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RESUMO

Foi verificado o efeito dairradiagdo gama (*°Co) na capacidade de destruir a microbiota fiingica, em amendoim em gréo, cultivar
Tatu Vermelho, da safra 2003 (segundo semestre). Os gréos de amendoim, apds airradiacdo, foram mantidos a temperatura ambiente
em embalagem pléstica comercial, durante 180 dias. Para a determinag&o da porcentagem flingicafoi utilizada a técnica do plagueamento
direto utilizando o meio Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC), desinfetando ou no os gréos com solugéo de
hipoclorito de sddio. Em gréos de amendoim irradiados e desinfetados externamente, observou-se reducdo dainfecgdo fungicaa 5 kGy
e destruicdo total de fungos a 10 kGy, apés 180 dias de armazenamento a temperatura ambiente. Em graos irradiados e ndo
desinfetados externamente foram verificados, em fungéo do tempo de armazenamento, aumento da populagéo de fungos com a dose
de 1 kGy, redug@o com a dose de 5 kGy e eliminagéo total com a aplicacdo de 10 kGy. A irradiagdo gama, na dose de 10 kGy ou
superior, demonstrou ser um processo eficaz na redugéo da microbiota fingica de amendoim em gréo, cultivar Tatu Vermelho.

Termos par aindexagdo: Irradiacdo gama; aflatoxina B,; amendoim, Arachis hypogaea.

ABSTRACT

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

Index terms: Gamma irradiation; aflatoxin B,; peanut, Arachis hypogaea.

(Recebido para publicacdo em 22 de novembro de 2005 e aprovado em 20 de marco de 2006)

INTRODUCAO

Somente nos Ultimos 30 anos tornou-se claro que o
desenvolvimento de fungos filamentosos em alimentos e
ragdes pode resultar na producéo de toxinas, conhecidas
€omo micotoxinas, as quais sdo definidas como metabdlitos
secundérios, ou sgja, ndo apresentam nenhuma fungédo no
metabolismo normal que envolve o desenvolvimento dos
fungos. S8o compostos de baixo peso molecular,
produzidos no final da fase log de crescimento e que
provocam resposta toxica em vertebrados e outros animais
guando ingeridos em baixa concentracdo (PITT, 2000).

Muitos fungos filamentosos capazes de produzir
micotoxinas sao também fregiientes contaminantes de
alimentos e produtos agricolas. Os fungos micotoxigénicos
associados com a cadeia alimentar abrangem basicamente

trés géneros. Aspergillus, Penicillium e Fusarium (PITT
et al., 2000). Os fungos pertencentes aos dois primeiros
géneros sd0 comumente encontrados como contaminantes
de alimentos durante a secagem e armazenamento,
enquanto o Ultimo é descrito como patégeno de plantas
que produz micotoxinas antes ou imediatamente apds a
colheita (SWEENEY & DOBSON, 1999).

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

Algumas investigacOes descritas na literatura
mundial destacam a eficiéncia da irradiacdo gama, em
diferentes doses, na destruicdo de espécies fungicas de
Aspergillus e Penicillium em diferentes alimentos (AZ1Z
et al., 2002; AZIZ & MAHROUS, 2003; RODRIGUES-
JORGE & GARZON, 1993). Entretanto, arealizac8o deste
trabalho se justifica pelo fato de ainda ndo ter sido relatado
o efeito dairradiacdo gama na capacidade de reducéo da
porcentagem fungica natural do amendoim, cultivar Tatu
Vermelho, plantado no Brasil, em fun¢éo da dose aplicada
e do tempo de armazenamento.

No Brasil, a legislacdo que trata do emprego da
irradiacdo em alimentos é a Resolugdo RDC N.° 21, de 26 de
janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
do Ministério da Salide (BRASIL, 2001). As doses a serem
aplicadas devem ser compativeis com os efeitos desgjados,
n&o tendo alegislacdo fixado valores minimos ou maximos.

O objetivo do trabalho foi verificar o efeito da
irradiacdo gama (%°Co), em diferentes niveis, na
porcentagem de infecg8o flingica de amendoimin natura,
cultivar Tatu Vermelho, com e sem o processo de
desinfeccdo dos gréos, em funcdo do tempo de prateleira.

MATERIAL E METODOS
Amostras

Foram utilizadas amostras de amendoim em graoin
natura (18 kg) enviadas pela Santa Helena IndUstria de
Alimentos S. A. (Ribeiréo Preto - S0 Paulo), cultivar Tatu
Vermelho, da safra do segundo semestre de 2003, isentas
de &flatoxinas.

Preparo das amostras para o processo deirradiacio

Para cada experimento, as amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos, contendo cerca de
500 g cada, reproduzindo a embalagem comercial exposta
no comércio. Todo este procedimento foi executado em
camarade fluxo laminar.

Procedimento deirradiac&o e acondicionamento posterior
das amostras

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

Para 0 experimento 1 (amostras em duplicata) foram
utilizadas as doses de irradiacdo gamade 0, 1, 5 e 10 kGy.
Imediatamente ap0s o processo de irradiacdo foi efetuada
adeterminacdo da porcentagem fungica, representando o
tempo zero. As embalagens que continham o restante das
amostras foram devidamente fechadas e deixadas a
temperatura ambiente durante 20, 60 e 180 dias, sendo
determinada a popul agéo de fungos para cada tempo.

Para o experimento 2 (amostras em triplicata) foram
utilizadas asdoses de 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 kGy. Apds
0 processo de irradiacdo foi efetuada também a determinacéo
da porcentagem flngica, representando o tempo zero. As
embalagens que continham o restante das amostras foram
devidamente fechadas, e deixadas a temperatura ambiente
durante 60 e 180 dias, sendo novamente efetuada a
determinagdo da contaminacado fungica.

Meio de cultivo

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

| solamento e deter minacao fungica

A quantificagdo da contaminagdo fungica foi
efetuada utilizando a técnica do plagueamento direto,
segundo Pitt & Hocking (1999), considerada por Ismail
(2000) a técnica adequada paraisolamento de fungos em
amendoim em gréo.

Os gréos de amendoim de cada uma das amostras
do experimento 1 foram desinfetados externamente, por
imersdo, em uma solucao de hipoclorito de sodio a 0,4%,
por 2 minutos. Posteriormente, de cada uma das duas
amostras irradiadas, por dose de irradiagdo aplicada,
distribuiram-se, em duplicata, 5 gréos/placa, em um total
de 10 placas (50 gréos) contendo o meio de cultivo DRBC,
preparado como sugerido por Taniwaki & Silva (2001).
Foram utilizados, portanto, 200 gréos de cada amostra por
nivel deirradiacdo. Seguiu-se incubagdo a 25°C durante 5
dias, e entdo foi observado o crescimento fungico. Os
resultados foram expressos em porcentagem de
contaminagdo fungicainternaapods 0, 20, 60 e 180 dias de
acondicionamento a temperatura ambiente.

Asamostras irradiadas do experimento 2 (em triplicata),
ndo sofreram o processo de desinfecgdo e foram distribuidas,
damesmaforma, utilizando 5 gréos/placa, em um total de 10
placas (50 gréos) contendo o meio DRBC. Foram utilizados,
portanto, 150 gréos de cada amostra por nivel deirradiaggo.
Seguiu-se incubacdo a 25°C durante 5 dias, e entdo foi
observado o crescimento fungico. Os resultados foram
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expressos em porcentagem de infeccdo apds 0, 60 e 180 dias
de acondicionamento a temperatura ambiente.

Delineamento experimental e anélise estatistica

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

Em relacdo avariavel porcentagem de infecgdo sem
desinfeccdo externa, foi utilizada atécnica exploratoria de
dados, mais especificamente os graficos “Box-Plot”
(BUSSAB & MORETTIN, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se pela Tabela 1 que a irradiagcdo gama
reduziu a contaminacao fungica em amendoim,
previamente desinfectado, nas trés doses utilizadas e

durante todo o intervalo de tempo do experimento. Na
dose de 10 kGy néo foi observado crescimento fungico,
mesmo apbs 6 meses de armazenamento a temperatura
ambiente. Chiou et al. (1990), verificando o grau de
contaminacao fungica natural em graos de amendoim, apds
irradiacdo com ®Co em doses de 0, 2,5,5,0, 7,5, 10,0 e
15,0 kGy, observaram que a 2,5 kGy, 45% das sementes
ainda apresentavam fungos viaveis, mostrando
crescimento apos 3 dias de incubacdo a 30°C, em meio de
Agar Dextrose Batata. Os fungos foram completamente
eliminados em dose igual ou maior a 5,0 kGy.

Os resumos das andlises estatisticas referentes a
Tabela 1 s8o mostrados nas Tabelas 2 e 3. O valor
correspondente a 10 kGy (0%) n&o foi incluido.

Considerando o nivel de significanciafixado em 5% e
anadlisando os resultados mostrados na Tabela 2, pode-se
verificar que os efeitos principais, doses de irradiacdo gama e
tempo foram significativas, isto €, seus respectivos niveis
apresentaram pelo menos uma média diferente das demais.
Em relagdo ainteracao doses* tempo, observou-se resultado
significativo (p< 0,05). Assim sendo, constatou-se dependéncia
entre os fatores avaliados. Portanto, tornou-se necessaria
melhor investigacdo por meio do desdobramento das doses
em funcdo do tempo, cujos resultados estéo na Tabela 3.

TABEL A 1- Porcentagem de contaminagao fungica em amendoimin natura, previamente irradiado (*°Co) e externamente
desinfectado, seguido de armazenamento a temperatura ambiente por diferentes periodos de tempo.

Irradiacdo Gama Tempo (dias)
(KGy) 0 20 : _ 60 180
% Infecgéo
0 24a 16a 17a 15a
1 2la 12a 7b 6b
5 6b 8b 5b 3b
10 0 0 0 0

1 Os valores numéricos representam a média de 4 repeticoes.
Médias seguidas de mesmaletra mintscula na vertical ndo diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey (p< 0,05).

TABELA 2 - Andlise de variancia para aresposta porcentagem de contaminacdo fingica.

FVv GL QM Fc Pr>Fc
Doses 2 650.2500 51.336 0.0000
Tempo 3 193.4444 15.272 0.0000
Doses* Tempo 6 44.6944 3.529 0.0075
Erro 36 12.6666
Tota 47

Coeficiente de variagéo (%) = 31,6.
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Constatou-se que o efeito dose para todos o0s
tempos avaliados apresentou pelo menos uma média
diferente das demais para nivel de significanciade 5%. A
identificagdo dessas diferencas foi registrada pelo teste
de Tukey, conforme mostrado na Tabela 1.

Considerando que provavelmente a indlstria de
alimentos venha futuramente a utilizar airradiagdo gama
como uma alternativa no processo de conservacdo e
garantia de qualidade de gréos, ndo irarealizar 0 processo
de desinfeccdo apds a irradiacdo, os dados da Tabela 4
refletem melhor arealidade.

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

Para um melhor entendimento dos resultados
obtidos foi executada analise exploratéria da porcentagem
de contaminagdo através dos gréficos denominados por
“Box-Plot”. As médias sdo representadas por pontos e a

variabilidade dos resultados pela amplitude de cada caixa.
O valor nulo corresponde aum trago. Em doses inferiores
a 10 kGy notaram-se respostas diferenciadas, ocasionando
uma variabilidade que é demonstrada pelas amplitudes de
cada caixa (Figuras 1, 2 e 3).

Foi observado aumento da porcentagem de gréos
contaminados depois de 60 e 180 dias, quando as amostras
foram irradiadas com 1 kGy e ndo foram desinfetadas com
hipoclorito. A partir de 5 kGy, os niveis de contaminagdo
fangica apresentaram valores inferiores apds o tempo inicial
de armazenamento, indicando que a partir dessa dose,
mesmo que hdo tenha ocorrido morte dos fungos, ocorreu
algum tipo de injUria que afetou o desenvolvimento. Nota-
se também que, com airradiaco com ®Co em doses de 10,
15, 20, 25 e 30 kGy os niveis de contaminagdo foram
reduzidos para 0%, tanto no inicio da estocagem como
depois de 6 meses de permanéncia a temperatura ambiente.
Aziz & Youssef (2002) observaram também que com uma
irradiacdo de 5 kGy (**Co) os fungos em amendoim em gréo
eram praticamente eliminados, sendo que a contagem inicial
de 8,2 x 10* UFC/g foi reduzida para <10 UFC/g, sugerindo
que airradiacdo gama é uma boa alternativa para o controle
de fungos em amendoim em gr&o, quando uma dose de 5
kGy ou maior for aplicada.

TABELA 3-Andlisedevarianciadosniveis de dosesdeirradiaco gamafixado o tempo.

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

TABELA 4 — Porcentagem de contaminagéo fungica em amendoim in natura, previamente irradiado (*Co) e sem
desinfeccéo, seguido de armazenamento a temperatura ambiente por diferentes periodos de tempo.

) Tempo (dias)
Irradiacdo
(kGy) 0 60 180
% | nfeccéio®
0 82,0 90,7 100,0
1 59,1 64,0 75,3
5 17,3 73 4,0
10 0 0 0
15 0 0 0
20 0 0 0
25 0 0 0
30 0 0 0

1 - Valores numéricosrepresentam média de 3 repeticdes.
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FIGURA 1-Box-Plot paraasdosesdeirradiacdo fixado o tempo O (dias) — inicio do experimento.
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FIGURA 2-Box-Plot paraasdoses deirradiacao fixado o tempo 60 (dias).
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FIGURA 3-Box-Plot paraasdosesdeirradiacdo fixado o tempo 180 (dias).

Observa-se que a porcentagem de contaminacdo
fangicainicial dos gréos de amendoim, sem desinfec¢do
com hipoclorito, atingiu 82%, enquanto 24% dos gréos
estavam contaminados inicialmente com fungos apds o
processo de desinfecgd@o. Portanto, o valor de 24%,
representa, na realidade, a porcentagem de fungos que
efetivamente invadiram os graos. Aziz et al. (1994),
analisando amostras de gréos de amendoim comercializadas

no Cairo (Egito), observaram crescimento fingico em 75%
das sementes desinfetadas superficialmente, enquanto
detectou-se crescimento de fungos em 85% das sementes
n&o desinfetadas. Em amostras de amendoim coletadas em
diferentes supermercados de dois paises tropicais da Africa
(Uganda e Kénia), foram registrados 69% e 74%,
respectivamente, de infestacdo com fungos apds
descontaminagao com hipoclorito (ISMAIL, 2000).
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CONCLUSOES

O amendoim em gré&o ndo irradiado e ndo desinfetado
externamente proporcionou aumento do grau de
contaminagao fungica durante o periodo de armazenamento.

Irradiacdo gama (*°Co) na dose de 5 kGy é capaz de
reduzir a porcentagem fngica de amendoim em gréo, apds
20, 60 e 180 dias a temperatura ambiente, quando comparada
acontaminagdo inicia e independentemente da utilizacdo
do processo de desinfeccéo.

Irradiacdo gama (*°Co) na dose de 10 kGy ou
superior é capaz de eliminar a contaminagdo fungica (0%)
de amendoim em gréo, por 6 meses, atemperatura ambiente,
independentemente do processo prévio de desinfecco.
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