢ fritura em
6leo a 190°'C provocavam uma redugdo de 95% nos niveis de aflatoxina B;.

Pluyer et al. (1987) observaram uma redugdo de 48 a 61% nos niveis
iniciais de aflatoxina B, (228, 370 e 557 pg kg') em amendoim naturalmente
contaminado, apos aquecimento em forno de microondas por 8,5 minutos, em
uma poténcia de 0,7 kW.

A utilizag@o de forno de microondas por 3 a 6 minutos, em poténcia de
0,8kW, reduziu os niveis iniciais de aflatoxina B, e G; (88 a 647 ng/kg), em
amendoim artificialmente contaminado, de 9,9% a 69,7% ¢ 5,8% a 69,5%,
respectivamente (Prado & Oliveira, 1996).

Taha (2000) verificou que torragdo em forno de microondas, com
poténcia de 0,7 kw, por 7, 8, ¢ 9 minutos, produziu uma reducao nos niveis de
aflatoxinas totais (B, By, G, e G,) de 68,4% a 88,5%.

(b) Extragao por solventes
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As aflatoxinas podem ser extraidas eficientemente com este processo,
utilizando sistemas binarios ou terciarios, como etanol 95%, solucdo aquosa de
acetona a 90%, isopropanol 80% e hexano:etanol:dgua, em proporgdes iguais.
Este ¢ um método eficiente e tem um efeito minimo no contetido protéico e
nutricional. Entretanto, o custo do processo, o descarte de grande volume de
solventes ¢ a possibilidade de introduzir odores desagradaveis ao alimento
tornam o tratamento proibitivo e impraticavel (CAST, 2003; Ellis et al;
Gourama & Bullerman, 1995; Rustom, 1997).

(c) Adsor¢ao

Alguns adsorventes em solucdes aquosas podem se ligar as aflatoxinas,
tornando-as ndo disponiveis durante a digestdo (Beaver, 1991). Substancias
como aluminiosilicato de sodio e calcio hidratado, bentonita sodica natural,
carvado ativado com particulas reduzidas, quando adicionadas aos alimentos e
racdes, t€ém a capacidade de sequestrar a toxina. Isso ocorre normalmente no
intestino dos animais. Santtrio (2000) constatou que a bentonita sodica natural
(BSN) ¢ um bom adsorvente para aflatoxina. Aves alimentadas com dietas
suplementadas com BSN apresentaram um ganho de peso, um consumo de ragao
cerca de 15 a 20% superior ¢ uma taxa de mortalidade 30% inferior as aves
alimentadas com dietas sem BSN. Aves tratadas com 500 ug kg de aflatoxina
B, e com a adigdo de 0,5% BSN foram totalmente protegidas até aos 40 dias de
idade.

A possibilidade de adsor¢do de micronutrientes ¢ uma desvantagem em
potencial. Experimentos para cada situacdo devem ser conduzidos para verificar
a perda da qualidade nutricional do produto (Bata & Lasztity, 1999).

(d) Luz ultravioleta

Aflatoxina B; absorve radiacdo ultravioleta a 222, 265 e 362 nm, com a

maior absor¢do ocorrendo a 362 nm. Essa irradiacdo ativa a aflatoxina B; e

aumenta a susceptibilidade para degradacdo. Contudo, experimentos
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laboratoriais indicaram limitagcdes ao uso da radiac¢do ultravioleta para degradar
aflatoxinas em alimentos, como: (1) o processo patenteado ndo tem aceitagdo
industrial; (2) baixo poder de penetracdo da faixa de comprimento de onda
utilizada; (3) os produtos de degradagdo primaria da aflatoxina B; parecem
manter uma toxicidade residual (Rustom, 1997; Samarajeewa et al., 1990).

(e) Ozobnio (O;)

E um gas estavel, mas em ambiente aquoso apresenta uma meia vida de
20 minutos. Decompde-se para formar oxigénio e pode ser classificado como
agente quimico nao persistente (CAST, 2003).

E um poderoso agente oxidante, que reage com a dupla ligagdo Cs=C, do
anel furano, através de um ataque eletrofilico. Em poucos minutos, e a
temperatura ambiente, ozona degrada efetivamente a aflatoxina B; e aflatoxina
Gy, quando em dimetilsulfoxido, a 4%. Os produtos tratados ndo sdo toxicos
para ratos e embrides de pintos (Beaver, 1991).

Samarajjeewa et al. (1990), revisando alguns autores, constataram, em
farinha de amendoim com 30% de umidade, uma redu¢do de 78% da aflatoxina
B, apds exposi¢do a ozona por 1 hora. A necessidade de um tempo longo de
exposi¢do e a diminuicdo da disponibilidade de lisina tornam um método
insatisfatorio.

Mckenzie et al. (1997), utilizando um novo sistema (eletroquimico)
continuo de fonte de ozona a 2, 10 e 20% em peso com O3, durante 5 minutos,
provocaram uma destrui¢do rapida e total das aflatoxinas B, e G; em acetonitrila
(05 2%). As aflatoxinas B, e G, foram mais resistentes a oxidacdo, sendo
necessario O; 20% para inativagao.

(f) Amoniagao

E considerado o processo de destrui¢io de produtos contaminados com

aflatoxinas mais pratico e promissor. O tratamento envolve uso de gas amonia

ou hidréxido de amonia (em alta pressdo/alta temperatura) e provoca abertura do
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anel lactona da estrutura quimica da aflatoxina, particularmente quando o pH do
meio ¢ superior a 9,5. O processo de amoniagdo resulta na conversdo da
aflatoxina B; em produtos menos téxicos, como a aflatoxina D; e dihidro-4-
hidroxy-6-metoxifuro {2,3-b} benzofurano. Este processo ¢ utilizado atualmente
nos Estados Unidos, Africa do Sul, Brasil e México. Entretanto, em fun¢do das
condigdes drasticas de temperatura e pressdo, com perda da qualidade do
alimento, sua aplicagdo esta restrita a produtos para consumo animal (CAST,
2003). Alguns autores citados por Samarajeewa et al. (1990) relataram perda de
lisina e metionina e uma reducgao irreversivel no grau de insaturacao de lipides.
(g) Bisulfito

E utilizado normalmente como conservante de alimentos, como bebidas,
frutas e vegetais. Inibe escurecimento enzimatico e ndo-enzimatico e o
crescimento de microorganismos (Doyle et al., 1982). Bisulfito de sdédio pode
reagir em dois sitios ativos da aflatoxina B;, provocando quebra do anel lactona
ou adicdo no anel furano terminal, ou ambos (Samarajeewa, 1990). O tratamento
com bisulfito de sddio ¢ considerado uma estratégia quimica altamente
promissora, pois pode reagir com aflatoxinas B, Gy, M; e aflatoxicol, formando

derivados hidrosoluveis (CAST, 2003).

2.4.7.3 Degradacdo bioldgica de micotoxinas

Embora alguns métodos citados apresentem uma relativa eficiéncia no
processo de descontaminacdo de alimentos com aflatoxinas, as limitagdes em
fungdo da eficécia, custo, perda de nutrientes e alteracdes das caracteristicas
organolépticas impdem novas e melhores solugdes para o problema das
micotoxinas em alimentos (Bata & Lasztity, 1999).

Enquanto a literatura cientifica descreve diversos procedimentos fisicos
€ quimicos para tentar eliminar a contaminagdo dos alimentos com micotoxinas

(Rustom, 1997; Samarajeewa et al., 1990; Schimdt & Esser, 1985), a
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detoxificagdo bioldgica como estratégia de controle de micotoxinas tem sido
estudada nos ultimos anos (Druvefors, 2004; Sweeny & Dobson, 1998).

A bactéria Flavobacterium aurantiacum tem sido extensivamente
estudada e mostra uma alta capacidade de metabolizar a aflatoxina B, em varios
alimentos, como leite ¢ pasta de amendoim. Entretanto, a brilhante pigmentacao
laranja associada a esta bactéria limita sua aplicagdo em alimentos e ragdes (Bata
& Lasztity, 1999).

Alguns microrganismos sdo capazes de degradar micotoxinas. Quando
Aspergillus flavus foi cultivado junto com Aspergillus niger, Rhizopus oryzae e
Bacillus stearothermophilus, verificou-se uma redugéo de 70 a 87% na produgéo
de aflatoxina B, (Faraj et al., 1993).

Entre os microrganismos que podem ser utilizados como agentes de
controle bioldgico destacam-se as leveduras, em funcdo de: (1) habilidade de
colonizar superficies secas por um longo periodo de tempo; (2) ndo formam
esporos alergénicos e nem produzem toxinas; (3) produzem polisacarides
extracelulares que garantem sua sobrevivéncia e restringem os sitios de
colonizagdo dos fungos; (4) usam nutrientes disponiveis para desenvolvimento,
ndo sendo exigentes do ponto de vista nutricional; e (5) sdo minimamente
afetados por pesticidas (Droby et al., 1999).

Trés espécies de Saccharomyces cerevisae foram capazes de degradar
parcialmente, durante processo de fermentagdo alcoodlica de mosto, ocratoxina
A, toxina do Aspergillus alutaceus e Penicillium expansum e fumonisina B; e
B,, toxinas do Fusarium verticillioides, resultando em cerveja com menores
niveis de toxinas (Scott et al., 1995).

A levedura Pichia anomala previne a deterioragdo pelo Penicillium
roqueforti (fungo filamentoso produtor de diferentes toxinas) e prolonga a
seguranca no armazenamento de graos de cereais imidos contidos em sistema

hermeticamente fechado. A espécie J121 ndo cresce acima de 37C e ¢é
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considerada segura nivel 1. A P.anomala é capaz de prevenir o crescimento de
fungos durante 14 meses de armazenamento de trigo, através da habilidade de
consumir rapidamente o oxigénio ¢ de sintetizar o acetato de etila, agente
antifungico (Druvefors, 2004; Petersson & Schniirer, 1998).

Dentre as interagdes de leveduras que apresentam um potencial de
utilizagdo no controle bioldgico, a predacdo surge como destaque,
principalmente pelo fato de ndo envolver substancias antagonistas que podem
gerar danos a saude humana e animal. Lachance & Pang (1997) e Lachance et al.
(2000) foram os primeiros a descrever e identificar este fendmeno como
predacdo entre as leveduras. Esta capacidade de predar foi observada em todas
as espécies do género Saccharomycopsis. e consiste na formacdo de pequenos
apéndices (haustorios) que penetram e provocam a morte de outro fungo.

Em trabalho recente, observou-se que a levedura predadora
Saccharomycopsis javanensis é capaz de reduzir em até 74% a produgdo de
aflatoxina B; em amendoim, cultivar Tatu Vermelho, ap6s inoculagdo com
Aspergillus flavus IMI 190443, cepa altamente aflatoxigénica (Pimenta, 2004;
Prado, 2004).

O processo de prevengdo e controle das micotoxinas, € em especial das
aflatoxinas, apds mais de 40 anos da sua descoberta, ainda ndo apresentou um
modelo seguro, eficaz e de solugdo definitiva. Novas tecnologias de destrui¢do
de fungos (agentes produtores) e/ou de toxinas (metabolitos secundarios toxicos)
ou uma combinacdo de estratégias, como a utilizagdo de levedura predadora
conjugada a um agente antifungico, podem levar a alimentos isentos de
contaminagdo. Talvez no futuro as plantas possam apresentar ndo somente uma
resisténcia ao ataque de insetos e/ou a infec¢do fungica, mas elas mesmas
poderdo ser capazes de interromper o processo de biossintese das toxinas

(Cleveland et al., 2003).
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2.5 Legislacéo

A legislacdo de alimentos tem a fungdo de proteger a saude dos
consumidores ¢ a capacidade econdomica de produtores e comerciantes. A
natureza nociva das aflatoxinas para humanos e animais tem provocado a
necessidade de estabelecer limites de tolerancia pelas autoridades nacionais e
internacionais. A tendéncia é de que as nacdes industrializadas estabelecam
niveis mais baixos que os paises em desenvolvimento (Tabela 1), onde a maior
parte dos alimentos ¢ produzida (Rustom, 1997).

Muitos sdo os fatores que influenciam o estabelecimento de limites de
tolerancia das micotoxinas, como: a) disponibilidade de dados toxicologicos; b)
distribui¢do das micotoxinas no alimento; c¢) ocorréncia de micotoxinas no
alimento; d) disponibilidade de métodos analiticos; €) a propor¢ao de consumo
do alimento na dieta; e f) relagdes comerciais com outros paises. Regulamentos
desnecessariamente restritivos provocam dificuldades aos paises importadores
para obter os suprimentos alimentares para a sua populagdo e aos paises
exportadores, que terdo problemas em encontrar compradores para seus produtos
(CAST, 2003).

No Brasil estdo em vigor a Portaria n® 183, de 21 de margo de 1996, do
Ministério da Agricultura, do Abastecimento ¢ da Reforma Agraria (Brasil,
1996; Brasil, 2002) e a Resolugdo n° 274, de 15 de outubro de 2002, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, que estabelece o limite de 20 ug kg para a

soma das aflatoxinas B;, B,, G; € G, em milho ¢ amendoim.
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TABELA 1.- Niveis de tolerancia maxima para aflatoxinas em amendoim

Aflatoxina Total (ug kg™)

Pais By +B;+ Gy + Gy
Argentina, EUA, México 20
Africa do Sul, Egito, Espanha, Grécia, 10
Italia
Bulgéria, Finlandia, Hungria, Nova 5
Zelandia
Alemanha, Dinamarca, Inglaterra 4
Franca, Suica 1(B))

CAST - Council for Agricultural Science and Tecnology, 2003.

2.6 Irradiacdo de alimentos
2.6.1 Aspectos gerais

O desenvolvimento de processos de preservacdo de alimentos com a
finalidade de aumentar a vida de prateleira e manter sua seguranga continua a ser
um fator estratégico e dominante na situagdo alimentar mundial. Para suprir de
alimentos e reduzir a pobreza, em uma expectativa populacional para 2025 de
8,3 bilhdes de pessoas, o mundo ird precisar aumentar substancialmente a
produtividade agricola e aperfeigoar as praticas de pos-colheita, armazenamento
e distribuicdo. O papel governamental nas a¢des da industria alimenticia deve
envolver: (1) estabilidade politica e econdmica (baixa inflagdo), de forma que os
setores produtores de alimentos, comerciantes e processadores possam operar
adequadamente; (2) estabelecimento de politicas que promovam competigdes
efetivas entre pequenas, médias e grandes empresas; e (3) melhoria, em parceria

com a iniciativa privada, das condi¢des pos-colheita. O papel dos pesquisadores
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e tecndlogos na area de alimentos deve compreender: (1) desenvolvimento de
novas tecnologias que promovam o aumento de alimentos nutritivos e seguros e
(2) transferéncia para o setor produtivo das novas tecnologias (Okezie, 1998).

A Organizagdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura
(FAO) estima que 25% da produ¢do mundial de alimentos se perde pela acdo de
insetos, bactérias, fungos e roedores. No caso das raizes e tubérculos, a
germinacdo prematura condena a lata de lixo toneladas de produtos (Martin Neto
et al., 1996).

Anualmemte, perdas durante o armazenamento t€ém sido estimadas em
10% para cereais, 40% para vegetais e frutas, 75% para ervilhas e feijoes e
muito mais para carnes e peixe (Lacroix & Ouattara, 2000).

O consumidor esta cada vez mais preocupado com a qualidade de vida e
a seguranga alimentar e € constante a procura por alimentos frescos e saudaveis.
Para tentar minimizar as perdas de alimentos, varios processos sdo utilizados,
tais como desidratacdo, salga, defumacgdo, liofilizagdo, conservagdo em
atmosfera controlada, esterilizacdo, pasteurizacdo e, ultimamente, a irradiacdo
(Moraes, 2000; Worcman-Barninka & Landgraf, 2003).

Em 1981, a preservagdo de alimentos pelo tratamento com a irradiagdo
foi aprovada pelo Comité Misto da Organizagdo das Nagdes Unidas para a
Alimentagdo e Agricultura (FAO/WHO) e pela Agéncia Internacional de
Energia Atomica (IAEA). Em 1984, foi criado o Grupo Consultivo Internacional
sobre Irradiacdo de alimentos (GCIIA) pela WHO, juntamente com a FAO e a
IAEA, para acompanhar a evolugdo dessa tecnologia. O Brasil, junto com cerca
de 44 paises, faz parte desse grupo (Del Mastro, 1999; Giroux & Lacroix, 1998;
Matsuda, 2002).
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2.6.2 Processo de irradiacéo

A irradiagdo de alimentos é um processo fisico que utiliza uma faixa
particular de energia eletromagnética conhecida como radiagdes ionizantes As
radiacGes ionizantes sdo particulas ou fOtons que possuem energia
suficientemente alta para produzir particulas eletricamente carregadas (ions) nos
materiais com que entram em contato. Como exemplo de particulas ionizantes
tém-se particulas alfa (ntcleos de hélio, ou seja, dois protons e dois néutrons);
elétrons e protons de alta energia. Na classe dos fotons ionizantes encontram-se
os raios X e raios gama. A particula alfa ndo ¢é capaz de atravessar uma folha de
papel, enquanto a particula beta (basicamente elétron) ¢ mais penetrante, mas
ndo ultrapassa uma folha de aluminio. A radiagdo gama ¢ altamente penetrante,
podendo atravessar um bloco de chumbo de certa espessura. Os raios X sao
relativamente menos penetrantes que a radiacdo gama, tendo como
inconveniente o baixo rendimento em sua produgdo, pois somente 3 a 5% da
energia sdo efetivamente convertidos em raios X (Cena, 2003a; Hernandes et al.,

2003).

2.6.3 Tipos de irradiacio

No processo de irradiagdo, em nenhum momento o alimento entra em
contato com a fonte de radiagdo. As instalagGes para irradiagdo de alimentos
variam de acordo com o projeto ¢ a disposi¢do fisica a que se destinam.
Basicamente existem dois tipos: radiacdo descontinua e a continua. No primeiro
tipo, irradia-se uma quantidade determinada de alimentos, por um periodo de
tempo estabelecido. Em seguida, retira-se o alimento da camara e coloca-se
outra carga para irradiagdo. Nas instalagcdes de irradiacdo continua, o alimento
atravessa a camara a uma velocidade controlada e calculada para garantir que
todo o alimento receba exatamente a dose prevista. E o tipo de radiagio mais

usado para tratamentos de grandes quantidades de produto (Matsuda, 2002).
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A irradiagdo pode ser medida por meio de dosimetrros que é capaz de

detectar doses na faixa de 1 Gy a 100 kGy (Miyagusku et al., 2003).

2.6.4 Fontes de radiacdo ionizante

Trés sao as fontes utilizadas em plantas comerciais de radiagao: (1) raios
gama produzidos por fontes de “°Co e *’Cs; (2) raios X gerados por maquinas
operadas com energia maxima de 5 milhdes de elétrons-volt (Mev); e (3) feixes
de elétrons produzidos por aceleradores de elétrons com energia maxima de 10
Mev. A penetragdao no alimento € de cerca de 8 cm, sendo, pois, recomendado
para especiarias e condimentos moidos (Diehl & Josephson, 1994).

As fontes gama utilizadas na irradiagdo de alimentos sdo:

a) “°Co (cobalto 60)

0 “Co tem meia-vida de 5,27 anos. Decai para “°Ni (Niquel 60) que é
estavel, por meio de emissdao de dois fotons gama (1,17 e 1,33 Mev) e de uma
particula beta (0,31 Mev). E produzido artificialmente por meio da irradiagio de
barras de *’Co (Cobalto 59) em reatores nucleares. O “°Co tem a grande
vantagem de ser insoliivel em 4gua. E duplamente encapsulado em tubos de ago
inoxidavel para impedir qualquer fuga durante a sua utilizagdo em uma
instalagdo de irradiacdo. Os irradiadores comerciais utilizam, em sua maioria,
fontes de “Co.

b) 'Cs (Césio 137)

O "'Cs apresenta uma meia vida de 30,5 anos e decai para o 'Ba
(Béario 137), que ¢ estavel, por meio da emissdo de duas particulas beta (0,51 e
1,18 Mev) e um féton gama (0,66 Mev). E extraido e obtido na forma de CsCl
(soluvel em agua); por isso ¢ triplamente encapsulado em ago inodidavel.
Apresenta um menor poder de penetragio quando comparado ao “Co

(Hernandes et al., 2003).
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2.6.5 Mecanismo de irradiacdo

Irradiar alimentos consiste em expd-los as radiagdes ionizantes. De
acordo com Errera (1960), citado por Vieira (1995), a interagdo da radiagdo com
atomos e moléculas presentes nos alimentos provoca o efeito primario da
radiacdo, que ¢ a formagdo de radicais livres, a ionizacdo ou a excitagdo
(moléculas ativadas):

Ionizagio: RH — RH' + ¢
Formagao de radicais livres: RH — R. + H.
Excitacio: RH — RH’
A 4gua constituinte da maioria dos alimentos absorve a energia das

radiagdes e sofre o processo de radidlise, formando as seguintes espécies:

H,O raios gama — .OH H. (H,0)" ¢ H,0,

O efeito secundario consiste na reagdo de espécies reativas com oS
outros constituintes dos alimentos, formando os efeitos indiretos da irradiacdo,
os quais sdo responsaveis por 80% dos efeitos provocados pela radiacdo. A agao
direta das radiagdes & responsavel por 20%. (Adao, 1998; Almeida, 2000; ;
Landgraf, 2003; Rela, 2000). Na interacdo direta o DNA ¢ o alvo principal do
processo de irradiagdo, embora os efeitos sobre membrana plasmatica também
apresentam um papel adicional importante no dano celular causado pela

irradiagdo (Worcman-Barninka & Landgraf, 2003).

2.6.6 Fatores que influenciam o processo de irradiacdo

Segundo Landgraf (2003) ¢ Worcman-Barninka & Landgraf (2003), os
principais fatores que inteferem na acgdo da irradiagdo sdo:
(1) tipo de microorganismo. Organismos mais simples sdo mais resistentes a

irradiagdo. Em relagdo aos fungos, as leveduras sdo mais resistentes do que os
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bolores, sendo os dois mais resistentes que as bactérias gram-negativas. Os virus
s30 mais resistentes que os esporos bacterianos;

(2) fase da curva de crescimento. A resisténcia a radiagdo ¢ maior quando na
fase lag, imediatamente antes da divisdo celular;

(3) estado fisico do alimento. C¢lulas desidratadas sd3o mais resistentes a
radiacdo provavelmente em conseqiiéncia da radiolise da dgua que ocorre em
menor propor¢ao;

(4) temperatura. Quanto maior a temperatura, maior a velocidade das reacoes
decorrentes do processo de irradiagdo. Maior também ¢ a difusdo das espécies
quimicas reativas (radicais livres);

(5) oxigénio. A presengca de oxigénio contribui para a formagdo de radicais
hidroperdxidos e superdxido, levando ao aumento de perdxido de hidrogénio,
que apresenta atividade oxidante. Portanto, a auséncia de oxigénio torna o
microorganismo mais resistente a irradiacao;

(6) composicao do alimento. Em alimentos complexos (carboidratos, proteinas e
lipidios) ha uma competicao entre radicais livres e moléculas ativas, protegendo,
dessa forma, os microorganismos;

(7) tamanho da molécula. A sensibilidade a radiag@o é proporcional ao seu peso
molecular. Uma molécula de DNA ¢é mais sensivel a irradiagdo que um

aminoacido.

2.6.7 Alteractes dos componentes dos alimentos

Estudos sobre os efeitos das radia¢des 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 € a maior parte das vitaminas nao
sao afetados nas condi¢des normais de irradiacao. Poucas vitaminas, em especial

a vitamina B, entre as hidrosoliveis e a vitamina E, do grupo das soluveis em
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gordura, sdo parcialmente decompostas. Para minimizar perdas dessas
vitaminas, deve-se diminuir a concentragdo de oxigénio durante a irradiacdo e
armazenamento, utilizando embalagem a vacuo ou atmosfera de nitrogénio
(Diehl, 1992; Diehl & Josephson, 1994).

As mudangas que ocorrem nas propriedades sensoriais dos alimentos
resultam principalmente de trés tipos de reagdes quimicas:
(1) inicialmente a irradiacdo provoca um processo normal de autooxidagdo de
gorduras, dando origem ao rango;
(2) posteriormente ocorre a irradiagdo de proteinas. Aminoacidos sulfurados
proporcionam flavor desagradavel. Isso acontece em especial em produtos de
leite. Entretanto, ndo ha alteracdo significativa do valor nutricional do alimento;
(3) finalmente, a irradiacdo pode quebrar carboidratos de alto peso molecular
(pectina) em unidades menores. Este processo é responsavel pela alteracao da
consisténcia de frutas e vegetais. O amolecimento pode ser uma desvantagem,
mas pode ser também vantajoso, pois ha aumento no rendimento de suco e
reducdo no tempo de cocg¢do e secagem de produtos desidratados (Kilcast,

1994).

2.6.8 Aplicacdes

A irradiagdo pode ser executada em alimentos ja embalados ou a granel.
Tecnicamente, o interesse em irradiar alimentos esta em:
(a) aplicagdes com doses baixas (< 1,0 kGy - Radurizag@o). Envolve inibigdo de
brotamento de batatas, cebola e alho; retardamento do processo de maturagdo de
frutas e vegetais e inativagdo de insetos em cereais;
(b) aplicagdes com doses médias (1 a 10 kGy - Radicida¢do). Eliminagdo de

bactérias patogénicas e de putrefacdo em carnes, frutas e frangos;

45



(c) aplicagbes com doses altas (> 10 kGy - Radapertizag@o). Destruigdo total de
microorganismos ¢ possibilidade de estocagem longa em refrigeracdo (Cena,
2003b; Diehl, 1992; Embrarad, 2003).

Pode-se afirmar que o processo de irradiagdo esta em franca expansdo, o
que pode ser verificado em alguns trabalhos apresentados abaixo:

(1) duas variedades de uvas, Baladi e Helwani (Siria), foram irradiadas
com doses de 0, 0,5, 1,0 e 1,5 kGy, no primeiro ano. No segundo ano, duas
doses adicionais foram usadas: 0,1 ¢ 0,25 kGy para a variedade Helwani ¢ 2,0 ¢
2,5 kGy para a Baladi. Seguiu-se acondicionamento a 1-2'C. Os resultados
mostraram que a irradiagdo gama melhorou a estabilidade de ambas as
variedades. Para a Helwani o ideal foi 0,5-1,0 kGy, e para a Baladi 1,5-2,0 kGy .
Nessas condi¢des, a porcentagem de podriddo provocada pelo Botrytis cinerea
atingiu 0% apos 4-8 semanas de armazenamento (Al-Bachir, 1999);

(2) graos de trigo, tratados com doses de 0, 10, 30, 50, 70, 100, 300 e
500 Gy, apresentam reducdo no processo de infestagdo por Sitophilus granarius.
Doses de 30 e 50 Gy destroem ovos e larvas. Nenhum adulto emerge de larvas
irradiadas com doses de 30-500 Gy e nio foi verificado dano externo nos gréos
de trigo. Baixas doses ndo causam morte imediata do inseto adulto, mas podem
prevenir um aumento da popula¢do por efeitos letais nos estagios imaturos,
esterilizacdo de adultos e uma redugdo na longevidade do inseto adulto. Em
doses de 300 e 500 Gy, em adultos de 4 semanas, ap6s 2 dias, foi observado 0%
de sobrevivéncia (Aldryhim & Adam, 1999);

(3) raios gama (2,7 ¢ 3,0 kGy) a temperatura ambiente, em alface e
morango, reduzem em mais de 90% a populacdo do virus da hepatite A
(Bidawid et al., 2000);

(4) carne cozida a 75°C, para inativar enzimas, previamente congelada a -
40'C/8 horas, embalada a vacuo e irradiada a 45 kGy, permanece com

integridade total, mesmo em condicdes tropicais da Africa do Sul, durante 2
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anos. Essa alimentacdo destina-se a operadores de safari e alpinistas (Bruyn,
2000);

(5) a gelatina comercial é feita de couro animal e osso através de
técnicas de processamento como desengorduramento, pulverizacdo, resfriamento
e secagem e tem sido amplamente utilizada como aditivo alimentar e alimento,
devido ao seu alto conteudo protéico. A contamina¢do microbiana ¢ inevitavel
devido ao seu alto poder nutritivo. Irradiacdo com 5 kGy e acondicionamento
por 6 a 12 meses, a temperatura ambiente, foi observada uma reducdo de 95% da
carga microbiana. Os valores de aminoacidos e microelementos nao foram
alterados (Fu et al., 2000);

(6) duas cultivares de feijao brasileiro, carioca - Phaseolus vulgaris L. e
Macagar - Vigna unguiculata L., foram irradiadas com doses de 0,5, 1,0, 2,5, 5,0
e 10 kGy e acondicionadas a temperatura ambiente por 6 meses. Foi observada
uma redugdo no tempo de coc¢do (com 2,5 kGy), sem alteragdo na qualidade
sensorial, quando em dose inferior a 1,0 kGy. O teor de vitamina B; no feijao
carioca diminuiu significativamente a 2,5 kGy (Villavicencio et al., 2000);

(7) cloragdo e irradiagdo a 0,55 kGy produzem uma redugéo de 5,4 ciclos
log em Escherichia coli 0157:H7 em alface (Foley et al., 2002);

(8) sanduiche de presunto e queijo inoculado com Staphylococcus
aureus 8095 (2 x 10® células/mL), acondicionado a 4'C por 1, 13, 27 ¢ 39 dias e
irradiado com 3,9 e 5,9 kGy apresentou destruigdo total do S.aureus a 5,9 kGy
(Lamb et al., 2002);

(9) a irradiagao gama com dose superior a 7 kGy ¢ capaz de reduzir o
poder alergénico de proteinas como ovoalbumina, beta-lactoglobulina e
tropomiosina (camardo). A capacidade de ligacdo da IgE de pacientes
alergénicos foi reduzida a 50% (Byun et al, 2002);

(10) sanduiche de presunto e queijo foi inoculado com Listeria

monocytogenes e armazenado a 4C por 1, 13, 26 e 39 dias, apo6s irradiagdo com
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3,9 kGy e 5,9 kGy. Nenhuma célula bacteriana foi recuperada a 5,9 kGy em
qualquer tempo (Clardy et al., 2002);

(11) o uso da irradiagdo no tratamento de carne fresca pode estender a
vida de prateleira e proteger contra bactérias patogénicas. Baixas doses de
irradiacdo (< 10 kGy) podem destruir pelo menos 99,9% da E.coli O157:H7.
Entretanto, ha um significativo aumento de acidos graxos trans (2,5 vezes) em
carne moida irradiada. H4 evidéncias epidemioldgicas de que estes acidos
graxos trans se ligam mais fortemente no plasma, colesterol total e colesterol de
baixa densidade, aumentando a incidéncia de doencas coronarianas (Brito et al.,
2002). Niveis de 1,5 kGy s3o capazes de inibir crescimento de A.flavus e
produgio de aflatoxina B; em carne moida armazenada durante 15 dias a 5'C
(Youssef et al., 1999);

(12) para irradiagdo gama em bolsas de plaquetas e hemacias
(hemocomponentes), utilizada por pacientes que sofrem de leucemia ou
transplantados de medula 6ssea, o ’Co é capaz de destruir linfocitos (células de
defesa) do doador, reduzindo os riscos de rejeicao (Aranha, 2002);

(13) feixe de elétrons em doses de 1, 2 e 3 kGy, combinado com acidos
organicos (acético, citrico e latico a 2%), provocou um efeito bactericida
(contagens nulas de coliformes) em lombo de porco armazenado durante 14 dias
a4'C (Kim et al., 2004);

(14) apos inoculagdo de 5 espécies diferentes de Listeria monocytogenes,
em diferentes tipos de carnes prontas para serem consumidas (presunto, bife
assado, salsicha, etc), irradiacdo com 9Co a 0,52 4,0 kGy e armazenamento a
4'C durante 5 semanas, ndo foram observadas bactérias sobreviventes na dose de

4,0 kGy (Foong et al., 2004).

48



2.6.9 Legislacdo

A utilizagdo da irradiagdo ndo se aplica em situa¢des para compensar a
falta de higiene da matéria prima ou durante a produgdo ¢ o armazenamento de
um alimento.

No Brasil esta em vigor a Resolugdo RDC N’ 21, de 26 de janeiro de
2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude
(Brasil, 2001). Nao ha mais restrigdes em relagdo as doses a serem aplicadas.
Qualquer alimento pode ser irradiado, desde que sejam observadas as seguintes
condic¢des:
(1) a dose minima absorvida deve ser suficiente para alcangar a finalidade
desejada;
(2) a dose maxima deve ser inferior aquela que comprometeria as propriedades

funcionais do alimento.

2.6.10 Efeitos da radiacéo gama
2.6.10.1 Ensaios gerais

A possibilidade de a irradiagdo gama induzir ao aumento da produgédo de
aflatoxina em alimentos ou ativar uma cepa nao aflatoxigénica a produzir
aflatoxinas, particularmente em graos, foi mencionado como um argumento
contra a introducdo dessa tecnologia (Mitchell, 1988).

Jemmali & Guilbort (1969,1970) citados por Mitchell (1988)
registraram que a exposi¢do de sete espécies ndo aflatoxigénicas de Aspergillus
flavus a uma dose de 1,0 kGy (*°Co), induziram essas espécies a produzirem
quantidades crescentes de aflatoxinas B e G;.

Applegate & Chipley (1973a,b) verificaram que apds exposi¢do do
Aspergillus flavus NRRL-12268 (espécie ndo toxigénica) ¢ NRRL 3145
(aflatoxigénica) a doses de irradiacdo gama (6°C0) de 0,25, 0,50, 1,50, 2,00,
3,00, 4,00 e 6,00 kGy, ndo houve produgdo de aflatoxina B, e G; em trigo nas
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amostras inoculadas com a cepa ndo aflatoxigénica. Contudo, a quantidade de
aflatoxina B, e G; produzida pela espécie aflatoxigénica irradiada (NRRL 3145)
foi superior, quando comparada ao controle toxigénico nao irradiado.

Em estudos subseqiientes, Applegate & Chipley (1974a,b) verificaram
que Aspergillus flavus NRRL 3145 (aflatoxigénico) produziu, em trigo, mais
aflatoxina B; quando irradiado com 2,0 kGy, em relagdo ao controle nao
irradiado. Entretanto, a 3,0 kGy, os niveis de aflatoxina B, foram inferiores aos
detectados na amostra ndo irradiada. Uma exposi¢ao a 4,0 kGy proporcionou
uma completa inibi¢do da germinagdo do esporo e, conseqiientemente, uma nao
produgdo de aflatoxina.

Bullerman & Hartung (1974) estudaram os efeitos da irradiagdo gama
em Aspergillus parasiticus, espécies NRRL 2999 e¢ NRRL 3000, quando
irradiadas a 1,0 e 2,0 kGy, e observaram posterior crescimento em meio de
extrato de levedura e sacarose (YES), durante 7 dias a 25°C. A irradiagdo dos
esporos a 1,0 kGy resultou em maior produgdo de aflatoxina B, e G, pela espécie
NRRL 2999, quando comparada ao controle ndo irradiado. Contudo, a espécie
NRRL 3000 produziu menor quantidade de aflatoxina B; e G; ap6s 1,0 kGy do
que a controle ndo irradiado. Esporos de ambas as espécies, irradiadas a 2,0
kGy, produziram niveis inferiores de aflatoxinas em relagdo aos esporos ndo
irradiados.

Schindler et al. (1980) irradiaram esporos de Aspergillus flavus, isolado
M-141, com doses de 0,16, 0,90 e 4,75 kGy (“Co), enquanto Aspergillus
parasiticus, isolado M-1094, foi exposto a 0,90, 2,15 e 4,30 KkGy.
Posteriormente, foram inoculados em meio de arroz esterilizado e incubados a
27°C durante 7 dias. A producdo de aflatoxina B; aumentou com o aumento da
irradia¢do. Na dose mais elevada, houve uma producao 50 vezes maior quando
comparada ao controle ndo irradiado. Em relacdo ao Aspergillus parasiticus, os

niveis de aflatoxina B; foram superiores nas doses baixa e média de irradiagdo.
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Na dose de 4,30 kGy, ndo foi detectada aflatoxina B; apds o periodo de
incubagdo. Colonias atipicas de esporos irradiados foram selecionadas para a
produgdo de aflatoxina. Observou-se que a produgdo de aflatoxina B, aumentou,
em relacdo ao controle ndo irradiado, na propor¢do de 67:1. Os autores
concluiram, que este aumento pode ser em fungdo de mutacdes. Esta hipotese foi
sustentada na capacidade desta espécie em produzir grande quantidade de toxina
¢ manter esta caracteristica apos decorridos 4 meses do processo de irradiagao.

Tsai et al. (1984) irradiaram uma suspensdo de esporos de Aspergillus
parasiticus NRRL 2999 na dose de 0,5 kGy e inocularam em meio de extrato de
levedura e sacarose (YES). Foram medidos o crescimento e a produgdo em
varios intervalos, durante 21 dias, e concluiu-se que nao havia diferenca
significativa no cresecimento dos esporos ou no total de aflatoxina produzida,
entre esporos irradiados e ndo irradiados.

Resultados diferentes dos descritos por Applegate & Chipley (1973a,b)
foram encontrados por Sharma et al. (1990). Apos exposi¢do a irradiagdo gama
de esporos de Aspergillus parasiticus NRRL, procedeu-se inoculagdo em arroz
autoclavado e incubagdo durante 10 dias a 26-28'C. A maior quantidade de
aflatoxina foi produzida pelo inoculo de colonias obtidas de suspensdo de
esporos ndo irradiados: 0,46 mg/25. Os niveis de aflatoxinas produzidos foram
0,20, 0,22 e 0,29 mg/25, nas doses de 0,2, 0,4 ¢ 0,8 kGy, respectivamente. Os
estudos revelaram que a irradiacdo ndo aumenta a capacidade produtora de

aflatoxina pelo fungo.

2.6.10.2 Em amendoim - em funcéo de aflatoxina B; e fungos
Primeiramente, deve-se registrar que as pesquisas aqui descritas
avaliaram destrui¢do de fungos e aflatoxinas em condigdes naturais ¢ em

situacdes simuladas de laboratorio.
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Gonzalez et al. (1972) observaram o efeito da irradiagio gama (“°Co) em
doses de 0,5, 1,0 e 1,5 kGy, em grios de amendoim in natura, da melhor
qualidade, colhidos na época adequada, secos até uma umidade de cerca de 4,5%
e armazenados durante 10 meses, a temperatura ambiente. Os resultados obtidos
foram: (1) um ligeiro acréscimo da umidade (5,79% para 6,09%) e do teor de
acidos graxos (0,36% para 0,56%); (2) a contagem de bolores e leveduras foi
reduzida de 100 UFC/g, a partir de 1,0 kGy, para valores ndo detectaveis; (3) as
aflatoxinas foram detectadas na amostra controle (sem irradia¢do) e na irradiada
com 0,5 kGy, em niveis bem baixos, a partir do quarto més. Nas amostras
irradiadas com 1,0 kGy e 1,5 kGy nao foram detectadas aflatoxinas; e (4) a
avaliag@o sensorial mostrou que os niveis de irradiacao utilizados ndo afetaram
significativamente a textura e a palatabilidade.

Temcharoen & Thilly (1982) mostraram que a toxicidade da farinha de
amendoim contaminada com aflatoxina B foi reduzida em 75 e 100% apos
irradiacdo gama nas doses de 5,0 ¢ 10,0 kGy, respectivamente.

Amostras de amendoim em grao, esterilizadas por 30 minutos a 1 atm.
de pressido, foram inoculadas com Aspergillus parasiticus ATCC 9600 (10°
esporos/mL) e posteriormente irradiadas com Co, em niveis de 0,5, 1,0, 1,5 e
2,0 kGy. Seguiu-se incubagdo durante 10 dias a 25'C. Foi observada, na dose de
2,0 kGy, redugdo da aflatoxina B de 32000 pg/kg (controle) para 1600 ug/kg e
da aflatoxina G, de 30600 pg/kg (controle) para 1200 pg/kg (Rodriguez &
Rodriguez, 1983).

Chiou et al. (1990) observaram que uma dose de 2,5 kGy (*°Co) foi
capaz de reduzir em 55% a contaminagdo natural fungica em grdos de
amendoim. Em doses de 5,0, 7,5, 10 e 15 kGy os fungos foram efetivamente
eliminados (0%). Em outro experimento, graos de amendoim in natura foram
colocados em placas de Petri, artificialmente contaminados com Aspergillus

parasiticus NRRL 2999 e submetidos a irradiagdo gama (0, 2,5, 5,0, 7,5, 10,0 ¢
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15,0 kGy). Seguiu-se um periodo de incubagdo de 4 semanas a 30'C. Observou-
se que o crescimento fungico foi inibido inicialmente (8-12 dias), mas apos 30
dias, a porcentagem de contamina¢do atingiu 100% dos grios, revelando uma
resisténcia do Aspergillus parasiticus a irradiagdo. Os niveis de aflatoxina B
foram reduzidos de 18630 png/kg (0 kGy) para 2570 pg/kg na dose de 15 kGy.

Amostras de amendoim em grao (7,2% de umidade) foram irradiadas
com doses de 0, 2,5, 5,0, 10,0 e 20 kGy e armazenadas a 15-31C e -14C
durante 1 ano. Amostras controle, sem irradiacdo, nas duas condi¢des de
estocagem, apresentaram 100% de contaminacdo. Quando graos de amendoim
foram irradiados com dose de 2,5 kGy e armazenados a temperatura ambiente
em condi¢cdes de congelamento, a contaminacdo fungica atingiu 2,5% e 0%,
respectivamente. A partir de 5,0 kGy, independentemente da temperatura, a
porcentagem de contaminagao foi de 0% (Chiou et al., 1991).

Menasherov et al. (1992) observaram que uma dose de 2,5 kGy (*Co) ¢
capaz de evitar a germinagdo de esclerocios de Aspergillus flavus NRRI 3251.
Redugdo dos niveis de oxigénio (20% O,) e 1,0 ou 1,5 kGy de irradiagdo,
também sdo capazes de reduzir a germinagao dos esporos.

Rodriguez & Garzon (1993) submeteram amostras de amendoim em
grio a irradiagdo gama (*°C0) nas doses de 0, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 ¢ 3,0 kGy, ¢
verificaram que com 3,0 kGy a contaminagio fingica foi reduzida de 4,1 x 10
UFC/g para 1,0 x 10' UFC/g.

Amendoim previamente esterilizado a 121'C por 15 minutos foi
inoculado com Aspergillus flavus e incubado a 25'C durante 15 dias. Seguiu-se
irradiagdo gama (*°Co) nas doses de 5, 10 e 20 kGy. Os niveis de aflatoxina
foram reduzidos de 31860 pg/kg (amostra nao irradiada) para 5000 pg/kg,
correspondendo a uma redugao de 83% (Farag et al., 1995).

Hilmy et al. (1995), trabalhando com amendoim submetido a irradia¢ao

gama (“°Co) na dose de 5,0 kGy e incubado em diferentes ambientes de umidade
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relativa (75, 85, 91, 95 ¢ 97%), a 29+2°C, foi inoculado com Aspergillus flavus
(5 x 10* esporos/mL). Efetuou-se entdo a irradiagio gama em doses de 0, 0,5,
1,0 3,0 e 5,0 kGy e incubou-se a 25+2'C por 14 ¢ 20 dias. Observou-se que
esporos ndo irradiados cresceram em umidade relativa de 91, 95 ¢ 97%, mas ndo
a 85%. Com 3,0 e 5,0 kGy, o crescimento de micélio ¢ a producao de toxina
foram completamente inibidos.

Graos de amendoim (100 g) foram misturados com NaCl (0, 2,4, 6, 10 e
12%) e esterilizados por autoclavagem a 121°C durante 15 minutos. O conteudo
de umidade dos graos (8-12%) foi elevado para 25% e seguiu-se um
acondicionamento a 4'C/24 horas. Procedeu-se entdo a inoculagio com
Aspergillus flavus (10° esporos) e irradiagio a 1,0 e 2,0 kGy. Seguiu-se
incubagdo a 28°C durante 14 ou 21 dias. Doses de 1,0 e 2,0 kGy reduziram os
niveis de aflatoxinas, apos 14 dias, de 46 pg/kg para 21 pug kg™ e 13 pg kg™,
respectivamente. Nao houve produgdo de aflatoxina nas amostras irradiadas com
1,0 kGy e NaCl 6% e 2,0 kGy e NaCl 4% (Shahin & Aziz, 1997).

Diop et al. (1999) avaliaram a destruigdo de aflatoxina B; em torta de
amendoim a 25 kGy e em diferentes valores de atividade de agua: 0,55, 0,85 e
0,95. A maior taxa de retenc¢do de aflatoxina B; foi observada nas amostras com
menor atividade de agua (92,3%), revelando a importancia da agua na eficiéncia
do processo de irradiagéo.

Aziz & Youssef (2002) verificaram o efeito da irradiagdo gama nas
doses de 0, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ¢ 5,0 kGy ¢ 0, 5,0, 10,0 ¢ 20,0 kGy, na capacidade
de destruicdo da microbiota fungica natural de amendoim ¢ da aflatoxina B,
respectivamente. Em uma dose de 5,0 kGy, a contagem total de fungos passou
de 8,2 x 10* UFC/g para 0 UFC/g. Com 20 kGy, o nivel de aflatoxina B, foi
reduzido de 27,5 pg/kg para ndo detectado.
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2.6.10.3 Em outros alimentos - em funcéo de aflatoxina B; e fungos

Amostras de pao foram inoculadas com Aspergillus parasiticus NRRL
2999 e NRRL 3000 (10* e 10° esporos) e irradiadas com 0, 1,0 ¢ 2,0 kGy (25°C -
%Co). Seguiu-se armazenamento por 10 dias a 25'C. A contagem total de fungos
foi reduzida nas duas espécies fungicas e nas duas concentragoes de esporos. Na
dose de 2,0 kGy, a producdo de aflatoxina foi eliminada integralmente
(Bullerman et al., 1973).

Graos de trigo, milho e sorgo foram irradiados com 0,75 ¢ 1,00 kGy
(®®Co) e esterilizados com 5 mL de agua (121°C/15 minutos). Apos inoculagio
com esporos de Aspergillus parasiticus NRRL 2999 (8 x 10° esporos/mL),
procedeu-se a incubagio durante 7 dias a 27'C. A produgdo de aflatoxina B,
aumentou 45,7% em trigo, 31,4% em milho e 80,8% em sorgo, em relagdo a
amostras nao irradiadas (Priyadarshini & Tulpule, 1976).

Priyadarshini & Tulpule (1979) verificaram a producédo de aflatoxina B,
em trigo, apos tratamento com “°Co. Amostras de trigo (10 g), irradiadas com 0,
0,5, 0,75, 1,0, 2,0 e 2,5 kGy e esterilizadas por autoclavagem (15 psi/5S minutos),
foram inoculadas com Aspergillus parasiticus NRRL 2999 (8 x 10’ esporos/mL)
e incubadas a 28°C por 7 dias. Novamente foi verificada uma maior producio de
aflatoxina B; nas amostras irradiadas, quando comparada as amostras nao
irradiadas.

Aziz & El-Halfawy (1991) observaram que a irradiagdo gama (*°Co), em
doses de 0,4-0,6 kGy e 2-4 kGy, inibiu completamente a presenga de insetos e o
crescimento fungico em arroz e trigo armazenados. A 4,0 kGy o Aspergillus
flavus foi completamente inibido e os grios estavam completamente livres de
fungos toxigénicos.

Resultados idénticos foram encontrados por El-Zawahry et al. (1991),
quando observou-se que doses de “°Co, 4 a 6 kGy inibiram completamente a

microbiota fungica de milho, cevada e trigo.
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El-Far et al. (1992) verificaram o efeito da irradiagdo gama em dietas
para aves domésticas. A partir de uma esterilizagdo (121'C/25 minutos) e
correcdo da umidade para 22% (equivalente a atividade de agua de 0,95), foi
realizada uma inoculagdo com Aspergillus flavus NRRL 5520. Seguiu-se uma
incubacio por 10 dias a 27'C. A populagio inicial de Aspergillus flavus 4,50 x
10® UFC/g (amostra nio irradiada) foi reduzida para 3,27 x 10" UFC/g, na dose
de 5,0 kGy. Em 6,0 kGy, a contagem total de fungos foi reduzida integralmente.
Nessa mesma dose ndo houve producao de aflatoxina B;.

Amostras de trigo, milho e soja, fortificadas com 1000 pg/kg de
aflatoxina B, e ajustadas para uma umidade de 9, 13 ou 17%, foram irradiadas
com irradiacao gama (60Co) nas doses de 5,0, 7,5, 10,0 e 20,0 kGy. Os resultados
revelaram que a irradiacdo gama ndo foi capaz de reduzir significativamente a
aflatoxina B, nos trés tipos de graos e nos trés niveis de umidade, mesmo a 20,0
kGy. A recuperacdo da toxina foi de 60 a 67% para milho e trigo,
respectivamente, e mais de 90% para soja (Hooshmand & Klopfenstein, 1995).

Hassan & Aziz (1998) realizaram diferentes ensaios com milho e
verificaram a produ¢do de aflatoxina B, e o crescimento fingico apo6s irradiagao
e inoculagdo com Aspergillus flavus EA-81 (10° esporos/mL) e encontraram os
seguintes resultados:

(1) quando milho foi inoculado com Aspergillus flavus e irradiado com *’Co (0,
1, 2, 3 e 4 kGy), os niveis de aflatoxina foram inferiores, apds 45 dias, em todas
as doses, em relacdo ao controle ndo irradiado. A aflatoxina B ndo foi detectada
apo6s tratamento com 4,0 kGy de irradiagdo gama;

(2) a populagdo fangica de milho irradiado, apds inoculado com 10° esporos/g
de Aspergillus flavus e armazenado por 15, 30 e 45 dias, foi reduzida a medida
que as doses aumentavam de 0,5, 1,0, 2,0, 3,0 e 4,0. Na dose de 4,0 kGy nao foi

verificado crescimento fingico;
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(3) em outro experimento, milho umido (25% de umidade) foi inoculado com
10° esporos/g antes e¢ depois da irradiagio com 2,0 kGy. Inoculagdo apds
irradiacdo com 2 kGy resultou em um aumento significativo da produgdo da
aflatoxina B;. Entretanto, quando a inoculacdo foi feita antes da irradiagdo (2
kGy), ndo houve producao de aflatoxina B;.

A cevada, com uma umidade ajustada para 25%, foi inoculada com
Aspergillus parasiticus NRRL 2999 (10° esporos/g) e irradiada com irradiagéo
gama (*°Co) em doses de 1, 2, 3, 4 ¢ 5 kGy. Apos irradiagdo, as amostras foram
mantidas a 28'C durante 20, 40, 60, 80 ¢ 100 dias. Ndo houve crescimento
fungico e nem producdo de aflatoxina B; em todo o periodo de tempo
pesquisado, nas doses de 4 e 5 kGy (Aziz et al., 1999).

Aziz et al. (2002) verificaram a influéncia da irradiagdo gama (0, 0,5,
1,0, 1,5, 2,0, 2,5 e 3,0 kGy) na produgéo de aflatoxina B, pelo Aspergillus flavus
EA-81, em meio de cultura com milho integral e desengordurado. Os resultados
obtidos foram:

(a) o aumento da irradiacdo provocou um decréscimo da populagdo fungica
viavel. A 3,0 kGy ndo houve crescimento, ap6s 45 dias de armazenamento a
30°C, em atividade de agua de 0,84;

(b) também a partir de 3,0 kGy ndo houve produgdo de aflatoxina By;

Graos de trigo e soja, com conteido de umidade ajustado para 25% e
esterilizacdo com dose de 20 kGy, foram inoculados com uma suspensdo de
esporos de Aspergillus flavus (10® esporos/mL) e irradiados com doses de 0, 1, 3
e 5 kGy. Posteriormente, foram mantidos a 25°C durante 30 dias. Dose de 5 kGy
inibiu produ¢do de aflatoxina B, e crescimento de A.flavus (Aziz & Mahrous,
2003).

Aquino (2003) avaliou o efeito da irradiagdo gama (°°Co) em milho
acondicionado em ambiente de elevada umidade relativa e inoculado com uma

cepa produtora de aflatoxina B;. Apos tratamento das amostras com irradiagdo
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gama (*°Co) com uma dose de 20 kGy para eliminar a contaminagéo microbiana,
foi feita uma inoculagdio com Aspergillus flavus IMI 190443 (1 x 10°
esporos/ml), seguido de incubagio por 15 dias a 25'C, em umidade relativa de
97,5%. Seguiu-se irradiagdo nas doses de 2, 5 e 10 kGy. Foi observada uma
redugdo dos niveis de aflatoxina B, nas trés doses, sendo que a 10 kGy nao foi
detectada a aflatoxina B;. Houve reducdo significativa do nimero de unidades
formadoras de colonias em todos os niveis de irradiagdo gama.

O impacto da irradiagéio gama (“*Co) no numero de unidades formadoras
de coldnias, em duas variedades de café (Arabica e Robusta), foi avaliado por
Ahmad et al. (2002). Ocorreu uma redugdo da microbiota fungica na dose de 5,0
kGy: no café Arabica, de 120 UFC/g para 4 UFC/g, e no café Robusta, de 762
UFC/g para 0,4 UFC/g. A 10 kGy verificou-se uma completa auséncia de
fungos.

Refai et al. (2003) verificaram o efeito da irradiagdo gama (*°Co) em um
alimento denominado Basterma (pasta composta de carne curada e
condimentos), muito consumida no Egito e outros paises vizinhos do
Mediterraneo, que apresentava niveis de aflatoxinas na faixa de 2,8 a 47 pg/kg.
Uma dose de 3 kGy reduziu a contagem de fungos de 9 x 10° UFC/g para 5 x
10" UFC/g. A 5 kGy a contagem de fungos foi nula e a aflatoxina B, foi

totalmente destruida.

2.6.10.4 Em outras micotoxinas e fungos

Halasz et al. (1989) verificaram o efeito da irradiagio gama (“*Co) em
milho e arroz com 50-55% de umidade. Amostras previamente esterilizadas
(120°'C/30 minutos) foram incubadas com Fusarium graminearum 39/3 e
Fusarium tricinctum 17, espécies produtoras de toxina F-2 e toxina T-2,
respectivamente. Imediatamente apos a inoculacdo, os graos foram irradiados

com doses de 0, 1, 3, e 9 kGy. Seguiu-se incubagdo por 7 dias a 20°C, seguidos
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por 14 dias a 8-12'C e novamente a 20'C durante mais 7 dias. Foi verificado um
aumento da toxina F-2 e T-2 em ambos os substratos, nas doses de 1,0 ¢ 3,0
kGy. Em culturas tratadas com dose de 9,0 kGy, nenhuma toxina foi detectada e
ndo foi observado crescimento visivel de micélio.

Para avaliar a produgdo de ocratoxina A pelo Aspergillus ochraceus
NRRL 3174, Chelack et al. (1991) irradiaram com radiagio gama (*°Co), em
doses de 0, 0,5, 1,0, 2,0, 3,0 e 4,0 kGy, cevada com 25% de umidade, a qual foi
incubada posteriormente a 28'C durante 51 dias. Os resultados encontrados
foram:

(1) quando cevada foi inoculada com conidios de fungos toxigénicos (10°
conidios/g) e irradiado posteriormente, os niveis de ocratoxina A diminuiram em
todas as doses, em relacdo ao controle (0 kGy). Nao houve producdo de
ocratoxina A em dose de 4,0 kGy;

(2) em outro experimento, quando cevada foi inoculada com 10* e 10° esporos/g,
apos irradiacdo de 2,0 kGy foi observada uma maior produgdo de ocratoxina A
na menor concentragdo fingica;

(3) quando a inoculagdo precedeu a irradiagdo (2,0 kGy), os niveis de ocratoxina
A foram bem inferiores aos obtidos ao correspondente controle ndo irradiado e
inoculado.

A producdo de acido tenuazonico foi avaliada em pasta e suco de tomate,
esterilizados e inoculados com 10° esporos/mL de Alternaria alternata, os quais
tinham sido previamente submetidos a irradiagdo gama (0, 1,0, 2,0, 3,0 ¢ 4,0
kGy). Observou-se que a 4,0 kGy ndo houve crescimento fungico e produgao de
toxina (Aziz et al., 1991).

O'Neil et al. (1996) observaram um aumento na producdo de
desoxinivalenol (DON) pelo Fusariuim culmorum IMI 309344 em milho

irradiado (0, 1,0 e 3,0 kGy), quando comparado a um controle sem irradiagdo.
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Os valores de DON variaram de ndo detectado para 99,7 pug/kg, na dose de 1,0
kGy, e para 86,7 pg/kg na dose de 3,0 kGy.

A detoxificagdo de ocratoxina A em racdo foi verificada apos
contaminagco artificial (500 pg/kg) e irradiagdo com “°Co nas doses de 0, 1, 2, 3,
4,5,7,10, 15 e 20 kGy. Em milho e soja, doses de 15 e 20 kGy destruiram
completamente a ocratoxina A. Paralelamente, o efeito da irradiagdo gama no
crescimento e na producdo de ocratoxina A pelo Aspergillus ochraceus, em
concentrados para aves domésticas, foi avaliado ap6s inoculagio (10° esporos/g)
e doses de 0, 0,25, 0,50, 1,00, 2,00, 3,00, 4,00 e 5,00 kGy. A 4,00 kGy, o
crescimento de A.ochraceus e a subseqiiente producdo de ocratoxina A foram
completamente inibidos ( Refai et al., 1996).

Visconti et al. (1996) observaram que a irradiagdo gama em dose de 15,0
kGy ¢é capaz de destruir completamente colonias de Fusarium moniliforme em
milho. Entretanto, essa mesma dose reduziu em apenas 20% o teor inicial de
fumonisinas B1 ¢ B2 em milho naturalmente contaminado.

O efeito da irradiacdo gama (0, 2, 4, 6 ¢ 8 kGy) em micotoxinas de
Fusarium (desoxinivalenol, toxina T-2 e =zearalenona), em produtos
naturalmente contaminados (trigo e farinha), foi avaliado por Aziz et al. (1997).
Os resultados obtidos foram:

(a) uma dose de 6,0 kGy eliminou completamente a flora fingica;
(b) os niveis das toxinas foram reduzidos em cerca de 50% na dose de 4,0 kGy.
A 8,0 kGy, foram totalmente eliminadas.

Abdel-Aal & Aziz (1997) avaliaram o efeito da irradiagdo gama (0, 0,5,
1,5, 2,5, 3,5 € 4,0 kGy) em queijo apds inoculagdo com Penicillium viridicatum,
Penicillium cyclopium e Penicillium chrysogenum (10° esporos/g), seguida de
incubagio a 25°C durante 40 dias. A producdo de ocratoxina A, éacido
ciclopiazénico e acido penicilico decresceu quando comparada ao controle ndo

irradiado e inoculado. Na dose de 4,0 kGy nao foi detectada nenhuma toxina.
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Aziz & Moussa (2002) verificaram o efeito da irradiagdo gama em
micotoxinas de ocorréncia natural em frutas. Observou-se, que das 100 amostras
de frutas (morango, ameixa, uva, maga, péra, amora, etc) acondicionadas durante
28 dias a temperatura de refrigeragio (< 10°C), 81 estavam contaminadas com
micotoxinas. Acido penicilico e patulina foram detectados em 28 e 33 amostras,
respectivamente. Aflatoxina B; e acido ciclopiazonico foram detectados em 6 ¢
10 amostras, respectivamente. Ocratoxina A foi detectada em 7 amostras e
citrinina, em oito. A producdo de micotoxinas em frutas decresceu com o

aumento da dose de irradiagcdo e ndo foi detectada a 5,0 kGy.
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CAPITULO 2

INFLUENCIA DA IRRADIACAO GAMA (**Co) NA DESTRUICAO DA
AFLATOXINA B; EM AMENDOIM (Arachis hypogaea L.)
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RESUMO

PRADO, G. Influéncia da irradiagio gama (**Co) na destruicio da aflatoxina B,
em amendoim (Arachiys hypogaea L.). In: Influéncia da irradiacio gama
(“Co) na microbiota fingica e na aflatoxina B, em amendoim (Arachis
hypogaea L.). 2005. Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

Foi verificado o efeito da irradiagio gama (*'Co) em doses que variaram
de 0 a 30 kGy, em destruir a aflatoxina B, em amostras de amendoim cultivar
Tatu Vermelho cultivadas em Sao Paulo, nas safras 2001/2002 e 2002/2003,
artificialmente e naturalmente contaminadas em diferentes niveis. A aflatoxina
B, foi extraida em mistura de metanol e KCl 4% (270 + 30, v/v), seguido de
clarificagdo com CuSQy4 10% e partigdo com cloroformio. A quantificagdo foi
feita por cromatografia em camada delgada, medindo-se a area das
fluorescéncias de amostras e padroes em densitometro a 366 nm. Doses de
irradiagdo gama (¥Co) de 1, 5 e 10 kGy reduziram em cerca de 20 % os niveis
de aflatoxina B; em amostras artificialmente contaminadas com 55,3, 1058 e
159.3 pg keg'. Amostras naturalmente contaminadas com aflatoxina B, (84,0 e
2583 ug kg') e tratadas com irradiagio gama (“’Co) em doses de 5 e 10 kGy,
nao apresentaram redu¢do do teor de aflatoxina B,. Entretanto, amostras
naturalmente contaminadas com aflatoxina B, (86,0 e 248,0 ug kg™') e irradiadas
nas doses de 15, 20, 25 e 30 kGy apresentaram valores menores de aflatoxina
B,, com faixa de redugdo que variou de 49 a 72%. Desta forma, pode-se concluir
que a irradiagdo gama (*’Co) nio é capaz de destruir totalmente a aflatoxina B;
em condigGes naturais, mesmo em doses de até 30 kGy.

Orientadora: Profa. Dra. Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA
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ABSTRACT

PRADO, Guilherme. Effect of gamma-irradiation on destruction of aflatoxin B,
in peanut (Arachis hypogaea L.). In: Gamma radiation (“’Co) influence on
mycoflora and on aflatoxin B, in peanut (Arachis hypogaea L.). 2005. Thesis
(Doctorate in Food Science) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas
Gerais, Brazil.

The effect of gamma-irradiation was verified in doses, which ranged
from 0 to 30 kGy, in order to destroy aflatoxin B, in peanuts samples, Tatu
Vermelho cultivar, cultivated in Sado Paulo state, 2001/2002 and 2002/2003
crops, artificially and naturally contaminated, in differents levels. Aflatoxin B,
was extracted with methanol:4% potassium chloride (270 + 30, v/v), followed
by clarification with 10% cupric sulfate and partition with chloroform. The
quantification was done by thin layer chromatography, measuring the samples
fluorescences areas and standards in densitometer (366 nm). Gamma-irradiation
(*Co) doses of 1, 5 and 10 kGy reduced the levels of aflatoxin B, around 20% in
samples artificially contaminated with 55.3, 105.8 and 159.3 g kg”. Naturally
contaminated samples with levels of 84.0 pg kg™ and 258.3 pg kg™ of aflatoxin
B, and treated with gamma-irradiation (*’Co) in 5 and 10 kGy doses, did not
show reduction of aflatoxin B, level. However, samples naturally contaminated
with aflatoxin B, (86.0 and 248.0 pg kg™) and irradiated in 15, 20, 25 and 30
kGy doses, showed lower values of aflatoxin B, ranged from 49 to 72%. This
way, it can be concluded that gamma-irradiation (*’Co) is not capable of totally
destroying aflatoxin B, in natural conditions, even in 30 kGy dose.

Adviser: Profa. Dra. Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA
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1 INTRODUCAO

As micotoxinas podem ser definidas como produtos naturais, de baixo
peso molecular, produzidos no final da fase log de crescimento de fungos
filamentosos (metabolismo secundario), provocando resposta toxica em
vertebrados superiores e outros animais quando ingeridas em baixas
concentragoes. Esses compostos ndo tém significado bioquimico e ndo fazem
parte do crescimento e desenvolvimento dos fungos produtores. Sdo geralmente
produzidos no micélio do fungo filamentoso, mas podem acumular em estruturas
especializadas, tais como conidios ou esclerocios, € em tomo do ambiente do
organismo (Moss, 1996; Pitt, 2000).

As aflatoxinas sdo produtos do metabolismo secundario do Aspergillus
favus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus nomius, que contaminam as culturas
no campo durante o armazenamento e também os produtos alimenticios,
apresentando atividade carcinogénica, teratogénica e mutagénica para os seres
humanos e animais (CAST, 2003).

As aflatoxinas sdo um grupo de pelo menos 16 derivados
bisfuranoisocumarinicos, sendo as 4 principais naturalmente produzidas as
aflatoxinas B,, B,, G, e G,. A aflatoxina B,, entre todas, é usualmente a toxina
de maior ocorréncia e concentra¢do nos alimentos (Sweeney & Dobson, 1999).

A contaminagdo de alimentos com aflatoxinas € mais freqiiente em
regides tropicais e semitropicais, como o Brasil, onde o clima favorece o
desenvolvimento de fungos toxigénicos, principalmente em amendoim (Bhat,
1088; Rodriguez-Amaya & Sabino, 2002).

No Brasil, esta em vigor a Resolugdo n.” 274, de 15 de outubro de 2002,
da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria, que estabelece o limite de 20 pg

kg™ para a soma das aflatoxinas B,. B,. G; e G.. em milho e amendoim. e a
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Portaria n® 183, de 21 de margo de 1996, do Ministério da Agricultura, do
Abastecimento e da Reforma Agraria, que estabelece 0 mesmo valor (Brasil,
1996; Brasil, 2002).

O processo de irradiagao consiste na exposi¢do de alimentos a uma fonte
de radiagdo ionizante, minuciosamente controlada, por tempo pré-fixado.
Radiagdes ionizantes s3o particulas ou fotons que possuem energia suficiente
para produzir particulas eletricamente carregadas (ions) nos materiais com os
quais entram em contato. Os irradiadores gama comerciais utilizam, em sua
maioria, fontes de “Co. Esta escolha esta baseada na insolubilidade do “Co em
agua e no fato de este fornecer a mesma dose em tempo 7 vezes menor
(Hemandes et al., 2003; Verruma-Bemnardi & Spoto, 2003).

A radiagdo ionizante pode agir diretamente sobre os componentes
essenciais da célula ou indiretamente, proporcionando a formagao de produtos
radioliticos, particularmente os radicais livres formados a partir da agua
(Worcman-Baminka & Landgraf, 2003)

Os produtos radioliticos sdo quimicamente iguais aos produzidos nos
processos de tratamentos térmicos e ndo apresentam nenhum efeito nocivo a
saude. Além disso, a irradiagdo ndo afeta os macronutrientes como proteinas,
carboidratos e gorduras. Apenas vitamina C e Bl (Tiamina) sdo sensiveis a
irradiagdo, assim como ao tratamento térmico (GCIIA, 1990; GCIIA, 1999).

Em 1981, a preservagao de alimentos pelo tratamento com a irradiagdo
foi aprovada pelo Comité Misto da Organizagdo das Nagdes Unidas para a
Alimentagio e Agricultura (FAO/WHO) e a Agéncia Intemacional de Energia
Atomica (IAEA). Em 1984, foi criado o Grupo Consultivo Intemnacional sobre
Irradiagdo de alimentos (GCIIA) pela WHO, juntamente com a FAO e a IAEA,
para acompanhar a evolugdo dessa tecnologia. O Brasil, junto com mais 44
paises, faz parte desse grupo (Del Mastro, 1999; Giroux & Lacroix, 1998).
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O emprego da irradiagio de alimentos no Brasil mostra-se muito
promissor e de suma importancia através de sua contribuigdo na conservagao,
reduzindo as perdas de pos-colheita, e pela possibilidade de melhorar a oferta de
alimentos (Lima et al., 2001).

No Brasil esta em vigor a Resolugdo RDC N.° 21, de 26 de janeiro de
2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude
(Brasil, 2001). N3o ha mais restrigdes em relagdo as doses a serem aplicadas.
Qualquer alimento pode ser irradiado, desde que sejam observadas as seguintes
condigdes: (1) a dose minima absorvida deve ser suficiente para alcangar a
finalidade desejada; (2) a dose maxima deve ser inferior aquela que
comprometeria as propriedades funcionais do alimento.

O objetivo do trabalho foi verificar a eficiéncia da irradiagdo gama
(*Co) em destruir a aflatoxina B, em amostras de amendoim artificialmente e

naturalmente contaminadas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Para os ensaios de validacdo de metodologia e efeito da irradiacdo gama
em amostras artificialmente e naturalmente contaminadas, as amostras foram
constituidas de graos de amendoim beneficiado, cultivar Tatu Vermelho, safra
2001/2002 e safra 2002/2003, provenientes da Industria de Alimentos Santa
Helena (Ribeirdo Preto - Sao Paulo). As amostras foram coletadas e preparadas
segundo o fluxograma padrdo da Unidade de Beneficiamento, apresentado a

seguir na figura 1.

. Formacao dos Lotes @ |—— ﬂ

| Retirada de 200 a de cada saca |
|l  Homoaeneizacao 10 Ka |
Il Divisao em 4 partes |
| Separacao de 2 a3 partes em diaaonal |
. 5 8Kgde Grao |
|  ldentificacao e Apalise |

FIGURA 1. Fluxograma de amostragem de amendoim in natura.
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As seis amostras encaminhadas apresentavam os seguintes niveis de
aflatoxinas:
A. Safra 2001/2002
1. Aflatoxinas: Ndo Detectadas (ND)
2. Aflatoxinas: Nao Detectadas (ND)
3. Aflatoxina B;: 84,0 pg kg™
4. Aflatoxina By: 258,3 pg kg™
B. Safra 2002/2003
5. Aflatoxina B;: 248,0 pg kg™
6. Aflatoxina B;: 86,0 ug kg™

A quantificagdo das aflatoxinas foi efetuada na Industria de Alimentos

Santa Helena e confirmada na Fundacdo Ezequiel Dias (Laboratério de

Micologia e Micotoxinas).

2.2 Preparo das amostras
O preparo das amostras foi efetuado de acordo com a finalidade de cada

ensaio e descrito a seguir:

2.2.1 Validacdo do método de quantificacdo de aflatoxinas By, By, G; € Go.

A amostra 1 (Aflatoxinas: ND) foi previamente moida, homogeneizada e
passada em tamiz 20 mesh. Apds quarteamento, foi acondicionada em frascos
plasticos e guardada sob refrigeragio (4°C) até o momento da fortificagio com

solucdes padroes de aflatoxinas By, B,, G; e G; (item 2.3).

2.2.2 Verificacdo da eficiéncia da irradiacdo gama (*°Co) em destruir a
aflatoxina B; em amostras artificialmente contaminadas
A amostra 2 (Aflatoxina Bi: ND) foi espalhada e dividida em 3 bandejas

de aluminio, com cerca de 2,0 kg em cada uma delas. Posteriormente, realizou-
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se a contaminagdo com solugdo padrdo de aflatoxina B, (item 2.3) para obter
concentragdes de 50, 100 e 150 pg kg™ de aflatoxina B, respectivamente. As
amostras permaneceram a temperatura ambiente durante a noite para evaporagao
do solvente. Em seguida foram moidas, homogeneizadas e passadas em tamiz 20
mesh. Apos quarteamento, as amostras foram pesadas em sacos plasticos (200 g)
e guardadas sob refrigeragdo (4°C) até o momento de serem irradiadas.
Anteriormente ao processo de irradiagdo, foram determinados em triplicata os

niveis de aflatoxina B, das trés amostras fortificadas.

2.2.3 Verificacio da eficiéncia da irradiagdo gama em destruir a aflatoxina
B, em amostras naturalmente contaminadas

As outras amostras (3, 4, 5 e 6), naturalmente contaminadas com
aflatoxina B,;, foram moidas, homogeneizadas e passadas em tamiz 20 mesh.
Apos quarteamento, as amostras foram distribuidas em sacos plasticos contendo
cerca de 200 g. Em seguida o material foi acondicionado sob refrigeragio (4°C)

até o momento de ser irradiado.

2.3 Solugdes padrio de aflatoxinas

Solugdes padrio estoque de aflatoxina B, (10,92 pg mL™), aflatoxina B,
(10,02 pg mL™"), aflatoxina G, (12,17 pg mL™"), e aflatoxina G, (8,36 ug mL™")
foram preparadas, dissolvendo o padrao solido (Sigma, Sigma Chemical Co. St.
Louis, MO) em benzeno:acetonitrila (98:2, v/v). A concentragdo exata foi
medida em espectrofotometro Shimadzu UV-1601 PC, Shimadzu Scientific
Instrument, Japan, utilizando cubetas de quartzo de 1,0 cm. Para a fortificagdo
das amostras de amendoim foram utilizadas essas solugdes, as quais foram
diluidas 1:10 em benzeno:acetonitrila (98:2, v/v) quando a fortificacdo a ser
efetuada era inferior a 10 pg kg”'. Para a quantificagio das aflatoxinas, em

cromatografia em camada delgada, foram utilizadas as concentragdes aflatoxina
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B, (0,88 ug mL™"), aflatoxina B, (1,00 ug mL™), aflatoxina G, (1,22 pg mL™") e
aflatoxina G, (0,84 pg mL"), preparadas a partir da diluigio das solugdes
estoque em benzeno:acetonitrila (98:2, v/v) de acordo coma AOAC (1997).

2.4 Metodologia de fortificaciio com solucdes padrio de aflatoxinas

A amostra preparada no item 2.2.1 foi artificialmente contaminada pela
adi¢ao de quantidades definidas das solugdes padrao de aflatoxinas By, B,, G, e
G, (item 23), utilizando micropipeta automatica. Foram realizadas
contaminagdes artificiais em 9 concentragdes para cada toxina, com 5 repeti¢des
cada. A solugdo de contaminagdo foi distribuida uniformemente sobre a massa
de amostra de amendoim, tomando-se o cuidado de ndo atingir as paredes de
vidro dos frascos Erlenmeyer. As amostras permaneceram na capela durante a
noite para evaporagao total do solvente. Em alguns casos, nitrogénio comum foi

utilizado para acelerar o processo.

2.5 Metodologia de irradiagio

O processo de irradiagdo foi conduzido e executado na Empresa
Brasileira de Radiagdes Ltda - EMBRARAD (Sdo Paulo). A taxa de dose foi por
volta de 4,0 kGy h™, tendo o irradiador uma fonte de **Co com tecnologia da
Nordion Canadian (Anexos, figuras 2, 3 e 4, paginas 183 e 184).

2.5.1 Em amostras artificialmente contaminadas

A amostra preparada no item 2.2.2 foi irradiada com irradiagio gama
(*Co) nos niveis de 0,0, 1,0, 5,0 e 10,0 kGy, em triplicata. Posteriormente, a
quantificagdo da aflatoxina B, nas trés concentragdes de contaminagdo, foi
executada em triplicata, obtendo-se entdo nove resultados para cada nivel de
irradiacdo e concentragio de aflatoxina B;.
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2.5.2 Em amostras naturalmente contaminadas

As amostras preparadas no item 2.2.3 seguiram o seguinte esquema de
irradiagdo gama:
Amostra 3 (84,0 pg kg'): Controle (sem irradiagdo) e irradiada com 5,0 e 10,0
kGy. A irradiagdo em cada um dos niveis estudados foi efetuada em uma tnica
amostra. As analises de quantificacdo de aflatoxina B; foram realizadas em
triplicata;
Amostra 4 (258,3 pg kg'): Controle (sem irradiagio) e irradiada com 1,0, 5,0 e
10,0 kGy. A irradiacdo em cada um dos niveis estudados foi efetuada em
triplicata e as andlises de aflatoxina B; também;
Amostra 5 (248,0 pg kg™) e Amostra 6 (86,0 pg kg™): Controle (sem irradiagio)
e irradiadas com 15, 20, 25 e 30 kGy. A irradiagdo em cada um dos niveis
estudados foi efetuada em uma Unica amostra. As analises de quantificacdo de

aflatoxina B, foram realizadas em triplicata.

2.6 Quantificagdo de aflatoxinas By, B, G; e G,

O método empregado foi o descrito por Valente Soares e Rodriguez-
Amaya (1989). As aflatoxinas foram separadas e identificadas por cromatografia
em camada delgada (CCD), em placas de silica gel 60G, 20 x 20 cm (Merck),
sem indicador fluorescente, espessura de 0,25 mm, utilizando-se como fase
movel tolueno:acetato de etila:cloroférmio:acido formico (70:50:50:20, v/v/v/v),
recomendado por Gimeno (1979). Os extratos das amostras para CCD foram
ressuspendidos em benzeno:acetonitrila (98:2), em volumes que variavam de
100 a 300 pL. Para aplicagdo na placa de cromatografia de camada delgada
foram utilizados volumes que variaram de 2 a 10 pL. Para a elaboracdo das
curvas de calibracao foram utilizados volumes das solugdes padrdes (item 2.3)
na faixa de 2 a 10 pL, sempre com um minimo de 4 pontos. A quantificagdo das

aflatoxinas foi feita por medidas das intensidades das fluorescéncias dos spots
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das amostras e de padrées, em Densitometro Shimadzu, modelo CS9301PC,
com lampada de xendnio, em leitura linear, com feixe 0,4 x 5.0 mm e alta
sensibilidade de fluorescéncia. Os niveis de aflatoxinas nas amostras foram
calculados a partir do calculo das areas dos picos das aflatoxinas referentes aos
extratos das amostras e das solugdes padrio de aflatoxinas (vide Anexos, figuras
7 e 8, pagina.186).

2.7 Delineamento experimental e andlise estatistica

O modelo estatistico foi dado em fungdo do delineamento inteiramente
casualizado, cujo método consiste em realizar analise de variancia para
identificar diferencas dos tratamentos (Sampaio, 1998). No experimento descrito
no item 2.5.1 (pag.96), o esquema fatorial foi 4 doses de irradiagao gama (0, 1, 5
e 10 kGy e 3 concentragdes de aflatoxina B, totalizando 12 tratamentos.
Analogamente, no experimento descrito no item 2.5.2 (pag. 97) foi utilizado o
esquema fatorial somente nas amostras 5 e 6, constituindo 5 doses de irradiagao
gama (0, 15, 20, 25 e 30 kGy) e duas concentragdes de aflatoxina B;, totalizando
10 tratamentos. Em todos os experimentos efetuados os resultados foram
avaliados pelo Teste F para constatar a presenca de efeitos significativos (p <
0,05). Nestes casos foi aplicado o teste de Tukey para determinar as diferengas
entre as meédias e/ou a técnica de regressdo. Foram utilizados os recursos do
software estatistico SAS (SAS, 1996) e SISVAR (Ferreira, 2000).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Validag¢fio da metodologia

Para a obtenc@o de resultados analiticos confidveis estd na validagio do
método analitico escolhido. E importante salientar, que mesmo que um
determinado método ja tenha sido objeto de estudo colaborativo, é necessario
que seja validado intralaboratorialmente (Valente Soares, 2001).

Os niveis de contaminagdo das aflatoxinas empregados e encontrados, a
partir da amostra | (itens 2.2.1 e 2.4), bem como os valores de recuperagio

(Exatiddo) e coeficientes de variagdo (Precisdo), estdo apresentados, a seguir,
nas tabelas 1 a 4.

TABELA 1. Valores de recuperagdo e coeficiente de variagdo para aflatoxina

B adicionada em amendoim e quantificada por cromatografia em camada
delgada (Densitometria).

Teor de aflatoxina B, Valor Recuperacgio Coeficiente
(ug kg™) Encontrado’ (%) de Variacio
218,0 218,0 100,0 4,6
109,0 94,0 86,0 7.8
440 52,0 118,2 22,0
22,0 26,0 118,3 13.4
11,0 7.9 72,0 10,3
43 3,6 83,7 7.7
1,1 1,11 102,4 16,3
0,9 Presenca _ B
0,7 ND

" Média de S repetigdes. ND = No Detectado. Limite de Detecgdo: 0,9 pg kg’

99



TABELA 2. Valores de recuperagdo e coeficiente de variacao para aflatoxina

B, adicionada em amendoim e quantificada por cromatografia em camada

delgada (Densitometria).

Teor de aflatoxina B, Valor Encontrado’ Recuperacdo Coeficiente de

(ng kg™) (kg kg™) (%) Variagao (%)
200,0 184,0 92,0 10,1
100,0 116,0 116,0 5,1
40,0 34,0 85,0 19,6
20,0 17,4 87,0 16,5
10,0 9,7 97,0 16,6

4,0 3,6 90,0 7,7
1,0 1,1 108,0 10,7
0,8 Presenga _ _
0,6 ND

' Média de 5 repeticdes. ND = Nio Detectado. Limite de Detecgio: 0,8 ug kg™
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TABELA 3. Valores de recuperagdo e coeficiente de variacao para aflatoxina

G; adicionada em amendoim e quantificada por cromatografia em camada

delgada (Densitometria).

Teor de aflatoxina G;  Valor Encontrado®

Recuperacdo Coeficiente de

(g kg™) (ng kg™) (%) Variagéo (%)
243,0 244.0 100,4 4,4
122,0 115,0 94,0 27,4
49.0 57,0 116,0 16,5
24,0 27,2 113,5 10,5
12,2 10,6 86,9 16,5

4,9 5,2 106,1 19,0
1,2 1,0 82,0 10,7
1,0 Presenca . _
0,8 ND

' Média de 5 repetigdes. ND = Nio Detectado. Limite de Deteccdo: 1,0 ug kg™
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TABELA 4. Valores de recuperagdo e coeficiente de variacao para aflatoxina
G, adicionada em amendoim e quantificada por cromatografia em camada

delgada (Densitometria).

Teor de aflatoxina G, Valor Encontrado® Recuperacdo Coeficiente de

(ng kg™) (kg kg™) (%) Variagao (%)

167,0 140,0 84,0 2,5

84,0 87,0 103,6 24,2

34,0 28,0 82,3 18,4

17,0 17,0 100,0 20,6

8,3 9,0 108,4 18,2

3,5 3,8 108,5 2,2

0,8 0,7 87,9 15,3

0,7 Presenga _ _

0,5 ND

' Média de 5 repeti¢des. ND = Nao Detectado. Limite de Detecgdo: 0,7 pg kg™

Em funcdo dos niveis de contaminagdo, os valores de recuperacao das
aflatoxinas Bj, B, G; e G, variaram de 72,0 a 118,3%, 85 a 116%, 82% a 116,0
e 82,3 a 108,5%, respectivamente. Os valores de coeficientes de variagdo
ficaram para aflatoxinas Bj, B,, G| e G, entre 4,6 a 22%, 5,1 a 19,6%, 4,4 a
27,4% e 2,2 a 24,2%, respectivamente Valores de recuperagdo entre 70 e 120%
e coeficientes de variagdo menores que 30% sdo geralmente aceitaveis para
analises de micotoxinas. (Horwitz e Albert, 1982; Commission Regulation,
1998).

Os valores médios de recuperagdo e coeficientes de variacdo, para
aflatoxinas B;, B,, G| ¢ G, , foram 97,2%, 96,4%, 99,8%, 96,4% ¢ 11,7%,
12,3%, 15,0%, 14,5%, respectivamente.
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Boa linearidade (R* > 0,99) foi obtida entre fluorescéncia emitida e
concentracdo de todas as aflatoxinas pesquisadas. A regressdo linear para a
aflatoxina B,, na faixa de 0,88 a 8,8 ng, foi Y=2553x - 776,91, em que R’=
0,99297.

Considerando que o limite de quantificagdo representa a menor
concentragdo do analito que pode ser determinado com seguranga, ou seja, com
precisdo e exatiddo aceitaveis (recuperagdo >70% e coeficiente de variagdo <
30%), os limites de quantificagdo para aflatoxinas B, e B, foram 1,1 ug kg™ e
1,0 ug kg™, respectivamente. Para aflatoxinas G, e G, obteve-se 1,2 pg kg™ e
0,8 pg kg, respectivamente. Por sua vez, o limite de detecgio representa a
menor concentragdo do analito que o método distingue, com seguranga, como
sendo a resposta. Dessa forma, os limites de detecgdo para as aflatoxinas B,, B,,
G, e G, foram 0,90 pg kg”, 0,80 pg kg”, 1,00 pg kg’ e 0,70 pg kg,
respectivamente.

Em fung¢do dos resultados encontrados para as 4 aflatoxinas, pode-se
afirmar que o método em avaliagdo pode ser considerado seletivo, ou seja,
fomece varias respostas para varios analitos e ¢ capaz de distinguir a resposta de
interesse.

Finalmente, pode-se inferir que a metodologia de analise de aflatoxina
B; utilizada nesta pesquisa apresentou uma eficiéncia analitica dentro das
normas recomendadas, sendo, pois recomendado para a quantificacdo de
aflatoxina B, em amendoim.

3.2 Destruicio da aflatoxina B; em amostras artificialmente contaminadas e
irradiadas

As concentragdes obtidas de aflatoxina B; em amendoim artificialmente
contaminado, a partir da fortificagdo da amostra 2 (item 2.2.2), foram 55,3,
105,8 e 159,3 pg kg'. Apés irradiagio com “Co a 1,0, 5,0 e 10,0 kGy (item
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2.5.1), os teores encontrados de aflatoxina B, e o resumo da analise de variancia

estdo apresentados nas tabelas 5 e 6.

TABELA 5. Teores de aflatoxina B; em amendoim in natura, artificialmente
contaminado em trés concentragdes, apos irradiacdo, em triplicata com Co a0,

1,5 e 10 kGy.

Dose de _ .
irradiagéo Aflatoxina B, (g kg™)
(kGy)
0 55,3* 105,8* 159,3*
1 43 4%* 01,4%* 135,4%%*
5 39,6%* 85,0%* 132,6%*
10 39,0%* 82,1%* 131,2%%

*M¢édias de triplicata.
**Médias de triplicata em cada nivel de irradiacdo da quantificagdo de aflatoxina
B;.

TABELA 6. Andalise de varidncia das respostas de contaminacdo em 3

concentracdes de aflatoxina B, ¢ 4 doses de irradiacdo gama (*°Co).

Fonte de variacéo G.L. Q.M. p-valor
Concentragao 2 27233,7608 0,0000
Dose 3 971,5996 0,0000
Concentragao*Dose 6 29,8403 0,8700
Erro 24 74,1427
Total 35

Coeficiente de variagdo: 9,4%
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Fixando o nivel de significancia em 5% (teste F), os resultados
encontrados indicam que apenas os efeitos principais, doses (p= 0,0000) e
concentragdo (p= 0,000), foram significativos, isto €, pelo menos uma das
medias apresenta diferenga significativa quando comparada com as demais.
Convém salientar que a interagdo dose*concentragdo nio foi significativa (p=
0,8700), o que leva a crer na auséncia da dependéncia entre as concentragdes de
aflatoxina B, com as doses empregadas de irradiagdo gama.

Dessa forma, como néo ficou comprovada a interagdo entre os fatores,
efetuou-se o teste de Tukey, em nivel de significancia de 5% para os efeitos
principais: dose de irradiagdo gama e concentragio de contaminagio de
aflatoxina B, (Tabela 7).

TABELA 7. Efeitos médios de doses de irradiagdo gama (a) e de concentragdes
de contaminagdo de aflatoxina B, (b) na redugio do nivel de aflatoxina B,. Teste

de Tukey em nivel de significancia de 5%.

Doses de Médias de Concentracées Médias de
irradiacio gama aflatoxina B, d‘_’ . aflatoxina B,
contaminacao

(kGy) (ngke") (ngke") (ngkeg")
10 84.1b 553 443 ¢
5 85,7b 105,8 91,0b
1 90,0b 159,3 139,6 a
0 106,8 a

(@) (b)

Os resultados foram considerados para cada fator, independentemente do
outro. Comparando as doses de irradiagdo, pode-se verificar que apenas a dose
inicial (0 kGy) difere significativamente das demais (letra minuscula diferente),
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ao passo que, doses de 1, 5 ¢ 10 kGy apresentaram comportamento similar (letra
minuscula igual). Em relagdo as concentragdes de contaminagdo, as mesmas
apresentaram médias diferenciadas (letras minusculas diferentes). Pode-se
observar que o aumento da dose de irradiagdo, nas trés concentragdes de
contaminagdo, provocou aumento na reducdo do teor de aflatoxina Bi.
Entretanto, mesmo a dose de irradiacdo a 10 kGy nao foi capaz de eliminar

totalmente a aflatoxina B;.

3.3 Destruicdo da aflatoxina B; em amostras naturalmente contaminadas e
irradiadas

Os resultados do efeito da irradiagio gama (“°Co) na destruigdo da
aflatoxina B;, em amostras naturalmente contaminadas, 84,0 e 258,3 ug kg'l,
amostras 3 e 4, respectivamente (item 2.5.2) e os resumos das respectivas
analises de variancias dos dados referentes aos efeitos dos tratamentos efetuados

sdo apresentados nas tabelas 8,9, 10 e 11.
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TABELA 8. Teores de aflatoxina B; em amendoim naturalmente contaminado
com 84,0 pug kg' (Amostra 3), apos irradiagio com “Co a 0; 5 ¢ 10 kGy e

analise em triplicata.

Dose de Aflatoxina B; Média  Coeficiente de Variagado
Irradiagio (kGy)  (ugkg")  (ugkg?) (%)

69,0

0 71,0 84,0 29,5
113,0
98,0

5 90,0 90,3 8,3
83,0
75,0

10 83,0 82,7 9,1
90,0

TABELA 9. Andlise de variancia para verificar o efeito da dose de irradiagao
gama (“Co) na destruigio de aflatoxina B; em amostra naturalmente

contaminada (84,0 pg kg™).

Fonte de variacao G.L. Q.M. p-valor
Dose 2 49 0,824
Erro 6 243
Total 8

Coeficiente de variagdo: 18,2%
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TABELA 10. Teores de aflatoxina B; em amendoim naturalmente contaminado

com 2583 pg kg, (Amostra 4), apos irradiagdo, em triplicata, com ’Co a 0; 1;

5 ¢ 10 kGy.
. Média Coeficiente
Irra d[i)zégod?kGy) Repeticbes ;‘ f(lzzjol)((:;l?* Aflatoxina de Variacao
' B: (b9 kg™) (%)
A 238,7
0 B 259,0 258,3 7.2
C 277,3
A 2450
1 B 2657 253,0 6,1
C 249,0
A 277,0
5 B 274.7 266,0 7,4
C 247,0
A 251,3
10 B 2453 251,0 5,7
C 258,3

* Médias de trés determinagoes

TABELA 11. Analise de variancia para verificar o efeito da dose de irradiagao

gama (*°Co) na destruicio de aflatoxina B, em amostra naturalmente

contaminada (258,3 pg kg™).

Fonte de variacéo G.L. Q.M. p-valor
Dose 3 384 0,392
Erro 32 373
Total 35

Coeficiente de variagdo: 7,5%
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Observou-se que nas doses de 1, 5, e 10 kGy (tabelas 8 e 10)
praticamente nao ocorreu destrui¢do da aflatoxina B, em amostras naturalmente
contaminadas, diferentemente das amostras artificialmente contaminadas, que
apresentaram redugdo de cerca de 20% (tabela 5). Esta diferenga pode ser
explicada pelo fato de a aflatoxina By, na amostra in natura, estar ligada a
componentes naturais como as proteinas, conferindo protecdo aos efeitos da
irradiagdo gama. Da mesma forma, as interagdes dos radicais livres e moléculas
ativas, produzidas durante o processo de irradiagdo, com a aflatoxina B, livre,
como no caso das amostras fortificadas, devem acontecer de forma mais facil e
efetiva (Samarajeewa et al., 1990).

A analise de variancia mostrada na tabela 9 evidencia estatisticamente
que as doses de irradiagdo gama (5 e 10 kGy — tabela 8) utilizadas para
destruigdo da toxina na amostra avaliada, apresentaram o mesmo
comportamento em relagdo a amostra nio irradiada (0 kGy). Este fato foi
constatado em virtude de a probabilidade do teste F (p= 0,824) ser superior a
probabilidade 0,05, isto €, nivel de significancia. Da mesma forma, a analise de
variancia registrada na tabela 11 mostra que ndo ha diferenca significativa entre
as doses de irradiagdo gama utilizadas (1; 5 e 10 kGy — tabela 10) na destrui¢do
da aflatoxina B,. Este fato foi observado em fungdo de a probalidade do teste F
(p= 0,392) ser superior a probabilidade 0,05, isto &, nivel de significancia.

Os resultados do efeito da irradiagio gama (*’Co) em doses de 0, 15, 20,
25 e 30 kGy na destruigdo da aflatoxina B,;, em amostras naturalmente
contaminadas, 248,0 ¢ 86,0 ug kg, amostras 5 e 6, respectivamente (item
2.5.2), as analises de variancia e os modelos quadraticos sdo mostrados nas
tabelas 12, 13, 14, 15, 16 e 17 e figuras 2,3 e 4.
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TABELA 12. Teores de aflatoxina B; em amendoim naturalmente contaminado

com 248 pg kg (Amostra 5), apos irradiagio com “Co a 0, 15, 20, 25 ¢ 30 kGy.

Dose o Aflatoxina B, Média (io\igi:zn;%

(Gy)  Repeticdes  (ugkgl) (kg T g
A 268

0 B 227 248a 8,3
C 249
A 84

15 B 68 75b 12,1
C 71
A 84

20 B 58 69b 19,3
C 66
A 70

25 B 72 69b 3,6
C 67
A 67

30 B 94 78b 18,2
C 73

*Médias com a mesma letra na vertical, ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey, em 5% de probabilidade.

100%
70% 2% 72% 0
g 75%]
[
g
5§ 50%/
=
o
25%
0%-
15 20 25 30 kGy

FIGURA 2. Percentagem média de redugio de aflatoxina B; - 248 pg kg™ - em
func¢do da dose de irradiagao.
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TABELA 13. Teores de aflatoxina B; em amendoim naturalmente contaminado
com 86 ug kg (Amostra 6), apos irradiagio com “°Co a 0, 15, 20, 25 ¢ 30 kGy.

Coeficiente
de Variagéo
(%)

Dose o Aflatoxina B; Média
(kGy) Repeticoes  (ugkg™  (ugkg™)

94

96 86a

69

42

52 44b 9,1
39

38

35 35b 5,2
32

29

29 29b 3,9
31

30

31 33b 13,2
38

*Médias com a mesma letra na vertical, ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey, em 5% de probabilidade.

15

20

25

30

QW PFO®>»OQO®>O0®>OQ@E >

100%
66%
£ 75%] 2o 59% 2 62%
a0 0
<
S 50%]
S
&
25% |
0%
15 20 25 30 kGy

FIGURA 3. Percentagem média de reducio de aflatoxina B, - 86 pg kg - em
func¢do da dose de irradiagao.
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TABELA 14. Analise de varidncia das concentragdes de aflatoxina B; em

fungdo dos tratamentos de irradiagdo gama (**Co): 0, 15, 20, 25 ¢ 30 kGy.

Fonte de variacéo G.L. Q.M. p-valor
Dose 4 15401,8833 0,0000
Concentragao 1 29016,3000 0,0000
Dose*Concentragdo 4 4685,8833 0,0000
Erro 20 118,0000
Total 29

Coeficiente de variacdo: 14,1%.

Fixando o nivel de significancia em 5%, os resultados encontrados na
tabela 14 indicam que os efeitos principais, doses (p= 0,0000) e concentragdes
de contaminagdo (p= 0,0000) foram significativos, isto é, pelo menos uma das
médias apresenta diferenga significativa quando comparada com as demais. No
caso da interagdo dose*concentragdo, esta se mostrou significativa (p= 0,0000).
Assim sendo, pode-se afirmar que as doses de irradiacdo apresentaram-se
dependentes da concentracdo de aflatoxina B;. Portanto, para melhor
investigacdo tornou-se necessario a realizagdo do desdobramento das dosagens

de irradiagdo dentro de cada concentragdo de aflatoxina B, (tabela 15).

TABELA 15. Analise de variancia das doses de irradiagdo fixando as

concentracdes de aflatoxina B;.

Fonte de variagéo G.L. Q.M. Pr>F

Dose /86 4 1639,3333 0,0000

Dose /248 4 18448,4333 0,0000
Residuo 20 118,0000
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Considerando o nivel de significancia em 5%, os resultados encontrados
evidenciam que para cada concentracdo de aflatoxina B; as doses de irradiacdo
apresentaram comportamento diferenciado. Para uma melhor investigagdo foram

elaborados os modelos quadraticos (figura 4).

—®— Njvel 86
y=86,616-4,0167x+0,0729x>
2504 o RP=99,60%
—o— Nijvel 248
. y=246,776-16,457x+0,365x"
%J 200 R2=99,42%
3
g
‘% 1504
g
< 4
=
<
g 1007
§ | '\.\ _ "
= i J {
50 .
I —— n
T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Doses de Irradiacéo - kGy

FIGURA 4. Modelos quadraticos para as doses de irradiagdo na concentragdo

alta e baixa de aflatoxina.

113



Conforme se pode observar, os modelos ajustados estdo adequados aos
dados experimentais. Este fato foi comprovado mediante o alto valor do R?
verificado em ambas as concentragdes de contaminagdo, ou seja, proximo a
100%. Observou-se nos modelos acima, que a maior concentragdo de aflatoxina
B, ocasionou resposta maior apos irradiacdo da amostra. Notou-se também, que
a medida que as doses de irradiagdo gama aumentavam, houve redug¢do na
resposta de teor de aflatoxina B;. Esta reducdo foi mais acentuada para a maior
concentracao de aflatoxina B;. Verificou-se também que doses superiores a 15
kGy apresentaram baixas variagdes em relagdo ao teor de aflatoxina B;. Para
uma melhor investigacdo efetuou-se o teste de Tukey para cada uma das
concentracdes de aflatoxina B;, sendo as médias comparadas em fungdo das

doses de irradiacdo gama (tabelas 16 e 17).
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TABELA 16. Analise de variancia para verificar o efeito da dose de irradiagao
gama (“°Co), 0, 15, 20, 25 e 30 kGy, na destruigdo de aflatoxina B; em amostra

naturalmente contaminada (248,0 pg kg™).

Fonte de variacéo G.L. S.Q. QM
Total 14 250078
Grupos 4 248322
Erro 10 1756 175,6

Diferenca Minima Significativa: 35,4

TABELA 17. Analise de variancia para verificar o efeito da dose de irradiagdo
gama (60C0), 0, 15, 20, 25 e 30 kGy, na destruicdo de aflatoxina B; em amostra

naturalmente contaminada (86,0 ug kg™).

Fonte de variacéo G.L. S.Q. QM
Total 14 38443
Grupos 4 37839

Erro 10 604 60,4

Diferenca Minima Significativa: 20,9
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A aplicagdo de doses maiores de irradiagdo gama (15, 20, 25 e 30 kGy).
em amostras naturalmente contaminadas, com 5-6% de umidade, conferiu
redugdo de aflatoxina B, na faixa de 49 a 72% (figuras 2 e 3). Esses resultades
estdo em desacordo com os obtidos por Aziz & Youssef (2002). Esses autores,
no unico trabalho descrito na literatura sobre o assunto, conseguiram reducio da
aflatoxina B,, em amendoim in natura, de 45% na dose de 5 kGy, 82-88% com
10 kGy e 100% com 20 kGy. Deve-se registrar que nesse trabalho foi utilizada
amostra com concentragdo de 27,0 ug kg™ de aflatoxina B, e que os autores nio
mencionaram o nivel de umidade da .amostra irradiada. Sabe-se que quanto
maior o teor de agua do grdo, mais efetivo é o processo de irradiagio. O
processo de radidlise da agua forma maior numero de radicais livres e de outras
espécies ionicas e excitadas, aumentando os efeitos indiretos da irradiagio (Rela,
2000; Landgraf, 2003).

Outra possivel explicagdo para a irradiagdo gama ndo ser totalmente
efetiva seria o pequeno tamanho da molécula da aflatoxina B, (peso molecular
312 g). Sabe-se que a sensibilidade a irradiag3o gama € proporcional ao seu peso
molecular. Uma molécula de DNA, por exemplo, ¢ mais sensivel que a de um
aminoacido (Landgraf, 2003).‘ Além disso, o amendoim apresenta elevado teor
de proteinas e lipides (50% de gordura e 22-30% de proteina). Essas moléculas
teriam maior probabilidade (efeito competigdo) de sofrer acdo direta e indireta
das radiagdes ionizantes, durante o processo de irradiagdo, que a aflatoxina B,
(Azeredo, 2003; Fagundes, 2002; Landgraf, 2003).

Desde que ndo foi observada diferenga significativa, em nivel de 5 % de
probabilidade, entre o percentual de destrui¢do de aflatoxina B, e as doses de 15,
20, 25 e 30 kGy, sugere-se que seja aplicada a dose de 15 kGy para amendoim in
natura contaminado com aflatoxina B,, com o objetivo de reduzir niveis
elevados de contaminagdo. Entretanto, a estabilidade do 6leo de amendoim e a

qualidade do produto devem ser avaliadas pelo monitoramento dos valores de
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acido tiobarbiturico e do indice de perdxido. Chiou et al. (1990) observaram um
ligeiro aumento desses parametros, quando dose de 15 kGy foi aplicada em

amendoim em grao.
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4 CONCLUSOES

Doses de irradiagdo gama (“°Co) até 10 kGy, ndo foram suficientes para
destruir aflatoxina B; em amostras naturalmente contaminadas. Estas mesmas
doses, entretanto, destruiram cerca de 20% da aflatoxina B; em amostras

artificialmente contaminadas.
Doses de irradiagio gama (“°Co) de 15, 20, 25 e 30 kGy destruiram a

aflatoxina B;, em amostras naturalmente contaminadas, em percentual que

variou de 49 a 72%.
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CAPITULO 3

,INFLUENCIA DA IR~RADIA(;AO GAMA (**Co) NA MICROBIOTA
FUNGICA E PRODUCAO DE AFLATOXINA B; PELO Aspergillus flavus
IMI 190443 EM AMENDOIM (Arachis hypogaea L.)
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RESUMO

PRADO, G. Influéncia da irradiagio gama (“°Co) na microbiota fingica e
producdo de aflatoxina B; pelo Aspergillus flavus IMI 190443 em amendoim
(Arachis hypogaea L.). In: . Influéncia da irradiacdo gama (*°Co) na
microbiota fungica e na aflatoxina B; em amendoim (Arachis hypogaea L.).
2005. Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) - Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.

Foi verificado o efeito da irradiagio gama (’Co), em diferentes doses, na
destrui¢do da microbiota fungica natural de amendoim in natura, variedade Tatu
Vermelho, safras 2001/2002 e 2002/2003, pela Contagem Total de Fungos
(UFC/g), utilizando a técnica do espalhamento em superficie, e pela
Porcentagem de Infecg¢do Fungica, usando a técnica do plaqueamento direto. Em
ambas as metodologias foi empregado o meio Dicloran Rosa de Bengala
Cloranfenicol (DRBC). Observou-se também a producdo de aflatoxina B, pelo
Aspergillus flavus IMI 190443 em amostras de amendoim, variedade Tatu
Vermelho, irradiadas e inoculadas e previamente inoculadas e posteriormente
irradiadas. A aflatoxina B, foi extraida em mistura de metanol ¢ KCI 4% (270 +
30, v/v), seguido de clarificagdo com CuSO,4 10% e parti¢ao com cloroférmio. A
quantificagdo foi feita por cromatografia em camada delgada, medindo-se a area
das fluorescéncias de amostras e padroes em densitometro a 366 nm. Observou-
se que em doses de 5 ¢ 10 kGy a microbiota fingica natural foi totalmente
destruida. Entretanto, doses de 25 e 30 kGy foram necessarias para a completa
inativagdo de esporos de Aspergillus flavus IMI 190443. A inocula¢do de
amendoim previamente irradiado, com cepa aflatoxigénica, provocou a
formacgdo de niveis elevados de aflatoxina B;.

Orientadora: Profa. Dra. Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA
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ABSTRACT

PRADO, G. Gamma-irradiation effect in the mycoflora and aflatoxin B,
production by Aspergillus flavus IMI 190443 in peanut. (Arachis hypogaea L.).
In: . Gamma radiation influence on mycoflora and on aflatoxin B; in
peanut (Arachis hypogaea L.). 2005. Thesis (Doctorate in Food Science).
Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.

Gamma-irradiation effect was verified, in different doses, in the
destruction of the peanuts in natural mycoflora, Tatu Vermelho variety,
2001/2002 and 2002/2003 crops, by the colony forming units/g (UFC/g) and
percentage of fungi infection. In both methodologies was used dichoran rose
bengal chloranphenicol agar (DRBC). It was also observed the aflatoxin B,
production by Aspergillus flavus IMI 190443 in peanuts sample, Tatu Vermelho
variety, irradiated and inoculated and previously inoculated and irradiated later
on. Aflatoxin B; was extracted with a mixture of methanol ¢ 4% potassium
chloride (270 + 30, v/v), followed by clarification with 10% cupric sulfate and
partition with chloroform. The quantification was done by thin layer
chromatography, measuring the samples fluorescences areas and standards in
densitometer (366 nm). It was showed that in 5 and 10 kGy doses the natural
mycoflora was totally destroy. However, 25 and 30 kGy doses were necessary to
complete inativation of Aspergillus flavus IMI 190443 spores. Peanuts
inoculation previously irradiated, with aflatoxigenic isolate, induced the
production of high levels of aflatoxin B;.

Adviser: Profa. Dra. Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA
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1 INTRODUCAO

O problema das micotoxinas ¢ muito sério em paises em
desenvolvimento, onde condi¢des climaticas favoraveis, praticas agricolas e de
armazenamento inadequadas, conduzem ao crescimento fingico e a produgdo de
toxinas em diferentes alimentos (Aziz & Youssef, 2002; CAST 2003).

O cultivo do amendoim (Arachis hypogaea L.), uma das mais
importantes sementes oleaginosas do mundo em desenvolvimento, caracteriza-se
por ser uma valiosa fonte de proteina para a nutricdo humana e animal e por
fornecer um o6leo para a cozinha de alta qualidade (Fagundes, 2002; Shahim &
Aziz, 1997). Entretanto, fungos do género Aspergillus, em areas de clima quente
e umido, sdo capazes de invadir figos, nozes, cereais, mas principalmente
amendoim e milho, e produzir as aflatoxinas By B,, G; e G, metabolitos
secundarios que apresentam atividade mutagénica, teratogénica e carcinogénica
(Pepeljnjak et al., 2004). Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus sido as
espécies mais importantes produtoras de aflatoxinas (CAST, 2003).

No Brasil, em amostras de amendoim da regido de Araraquara (Sao
Paulo), espécies de Aspergillus, principalmente Aspergillus flavus, foram as
mais isoladas. De 107 culturas isoladas, 102 foram identificadas como A flavus
(Fonseca et al., 1974).

Em Ghana, em amostras de amendoim de 10 regides, foram observados
altos niveis de infestagdo com Aspergillus flavus. A porcentagem atingiu 31,7%
e 12,8%, em sementes danificadas e nao danificadas, respectivamente (Awuah &
Kpodo, 1996).

Resultados semelhantes foram registrados na Indonésia, onde em 256
amostras de amendoim analisadas, 251 (98%) apresentavam o A.flavus, e em

205 (80%), o A. niger (Pitt et al., 1998).
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Em amostras de amendoim coletadas em diferentes supermercados de
dois paises tropicais da Africa (Uganda, cidade de Kampala; Kénia, cidades de
Nairobi e Nakuru), foram observados 69% e 74%, respectivamente, de
infestacdo com fungos. Aspergillus spp (38,97%) foi o mais freqiientemente
isolado, sendo A.niger (21,81%), A.flavus (12,01%) e A.parasiticus (3,43%) as
espécies mais comumente encontradas (Ismail, 2000).

Aziz & Youssef (2002) avaliaram um total de 90 amostras de sementes,
incluindo amendoim, de diferentes provincias do Egito, e verificaram que
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus niger ocorreram em
faixa de 62,2-95,6%.

Vaamonde et al. (2003) isolaram, em 30 amostras de amendoim
cultivadas na provincia de Coérdoba, area tipica de producdo da Argentina, 37
espécies de A.flavus e 30 de A.parasiticus.

A aflatoxina B, € certamente, entre todas as toxinas, a mais toxica para
os seres humanos e pode estar envolvida epidemiologicamente em cancer de
figado humano, em algumas partes do mundo, como na China e Africa, agindo
sinergicamente com o virus da hepatite B (Moss, 1996; Wild & Hall, 2000).

No Brasil, a incidéncia de aflatoxinas em amendoim e produtos de
amendoim, continua a ser grande problema, embora a extensdo ¢ os niveis
estejam situados em patamares inferiores aos relatados no periodo de 1965 a
2000 (Oliveira et al., 2002; Rodriguez-Amaya & Sabino, 2002; Sabino &
Rodriguez-Amaya, 1993).

Varios métodos de preservacdo tém sido descritos para impedir o
crescimento de fungos e a produg¢do de aflatoxinas, tais como fumigacao,
amonia, luz ultravioleta, tratamento pelo calor e solventes quimicos, mas
nenhum desses métodos oferece completo controle dos fungos toxigénicos e das
micotoxinas. Além do mais, efeitos nocivos a saide humana e ao meio

ambiente, associados aos residuos, limitam a aplicagdo quimica em grande
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extensdo. Conseqilentemente, irradia¢do ionizante por meio de uma fonte de
%Co, também chamada de esterilizagdo a frio, tem sido investigada como um
processo alternativo para a preservagdo de alimentos (Aziz et al., 1997; Aziz et
al., 2002; CAST, 2003; Chiou et al., 1990; Farag et al., 1995).

O interesse no processo de irradiagdo ¢ crescente devido as grandes
perdas de alimentos decorrentes da infestagdo por insetos, da contaminagdo ¢ da
deterioragdo por microorganismos. Além disso, com o aumento de regulamento
restritivo ou a total proibicdo do uso de fumigantes quimicos, muito utilizados
para controle de insetos e microorganismos, a irradiacdo tem sido alternativa
efetiva no controle de qualidade dos alimentos (GCIIA, 1999).

Algumas investigagdes descritas na literatura mundial destacam a
eficiéncia da irradiagdo gama no controle de espécies fungicas de Aspergillus e
Penicillium em diferentes alimentos (Aziz et al., 1999; Aziz & Mahrous, 2003;
Rodriguez Jorge & Garzon, 1993). Entretanto, ndo foi ainda relatado o efeito da
irradiagdo gama na microbiota fungica natural do amendoim, variedade Tatu
Vermelho, cultivado no Brasil, e a capacidade de producio de aflatoxina B, por
uma cepa aflatoxigénica, no amendoim previamente irradiado.

No Brasil, a legislagdo que trata do emprego da irradiagdo em alimentos
é a Resolugio RDC N.” 21, de 26 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria do Ministério da Satde. As doses a serem aplicadas devem
ser compativeis com os efeitos desejados, ndo tendo a legislacdo fixado valores
minimos ou maximos (Brasil, 2001).

O proposito da presente investigacdo foi: (1) estudar o efeito da
irradiagdo gama na Contagem Total de fungos e na capacidade de reduzir a
porcentagem de infec¢do fungica em amendoim; (2) verificar a produgdo de
aflatoxina B; por uma cepa aflatoxigénica, em amendoim, em fun¢do da
concentracdo de esporos e do tempo de incubagdo; (3) verificar a produgdo de

aflatoxina B; por uma cepa aflatoxigénica, em amendoim, previamente
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irradiado, em diferentes niveis; (4) verificar a porcentagem de infecgdo fingica e
a producdo de aflatoxina B, por uma cepa aflatoxigénica previamente inoculada

em amendoim, seguida de irradiagdo em diferentes niveis.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Foram utilizadas amostras de amendoim em grdo in natura (4-6 kg),
enviadas pela Santa Helena Industria de Alimentos S. A. (Ribeirdo Preto - Sao
Paulo), cultivar Tatu Vermelho, das safras de 2001/2002 e 2002/2003, isentas de
aflatoxinas, conforme analise prévia realizada na Fundagdo Ezequiel Dias.

O plano de amostragem para a formagdo das amostras envolveu
formagdo de lotes de 2500 kg de grios beneficiados, descascados e ensacados
em sacos de 50 kg, correspondendo a 50 sacos. De cada lote foram tirados 100
incrementos de amostra, sendo 2 de cada saco. Cada incremento correspondeu a
100 g, em um total de 200 g por saco, ou seja, 10 kg de grdos. A amostra foi
homogeneizada e dividida por quarteamento. Para formac¢do da amostra de
trabalho, duas partes foram separadas em diagonal, obtendo-se

aproximadamente 5 Kg de gréos.

2.2 Fungo aflatoxigénico
Foi utilizada uma cepa de Asperfillus flavus IMI 190443, proveniente do
International Mycological Institute (Inglaterra), isolada de pistache da Turquia,

forte produtora de aflatoxina B;.

2.3 Preparacédo da suspenséo de esporos do fungo aflatoxigénico

A cepa de Aspergillus flavus foi inoculada em placa de Petri contendo o
meio de Czapek (nitrato de sodio 4%, cloreto de potassio 1%, sulfato de
magnésio 7H,O 1%, sulfato ferroso 7H,O 0,02%, fosfato de potassio dibasico
2%, sacarose 3%, sulfato de zinco 7H,O a 1% 0,1 mL, sulfato de cobre a 0,5%
0,1 mL, agar 2%) e incubada por 7 dias a 25°C. Apo6s esporulacdo, uma alcada

de esporos foi transferida para um tubo de Eppendorf contendo
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aproximadamente 1,5 mL de Tween 0,1%, com posterior agitagdo por 1 minuto
para dispersao dos esporos. Foram transferidos, entdo, 200 uL desta suspensdo
para Erlenmeyer de 250 mL, contendo 25 mL do meio GYEP (glicose 2%,
extrato de levedura 0,3% e peptona 1%) solidificado. Seguiu-se incubacdo a
25°C por 7 dias para esporulagdo. Apos esse tempo, foram adicionados 20 mL
de Tween 0,1% ao frasco e 10 pérolas de vidro, agitando-se gentilmente e
transferindo-se o sobrenadante para um outro Erlenmeyer. O numero de
esporos/mL da suspensdo foi calculado em cdmara de Newbauer e ajustado para

10°,10%,10° e 10° esporos mL", conforme o experimento a ser executado.

2.4 Processo de irradiacéo

O processo de irradiagdo foi conduzido e executado no Laboratorio de
Irradiagdo Gama do Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear -
CDTN/MG. A taxa de dose foi ao redor de 6,0 kGy h'! (Anexos, figuras 2, 3 ¢ 4,
paginas 183 e 184).

2.5 Extracdo e quantificacdo de aflatoxina B;

A extracdo da aflatoxina B; das amostras e a purificacdo dos extratos
foram feitos segundo o método descrito por Valente Soares & Rodriguez-Amaya
(1989). Posteriormente, a aflatoxina B, foi separada, identificada e quantificada
por cromatografia em camada delgada (CCD), em placas de silica gel 60G, 20 x
20 cm (Merck), sem indicador fluorescente, com espessura de 0,25 mm,
utilizando-se como fase modvel tolueno:acetato de etila:cloroférmio:acido
formico (70:50:50:20, v/v/v/v), recomendado por Gimeno (1979). Os extratos
das amostras para CCD foram ressuspendidos em benzeno:acetonitrila (98:2),
em volumes que variavam de 100 a 5000 pl. Para aplicagdo na placa de
cromatografia de camada delgada, foram utilizados volumes que variaram de 2 a

10 pL Para a elaboragdo da curva de calibracdo da aflatoxina B;, foram
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utilizados volumes de 2 a 10 pL da solugdo padrdo, de concentragdo de 0,88
ug/mL, sempre com um minimo de 4 pontos. A quantificacdo da aflatoxina B,
foi feita através das medidas das intensidades das fluorescéncias dos spots das
amostras ¢ de padrdes, em Densitometro Shimadzu modelo CS9301PC, com
lampada de xenéOnio, em leitura linear, com feixe 0,4 x 5,0 mm e alta
sensibilidade de fluorescéncia. Os niveis de aflatoxina B; nas amostras foram
calculados a partir do célculo das areas dos picos das aflatoxinas dos extratos
das amostras e da solucdo padrao de aflatoxina B;.

A concentragdo exata da solugdo padrao de aflatoxina B; foi medida de 3
em 3 meses, em espectrofotometro Shimadzu UV-1601 PC, Shimadzu Scientific

Instrument, Japan, utilizando cubetas de quartzo de 1,0 cm (AOAC, 1997).

2.6 Isolamento e determinacéo fangica
A quantificagdo de fungos (bolores e leveduras) foi efetuada utilizando

duas técnicas para propositos gerais:

2.6.1 Diluicdo em placa

E um método que determina o numero de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC/g) de bolores e leveduras pela técnica do espalhamento em
superficie, descrita por Pitt & Hocking (1999) e resumida a seguir.

Foram homogeneizados 25 g de amendoim em grido, com 225 mL de
agua peptonada a 0,1%, durante 2 minutos, usando um "stomacher" 400
(Seward, London, UK). A partir dessa diluigdo inicial (10™") foram preparadas
dilui¢bes decimais seriadas até 107, Aliquotas de 1,0 mL (0,3 mL, 0,3 mL, 0,3
mL e 0,1 mL) de cada uma das dilui¢des foram distribuidas em 4 placas de Petri,
em duplicata, no meio de cultivo Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol

(DRBC/DIFCO), preparado como sugerido por Taniwaki & Silva (2001).
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Seguiu-se incubagdo a 25°C por 5 dias, em auséncia de luz e contagem das

coldnias expressa em UFC/g.

2.6.2 Plagueamento direto

E considerada a técnica mais efetiva para o exame micologico de
alimentos particulados, tais como graos e améndoas (Pitt & Hocking, 1999).

Os graos de amendoim dos diferentes experimentos foram desinfetados
externamente, por imersao em uma solucdo de hipoclorito de sodio a 0,4%, por 2
minutos. Em seguida, foram distribuidos 5 graos/placa, em um total de 6 placas
contendo o meio de cultivo DRBC. Seguiu-se incubagdo a 25°C durante 5 dias, e
entdo foi observado o crescimento visual fingico. Os resultados foram expressos

em porcentagem de infec¢do interna.

2.7 Procedimento para verificacdo do efeito da irradiacdo gama (*’Co) na
microbiota fungica

Graos de amendoim in natura (200 g) em duplicata, acondicionados em
sacos plasticos, foram irradiados com **Co (item 2.4) conforme o seguinte
esquema:
1. Amostra safra 2001/2002: 0 (Controle), 1,0, 2,0, 3,0, 5,0 ¢ 10,0 kGy, com o
objetivo de verificar a contagem total de unidades formadoras de coldnias
(UFC/g), conforme o item 2.6.1, e porcentagem de infecgdo interna do gréo, de
acordo com o item 2.6.2;
2. Amostra safra 2002/2003: 0 (Controle), 0,1, 0,3, 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 5,0 ¢ 10,0
kGy para verificar a porcentagem de infec¢do interna do grao, de acordo com o

item 2.6.2.
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2.8 Procedimento de inoculacao dos graos de amendoim com suspensao de
A.flavus IMI 190443

Com o objetivo de avaliar a produgdo da aflatoxina B pelo A.flavus IMI
190443, foi estruturada uma marcha analitica conforme recomendado por
Rodriguez & Rodriguez (1983) e Prado et al. (1999).

A partir das suspensdes de esporos preparadas como descrito no item 2.3
procedeu-se, em triplicata, a inoculagao de 5 mL de cada uma das suspensdes
(10°, 10* ¢ 10° esporos mL™") em 15 g de amendoim em grdo, contidos em
Erlenmeyer de 125 mL previamente autoclavado a 121°C durante 15 minutos.
Seguiu-se incubagdo a 25°C por um periodo de 21 dias. Posteriormente,

quantificou-se a aflatoxina B, conforme descrito no item 2.5.

2.9 Procedimento para verificagdo da producdo de aflatoxina B; em
amostras irradiadas e posteriormente inoculadas com A.flavus IMI 190443
A partir de amostras de amendoim em grao (200 g) irradiadas com O,
1,0, 2,0, 3,0, 5,0 e 10,0 kGy, foram pesados 15 g em Erlenmeyer de 125 ml, os
quais foram inoculados com 5 mL da suspensdo de esporos de A.flavus IMI
190443 10* esporos mL™, preparada como descrito no item 2.3. Em seguida,
incubou-se o material a 25°C durante 7 dias e quantificou-se a aflatoxina B,
como descrito no item 2.5. Com amostras da safra 2001/2002, o procedimento
foi realizado em triplicata para cada nivel de irradiagdo. Com amostras da safra

2002/2003 foram realizadas 6 repeticdes.

2.10 Procedimento para verificacdo da producdo de aflatoxina B; e
porcentagem de infeccdo fiingica em amendoim inoculado e posteriormente
irradiado

Neste experimento foram feitos dois procedimentos para atender os

objetivos propostos.
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2.10.1 Determinacéo da porcentagem fungica

Foram distribuidos, em frascos Erlenmeyer de 500 mL, 45 g de
amendoim in natura e 15 mL de uma suspensdo de esporos de A.flavus IMI
190443 10° esporos mL™" , preparada como descrito no item 2.3. Apos equilibrio
a 4°C por uma noite, realizou-se o processo de irradiagdo nos niveis de 0, 0,3,
0,5, 1,0, 3,0, 5,0 e 10,0 kGy (item 2.4). Esse procedimento foi realizado em
duplicata. Em seguida, realizaram-se os processos de desinfeccdo e
plaqueamento, como descrito no item 2.6.2.

Paralelamente foram calculadas, também em duplicata, a porcentagem
fungica da amostra in natura (sem inoculagdo e¢ sem irradiagdo) e a da amostra
inoculada nas mesmas condi¢des das anteriores, mas sem irradiacdo com *Co.

Este procedimento foi repetido, com a mesma amostra, alterando apenas

os niveis de irradia¢do para 0, 15, 20, 25 e 30 kGy.

2.10.2 Determinacéo da aflatoxina B,

Foram distribuidos, em frascos Erlenmeyer de 125 mL, 15 g de grios de
amendoim e 5 mL de uma suspensdo de esporos de A.flavus IMI 190443 10°
esporos mL™', preparada como descrito no item 2.3. Apés equilibrio a 4°C por
uma noite, realizou-se o processo de irradiacdo nos niveis de 0,3, 0,5, 1,0, 3,0,
5,0 ¢ 10,0 kGy (item 2.4). Em seguida, procedeu-se a incubacdo a 25°C por 7
dias e realizou-se a quantificagdo da aflatoxina B; de acordo com o item 2.5.
Este procedimento foi realizado em triplicata.

Paralelamente, foram realizados um branco (sem inoculacdo e sem
irradiagdo) e um controle (sem irradiagdo, mas com inocula¢do), nas mesmas
condicdes descritas anteriormente.

Este procedimento também foi repetido, com a mesma amostra,

alterando apenas os niveis de irradiagdo para 15, 20, 25 e 30 kGy.
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2.11 Delineamento experimental e andlise estatistica

Na situagdo em que foi possivel a analise via o teste F e os resultados
foram significativos, utilizou-se o teste Scott-Knott para determinar as
diferengas entre as médias em nivel de significancia de 5% (Sampaio, 1998).
Para comparar tratamentos no caso em que a significancia foi detectada pelo
teste Kruskall-Wallis, executou-se comparacao multipla do proprio teste. Foram

utilizados os recursos do software estatistico SAS (SAS, 1996).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito da irradiacdo gama (*°Co) na microbiota fangica

O efeito da irradiagio gama (“°Co) na contagem total de fungos em
amendoim in natura ¢ mostrado na tabela 1. Foi observado decréscimo na
populacdo fungica (UFC/g) a medida que as doses de irradiagdo aumentavam,
sendo os fungos completamente inibidos em dose de 3 kGy. Resultados
semelhantes foram encontrados por Shahin & Aziz (1997). A contagem total de
fungos em amendoim moido foi reduzida de 19,5 x 10° para 6,0 x 10* UFC/g na
dose de 2 kGy e, a 3 kGy, o fungo foi completamente inibido. Entretanto,
Rodriguez Jorge & Garzon (1993) conseguiram redugdo de 4,1 x 10° UFC/g
para 1,0 x 10" UFC/g, quando a mesma dose de irradiagdo de 3 kGy foi aplicada
em amendoim em grdo, enquanto Aziz & Youssef (2002) alcangaram reducdo
total da contagem fliingica em amendoim moido, a partir da contaminag@o inicial

de 8,2 x 10° UFC/g, somente quando foi aplicada dose de 5 kGy.

TABELA 1. Efeito da irradiacdo gama na contagem total de fungos em graos de

amendoim Tatu Vermelho in natura safra 2001/2002.

Dose de Radiagdo Unidades Formadoras Popula¢do Fungica

(KGy) de Coldnias (UFC/g)* (logy UFC/g)
0 1,3 x 10* 4,1
1 2,0x 10 1,3
2 1,0 x 10 1,0
3 <10 0
5 <10 0
10 <10 0
'Média de duplicata
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Em outros alimentos, diferentes trabalhos também relataram o efeito
letal da irradiagdo gama em fungos, em doses proximas de 3 kGy. Em milho e
cevada, a partir de uma contagem total de fungos de 3,3 x 10* UFC/g e 5,8 x 10°
UFC/g, respectivamente, a populagdo fungica atingiu valores < 10 UFC/g
quando a dose de irradiagdo gama foi de 4 kGy (Aziz et al., 1999; El-Zawahry et
al., 1991). Em trigo e soja, foi necessaria uma dose de 5 kGy para obter
sementes com valores de 0 log;y UFC/g (Aziz & El-Halfawy, 1991; Aziz &
Mohrous, 2003). Em graos de café variedades Ardbica e Robusta, uma completa
destruicao da populagao fingica foi alcangada somente com irradiagdo a 10 kGy
(Ahmad et al., 2003). Entretanto, em diferentes frutas (maga, péra ,uva, figo e
morango), uma dose de 3,5 kGy foi capaz de reduzir a Contagem Total de
Fungos para valores em torno de 1,0 x 10' UFC/g (Aziz & Moussa, 2002).

Os resultados da contaminago fungica de amendoim in natura, safras

2001/2202 e 2002/2003, antes e apos irradiacdo, sdo mostrados na tabela 2.

TABELA 2. Efeito da irradiagdo gama na porcentagem de infecgdo fingica em

graos de amendoim Tatu Vermelho in natura, safras 2001/2002 e 2002/2003.

Dose de Radiagdo Infeccéo (%)*
(kGy) 2001/2002 2002/2003
0 21,0 22,0
0,1 22,0
0,3 — 18,0
0,5 — 15,0
1,0 3,3 6,6
2,0 3,3 3,3
3,0 0 3,3
5,0 0 0
10,0 0 0

'Média de duplicata. — Nao foi executado.
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Novamente os resultados obtidos sugerem a afirmativa de que a
microbiota fingica natural em amendoim ¢ relativamente sensivel a pequenas
doses de irradia¢do. A 3,0 kGy a redugdo da porcentagem de infec¢do fingica
foi muito intensa, de 21-22% para 0-3,3%, sendo que, a 5,0 kGy, observou-se
redugdo total da infeccdo fungica natural do amendoim variedade Tatu
Vermelho. Chiou et al. (1990) observaram o grau de infec¢ao fingica natural em
graos de amendoim ap6s irradiagdo com %Co em doses de 0, 2,5, 5,0, 7,5, 10,0 e
15,0 kGy. A 2,5 kGy, 45% das sementes ainda apresentavam fungos viaveis,
mostrando crescimento apds 3 dias de incubagdo a 30°C em meio de Agar
Dextrose Batata. Os fungos foram completamente eliminados em dose maior ou
igual a 5,0 kGy.

A comprovagao estatistica de que o aumento da irradiacao (0 a 10 kGy)
provoca um decréscimo na porcentagem de infeccdo fungica, foi avaliada pela
correlacdo entre as doses aplicadas de irradiacdo gama e as porcentagens de
infeccdo obtidas (Tabela 2 — dados de 2002/2003). O coeficiente de correlagao
de Pearson calculado foi -0,707, com probabilidade de 0,002, inferior a 0,05.
Dessa forma, com base no resultado obtido, ha evidéncia estatistica de que
aumentando as doses de irradiagdo gama as porcentagens de infecgdo fliingica

sdo reduzidas.

3.2 Producdo de aflatoxina B; por Aspergillus flavus IMI 190443 apos
inoculacdo em amendoim

A produgdo de aflatoxina By por Aspergillus flavus IMI 190443 apos
inoculagdo em amendoim, em trés concentracdes de esporos, 10°, 10* e 10°
esporos mL™", seguido de incubagdo a 25°C durante o periodo de 21 dias, ¢

mostrada na tabela 3 e figura 1.
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TABELA 3. Teores de aflatoxina B; em amendoim, cultivar Tatu Vermelho,
previamente autoclavado e inoculado com Aspergilus flavus IMI 190443, em

trés concentragdes de esporos e incubagdo em diferentes periodos de tempo.

Aflatoxina B; (ug kg™)! apés inoculagdo com A flavus

Tempo (dias) Esporos mL™
10° 10* 10°

1 ND ND ND
2 ND ND ND
3 ND 54 31

4 189 328 621
5 1787 1255 1446
6 3000 2816 2697
7 4316 3912 3036
8 4690 4167 1616
9 3423 2304 1603
10 3216 2952 1861
11 5677 3764 2197
12 6061 2374 1889
13 4752 3973 1887
14 3246 3305 2158
15 5277 4056 3138
21 5630 3075 2013

'Médias de trés repeticdes. ND = Nao Detectado

7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

0O +—rvorvr= =~ = - @ @ @ @@ —
01 2 3 45 6 7 8 9101112131415161718192021

Dias

Aflatoxina B1 (ug/Kg)

—— 1000 esporos/mL —m— 10000 esporos/mL 100000 esporos/mL

FIGURA 1. Teores de aflatoxina B; em amendoim previamente autoclavado,
cultivar Tatu Vermelho, inoculado com Aspergillus flavus IMI 190443 ¢
incubado a 25°C.
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Os resultados apresentados evidenciam que as concentragdes dos
inoculos fingicos apresentaram efeitos diferenciados em cada tempo. Importante
ressaltar que para as trés concentragdes, os tempos iniciais (1 a 4 dias) tiveram
respostas nulas ou de producdo pouco significativa de aflatoxina B,. Portanto,
para analise inferencial, mais especificamente a analise de variancia, a qual
pressupde homogeneidade de varidncias e normalidade, torna-se inviavel
analisar o efeito concentragdo para esses tempos, uma vez que as conclusoes sao
bastante Obvias, isto €, os niveis de aflatoxina B; produzidos s3o diferentes
quando se comparam estes com 0s outros tempos.

Desta forma encontra-se, na tabela 4, a analise de variancia, enfatizando
que os niveis de aflatoxina B; nos tempos 1, 2, 3 e 4 dias foram excluidos dessa
analise estatistica. Nos outros tempos, os niveis de aflatoxina B; sofreram
transformagdes logaritmicas, pois foi observada instabilidade da resposta, isto &,
aumento da proporcionalidade entre as médias dos grupos experimentais e seus
respectivos desvios padrdo, configurando a ndo conformidade com os pré-
requisitos exigidos para analise de variancia, conforme descrito por Sampaio

(1998).

TABELA 4. Analise de variancia dos teores de aflatoxina B, apds inoculagdo
com A.flavus em trés concentragdes (10°, 10" ¢ 10° esporos mL™) e apos 12

intervalos de tempo.

Fonte de Variagao GL. QM. p-valor
Concentragao 2 3,71598 0,000
Tempo 11 0,61855 0,000
Concentragao*Tempo 22 0,14851 0,057
Erro 72 0,08973
Total 107

Coeficiente de variagdo: 3,7%
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Fixando o nivel de significancia em 5% (teste F), os resultados
encontrados indicam que apenas os efeitos principais, concentragdo (p=0,000) e
tempo (p=0,000), foram significativos, isto €, pelo menos uma das médias
apresenta diferenca significativa quando comparada com as demais. Convém
destacar que a interacdo concentracdo*dose nao foi significativa (p=0,057), o
que leva a afirmagdo de que ndo existe dependéncia entre as concentragoes
fingicas utilizadas e o periodo de tempo do experimento. Dessa forma, foi
realizado o teste Scott-Knott para cada fator, independentemente do outro. Os

resultados sdo apresentados a seguir nas tabelas 5 e 6.
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TABELA 5. Efeitos médios dos teores de aflatoxina B; em funcdo das
concentragdes de A.flavus IMI 190443.

A flavus (esporos mL™) Médias de aflatoxina B;

(ng kg?)
10° 7.619432 al
10* 7.981543 a2
10° 8.260184 a3

Me¢édias com o mesmo simbolo na vertical, ndo diferem entre si pelo Teste de
Scott-Knott, em nivel de 5% de significancia.

TABELA 6. Efeitos médios dos teores de aflatoxina B; em fungdo do tempo.

Tempo (dias) Médias de aflatoxina B, (ug kg™)
5 7.267002 al
9 7.727444 a2
10 7.838282 a2
14 7.939599 a2
6 7.945158 a2
12 7.987780 a2
21 8.023140 a3
8 8.032663 a3
13 8.065182 a3
11 8.160488 a3
7 8.209838 a3
15 8.248062 a3

Médias com o mesmo simbolo na vertical, ndo diferem entre si pelo Teste de
Scott-Knott, em nivel de 5% de significancia.
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Observa-se que no 7° ¢ 15° dias a produgdo de aflatoxina B; atingiu os
valores mais elevados, os quais ndo diferiram entre a si em 5% de significancia.
Foi verificada diferenga significativa entre as trés concentragdes fungicas em
nivel de 5% de significincia. As concentragdes de 10° ¢ 10° esporos mL™ de
A flavus produziram o maior e o menor nivel de aflatoxina B, respectivamente.

A influéncia do tamanho do indculo no crescimento ¢ na produgdo de
aflatoxina pelo Aspergillus parasiticus e Aspergillus flavus em meio sintético e
milho, respectivamente, foi relatado por Sharma et al. (1980) e Odamtten et al.
(1987). Esses autores observaram que decréscimo no tamanho do inéculo dos
fungos proporcionava aumento na producdo de aflatoxina. Em populagdes
menores de fungos, maior expansdo lateral no meio de cultivo durante o
crescimento do micélio resultava em maiores rendimentos de aflatoxina.
Segundo Farkas (1989), em altos niveis do in6culo fingico, a diminui¢ao do
processo de esporulagdo, que esta relacionado ao metabolismo secundario das
aflatoxinas e a possibilidade de decomposi¢do mais intensa da micotoxina em
periodos de incubag@o mais prolongados, sdo fatores que podem explicar essa
diferenca na produgdo de aflatoxina. Karunaratne & Bullerman (1990)
observaram esse mesmo fendomeno em arroz. Os maiores niveis de aflatoxina
foram produzidos na concentragdo de 10° esporos mL™" e os menores, quando a
concentrago era alta (107 esporos mL™) ou baixa (10° e 10" esporos mL™).

Prado et al. (1996) em trabalho desenvolvido com o Aspergillus flavus
IMI 190443 em amendoim cultivar Tatu Vermelho, verificaram, em
concentragdo de 10° esporos mL™', grande produgéo de aflatoxina B, no periodo
de 21 dias de incubacgao a 25°C.

Em fun¢do dos resultados obtidos foi feita a opg¢do de inocular o
Aspergillus flavus em concentragdo de 10" esporos mL™ (concentragio que
produziu niveis intermediarios de aflatoxina B;) e incuba-lo durante 7 dias a

25°C para verificar a producdo de aflatoxina B; em amendoim previamente
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irradiado em diferentes niveis (item 2.9). Para verificar o efeito da irradiagdo
gama na capacidade de destruir esporos do Aspergillus flavus IMI 190443 e
afetar a produgéo de aflatoxina B, (item 2.10) foi utilizada a concentragio de 10°

esporos mL™' (item 2.10).

3.3 Producdo de aflatoxina B; em amostras irradiadas e posteriormente
inoculadas com A.flavus IM1 190443
Os teores de aflatoxina B; produzidos pelo Aspergillus flavus IMI

190443, em amostras previamente irradiadas, sdo mostrados na tabela 7.

TABELA 7. Teores de aflatoxina B; em amendoim em grao, irradiado com Co
(0, 1, 2, 3, 5 ¢ 10 kGy) e inoculado com Aspergillus flavus IMI 190443, em

concentragio de 10* esporos mL™ e incubado a 25°C durante 7 dias.

SAFRA
2001/2002 2002/2003
Dose (kGy) ) 4 ) 4
Aflatoxina B; (ug kg™)* Aflatoxina B; (ug kg™)**
0 689,3 740,0
1 832,0 551,0
2 1427,0 1480,0
3 2933,0 1689,0
5 4931,0 4011,0
10 18022,0 5353.0

* Média de 3 repeticoes. **Média de 6 repetigdes

Observa-se que a producdo de aflatoxina B, apresentou aumento de

689,3 pg kg e 740,0 pg kg (amostras ndo irradiadas) para 18022 ug kg' e
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5353 pg kg (irradiadas com 10 kGy), safras 2001 e 2002, respectivamente.
Esses dados estdo consistentes com os obtidos por Hassan & Aziz (1998),
segundo os quais, ap6s irradiagdo de milho com 2,0 kGy e inoculagdo com
Aspergillus flavus EA-81 (10° esporos mL™), o nivel de aflatoxina da amostra
irradiada e inoculada (35600 ug kg™) foi superior ao da amostra néo irradiada e
inoculada (22800 pg kg™).

O aumento do teor de aflatoxina pode ser explicado por dois possiveis
mecanismos: (i) a irradiacao afeta alguns constituintes do grao, tornando-o mais
disponivel ao fungo; (ii) a irradiacdo elimina ou reduz alguma microbiota que
competiria com o fungo, resultando em melhor crescimento e producdo de
aflatoxina pelo Aspergillus spp (Hassan & Aziz, 1998).

Priyadarshini & Tulpule (1979) também observaram aumento dos niveis
de aflatoxina em trigo, previamente irradiado (0,5-2,5 kGy) e inoculado
posteriormente com Aspergillus parasiticus NRRL 2999 em concentragdo de 8 x
10° esporos mL™". O teor de aflatoxina passou de 358 pg g para 633 ug g
quando a dose aplicada de irradiagdo foi de 2,5 kGy.

Resultados semelhantes também foram obtidos por Chelack et al. (1991)
quando cevada foi irradiada (2 kGy) e posteriormente inoculada com Aspergillus
alutaceus (10° esporos g') e incubada a 28°C durante 51 dias. A produgio de
ocratoxina A foi superior quando comparada a do controle inoculado e ndo
irradiado.

Esses resultados sugerem que os cuidados de controle da umidade
relativa e da umidade dos grados de amendoim irradiados, pardmetros
importantes no processo de formacdo de toxinas, devem ser eficientes a fim de
evitar contaminagdo posterior com fungos aflatoxigénicos ¢ producao de niveis
elevados de aflatoxina. Valores de umidade superiores a 10% podem contribuir

para a produg¢ao de aflatoxinas.
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3.4 Producéo de aflatoxina B; em amostras inoculadas com A.flavus IMI
190443 e posteriormente irradiadas

Os resultados obtidos de porcentagem de infecgdo fungica e produgdo de
aflatoxina B, em amendoim em grdo inoculado e irradiado sdo mostrados nas

tabelas 8 € 9 e figuras 2 e 3.

TABELA 8. Teores de aflatoxina B; e porcentagem de infec¢do fingica em
amendoim, cultivar Tatu Vermelho, apds inoculagdo com Aspergillus flavus IMI
190443 (10° esporos mL™), irradiacio com “°Co e incubagio a 25°C durante 7

dias. Safra 2002/2003.

Infeccdo (%)

Aflatoxina B; (ug kg™h)*

Amostra Resultados Média
In natura 23 22¢ ND
(sem irradiagdo) 21
1
In(.)cula_da~ 00 100a 3290d
(sem irradiacdo) 100
Inoculada e Irradiada
(kGy)
100
0,3 100 100a 4165d
100
0,5 100 100a 7956bc
90
1,0 100 95a 7659¢
87
3,0 37 87b 8871b
5,0 43 38bc 9480ab
33
33
10,0 27¢ 9780a
21

ND = Nao Detectado.* Média de triplicata.
Valores numéricos seguidos com as mesmas letras mintisculas na vertical ndo
diferem entre si em nivel de 5% de significancia pelo teste Kruskall-Wallis.
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TABELA 9. Teores de aflatoxina B; e porcentagem de infecg¢do fungica em
amendoim, cultivar Tatu Vermelho, apds inoculagdo com Aspergillus flavus IMI
190443 (10° esporos mL™), irradiagdo com *°Co e incubagio a 25°C durante 7

dias. Safra 202/2003.

Infeccdo (%)

Amostra Aflatoxina B kg™h)*
Resultado Média 1 (ngkg?)
Inoculada 100 100 1112a
(sem irradiagdo) 100
Inoculada e
Irradiada
(kGy)
15 (2) 1 946a
2
20 5 2 236a
0
25 0 0 ND
0
30 0 ND
0

ND = Nio Detectado.* Média de triplicata.
Valores numéricos seguidos com as mesmas letras mintsculas na vertical, nao
diferem entre si em nivel de 5% de significancia pelo teste Kruskall-Wallis.
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FIGURA 2. Teores de aflatoxina B, apés irradiagdo com “’Co e inoculagio do

amendoim cultivar Tatu Vermelho com Aspergillus.flavus.IMI 190443,
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FIGURA 3. Teores de aflatoxina B, apos irradiagdo com “’Co e inoculagio

do amendoim cultivar Tatu Vermelho com Aspergillus flavus IMI 190443.
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A analise estatistica referente a porcentagem de infeccdo apods
inoculagdo, irradiagdo com ®“’Co em diferentes niveis (0,3 a 10 kGy) e incubagio
por 7 dias a 25°C, foi feita mediante o teste Kruskall-Wallis, cuja probabilidade
foi de 0,046. Comparando esse valor com o nivel de significancia de 0,05,
constata-se que ha evidéncias estatisticas de que as médias das amostras
diferiram entre si. Analogamente, a analise estatistica dos niveis de aflatoxina B,
(resposta), revelou, por meio do teste Kruskall-Wallis, probabilidade de 0,026,
ou seja, inferior a 0,05. Dessa forma, pelo menos uma dose apresentou-se
diferente em relagdo as demais (tabela 8).

A andlise estatistica referente aos niveis de aflatoxina B; apos
inoculagdo, seguido de irradiacdo em cinco niveis (0, 15, 20, 25 e 30 kGy) e
incubagdo por 7 dias a 25°C, foi feita mediante o teste Kruskall-Wallis.
Conforme se pode verificar pela tabela 9, a resposta obtida para os niveis de
aflatoxina B, foi nula para altas dosagens (25 e 30 kGy). Com base nos valores
ndo nulos obtidos foi determinada a probabilidade (p=0,061), superior ao nivel
de significancia estabelecido em 5%. Constatou-se, entdo, que niao ha evidéncias
estatisticas de diferenca significativa entre as dosagens avaliadas: 0, 15 e 20
kGy.

Observa-se que os niveis de aflatoxina B; nas amostras inoculadas e
irradiadas com doses de 0,3 a 10,0 kGy, 4165 ¢ 9780 pg kg, respectivamente,
foram superiores quando comparados ao nivel encontrado na amostra inoculada
sem irradiagdo (3290 pg kg™), atingindo cerca de 300% de aumento com a dose
de 10 kGy. Entretanto, em doses de 15,0 a 30,0 kGy, verificou-se redugao do
teor de aflatoxina B; (1112 pg kg') encontrado na amostra inoculada néo
irradiada, para valores inferiores ao limite de detec¢ao do método empregado (1
ug kg™, ou seja, ndo detectado, como nas amostras inoculadas e irradiadas com
doses de 25,0 e 30,0 kGy. Nota-se também, em elevadas doses de irradiacdo,

uma correspondéncia inversa entre niveis de aflatoxina B, e infec¢@o fungica, ou
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seja, quanto maior a dose de irradiagdo menor a viabilidade fingica e menores
niveis de aflatoxina foram produzidos por Aspergillus flavus IMI 190443. O
aumento dos niveis de aflatoxina B; nas amostras irradiadas com doses de 0,3 a
10,0 kGy pode ser explicado pela resisténcia parcial do Aspergillus flavus a
irradiagdo, pela gradativa destruicdo da microbiota competidora natural e pela
maior disponibilidade do substrato ao fungo (Chelack et al., 1991; Hassan &
Aziz, 1998). A partir de doses de irradiacdo mais elevadas, superiores a 15 kGy,
cessa a resisténcia natural e a viabilidade dos esporos fungicos, diminuindo a
producao de aflatoxina B;.

Chiou et al. (1990) observaram que apods inoculagdo de amendoim in
natura, variedade Tainam 9, com Aspergillus parasiticus NRRL 2999 em
concentragido ndo especificada, seguida de irradiagio com “°Co em doses de 0;
2,5;5,0; 7,5; 10,0 e 15,0 kGy e incubagdo durante 4 semanas a 30°C, os niveis
de aflatoxina B; foram menores quando comparados aos do controle ndo
irradiado e inoculado: de 18630 pg kg™ para 12620 ug kg (5,0 kGy); 7770 pg
kg (7,5 kGy); 4280 pg kg (10,0 kGy) e 2570 pg kg (15,0 kGy). Grios de
amendoim com intenso grau de infec¢do foram também observados. Estes
resultados estdo parcialmente coerentes com os obtidos nesta pesquisa, visto que
completa destruicdo dos conidios pela irradiacdo gama, mesmo a 15,0 kGy, ndo
foi alcangada. Por outro lado, diferentemente dos nossos resultados, foi
observada uma diminui¢do da produ¢do de aflatoxina B; em funcgdo da dose de
irradiacdo gama aplicada. Parece que o tipo da espécie fingica envolvida
(A.flavus e A.parasiticus), as condi¢bes de inoculagdo e incubagdo, a umidade e
o tamanho do inoculo afetam o crescimento fingico e a produgdo de toxina e
podem explicar essa diferenga na produgdo de aflatoxina B; em funcdo da dose
aplicada (Schindler et al., 1980; Aziz et al., 2002). Ainda existe a possibilidade,
segundo Doyle & Marth (1978), citados por Farkas (1989), de variagdo na

decomposicao da micotoxina por culturas de micélio durante prolongado tempo
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de incubacdo. Neste trabalho, a quantificagdo da aflatoxina B; foi executada
apos 7 dias de incubagdo a 25°C, diferentemente do armazenamento a 30°C
durante 4 semanas, efetuado por Chiou et al. (1990).

Farag et al. (1995) verificaram também resisténcia de esporos de
Aspergillus flavus NRRI 3145, em concentragdo ndo especificada, apds
inoculagdo em amendoim previamente esterilizado a 121°C durante 15 minutos e
irradiagdo a 5,0, 10,0 ¢ 20,0 kGy. Da mesma forma, a produgdo de aflatoxina B,
estava presente mesmo apos uma dose de 20,0 kGy.

O processo de irradiagdo deve ser visualizado como uma opg¢ao valida no
controle de fungos aflatoxigénicos. Entretanto, caso ocorra recontaminagdo de
amendoim em grdo previamente exposto a irradiacdo, com esporos toxigénicos,
em condi¢des adequadas de temperatura e umidade para a viabilidade fingica,
podera ocorrer producao de aflatoxinas em niveis mais elevados. Dessa forma, a
utilizagdo da irradiagdo gama para reduzir a populagdo natural fingica deve estar
conjugada com as boas praticas de fabricagdo, como adequada higienizacao,
secagem e armazenamento com baixa umidade relativa, para preservar a

seguranga ¢ a qualidade do produto.
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4 CONCLUSOES

Irradiagdo gama (“°Co) nas doses de 5 e 10 kGy ¢é efetiva na redugdo da

microbiota fungica natural de amendoim, cultivar Tatu Vermelho.

Produgdo de aflatoxina B; pelo Aspergillus flavus IMI 190443 ¢ maior

em concentragdo mais diluida de esporos (10° esporos mL™).

Contaminagdo de graos de amendoim previamente irradiados, com cepa

aflatoxigénica, pode aumentar a produgao de aflatoxinas.

Irradiagio gama (°°Co) ndo é totalmente efetiva para destruir esporos

fingicos, a menos que doses elevadas sejam empregadas (25 e 30 kGy).
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CAPITULO 4

EFEITO DA IRRADIACAO GAMA (PCo) NA FREQUENCIA FUNGICA
DE AMENDOIM in natura EM FUNCAO DO TEMPO DE PRATELEIRA
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RESUMO

PRADO, G. Efeito da irradiagio gama (°°Co) na freqiiéncia fingica de
amendoim in natura em fun¢do do tempo de prateleira. In: . Influéncia da
irradiacio gama (*°Co) na microbiota fangica e na aflatoxina B; em
amendoim (Arachis hypogaea L.). 2005. Tese (Doutorado em Ciéncia dos
Alimentos) - Universidade Federal de Lavras. Lavras, Minas Gerais, Brazil.

Foi verificado o efeito da irradiagio gama (“°Co) na capacidade de
destruir a microbiota fingica, em amendoim em grao, cultivar Tatu Vermelho,
da safra 2003 (segundo semestre). Os grdos de amendoim, apds a irradiagdo,
foram mantidos a temperatura ambiente em embalagem plastica comercial,
durante 180 dias. Para a determinagdo da porcentagem fungica foi utilizada a
técnica do plaqueamento direto utilizando o meio Agar Dicloran Rosa de
Bengala Cloranfenicol (DRBC), desinfetando ou nao os graos com solucao de
hipoclorito de sodio. Em gridos de amendoim irradiados e desinfetados
externamente, observou-se reducdo da infeccdo fungica a 5 kGy e destrui¢ao
total de fungos a 10 kGy, apos 180 dias de armazenamento a temperatura
ambiente. Em grios irradiados e ndo desinfetados externamente foram
verificados, em fun¢do do tempo de armazenamento, aumento da populacao de
fungos com a dose de 1 kGy, reducdo com a dose de 5 kGy e eliminagdo total
com a aplicagdo de 10 kGy. A irradiagao gama, na dose de 10 kGy ou superior,
demonstrou ser um processo eficaz na redu¢do da microbiota fungica de
amendoim em grao, cultivar Tatu Vermelho.

Orientadora: Profa. Dra. Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA
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ABSTRACT

PRADO, Guilherme. Gamma-irradiation effect (**Co) in fungi frequency of
peanuts in natura and after storage. In: . Gamma-irradiation influence
on mycoflora and on aflatoxin B; in peanut (Arachis hypogaea L.). 2005.
Thesis (Doctorate in Food Science) — Federal University of Lavras, Lavras,
Minas Gerais, Brazil.

Gamma-irradiation effect was verified in order to destroy the mycoflora
of peanuts grain, cultivar Tatu Vermelho, 2003 crop (second semester). The
peanuts grains, after irradiation, were kept at room temperature, in plastic bags,
during 180 days. To determine the percentage of fungi, the direct plating
technique was used and the grains were plated out on mycological media
dicholoran rose bengal chloranphenicol (DRBC), desinfected or not with sodium
hypochlorite solution. Irradiated and desinfected peanuts was observed a
reduction of fungi infection at 5 kGy and total fungi destruction at 10 kGy, after
180 days in storage at room temperature. Irradiated and non desinfected grains
showed a increase of fungi population with 1 kGy dose, reduction with 5 kGy
dose and total destruction with 10 kGy dose. Gamma-irradiation, in 10 kGy dose
or higher, showed to be an efficient process to reduce the mycoflora of peanuts,
cultivar Tatu Vermelho.

Adviser: Profa. Dra. Eliana Pinheiro de Carvalho — UFLA
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1 INTRODUCAO

Os fungos estdo amplamente distribuidos no solo, plantas, matéria
organica em decomposi¢do, agua, ar ¢ poeira. Conseqlientemente, produtos nio
processados de origem animal e vegetal podem tornar-se contaminados com uma
ampla variedade de espécies fungicas dessas fontes. Sob condi¢des favoraveis,
os fungos podem crescer em diferentes tipos de alimentos (cereais, carne, leite,
frutas, vegetais e graos) e causar deterioragdo (Beuchat, 1992; Filtenborg et al.,
1996).

Os fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium, Rhizopus e Mucor sao
encontrados principalmente em armazéns, depdsitos e silos, (Ismail, 2000;
Miller, 1995; Sinha & Sinha, 1991). Segundo Bueno et al. (2004) pode ser
identificado um terceiro grupo durante o armazenamento de cereais como 0s
fungos de deterioracdo avangada (Papulospora, Sordaria, Fusarium
graminearum e membros da ordem Mucorales), que podem estar misturados
com os outros gé€neros citados anteriormente. Contudo, a fonte original dos
fungos nas circunstancias descritas é o campo (Miller, 1995).

Somente nos ultimos 30 anos tornou-se claro que o crescimento de
fungos em alimentos e ragdes pode produzir toxinas, conhecidas como
micotoxinas, as quais sdo definidas como metabolitos secundarios, ou seja, ndo
apresentam nenhuma fun¢do no metabolismo normal que envolve o
desenvolvimento dos fungos. Sdo compostos de baixo peso molecular,
produzidos no final da fase log de crescimento e que provocam resposta toxica
em vertebrados e outros animais quando ingeridos em baixa concentracao (Pitt,
2000).

Muitos fungos capazes de produzir micotoxinas sdo também freqiientes
contaminantes de alimentos e produtos agricolas. Os fungos micotoxigénicos

associados com a cadeia alimentar abrangem basicamente trés géneros:
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Aspergillus , Penicillium e Fusarium (Pitt et al., 2000). Os fungos pertencentes
aos dois primeiros géneros sdo comumente encontrados como contaminantes de
alimentos durante a secagem e armazenamento, enquanto o ultimo ¢é descrito
como patogeno de plantas que produzem micotoxinas antes ou imediatamente
apos a colheita (Sweeney & Dobson, 1999).

O processo de prevencdo e controle das micotoxinas, apés mais de 40
anos da sua descoberta, ainda ndo apresentou um modelo seguro, eficaz e de
solucdo definitiva. A técnica de radiagdo ionizante ¢ um processo fisico que esta
sendo utilizado atualmente com o objetivo de aumentar a vida de prateleira e
aprimorar a seguranca dos alimentos pela desinfestacdo de grdos, especiarias,
vegetais e frutas secas; inibi¢do de brotamento de bulbos; destruicdo de parasitas
em carnes vermelhas e retardo na maturagao de frutas e vegetais, sem alterar a
temperatura natural do produto (CAST, 2003)

Trés sdo as fontes utilizadas em unidades de radiacdo: (1) raios gama
produzidos por fontes de “Co e ''Cs; (2) raios-x gerados por maquinas
operadas com energia maxima de 5 milhdes de elétrons-volt (Mev); e (3) feixes
de elétrons produzidos por aceleradores de elétrons com energia maxima de 10
Mev (Diehl & Josephson, 1994).

Algumas investigagdes descritas na literatura mundial destacam a
eficiéncia da irradiagdo gama no controle de espécies fungicas de Aspergillus e
Penicillium em diferentes alimentos (Rodriguez Jorge & Garzon, 1993; Aziz et
al.,, 1999; Aziz & Mahrous, 2003). Entretanto, ndo foi ainda relatado o efeito da
irradiagdo gama na capacidade de redugdo da porcentagem fingica natural do
amendoim, cultivar Tatu Vermelho, plantado no Brasil, em fun¢do da dose
aplicada e do tempo de armazenamento.

No Brasil, a legislagdo que trata do emprego da irradiagdo em alimentos
¢ a Resolugdo RDC N.” 21, de 26 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude (Brasil, 2001). As doses a serem
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aplicadas devem ser compativeis com os efeitos desejados, ndo tendo a
legislagdo fixado valores minimos ou maximos.

O objetivo do trabalho foi verificar o efeito da irradiagdo gama (°°Co),
em diferentes niveis, na porcentagem de infec¢do flingica de amendoim in
natura, variedade Tatu Vermelho, com e sem o processo de desinfeccdo dos

graos, em fun¢do do tempo de prateleira.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Foram utilizadas amostras de amendoim em grdo in natura (18 kg)
enviadas pela Santa Helena Industria de Alimentos S. A. (Ribeirdo Preto - Sdo
Paulo), variedade Tatu Vermelho, da safra do segundo semestre de 2002/2003,

isentas de aflatoxinas.

2.2 Preparo das amostras para o processo de irradiagéo

Experimento 1: As amostras, em duplicata, foram acondicionadas em
sacos plasticos, contendo cerca de 500 g cada, reproduzindo a embalagem
comercial exposta no comércio.

Experimento 2: As amostras, em triplicata, foram acondicionadas em
sacos plasticos contendo cerca de 500 g cada, como no experimento 1.

Todo esse procedimento foi executado em capela de fluxo laminar.

2.3 Meio de cultivo

Foi utilizado o meio de cultura Agar Dicloran Rosa de Bengala
Cloranfenicol (DRBC/Difco), conforme recomendado por King et al. (1979) e
Pitt & Hocking (1999).

2.4 Isolamento e determinacéo fangica

A quantificacdo da infec¢ao fungica foi efetuada utilizando a técnica do
plaqueamento direto, segundo Pitt & Hocking (1999), considerada por Ismail
(2000) a técnica adequada para isolamento de fungos em amendoim em grao.

Os grdos de amendoim de cada uma das amostras do experimento 1

foram desinfetados externamente, por imersao, em uma solucdo de hipoclorito
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de s6dio a 0,4%, por 2 minutos. Posteriormente, de cada uma das duas amostras
irradiadas, por dose de irradiagdo aplicada, distribuiram-se, em duplicata, 5
graos/placa, em um total de 10 placas (50 grdos) contendo o meio de cultivo
DRBC (item 2.3), preparado como sugerido por Taniwaki & Silva (2001).
Foram utilizados, portanto, 200 graos de cada amostra por nivel de irradiacao.
Seguiu-se incubagdo a 25°C durante 5 dias, e entdo foi observado o crescimento
visual fungico. Os resultados foram expressos em porcentagem de infecgdo
interna apo6s 0, 20, 60 ¢ 180 dias de acondicionamento a temperatura ambiente.
As amostras irradiadas do experimento 2 (em triplicata), ndo sofreram o
processo de desinfeccdo e foram distribuidas, da mesma forma, utilizando 5
graos/placa, em um total de 10 placas (50 graos) contendo o meio DRBC. Foram
utilizados, portanto, 150 grios de cada amostra por nivel de irradiagdo. Seguiu-
se incubagdo a 25'C durante 5 dias, e entdo foi observado o crescimento visual
fingico. Os resultados foram expressos em porcentagem de infeccdo apos 0, 60

e 180 dias de acondicionamento a temperatura ambiente.

2.5 Procedimento de irradiacéo e acondicionamento posterior das amostras

O processo de irradiagdo foi executado no Laboratério de Irradiacdo
Gama do Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear - CDTN/MG. A
taxa de dose utilizada foi por volta de 6,0 kGy h™' e o irradiador com uma fonte
de ®°Co ¢ de tecnologia da Nordion Canadian.

Para o experimento 1 foram utilizadas as doses de irradiacdo gama de 0,
1, 5 e 10 kGy. Imediatamente apds o processo de irradiagdo foi efetuada a
determinagdo da porcentagem fungica (item 2.4), representando o tempo (dias)
0. As embalagens que continham o restante das amostras foram devidamente
fechadas e deixadas & temperatura ambiente durante 20, 60 ¢ 180 dias, quando

novamente foi efetuada a determinagdo da infec¢do fungica.
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Para o experimento 2 foram utilizadas as doses de 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25
e 30 kGy. Apds o processo de irradiacdo, foi efetuada também a determinagao
da porcentagem fungica (item 2.4), representando o tempo (dias) 0. As
embalagens que continham o restante das amostras, foram devidamente
fechadas, e deixadas a temperatura ambiente durante 60 ¢ 180 dias, quando

novamente foi efetuada a determinagdo da infec¢do fungica.

2.6 Delineamento experimental e analise estatistica

No experimento que envolveu desinfec¢cdo externa com hipoclorito (item
2.5) a andlise estatistica foi feita por meio de um delineamento inteiramente
casualizado no esquema fatorial, cujos fatores foram doses (0, 1, 5 e 10 kGy) e
tempo (0, 20, 60 e 180 dias). Os dados foram submetidos a analise de varidncia
para verificar a presenca de efeitos significativos e, nestes casos, foi aplicado o
teste de Tukey para determinar as diferencas entre as médias, em nivel de 5% de
significancia. Foram utilizados os recursos do software estatistico SAS (SAS,
1996; Sampaio, 1998).

Em relacd@o a variavel porcentagem de infecg¢do sem desinfeccdo externa
(item 2.5), foi utilizada a técnica exploratoria de dados, mais especificamente os

graficos “Box-Plot” (Bussab & Morettin, 2003).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se pela tabela 1 que a irradiacdo gama reduziu a contaminagao
fungica em amendoim, previamente desinfetado, nas trés doses utilizadas e
durante todo o intervalo de tempo do experimento. Na dose de 10 kGy nao foi
observado crescimento fliingico, mesmo apds 6 meses de armazenamento a
temperatura ambiente.Observou-se que nos tempos iniciais (0 e 20 dias), as
médias de infeccdo em 0 e 1 kGy foram semelhantes. Para os maiores tempos
(60 e 180 dias) isso nao foi observado. As figuras 5 ¢ 6, em Anexos, pagina 185,
ilustram estes resultados.

Chiou et al. (1990) verificando o grau de infecgdo fingica natural em
grios de amendoim, apés irradiagio com “’Co em doses de 0, 2,5, 5,0, 7,5, 10,0
e 15,0 kGy, observaram que a 2,5 kGy, 45% das sementes ainda apresentavam
fungos viaveis, mostrando crescimento ap6s 3 dias de incubagdo a 30°C, em
meio de Agar Dextrose Batata. Os fungos foram completamente eliminados em
dose igual ou maior a 5,0 kGy. Constatou-se também que amendoim (100 g)
mantido durante 2 meses em sacos plasticos, em ambiente umido, apds
irradiagdo, ndo mostrou crescimento visivel com doses de irradiagao de 10 e 15

kGy.

170



TABELA 1. Porcentagem de infec¢do fungica em amendoim in natura,
previamente irradiado (°°Co) e externamente desinfectado, seguido de

armazenamento a temperatura ambiente por diferentes periodos de tempo.

Irradiacéo Tempo (dias)
Gama 0 20 60 180
(kGy) % Infeccdo *
0 24* 16a 17a 15a
1 21° 12a 7b 6b
5 6b 8b 5b 3b
10 0 0 0 0

"' Os valores numéricos representam a média de 4 repeticdes.
Médias seguidas de mesma letra mintscula na vertical ndo diferem significativamente
entre si pelo Teste de Tukey (p< 0,05).

Os resumos das analises estatisticas referentes a tabela 1 sdo mostrados

nas tabelas 2 e 3. O valor correspondente a 10 kGy (0%) nao foi incluido.

TABELA 2 — Analise de variancia para a resposta porcentagem de infecgao.

FV GL QM Fc Pr>Fc
DOSES 2 650.2500 51.336 0.0000
TEMPO 3 193.4444 15.272 0.0000

DOSES*TEMPO 6 44.6944 3.529 0.0075
ERRO 36 12.6666
TOTAL 47

Coeficiente de variacdo (%) =31,6
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Considerando o nivel de significancia fixado em 5% e analisando os
resultados mostrados na tabela 2, pode-se verificar que os efeitos principais,
doses de irradiagdo gama e tempo foram significativos, isto é, seus respectivos
niveis apresentaram pelo menos uma média diferente das demais. Em relagdo a
interacdo doses*tempo, observou-se resultado significativo (p< 0,05). Assim
sendo, constatou-se dependéncia entre os fatores avaliados. Portanto, tornou-se
necessaria melhor investigacao por meio do desdobramento das doses em fungao

do tempo, cujos resultados estdo na tabela 3.

TABELA 3 — Analise de varidncia dos niveis de doses de irradiagdo gama
fixado o tempo.

FV GL QM Pr>Fc
DOSES /0 2 380.3333 0.0000
DOSES /20 2 72.3333 0.0067
DOSES /60 2 185.3333 0.0000
DOSES/180 2 146.3333 0.0001
RESIDUO 36 12.6667

Constatou-se que o efeito dose para todos os tempos avaliados
apresentou pelo menos uma média diferente das demais para nivel de
significancia de 5%. A identificagdo dessas diferencas foi registrada pelo teste
de Tukey, conforme mostrado na tabela 1.

Considerando que a industria de alimentos, caso venha futuramente a
utilizar a irradiagdo gama como uma alternativa no processo de conservagio e
garantia de qualidade de grdos, provavelmente ndo ird realizar o processo de

desinfeccdo apos a irradiagdo, os dados da tabela 4 refletem melhor a realidade.
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TABELA 4. Porcentagem de infec¢do fungica em amendoim in natura,
previamente irradiado (*’Co) e sem desinfecgdo, seguido de armazenamento a

temperatura ambiente por diferentes periodos de tempo.

Tempo ( dias)

Irradiacéo
(KGy) 0 : 60 _ 180
% Infeccéo

0 82,0 90,7 100,0
1 59,1 64,0 75,3
5 17,3 7,3 4,0
10 0 0 0
15 0 0 0
20 0 0 0
25 0 0 0
30 0 0 0

1 - Valores numéricos representam média de 3 repetigdes

Observa-se que a porcentagem de infeccdo fungica nas amostras de
amendoim em grdo, ndo irradiadas e sem desinfec¢cdo, aumentou de 82% para
90,7% e para 100%, no tempo de 0, 60 e 180 dias, respectivamente. Resultados
idénticos foram obtidos por Bhattacharya & Raha (2002) na India, apés
observarem durante um ano, em um armazém da cidade de Santinikihan, a
microbiota fingica de amendoim em grdo. O grau inicial de infec¢do fungica foi
de 70%, atingindo 100% no final do experimento.

Para um melhor entendimento dos resultados obtidos foi executada
analise exploratoria da porcentagem de infeccdo através dos graficos
denominados por “Box-Plot”. As médias sdo representadas por pontos
vermelhos e a variabilidade dos resultados, pela amplitude de cada caixa. O

valor nulo corresponde a um trago. Em doses inferiores a 10 kGy notaram-se
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respostas diferenciadas, ocasionando uma variabilidade que é demonstrada pelas

amplitudes de cada caixa (Figuras 1, 2 e 3).
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FIGURA 1 — Box-Plot para as doses de irradiagao fixado o tempo 0 (dias) —
inicio do experimento.
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FIGURA 2 — Box-Plot para as doses de irradia¢do fixado o tempo 60 (dias).
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FIGURA 3 — Box-Plot para as doses de irradiagdo fixado o tempo 180 (dias).

Foi observado aumento da infecg¢do fungica depois de 60 ¢ 180 dias,
quando as amostras foram irradiadas com 1 kGy e ndo foram desinfetadas com
hipoclorito. A partir de 5 kGy, os niveis de infec¢do fungica apresentaram
valores inferiores apds o tempo inicial de armazenamento, indicando que a partir
dessa dose, mesmo que ndo tenha ocorrido morte dos fungos, foi observada uma
injuria que afetou o desenvolvimento. Nota-se também que, com a irradiagdo
com *Co em doses de 10, 15, 20, 25 e 30 kGy os niveis de infestacdo foram
reduzidos para 0%, tanto no inicio da estocagem como depois de 6 meses de
permanéncia & temperatura ambiente. Aziz & Youssef (2002) observaram que
com uma irradiacio de 5 kGy (“°Co) os fungos em amendoim em grio eram
completamente destruidos. A contagem inicial de 8,2 x 10* UFC/g foi reduzida
para <10 UFC/g. Apesar de os resultados das técnicas de plaqueamento direto
(% de infecgdo) e Contagem Total de Fungos e Leveduras (UFC/g) nao

apresentarem uma correlagdo (Pitt & Hocking, 1999), pode-se afirmar que a
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irradiagdo gama é uma boa alternativa para o controle de fungos em amendoim
em grao, quando uma dose de 5 kGy ou maior for aplicada.

Observa-se que a porcentagem de infecg¢do fungica inicial dos graos de
amendoim, sem desinfec¢do com hipoclorito, atingiu 82%, enquanto 24% dos
graos estavam contaminados inicialmente com fungos apds o processo de
desinfeccao. Este valor representa, na realidade, a porcentagem de fungos que
efetivamente invadiram os graos.

Aziz et al. (1994) analisando amostras de graos de amendoim
comercializadas no Cairo (Egito), observaram crescimento fingico em 75% das
sementes desinfetadas superficialmente, enquanto detectou-se crescimento de
fungos em 85% das sementes ndo desinfetadas. Em amostras de amendoim
coletadas em diferentes supermercados de dois paises tropicais da Africa
(Uganda e Kénia), foram registrados 69% e 74%, respectivamente, de infestacao
com fungos ap6s descontaminagdo com hipoclorito (Ismail, 2000). A afirmativa
de que as variagOes encontradas nos resultados de porcentagem fungica das
amostras podem ser devidas a diferentes meios de cultivo utilizados nao
apresenta fundamento. Taniwaki et al. (2001) verificaram, em amendoim e em
outros 13 diferentes tipos de alimentos, que os meios Agar Dicloran Rosa de
Bengala Cloranfenicol (DRBC), Agar Dicloran Glicerol 18% (DG18) e Agar
Dextrose Batata, os meios de cultura mais utilizados neste tipo de andlise,
apresentaram um coeficiente de correlagdo, para recuperagdo de contagem total

de fungos, na faixa de 0,9903 ¢ 0,9781.
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4 CONCLUSOES

Irradiagio gama (°Co) na dose de 5 kGy é capaz de reduzir a
porcentagem fungica de amendoim em grio, apos 20, 60 e 180 dias a
temperatura ambiente, quando comparada & contaminagdo inicial e

independentemente da utilizagdo do processo de desinfeccdo.

Irradiagio gama (“°Co) na dose de 10 kGy ou superior ¢ capaz de
reduzir totalmente a contaminagdo fungica (0%) de amendoim em grdo, por 6
meses, a temperatura ambiente, independentemente do processo prévio de

desinfeccdo.

Amendoim em grdo ndo irradiado e ndo desinfetado externamente,
proporcionou aumento do grau de infec¢do fungica durante o periodo de

armazenamento.
Irradiagdo gama (“°Co) na dose de 1 kGy, em amendoim em grio, nio

desinfetado superficialmente, produziu aumento do grau de infec¢do flingica

com o aumento do tempo de armazenamento.
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FIGURA 1. Estrutura quimica da aflatoxina B1.
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FIGURA 2. Fonte de cobalto 60 duplamente encapsulada em aco inoxidavel.

No irradiador Panoramico
com armazenamento a seco,
os produtos séo colocados
sobre mesas giratérias
localizadas ao redor da fonte
de Cobalto 60. A distancia
dos produtos a fonte pode ser
variada, permitindo uma
gama extensa de taxas de
dose, proporcionando a
irradiacéo simultanea de
produtos com doses
diferentes

O irradiador com
armazenamento a seco
prové blindagem propria
para a fonte, ndo
necessitando de piscina. A

FIGURA 3. Irradiador apresentando mesas giratdrias localizadas ao redor
da fonte de cobalto 60. (Centro de Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear
- CDTN - BH/MG).
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FIGURA 4. Irradiador do Centro de Desenvolvimento de Tecnologia
Nuclear — CDTN - BH/MG.
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FIGURA 5. Amendoim em grao sem irradiacéo (branco) e ap6s irradiacéo
com ®Co (1 kGy), seguido de desinfeccdo e cultivo em meio de Agar
Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC) e incubacéo por 5 dias a
25°C.

FIGURA 6. Amendoim em gréo irradiado com ®Co (5 e 10 kGy), seguido
de desinfeccdo e cultivo em meio de Agar Dicloran Rosa de Bengala
Cloranfenicol (DRBC) e incubacéo por 5 dias a 25 °C.
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FIGURA 7. Separagéo e identificagdo das aflatoxinas B1, B2, G1, G2 por

cromatografia em camada delgada.
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FIGURA 8. Quantificacdo da aflatoxina B1 comparando as &reas das
solucBes dos extratos das amostras (1 a 5) e da curva padréo (6 a 10) por

densitometria.
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