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RESUMO

PEREIRA, Marcelo Claudio. Efeito da adiciio de condimentos no controle de
microrganismos, na conservacio de produtos de panificacio e na
inibicio de metabolites produzidos por fungos associados ao café.
Lavras: 2001. 104p. (Dissertagdio — Mestrado em Ciéncia dos Alimentos).*

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito “in vitro” de condimentos
em po, alho, canela, cebola, cravo-da-india, erva-doce, horteld, louro,
manjericdo, orégano ¢ tomilho. Os condimentos foram adicionados aos meios de
cultura BDA e CYA20S nas concentragdes de 0%, 1%, 2%, 3% e 4%. Testou-se
também um consevante quimico, propionato de cdlcio, comumente utilizado em
produtos de panificagdo nas concentragdes de 0,15% e 0,30% sobre o
crescimento micelial e esporulagdo dos fungos associados a produtos de
panificagdo. Na primeira etapa do trabalho foram selecionados os condimentos
alho, canela, cravo e tomilho para a extragdo dos Oleos essenciais que foram
testados nas concentragdes de 500; 1000; 1500 e 2000ppm, exceto o cravo que
foi testado nas concentragdes de 200; 400; 600 ¢ 800ppm. Como culturas teste
foram utilizados os géneros de fungos Rhizopus sp.; Penicillium spp.; Eurotium
repens e Aspergillus niger obtidos de pdes descartados para o consumo.
Avaliou-se também o efeito dos condimentos em po nas mesmas concentragdes
descritas anteriormente sobre a produgio de aflatoxina e ocratoxina A de duas
cepas produtoras Aspergillus flavus e Aspergillus ochraceus respectivamente,
isoladas de gros de café (Coffea arabica L.). A cafeina foi avaliada quanto ao
seu efeito em inibir esses metabolitos nas concentragdes de 0,5%, 0,8, 1,0 e 2,0.
Na avaliagdo “in vivo” dos condimentos em po, alho; canela e cravo foram
testadas as concentragdes de 0%, 0,5%, 1%, 1,5% e 2% e do conservante
quimico propionato de célcio nas concentragdes de 0,15 e 0,30%. Os produtos
de panificagio escolhidos para estes testes visando o aumento na vida de
prateleira foram, péo integral; pdo de centeio ¢ rosca de magé, por serem de facil
perecibilidade.

*Comité orientador: Dra. Sara Maria Chalfoun de Souza — EPAMIG
(Orientadora), Dra. Vania Déa de Carvalho — UFLA (Co-orientadora).



ABSTRACT

PEREIRA, Marcelo Claudio. Effect of spices in the control of
microorganisms, conservation of bread-making products and product
metabolites produced by fungus associated with coffee. Lavras: 2001.
104p. (Dissertation of Master’s degree in Food Science)*

The objective of this work was to evalvate the effect "in vitro" of
powdered spices, garlic, cinnamon, onion, clove, anise, mint, basil, laurel,
oregano and thyme. The spices were then added through means of BDA and
CYA20S to concentrations of 0%, 1%, 2%, 3% and 4%. They were also tested
the chemical preservative , calcium propionate, commonly used in bread-
making products in concentrations of 0.15% and 0.30% in accordance with the
micelial growth and esporulation of the fungus associated with bread-making
products. In agreement with the first stage of the work, the following spices
were selected ;garlic, cinnamon, clove and thyme ,for the extraction of the
essential oils for test concentration of 500, 1000,1500 and 2000ppm. except
clove ,which was tested in 200: 400: 600 and 800ppm concentrations. The
culture test used were Rhizopus sp., Penicillium spp., Eurotium repens and
Aspergillus niger from discarded breads.The effect of the powdered spices was
also evaluated in the same concentrations previously mentioned over the
production of aflatoxin and ochratoxin A, from two stump producers ;
Aspergillus flavus and Aspergillus ochraceus, isolated from coffee beans
(Coffee arabica L.) . Caffeine was also evaluated to see it's effect on inhibiting
the metabolites in concentrations of 0.5% , 1.8% , 1.0% , and 2.0% . Evaluation
min vivo" of garlic, cinnamon and clove was tested in concentrations of 0%,
1.5%, 1%, 1.5%, and 2%, and of chemical preservative, calcium propionate,
in concentrations of 0.15 and 0.30%. The bread-making products chosen for
these tests that showed an increase in shelf life were, wholewheat bread, rye
chisen bread and apple strudel, because they are seen as perishables.

*Guindance Committee: Dra. Sara Maria Chalfoun de Souza - EPAMIG
(Major Professor), Dra. Vania Déa de Carvalho — UFLA (Co-adviser).



CAPITULO 1
1 INTRODUCAO GERAL

O uso de condimentos como conservantes em alimentos € hoje evidente
por vérias razdes. Substincias naturais adicionadas aos alimentos torna-os mais
atrativos ao consumidor por ndo apresentarem efeito toxico mesmo quando
empregadas em quantidades relativamente altas. A literatura popular e
profissional estd repleta de recomendagbes e sugestdes de como incorporar
varios condimentos na dieta.

Os produtos quimicos comumente usados nos processos de conservagio
de alimentos além de elevar o custo do produto final, podem ser eventualmente
toxicos. A redugio de sal e agiicar em alimentos por razdes dietéticas tende a
aumentar o uso de condimentos que contém baixos niveis de s6dio e contribuem
com uma quantidade desprezivel de calorias. Sdo recomendadas fregiientemente
misturas de condimentos em substituicdo ao sal, sendo que o aumento no
consumo de condimento pode produzir uma troca bacteriana na érea intestinal,
alteragdo esta que pode reduzir a incidéncia de cancer. (Shelef, 1983).

A agdo preservativa de ervas e temperos, como canela, cravo-da-india,
horteld-pimenta, alecrim, gengibre, pimenta, alho, cebola, louro, tomilho,
manjericdo e eucalipto, entre tantos outros, tem recebido uma atengdo especial
na literatura cientifica em vérias partes do mundo. Estudos tém relatado que a
produgio de micotoxinas e o desenvolvimento de fungos, bem como de bactérias
patogénicas e leveduras, podem ser inibidos por extratos e ou 6leos destes

condimentos (Bullerman, Liew e Seier, 1977; Hitokoto et al., 1980).



Em alimentos para consumo humano e animal € crescente a preocupagéo
com a qualidade microbioldgica, principalmente em relagio aos fungos
toxigénicos e seus metabélitos, como as micotoxinas que sio substincias toxicas
e potencialmente cancerigenas.

Na intengdo de inibir ¢ diminuir a incidéncia dos fungos e das
micotoxinas, alguns produtos quimicos tém sido testados, porém, estes muitas
vezes ndo podem ser adicionados aos alimentos pelos seus efeitos nocivos &
saude.

Desta forma, a presente pesquisa teve como objetivo confirmar a agdo
inibidora de condimentos sobre o desenvolvimento e esporulagio de fungos
associados a produtos de panificagio através de testes “in vitro”, avaliando ainda
a produgdo de aflatoxina e ocratoxina A por duas cepas de fungos toxigénicos
isoladas de grdos de café (Coffea arabica 1..). O teste “in vivo”, demonstrou a
aplicagiio prética através da confecgdio de pdies com condimentos visando a
inibicio de microrganismos em substituigdo a conservantes quimicos que

exercem agdo detrimental a satide humana.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Microbiota associada a produtos de panificacfio e meios de conservagiio

Pesquisadores de varias partes do mundo procuram incessantemente
processos de produgdo e de conservagdo de alimentos que mantenham suas
caracteristicas fisico-quimicas, organolépticas e nutricionais, proporcionando-
lhes o méximo de vida de prateleira e evitando quaisquer alteragBes indesejaveis
(Nazato, 1991).

De acordo com Calvel (1987), o pdo é um dos alimentos energéticos de
grande consumo com rapida e ficil absorgdo pelo organismo que ganha
constantemente mais adeptos e participa na dieta de uma faixa consideravel da
populagio.

As caracteristicas externas e internas dos produtos de panificagéo
dependem da qualidade, da quantidade ¢ do tipo dos ingredientes da férmula,
tipo de fermentagio, tempo e temperatura de cozimento e praticas
complementares do processamento. Dentre os ingredientes basicos, o
fundamental é a farinha, que pode derivar de vérios cereais, especialmente do
trigo. (El-Dash, Camargo e Diaz, 1982).

Martinelli Filho (1987a) e Smith ¢ White (1988) citam que os cereais e
os alimentos deles derivados, sdo pouco sujeitos & deterioragio microbiana se
preparados e armazenados em condigdes adequadas. O impacto que exerce o
nivel de umidade sobre o desenvolvimento dos fungos ¢ tdo grande que basta um
pequeno aumento no teor de umidade de 0,25% para causar diminui¢dio no
tempo necessario para que inicie o desenvolvimento de fungos, ¢ um aumento da
mesma abrird uma porta de entrada para bactérias e leveduras.

Nas farinhas de trigo, as bactérias normalmente presentes incluem

esporos de Bacillus, bactérias coliformes, e representantes dos géneros



Achromobacter, Flavobacterium, Sarcina, Micrococcus, Alcaligenes e Serratia.
Entre os fungos, Aspergillus e Penicillium sdo os mais freqiientes, podendo
também aparecer espécies de Alternaria, Cladosporium e outros géneros.

Para Pence citado por Nazato (1991) os produtos de panificagdo frescos
sdo facilmente pereciveis e muito sensiveis as priticas dos métodos de
conservagdo, estocagem e distribuigdo. As caracteristicas dos produtos de
panificagéo, declinam rapidamente a partir do momento que sdo retirados do
forno.

Martinelli Filho (1987b) cita que os principais tipos de deterioragdo em
pdes sdo o “emboloramento” e a “viscosidade” aparecendo dentro de trés dias
apés o cozimento. A “viscosidade” é uma alteragio comumente observada em
pdes de fabricagdo caseira, especialmente durante estagSes quentes e Umidas. E
causada por esporos de bactéria do género Bacillus contaminando os
ingredientes, principalmente a farinha, equipamentos ¢ ldminas cortadoras. Os
contaminantes podem ser trazidos pelo ar e penetrar na massa devido a praticas
inadequadas, como aquecimento insuficiente do forno, esfriamento prolongado e
armazenamento em locais quentes e umidos. Segundo Calvel (1987), a falta de
acidez facilita o aparecimento desta alteragio causada pelo Bacillus
mesentericus, seus esporos podem ser tornarem resistentes a cocgdo do pdo e, se
o meio é favordvel, podem desenvolver-se no interior do péo tornando o miolo
cinzento e colante, originando odor e gosto pitridos.

O “emboloramento” é o tipo de deterioragdo mais importante nos
produtos de panificagdo sendo causado pelo desenvolvimento de fungos. Os
mais freqiientes sdo: Rhizopus nigricans, Penicillium expansum, Aspergillus
niger e Neurospora setophilla.

Segundo Martinelli Filho (1987b), a deterioragdo por fungos pode ser

favorecida por virias causas, tais como:



1) Tempo de resfriamento muito prolongado do produto, contaminagdo muito
densa do ar, intensa e desnecessdria circulagdo de ar na sala, etc. 2) Fatiamento,
operacgéo na qual maior quantidade de ar ¢ introduzida no péo, além do perigo de
forte contaminagdo nas préprias liminas cortadoras. 3) Acondicionamento dos
pées ainda quentes com posterior evaporagdo de dgua. 4) Armazenamento dos
pées em lugar quente e imido.

Segundo Martinelli Filho (1987b), os métodos de conservagdo de
alimentos dependem dos ingredientes, da formulagio do tipo de
acondicionamento, do método de preservagdo, da temperatura, da circulagdo de
ar, entre outros.

Dentre os métodos de conservagdo, na area de panificagdo os mais
usados sdo a adigdo de conservantes quimicos & massa e a preservagéo dos
produtos a baixas temperaturas. Apesar de serem mais indicados, os
conservantes possuem efeitos colaterais eventualmente téxicos (Simdo, 1985). O
Comité Misto FAO/OMS, reunido em 1976, reconheceu a preocupagdo dos
paises industrializados, ou em processo de industrializagio, com os
contaminantes’carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos e compartilha com as
autoridades sanitdrias dos paises em desenvolvimento, a inquictagdo com os
riscos especiais a que estdo expostos os grupos vulnerdveis da populagdo. O
Comité reconheceu que a cooperagdo dos especialistas em alimentos nestes
paises em desenvolvimento seria extremamente importante para seu trabalho em
matéria de aditivos alimentares e contaminantes dos alimentos (Comité Misto
FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios, 1975; 1976).

A refrigeragdo onera o custo final do produto, sendo que as
panificadoras optam por uma produgdo didria, procurando evitar grandes perdas
de produgdo. As temperaturas baixas sdo usadas em alimentos para retardar as
reagbes quimicas e a acgdo das enzimas, e¢ diminuir ou paralisar o

desenvolvimento e a atividade dos microrganismos. Quando mais baixa for a



temperatura, mais lentas serdo as reagdes quimicas, a agdo enzimdtica € o
desenvolvimento microbiano e, uma temperatura suficientemente ainda mais
baixa impedird o desenvolvimento de qualquer microrganismo. A preservagio
pelo uso de baixas temperaturas estd associada a diminui¢io no metabolismo ¢
no desenvolvimento dos microrganismos, tornando mais lentas as reagdes
quimicas e enzimaticas. Em temperaturas ligeiramente préximas do ponto de
congelamento da dgua os alimentos manterio suas condig3es originais, sem a
necessidade de pré-tratamentos.

O tempo de armazenamento, nessas condi¢des ¢ limitado; a refrigeragéo
artificial é cara, e a temperatura de armazenamento & critica para alguns
alimentos. O congelamento e o armazenamento sob refrigeragdo séo mais caros
e podem ainda resultar em mudangas desagradéveis em alguns alimentos.

O congelamento dos alimentos depende de uma série de fatores, como: o
método empregado, a temperatura, a circulagdo do ar, tipo de refrigerador,
tamanho e forma dos recipientes, espécie do alimento, entre outros (Martinelli
Filho 1987b).

Preservativos sdo agentes quimicos que servem para retardar, impedir,
ou mascarar mudancas indescjéveis em alimentos. Essas mudancas podem ser
causadas por microrganismos, pelas enzimas dos microrganismos, ou por
reagdes quimicas. Os preservativos podem inibir os microrganismos por
interferir em suas membranas celulares, em sua atividade enzimitica, ou em
seu mecanismo genético. Os preservativos também podem ser usados como anti-
oxidantes para impedir a oxidagio das gorduras ndo saturadas, como
neutralizadores de acidez, como estabilizadores para prevenir mudangas fisicas,
como fixadores, como revestimento ou envoltério para prevengéo de invasdo
dos microrganismos ¢ para prevenir a perda de 4gua, ou impedir indesejéveis
reagdes microbiologicas, enzimaticas e quimicas (Martinelli Filho, 1987b).



Segundo Martinelli Filho (1987b), teoricamente, um preservativo devera
matar os microrganismos, ao invés de apenas inibi-los. Ele devera ser eficiente
contra os organismos provdveis de crescerem em alimentos, especialmente
contra os contaminantes de alimentos. Ele ndo poderd ser inativado pelo
alimento, ou por qualquer substincia que este contenha, ou por produtos do
metabolismo microbiano. Se germicida, ele devera ser decomposto e tornar-se
inbcuo, ou deve ser destruido pela cocgdo. Nido deverda estimular o

desenvolvimento de “cepas” resistentes.

2.2 Microbiota associada a grios de café

Um dos primeiros relatos sobre a influéncia de microrganismos na
qualidade do café foi realizado por Camargo em 1936, que concluiu que o gosto
"ruim" do café estava associado & populagéo microbiana presente durante o
periodo de secaggn/ O inicio das investigagbes se deu, no entanto, através dos
trabalhos de Krug em (1940a), quando chamado a Estagdo Experimental de
Pindorama para dar o parecer sobre uma amostra de café "ardido". Com o
auxilio de uma lente de bolso, avaliou os graos cortados, e constatou a existéncia
do micélio de Fusarium, resultado esse complementado por Krug, (1940b) que
comparou isolados de café cereja, café seco na planta e seco do chdo. O café
cereja ndo apresentou contaminagdo por fungos e bactérias, enquanto os cafés
secos no chdo, geralmente considerados como os de gosto pior, continham vinte
e um por cento de fungos e bactérias no interior das sementes.

Em um ensaio para procurar explicar a razio pela qual existe variagdo da
qualidade dos cafés de duas zonas diferentes, Krug (1941b) verificou, através
das observagdes, que os cafés pioraram gradativamente a qualidade da bebida a
medida que aumentavam as percentagens de microrganismos isolados do interior

das sementes. O autor notou que 0 mesmo acontecia para percentagens médias



de Fusarium roseum, que provocava uma colora¢do résea nas fendas, a qual
afetava principalmente a pelicula prateada.

Virios séio os fatores ligados & qualidade da bebida do café e estes védo
desde influéncias externas: umidade, temperatura, tipo de solo, etc., até a
presenca de microrganismos responsaveis por fermentagdes e podriddes que
alteram o gosto da bebida, passando ainda pela colheita e preparo do café
(Bitancourt 1957a, b), este autor fez diversos isolamentos e observou que os
fungos mais abundantes foram Colletotrichum gloeosporioides Penz e bolores
verdes Penicillium spp. Também foram identificados: Aspergillus niger v. Tiegh
no café seco de terreiro, Cladosporium, que se desenvolve ainda no pé e no
terreiro, durante a secagem, como normalmente ocorre com outros fungos, como
Rhizopus nigricans Ehr., Rhizopus sp., Phomopsis sp. e Epicoccum sp.

Hiscocks, citado por Moreau (1979), sustenta que a qualidade
organoléptica dos alimentos pode ser alterada pela presenca de fungos e, na
maioria das vezes, para pior. Espécies de Aspergillus sdo responsdveis pelo
sabor amargo e desagradavel no café.

Segundo Carvalho e Chalfoun (1985), as enzimas produzidas pelos
microrganismos atuam sobre os componentes quimicos da mucilagem,
principalmente os agicares, fermentando-os, produzindo 4lcool, que ¢€
desdobrado em 4cido acético, latico, butirico e outros dcidos carboxilicos. Ao se
iniciar a produgfio de 4cido butirico, comega a haver prejuizo na qualidade do
café. A descoberta do composto 2,4-6 tricloroanizole (TCA) presente em
amostras de café “rio” que sofreram a agdo dos fungos e bactérias estd
relacionada com a m4 qualidade da bebida (Liardon et al., 1989).

Carvalho et al. (1989) verificaram que cafés classificados como de
bebida mole e duro apresentaram indices de infecgdio dos fungos Fusarium
roseum, Aspergillus ochraceus e Aspergillus flavus acentuadamente menores

que nos cafés classificados como de bebida riada e rio. Por outro lado



apresentaram indices igualmente elevados dos fungos Fusarium sp. e
Penicillium. O fungo do género Cladosporium predominou nos cafés
classificados como de bebida mole e dura.

Para Christensen ¢ Kaufman (1969), conhecer os fungos e entender
como, onde e porque eles crescem, é necessario para aqueles que lidam com
grios e sementes armazenadas, porque um dos principais requisitos para um
bom armazenamento € a prevengdo de desenvolvimento dos fungos.

Entre os integrantes da populagdo fingica associada a frutos e grios de
café beneficiados Silva et al. (1998), encontraram Cercospora coffeicola,
Cladosporium cladosporioides, Fusarium semitectum e Penicillium spp., sendo
que no género Aspergillus as espécies A. niger e A. ochraceus ocorreram com
predominéncia.

Meirelles (1990), demonstrou que a populagdo fiingica ¢ varidvel com
o local de cultivo e tipo de preparo do café apés a colheita e com a qualidade da
bebida, predominando os seguintes fungos Cladosporium, Penicillium,
Fusarium e Aspergillus spp. fungos estes também encontrados por Alves e
Castro (1993) e Chalfoun et al. (1994)

Mislivec, Bruce e Gibson(1983), estudando a incidéncia de fungos
toxigénicos e outros, sobre grdos de café provenientes de 31 paises
produtores, antes ¢ apds a realizagio de uma desinfecgdo superficial com
hipoclorito de sédio a 5%, observaram uma ocorréncia de fungos que variou de
93,4 a 100% para todos os paises, antes da realizag@o da desinfecgdo. Apds a
realizagdo desta, constataram uma diferenca entre os paises Asidticos e
Africanos (80,50%) em relagdo as amostras provenientes de paises da América
Central e do Sul (49,40%). O fungo Aspergillus spp. que predominou na
microflora de 944 amostras, antes e apés a desinfecgdo, incluia vérias espécies

toxigénicas, tais como: Aspergillus ochraceus, A. flavus e A. versicolor. O



género Penicillium foi encontrado regularmente, embora com indices de
ocorréncia baixos: 7,8% antes de desinfecgdo e 1,5% depois.

Freitas (2000), avaliando a microflora de diversos municipios cafeeiros
do Sul de Minas, constatou a presenga de espécies potencialmente toxigénicas
tais como Aspergillus ochraceus, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e
Penicillium verrucosum que apresentam ameagas concretas para o
comprometimento da qualidade em termos de seguranca do produto final.

Segundo Chalfoun e Carvalho (1997), as principais medidas de controle
destes microrganismos consistem, na fase pré-colheita de cuidados dispensados
as lavouras tais como: adubagdo equilibrada, realizagiio de controle de doengas
foliares ¢ dos frutos tais como ferrugem, cercosporiose, phoma e outras, controle
de pragas, enfim todos os cuidados que evitem o desenvolvimento de
microrganismos que venham do campo juntamente com os frutos. Na fase pés-
colheita 0 manejo adequado de frutos e grdos, principalmente durant -
secagem, o café deverd ser armazenado em locais adequa’ LiitaZens
padrdes.

A incidéncia e a infec¢do dos fungos de armazenamento depende da
temperatura do armazém, da umidade da semente, da intensidade de infecgéio na
pré-colheita e dos danos mecénicos ocorridos. Em condigBes favordveis de
temperatura, espécies do fungo Aspergillus podem crescer em sementes com
teor de 4gua abaixo de 13,5%, enquanto que Penicillium sp. necessita de um
grau de umidade acima de 16,5% (Smith ¢ White, 1988).

Os fungos de armazenamento s&o os mais comuns ¢ destrutivos agentes
de deterioracdo e, de acordo com dados FAO (1997), aproximadamente 5% dos
cereais armazenados no mundo sdo perdidos pela agdo desses microrganismos,
sendo que em alguns paises, essa perda chega a atingir mais de 35% (Neergaard,
1977).
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2.3 Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo metabdlitos secundarios sintetizados por fungos,
principalmente, do género Aspergillus flavus e A. parasiticus. Tais toxinas sdo
responsdveis por graves intoxicagdes e tém se mostrado carcinogénicas,
mutagénicas e teratogénicas a diversas espécies animais, inclusive ao homem.

A ag#io toxica do fungo Aspergillus flavus ja foi descrita em 1913, mas a
toxina nio foi isolada e o assunto foi esquecido, até que em 1960 morreram
100.000 perus em granjas inglesas. A doenga foi inicialmente denominada de
Turkey-x-disease. Havia graves modificagdes do figado com hemorragias. A
doenga fora ocasionada por ragio contendo amendoim brasileiro contaminado
com o fungo Aspergillus flavus. A substincia isolada destes amendoins foi
chamada de aflatoxina originada do nome 4. fla-vus. Atualmente sabemos que a
denominag@o de aflatoxinas cobre uma série de substincias semelhantes que
possuem diferentes graus de toxicidade (Scussel, 1998).

As aflatoxinas se encontram nos alimentos de origem vegetal, bem como
produtos modificados originados destas matérias primas. Aflatoxinas néo ficam
retidas no micélio dos fungos, elas migram para o substrato adjacente. A
velocidade de migragdo na massa crua do pdo, no pdo pronto e nas nozes do
coco é de vérios centimetros em poucos dias. Por exemplo, foram encontrados
45.000pg de aflatoxina B,/Kg no pdo integral a 7 centimetros do micélio apds
uma migragéo de 9 dias.

Deve-se considerar ainda, que segundo vérios autores, levantamentos
efetuados sobre amostras de café quanto d presenga de micotoxinas, entre eles a
aflatoxina, demonstraram que a freqiiéncia de contaminagdo é extremamente
baixa e que quando a toxina é encontrada, o nivel de contaminagdo € baixo (Levi
e Bocker, 1968; Levi, 1980).

11



Segundo Micco (1992), 93% da aflatoxina B, presente no café ¢

reduzida durante uma torragdo leve e 99% sdo eliminadas durante uma torragdo

escura.

2.4 Ocratoxina A (OTA)

Tem sido relatado de maneira crescente que a OTA, devido ao seu
efeito hepatotéxico, nefrotéxico, teratogénico e carcinogénico, € considerado um
fator de risco para a satide humana (Xiao et al., 1996).

A OTA tornou-se um problema de saide publica mundial desde que foi
associada com nefropatologia dos Balcans (Krogh et al., 1997). Virios trabalhos
tem sido desenvolvidos para documentar a ocorréncia de OTA em alimentos
para 0 homem e em ragdes para animais.

De acordo com Frisvad e Samson (1991), a OTA, é produzida
principalmente por duas espécies fiingicas Penicillium verrucosum e Aspergillus
ochraceus que, normalmente, se desenvolvem em gréios com umidade acima de
16% (ICMSF, 1996a e b).

Virios alimentos sdio contaminados naturalmente, tais como: cereais,
amendoim, verduras, pimenta preta, suco de macd, suco de uva, aveia, pao,
semente de papoula, nozes, cerveja e café (Wiltschko, Pately e Gilbert, 2000).

De acordo com Lopez-Garcia (2000) o gerenciamento da contamina¢do
por micotoxinas é um assunto complexo, visto que este envolve, a saiide publica
e a disponibilidade de alimentos, bem como outros fatores sociais e econ6micos.
Um integrado programa de controle de micotoxina somente terd sucesso,
no momento em que prevengdo, controle, boas praticas agriculturais ¢ de
processamento, ¢ controle de qualidade, forem utilizadas durante todos os

estadios da produgdo.
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2.5 Condimentos no controle de microrganismos e micotoxinas.

As plantas condimentares vém acompanhando a civilizagdo hd mais de
5.000 anos, exercendo grande influéncia na histéria mundial, sendo alvo da
atengdo dos povos e até ligadas diretamente & descoberta de muitos paises.

O valor condimentar de uma planta estd quase sempre associado ao teor
de Oleos essenciais, que sdo compostos quimicos gerados durante o
desenvolvimento da planta (Furlan, 1998).

Por defini¢do, condimentos e especiarias sdo produtos arométicos de
origem vegetal empregados principalmente para conferir sabor aos alimentos.
Segundo Shelef (1983), além desta utilidade os condimentos possuem também
propriedades  antimicrobianas, antioxidantes e medicinais, existindo
aproximadamente 70 condimentos diferentes, cultivados e utilizados em todo
mundo.

Os condimentos sdo selecionados com base no sabor e cor que eles ddo
aos alimentos como exemplo, quente (pimenta), pungente (alho), aromético
(canela, cravo), herbiceo (sélvia, alecrim) e colorindo (tumérico), Shelef (1983).

A utilizagdo de substincias naturais, de origem vegetal, torna o alimento
mais atrativo ao consumidor por nio apresentarem efeito toxico, mesmo quando
empregadas em concentragdes relativamente elevadas. Além dos beneficios
proporcionados & saude, diversos estudos tém demonstrado o efeito inibidor de
condimentos sobre o desenvolvimento de microrganismos deterioradores e
patogénicos veiculados por alimentos. Existe também a perspectiva de substituir
os aditivos sintéticos por conservantes naturais presentes nos condimentos (Bara,
1992); Deans e Ritche (1987) ponderam que a substitui¢do de aditivos sintéticos
por naturais, dependerdé fundamentalmente da determinagio de uma
concentragdo ideal. Segundo Shelef (1983), as concentragdes normalmente
empregadas para realgar o aroma e sabor que variam de 0,5 a 1%, néo inibem o

desenvolvimento microbiano que depende de concentragdes superiores a 1%.
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As propriedades antimicrobianas dos condimentos e de seus Oleos
essenciais tem sido estudadas, principalmente com relagéo ao efeito inibidor de
microrganismos patogénicos presentes em alimentos.

Azzous e Bullerman (1982) avaliaram a atividade inibidora de
condimentos ¢ produtos quimicos comerciais sobre fungos toxigénicos e
relataram que o cravo, a canela, a mostarda, a pimenta-da-jamaica, o alho € o
orégano foram, em ordem decrescente, os antifiingicos mais eficientes; as
combinagdes de diferentes concentragdes de cravo e sorbato de potassio levaram
a um possivel efeito inibidor sinérgico no desenvolvimento dos fungos.

Akgul ¢ Kivang (1988) avaliaram a atividade inibidora de cominho,
coentro, endro, louro, orégano, salsa, horteld, manjericio e mostarda no
desenvolvimento de fungos veiculados por alimentos e verificaram um efeito
inibidor pronunciado do orégano, observarando um efeito sinérgico resultante da
combinagio de orégano com cloreto de sédio.

Beuchat (1976) observou que o orégano e o tomilho foram bactericidas
para Vibrio parahaemoliticus na concentragio de 0,15%, enquanto seus 6leos
essenciais demostraram esta atividade em concentragdes de 100 pg/ml.

Nazrul Islan et al. (1990) avaliaram a eficicia de extratos de canela,
cardamom e pimenta e, verificaram que o extrato de canela era bactericida
promissor contra 27 cepas testadas.

Bara (1992) avaliou o efeito de inibigdo de condimentos em pé de
alecrim, alho, canela, cebola, cominho, cravo, circuma, gengibre, louro,
mostarda, noz-moscada, orégano, paprica, pimenta-da-jamaica, pimenta-preta ou
silvia no desenvolvimento de Yersinia enterocolitica e verificou um efeito
pronunciado do cravo. Esse mesmo autor constatou que o extrato alcodlico de
cravo teve maior eficiéncia, sugerindo que este condimento exerce uma injiria

nas células bacterianas.
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O efeito de quatro constituintes de condimentos, timol, eugenol, mentol
¢ anetol foi testado contra Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus ¢
Vibrio parahaemolyticus, dos componentes testados, o eugenol foi mais efetivo
seguido por timol, anetol e mentol (Karapinar e Aktug, 1987).

Bullerman (1974), analisando o desenvolvimento de fungos em pées
brancos e adicionados de uva-passa e canela, verificando uma inibigdo
acentuada de micotoxinas e do desenvolvimento micelial de Aspergillus
parasiticus, chegando a 100% quando foi utilizado extrato alcéolico de canela a
20%, j4 em concentracSes menores o extrato de canela foi mais eficiente na
inibi¢do de micotoxinas do que no desenvolvimento micelial do fungo.

Hitokoto et al. (1980) testaram 29 condimentos e observaram uma
inibigio completa de 3 espécies toxigénicas de Aspergillus por extratos de cravo,
semente de anis e pimenta, enquanto que os outros condimentos foram eficientes
somente na inibigio da aflatoxina. O eugenol e o timol -extraidos
respectivamente do cravo e do tomilho, causaram inibicio completa no
desenvolvimento de Aspergillus flavus e A. versicolor a 0,4mg/ml ou menos; na
concentragio de 2mg/ml o anetol extraido das sementes de erva-doce inibiu o
desenvolvimento de todas as estirpes testadas. Benjilali et al. (1984) testaram o
efeito de 6 Oleos essenciais em 39 espécies de fungos do género Penicillium ,
Aspergillus e outros, o dleo de tomilho foi o mais eficiente, seguido pelos 6leos,
de estragdo, alecrim e eucalipto. Farag, Daw e Abo-Raya (1989) obtiveram a
seqiiéncia decrescente de maior atividade fungicida de dleos essenciais para 4.
parasiticus: tomilho> cominho>cravo>alcaravia> alecrim>salvia.

Vérios estudos tem evidenciado que os principios ativos dos
condimentos localizam-se na fragéio de 6leo essencial (Parry, 1962; Hitokoto et
al., 1980; Pruthi, 1980; Farag, Daw e Abo-Raya, 1989; Koketsu e Gongalves,

1991). Os Oleos essenciais dos condimentos sdo misturas complexas de
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diferentes compostos, que contribuem com as propriedades antimicrobianas
(Parry, 1962; Pruthi, 1980).

Bullerman, Liew e Seier (1977), observaram que os dleos essenciais de
canela a 200ppm e de cravo a 250ppm foram inibidores do desenvolvimento e
da produgdo de toxina de Aspergillus parasiticus , enquanto que o aldeido
cinimico e o eugenol, principais constituintes dos éleos essenciais, apresentaram
efeito inibidor a 150 e 125ppm respectivamente, € concluiram que estes sédo os
compostos de maior atividade antifiingica.

Conner ¢ Beuchat (1984a) verificaram que dentre 32 Oleos essenciais
extraidos de condimentos, os 6leos de pimenta-da-jamaica, canela, cravo,
cebola, alho, orégano, seguretha e tomilho foram, em ordem decrescente os
maiores inibidores. Conner e Beuchat (1984b) analisaram a sensibilidade de oito
leveduras a presenga de leos essenciais de condimentos que, comprovadamente
exerceram efeito inibidor sobre este grupo de microrganismos.

Dewit et al. (1979) estudaram o efeito dos dleos de alho € de cebola na
produgio da toxina botulinica, verificando que a concentragdo 1.500 pg/g,
ambos inibiram a produgdo da toxina tipo A mas ndo afetaram a producdo das
toxinas tipo B e E.

Garc e Siddiqui (1992) realizaram trabalhos com constituintes isolados
do 6leo essencial de manjericio (Ocimum sanctum) e evidenciaram agdo
fungistatica em diversos fungos, o eugenol purificado foi testado na diluigdo de
1:100 e 1:200, apresentando forte aclio contra Absidia glauca, Alternaria
alternata, Aspergillus niger, Colletotricum capsici, Fusarium moliniforme e
Rhizopus nodosus. Singh, Prasad e Sinha (1993) utilizaram extrato aquoso de
manjericio em frutas de banana para controle de doengas provocadas por fungos
do género Fusarium, Helminthosporium, Curvularia, Aspergillus e

Trichothecium e obtiveram resultados eficientes.
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Ao avaliar o efeito do timol, principal componente dos 6leos de orégano
e de tomilho, Buchanan e Shepherd, (1981) constataram uma atividade
antiaflatoxigénica significante, decorrente da inibigdo do desenvolvimento
fiingico.

O 6leo essencial de menta e o mentol podem ser usados numa infinidade
de outros produtos, pois seu efeito sobre os microrganismos pode ser
aproveitado de varias maneiras (Maia, 1994). Singh, Dikhit e Dixit (1983)
demonstraram o efeito fungicida e fungistatico desse 6leo sobre 23 espécies,
entre elas Alternaria sp, Curvalaria lunata, Fusarium moliniforme, F. solani e
Rizoctonia bataticola; os autores usaram concentragdes variando de 500 a
10.000 ppm de leo de menta nos respectivos meios de cultura, e observaram
inibicdo de 100% dos micélios, a partir de 2.000ppm, o que levou a afirmar que
o 6leo de menta (Menta arvensis), devido & sua forte atividade fungicida e largo
espectro de atividade, superior a alguns fungicidas comerciais, pode ser usado
como um forte produto no controle de doengas de plantas e animais. Singh et al.
(1992) concluiram em seus estudos que o dleo de menta, além de antifiingico,
desempenha um papel antibacteriano, controlando o desenvolvimento de
Salmonella sp e Staphylococcus sp; entre os fungos controlou-se Alternaria sp,
Fusarium sp, Cochiliobolus sativus, Sclerotum rolfsi e Aspergillus parasiticus.
Os autores sugerem o uso direto sobre gréos e alimentos armazenados, visando o
controle de microrganismos e insetos.

Segundo Bara (1992), o Brasil, por ser um pais com imensas éreas
agricultiveis e que apresenta um clima favordvel ao cultivo de muitos
condimentos, necessita de investimentos na formagfio de recursos humanos para
o desenvolvimento desta linha de pesquisa, que constitui uma reivindicagéo

atual de grande parte da populagdo.
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2.6 Botanica das espécies e uso terapéutico

A descrigdo botanica das espécies utilizadas encontram-se relacionadas
de acordo com o Laudo Técnico e Identificativo SantosFlora Ervas Medicinais e
Aromaticas.

a) Allium sativum (alho)

Pentence a familia Liliaceae. Possui porte de 50 a 60 cm de
altura, folhas lineares, inflorescéncia com flores brancas avermelhadas na forma
de umbela pedunculada. As partes utilizadas sdo os dentes que se encontram nos
bulbos. Uso terapéutico: anti-séptico das vias digestivas, antiespasmédico,
hipotensor, carminativo e vermifugo. Algumas pesquisas tém indicado que o
consumo do alho diminui os niveis de colesterol (Furlan, 1998 e Serrano, 2000a)
b) Allium cepa (cebola)

Pertence a familia Liliaceae. Possui bulbos escamosos. Uso terapéutico:
anti-séptico, diurético, antibi6tico e bactericida, (Serrano, 2000b)

c) Cinnamomum burmannil (canela)

Pertence a familia Lauraceae. Possui casca enrolada de superficie pardo-
amarelada escura, com algumas regides acinzentadas, face interna pardacenta e
lisa. Sabor aromatico adocicado. Uso terapéutico: estimulante, contra gripes
resfriados e febres, antiespasmédico, etc. (Serrano, 2000c)

d) Caryophillus aromaticus L. (cravo-da-india)

Pertence & familia Mytaceae. O botdo floral apresenta-se de cor pardo-
negra ou vermelho-escura; é formado por um ovério infero, arredondado —
quadricular, levemente dilatado na parte superior, onde se encontram 2 lojas
ovarianas multiovuladas. E coroado por 4 sépalas sub-ovais triangulares,
espessas que circundam uma pequena massa globosa, facilmente separavel,
formada por pétalas arredondadas de cor mais clara. Possui odor fortemente
aromatico e sabor aromético, ardente. Uso terapéutico: anti-séptico, estomacal,

digestivo, contra gases, etc., (Serrano, 2000d)

18



e) Pimpinella anisum (Erva-doce)

Pertence & familia Umbelliferae. O fruto & constituido por um
esquizocarpo ovéide, alargado na base e estreito no vértice, o qual € coroado por
um estilopédio espesso com dois estiletes reflexos. Sdo de coloragio verde-
acinzentada e apresentam cinco quinas pouco salientes, retilineas e lisas e
cobertas de pélos tectores com cuticula verrucosa; 0 mesocarpo possui canal
secretor; células obliteradas e endosperma. O odor € aromético agradavel. Uso
terapéutico: estimulante geral, contra gases intestinais, colicas, etc., (Serrano,
2000¢)

f) Mentha piperita L. (Horteld)

Pertence a familia Labiatae. Possui folhas opostas pencioladas, margens
serreadas, de cor verde clara e verde escuro, com nervuras € numerosas pélos
glandulares. Uso terapéutico: anti-séptico, vermifugo, digestivo, expectorante,
etc., (Serrano, 2000f)

g) Laurus nobilis L.(Louro)

Pertence 4 familia Lauraceae. Possui folhas persistentes, pecioladas,
alternas, elipticas ou lanceoladas, coridceas, com bordas onduladas inteiras,
lisas, de cor verde-escura, brilhante na face superior e verde-palida e opaca na
inferior. Uso terapéutico: calmante, facilitador da digestio e no tratamento de
bronquites cronicas (Rudder, 1998 e Serrano, 2000g)

h) Ocimum basilicum L. (Manjericdo)

Pertence & familia Labiatae. Possui folhas persistentes, pecioladas,
alternas, elipticas ou lanceoladas, coridceas, com bordas onduladas inteiras,
lisas, de cor verde-escura e brilhante na face superior, e verde pélida e opaca na
inferior. Uso terapéutico: anti-séptico hepatoprotetor, digestivo, contra afec¢des

das vias respiratérias e dores de cabega., (Serrano, 2000h)
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i) Origanum vulgare L. (Orégano)
Pertence a familia Labiaceae. Possui folhas veludosas, ovais, levemente
denticuladas, odor aromatico e sabor amargo. Uso terapéutico: antiespasmédico,

carminativo, bactericida, fungicida, (Serrano, 2000i).

j) Thimus vulgaris L. (Tomilho)

Pertence & familia Labiatae. Possui ramos eretos compostos, com bordos
enrolados para baixo, de cor verde na parte superior € acinzentado na inferior,
com penugens. Flores pequenas de coloragdo résea ou branca, ds vezes em tons
lilases ou avermelhados, nascendo em forma de espigas na axilas das folhas
superiores. O odor é aroméatico e o sabor ¢ levemente picante e levemente
amargo. Uso terapéutico: anti-séptico das vias respiratorias ¢ intestinais,

antiepasmodico, vermifugo, (Serrano, 2000j).
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CAPITULO 2

_ EFEITO DA ADICAO DE CONDIMENTOS EM PO, CAFEINA E
OLEOS ESSENCIAIS NO CONTROLE DE FUNGOS E METABOLITOS
ASSOCIADOS A PRODUTOS DE PANIFICACAO E A GRAOS DE
CAFE

RESUMO

PEREIRA, Marcelo Claudio. Efeito da adi¢io de condimentos em p6, cafeina
e Oleos essenciais no controle de fungos e metabélitos associados a
produtos de panificagio e a griios de café. Lavras: 2001. 104p.
(Dissertagéio — Mestrado em Ciéncia dos Alimentos)*.

O efeito de dez plantas condimentares em pdé foi avaliado nas
concentragdes de 1%,2%,3% e 4% e um conservante quimico propionato de
célcio em duas concentragdes 0,15% e 0,30% sobre o desenvolvimento micelial
e esporulagdio dos seguintes fungos Aspergillus niger, Rhizopus sp., Eurotium
repens € Penicillium spp., associados a produtos de panificagdo os condimentos
foram adicionados em meios de culturas (BDA e CYA20S). O condimento cravo
inibiu completamente o desenvolvimento micelial de todos os fungos testados.
Os demais condimentos canela>alho>tomilho>menta> erva-doce> orégano>
cebola foram em ordem decrescente antifingicos promissores. Os condimentos
louro e manjericdo ndo exerceram um efeito fungistitico pronunciado. Na
primeira etapa de trabalho foram selecionados quatro condimentos para extragio
do 6leo essencial pela técnica de arraste a vapor. Os condimentos canela, alho ¢
tomilho foram testados nas concentrages de 500, 1000, 1500 ¢ 2000 ppm
exceto o cravo que foi testado em concentragdes de 200, 400, 600 e 800 ppm. O
leo essencial da canela inibiu completamente o desenvolvimento dos fungos
testados. Os Oleos de tomilho e alho tiveram um efeito pronunciado com o
aumento das concentragdes. O cravo inibiu o desenvolvimento dos fungos
Aspergillus niger, Rhizopus sp. ¢ Eurotium repens a partir da concentragdo de
600ppm e do fungo Penicillium spp. a partir de 800ppm. Para avaliagdo do
potencial antitoxigénico dos condimentos, foram utilizadas duas cepas
produtoras de micotoxinas Aspergillus flavus, produtora de aflatoxina e
Aspergillus ochraceus produtora de ocratoxina A, ambas isoladas de grdos de
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café (Coffea arabica L.). Os condimentos foram testados nas mesmas
concentragdes citadas anteriormente e foram adicionados em meio de cultura
YES, apropriado para a produgdo de metabdlitos. O cravo inibiu completamente
o desenvolvimento micelial dos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus
ochraceus. A canela e erva-doce inibiram totalmente a produgéo de aflatoxina
B1 e B2. O louro e o manjericdo inibiram a sintese de producdo de aflatoxina a
partir da concentragio de 2%. Os demais condimentos ndo tiveram uma agéo
antiaflatoxigénica pronunciada. Em relagdo a produgdo de ocratoxina A, os
condimentos alho e louro inibiram completamente a produgdo de OTA. Canela e
erva-doce tiveram uma agdo sobre a produgdo de OTA, a partir da concentragdo
de 3%. A cafeina também foi testada sobre a produgdo desses metabdlitos nas
seguintes concentragdes 0,5%; 0,8%; 1,0% e 2,0%. A cafeina inibiu o
desenvolvimento dos fungos testados e impediu completamente a sintese de
produgdo metébolitos destes microrganismos em todas as concentragdes.

* Comité orientador: Sara Maria Chalfoun de Souza - EPAMIG (Orientadora),
Dra. Vénia Déa de Carvalho - UFLA (Co-orientadora).
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ABSTRACT

PEREIRA , Marcelo Claudio. Effect of the addition of powdered spices,
caffeine and essential oils in the control of fungus and metabolites
associated to bread-meaking products and coffee beans. Lavras: 2001.
104p. (Dissertation of Master’s degree in Food Science)*.

The effect ot ten powdered spice plants was evaluated in the concentration
of 1 %,2 %,3% and 4% and a chemical preservative in two concentrations
0.015% and 0.30% of the growth micelial and esporulation of the fungi
Aspergillus niger, Rhizopus, Eurotium repens and Penicillium spp.
associated to bread-making products. The spice, clove, inhibited the micelial
growth of all the tested fungi completly. The other spices:
cinnamon.>,garlic,>thyme,>mint,>anis,>oregano>onion were in a decreasing
order of promising antifungal. The spices laurel and basil didnt exercise a
pronounced fungistatic effect. In agreement with the first stage of work four
spices were selected for the extraction of the essential oil by utilizing the
vapor "draging" technique. The spices cinnamon, garlic and thyme were
tested in concentrations of 500, 1000, 1500 and 2000 ppm except clove,
which was tested in concentrations of 200, 400, 600,and 800 ppm. The
essential oil from cinnamon inhibited the growth of the tested fungi
completely . The thyme and garlic oils had a pronounced effect in the
increase of the concentrated oils Clove inhibited the growth of the fungus
Aspergillus niger, Rhizopus sp. and Eurotium repens starting from the
concentration of 600 ppm and of the fungus Penicillium spp . starting from
800 ppm. For evaluation of the antitoxigenic potential of the spices ,two
stump producers of micotoxin Aspergillus flavus were used ,the producer of
aflatoxin and Aspergillius ochraceus; a producer of ochratoxin A , both
isolated in coffee beans (Coffea arabica L.). The spices were tested in the
sarne concentrations mentioned previously and they were added to the
middle of culture YES, appropriate for the metabolites production. Clove,
inhibited the growth miceliai of the fungus Aspergillus flavus and
Aspergillus ochraceus completely. Cinnamon and anise totally inhibited the
aflatoxin production of Bl and B2. Laurel and basil inhibited the svnthesis of
aflatoxin production starting from the concentration of 2%. The other spices
didn’t have a pronounced antiaflatoxigenic action . In relation to ochratoxin
A production, the spices garlic and laurel inhibited the production of OTA
completely .Cinnamon and anise, had an action over the production of OTA
over the 3% concentrations. Caffeine was also tested over the production of
those rnetabolites in concentrations of 0.5%;0.8%;1.0% and 2.0% .Caffeine
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had a fungistatic action inhibiting the growth of the tested fungus and it
prevented the synthesis of metabolites production of these microorganisms

completely in all the concentrations.

* Guindance Committee: Dra. Sara Maria Chalfoun de Souza — EPAMIG
(Major Professor), Dra. Vénia Déa de Carvalho — UFLA (Co-adviser).
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1 INTRODUCAO

As plantas condimentares foram amplamente utilizadas por civilizagdes
antigas para melhorar a palatabilidade de alimentos e bebidas. Os egipcios
aproveitavam também as caracteristicas preservativas destas plantas e as
propriedades dos dleos essenciais de cravo, canela e cédssia, no processo de
mumificagdo de seus mortos. Igualmente, a literatura dos romanos e gregos
continham numerosas referéncias ao uso desses Oleos para propositos
medicinais. A

Estudos nos ultimos anos confirmam a inibi¢gdo do desenvolvimento de
bactérias, leveduras e fungos por alho, cebola, canela, cravo-da-india, tomilho,
salvia e outros condimentos (Shelef, 1983).

Diversos autores tém pesquisado as atividades antifingicas e
antitoxigénicas dos condimentos (Bullerman,1974; Bullerman, Liew e Seier,
1977; Arun Sharma, et al., 1979; Dewit et al. 1979; Hitokoto et al. 1980; Azzous
e Bullerman, 1982; Farag, Daw e Abo-Raya, 1989).

Segundo Farag et al. (1981) e Krogh et al. (1997), a aflatoxina e a
ocratoxina A sdo metabdlitos hepatocarcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos,
e téxicos produzidos por fungos do género Aspergillus e Penicillium que podem
se desenvolver em uma variedade de alimentos que sdo contaminados
naturalmente, tais como: cereais, améndoas, frutas secas, leite, café e suco de
frutas, podendo produzir efeitos indesejaveis. A quantidade e tipo de
micotoxinas, produzidas ¢ altamente dependente da composi¢do quimica do
substrato (Farag , Daw e Abo-Raya, 1989).

Bullerman, Liew e Seier (1977) relataram que os pdes de uva passa que
continham canela em sua composi¢do, tiveram o desenvolvimento de

Aspergillus parasiticus ¢ a produgéo de aflatoxina inibidos.
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A cafeina foi responsével pela inibigio da produgéio de aflatoxina em
cacau e grios de café (Nartowicz et al., 1979).

Tais resultados apoiam a hipétese de qu a composigdo quimica do
substrato interfere com a produgio de metabdlitos (+ 11.. 1986a).

Dessa forma, o presente estudo teve como objc. “~r o efeito
da adigdio de condimentos em p6 e Oleos essenciais sobre .
micelial e esporulagdo de fungos associados a produtos de panificagac .
produgdo de metabolitos (aflatoxina e ocratoxina A) por fungos associados ao

café.
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2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Fitopatologia do
EcoCentro/EPAMIG, localizado na Universidade Federal de Lavras, no

municipio de Lavras, Regido Sul do Estado Minas Gerais.

2.1 Isolados de fungos utilizados

Como culturas de teste foram utilizados espécies de fungos, Rhizopus
sp., Penicillium spp. Eurotium repens, Aspergillus. niger, que foram obtidos de
pies descartados para O consumo por apresentarem sinais de contaminagdo por
esses fungos e mantidos na micoteca do Laboratério de Fitopatologia da
EPAMIG.

Foram também utilizadas duas cepas de Aspergillus flavus n® EcoCentro
1011T02-01, produtora de aflatoxina e Aspergillus ochraceus n° EcoCentro
1161T01-01, produtora de ocratoxina A, isoladas de grios de café (Coffea
arabica L) ja disponiveis em cultura pura na micoteca do EcoCentro do
CTSM/EPAMIG - Lavras,MG.

A cafeina foi testada nas concentragdes de 0,5%; 0,8%;1,0e% e 2,0%
visando a inibi¢io da produgdio de metabélitos dos fungos Aspergillus flavus e

Aspergillus ochraceus.

2.2 Material boténico

Foi avaliado o efeito inibidor de 10 condimentos em pdé nas
concentragdes de 1%,2%,3% e 4%, cedidos pela empresa SantosFlora Ervas
Medicinais e Arométicas, Sao Paulo-SP. Os condimentos foram acrescentados

aos meios de cultura na forma de p6 e 6leos essenciais.
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Os condimentos relacionados na Tabela 1 foram testados quanto ao seu
efeito inibidor sobre o desenvolvimento dos fungos e a producéio de aflatoxina e

ocratoxina A, através de testes “in vitro”.

TABELA 1 Classificagdio botnica e principios ativos dos condimentos.

Nome Vulgar Nome Cientifico Familia Principio Ativo
Alho Allium sativum Liliaceae Alicina
Canela Cinnamomum burmannil ~ Lauraceae  Aldeido cinimico
Cebola Allium cepa Liliaceae  Oxido tiopropanol
Cravo-da-india Caryophillus aromaticus ~ Myrtaceae Eugenol
Erva-doce Pimﬁinella anisum Umbelliferae Anetol
Horteld Mentha piperita L Labiatae Carvona
Louro Laurus nobilis Lauraceae Cineol
Manjericédo Ocimum basilicun Lauraceae Linalool
Orégano Origanum vulgare Lamiaceae Carvacrol
Tomilho Thymus vulgaris Labiatae Timol

2.3 Avaliaciio do efeito dos condimentos e em pb sobre o desenvolvimento e
esporulagdo dos fungos isolados de produtos de panificacdio.

Os estudos “in vitro” das atividades antifingica dos condimentos em p6
foram feitos utilizando os meios de cultura com a adi¢gdo de um bactericida
(cloranfenicol), BDA para Aspergillus niger e Rhizopus sp. ¢ CYA+20S para
Eurotium repens € Penicillium spp. (Sanson et al., 1995), utilizando-se placas
de Petri com 9 cm de didmetro. Os condimentos foram acrescentados nas
concentragdes de 0,0 a 4% do pé. Estes foram esterilizados, utilizando irradiagéo

(UV) de uma capela de fluxo durante 6 horas e revolvidos de duas em duas
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horas com o auxilio de bastio de vidro, com excegdo dos condimentos
manjericio, menta e louro que foram autoclavados junto com os meios de
cultura (Bara, 1992), por estarem com o indice de contaminagdo superiores aos
demais condimentos.

Apés sete dias de incubagdo, foram efetuadas medigdes ortogonais do
diametro das coldnias, tendo como referéncia o desenvolvimento da placa
controle.

Para contagem de esporos foi utilizado Cdmara de Newbauer.

2.4 Avaliacio do 6leo essencial dos condimentos selecionados sobre o
desenvolvimento dos fungos isolados de produtos de panificac¢iio.

A selegio dos condimentos para extragdo dos Oleos baseou-se na
eficiéncia apresentada pelos mesmos em etapa anterior do presente estudo,
quando foram testados adicionados ao meio de cultura sob a forma de p6.

Os 6leos essenciais dos condimentos cravo-da-india, canela, alho e
tomilho, selecionados para os testes “in vitro” foram acrescentados nas
concentragdes de 0, 500, 1000, 1500 e 2000 ppm aos meios de cultura BDA E
CYA+20S; o cravo foi testado em concentragdes 200,400,600 e 800 ppm.

Apés sete dias de incubagdo em BOD com temperatura de 25 °C e
fotoperiodo de 12 horas, foram efetuadas medigdes ortogonais do didmetro das

coldnias, tendo como referéncia o desenvolvimento da placa controle.

2.5 Obtengfio do Oleo Essencial

Para obteng#io dos éleos essenciais das plantas, utilizou-se a metodologia
de arraste a vapor descrita por Koketsu e Gongalves (1991).

Foram pesados 50g e 100g dos condimentos em p6 (cravo), folhas secas
(tomilho), casca (canela) e bulbos (alho), ficando estes em contato direto com 1

litto de 4gua em ebuligio, flutuando ou imerso no liquido, dependendo da
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densidade ou da quantidade de material que foi colocado no recipiente de
destilagdio. A 4gua foi posta em ebuligdo por aquecimento direto conduzindo o

vapor d’agua.

2.6 Avaliacio dos condimentos em p6 e da cafeina sobre a produciio de
ocratoxina A e aflatoxina

Foi avaliado o efeito dos condimentos em pé e da cafeina sobre a
produgio de aflatoxina pelo o fungo Aspergillus flavus e ocratoxina A pelo
fungo Aspergillus ochraceus em meio de cultura YES, incubados por 10 dias a
25-26°C (Filtenborg e Frisvad, 1980).

Com o auxilio de uma ponteira de pipeta automética, foi feito um corte
circular de aproximadamente 25 mm do micélio do fungo com agar contendo
condimentos. Este micélio foi colocado sobre uma placa de CCD (Merk-Silica
Gel 60, 20x20) previamente ativada, junto com o micélio, um ao lado do outro
1,5 cm de distincia, a seguir foi feita a eluigdo em uma cuba de vidro contendo
como fase mével TEF — Tolueno, Acetato de Etila e Acido formico 90%
(50:40:10). '

Apbs a eluigdo as placas foram secas em capela de fluxo. A confirmagéo
foi feita em luz ultravioleta com A 366nm em cromatovisor CAMAG (UV-
BETRACHTER).

A intensidade da fluorescéncia foi expressa em simbolo (+) adotado
subjetivamente, sendo que os que apresentaram a fluorescéncia mais intensa
receberam a nota (+++); fluorescéncia mediana (++); menor fluorescéncia (+) e
(ND) para os que néo apresentaram a fluorescéncia caracteristica da producdo de
ocratoxina A e aflatoxina B1 e B2.

Considerando-se que, segundo Llewellyn, Burkett ¢ Eadie (1981), ha
necessidade de estudar-se, além da sua atividade antimicética e de seu potencial

antitoxigénico, também a possibilidade de serem os préprios condimentos
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naturalmente contaminados por micotoxinas, testou-se a presenca de micotoxina

em cada condimento.

2.7 Delinecamento Experimental

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, com
3 repetigdes sendo que os fatores analisados foram dispostos num esquema
fatorial 9 x 4 x 3 ( condimentos x fungos x repetigdes) conforme modelo
estatistico: Yije: pu + ai + f3j + 3ij + eijl
p: média geral
Yijl: observago referente ao condimento na concentragéio j e repeticdo |
oi: efeito do condimentoi=1a9
Bj: efeito da concentragdo j = 1a 4
5ij: efeito da interagdo condimento i e concentragdo j.
eijl: erro aleatério associado a cada observagdo, sendo1=1a 3.

Os dados foram analisados utilizando-se pacote estatistico Sistema de
Anélise de Varidncia para Dados Balanceados - Sisvar, segundo Ferreira (2000)
e as médias foram comparadas pelo teste de Scott e Knott (1974).

Os condimentos que inibiram totalmente o desenvolvimento micelial

n#o entraram na andlise estatistica.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito da adi¢io de condimentos em p6 e do conservante quimico
propionato de célcio sobre o desenvolvimento micelial e a esporulagio de
fungos associados a produtos de panificaciio

Os condimentos testados no presente estudo apresentaram, de uma
maneira geral, um elevado indice de controle do desenvolvimento micelial e da
esporulagio de fungos freqiientemente associados a produtos de panificagdo a
saber: Aspergillus niger, Eurotium repens, Penicillium spp. e Rhizopus sp.
Houve elevada correlagdo positiva entre os condimentos € as concentragSes
testadas (1%, 2%,3% e 4%).

Com relagio a atuagdo dos condimentos sobre o desenvolvimento
micelial e a esporulagdo do fungo 4. niger, observou-se que o cravo e a canela
apresentaram uma inibig#o total (100%) do desenvolvimento micelial do fungo,
confirmando a eficiéncia demonstrada por estes condimentos em trabalhos
anteriores (Bachamann, 1916;1918; Hitokoto, 1980; Azzous e Bullerman, 1982;
Bara, 1992), motivo pelo qual ndo foram incluidos nas anilises de regressdo cuja
a representagdo grafica para os demais condimentos encontra-se apresentada no
texto. -

Pelos resultados apresentados na Figura 1, pode-se observar que os
condimentos ( Alho, Erva-Doce, Menta e Tomilho), apresentaram indices de
inibigio varidveis de acordo com as concentragdes testadas, sendo que o alho
apresentou um efeito de inibicio do desenvolvimento micelial a partir de
concentragdes menores que as do tomilho, erva-doce e menta.

Os condimentos testados, louro, manjericdo, orégano e cebola ndo

apresentaram significativa inibigdo do desenvolvimento micelial do fungo.
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A Figura 2 mostra os resultados referentes aos contrastes entre
tratamentos com adi¢dio de condimentos e adi¢do de propionato de célcio nas
concentragdes de 0,15% e 0,30% e testemunha, observou-se um indice de
controle equivalente entre o propionato e os condimentos, € uma superioridade
do tratamento com propionato sobre a testemunha, sendo que as duas doses de
propionato de célcio néo diferiram entre si.

Deve-se considerar, no entanto, de acordo com Simdo (1985) e
Martinelli Filho (1987), os eventuais efeitos colaterais toxicos proporcionados
pela adigio de conservantes quimicos, o que ndo ocorre através de outros

métodos tais como a adigio de condimentos que sdo inécuos a saide do

consumidor.
¢ Abho B Erva- Doce A Menta ® Tomiho
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FIGURA 1 Efeito das concentragdes dos condimentos em pé sobre o

desenvolvimento micelial do fungo Aspergillus niger.
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FIGURA 2 Contraste das

médias de controle do fungo Aspergillus niger

expresso em didmetro das colonias quando submetidos aos
tratamentos: condimentos, propionato de calcio 0,15% e 0.30% e
testemunha (sem controle), Y1= Contraste (Condimento vs
propionato): Y2 = (propionato vs testemunha) e Y3 = (propionato
de cdlcio 0,15% vs propionato de célcio 0,30%).

Quando se analisou

o efeito inibidor dos condimentos em po sobre a

esporulagdo do fungo, verificou-se uma mesma tendéncia de aumento

progressivo da eficiéncia da inibigdo da esporulagdo com a elevagdo das

concentragdes dos condimentos testados, conforme ilustrado na Figura 3. Esses

resultados concordam com

aqueles obtidos por Sharma et al. (1981), que

observaram um efeito inibidor do principio lacrimatorio (6xido tiopropanol) da

cebola sobre os esporos

de Aspergillus parasiticus, proporcional a sua

concentragiio e ao tempo de exposigdo dos esporos ao fator de inibigéo.

Observou-se, ainda, conforme representado na Tabela 1, que os

condimentos alho, menta, tomilho, orégano e louro apresentaram os maiores

niveis de inibi¢@o de esporulagio, seguidos pela cebola, manjericdo e erva doce.



Os resultados referentes & analise dos contrastes entre a adigio de
condimentos, a adigio de conservante quimico ¢ a testemunha em relagdo a
esporulagio do fungo encontram-se representados na Figura 4.

Observa-se que houve uma diferenga significativa quanto a esporulagdo
do fungo entre os tratamentos com adigdo de condimentos e de conservante
quimico, o qual mostrou-se superior  testemunha e que, de forma semelhante a
analise do desenvolvimento micelial, as concentragdes do conservante quimico
propionato de calcio ndo diferiram entre si, no controle da esporulagéo.

O efeito inibidor da esporulagdo aumenta a eficiéncia dos tratamentos,
uma vez que mesmo que o fungo apresente um determinado grau de
desenvolvimento micelial, a redugdio de sua esporulagdo reduz o seu potencial de

inéculo para outras areas sadias do produto.

Esporulagéo

y =27,25 - 3,639x
R*=0,9277

1 2 3 4
Concentragiio do condimento (%)

FIGURA 3 Efeito das concentragdes dos condimentos em po sobre a

esporulagdo média do fungo Aspergillus niger.
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Tabela 1 Efeito de condimentos em p6 sobre a esporulagio do fungo
Aspergillus niger.

Condimentos Esporulagido média *
1. Alho 541 a

2. Cebola 23.19b

3. Erva-Doce 37.00 ¢

4. Menta 14.79 a

5. Tomilho 1145a

6. Orégano 18.19a

7. Manjericio 23.59b
8.Louro 11.57a

* Médias seguidas pela mesma letra nio diferem significativamente pelo teste Scott & Knott ao nivel de 5% de

probabilidade.

5 & 8

Média geral de esporulagéo
2 > 88 8 &

v

o

Y2

Contrastes

Y3

BY1=3T1+3T2+3T32+ ... -32T33-32T34-32T35m Y2=0T1+ 0 T2+ OT32 + ... + 1T33 + 1T34 - 2T35

OY3=0T1+0T2+0T32+ .. + 1733 - 1734 + OT35

FIGURA 4 Contraste das médias de controle do fungo Aspergillus niger
expresso em média geral de esporos quando submetidos aos
tratamentos: condimentos, propionato de célcio 0,15% e 0,30% e

testemunha (sem controle), YI=

Contraste (Condimento vs

propionato): Y2 = (propionato vs testemunha) e Y3 = (propionato
de calcio 0,15% vs propionato de calcio 0,30%).
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A avaliagio da eficiéncia da adigio de condimentos sobre o
desenvolvimento micelial do fungo Eurotium repens demonstrou uma inibigdo
total pelo cravo, em todas as doses testadas, motivo pelo qual ndo foi incluido
nas analises de regressdo cuja  representagdo grifica para os demais
condimentos encontra-se apresentada no texto, e uma correlagdo positiva e
significativa entre os condimentos alho, cebola, canela, menta e tomilho em
diferentes concentragdes testadas conforme representado na Figura 5. Observa-
se elevado indice de inibigdo do fungo por alguns condimentos, entre eles o alho
e o tomilho. A canela apresentou uma tendéncia de controlar totalmente o fungo
nas maiores concentragdes, enquanto que os menores efeitos foram observados
por doses crescentes de menta e cebola.

Os condimentos louro, orégano e erva-doce ndo tiveram efeito sobre o
desenvolvimento micelial do fungo Eurotium repens.

A andlise dos contrastes entre tratamentos a base da adigdo de
condimentos, conservante quimico e testemunha, no controle do didmetro da
colénia do fungo Eurotium repens, (Figura 6), demonstrou eficiéncia superior
dos condimentos em relagdo ao conservante quimico, ambos estatisticamente
superiores i testemunha. As doses testadas do conservante quimico diferiram
entre si, a maior dosagem apresentou um comportamento supetior.

Com relagio aos efeitos da adigdo de condimentos ao meio em relagdo
esporulagdo do fungo Eurotium repens, (Figura 7), verificou-se que apenas a
canela, o tomilho, o louro e o orégano apresentaram elevada correlagéo entre as
concentragdes crescentes € a redugdo da esporulagdo, enquanto que O0s
condimentos cebola e menta, embora tenham apresentado eficiéncia quanto a
redugio do desenvolvimento micelial, ndo foram capazes de inibir
significativamente a esporulagdo do fungo.

A anélise do contraste entre os tratamentos com adi¢do de condimentos,

adigdo de propionato de calcio e testemunha, quando relacionados com a
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esporulagdo do fungo Eurotium repens, (Figura 8), demonstrou a inferioridade

dos tratamentos com condimentos em relagdo ao conservante quimico, o qual foi

superior a testemunha e confirmou a tendéncia da semelhanca das duas

concentragdes testadas do conservante quimico.

e Alho = Cebola a Canela e Menta o Tomiho
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FIGURA

Concentragio de condimentos (%)

5 FEfeito das concentragdes dos condimentos em p6 sobre o

desenvolvimento micelial do fungo Eurotium repens.
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Y2

Contrastes
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OY3=0T1+0T2+0T36+ ... + 1T37 - 1738 + OT39

FIGURA 6 Contraste das médias de controle do fungo Eurotium repens
expresso em didmetro das col6nias quando submetidos aos
tratamentos: condimentos, propionato de calcio 0,15% e 0,30% e
testemunha (sem controle), Y1= Contraste (Condimento vs
propionato): Y2 = (propionato vs testemunha) e Y3 = (propionato
de célcio 0,15% vs propionato de célcio 0,30%).

+ Canela = Tomilho a Orégano s Louro

Linear (Canela) — — Linear (Tomilho) - - - -Linear (Orégano) -~ Linear (Louro)
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PY (T D * y = -1,871x + 14,55
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Esporulagdo

21

Concentragdo de condimentos (%)

FIGURA 7 Efeito das concentragdes dos condimentos em po sobre a

esporulagdo do fungo Eurotium repens.
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FIGURA 8 Contraste das médias de controle do fungo Eurotium repens
expresso em média geral de esporos quando submetidos aos
tratamentos: condimentos, propionato de calcio 0,15% e 0,30% e
testemunha (sem controle), Y1= Contraste (Condimento vs
propionato): Y2 = (propionato vs testemunha) e Y3 = (propionato
de calcio 0,15% vs propionato de calcio 0,30%).

Com relagdo & atuagdo dos condimentos, sobre o desenvolvimento
micelial e esporulagdo do fungo Penicillium spp., observou-se que de forma
semelhante aos fungos Aspergillus niger e Eurotium repens um controle total do
desenvolvimento micelial e consequentemente esporulagdo através da adi¢do de
cravo em todas as concentragdes testadas, motivo pelo qual ndo foi incluido nas
andlises de regressdo cuja representagio grafica para os demais condimentos
encontra-se apresentada no texto.

Observou-se ainda, conforme representado na Figura 9, uma tendéncia
de aumento nos indices de inibigdo do desenvolvimento micelial do fungo
proporcional ao aumento nas concentragdes testadas, principalmente para os
condimentos canela e tomilho, seguidos pela menta e pelo orégano. O alho

afetou o desenvolvimento micelial do fungo Penicillium spp. de maneira
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bimodal, sendo que nas concentragdes proximas de 2 e 4% o desenvolvimento
micelial decresceu e nas concentragdes de 1 e 3% o desenvolvimento micelial
aumentou. Em relagdo a esse tipo de comportamento (bimodal), requer um
estudo especifico por se tratar de vérios fatores como, tipo de substrato, reagdo
do fungo ao substrato e diferentes tipos de compostos que podem interferir sobre
o comportamento do fungo. Os condimentos cebola, louro, erva-doce,
manjericio ndo apresentaram significativa redugdio do desenvolvimento micelial
do fungo nas doses testadas.

Com relagdio a andlise dos contrastes dos tratamentos com adigdo dos
condimentos, adi¢do do conservante quimico e testemunha (Figura 10),
observou-se que os tratamentos com condimentos € conservante quimico
apresentaram eficiéncia semelhante e comportamento superior em relagdo a
testemunha e que as doses testadas do propionato de calcio ndo diferiram entre
si.

Na Figura 11 encontram-se representados os resultados referentes a
eficiéncia dos tratamentos com adi¢do de condimentos sobre a esporulagdo,
observando-se que apenas o manjericio apresentou um efeito significativo.
Observa-se que a esporulagdo foi afetada de maneira bimodal, sendo que em
concentragdes préximas de 1 € 3% a esporulagdo decresceu, enquanto que nas
concentragdes de 2 e 4% a esporulagd@o tendeu a aumentar.

O contraste das médias dos tratamentos com adi¢do dos condimentos,
adicio de conservante quimico e testemunha (Figura 12), confirmou a
semelhanga entre tratamentos com condimentos € conservante quimico, a
superioridade dos tratamentos em relagio a testemunha e a semelhanca

estatistica entre as concentragdes testadas do conservante quimico.
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FIGURA 9 Efeito das concentragdes dos condimentos sobre o desenvolvimento
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FIGURA 10 Contraste das médias de controle do fungo Penicillium spp.

expresso em didmetro das colonias quando submetidos aos
tratamentos: condimentos, propionato de calcio 0,15% e 0,30% e
testemunha (sem controle), Y1= Contraste (Condimento vs
propionato): Y2 = (propionato vs testemunha) e Y3 = (propionato
de célcio 0,15% vs propionato de célcio 0,30%).
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FIGURA 11 Efeito das concentragdes do condimento manjericdo em pé sobre a

Média geral de esporulagédo
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FIGURA 12 Contraste das médias de controle do fungo Penicillium spp.

expresso em média geral de esporos quando submetidos aos
tratamentos: condimentos, propionato de calcio 0,15% e 0,30% e
testemunha (sem controle), YI= Contraste (Condimento vs
propionato): Y2 = (propionato vs testemunha) e Y3 = (propionato
de célcio 0,15% vs propionato de célcio 0,30%).
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Os resultados referentes a eficiéncia dos tratamentos com adigdo de
condimentos no controle do fungo Rhizopus sp., demonstrou um controle total
através da adigdio do cravo, motivo pelo qual ndo foi incluido nas andlises de
regressdo cuja representa¢fio grafica para os demais condimentos encontra-se
apresentada no texto, enquanto que os condimentos canela e tomilho (Figura
13), apresentaram indices crescentes de inibicdo do desenvolvimento micelial do
fungo, a medida que se aumentava a concentragdo desses condimentos de 1 a
4%. O alho apresentou maiores indices de inibi¢do nas concentragdes de 2% e
4%, indicando um efeito bimodal sobre o desenvolvimento micelial do fungo.

Os condimentos cebola, erva-doce, menta, orégano, manjericdo e louro
ndo exerceram efeito significativo (p=0,05), sobre a inibigdo do
desenvolvimento micelial do fungo Rhizopus sp.

A anidlise de contraste entre tratamentos com adi¢do de condimentos
adigdo do conservante quimico e testemunha encontram-se representados na
(Figura 14). Com relagdo aos tratamentos com adi¢do de condimentos e do
conservante quimico, observou-se uma superioridade dos condimentos em
relagdo ao propionato de calcio no controle do crescimento do didmetro da
col6nia do fungo Rhizopus sp. Ja no contraste entre o conservante quimico € a
testemunha, observou-se uma semelhanga entre os tratamentos com o
conservante quimico ¢ a testemunha. Como nos demais casos, as duas
concentragdes de propionato de célcio avaliadas ndo apresentaram diferengas
significativas no controle do desenvolvimento microbiano.

Com relagdo ao efeito da adigdo de condimentos sobre a esporulagdo
(Figura 15), observou-se que apenas a canela em p6 apresentou uma correlagido
significativa com as diferentes concentragdes testadas, sendo que os demais
condimentos testados ndo exerceram efeito na redugdio da esporulagdo,

independente das concentragSes testadas. Observou-se um crescente efeito
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inibitério da esporulagio do fungo Rhizopus sp., com o aumento da

concentrac¢éo da canela em pd.

Diametro da Col6nia (cm)
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FIGURA 13 Efeito das concentragdes dos condimentos em pé sobre o

desenvolvimento micelial do fungo Rhizopus sp.

53



B

N W A 00 O N O ©

Média de didmetro da colénia (cm)

o

Y2
Contrastes

BY1=3T1+3T2+3T36+ ... -32T37 - 32T38-32T39 @ Y2 = 0T1 + 0 T2 + OT36 + ... + 1T37 + 1738 - 2T39
OY3=0T1+0T2+0T36+ ... + 1737 - 1T38 + 0T39

FIGURA 14 Contraste das médias de controle do fungo Rhizopus sp. expresso
em didmetro das colonias quando submetidos aos tratamentos:
condimentos, propionato de célcio 0,15% e 0,30% e testemunha
(sem controle), Y1= Contraste (Condimento vs propionato): Y2 =
(propionato vs testemunha) e Y3 = (propionato de calcio 0,15% vs
propionato de célcio 0,30%).
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FIGURA 15 Efeito das concentragdes do condimento canela em pd sobre a

esporulacdo do fungo Rhizopus sp.
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O contraste das médias dos tratamentos com condimentos, conservante
quimico e testemunha (Figura 16), demonstrou uma superioridade do
conservante quimico sobre os condimentos, no controle da esporulag@o do fungo
Rhizopus sp. o conservante quimico apresentou um comportamento superior a
testemunha. Comparando-se as diferentes concentragdes do conservante
quimico, observou-se que ndo apresentaram diferencas significativas entre si no
controle da esporulagio do fungo Rhizopus sp.

Como ocorreu com o fungo Eurotium repens, os condimentos foram
mais eficientes que os conservantes em manter o didmetro da coldnia reduzido,

mas a esporulagio foi melhor inibida pelos conservantes.
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FIGURA 16 Contraste das médias de controle do fungo Rhizopus sp. expresso
em média geral de esporos quando submetidos aos tratamentos:
condimentos, propionato de calcio 0,15% e 0,30% e testemunha
(sem controle), Y1= Contraste (Condimento vs propionato): Y2 =
(propionato vs testemunha) e Y3 = (propionato de célcio 0,15% vs
propionato de calcio 0,30%).
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O presente estudo possibilitou a confirmagdo do potencial de alguns
condimentos na inibicdo do desenvolvimento micelial dos fungos Aspergillus
niger, Eurotium repens, Penicillium spp. e Rhizopus sp., sendo que o cravo
(Caryophlillus aromaticus), apresentou um controle total (100%) do
desenvolvimento micelial de todos os fungos, em todas concentragSes testadas
motivo pelo qual nfio foi incluido nas andlises de regresséo, cuja representagido
grafica para os demais condimentos encontra-se apresentada no texto, e a canela
apresentou uma inibi¢éo total do desenvolvimento micelial do fungo A. niger e
inibicio proporcional ao aumento das concentragdes do desenvolvimento
micelial em relag@o aos fungos Eurotium repens, Penicillium spp. e Rhizopus sp.
e da esporulagdo E. repens e Rhizopus sp.

O tomilho e o alho apresentaram niveis crescentes de inibigdo do
desenvolvimento micelial de acordo com o aumento de suas concentragdes,
sendo que o tomilho reduziu ainda a esporulagéio dos fungos Aspergillus niger,
Eurotium repens e Rhizopus sp. e o alho reduziu a esporulagio do fungo
Aspergillus niger.

A menta inibiu o desenvolvimento micelial do 4. niger, Eurotium repens
e Penicillium spp. e a esporulagiio do Aspergillus niger.

O manjericdo, embora ndo tenha inibido o desenvolvimento micelial dos
fungos, inibiu o processo de esporulagio dos fungos Aspergillus niger e
Penicillium spp.

O orégano inibiu o desenvolvimento micelial do Penicillium spp. e a
esporulagdo dos fungos Aspergillus niger e Eurotium repens.

A cebola inibiu apenas o desenvolvimento micelial do Eurotium repens.

O louro e a erva-doce ndo apresentaram efeitos sobre o desenvolvimento
micelial e a esporulagdo dos fungos estudados.

De uma maneira geral, a dose minima do propionato de célcio (0,15%),

foi suficiente para a inibigdo do desenvolvimento micelial e da esporulagdo dos
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fungos testados, sugerindo a necessidade de se rever a recomendagdo quanto a

concentragdo deste aditivo quimico.

3.2 Efeito da adiciio de 6leos essenciais sobre o desenvolvimento de fungos
associados a produtos de panificacio

Conforme representado na Tabela 2 e pelas Figuras 17, 18, 19 ‘e 20,
observa-se que, de uma maneira geral, os Oleos essenciais obtidos dos
condimentos selecionados com base nos resultados obtidos na primeira etapa do
presente trabalho apresentaram um elevado indice de inibi¢do do
desenvolvimento micelial dos fungos estudados, quando comparados com a
testemunha néo tratada.

Com relagéio ao cravo, conforme representado na Tabela 2 e na Figura
17, as concentragdes testadas foram mais reduzidas que as dos demais
condimentos, baseando-se na elevada eficiéncia apresentada pelo condimento
quando testado na forma de p6 e com base em resultados anteriores (Bullerman,
Liew e Seier, 1977). Observa-se que a partir de 600 ppm todos os fungos
estudados tiveram, com excegdo do Penicillium spp., o desenvolvimento
micelial inibido. Os resultados concordam com aqueles obtidos anteriormente
(Hitokoto et al., 1980; Azzous ¢ Bullerman, 1982; Shelef, 1983), em que se

evidencia o elevado poder antimicrobiano do cravo.
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TABELA 2 Eficiéncia de varias concentragdes de Oleos essenciais sobre o
desenvolvimento micelial de fungos associados a produtos de
panificag@o apés sete dias de incubagio.

DESENVOLVIMENTO MICELIAL (%)

TRATAMENTOS A.niger  Rhizopussp.  E.repens  Penicillium spp.
Tomilho 500 ppm 35 0.0 0.0 17.1
Tomilho 1000 ppm 3.5 0.0 0.0 0.0
Tomilho 1500 ppm 1.7 0.0 0.0 0.0
Tomilho 2000 ppm 1,7 0.0 0.0 0.0
Canela 500ppm 0.0 0.0 0.0 0.0
Canela 1000ppm 0.0 0.0 0.0 0.0
Canela 1500ppm 0.0 0.0 0.0 0.0
Canela 2000ppm 0.0 0.0 0.0 0.0
Alho 500ppm 0.0 100 0.0 44,1
Alho 1000ppm 6,9 100 0.0 16,2
Alho 1500ppm 0.0 100 0.0 0.0
Alho 2000ppm 0.0 0.0 0.0 0.0
Cravo 200ppm 100 100 28 63,1
Cravo 400ppm - 25 36,7 0.0 20,7
Cravo 600ppm 0.0 0.0 0.0 15,3
Cravo 800ppm 0.0 0.0 0.0 5,5
Testemunha 100 100 100 100
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Rhizopus sp.
Eurotium repens
Penicillium spp.

Aspergillus niger

FIGURA 17 Efeito do 6leo essencial de cravo sobre o desenvolvimento micelial

dos fungos associados aos produtos de panificagdo apés sete dias de

incubagdo.

Os resultados referentes a adigdo do 6leo essencial de alho, conforme
representado na Figura 18, demonstraram que este controlou o desenvolvimento
micelial de todos os fungos, exceto o do Rhizopus sp. que foi controlado apenas
na maior dosagem testada, concordando com os resultados obtidos quando se
adicionou este condimento ao meio de cultura na forma de pd. Vérios outros
estudos que comprovaram as propriedades antimicrobianas e medicinais deste
condimento (Cavallito e Bailey, 1944; Cavallito, Bayley e Buck, 1945).

Através da Figura 19 pode-se observar que o 6leo essencial de canela
apresentou um controle total (100%) do desenvolvimento micelial de todos os
fungos testados a partir da concentragio de 500ppm, confirmando dados

anteriores sobre a eficiéncia deste condimento, quando adicionado sob a forma
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de p6 e Oleo essencial (Bullerman, Liew e Seier, 1977; Tiwari, Dikshit e
Chandan, 1983; Patkar et al., 1993; Sinha, Sinha e Gajendra, 1993).

Com relagdo ao tratamento de adigdo de oOleo essencial de tomilho a
cultura de fungos (Figura 20), observa-se que o mesmo apresentou um elevado
controle dos fungos testados em todas as concentragdes, resultados estes
concordantes com os obtidos através da adi¢do deste condimento em pé e de
pesquisas anteriores que revelaram o seu poder antimicrobiano (Maruzzella e
Liguori, 1958; Beuchat, 1976; Farag, Daw e Abo-Raya, 1989).

A semethanga da eficiéncia apresentada pelos condimentos aplicados em
p6, a eficiéncia apresentada pelos condimentos adicionados sob a forma de
Oleos essenciais do cravo, canela, tomilho e alho sobre a inibigdo do
desenvolvimento micelial de fungos associados a produtos de panificagdo
confirmam o fato de que grande parte dos principios ativos desses condimentos
_ encontra-se concentrada nesta fragdo (Parry, 1962; Hitokoto et al., 1980; Pruthi,
1980; Farag, Daw e Abo-Raya, 1989; Koketsu e Gongalves, 1991).
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Rhizopus sp.
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Crescimento Micelial (%)

FIGURA 18 Efeito do 6leo essencial de alho sobre o desenvolvimento micelial

dos fungos associados aos produtos de panificagao.
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FIGURA 19 Efeito do oOleo essencial de canela sobre o desenvolvimento

micelial dos fungos associados aos produtos de panificagio.

62



100-

Crescimento Micelial (%)

Penicillium spp.
Eurotium repens
Rhizopus sp.

Aspergillus niger

Concentryg 1500

¢ 2000
0 de !omilho (Ppm)

FIGURA 20 Efeito do oleo essencial de tomilho sobre o desenvolvimento

micelial dos fungos associados aos produtos de panificagéo.
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3.3 Efeito da adicdo de condimentos em po e cafeina sobre a producgo de
aflatoxina e ocratoxina A de fungos isolados de grios de café (Coffea
arabica L).

O desenvolvimento dos fungos toxigénicos foi totalmente inibido pelo
cravo, motivo pelo qual ndo foi incluido nas Tabelas 3 e 4, 0 que comprova os
resultados obtidos anteriormente (Hitokoto et al., 1980; Azzous e Bullerman,
1982), sobre os efeitos do cravo impedindo a sintese das toxinas.

Através dos resultados apresentados na Tabela 3 e pela Figura 21,
observa-se que a canela e a erva-doce inibiram completamente a produgio de
aflatoxina B1 e B2.

O louro (Figura 21), apresentou uma inibigéo total da aflatoxina Bl ¢ B2
a partir da concentragio de 2% ¢ o manjericio (Tabela 3), apresentou uma
inibigéo total da aflatoxina B2 a partir da concentragdo de 2% e a inibigdo foi
proporcional & concentragdo testada no caso da aflatoxina Bl, inibida
completamente a partir da concentragéo de 3%.

Com relagio ao tomilho observou-se uma inibigio total da aflatoxina
B2, enquanto que, para a aflatoxina B1, verificou-se uma inibigio pelo
condimento apenas na menor concentragéo testada.

O alho Figura 21, e a menta apresentaram um comportamento
semelhante a produgio da aflatoxina B1 ndo observando-se uma correlagio entre
concentragdes testadas e inibigdo da toxina. Em relagdo a aflatoxina B2 (Tabela
3), o alho inibiu completamente esta sintese.

No caso da cebola, observou-se que em todas as concentragOes ocorreu a
sintese da toxina, embora em menor intensidade nas concentragGes menores
(1%) e intermedidrias (3%).

A aflatoxina B1 e B2 s6 foi inibida pelo orégano na maior concentragdo

testada (4%), sendo que nas menores concentragdes (1%;2% e 3%) apresentou
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fluorescéncia mais intensa, semelhante ao padréo, indicando a mdxima produgdo
da toxina.
Nas diferentes concentragdes da cafeina, observou-se que a aflatoxina

B1 e B2 foi totalmente inibida.

TABELA 3 Resultados da adi¢do de condimentos em meio de cultura YES,
visando a inibi¢do da produgdo de aflatoxina pela técnica de Plug
Agar.

TRATAMENTOS

Doses  Tomilho Alho Canela Orégano Louro

Bl B2 Bl B2 Bl B2 Bl B2 Bl B2

1% ND ND + ND ND ND +++ ++H +++ +++
2% +++ ND ND ND ND ND +++ ++ ND ND
3% +++ ND + ND ND ND ++ ++ ND ND
4% +++ ND ND ND ND ND ND ND ND ND
TC* ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
CONTINUACAO
Doses Manjericio =~ Menta  Erva-Doce Cebola Cafeina**

Bl GB2EEBISwB2. Bl B2..Bl B2 Bl B2
1% +=+ +=+ ++ ++ ND ND + + ND
2% Fr SN b S ND PND S R S GND
3% ND ND ND ND ND ND + + ND
4% ND ND +++ ++ ND ND +++ A4+t . ND
TC* “NBE» NDIND - ND.  -ND ND ANDISINDG ND

SEEEE

* Placa contendo apenas meio de cultura e condimento
** Cafeina testada nas seguintes concentragdes 0,5%,0,8%,1,0% e 2,0%
ND — Nido Detectada
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Padroes de
Aflatoxina

B1

3%

Canela Louro

TC — Testemunha contendo apenas o condimento canela
TL — Testemunha contendo apenas o condimento louro

Padroes de
Aflatoxina

B1
B2%

TA - Testemunha contendo apenas o condimento alho

FIGURA 21 Resultados da produgdo de aflatoxina pela técnica de Plug Agar em
meio contendo Canela (1%;2%;3%:4% e TC) e Louro
(1%:2%;3%;4% e TL) (A) e Alho (1%:2%;3%;4% € TA) (B).
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Conforme resultados apresentados na Tabela 4, observou-se que o alho
e o louro (Figura 22), apresentaram uma inibi¢do total da formacdo da
ocratoxina A, enquanto que a canela e a erva-doce exibiram um grau de inibigdo
proporcional is concentragdes testadas, mostrando uma inibigdo total a partir da
concentragéo de 3%.

O tomilho apresentou, a exemplo do ocorrido com a aflatoxina B1, uma
inibigio total apenas na menor concentragdo, apresentando as maiores
intensidades de formagdio da toxina nas concentragbes de 2% e 4%, enquanto
que os tratamentos com orégano e menta (Figura 22), manjericdo e cebola, ndo
apresentaram correlagdo entre as concentragdes testadas e inibicdo das toxinas.

A analise dos efeitos dos condimentos sobre a produgdo das micotoxinas
aflatoxina B1 e B2 e ocratoxina A demonstrou um efeito inibidor mais intenso
dos condimentos canela, erva-doce e louro. Considerando-se a possibilidade da
atuagdio desses condimentos sobre as toxinas estudadas que podem ocorrer no
café, apenas o cravo, a canela e a erva-doce séo vidveis de associagdo direta com
o produto, podendo ser aliados as propriedades antimicrobianas e antitoxigénicas
do café, e aumentar ainda mais a suas caracteristicas de seguranca para o
consumidor, além de melhorar as caracteristicas organolépticas desta bebida.

Com relagio a inibigio das toxinas pela cafeina, os resultados
confirmam afirmativas de outros autores, segundo os quais a composigdo
quimica do café é adversa a sintese de micotoxinas (Buchanan e Fletcher, 1978;
Buchanan, Harry e Gealt, 1983; Buchanan, Hoover e Jones, 1983; Chalfoun,
Pereira ¢ Angélico, 2000), permitindo classifici-lo como uma fonte marginal
destas toxinas na dieta.

Embora as atividades antifungica e antitoxigénica dos condimentos
sejam caracteristicas comprovadas, os resultados obtidos através do presente

trabalho concordam com resultados anteriores, nos quais a atividade
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antimicrobiana e antitoxigénica pode ser estimulada em concentragdes

crescentes de condimentos (Salmeron, Jordano e Pozo, 1990).

TABELA 4 Resultados da adigdo de condimentos em meio de cultura YES,
visando a inibi¢do da produgdio de ocratoxina A pela técnica de

Plug Agar.
TRATAMENTOS
Doses Tomilho Alho Canela Orégano
1% ND ND + +
2% ++ ND + ++
3% + ND ND +H
4% + ND ND ++
TC* ND ND ND ND

EATL e R O CONTINUAGAO: £
Doses Manjericdo Menta Erva-Doce Cebola
1% +++ ND ++ ND
2% + +H + ++
3% + ++ ND ++
4% +H ND ND +
TC* ND ND ND ND

* Placa contendo apenas meio de cultura e condimento
** Cafeina testada nas seguintes concentragdes 0,5%,0,8%,1,0% e 2,0%
ND - Néo Detectada
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3
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Orégano Louro

TO — Testemunha contendo apenas o condimento orégano
TL — Testemunha contendo apenas o condimento louro

Padrio
OTA

3 o 0
Menta

TM — Testemunha contendo apenas o condimento menta
FIGURA 22 Resultado da produgdo de ocratoxina A pela técnica de Plug Agar

em meio contendo Orégano (1%;2%;3%;4% e TO) e Louro
(1%;2%;3%;4% e TL) (A) e Menta (1%;2%;3%:;4% e TM) (B).
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4 CONCLUSOES

O cravo em pb apresentou inibigdo total (100%) do desenvolvimento
micelial dos fungos estudados. A canela em pé apresentou inibigdo total do
fungo Aspergillus niger e, para os demais fungos, controlaram o
desenvolvimento micelial e a esporulagiio nas maiores concentragdes.

Outros condimentos em p6, tais como alho, erva-doce, menta; tomilho,
cebola, orégano, louro e manjericio apresentaram reducéio do desenvolvimento
micelial e da esporulagdo em concentragdes crescentes.

De maneira geral, os tratamentos com condimentos em po equipararam
quanto & inibigio do desenvolvimento micelial e a esporulagio dos fungos ao
tratamento com conservante quimico propionato de célcio nas concentragdes
0,15 e 0,30%, tradicionalmente utilizadas.

A eficiéncia da inibigio do crescimento micelial de fungos apresentada
pelos condimentos adicionados sob a forma de 6leos essenciais de cravo, canela,
tomilho ¢ alho, & semelhanga dos condimentos aplicados em pé, confirmam o
fato de que grande parte dos principios ativos de tais produtos encontram-se
concentrada na fragio oleosa dos mesmos.

O efeito antimicotoxigénico da cafeina justifica, em parte, os baixos
niveis de micotoxinas detectados mo ‘café, indicando ser a sua prépria
composigio quimica desfavordvel a sintese das toxinas, potencializando as
condigBes de seguranga das misturas de café com alguns condimentos.

Os condimentos testados encontravam-se livres de contaminagdo de
aflatoxina B1 e B2 e por ocratoxina A, indicando ndio serem os proprios
condimentos fontes das toxinas, o que justifica-se através do elevado padrdo de

qualidade dos produtos utilizados.
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CAPITULO 3

CONSERVACAO DE PRODUTOS DE PANIFICACAO ATRAVES DA
ADICAO DE CONDIMENTOS EM PO.

RESUMO

PEREIRA, Marcelo Claudio. Conservagio de produtos de panificacio
através da adi¢fio de condimentos em p6. Lavras: UFLA, 2001. 104p.
(Dissertagdo — Mestrado em Ciéncia dos Alimentos)*.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito dos condimentos
em p6é sobre a conservagdo dos produtos de panificagdo. Os condimentos
selecionados para estes testes foram: cravo, canela e alho, selecionados por se
enquadrarem melhor aos produtos de panificagdo, e pelo seu efeito antifiingico
observado nos testes “in vitro”. Os condimentos foram testados nas
concentragdes de 0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0%. Os produtos de panificagdo
selecionados para os testes foram, rosca de macd, pdo de centeio e péo integral
por serem de facil perecibilidade. Os condimentos cravo e canela foram
adicionados & massa dos produtos rosca de magd e pdo de centeio. O alho foi
adicionado a massa do pdo integral. O conservante quimico utilizado como
padrio foi propionato de célcio nas concentragdes de 0,15% e 0,30%. Os
condimentos utilizados neste trabalho foram eficazes em diminuir o niimero de
colénias nas primeiras leituras e aumentaram a vida de prateleira por um dia ou
mais nas maiores concentragdes. O conservante quimico utilizado na menor
concentragdo ndo diferiu da maior concentragdo do conservante que aumentaram
em dois ou mais dias o periodo de conservagio em relagdio a testemunha ou
mesmo aos condimentos.

*Comité orientador: Dra. Sira Maria Chalfoun de Souza — EPAMIG
(Orientadora), Dra. Vania Déa de Carvalho — UFLA (Co-orientadora).
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ABSTRACT

PEREIRA, Marcelo Cléudio. Conservation of bread-making products
through the addition of powdered spices. Lavras: UFLA, 2001. 104p.

(Dissertation of Master’s degree in Food Science)

The objective of the present work was to evaluate the effect of
powdered spices on the conservation of bread-making products. The spices
selected for these tests were : clove. cinnamon and garlic, because of there
relationship with bread-making products and for their fungistatic effect
observed in tests "in vitro ". The spices were tested in concentrations of 0.5%,
1.0%, 1.5% and 2.0%. The bread-making products selected for thc tests were,
apple strudel , rye bread and wholewheat bread because they are considered
perishable. The spices clove and cinnamon were added to the dough of the
apple strudle and rye bread . Thc garlic was added to the wholewheat bread. The
chemical preservative used as a pattern was of calcium in concentrations of
0.15% and 0.30%. The spices used in this work had an effective way of
reducing the number of colonies in the first readings and increasing the shelf life
for one day or more in higher concentrations. The chemical preservative used
in the lower concentration had the same effect on the spices than higher
concentration of preservative and increased the period of conservation by two or
more days in relation to the witness of the same spices.

* Guindance Committee: Dra. Sira Maria Chalfoun de Souza - EPAMIG
(Major Professor), Dra. Vinia Déa de Carvalho — UFLA (Co-adviser).
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1 INTRODUCAO

Os produtos de panificagdo tém presenga constante na vida das pessoas,
apresentando varias formas de uso na alimentagdo, desde um pdozinho com
margarina até as sobremesas requintadas.

Diversos trabalhos citam que os cereais e alimentos deles derivados sdo
pouco sujeitos & deterioragdo microbiana, se preparados e armazenados em
condigBes adequadas. A umidade ¢é fator preponderante, uma pequena umidade
favorecerd o desenvolvimento de fungos e um aumento da mesma abrird uma
porta de entrada para bactérias e leveduras (Martinelli F ilho 1987a; Smith e
White, 1988).

Os produtos de panificagdo frescos sdo facilmente pereciveis ¢ muito
sensiveis as praticas dos métodos de conservagio, estocagem e distribuigdo. As
caracteristicas dos produtos de panificagdo declinam rapidamente a partir do
momento que s#o retirados do forno.

Dentre os métodos de conservagiio, na area de panificagdo, os mais
usados sdo a adi¢do de conservantes quimicos & massa e a preservagdo dos
produtos a baixas temperaturas. Apesar de serem mais indicados, os inibidores
possuem efeitos colaterais eventualmente téxicos. O Comité Misto FAO/OMS,
reunido em 1976, reconheceu a preocupagdo dos paises industrializados ou em
processo de industrializagdo com os contaminantes carcinogénicos, mutagénicos
e teratogénicos e compartilha com as autoridades sanitdrias dos paises em
desenvolvimento, da inquietagio com os riscos especiais a que estdo expostos o0s
grupos vulneraveis da populago. Esse Comité reconheceu que a cooperagéo dos
especialistas em alimentos nestes paises em desenvolvimento seria
extremamente importante para seu trabalho em matéria de aditivos alimentares e
contaminantes dos alimentos (Comité Misto FAO/OMS de Expertos en Aditivos
Alimentarios, 1975; 1976).
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Existe um interesse renovado nos processos de produgéo e conservagdo
de alimentos que mantenham suas caracteristicas fisico-quimicas, organolépticas
e nutricionais, proporcionando o méximo de vida de prateleira e evitando
quaisquer alteragdes indesejveis.

O uso de condimentos como conservante de alimentos € de grande
interesse para os consumidores, pois 0s mesmos néo apresentam risco a saide,
mesmo quando empregados em quantidades relativamente altas.

Embora os condimentos apresentem propriedades antimicrobianas,
antioxidantes e medicinais, eles sio normalmente utilizados com o propdsito
principal de realgar o sabor dos alimentos.

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito de condimentos sobre a

conservagdo de produtos de panificagdo.

78



2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvimento na Panificadora P&C,
localizada no municipio de Lavras-MG. O experimento constou de trés tipos
diferentes de condimentos que foram selecionados de acordo com os dados
obtidos nos testes “in vitro”, alho (4llium sativum), canela (Cinnamomum
burmannil) e cravo (Caryophillus aromaticus), (Serrano, 2000a,c ¢ d. O
conservante quimico comumente utilizado pelas panificadoras (propionato de
calcio) foi utilizado como conservante padréo.

Os produtos de panificag@o escolhidos para os testes foram: péo integral,
pdo de centeio e rosca de magd por serem de fécil perecibilidade.

Os condimentos cravo e canela foram testados na confecgdo de dois
produtos (pdo de centeio e rosca de magd) e o alho na confecgdo do (péo
integral). As dosagens dos condimentos em pé variaram de 0 a 2% e o
conservante foi usado nas concentragdes de 0,15 e 0,30% indicadas por
(Martinelli Filho, 1987b).

Foram utilizados para embalagem, filmes de polietileno de baixa
densidade por serem os mais indicados para embalar pées, conforme descrito por
Garcia et al. (1989).

A vida de prateleira foi avaliada observando-se diariamente as amostras,
até a constatagio do desenvolvimento visivel a olho nu de microrganismos
contaminantes, de acordo com o nimero de coldnias e/ou didmetro micelial do
fungo contaminante.

A partir desta constatagdo foi dada uma nota que variou de acordo com o
nimero de col6nias na superficie dos pdes ou do didmetro do micélio dos
fungos:

1 — pouco atacada;
2 — medianamente atacado;
3 - muito atacado.
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O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados com
trés repeticdes no tempo e onze tratamentos para os produtos de panificagédo
rosca de.magd e pdo de centeio e trés repeticdes e sete tratamentos para o pao
integral.

Os dados foram analisados utilizando-se pacote estatistico Sistema de
Anélise de Varidncia para Dados Balanceados - Sisvar, segundo Ferreira (2000)

e as médias foram comparadas pelo teste de Scott e Knott (1974).
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Os fluxogramas referentes a fabricagdo da rosca de magd, pdo de

centeio e pdo integral encontram-se representados nas figuras 1,2 e 3.

[ FARINHA |
4—— Levedura

MISTURA

*4— Ingredientes secos
[ (450) PESAGEM__|

y ¢—— CONDIMENTOS
[ (1 hora) DESCANSO |

[ MISTURAR |
+ <4—— Margarina
[ (15 min.) DESCANSO INTERMEDIARIO _|

v

[ (20 min./180 °C) COZIMENTO |

["(30 min.) RESFRIAMENTO |

[EMBALAGEM |

[ CODIFICACAO |

[COMERCIALIZACAO |

FIGURA 1 Fluxograma referente & fabricagio da rosca de maga.
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| FARINHA |
* <4— Ingredientes
{ MISTURA |
* <4— Glutém (bater por 10 minutos)
[ (2 hora) DESCANSO |

[(500g) PESAGEM |

| MISTURAR |
+ <4— Condimentos

[ (15 min.) DESCANSO INTERMEDIARIO |

v

[ (75 min./190 °C) COZIMENTO |

[ (40 min.) RESFRIAMENTO |

| EMBALAGEM |

v

[ CODIFICACAO |

v

[COMERCIALIZACAO |

FIGURA 2 Fluxograma referente a fabricagdo de pdo de centeio
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| FARINHA |
*4— Ingredientes
[ MISTURA |
<4—— Fazer uma mistura homogénea
[ (1 hora) DESCANSO |

[ MISTURAR |

* <4—— Encosto
[ (180 g) PESAGEM__|
+ <4——  Condimentos
[ (15 min.) DESCANSO INTERMEDIARIO |

v

[ (30 min./200 °C) COZIMENTO |

[ (40 min.) RESFRIAMENTO |

[ EMBALAGEM |

v

[ CODIFICACAO |

v

[COMERCIALIZACAO |

FIGURA 3 Fluxograma referente a fabricagdo do pdo integral
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados correspondentes as avaliagdes em roscas de magd estdo
representados na Tabela 1 e nas Figura 1 e 2, demonstram que no primeiro dia
de observagdo (2° dia apés a instalagdio do ensaio), a testemunha ja apresentou
um desenvolvimento de fungos e na segunda observagdo (3° dia) houve
desenvolvimento correspondeu a nota méxima atribuida s roscas muito
atacadas pelos fungos (nota 3).

Com relagdo aos condimentos testados, verifica-se que o cravo
adicionado nas concentragdes de 0,5% e 1,0% manteve niveis classificados
como de pouco a medianamente atacados até a 3° leitura (4° dia), apresentando
nas quarta ¢ quinta leituras notas méximas correspondentes a muito atacados.
Nas concentragdes de 1,5% e 2,0% observou-se a manutengdo de niveis
préximos ao pouco atacado (nota 1) e medianamente atacado até a 4° leitura (5°
dia) e apenas na 5° leitura (6° dia) atiﬂgiram a nota maxima de ataque (nota 3),

Os resultados referentes & adigdo de canela nas mesmas dosagens que o
cravo demonstraram um efeito sobre a conservagdo da rosca de magd em niveis
varidveis de pouco atacado (nota 1) a medianamente atacado, até o 3° dia de
leitura (4° dia) para a concentragdo inferior testada (0,5%), até a 4° leitura (5°
dia) para concentragio 1%; até a 3° leitura (4° dia) para a concentra¢do 1,5% e
até a 4° leitura (5° dia) para a concentragdo 2%.

O propionato de célcio na menor concentragdo testada (0,15%) manteve
os niveis entre pouco atacado até a 4° leitura (5° dia) ¢ medianamente atacado na
5° leitura (6° dia) e na maior concentragdo manteve niveis considerados pouco
atacado até a 5° leitura (6° dia).

Observa-se, portanto, que a adi¢do dos condimentos cravo e canela a
rosca de magd promoveu uma inibigio no desenvolvimento de fungos de

aproximadamente 2 a 3 dias em relagdo 4 testemunha, sendo superadas apenas
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pelo tratamento com aditivo quimico o qual apresentou desvantagens ja
abordadas anteriormente (Simio, 1985; Martinelli Filho, 1987b).

A ligeira superioridade das concentragdes de 1,5 e 2% sobre a inibig@o
dos fungos que ocorrem associados ao produto concordam com Shlef (1983),
segundo o qual as concentragdes normalmente empregadas para realgar o aroma
e o sabor que variam de 0,5 a 1% ndo inibem o desenvolvimento microbiano que

depende de concentragGes superiores a 1%.

TABELA 1 Médias gerais do efeito dos tratamentos cravo e cancla (0,5 a 2%),
propionato de calcio (0,15 ¢ 0,30%) e testemunha (sem adi¢do de
conservante e condimento), sobre a conservagéio (dias) do produto
rosca de magi.

Tratamentos Dias*
1 2 3 4 5

1. Cravo 0,5% 00a 1.3b 23¢ 3.0d 3.0d
2. Cravo 1,0% 0.0a 1.0b 23¢ 3.0d 3.0d
3. Cravo 1,5% 0.0a 0.70b 1.6¢c 23c 3.0e
4. Cravo 2,0% 00a 0.70b 1.0c 1.6d 30e
5. Canela 0,5% 00a 1.6b 2.6¢c 30c 30c¢
6. Canela 1,0% 00a 1.0b 20¢ 2.6d 3.0d
7. Canela 1,5% 00a 1.3b 23¢c 3.0d 3.0d
8. Canela 2,0% 0.0a 0.70 a 20b 2.6¢c 30c¢

9. P. cilcio 0,15% 0.0a 0.40 a 0.70 a 1.0b 2.0¢c
10. P. célcto 0,30% 0.0a 0.0a 00a 0.40 a 0.40a
11. Testemunha 13a 30b 30b 30b 3.0b

CV% 35,55

* Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente através da aplicagio do Teste
Scott & Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
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[8 Craw 0,5 @ Cravo 1,0 OCrawo 1,5 OCraw 2,0 ® P. calcio 0,15 &P, calcio 0,30 mTestemunha |

Nota de avaliagéo

Armazenamento (dias)

FIGURA 1 Efeito do condimento em po cravo e conservante quimico
sobre a vida de prateleira (dias) da rosca de maga.

@ Canela 0,5 B Canela 1,0 OCanela 1,5 OCanela 2,0 @ P. célcio 0,15 @ P. calcio 0,30 m Testemunha I

Nota de avaliagdo

Armazenamento (dias)

FIGURA 2 Efeito do condimento em p6 canela e conservante quimico
sobre a vida de prateleira (dias) da rosca de maca.

86



Os resultados referentes a adicdo dos condimentos cravo e canela nas
concentragdes 0,5 ¢ 1,0%, 1,5 ¢ 2% e propionato de célcio 0,15 e 0,30%,
encontram-se representados na Tabela 2 e nas Figura 3 e 4. Observa-se que a
testemunha, ja a partir da 1° leitura (2° dia), apresentava um nivel intermediério
entre medianamente atacado e altamente atacado. O tratamento com cravo na
menor concentragio (0,5%) apresentou uma inibigio semelhante a testemunha,
enquanto que na dosagem de 1%, inibiu o desenvolvimento dos fungos até a 3°
leitura (4° dia); na dosagem de 1,5%, até a 5° leitura (6° dia) cravo a 2%, até a
6° leitura (7° dia).

Com relagio a canela, observou-se que a concentragio de 0,5%,
apresentou comportamento semelhante & testemunha enquanto que a doses de
1% e 1,5% apresentaram inibigdo até a 2° leitura (3° dia); a 2%, apresentou uma
inibigdo mais elevada (notas médias proximas a 1) até a 2° leitura (3° dia) e
intermediarias (notas médias préximas a 2), da 3° leitura (4° dia) até a 6" leitura
(7° dia).

O propionato de célcio na menor concentragdo testada apresentou uma
inibicdo dos fungos até a 4 leitura (5°) dia e na maior concentragio manteve
niveis préximos ao minimo (nota 1) até a 6° leitura.

Conclui-se, portanto; ser o produto pdo de centeio, a exemplo de outros
produtos de panificagio frescos (Pence, 1968), altamente susceptivel ao
dwenvolvimentb de microrganismos, exigindo concentragdes relativas aos

condimentos testados mais elevadas.
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TABELA 2 Médias gerais do efeito dos tratamentos cravo e canela (0,5 a 2%),
propionato de calcio (0,15 e 0,30%) e testemunha (sem adi¢do de
conservante e condimento), sobre a conservagdo (dias) do produto
péo de centeio.

Tratamentos Dias*
1 2 3 4 5 6

1. Cravo 0,5% 1.7 a 3.0b 3.0b 30b 3.0b 30b
2. Cravo 1,0% 1.0a 1.0a 2.6b 3.0b 3.0b 3.0b
3. Cravo 1,5% 040a 1.0b 20¢ 23¢ 23¢ 3.0d
4. Cravo 2,0% 0.40a 1.0b 20¢ 2.0¢ 2.6d 3.0d
5. Canela 0,5% 2.0a 30b 3.0b 3.0b 3.0b 3.0b
6. Canela 1,0% 1.0a 2.6b 3.0b 3.0b 3.0b 3.0b
7. Canela 1,5% 13a 30b 3.0b 3.0b 3.0b 3.0b
8. Canela 2,0% 1.0a 1.6b 23c¢ 2.6¢c 26¢ 2.6¢
9. P. célcio 0,15% 0.0a 1.0b 1.3b 2.0¢c 3.0d 3.0d
10. P. calcio 0,30% 0.0a 0.0a 0.0a 13b 1.3b 1.6b
11. Testemunha 2.6a 30a 3.0a 30a 3.0a 3.0a
CV% 7,40

* Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente através da aplicagiio do Teste
Scott & Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

[mCraw 05 B Cravo 1,0 OCravo 1,5 OCravo 2,0 ®P. calcio 0,15 BIP. calcio 0,30 ETestemunha |

©w
o

»n
@

2,0-

Nota de Avaliagao

Armazenamento (dias)

FIGURA 3 Efeito do condimento em pd cravo e conservante quimico sobre o
tempo de prateleira (dias) do pdo de centeio.
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[@Canela 0,5 & Canela 1,0 OCanela 1,5 OCanela 2,0 B P. calcio 0,15 B P. calcio 0,30 @ Testemurha |

Nota de Avaliagdo

Armazenamento (dias)

FIGURA 4 Efeito do condimento em p6 canela e conservante quimico
sobre o tempo de prateleira (dias) do pdo de centeio.

Na Tabela 3 e na Figura 5, encontram-se representados os resultados
referentes a adigdo do alho nas concentragdes de 0,5%; 1,0%; 1,5% ¢ 2,0% e do
propionato de calcio nas concentragdes de 0,15% e 0,30% ao pdo integral.
Observa-se que, nas concentragdes mais baixas (0,5% ¢ 1,0%) do alho, os
tratamentos foram semelhante & testemunha, enquanto que com as concentragoes
mais elevadas (1,5% e 2,0%), ocorreu uma inibigdo até 3° leitura (4° dia) e X
leitura (6° dia), respectivamente.

O propionato de calcio na menor concentragdo apresentou uma inibigdo
em grau mais elevado até a 2° leitura (3° dia) e intermediaria até a 6" leitura (7°
dia) e na maior dosagem apresentou uma inibigio mais elevada até a 3° leitura
(4° dia) e intermedidria até a 6" leitura (7° dia).

O produto mostrou-se, portanto, susceptivel ao controle dos
microrganismos através da adi¢do do alho a partir da maior concentragéo testada

deste condimento.
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TABELA 3 Médias gerais do efeito dos tratamentos alho (0,5 a 2%), propionato
de ciélcio (0,15 e 0,30%) e testemunha (sem adicdo de conservante e
condimento), sobre a conservagao (dias) do produto pdo integral.

Tratamentos Dias*

1 2 3 4 5 6
1. Alho 0,5% 0,40a 1,0a 2,3b 30b 30b 3,0b
2. Alho 1,0% 040a 1,0a 2,3b 3,0b 3,0b 3,0b
3. Alho 1,5% 0,0a 0,70a 1,60b 2.60c 30c 3.0c¢
4. Alho 2,0% 00 ar ! D.40/a31.0b " 1.30bF ¢ 2.0¢c 3,0d

5.P.cédlcio 0,15%  0,40a 1,0a 1,70b 2,0b 20b 20b
6. P.cdlcio0,30% 0,0a 040a 1,0a 1,70b 23b 23b
7. Testemunha 1,0a lba 30b 30b 30b 30b

CV% 26,38

* Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente através da aplicagiio do Teste
Scott & Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

L! Alho 0,5 mAlho 1,0 OAlho 1,5 O Alho 2,0 B P. calcio 0,15 B P. calcio 0,30 m Testemunha |

3,04

2,54

L]

2,01

1,54

Nota de avaliagao

[ i

Armazenamento (dias)

FIGURA 5 Efeito do condimento em pé alho e conservante quimico
sobre o tempo de prateleira (dias) do pdo integral.
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4 CONCLUSOES

A adicdo de condimentos cravo e cancla aos produtos de panificagio
rosca de magd e péo de centeio e adi¢do de alho ao péo integral possibilitaram a
inibigéio do desenvolvimento de microrganismos associados a esses produtos.

O resultado inferior apresentado pela adigio dos condimentos aos
produtos de panificagdo em relag@io aos testes realizados “in vitro” justificaram-
se, uma vez que nos produtos ocorre uma atuagio conjunta dos vérios
microrganismos, proporcionando a interagdo dos mesmos, que promovem
alteragdes no produto, entre eles a absorgdo de umidade (Martinelli Filho, 1987
b), que potencializa a atuagdo dos microrganismos, dificultando a agdo dos
tratamentos.

Os efeitos benéficos obtidos através da adigio de condimentos aos
produtos de panificagdo devem ser aliadas & adogéo de medidas preventivas tais
como a utilizacdo de matérias primas ndo contaminadas e a adogdo de boas
praticas de manejo durante as fases de preparo e comercializagdo, minimizando

os indices de contaminag#o dos produtos.
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TABELA 1 Resumo do quadro de andlise de varidncia de sobre a inibigdo
micelial com Aspergillus niger com adi¢do de condimentos em

quatro concentragdes diferentes.

FV GL SQ QM
Cond (D) 7 369,8645 52,8378**
Conc (C) 3 26,6754 8,8019**
DxC 21 119,1529 5,6739**
Residuo 64 47,4600 0,6780
Total 95 563,1529
CV% 11.60

** Significativo a 1%

TABELA 2 Resumo do quadro de andlise de varidncia sobre a inibigdo de
esporos com Aspergillus niger com adigdo de condimentos em
quatro concentragdes diferentes.

FV GL SQ QM
Cond (D) 7 8065,1249 1152,1607**
Conc (C) 3 1712,2211 570,7403**
DxC 21 2954,9596 140,7123ns
Residuo 64 6979,6400 99,7091
Total 95 19711,9457
CV% 56.77

** Significativo a 1%
ns- ndo significativo

TABELA 3 Resumo do quadro de andlise de varidncia de sobre a inibigdo
micelial com Eurotium repens com adigdo de condimentos em
quatro concentragdes diferentes.

FV GL SQ QM
Cond (D) 8 180,4840 22,5605**
Conc (C) 3 34,5633 11,5211%*
DxC 24 48,3566 2,0148%*
Residuo 72 19,3000 0,2474
Total 107 282,7040
CV% 16.80

** Significativo a 1%
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TABELA 7 Resumo do quadro de andlise de varidncia de sobre a inibigdo
micelial com Rhizopus sp. com adigdo de condimentos em quatro
concentragdes diferentes.

FV GL SQ QM
Cond (D) 8 285,3663 35,6707+
Conc (C) 3 63,3025 21,1008**
DxC 24 348,2566 14,5106**
Residuo 72 27,2666 0,3495
Total 107 724,1921
CV% 10.50

** Significativo a 1%

TABELA 8 Resumo do quadro de anilise de varifincia sobre a inibi¢do de
esporos com Rhizopus sp. com adi¢do de condimentos em quatro
concentragdes diferentes.

FV GL SQ QM
Cond (D) 8 18618,8546 2327,3568**
Conc (C) 3 1232,9165 410,9721ns
DxC 24 8270,8409 344,6183*
Residuo 72 14425,5866 184,9434
Total 107 42548,1988
CV% 63.40
** Significativo a 1%

* Significativo a 5%

ns- ndo significativo
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[BIBLIOTECA CENTRAL - UFLA

TABELA 9 Resumo do quadro de analise de varidncia dos contrastes dos
tratamentos condimento, propionato de calcio 0,15 ¢ 0,30% e
testemunha sobre o desenvolvimento micelial do fungo Aspergillus

niger.

FV GL QM
Contraste 1 @ 1 1.8403ns
Contraste 2 ® ] 20.4800**
Contraste 3 © 1 2.4066ns
Residuo 70 0.6780
CV% 11.28

** Significativo a 1%

ns- ndo significativo

® Condimento vs Propionato de célcio
®Ppropionato de célcio vs testemunha

© Propionato de célcio 0,15% vs 0,30%

TABELA 10 Resumo do quadro de andlise de varidncia dos contrastes dos
tratamentos condimento, propionato de calcio 0,15 ¢ 0,30% e
testemunha sobre a esporulagio do fungo 4spergillus niger.

FV GL QM
Contraste 1 ©® 1 533.9222*
Contraste 2 ® 1 1740.5000%*
Contraste 3 © 1 2.4066ns
Residuo 70 99.7091
CV% 53.01
** Significativo a 1%

* Significativo a 5%

ns- néo significativo

® Condimento vs Propionato de calcio
®propionato de calcio vs testemunha

© Propionato de calcio 0,15% vs 0,30%
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TABELA 11 Resumo do quadro de andlise de varidncia dos contrastes dos
tratamentos condimento, propionato de célcio 0,15 ¢ 0,30% e
testemunha sobre o desenvolvimento micelial do fungo Eurotium

repens.

FV GL QM
Contraste 1 @ 1 36.3971**
Contraste 2 ® 1 27.1338%*
Contraste 3 © 1 2.8016**
Residuo 78 0.2474
CV% 15.89

** Significativo a 1%

@ Condimento vs Propionato de célcio
®Propionato de célcio vs testemunha

© Propionato de célcio 0,15% vs 0,30%

TABELA 12 Resumo do quadro de anélise de varidncia dos contrastes dos
tratamentos condimento, propionato de célcio 0,15 e 0,30% e
testemunha sobre a esporulagéio do fungo Eurotium repens.

FV GL QM
Contraste 1 @ 1 187.2469**
Contraste 2 ® 1 677.1200%*
Contraste 3 © 1 0.1066ns
Residuo 78 11.1724
CV% 50.31

** Significativo a 1%

ns- ndo significativo

@ Condimento vs Propionato de célcio
®Ppropionato de calcio vs testemunha

© propionato de célcio 0,15% vs 0,30%
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TABELA 13 Resumo do quadro de andlise de varidncia dos contrastes dos
tratamentos condimento, propionato de célcio 0,15 ¢ 0,30% e
testemunha sobre o desenvolvimento micelial do fungo

Penicillium spp..

FV GL QM
Contraste 1 @ 1 0.0658ns
Contraste 2 ® 1 6.0088**
Contraste 3 © 1 0.0600ns
Residuo 78 0.2012
CV% 15.03

** Significativo a 1%

ns- ndo significativo

@ Condimento vs Propionato de cdlcio
®propionato de calcio vs testemunha

© propionato de calcio 0,15% vs 0,30%

TABELA 14 Resumo do quadro de anilise de varidncia dos contrastes dos
tratamentos condimento, propionato de calcio 0,15 ¢ 0,30% e
testemunha sobre a esporulagdo do fungo Penicillium spp.

FV GL QM
Contraste 1 © 1 230.3276ns
Contraste 2 ® 1 8307.6050**
Contraste 3 © 1 4.0016ns
Residuo 78 126.8100
CV% 33.39

** Significativo a 1%

ns- ndo significativo

® Condimento vs Propionato de célcio
®propionato de calcio vs testemunha

© Propionato de célcio 0,15% vs 0,30%
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TABELA 15 Resumo do quadro de andlise de varidncia dos contrastes dos
tratamentos condimento, propionato de calcio 0,15 e 0,30% e
testemunha sobre o desenvolvimento micelial do fungo Rhizopus

sp.
FV GL QM
Contraste 1 @ 1 5.3059**
Contraste 2 ® 1 0.0000ns
Contraste 3 © 1 0.0000ns
Residuo 78 0.3495
CV% 7.34

** Significativo a 1%

ns- ndo significativo

® Condimento vs Propionato de calcio
®Propionato de célcio vs testemunha

© Propionato de célcio 0,15% vs 0,30%

TABELA 16 Resumo do quadro de andlise de varidncia dos contrastes dos
tratamentos condimento, propionato de calcio 0,15 e 0,30% e
testemunha sobre a esporulagéo do fungo Rhizopus sp.

FV GL QM
Contraste 1 ® 1 3293.2205%*
Contraste 2 ® 1 19880.1800**
Contraste 3 © 1 518.9400ns
Residuo 78 184.9434
CV% 57.54
** Significativo a 1%
ns- ndo significativo

@ Condimento vs Propionato de calcio
®Propionato de célcio vs testemunha
© Propionato de calcio 0,15% vs 0,30%
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TABELA 17 Resumo do quadro de andlise de varidncia sobre o tempo de
armazenamento da rosca de magd com a adigio de condimentos
em pb e conservante quimico.

FV GL SQ QoM
Blocos 2 0.8033 0.4016
Tratamentos 10 64.6570 6.4657**
Residuo 1 20 4.9832 0.2491
Dias 4 129.9602 32.4900**
Residuo 2 8 2.6790 0.3348
Trat x Dias 40 26.2144 0.6553**
Residuo 3 80 9.9143 0.1239
Total 164 239.2117
CV 1% 30.66
CV 2% 35.55
CV 3% 21.63
** Significativo a 1%

TABELA 18 Resumo do quadro de andlise de varidncia sobre o tempo de
armazenamento do pdo de centeio com a adigdo de condimentos

em p6 e conservante quimico.

FV GL SQ QM
Blocos 2 0.1903 0.09515
Tratamentos 10 76.1748 7.6174%*
Residuo 1 20 4.5230 0.2261
Dias 5 74.6551 14.9310**
Residuo 2 10 0.2727 0.0272
Trat x Dias 50 28.0148 0.5602**
Residuo 3 100 7.4272 0.0742
Total 197 191.2581
CV1% 21.32
CV 2% 7.40
CV 3% 12.22

** Significativo a 1%
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TABELA 19 Resumo do quadro de andlise de varidncia sobre o tempo de
armazenamento do pdo integral com a adi¢do de condimentos em
p6 e conservante quimico.

FV GL SQ QM
Blocos 2 3.2157 1.6078
Tratamentos 6 20.8711 3.4785ns
Residuo 1 12 30.6931 2.5577
Dias 5 102.6607 20.5321**
Residuo 2 10 1.5471 0.1547
Trat x Dias 30 9.6898 0.3229ns
Residuo 3 60 13.7773 0.2296
Total 125 182.4550
CV 1% 88.03
CV 2% 21.65
CV 3% 26.38
** Significativo a 1%

ns- n#o significativo
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