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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar a viabilidade técnica da aplicacao de
biofungicidas extraidos de plantas no processamento de amendoim (Arachis
hypogaea L.), de modo a reduzir a infestacdo pelo fungo Aspergillus flavus L. e
possivel contaminagédo por aflatoxina. Foi realizado na primeira etapa o estudo da
contaminacgao fungica e de aflatoxina, nas Safras 2011/12, 2012/13 e 2013/14, nas
etapas da colheita e pds-colheita das vagens de amendoim Runner |AC 886 na regiao
de Jaboticabal — SP, e a proposta da Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC). Os resultados da umidade das vagens mostraram uma reducao, em média,
de 65,65% base seca (b.s.) no arranquio, para 7,17% b.s. no armazenamento. A
contaminacao fungica foi maior na Safra 2013/2014 e os indices de aflatoxinas
estavam abaixo do exigido pela legislagéo vigente. O plano APPCC apresentou os
pontos de controle (PC) nas etapas do arranquio, secagem ao sol, colheita mecénica
e transportes; e os Pontos Criticos de Controle(PCC), nas etapas de recepcao,
secagem e armazenamento, concluindo-se que a melhor etapa para a aplicacédo do
biofungicida é antes da secagem artificial. A segunda parte consistiu na obtencao de
biofungicidas nas formas de extratos (aquoso e alcodlico) e de 6leo essencial das
plantas: canela (Cinnamomum zeylanicum), cravo (Syzygium aromaticum), cidreira
(Cymbopogon citratus), oregano (Origanum vulgare) e manjericao (Ocimum
sintetizacdo de aflatoxina. A eficiéncia de inibicdo dos biofungicidas sobre o
Aspergillus flavus L. foi avaliada em meio Agar Dextrose Batata (BDA), pela técnica
de inibicao do crescimento micelial (ICM), concentracao inibitéria minima (CIM) e por
aplicagdes dos Oleos mais eficientes nas vagens de amendoim contaminadas e
armazenadas em umidades e temperaturas controladas do ambiente, determinando-
se unidade formadora de colonias (UFC.g") e aflatoxinas. Os resultados das ICM dos
extratos mostraram que ndo ocorreu inibigdo satisfatéria. Para os éleos essenciais, a
ICM foi de 100 % para os 6leos de canela a 250 yg.mL'. Na CIM, a total inibicdo
ocorreu em concentracdo de 250 ug.mL' para os 6leos de canela e cravo. A melhor
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inibicdo do Aspergillus flavus e das aflatoxinas nas vagens ocorreu com o 6leo de
canela, em concentracdo de 250 mg.mL". Na terceira etapa, foi aplicado o 6leo de
canela nas vagens de amendoim com contaminagao de origem; essas foram secas
em monocamada e camada espessa a 40 °C, em secador de leito fixo, e armazenadas
em umidade e temperatura do ambiente controladas. A cada periodo, avaliaram-se as
inibicdes fungicas e de aflatoxinas. No armazenamento de 30 dias, as inibicées da
contaminagdo fungica diminuiram nas concentragcbes de 50 e 250 mg.mL'; a
aflatoxina total nao foi detectada nas vagens com o éleo na umidade do ambiente de
75,3%. Nos resultados obtidos das inibicbes nas vagens armazenadas apés a
secagem em camada espessa na auséncia do Oleo de canela, a contaminacéo
fungicas se manteve alta, assim como a de aflatoxina, porém nao foram detectadas
contaminagoes fungicas e de aflatoxina nas vagens com o 6leo em 30 dias; em 60
dias, houve contaminacao somente no ambiente com umidade de 90,3%. Concluiu-se
que o Oleo essencial de canela apresentou resultado esperado no controle do
Aspergillus flavus L. em meio de cultura, e mostrou-se eficiente nas aplicagbes em
vagens de amendoim com A. flavus e com a microbiota de origem; porém, em
concentragdo muito alta, a um custo elevado e causando um odor forte. Concluiu-se
gue os estudos realizados em meio de cultura ndo podem ser considerados como
referenciais para a aplicacdo dos biofungicidas, sugerindo-se mais pesquisas na
inibicao da microbiota de origem. Concluiu-se também que, com a aplicacao das Boas
Praticas Agricolas (BPA), do APPCC e de novas tecnologias, em toda a cadeia
produtiva, é possivel minimizar o perigo quimico causado por aflatoxinas e alcancar

melhoria da seguranca alimentar do amendoim.

Palavras - chave: Amendoim (Arachis hypogaea L.); aflatoxina; crescimento fungico;
biofungicidas; secagem; APPCC.
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ABSTRACT

This study aims to evaluate the technical feasibility of the application of biofungicides
extracted from plants in the processing of peanut (Arachis hypogaea L.), with the
objective of reducing infestation by fungus Aspergillus flavus L., and consequent
contamination by aflatoxin, a chemical hazard. Firstly, we studied the fungal and
aflatoxin contamination for the 2011/12, 2012/13, and 2013/14 crops, during the
Runner IAC 886 peanut pods' harvesting and post-harvesting stages, in the region of
Jaboticabal, Sao Paulo, Brazil, and proposed the Hazard Analysis and Critical Control
Points (HACCP). The results of the pods’ humidity showed a decrease, on average, of
65.65% d.b. on uprooting, to 7.17% d.b. on storage, and the fungal contamination was
higher for 2013/2014 crops; the aflatoxin levels were below the required by current
legislation. HACCP showed the control points (CP) during uprooting, sun drying,
mechanical harvesting, and transportation; and the PCCs during stages of reception,
drying, and storage proved the best stage for biofungicide application is before artificial
drying. The second stage consisted of obtaining biofungicides as aqueous, alcoholic,
and essential oil extracts from the plants: cinnamon (Cinnamomum zeylanicum),
cloves (Syzygium aromaticum), lemon grass (Cymbopogon citratus), oregano
(Origanum vulgare), and basil (Ocimum basilicum); then, we evaluated those in
inhibiting the fungus Aspergillus flavus L. and  synthesizing aflatoxin. The
biofungicides’ inhibiting efficiency on Aspergillus flavus L. was evaluated in Potato
Dextrose Agar medium (PDA), by mycelial growth inhibition technique (MGI), by
minimum inhibitory concentration (MIC), and by applying the most efficient oils on the
contaminated peanut pods, stored in controlled humidity and room temperature, thus
determining colony-forming units (CFU/g) and aflatoxins. The extracts’ MGl results
showed that there was no satisfactory inhibition. For the essential oils, the MGI was
100% for cinnamon at 250 pug.mL'. For MIC, total inhibition happened at 250 pg.mL"
concentration for cinnamon and cloves oils. The best inhibition of Aspergillus flavus
and aflatoxins on the pods was obtained with cinnamon oil, at 250 mg.mL"’

concentration. On the third stage, we applied cinnamon oil on the peanut pods, which
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were originally contaminated; these were dried in monolayer and thick layer at 40°C in
fixed-bed dryer and stored at controlled humidity and room temperature. After each
period, we evaluated the fungal and aflatoxins inhibitions. During the 30-day storage,
the fungal contamination inhibitions decreased at concentrations of 50 and 250 mg.mL"
', the total aflatoxin was not detected on the pods with the oil at room humidity of
75.3%. As a result of the inhibition, the pods which were stored and dried in thick layer
without the cinnamon oil presented high levels of both fungal and aflatoxin
contamination; the pods with the oil did not present fungal or aflatoxin contamination
in 30 days, and in 60 days it was detected only at room humidity of 90.3%. Therefore,
the cinnamon essential oil showed efficiency in controlling Aspergillus flavus L. in
culture medium, and also when applied to peanut pods with A. flavus and original
microbiota. However, at a very high concentration, which generates a strong odor and
a high cost. We conclude that the studies conducted in culture medium cannot be
considered as reference to the application of the biofungicide; we suggest that more
research should be carried out on inhibiting original microbiota. We also conclude that,
with the application of Good Agricultural Practices (GAP), HACCP, and new
technologies, in the entire productive chain, it is possible to minimize the chemical
hazard caused by aflatoxins, and enhance food safety to what peanut is concerned.

KEYWORDS: Peanut (Arachis hypogaea L.); aflatoxin; fungal growth; biofungicides;
drying; HACCP.
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NOMENCLATURA

aw Atividade de agua

B Perigo Biolégico

b.s. Base seca

b.u. Base umida

B1 Aflatoxina B

B2 Aflatoxina B2

cm Centimetro

cm? Centimetro quadrado
d.b. dry basis

Est Estimado

F Perigo Fisico

g Grama

G Aflatoxina G1

Gz Aflatoxina G2

h Hora

ha Hectar

kg Quilograma

kGy Intensidade de irradiagdo dos raios gama
Km Quilometros

L Litro

Log Logaritimo

m?2 Metro quadrado

m?3 Metro cubico

Meq Teor de umidade de equilibrio
mg Miligramas

mil Mil unidades

mL Mililitro
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ton
UFC

Milimetro

Numero experimental

Nao detectado

Nanémetro

Numero

Grau

Grau Celsius

Ponto de ionizacao de solugcdes
Parte por bilhdo

Perigo Quimico

Coeficiente de determinacao
Latitude

Temperatura

Tempo

Tonelada

Unidade formadora de colénias
Umidade Relativa

Volume

Longitude

Por cento

Minutos

Segundos

Menor

Micrograma
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1. INTRODUCAO GERAL

No Brasil o amendoim é consumido o ano todo na forma de pagoca, pé de
moleque, torrado e salgado. A maior procura desses produtos ocorre no periodo das
festas juninas, que fazem parte da cultura brasileira. Segundo a Associacao Brasileira
de Chocolate, Cacau, Amendoim, Balas e Derivados - ABICAB, (2015), o consumo
per capta de amendoim pelo brasileiro gira em torno de 850 gramas, numero que
cresceu 4% ao ano até 2012. Na safra de 2013/2014 o consumo aumentou devido a
Copa do Mundo de Futebol que ocorreu no pais, tendo havido estimativa de aumento
de até 30 % pelos fabricantes.

Atualmente, o Brasil esta na 202 posicao na lista dos maiores produtores
mundiais de amendoim, sendo 80% desta producgao proveniente do estado de Sao
Paulo, de acordo com o Instituto de Economia Agricola - IEA (IEA, 2011; IEA, 2014).
Nas ultimas décadas, a producdo de amendoim do pais aumentou de 267,7 mil
toneladas na safra de 2005/2006 para 294,7 mil toneladas na safra 2011/2012, para
336,7 mil toneladas na safra de 2012/2013 e na safra 2013/2014 a produgéao foi de
315,8 mil toneladas, com estimativa de 337,9 mil toneladas para a safra de 2014/2015.
Esse aumento é importante para a regiao de Jaboticabal — SP., ja que ela contribui
com a maior parte da producgéo total do pais, o que confere ao estado o aumento de
207,8 mil toneladas, em 2005, para 271,2 mil toneladas na safra 2013/2014 (CONAB
b, 2013; CONAB, 2014; CONAB, 2015).

A contaminacgédo por aflatoxinas € o principal problema em amendoim e seus
produtos no Brasil. As aflatoxinas podem causar danos ao figado e prejudicar a
produtividade e eficiéncia reprodutiva em diferentes espécies animais (SABINO,
1999). A Organizacdao Mundial de Saude (OMS) recomenda um controle sistematico
do nivel de aflatoxina na dieta da populacao, principalmente em paises localizados
em areas tropicais e subtropicais, onde as condigbes climaticas favorecem o
crescimento da infestacdo do amendoim por fungos e consequente producdo de
aflatoxina (WHO, 2013).

Para atingir a seguranca alimentar em toda a cadeia produtiva do amendoim
varios estudos estao sendo realizados por pesquisadores brasileiros e internacionais

cujas pesquisas focalizam melhoramentos genéticos dos graos, tratamentos nas
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sementes e, principalmente, métodos que diminuam as contaminacdes por patdégenos
durante o plantio, colheita, pds-colheita, beneficiamento e processamento.

Uma das tecnologias aplicadas para a diminuicao da infestacdo por fungos
micotoxigénicos é o tratamento com agrotéxicos nas etapas de pré-colheita, colheita
e pés-colheita, cujos resultados sao contestaveis, devido a resisténcia adquirida pelos
micro-organismos, danos severos ao meio ambiente e provaveis danos a saude
(CRUZ et al., 2009). Uma alternativa para o uso de fungicidas comerciais € o uso de
extratos e 6leos de plantas medicinais que possuam propriedades antimicrobianas
(SCHWAN-ESTRADA et al., 2000; TATSAKJIEU et al., 2009). Essas propriedades
dos condimentos e de seus 6leos essenciais tém sido estudadas principalmente com
relacao ao efeito inibidor de micro-organismos patogénicos presentes em alimentos
capazes de provocar danos a saude humana e animal (CUNICO et al., 2003; MYTLE
et al, 2004; SOUZA et al., 2004).

Outro aspecto que deve ser levado em consideracéo é a importancia de um
processo continuo de gestao do perigo quimico Aflatoxina, desde o plantio até a mesa
do consumidor, utilizando a Analise de Perigo e Pontos Criticos de Controle - APPCC.
Portanto, € necesséario conhecer o uso dos biofungicidas extraidos de plantas, no
controle do Aspergillus flavus, em vagens de amendoim, como aplica-los e o seu
comportamento durante o armazenamento.

Com base nas evidéncias apresentadas anteriormente e para contribuir com
avanco tecnolégico da aplicacdo de biofungicidas na cadeia de processamento do
amendoim, este trabalho foi dividido nas trés etapas que seguem, além das
consideracgoes finais.

O objetivo geral desta tese foi:

Avaliar a viabilidade técnica da aplicacdo de biofungicidas no processamento
de amendoim (Arachis hypogaea L.), de modo a reduzir a infestacdo pelo fungo
Aspergillus flavus L. e consequente contaminagéo por aflatoxina.

Os objetivos especificos foram:
Capitulo 1: Estudo da infestacdo fungica e proposta de APPCC na colheita e p6s-
colheita de amendoim na regido de Jaboticabal - SP.
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v Analisar a presenca dos fungos, a variagdo da umidade e ocorréncia de aflatoxina
durante as etapas de colheita, pés-colheita e armazenamento do amendoim em
vagem de amendoim;

v Propor medidas preventivas poe meio de um plano de Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (APPCC) que englobe a colheita e pds-colheita do amendoim,
e assim estabelecer a melhor etapa em que poderia ser aplicado o biofungicida;

Capitulo 2: Acao fungitoxica de extratos e 0leos essenciais de plantas sobre
Aspergillus flavus L.

v' Avaliar a acéao inibitéria ao crescimento do fungo Aspergillus flavus L. pela aplicagao

de extratos aquosos, alcodlicos e 6leos essenciais de plantas; estabelecer a

concentragao inibitéria minima (CIM) em meio de cultura Dextrose-Batata-Agar

(DBA) e em vagens de amendoim.

Capitulo 3: Aplicacdo do 6leo essencial de Canela (Cinnamomum zeylanicum) em
vagens de amendoim para a inibicdo do Aspergillus flavus L.

v Avaliar a eficiéncia da aplicacao do biofungicida, 6leo essencial de canela, contra

a infestacao fungica e a producao de aflatoxina, quando da aplicacdo seguida de

secagem em monocamada e camada espessa e armazenamento por um periodo

apos as secagens

Capitulo 4: Conclusao
v Apresentar as consideracoes finais deste trabalho e as sugestdes para trabalhos

futuros.
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CAPITULO 1

Estudo da infestacao fungica e proposta de APPCC da
colheita e pos-colheita de amendoim

na regiao de Jaboticabal — SP
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1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1.1 Amendoim (Arachis hypogaea L.)

O amendoim (Arachis hypogaeaL.) € um alimento muito caldrico, rico em 6leo,
proteinas e vitaminas. E a quarta oleaginosa mais cultivada no mundo, sendo plantada
em larga escala nos continentes americanos, africano e asiatico. O plantio é realizado
visando a producao de graos, 6leo, farelo, entre outros (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF UNITED NATIONS (FAO), 2010; MARTINS, 2010; NETO;
COSTA; CASTRO, 2012). Sao os graos mais susceptiveis a contaminacao por fungos
micotoxigénicos, em especial os que produzem as aflatoxinas como Aspergillus flavus
L. e A. parasiticus, podendo ocorrer praticamente em todas as etapas de sua cadeia
produtiva. Para o controle da contaminacdo por aflatoxina devem-se levar em
consideracao todos os fatores agronémicos e ambientais que influenciam a ocorréncia
de infeccdo por fungos produtores dessas aflatoxinas nas vagens e sementes
(COUNCIL FOR AGRICULTURAL SCIENCE AND TECHNOLOGY (CAST), 2003;
CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION (CAC), 2004, UNITED STATES
DEPARTMENT OF AGRICULTURE (USDA), 2009).

A variedade Runner IAC 886 atende aos principais mercados das industrias
de confeitos, doces e confeitarias por seus graos serem predominantemente de
calibres 38/42 a 50/60, padrdo de mercado internacional para elaboracdo dos
tradicionais gréos blancheados (sem pele) entre outros produtos. O cultivar produzido
em territorio brasileiro possui caracteristicas apreciadas no mercado internacional por
ser semelhante ao cultivo de produtos produzidos em outros paises exportadores
(LOURENZANI; LOURENZANI, 2006).

De acordo com o Instituto Agrondmico de Campinas - IAC (2015), o cultivar
Runner |1AC 886 é o mais plantado no estado de Sao Paulo. Trata-se de uma planta
rasteira, com ramificacédo tipicamente espessa e ciclo longo de crescimento (de 125 -
130 dias); moderadamente resistente a mancha castanha, suscetivel a mancha preta
e ferrugem possui produtividade em média de 4.000 kg.ha', com potencial para 6.000
kg.ha.

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), (2013),
na safra 2012/2013, ocorreu uma boa fase para o amendoim brasileiro, devido a
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disponibilidade de areas de renovacdo de cana-de-agUcar para o seu plantio e
também a receptividade do produto na Europa, tradicional mercado importador do
produto. Como consequéncia, ocorreu aumento de 16,6% na producao do pais,
concentrado principalmente no estado de Sao Paulo, onde o crescimento foi de 19,5%
na produgéo. Contudo, com os efeitos do clima no estado de S&o Paulo, ocorreu uma
reducdo nos niveis de produtividade de 13,3%. O resultado da safra 2013/14 foi uma
producao de 315,8 mil toneladas, ante 326,3 mil toneladas da safra anterior seguindo
o terceiro levantamento realizado em dezembro de 2013 (CONAB, 2013; CONAB,
2014; CONAB, 2015).

A producéao esperada de amendoim do pais para o ano de 2015 ja alcancou
a estimativa de 337,9 mil toneladas de acordo com estimativa realizada em marco
de 2015 no sexto levantamento da safra 2014/15 (CONAB, 2015). Em geral, a
producao é realizada em areas de renovacao de canaviais sendo o estado de Sao
Paulo o principal produtor com participagcao de 86,4% da safra brasileira. Como os
investimentos na cana-de-agucar tém se reduzido em fungdo da conjuntura de
precos do alcool e do agucar, a tendéncia é de reducédo dos investimentos em
tratos culturais no amendoim, o que deve refletir em seu rendimento médio, que
no pais deve cair 12,3% em relacdo ao més anterior e em Sao Paulo, 13,7%,
segundo os Grupos de Coordenagao de Estatisticas Agropecuarias (GCEA)
(IBGE, 2015).

A Cooperativa dos Plantadores da Zona de Guariba — COPLANA, de
Jaboticabal, Sdo Paulo, possui mais de 130 produtores de amendoim, os quais
plantaram, na safra 2013/2014, em mais de 19.500 hectares. Dentre as regides de
producéo dos cooperados, destacam-se Alta Mogiana, no Estado de Sao Paulo, além
de Minas Gerais e Tocantins. Um clima extremamente adverso marcou esta safra do
amendoim. Apesar das incertezas provocadas pela forte seca, foram recebidos 3
milhdes de sacos de 25 kg de amendoim em casca. Esse resultado ocorreu por causa
da tecnologia empregada na pés-colheita e da qualidade do produto observada desde
0 campo que viabilizam as exportagdes para mercados com alto nivel de exigéncia.
Na safra 2013/2014, 70 mil toneladas foram estimadas a exportacéo, principalmente
para a Europa, sendo a cooperativa responsavel por 45% das exportacoes brasileiras.
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Na safra 2013/2014, exportou-se 32 mil toneladas do grdo, com aumento de 30% em
comparagao ao ano anterior (A CHUVA, 2014).

O processo para a colheita na produg¢dao de amendoim tem inicio com a etapa
do arranquio das vagens de amendoim, as quais sao colhidas por inversdo mecéanica
e com umidade em torno de 35 e 50%. Plantas inteiras sdo removidas do solo,
dispostas em leiras e secas ao ar livre. Ap6s um tempo especifico para que a umidade
figue abaixo de 18%, as vagens de amendoins sdo mecanicamente recolhidas por
colheitadeiras mecanicas e transportadas para o beneficiamento, onde as vagens sao
secas por secadores de leito fixo com ar aquecido de 35 a 38° C, evitando-se o
aquecimento excessivo para evitar perda de sabor e ocorrer o despeliculamento dos
graos, reduzindo a sua qualidade. Depois da fase de secagem, a umidade deve ser
mantida em niveis inferiores a 10 %, para prevenir a multiplicacao de fungos (TASSO;
MARQUES; NOGUEIRA, 2004; SEGATO; PENARIOL, 2007).

Apés a etapa de secagem, o amendoim é acondicionado em big bags ou em
sacos de 50 kg e 0 armazenamento seguro € em armazém com umidade relativa (UR)
inferior a 70%, sob temperatura de no maximo 30° C. A condicao ideal corresponde,
aproximadamente, a umidade de 10 — 11% para a vagem e 6 - 8% para o amendoim
descascado, a fim de evitar o desenvolvimento dos fungos do género Aspergillus
(BRASIL a, 2003; MANUAL, 2004; GORAYEB et al. 2009). Na COPLANA, o armazém
possui capacidade de 40.000 toneladas e o amendoim é mantido acondionado
durante 1 ano sem comprometimento de sua qualidade. O barracdo é constituido de
uma construgéo solida, com 84 metros de largura e 12 m de altura, com uma estrutura
que conserva a temperatura do amendoim deixando-o isento de pragas e longe de
roedores por meio de um efetivo controle de pragas (MALAGOLLI; ASCANIO, 2007).

No beneficiamento, o0 amendoim passa por varios processos mecanizados:
descasque, selecdo e limpeza. A ultima inovacdo adotada pela COPLANA é o
processo de “pblancheamento”. Trata-se de um moderno sistema de retirada da
pelicula do grao por processo mecanico. Com isso, o produto recebe a denominagao
de amendoim “blancheado”, processo que agrega valor a matéria-prima e eleva o
preco de mercado, proporcionando, assim, oportunidades de buscar novos mercados,
como a Russia. Para o mercado interno, o amendoim é vendido somente seco em
graos (MALAGOLLI; ASCANIO, 2007; GORAYEB, 2009).
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1.1.2 A contaminacao fungica e as aflatoxinas em amendoim

As micotoxinas sdo contaminantes naturais encontradas nas matérias-primas,

alimentos e racdes. Algumas micotoxinas podem causar doencas autoimunes,

possuem propriedades alergénicas e algumas delas sdo cancerigenas, teratogénicas

ou mutagénicas. A ocorréncia de micotoxinas € influenciada por certos fatores

ambientais, assim, a extensao da contaminacao de um determinado produto com uma

determinada toxina varia com a localizacdo geografica, praticas agricolas e

processamento poés-colheita (CAST, 2003). Na Figura 1.1, sdo apresentadas as

estruturas das aflatoxina B4, Bz, G1, G2, M1 e M2 Essas micotoxinas sao produzidas

principalmente pelos fungos Aspergillus flavus, A. parasiticus.

Figura 1.1: Estruturas das aflatoxinas (B1, B2, G1, G2, M1 e M2)
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Fonte: Adaptado de Souza, (2013, p.24).

Teresa Cristina Castidho-Gorvayed-



29

A aflatoxina B1 é a forma mais frequente e mais téxica para os seres humanos.
Os principais efeitos da aflatoxina sao hepatocarcinoma e imunossupressao, que leva
ao aumento da susceptibilidade a infecgdes e deficiéncia de crescimento em criangas
devido a capacidade da aflatoxina de atravessar a placenta humana
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER - IARC, 2002).

A hepatite B e hepatite C séo infec¢des cronicas, sendo fatores de risco para
o cancer de figado causado por aflatoxina. A toxina reside no figado por um longo
periodo causando danos aos genes supressores de tumor. Uma consequéncia
imediata da exposicdo de aflatoxina pode ser aflatoxicose, ou intoxicacdo por
aflatoxinas; sinais e sintomas incluem problemas gastrointestinais e lesdes hepaticas
(BHAT; RAI e KARIM, 2010; CHANG; SREEDHARAN e SCHNEIDER, 2013).

Ao avaliar a contaminacao nas etapas da cadeia produtiva do amendoim no
estado de Séao Paulo, alguns autores procuram diagnosticar os momentos mais
propicios a infestacdo fungica e a sintese de micotoxinas. Quando ocorrem periodos
de estiagem antes da colheita, no periodo que compreende as ultimas 4 a 6 seis
semanas antes do final do ciclo, hd um grande risco de contaminagao por aflatoxinas
em niveis muito elevados (SANDERS et al., 1984). Dessa forma, o cultivo do
amendoim em areas irrigadas ou com irrigacdo suplementar tem se constituido uma
das recomendacdes de maior efeito na prevencao da contaminagao da pré-colheita
por aflatoxinas. O cultivo de amendoim em areas de solo arenoso pode ser um fator
favoravel a contaminacao, sendo altamente recomendavel a utilizacdo da irrigacéao
para prevenir a contaminago por aflatoxinas. A suspensao da irrigagcao pode ser feita
de 3 a 5 dias antes da colheita, evitando a exposicdo excessiva do plantio ao déficit
hidrico. Danos nas vagens, causados devido a alta incidéncia de doencas,
perfuracoes feitas por insetos ou pelo manuseio na colheita e despencamento podem
ocasionar a contaminacao por aflatoxinas no amendoim (FAQO, 2003).

A contaminagéo por aflatoxina encontrada no amendoim e seus derivados
estd diminuindo. Na Ultima década foram realizados monitoramentos dessa
contaminacdo. Os resultados do estudo realizado na regido nordeste do estado de
Sao Paulo mostram uma diminuicdo no numero de amostras que excederam o limite
estabelecido pela legislacdo brasileira. Das 240 amostras analisadas, 3,7%
apresentaram aflatoxinas (B1 + B2+ G1 + G2) acima de 20 ug.kg™ (OLIVEIRA et al.,
2009). No periodo de 2002 a 2012, foram realizadas 90 analises de amendoim “in
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natura” e derivados nas regides de Assis, Bauru e Marilia, no estado de Séao
Paulo.Dessas andlises, 15 (16,7%) correspondiam a amendoim e 75 (83,3%) a
produtos de amendoim (amendoim frito, com cobertura de chocolate, cobertura
colorida, amendoim tipo japonés e pacoca), sendo 13 (14,4%) amostras positivas para
aflatoxinas. Dentre os produtos de amendoim, foram detectadas aflatoxinas apenas
em amostras de pacoca. Nas amostras de amendoim, os niveis de contaminacao
variaram de 5 a 300 pg.kg!, enquanto nas amostras de pagoca a variagéo foi de 9 a
466 pg.kg'; 2 (13,3%) amostras de amendoim e 4 (5,3%) amostras de pagoca
estavam em desacordo com a legislacdo em vigor (SILVA; FERREIRA; STANCARI,
2013).

De acordo com Horn et al. (1994), a presenca de A. flavus e A. parasiticus em
amostras de solo é responsavel pela contaminacao das vagens de amendoim, pois 0
solo é reservatorio primario desta microbiota. Estudos sugerem que € possivel reduzir
o potencial de producéo de aflatoxina produzidas por A. flavus alterando as rotacdes
de culturas e o tempo de corte para reduzir a incidéncia de cepas altamente
toxigénicas e evitar expor as culturas aos periodos mais quentes propicios as
contaminagoes. Eventos de contaminacao severa tém sido atribuidos a interacoes de
sincronismo de cultura com fatores ambientais (LEWIS et al., 2005; COTTY; JAIME-
GARCIA, 2007).

Goncalez et al. (2008) verificaram a presenca de A. flavus em 17% das
amostras de amendoim analisadas desde o plantio até a colheita no municipio de
Junqueirépolis — SP. Santos et al. (2013) observaram que os fungos mais frequentes
em sementes de amendoim Runner 886 e IAC 503, em armazenamentos nos
municipios de Campinas, Jaboticabal, Marilia e Sertdozinho, foram os dos géneros
Aspergillus, Fusarium, Penicillium e Rhizopus.

A umidade do substrato e a umidade relativa constituem pontos criticos na
producdo da aflatoxina. A produ¢cdo maxima de aflatoxina em graos de cereais ocorre
em umidade de 25% a 30 °C. A umidade relativa minima exigida para a producao da
micotoxina é de 83 % e alguns autores observaram aumento na producdo de
aflatoxina com umidade relativa acima de 90% (DIENER; DAVIS, 1966; PRADO et al.,
1991; GORAYEB, 2007).

A contaminacdo do amendoim € um grande problema econbémico para a

industria e um perigo para a saude humana e animal, mas com uma boa gestao do
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ambiente agricola é possivel reduzir a contaminacao por fungos e das micotoxinas
toxigénicas. Nas diferentes fases da maturagdo das vagens, estas sao expostas a
condigdes ambientais varidveis durante a sua formacao até a colheita: nas analises
de 25 amostras, os resultados mostraram que foram detectadas aflatoxinas em 4 %
das amostras no estagio de granacao, 16 % dos graos apos a maturacao e em 4 %
dos graos apo6s a secagem (GONCALEZ et al., 2008).

Para minimizar a ocorréncia das aflatoxinas € importante um monitoramento
sistematico em amendoim e seus derivados em toda a sua cadeia alimentar, bem
comoadotar um controle efetivo das condi¢des de plantio, cultivo, colheita, trato pés-
colheita, transporte ao beneficiador, beneficiamento, processamento dos graos
visando a obtencao de produtos e sua distribuicdo e comercializacdo (SANTOS;
LOPES, E KOSSEKI, 2001; GORAYEB et al., 2009; TOREGEANI-MENDES et al.,
2011).

Os padrées microbiolégicos, de micotoxinas e fisico-quimicos para o
amendoim e seus derivados sao observados na Tabela 1.1. O Brasil regulamentou a
RDC n? 12 de 2001, para padrées microbioldgicos dos alimentos, a RDC 172, de 2003
e a RDC n? 7 de 2011, para limites de micotoxinas e umidade das vagens e graos,
deliberadas pelo Ministério da Saude — MS, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2001; BRASIL a, 2003; BRASILa, 2011). Os Estados
Unidos da América (USA), por meio do Conselho Americano de Amendoim (APC),
elaboraram o guia para controle de contaminantes em alimentos de baixa umidade e
os limites estao listados na Tabela 1.1 (USDA, 2009). A European Food Safety
Authority (EFSA) (2010), alterou os teores maximos de aflatoxinas totais no amendoim
para 4 mg.kg"' e outras oleaginosas e em produtos transformados, destinados ao
consumo humano direto ou uso como ingrediente de géneros alimenticios, com
excecao de: éleos vegetais brutos destinados a refinacao e refinado de 6leos vegetais.

A prevencdo do aumento de aflatoxinas durante o armazenamento e o
transporte dependem de manter um baixo teor de umidade da temperatura do
ambiente e das condicdes de higiene. A. flavus e A. parasiticus ndo podem crescer ou
produzir aflatoxinas em atividades de agua inferior a 0,7. A umidade relativa do ar
deve ser mantida abaixo de 70 % e temperaturas entre 0 e 10 ° C sdo ideais para
minimizar a deterioracdo e crescimento de fungos durante o armazenamento por
longo tempo (CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 2012).
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Tabela 1.1: Limites nacional e internacional para micro-organismos, micotoxinas e umidade para

amendoim
Microorganismos USDA* BRASIL EC**
Mofos, bolores <100 UFC/g < 5x10%/g <100 UFC/g
Micotoxinas
Aflatoxinas
(Soma = AFB1+AFG1+ <15 mg.kg’ <20 mg.kg™" <4 mg.kg'
AFB2+AFG2)
Umidades
Graos < 9% < 8% <9%
Vagens <10% <11% 10%

* United States Department of Agriculture (USDA)

** European Commission (EC)

Fonte: USDA, 2009, BRASIL, 2001; BRASIL a, 2003, CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 2003;
EFSA, 2005 e 2010.

1.1.3 A seguranca alimentar na cadeia produtiva do amendoim

Quando tentamos entender a definicao de cadeia produtiva, estudiosos
definem filiere (cadeia) como uma sucessdao de operagbes de transformacéao
dissociaveis, capazes de serem separadas e ligadas entre si por um encadeamento
técnico; é também um conjunto de relagdes comerciais e financeiras entre
fornecedores e clientes e um conjunto de acdes econémicas que valorizam os meios
de producéo e asseguram a articulacdo das operacées (MORVAN, 1985; BATALHA
et al., 2008).

Na cadeia produtiva do amendoim s&o realizadas operacbes desde a
producdo primaria, nas agroindustrias, distribuidoras e comercializadoras, com a
juncéo necessaria para a fabricacdo dos produtos que os consumidores solicitam. No
Quadro 1 estdo apresentadas as operacdes realizadas nos Microssistemas dessa
cadeia no Brasil.

A primeira operagao é o plantio das sementes do amendoim, porém o0s
melhores solos para o plantio sdo arenosos por serem estes mais suscetiveis ao déficit
hidrico. Contudo, nem sempre o0s solos de renovacdo de cana possuem essas
caracteristicas, mas é importante garantir umidade para a cultura, em caso de
estiagem, com irrigacao suplementar; também atentar-se para o calendario de plantio
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a fim de evitar estiagem no periodo que antecede a colheita, realizar o controle
adequadamente para insetos, pragas, ervas daninhas e doengas e por fim, utilizar
irrigacdo suplementar no final do ciclo (EMBRAPA ALGODAO, 2008 apud
SUASSUNA et al., 2005).

No cultivo, os pontos favoraveis sdo a nao necessidade de um sistema de
irrigagcéo- o que reduz os custos de produgéo- e o favorecimento do crescimento das
plantas devido a safra ocorrer na época das aguas. Por outro lado, o ponto negativo
da colheita coincidir com a época das chuvas ocorre possivel favorecimento do
aumento da umidade dos grdos e, consequentemente, o aumento do risco de
contaminacao por aflatoxina. Para evitar esse problema, o ideal seria que o amendoim
fosse colhido em um periodo poés-chuvas, mas essa medida pode trazer
consequéncias ao indice de maturacao dos graos (SCALCO; MACHADO; QUEIROZ,
2008).
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Depois do arranquio, 0 amendoim comeca a perder umidade numa velocidade
que depende do clima (sol, chuvas, dias nublados, etc.) e da maneira como a planta
for disposta no chédo para secar (com as vagens para cima). Enquanto a umidade
estiver acima de 20-22%, a atividade metabdlica da vagem oferece resisténcida a
penetracdo do fungo e o risco de contaminacao é baixo. O intervalo de 22 até 11% de
umidade é, portanto, o periodo critico e se houver demora da secagem nessa fase, a
probabilidade de contaminacdo do amendoim sera grande. Dessa forma, ap6s o
arranque, o amendoim deve ser seco 0 mais rapidamente possivel, e s6 entao ser
recolhido para o envio ao beneficiador a fim de evitar o desenvolvimento de fungos e,
consequentemente, contaminagao com a aflatoxina (FONSECA, 2015).

Para se realizar a colheita e poés-colheita adequada do amendoim é
necessario um planejamento do ponto 6timo de maturidade dos graos e um periodo
de quatro a seis semanas de déficit hidrico, uma vez que a colheita precoce ou tardia
aumenta a proporcao de vagens imaturas ou que passaram do padrao de maturidade,
aumentando a contaminacéao por aflatoxina principalmente se as condic¢ées climaticas
nao forem favoraveis (MANUAL, 2004).

Ainda que houvesse amplo gerenciamento de seguranca alimentar, a
contaminacdo do amendoim por aflatoxina ndo poderia ser totalmente evitada
(DORNER, 2008). Portanto, a importancia da gestdo da seguranca de produtos
agricolas deve ser conduzida pela aplicacao de praticas e procedimentos planejados,
desde a etapa de selecdo da area fisica para cultivo até a expedicdo do produto
agricola pelo produtor rural, os quais permitam o controle de perigos imediatos e
mediatos. As Boas Préticas Agricolas (BPA), assim como os principios do sistema de
Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) sao ferramentas de gestao
indispensaveis para a seguranga na producao primaria. Determinados perigos, em
especial os de natureza quimica como insumos agricolas permanecerdao no produto
caso nao sejam controlados no campo (MANUAL, 2004; GORAYEB et al. 2009).

Quando realizadas corretamente, as inovacdes devem resultar em reducao
dos niveis de aflatoxinas. Portanto, a utilizacdo do sistema APPCC como um sistema
de gestdo de seguranca alimentar tem muitas vantagens sobre os tipos de sistemas
de controle de gestdao em alguns segmentos da industria de alimentos. Ja no campo,
ha muitos fatores nado controlados que influenciam a contaminagao por aflatoxinas dos
amendoins, principalmente os ambientais, tais como fatores meteoroldgicos e insetos.
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Deve ser dada especial atencao a populagao do fungo de solo, a saude das sementes,
ao stress de déficit de umidade de solo nos estagios de maturidade de formacgao das
vagens e as chuvas no periodo da colheita (CODEX ALIMENTARIUS, 2004).

Os fatores mais importantes que determinam o desenvolvimento de fungos
em graos armazenados sado: grau de umidade dos graos, temperatura, grau de
contaminacao, impurezas, presenca de insetos e acaros, condi¢des fisicas dos graos,
periodo de armazenamento e atmosfera favoravel. Esses fatores estdo todos inter-
relacionados formando um sistema complexo e devem ser considerados em conjunto
(BOLONHEZI; MUTTON; MARTINS, 2007, GORAYEB et al., 2009).

Na implantacao das Boas Préticas Agricolas (BPA) o monitoramento do nivel
de aflatoxina, que pode ser feito por analises quimicas em todas as etapas da cadeia
produtiva, em lotes aleatorizados € importante e aqueles que apresentarem
contaminacao devem ser separados dos livres ou com pouca contaminacao.
Considerando que a distribuicdo da aflatoxina em um lote € heterogénea, a selecao
de gréos e vagens danificados e com crescimento do fungo, comegando na colheita e
cura, constitui em medidas que mais causam impacto no controle e prevencao da
contaminacao por aflatoxina. Vale ressaltar que a auséncia do controle da umidade
dos graos apds a colheita invalida os cuidados adotados anteriormente (MAUAL,
2004).

Com esse crescente mercado, além do aprimoramento tecnolégico, houve
maior organizacao do segmento, condicao fundamental para a criacdo e a adocéao de
normas essenciais para produtos destinados ao consumo humano. Dessa forma, em
2001, foi lancado pela industria confeiteira, por meio da ABICAB, o programa Pré-
Amendoim, destinado principalmente ao controle e deteccao da aflatoxina (ABICAB,
2001). Outro fator importante foi a publicacdo, em 2003, da Resolucdo RDC 172
(BRASIL a, 2003), que dispde sobre o regulamento técnico de Boas Praticas de
Fabricacao (BPF) para estabelecimentos que industrializam amendoins processados
e derivados, uma iniciativa que contou com a agao da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). Além disso, em 2009, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) publicou a Instrucdo Normativa 03 (BRASIL, 2009), que
estabelece critérios e procedimentos de Controle Higiénico Sanitario (CHS) na cadeia
de producgédo do amendoim e seus subprodutos destinados ao consumo humano para
0os mercados interno e externo. Foi regulamentada a Resolugdo — RDC n? 7, de 18 de
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fevereiro de 2011, que contém o regulamento técnico sobre limites maximos tolerados
(LMT), para micotoxinas em alimentos (BRASIL a, 2011).

Dentre as acdes adotadas, estdo a criacao do sistema de rastreabilidade, a
implantagcao dos programas de Boas Praticas Agricolas (BPA) e de Fabricacao (BPF),
a Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), a certificacao do CHS,
o controle das exportacbes e importacbes, bem como a definicio das normas
amostrais para detecgao e controle de aflatoxina (MARTINS; VICENTE, 2010). 23h48

Nas agroindustrias de beneficiamento de graos é fundamental a implantacéo
dos planos APPCC, sao planos em que constam a andlise de perigos e pontos criticos
de controle. Essa andlise, por sua vez, trata-se de um sistema que envolve uma
abordagem proativa e preventiva para controlar riscos potenciais de seguranca
alimentar). O sistema fornece um mecanismo para prevenir, eliminar ou reduzir os
riscos na seguranga alimentar a niveis aceitaveis de todos os perigos envolvidos no
alimento em questao. Quando se utiliza os planos APPCC, os perigos biologicos,
quimicos e fisicos sao identificados; o grau dos riscos associados a saude sao
avaliados; os pontos de controles (PC) pertencentes aos programas de pré-requisitos
sao propostos; os pontos criticos de controle (PCC) sao identificados, definidos os
seus limites criticos com seus métodos para controle; sdo identificados e critérios para
medidas preventivas e agdes corretivas estdo claramente determinadas. Estes
principios do APPCC e orientagdes de aplicacao sao descritas nos Estados Unidos
da América — USA, pelo National Advisory Committee On Microbiological Criteria For
Foods (NACMCF, 1998) e internacionalmente pela Comissao do Codex Alimentarius
(CAC) (CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 2003).

No Brasil, as empresas tém investido muito para a melhoria da qualidade do
amendoim produzido, além de se comprometerem a adotar o comportamento ético
industrial implantando Boas Praticas de Fabricacao (BPF) e Andlise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC), a fim de atender a legislagdo em vigor, em
especial a Portaria MS 1428/93, Resolucdo da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) RDC N¢ 275/02, de 21.10.2002, a Resolucdo ANVISA RDC N®
274/02, de 16.10.2002 (produtos finais) e a Portaria do ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) n°® 183/1996, para matéria-prima, em que sao
determinados os limites maximos permitidos de aflatoxinas (20 mg.kg™), para oferecer
alimentos seguros e respeitar o consumidor final regido pelo Cédigo de Defesa do
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Consumidor, ou seja, a Lei 8.078, de 11 de setembro de 1990 (BRASIL, 1990;
BRASIL, 1993; BRASIL, 1996; BRASIL a, 2002; BRASIL b, 2002).

No documento do Codex Alimentarius Commission (1997), o plano APPCC
apresenta um processo sistematico aplicado para garantir a inocuidade dos alimentos
gue consiste em sete principios:

1. Efetuar uma andlise de perigos e identificar as medidas preventivas
respectivas;

2. Identificar os pontos criticos de controle (PCC’s);

3. Estabelecer limites criticos para as medidas preventivas associadas com cada
PCC;

4. Estabelecer os requisitos de controle (monitorizagdo) dos PCC’s, com
procedimentos para utilizacdo dos resultados da monitorizacao para ajustar o
processo e manté-lo sob controle;

5. Estabelecer agdes corretivas para o caso de desvio dos limites criticos;

6. Estabelecer um sistema para registro de todos os controles; e

7. Estabelecer procedimentos de verificacdo para conferir se o sistema esta
funcionando adequadamente.

Os perigos a saude do consumidor sdo classificados em trés: os perigos
quimicos, fisicos e biolégicos. Tais perigos variam quanto ao grau de severidade e
riscos potenciais de manifestacdo em consumidores, além de serem especificos para
cada produto. Os perigos bioldégicos compreendem bactérias patogénicas
(infecciosas ou toxigénicas), fungos, mofos, virus, parasitas e peixes venenosos e
suas toxinas, e prions; os fisicos incluem cacos de vidro, espiculas de 0sso, fios de
cabelo, entre outros, que podem causar somente injurias menores ou até casos que
necessitem de intervencbes cirdrgicas; ja os quimicos tém como exemplo 0s
defensivos agricolas, antibiéticos, micotoxinas, sanitizantes, e uma grande quantidade
de produtos que podem entrar em contato com o alimento (MANUAL, 2004; RIBEIRO-
FURTINI; ABREU, 2006; FONSECA et al., 2013).
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1.2 MATERIAIS E METODOS

Os ensaios experimentais foram realizados no Laboratério de Bioprocessos e
no Laboratério de Engenharia de Processos e Biorreatores do Departamento de
Engenharia e Tecnologia de Alimentos (DETA), do Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas (IBILCE), na Universidade Estadual de “Julio de Mesquita Filho” -
UNESP/Sao José do Rio Preto.

As coletas de amostras foram feitas em trés safras na regiao de Jaboticabal,
com o apoio da Cooperativa dos Plantadores da Zona de Guariba — COPLANA, de
Jaboticabal, Sao Paulo.

As andlises na etapa da recepcao (sonda) foram realizadas no laboratério da
Recepcao de matéria primas da Cooperativa dos Plantadores da Zona de Guariba —
COPLANA, de Jaboticabal, Sdo Paulo.

1.2.1 Materiais

1.2.1.1 Obtencao das amostras de solo e amendoim

Em cada época de colheita foram coletadas amostras dos lotes da safra
2011/2012, 2012/2013 e 2013/2014, nas planta¢des de amendoim Runner IAC 886 e
Graneleiro em solos de renovacao de cana-de-agucar, num raio de 100 km da sede
da COPLANA. A agroindustria possui um trabalho continuo de Boas Praticas
Agricolas (BPA), com orientacao técnica e apoio aos cooperados em todas etapas do
plantio, cultivo, colheita e pds-colheita. As areas foram escolhidas, aleatoriamente,

nos locais apresentados na Figura 1.2, identificados a seguir:
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Figura 1. 2: Locais de coleta num raio de 100 km do municipio de Jaboticabal — SP
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Fonte: Elaborado pela autora e adaptado de Jaboticabal — estado de Sao Paulo
(JABOTICABAL, 2015), site: https://www.google.com.br/maps/place/Jaboticabal-SP

Safra 2011/2012:

Area 1: Usina Santa Adélia, Jaboticabal, Rodovia SP 326, Km, 332. Estado de Sao
Paulo, Brasil. Coordenadas geogréficas - 212 19’, 99” S e - 48° 19' ,03” W. Area
plantada: 25 hectares. Tipo: Runner |AC 886.

Area 2: Fazenda Santo Antdnio, Estrada Municipal Lusitania, Pitangueiras. Estado de
Sao Paulo, Brasil. Coordenadas - 212 00’, 34” S e - 482 13", 18” W. Area plantada: 20
hectares. Tipo: Runner |1AC 886.

Area 3: Fazenda Floresta, Estrada Municipal para Guapiacu. Estado de Sao Paulo,
Brasil. Coordenadas geograficas - 222 47’, 42” S e - 49° 13’ ,13” W. Area plantada: 42
hectares. Tipo: Runner |1AC 886

Safra 2012/2013:

Area 1: Fazenda Santa Elisa, Rodovia Armando Sales de Oliveira, Avenida 01, Rua
Antonio Capelin, Conjunto Habitacional Lucia Fabro Sverzut, Sertdozinho. Estado de
Sao Paulo, Brasil. Coordenadas geograficas - 212 08' 16" S e - 47° 59' 25" W. Area
plantada: 62 hectares. Tipo: Runner |AC 886.
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Area 2: Sitio Tijuco, Estrada Velha de Taquaritinga, Jaboticabal. Estado de S&o Paulo,
Brasil. Coordenadas geogréficas - 212 15°, 17” S e - 482 19’, 20” W. Area plantada:
20 hectares. Tipo: Runner IAC 886.

Area 3: Fazenda Jatoba, Bairro Lajeado, Rodovia Laurentino Mascari, Km 170,5,
Itapolis. Estado de Sao Paulo, Brasil, coordenadas - 21° 35’ 44” S e - 48° 48’, 48" W.
Area plantada: 20 hectares. Tipo: Runner IAC 886

Safra 2013/2014:

Area 1: Fazenda Bela Vista Usina Colombo S/A - Actcar e Alcool. Est Municipal -
Santa Adélia. Estado de Sao Paulo, Brasil, coordenadas - 20°02'23.6"S 50° 40' 33. 0"
W. Area plantada: 180 hectares. Tipo: Runner graneleiro

Area 2: Fazenda Sdo Domingos, Usina Santa Adélia, Rod SP 326, 2150014870-
Jaboticabal. Estado de Séao Paulo, Brasil, coordenadas - 21° 20 '06 6" S 48° 18' 27.7"
W. Area plantada: 20 hectares.

Area 3: Fazenda Santa Elisa, Rodovia Armando Sales de Oliveira, Avenida 01, Rua
Antonio Capelin, Conjunto Habitacional Lucia Fabro Sverzut, Sertdozinho. Estado de
Sao Paulo, Brasil, coordenadas - 212 08' 16" S e - 47° 59' 25" W. Area plantada: 78
hectares. Tipo: Runner graneleiro

1.2.2 Métodos
1.2.2.1 Analises das caracteristicas climaticas

Para a determinagdo dos indices pluviométricos, temperatura média das
areas foram coletados os dados em cada safra no municipio de Jaboticabal — SP.,
com o levantamento dos dados da resenha meteorolégica do Centro Integrado de
Informacdes Agrometeorolégicas (CIIAGRO, 2015).
1.2.2.2 Obtencao das amostras do solo nas areas

As amostras de solo, para as andlises de umidade e de contaminagéo fungica,

foram coletadas em todos os lotes analisados, sendo coletadas 10 sub-amostras de
100 g, em ziguezague, equiespacadas, em uma area de um hectare (GOULART,
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2009). As amostras foram colocadas em sacos plasticos de polietilieno de alta
densidade e logo ap6s foram misturadas de modo a constituir uma amostra composta
representativa da area. As amostras foram armazenadas em camara de refrigeragao
a4 +1°2 C por no maximo 12 horas antes das analises.

1.2.2.3 Obtencao das amostras de vagens no arranque e apos a secagem ao
sol

Para as amostragens das vagens de amendoim no campo de cultivo nas
etapas de colheita, foram utilizadas as normas da legislacdo RDC 274 de 2002,
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) — Ministério da Saude — MS
(BRASILa, 2002). Foram coletados de 5 a 7 kg de amostras.ha', em subamostras de
200 gramas, sendo as 25 posi¢oes equiespacadas e percorridas em zig zag, conforme

apresentado na Figura 1.3.

Figura 1.3: Coleta das amostras nas etapas do solo, arranque e apds a secagem ao sol, em zig zag

manualmente

Coleta em zig zag

maniialmente

Fonte: Elaborado pela autora

1.2.2.4 Obtencao das amostras de vagens apods a colheita mecéanica

Posteriormente, foram coletados de 5 a 7 kg de amostra na colheitadeira
mecanica, de acordo com a Lei n® 10.711, de 5 de agosto de 2003, (BRASIL c, 2003),
em subamostras de 1000 g em 5 pontos com o auxilio de um amostrador de 3 Zonas
- BS3-IT — MICROCLAR, na colheitadeira e na carreta secadora, Figura 1.4. As
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amostras foram colocadas em sacos plasticos resistentes e transportadas até a

camara fria do DETA.

Figura 1.4: Coleta de amostras apds a colheita mecénica, na colheitadeira

Fonte: Elaborado pela autora

1.2.2.5 Obtencao das amostras de vagens na recepcao da COPLANA, por sonda
mecénica

Na sonda, a coleta das amostras foram realizadas com o auxilio de sonda

mecanica composta por um coletor de amostras de cereais com deslocamento,

apresentado na Figura 1.5, em trés pontos aleatérios para cada caminhdo. Foram

coletados 30 kg de vagens no total e encaminhados para as analises de impurezas,

rendimento, aflatoxina, umidade.

Figura 1.5: Coleta de amostras na recepgao por sonda mecanica

Fonte: Fotos cedidas pela Cooperativa dos Plantadores da Zona de Guariba — COPLANA, de
Jaboticabal, Sdo Paulo
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1.2.2.6 Coletas das amostras apds a secagem artificial nas carretas secadoras

Apébs a secagem a 38 + 1°C até atingir indice de umidade menor que 8% b.
S., ainda nas carretas secadoras, Figura 1.6, foram coletados de 5 a 7 kg de amostras
com o auxilio do amostrador e elas foram acondicionadas em sacos plasticos para o

transporte até a cdmara fria do DETA, onde a temperatura é de 4 +1 ¢ C.

Figura 1.6: Coleta de amostras ap6s a secagem na carreta secadora

Fonte: Foto cedida pela Cooperativa dos Plantadores da Zona de Guariba — COPLANA, de

Jaboticabal, Sdo Paulo

1.2.2.7 Obtencao das amostras apos a secagem artificial no terceiro més de

armazenamento

As coletas das amostras das vagens no terceiro més de armazenamento foi
realizada com o auxilio de amostrador, apresentado na Figura 1.7, retirando
aproximadamente 5 kg dos big begs, acondicionados em sacos plasticos de camada

espessa, colocados em isopor e transportados até a camara fria do DETA.
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Figura 1.7: Coleta de amostras no armazenamento, no 32 Més, com o auxilio de amostrador de fases

Fonte: Foto cedida pela Cooperativa dos Plantadores da Zona de Guariba — COPLANA, de Jaboticabal,

Sao Paulo

1.2.2.8 Analise de umidade e unidades formadoras de coldénias (UFC) do solo

As amostras de solo foram coletadas no campo, transportadas para o
laboratorio, homogeneizadas manualmente e assim pesadas em trés sub-amostras
de 10 g, as quais foram submetidas ao teste de umidade, colocando-as em estufa a
105 + 1 °C, durante 24 horas (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

As andlises de unidades formadoras de colénias (UFC) foram realizadas em
trés sub-amostras de 10 g de cada solo, suspendendo-se as amostras em 90 mL de
agua destilada estéril, e agitando-as por 15 minutos. Desta solugéo original, foram
realizadas diluicdes de 10" a 1019, adicionando-se agua destilada. Um mL destas
diluicoes foi colocado em placa de petri, em seguida foi vertido o0 meio de cultura BDA
(20 mL). As amostras foram incubadas a 25 °C + 1 °C em camara DBO durante sete
dias, seguindo-se de contagem das UFC com o auxilio da lupa propria de contagem
(EMBRAPA, 1997).

1.2.2.9 Analise de umidade e unidades formadoras de colonias das vagens de
amendoim nas etapas da colheita e pés-colheita

Todas as amostras foram transportadas em sacos plasticos de polietileno de
alta densidade e armazenadas sob refrigeracdo em camara fria (4 °C £ 1 °C) até a sua
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utilizacdo em no maximo 12 horas. Posteriormente, as amostras de cada saco foram
homogeneizadas manualmente e trés subamostras de 10 g foram pesadas em
balanca analitica e secas em estufa a 105 + 1 °C, durante 24 horas para a
determinacao do teor de umidade (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

As andlises da contaminacao fungica por UFC das vagens de amendoim foram
realizadas através do método descrito por Swanson et al. (1992), por meio do qual 25
g de amostra foram colocadas, com o auxilio de uma pinca flambada, em 225mL de
solucao agua peptonada a 0,1% g/v, seguido de homogeneizacdao manual e posterior
diluicdes decimais seriadas até 106, empregando-se 1 mL de suspensdo em 9 mL do
mesmo diluente. Aliquotas de 1 mL de cada diluicdo foram misturadas em 15 mL de
meio de cultura de BDA acidificado (pH 5,6), fundido a 45 ¢ C, seguido de
homogeneizagéo. Apos a solidificagdo do Agar, as placas foram incubadas a 25°C +
1 °C em camara DBO, durante sete dias sendo realizada a contagem das UFC, com
o auxilio de um contador de colénias com lupa. Para quantidades elevadas de UFC
(acima de 100 UFC/cm?), considerou-se como valor estimado 65 x 100 x 108 UFC.g"
(Est), na maior diluicdo, uma vez que as placas de vidro empregadas na incubagao
tinham area de 65 cm? (PELCZAR JUNIOR, 1996; ALVES; MORAES, 1998).

1.2.2.10 Analise de umidade, impurezas, renda e aflatoxinas realizadas na
recepcao da COPLANA

Foram coletadas amostras com 30 kg, extraidas de cada carga do caminhao
por meio da sonda mecéanica na recepcdao. O amendoim em vagem foi quarteado
(dividido em partes) até obter-se as sub-amostras de 2,5 kg, as quais foram
descascadas e submetidas as analises descritas a seguir.

a) Analise de umidade

As andlises de umidade foram realizadas na etapa da sonda, quarteada e
debulhada. Em seguida foi utilizado o medidor de umidade capacitivo de bancada
modelo GEHAKA AGRI G929. As analises foram realizadas em triplicata no
laboratério da recepcdo da COPLANA. O método de estufa foi realizado mensalmente
para conferir 0s resultados dos determinadores a 105 + 1 °C, durante 24 horas para a
determinacao do teor de umidade (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).
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b) Impurezas

As andlise de impurezas foram realizadas nas amostras coletadas no
caminhao, por sonda (aproximadamente 30kg). Cada amostra foi pesada, passada
em peneira rotativa para separar as impurezas e debulhados da roca. Em seguida, na
mesa de selecdo, 4 selecionadoras separaram as impurezas, restando a amostra
limpa. Pesou-se novamente a amostra, dessa vez sem impurezas. O célculo de
impureza foi obtido por diferenca de peso da amostra inicial menos o peso da amostra
final (sem casca) e o peso de debulhado de roca.

c) Rendimento

Pesa- se 2500g de vagens de graos, realiza-se a separacao da casca,
debulha-se, e entdo pesou-se apenas os graos. A porcentagem de graos internos

representa o rendimento por saco de 25kg.

d) Analise de aflatoxinas total

Para as anadlises de aflatoxina, foi empregada uma técnica fluométrica com
coluna de imunoafinidade da marca “Afla-Test” da © 1993 VICAM LP - Afla B, sendo
a leitura feita em fluorimetro, aprovada pela AOAC b (2000). As amostras foram
coletadas na etapa da sonda descrita anteriormente, em que para cada analise foi
realizado o preparo das sub-amostras conforme o procedimento da COPLANA,
seguindo a RDC 274 de 2002, ANVISA — Ministério da Saude — MS (BRASIL a, 2002).

Para a amostra de amendoim foram debulhados 25 kg de vagens, e separados
5 kg de graos. Em seguida os graos foram transformados em pasta homogénea,
moida em malha 14, em sua totalidade, homogeneizada e, posteriormente, dividida
em no minimo em trés partes. No laboratério de analises de aflatoxina, foram pesados
50 gramas de amostras, em triplicata; foi preparado o solvente de extracao,
misturando 7 partes de metanol com 3 partes de agua destilada; a amostra foi
colocada em um copo do liquidificador limpo e adicionada de 5,0 g de NaCl e 125 mL
de metanol 70%; os graos foram triturados com os solventes por 1 minuto em alta
velocidade. O material homogeneizado foi filtrado, utilizando-se filtro qualitativo e 20
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mL do extrato foi diluido em 40 mL de agua destilada. Para a cromatografia em coluna
de imunoafinidade, adicionou-se 15 mL do extrato diluido na coluna, mantendo-se um
fluxo de uma a duas gotas por segundo; as colunas foram lavadas com 2 mL de agua,
mantendo-se um fluxo de uma a duas gotas por segundo; eluiu-se a coluna com 1 mL
de metanol, mantendo-se um fluxo de uma a duas gotas por segundo, e recolheu-se
0 eluente em uma cubeta limpa; adicionou-se 1 mL do revelador diluido (1:10) na
cubeta e agitou-se o conteudo. Colocou-se num fluorimetro, previamente calibrado, e
fez-se a leitura apds 60 segundos (STROKA; ANKLAM, 2000). O fluorimetro foi
calibrado previamente empregando-se amostras padrdes de aflatoxina B1, B2, G1 e Gz

em concentracdes conhecidas.

1.2.2.11 Elaboracao do plano APPCC

Para a elaboracdo do plano APPCC, foram acompanhadas as etapas dos
processos no campo, nas visitas durante as trés safras, nas nove areas e na
COPLANA, desde do arranquio das vagens de amendoim até o 3° Més de
armazenamento, em que foram colhidos os dados para a elaboracao do plano APPCC
através de analise subjetiva e levantamento dos controles ja realizados para o perigo
quimico aflatoxina.

Nessas visitas, os coordenadores de qualidade da empresa, os agrbnomos e
os produtores descreveram detalhadamente as etapas da producéo e dos processos,
e para cada etapa foram aplicados os sete principios do APPCC, analisando os
perigos bioldgicos, fisicos e quimicos elaborando as medidas preventivas, seu
monitoramento e os limites de seguranca e criticos, capazes de prevenir a sintetizacao
da Aflatoxina pelos fungos. Para tanto foi adotada a metodologia do Codex
Alimentarius Commission, (1997). Para a elaboragéo do plano foram aplicados os sete
principios do APPCC analisando-se o perigo quimico Aflatoxina e suas medidas
preventivas nas etapas dos fluxogramas. A descricdo dos processos foi realizada
através de relatos feitos pelos coordenadores de cada empresa e avaliagdes
subjetivas no local.
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1.2.2.12 Analises estatisticas

Os resultados das analises de solo de umidade e unidade formadoras de
colénias foram constituidos por delineamento inteiramente casualizados utilizando
ANOVA, a qual foi realizada com o software Minitab 16 (Minitab Inc., Pensilvania,
EUA). Os valores médios foram comparados por meio do teste de Tukey em p <0,05.

Os resultados para a analise do solo e das vagens para, umidade e unidades
formadoras de colénias foram analisados utilizando ANOVA para o delineamento
experimental adotando blocos ao acaso em parcela subdividida (“Split-plot”), com trés
repeticdes usando o software Minitab® 16 (Minitab® Inc., Pensilvania, EUA) (MINITAB,
2015). Os valores médios foram comparados por meio do teste de Tukey em p < 0,05.

As parcelas foram constituidas por trés épocas de colheitas S1 — Safra 1
(2011/2012), S2— Safra 2 (2012/2013), Ss— Safra 3 (2013/2014); com seis subparcelas
compostas das etapas desde a colheita a p6s-colheita (E1 - Arranque, E2 — Antes da
colheita mecanica, Es — Depois da colheita mecanica, Ea — Sonda - Recepgéao, Es —
Apés o secador e Es— Terceiro més de armazenamento), para as analises de umidade
e unidade formadoras de colbnias de fungos por grama (UFC.g"') das vagens de

amendoim.

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1 Acompanhamento das informacoes agrometerioldgicas

As colheitas foram feitas com o acompanhamento dos indices pluviométricos,
informados pela propria COPLANA e por meio da previsao do tempo fornecida pelo
Centro Integrado de Informacdes Agrometeorolégicas (CIIAGRO, 2015), conforme
apresentado na Figura 1.8, 1.9 e 1.10. Pode-se observar os indices do més de
setembro ao més de maio, periodo desde o plantio até a colheita. A data da colheita
pode ter inicio no final do més de fevereiro e se estende até o inicio de maio, conforme
a data em que o produtor verifica o grau de maturacao das vagens, que tem que estar
de 60 a 70% das 200 vagens que compdem uma amostra coletada em cada area,
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ideal para a sua realizacdo. O més de marco da Safra 2011/2012 apresentou a
precipitacao de 30,9 milimetros de chuvas. Assim as colheitas ocorreram em margo e
abril que apresentaram indices ideais para a realizagdo do arranque e secagem ao
sol até atingir os indices de umidade em aproximadamente trés dias, porem foi
possivel observar que na safra 2011/2012 no periodo de setembro a julho o total de
chuvas acumulado foi de 1184,1 mm, com a temperatura média de 23,3°C e nesta
safra a producao total foi de 294,7 mil toneladas (CONAB b, 2013; CIIAGRO, 2015).

Na safra de 2012/2013, a temperatura média foi de 23,9 °C e o total de
precipitacdo de chuvas acumulado de setembro a julho foi de 1393,5 mm, foi possivel
verificar que as chuvas vieram no momento necessario para a granagao das vagens
e na época da colheita os indices foram menores. Isso resultou em uma producao
recordi de 336,7 mil toneladas nesta safra (CONAB b, 2013; CIIAGRO, 2015).

Na safra de 2013/2014 a temperatura média foi de 24 °C, sendo a precipitacao
acumulada dos meses de setembro a julho da foi de 920,3 mm, bem menor que nos
anos anteriores, 0 que causou o stress hidrico na cultura, ndo proporcionando um
aumento esperado na producdo do Estado, pois naquele momento o volume de
chuvas necessario para o crescimento da plantas e maturacao dos graos nao ocorreu.
A porcentagem de diminuicdo da producédo em relacao a safra 2012/2013 foi de 5,2
%, com um total produzido de 315,8 mil toneladas (CONAB, 2014; CIIAGRO, 2015).
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Figura 1.8: indice pluviométrico e temperatura média no municipio de Jaboticabal na safra de

2011/2012
Safra 2011/2012
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Fonte: Adaptado pela autora, extraido da resenha agrometeoroldgica do Centro Integrado de
Informacgdes Agrometeoroldgicas (CIIAGRO, 2015).

Figura 1.9: indice pluviométrico e temperatura média no municipio de Jaboticabal na safra de

2012/2013
Safra 2012/2013
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Fonte: Adaptado pela autora, extraido da Resenha agrometeoroldgica do Centro Integrado de
Informacgdes Agrometeoroldgicas (CIIAGRO, 2015).
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Figura 1.10: indice pluviométrico e temperatura média no municipio de Jaboticabal na safra de

2013/2014
Safra 2013/2014
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Fonte: Adaptado pela autora, extraido da Resenha agrometeoroldgica do Centro Integrado de
Informacdes Agrometeoroldgicas (CIIAGRO, 2015).

1.3.2 Umidade e infestacao por fungos do solo

Na Tabela 1.2 sdo apresentados os resultados das analises das amostras de
solo de cada area, nas trés safras. Os resultados foram analisados e a analise de
variancia (ANOVA) esta apresentada no APENDICE A1, para a umidade, em base
seca (b. s.) e no APENDICE A2, para a infestagdo por fungos, em unidades
formadoras de colénias (UFC/g).

Na Safra 1, a umidade foi em média de 4,89 % b.s., apresentando-se baixa
pois a colheita foi realizada no més de abril e maio, meses em que os indices
pluviométricos foram de 92,3 e 7 mm, respectivamente. Vale ressaltar que no més de
margo, o indice foi muito alto, com 218,8 mm no momento de término da maturacao
dos graos. A infestacao fungica apresentou-se em média de 6,42 Log UFC/g.

A Safra 2 apresentou 17,65 % b. s. de umidade média dos solos, bem mais

alta que a safra anterior. Este acontecimento ocorreu pois a Area 1 realizou a sua
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colheita apds dias de chuvas intensas. Mesmo assim a contaminacao fungica
apresentou o menor indice de infestacdo no solo que foi de 5,89 Log UFC/g.

Observou-se que na Safra 3 a média da umidade do solo foi de 15,69 % b.s.,
com um indice pluviométrico do més de marco de 106,8 mm e de abril de 63,3 mm.
Nesta safra, nos meses do término da maturagdo ocorreu uma seca nos meses de
janeiro e fevereiro como apresentado na Figura 1.10. As chuvas foram escassas, 0
que e afetou a producdo com um decréscimo de 5,2% da safra anterior. Ocorreu
também um aumento da contaminacédo fungica em média de 8,28 Log UFC/g. Foi
possivel avaliar que a contaminacgéao fungica foi elevada na safra Ss, principalmente na
Area 1 onde no solo apresentou a presenca de Aspergillus flavus.

Nos solos analisados dessa pesquisa, foi possivel observar a presenca de
Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. Niger, A. fumigatus entre outros fungos, que séo
caracteristicos de um reservatério de inéculo primario. Também Horn et al. (2005), ao
avaliar a contaminacao fungica de solos com plantacdo de amendoim observaram,
nas diferentes areas, a presenca de Aspergillus flavus, A. alliaceus, A. parasiticus, A.
niger, A.terreus e A. fumigatus, sendo a incidéncia de colonizagdo em sementes
analisadas e graos de amendoim na ordem de 60,0% pela secéo de Aspergillus Flavi,
que incluia todas as espécies presentes no solo de campo.

Resultados semelhantes foram encontrados por Gongalez, et al. (2008). Ao
analisarem 20 amostras de solo da regiao de Junqueirdpolis — SP., isolaram a espécie
A. flavus na coleta de solo onde o grau de maturacéo do fruto do amendoim estava
préximo da colheita com uma contagem de 5,0x10° UFC/g, na frequéncia de 8,8 %
das amostras, sendo que a atividade de agua do solo variou de 0,93 a 0,99.
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Tabela 1.2: Dados relativos a umidade base seca (% b.s.) e Unidade Formadoras de Col6nias de

fungos (log UFC/g) do solo na etapa do arranquio

Safras Areas Médias das umidades Log UFC/g
b. s. (%) + desvio padrao t desvio padrao
Area 1 4,89 + 0,072 6,44 +0,41 A
Safra1-S; Area 2 5,75+ 0,27 2 6,54 + 0,06 A
Area 3 4,01 +0,09 2 6,29 + 0,20 A
Area 1 25.21 + 0,56 ¢ 5,63 +0,354
Safra2-S; Area 2 13,27 + 0,58 ® 5,70 £ 0,35 A
Area 3 14,48 + 0,41 6,35+ 0,384
Area 1 11,21 +0,33" 9,77 +0,40B
Safra3-S3 Area 2 16,54 + 0,51 ® 7,42 +0,438B
Area 3 19,34+ 0,61 " 7,67 +2,08 B

Diferentes letras minusculas indicam que as safras diferiram estatisticamente entre si, em relagdo a
umidade, pelo teste de Tukey (p<0,05). n = 3.
Diferentes letras minusculas indicam que as safras diferiram estatisticamente entre si, em relagdo a

unidade formadora de fungos (UFC/g), pelo teste de Tukey (p<0,05). n = 3.

1.3.3 Umidade, aflatoxinas, impurezas e renda das vagens na etapa da sonda
na coplana

Na Tabela 1.3 sdo apresentados os resultados das analises realizadas pela
COPLANA na recepcgéao (sonda), nas areas selecionadas em cada safra. Observa-se
que nao ha uma correlacdo efetiva entre a umidade dos grdos com os indices
detectados de aflatoxina, uma vez que se observa os lotes com alta umidade e baixo
teor de aflatoxina, por exemplo na Safra 2 a Area 2, ao passo que ha areas com
umidades intermediarias e alto teor de aflatoxinas (Safra 1 - Area 3). H4 uma
tendéncia, a qual indica que valores muito baixos de umidade resultam em baixos
teores de aflatoxinas (Safra 2 — Area 1; Safra 3 — Area 3).

Observou-se que na Safra 1 e Area 3, as impurezas foram de 13,27 %, com
a maior porcentagem de todas as areas. Sua concentracao de aflatoxinas foi de 18,0
ug.kg', a mais alta de todas as areas.

Também pode-se avaliar que as amostras de todas as areas apresentaram
umidade inferior a 22 % na recepc¢ao do beneficiamento, limite exigido pela legislacao
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(BRASIL, 2009), para serem secas artificialmente. O limite solicitado pela industria,
como seguranca, tem como ideal estar menor de 16 % b.s.

Tabela 1.3: Dados relativos a umidade base umida (b. u.), Aflatoxina total, Impurezas e Renda das

vagens de amendoim na recep¢do da COPLANA

Safra Area Umidade Log Aflatoxina Impurezas Rendimento
(% b.s.) UFC.g™ (ng-kg™) % %
Safra 1 Area 1 16,5 6,77 + 0,06 4,0 1,59 76,52
Area 2 15,1 6,54 + 0,29 ND 10,45 74,32
Area 3 12,5 6,48 + 0,48 18,0 13,27 76,04
Safra 2 Area 1 7,0 5,24 +1,75 2,0 5,6 80,0
Area 2 17,7 8,15+ 0,21 1,0 6,44 78,40
Area 3 12,3 4,98 £ 0,71 ND 10,42 78,72
Safra3 | Areaf 14,7 6,72 + 0,22 ND 8,84 76,16
Area 2 17,5 8,00 £ 0,01 10,0 6,14 78,80
Area 3 9,5 6,93 + 1,01 1,0 10,65 72,12

(*) ND: n&o detectado
Fonte: Dados cedidos pela Cooperativa dos Plantadores da Zona de Guariba — COPLANA, de

Jaboticabal, Sdo Paulo.

Analisando-se as areas de plantio isoladamente, apresentadas na Tabela 1.4,
nao é possivel estabelecer-se uma relagdo direta entre teor de umidade e a
contaminacao fungica das vagens com os teores detectados de aflatoxina. Nota-se
que, a0 mesmo tempo que um terco das amostras tiveram concentragcdes nao
detectadas de aflatoxina, duas amostras tiveram teores muito elevados, acima dos
limites preconizados pelas legislacbes mais severas. Apesar da empresa adotar
técnica de amostragem de vagens nos caminhdes recomendada pela legislacdo
vigente (BRASIL, 2013), € provavel que tais amostras com teores elevados sejam
correspondentes a col6nias muito desenvolvidas do fungo, ndo sendo representativa
da média das vagens. Ainda assim, representa um perigo evidente para o consumo
humano. Embora nao haja certeza estatistica, observa-se uma tendéncia de aumento
do teor de aflatoxina com o aumento da umidade das vagens quando a média dos
teores entre as areas, para a mesma safra, sdo comparados. Ao analisar a média das
umidades entre as safras, constata-se uma variabilidade relativamente baixa (CV=
26,8%), 0 que facilita a programacao da etapa de secagem no beneficiador.
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1.3.4 Umidade das vagens nas etapas desde o arranque até o armazenamento

Na Figura 1.11 observa-se os dados de umidade dos grdos nas diferentes
etapas da colheita e do beneficiamento para as trés safras analisadas, a andlise de
variancia (ANOVA) esta apresentada no APENDICE A3. Observa-se que ndo ha
diferenga estatistica entre as umidades nas trés safras, em virtude da alta disperséo
dos resultados observados nas diferentes 4reas coletadas. Isto reverte-se num
problema para o gerenciamento do beneficiador das vagens, uma vez que, ao final da
etapa de secagem, todas as vagens a serem armazenadas devem ter o teor maximo
de umidade de 11 % (BRASILa, 2003) € 10 % (C A C, 2003). Desta forma, a etapa de
secagem tera tempo variavel, ndo sé devido as condicoes climaticas (temperatura e
umidade relativa do ar), mas também pela diferenca de umidade nas areas de coleta
variando em m’dia de dois a trés dias expostas ao sol.

Nota-se que no campo ha diferenca estatistica na umidade das vagens
apenas na etapa do arranquio, permanecendo constante até a recepcdo pelo
beneficiador. Na etapa do arranquio, a umidade foi de 65,6 % b.s., resultados
semelhantes foram obtidos por Araujo et al. (2014), ao analisarem as propriedades
fisicas de sementes de amendoim Runner IAC 886, no municipio de Dourados, MS.,
verificando que no arranque as sementes apresentavam umidade de 56 % b. s. e com
a secagem ao sol verificou-se reducao para 4 % b.s., com a reducao do teor de agua
ocorre a reducao do peso porem o valor pago é proporcional a vagens com teores
dentro dos limites padrdes da empresa menores que 18% b. u.

No beneficiador ha uma reducao progressiva da umidade, com significancia
estatistica, havendo pouca diferenca entre os valores absolutos das umidades, baixos
desvios, entre as trés safras, apds a etapa de secagem, evidenciando que o processo
esta bem controlado e encontra-se dentro dos padrdes impostos pelo beneficiador.

A maior dificuldade enfrentada pelos produtores é que a colheita ocorre no
verdo com grande probabilidade de ocorréncia de chuvas na area, favorecendo a
contaminacgao do amendoim. O beneficiador estabelece a umidade de 16 % na etapa
da sonda, como limite de seguranga, acima do qual o lote recebe um desconto no

valor pago.
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Figura 1.11: Média da umidade da vagens de amendoim nas etapas da colheita e p6s-colheita nas
safras S1-2011/2012, Sz - 2012/2013 e Sz - 2013/2014
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Safra 2 - 2012113 61,4812 13,5903 17,9539 10,9220 7.6620 6.0370
m Safra 3 - 201314 75,6651 18,6149 18,2147 13,5892 8,2929 9,4262

Médias seguidas pela mesma letra minusculas nas etapas nao diferem a 5% de indice de significancia,
pelo teste de Tukey. Medidas seguidas de letras mailsculas iguais ndao apresentaram diferengas
significativas nas safras pelo teste de Tukey.

Com relagédo ao teor de agua das vagens no momento do arranquio, Jorge
(2008) encontrou teores de agua para vagens um pouco menores que 0s encontrados
neste trabalho, com indices de 42,2; 41,6 e 48,0% em propriedades no noroeste do
Parana.

Apébs a recepcgao das vagens, a umidade foi monitorada e o amendoim foi
descarregado na moega e encaminhado para a carreta secadora. A secagem foi
realizada em secador de leito fixo com temperatura que nao ultrapassaram 38° C, e
com a umidade inicial dos graos inferiores a 22 % b. s. até atingir a umidade final de
no maximo 8 % como seguranca e pela lei se estiver na vagem até 11% (BRASIL a,
2003).

Na recepgdo nem todos os produtores entregaram os lotes com umidade
abaixo de 16% de umidade, o ideal. Assim, os descontos foram aplicados, pois foram
necessarios mais tempo de secagem para atingir os teores ideais para o
armazenamento.
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1.3.5 Infestacao fungica das vagens de amendoim nas etapas desde o arranque

até o armazenamento

Na Figura 1.12 observa-se os resultados da analise de infestagdo flngica nas

varias etapas da colheita e da p6s-colheita nas trés safras analisadas. A analise de

variancia dos resultados esta apresentada no APENDICE A4, nota-se que ndo ha

diferenga significativas nas médias do Log UFC/g entre as diferentes safras, a

excecao da etapa de armazenamento. Entre as diferentes etapas, observa-se que nao

h& diferencas significativas nas safras Safra 1 e Safra 3, porem sé ha diferenga

significativa para a etapa na Safra 2.

Figura 1.12: indices de unidades formadoras de colonias de fungos nas etapas da colheita e pés-
colheita nas safras S1-2011/2012, S2 - 2012/2013 e S3 - 2013/2014
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Médias seguidas pela mesma letra minlsculas nas etapas nao diferem entre si a 5% de indice de

significancia, pelo teste de Tukey. Letras mailsculas iguais denotam que as médias das UFC nas safras

ndo apresentaram diferencgas significativas pelo teste de Tukey a 5 %.

A alta frequéncia de A. flavus e a presenca de aflatoxinas foram verificadas
em campos de amendoim de diferentes regides do estado Sao Paulo (ATAYDE et al.,
2012). Zorzete et al. (2011, 2013) relataram a presencga de A. flavus em gréos e cascas

de amendoim das variedades Runner IAC 886 e Caiap6 em diferentes estagios de

maturacdo, e também durante o armazenamento, assim como a presenca de
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aflatoxinas e acido ciclopiazénico (ACP). Gongalez, et al. (2013) isolaram 47 cepas de
A. flavus, em média. As isoladas no campo produziram maior quantidade de
aflatoxinas (AFB1 = 5.309,88 ug/kg) em relacao as isoladas no armazenamento (AFB+
= 1.182,91 mg/kg), confirmando o decréscimo de contamina¢gdo no armazenamento
quando este é realizado em condi¢cdes adequadas.

O estudo realizado por Souza, et al., (2014), no municipio de Maringéa - PR,
demonstrou que Aspergillus spp. foi detectado desde o plantio até a colheita, com uma
frequéncia de 5,3 a 36,4% do total das amostras analisadas. Nos oito meses de
armazenamento, foi observada a frequéncia de 96 % do Aspergillus spp. de 25
amostras de amendoim da safra 2008/2009 e as amostras armazenadas
apresentaram um potencial toxigénico, mostrando que as condicées de producio
contribuem para a suscetibilidade de colonizagcdo com fungos aflatoxigénicos durante

diferentes estagios.

1.3.6 Plano APPCC nas etapas da colheita até o armazenamento das vagens de
amendoim

1.3.6.1 Fluxograma e descricao dos processos

Na elaboracao do plano APPCC das etapas da colheita até o armazenamento
das vagens de amendoim, foi definido primeiramente o fluxograma do processo e as
etapas que foram amostradas nas analises, apresentados na Figura 1.13 Para a
elaboracao da descricdo destas etapas, foram obtidas as informacdes durante a coleta
das amostras nas safras. As principais maquinas e equipametos utilizados nas etapas
da colheita e pds-colheita encontram-se presentados na Figura 1.14.
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Figura 1.13: Fluxograma da colheita e pds-colheita
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Figura 1.14: Fotos dos equipamentos utilizados na colheita e p6s-colheita, arrancador (a), colheitadeira
(b), carreador (c), caminhao transportador e sonda de amostragem (d), carretas

secadoras de leito fixo () e big beg no armazenamento (f).

(a) (b)

)

Fonte: Foto cedida pela Cooperativa dos Plantadores da Zona de Guariba — COPLANA, de Jaboticabal,

Sao Paulo.
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Nas vistas técnicas realizadas as areas de colheita e na COPLANA, foram
entrevistados os produtores, agrébnomos e coordenadores, com as informagdes foram

descritos a seqguir as etapas da colheita e pés-colheita.

COLHEITA

v Arranquio das vagens de amendoim

Para a realizacdo do arranquio das vagens de amendoim (frutos), os
produtores analisaram o grau de maturagdo e identificaram do ponto ideal para
arranquio das plantas, por meio de um acompanhamento frequente da maturagéo das
vagens, pois estas ndo se formam ao mesmo tempo. Para esta andlise do amendoim
(Runner|AC 886) foi realizado a coleta das vagens a ser colhida, e por meio da analise
de 200 vagens em cada amostra, em triplicata, avaliou-se a cor da casca das vagens
que para estar maduras apresentaram manchas marron escuro na face interior.
Potanto, quando 60 a 70% das vagens analisadas apresentaram a coloracao ideal foi
entdo aprovado a realizacdo da colheita. Também foi consultado a previsdo
pluviométrica da regido, n&o indicando periodo de chuvas ocorreram as colheitas. O
arranquio foi realizado com o uso de uma arrancadora, apresentada na Figura 1.14,

invertendo-se todas as plantas deixando as vagens expostas ao sol.

v' Secagem ao sol — (Antes da colheita mecanica)

A secagem das plantas foi realizada em contato com o sol, dispostas em
leiras, com as vagens voltadas para cima, onde permaneceram por alguns dias para
a sua secagem natural, que é chamada de “cura”, ocorrendo em poucos dias, desde
que nao chovesse. A umidade das vagens foi analisada com o auxilio de
equipamentos portateis com amostragem da area coletando-as em cinco pontos,
debulhadas, sendo desenodoadas somente se a média das andlise estivessem

inferior a 16 % como seguranca.

v' Colheita mecanica — (Apds a colheita mecanica)
Apoés as andlises de umidade, foi realizado o recolhimento das vagens na trilha
separando as plantas das vagens (despendoamento). Foi realizado por um trator
capaz de tracionar uma colheitadeira, apresentada na Figura 1.14, que separou as
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vagens das ramas e conduziu as vagens ao tanque graneleiro, onde foram

armazenadas até a realizacdo do transbordo para caminhdes.

v Transporte

O transporte dos lotes de vagens de amendoim foi realizado em caminhdes
graneleiros, apresentado na Figura 1.14, que séo indicados para o transporte de
produtos agricolas a granel. A carga é acondicionada e coberta para que nao ocorra
o aumento da umidade durante o transporte em caso de chuvas.Os modelos podem
ser utilizados em multicomposi¢cdes como bitrem e rodotrem, atingindo capacidade
maxima de 10 a 23 toneladas para as composi¢cdes sem reboques (BRASIL, 2006).
Atualmente esta sendo implantado o transporte com caminhdes que possuem 0O
Tombador Lateral Hilo, muito utilizados para a cana de agucar.

POS-COLHEITA:

v" Recepcao das vagens (Sonda)

Na recepc¢ao dos lotes ocorreu uma amostragem da carga de vagens, por uma
sonda pneumatica, sendo retirados 30 kg de vagens de cada caminhdo em trés pontos
sorteados aleatoriamente. Da amostra, foram realizadas as anélises de rendimento,
umidade, impurezas e aflatoxina. O pagamento dos lotes foi determinado por essas
analises, sendo descontados os valores conforme o aumento de cada um destes
indices. Quanto ao indice de aflatoxina, quando o lote apresentou o teor superior a 20
ug/kg, este foi destinado para producéo de 6leo (BRASIL a, 2003).

v' Pré-limpeza
Nesta etapa, as vagens sofrem duas pré-limpezas, retirando-se as impurezas
grosseiras, em uma grelha vibratéria onde sao retidos os galhos, pedras e sujidades,
e as vagens caem na carreta de secagem. Em seguida, as vagens sdo encaminhadas
para a secagem artificial.

v' Secagem artificial - (Apos a secagem)
A secagem foi realizada na carreta secadora por meio de ventilacao de ar

aquecido. O ar € aquecido em pressurizadores que a cada 15 segundos queimam gas
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liquefeito de petréleo (GLP) e injetam ar quente no interior da carreta. Esta secagem
deve ser feita com temperatura ndo ultrapassando 38 - 40 °C, para que nao haja
quebra dos graos durante o beneficiamento posterior a secagem. O ar quente é
insuflado na parte lateral da carreta e, por uma canaleta e no interior, passa de
maneira ascendente pela massa de vagens. Cada carreta comporta cerca de 250
sacas de 25 kg de amendoim em vagem, cuja umidade inicial nos graos situa-se entre
18 % e 16 %. O controle desta umidade é realizado por amostragem no secador em
trés pontos durante o periodo de 20 a 24 horas de secagem, até atingir 8 % de
umidade nos graos, sendo o indice 9 % para graos e de 11% para vagens, indice
exigido para o armazenamento das vagens na legislagéo vigente (BRASIL a, 2003).

v' Armazenamento

O armazenamento foi realizado em big bag jumbo 250 (Figura 1.14), com
capacidade de 1 m3, em galpdes com temperatura inferior a 302C e umidade relativa
do ar monitoradas para obter-se indices inferiores 68%. Os galpdes possuem um
sistema de circulacao de ar que mantém a temperatura e a umidade relativa do ar em
condicbes para ndao ocorrer o aumento da umidade dos graos. Para o controle de
pragas, sao realizados expurgos periodicamente, e as vagens sao beneficiadas
conforme os pedidos dos clientes, sendo destinados para o mercado interno e externo.
As vagens sdo encaminhadas para o beneficiamento conforme os pedidos durante o

ano.

1.3.6.2 Identificacao dos pontos de controle e pontos criticos de controle

Para apresentar o resumo do plano APPCC para a avaliacdo do perigo
Biolégicos (B), Quimicos (Q) e Fisicos (F), das etapas de colheita e p6s-colheita, foi
levado em consideracao os pontos de controle (PC) das etapas, que sao monitorados
pelos procedimentos das Boas Praticas Agricolas e de Fabricacao, e os pontos criticos
de controle (PCC) com os controles a serem realizados com os limites criticos e de
segurancga, que estdo apresentados no Quadro 2, que também apresenta os perigos,

medidas preventivas, limites criticos e de seguranca, e os monitoramentos.
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1.4 CONSIDERACOES

As infestacbes de vagens de amendoim ocorrem desde as etapas de pré-
colheita, devido a infestacédo do solo, e prossegue até a etapa final do beneficiamento,
no armazenamento e s6 recebe o tratamento térmico, na industria de derivados com
a torra. Em todas as etapas, caso haja condicdes favoraveis a proliferacdo de fungos,
aumentara a probabilidade de haver contaminacdo do perigo quimico aflatoxinas.
Somente com a aplicacao de Boas Praticas Agricolas, de Fabricacdo e da Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle esse perigo pode ser reduzido e até eliminado.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que:

v" Na andlise da umidade e infestacao por fungos do solo foi possivel concluir que a
umidade apresentou-se em meédia baixa devido a colheita ser realizada sem
presenca de chuvas e a infestagdo fungica apesentou maiores indice na Safra
2013/2014, ano com um menor indice pluviométrico.

v Nas andlises das vagens em todas as etapas notou-se a importancia da secagem
ao sol e artificial para ocorrer a reducao da umidade e obter-se o controle da
infestacdo fangica durante todo o processo, e consequentemente prevenir a o
perigo quimico aflatoxinas nos graos.

v" O plano APPCC prop0s as medidas preventivas na colheita com controle do perigo
quimico aflatoxina com a aplicacdo dos pontos de controle (PC) nas etapas de
arranquio, secagem ao sol e transportes, e do perigo fisico na etapa de colheita
mecanica para o controle da colheitadeira em separar as vagens dos galhos e
sugidade, todos realizados pelas Boas Praticas Agricolas em cada etapa. E com a
aplicacao dos pontos criticos de controle (PCCs) que devem ser realizados nas
etapas de recepcao, secagem artificial e no armazenamento para o perigo quimico
aflatoxinas e na pré-limpeza para o perigo fisico, ambos previndo o aumento da
contaminacao fungica.

v' Ao avaliar as condi¢cdes necessdrias em todas as etapas é possivel sugerir a
aplicacao do biofungicida na etapa anterior a secagem artificial para a reducao e/ou
eliminacdo dos fungos.
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CAPITULO 2

Acao fungitoxica de extratos e oleos essenciais
de plantas sobre Aspergillus flavus L.
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2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.1 Biofungicidas extraidos de plantas

A utilizacao das plantas como os primeiros recursos terapéuticos é conduzida
pelo homem no mundo na busca por compostos capazes de erradicar ou prevenir
doencas. No Brasil, esse conhecimento tem primérdios com os indios e 0s escravos
nas senzalas. Atualmente, por meio da ciéncia, chegou-se aos fitoterapicos, que sao
medicamentos, pesticidas, herbicidas e fungicidas obtidos a partir de plantas
medicinais com o emprego de matérias-primas ativas dos vegetais, animais e micro-
organismos.

O controle quimico continua a ser a principal medida para reduzir a incidéncia
de doencgas de pés-colheita em varios alimentos. Produtos quimicos antimicrobianos
pertencentes ao grupo dos benzimidazdis, hidrocarbonetos aromaticos e inibidores da
biossintese de esterol sao frequentemente usados como tratamentos de colheita. A
aplicacdo de altas concentragbes desses quimicos sintéticos, em uma tentativa de
controlar a deterioragédo pos-colheita de produtos alimentares, aumenta o risco de
residuos téxicos nos produtos. Devido a crescente sensibilizacdo dos efeitos
poluentes, residuais, cancerigenos e fitotoxicos de muitos fungicidas sintéticos, a
importancia dos produtos alternativos para controlar fungos fitopatégenos é
significativa (BANKOLE, 1997; SIMKO, 2005; CHILVERS et al., 2006, CHAGAS et al.,
2014).

Diferentes métodos de extracdo de substancias vegetais disponibilizam uma
grande variedade de compostos ativos com conhecida ag¢ao antimicrobiana. A agua é
um dos solventes mais utilizados para a extracao de compostos tais como taninos,
saponinas, terpendides, polipeptideos e lectinas (COWAN, 1999).

A hidrodestilagdo, com o uso da agua, € o método mais utilizado para a
extracao de Oleos essenciais dos materiais vegetais. Essa extracdo, utilizada em
bancada de laboratorio, é realizada poe meio de aparelho tipo Clevenger devido ao
facil manejo, a suspencgao de agua e plantas sao fervidas até a ebulicdo, resultando
na formacado de vapores que arrastam os compostos volateis, os quais, apés

condensacao, separam-se da fase aquosa por decantacdo. A composi¢ao dos 6leos
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essenciais pode ser influenciada, no processo, pelo contato com a agua, tempo de
extracao e velocidade de aquecimento (PRINS et al., 2008).

Os Oleos essenciais sao caracterizados como metabdlitos secundarios de
plantas e de baixa toxicidade a mamiferos. O uso dos extratos de vegetais e éleos
essenciais tem sido relatado como potente fungicida e inseticida naturall,
apresentando resultados promissores para uma utilizacdo pratica no controle de
diversos fitopatégenos. No entanto, a toxicidade desses 6leos e extratos tem de estar
dentro de limites de segurancga para os consumidores (FRANCO; BETTIOL, 2000;
SANTOS, SOUZA; REZENDE, 2007; MITCHELL et al., 2010, LIMA et al., 2012).

Os Odleos essenciais sdo constituidos por substéncias de baixa massa
molecular, geralmente lipofilicas, carateristicas que permitem uma penetracao
eficiente na membrana celular. Estudos comprovaram que os 0leos essenciais
penetram nos tecidos cerca de 100 vezes mais rapidamente que a agua, uma
caracteristica que confere aos compostos fendlicos, como o eugenol, atividade
antimicrobiana (AFFONSO et al., 2012 apud PAWAR; THAKER, 2006). A vantagem
dos 6leos essenciais é sua bioatividade na fase vapor, uma caracteristica que os torna

atraentes como fumigantes viaveis para protecao de produtos armazenados.

2.1.2 As plantas e suas acoes antifungicas

Nesta pesquisa as plantas utilizadas para avaliar sua acao fungicida contra o
Aspergillus flavus L. foram: canela (Cinnamomum zeylanicum), cravo da india
(Syzygium aromaticum), capim-limao ou cidreira (Cymbopogon citratus), orégano
(Origanum vulgare) e manjericao ou alfavaca (Ocimum basilicum).

2.1.2.1 Canela (Cinnamomum zeylanicum)

A canela é obtida da parte interna da casca do tronco e é muito utilizada
na culinaria como condimento e aromatizante, bem como na preparacdo de certos
tipos de chocolates e licores. Na medicina € empregada como os 6leos destilados e é
conhecida por “curar” resfriados. O sabor e aroma intensos vém do aldeido cinamico

ou cinamaldeido.
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A Cinnamomum zeylanicum Blume, da familia Lauraceae, mostrou muitas
propriedades biolégicas como analgésico, anti-séptico, antiespasmddico, afrodisiaco,
adstringente, carminativo, inseticida e parasiticida. C. zeylanicum é nativa da
Indonésia, sendo amplamente cultivada em muitas regides brasileiras (ALMEIDA,
1993).

Hoffmann et al. (1998) verificaram a inibi¢do de leveduras e bactérias com a
aplicacao de trés diferentes concentragdes (10,0; 1,0 e 0,1%) de quatro éleos
essenciais de condimentos e especiarias (canela, cravo, gengibre e menta) e a
inibicdo foi positiva para os 6leos essenciais de canela e menta, nas concentragdes
de 10,0 e 1,0%, assim como para o 6leo essencial de cravo, na concentracdo de
10,0%.

Ha dois tipos de canela, ambos cultivados no Brasil. A canela-verdadeira
(Cinnamomum zeylanicum), também conhecida como canela-do-ceilao, é natural do
Sri Lanka (o antigo Ceildao) e € mais adocicada e suave. Ao passo que a canela-de-
cassia (Cinnamomum cassia), ou canela-da-china, possui sabor mais picante.
Originaria da antiga Birménia, é utilizada na China desde 2500 a.C. A canela
Cinnamomum zeylanicum Blume tem suas folhas utilizadas para extragao de 6leos
essenciais, sendo a parte mais valorizada a casca dos ramos. No comércio encontra-
se a canela em pé, rasurada e em cascas enroladas em si mesmas (MORSBACH,
1997).

Viegas et al. (2005) apds avaliarem a inibicdo de 32 isolados de Aspergillus
flavus obtidos de amendoim do cultivo da safra das aguas e safrinha de 2001, pela
Universidade Federal do Rio de Janeiro, concluiram que a maior inibicao relativa in
vitro do desenvolvimento micelial de A. flavus foi obtida com o emprego dos éleos
essenciais de bulbilho de alho e principalmente, de folhas de canela resultando em
cerca de 86% de inibicao.

2.1.2.2 Cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.)
O nome cravo, em portugués, deriva da palavra latina clavus, que significa

“prego”, devido a sua aparéncia fisica. No inglés, o nome clove derivou do francés old
clou, que esta relacionado ao verbo unir (KIPLE; ORNELAS, 1999).
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A arvore produtora do cravo-da-india (Syzygium aromaticum) é caracteristica
nas Molucas do Norte (Arquipélago de Molucas - Indonésia), tendo sido disseminada
pelos alemaes durante a colonizacao em outras ilhas do arquipélago, assim como em
outros paises. Atualmente, Zanzibar e Madagascar sao os principais produtores de
cravo-da-india, seguidos pela Indonésia (MAZZAFERA, 2003). Nas folhas ele chega
a representar aproximadamente 95% do 6leo extraido (RAINA et al., 2001) e na flor
do cravo o eugenol é também o principal componente do 6leo, variando de 70 a 85%
(BROWN; MORRA, 1995). No Brasil, praticamente apenas a Bahia cultiva a planta e
os cultivares localizam-se na regiao do Baixo Sul (Valenga, ltubera, Taperoa, Camamu
e Nilo Pecanha) (SACRAMENTO; CASALI; PEREIRA et al., 2001; FRAILE — FILHO;
CESAR; RAMOS, 2005).

O eugenol (C10H1202) € um liquido claro, amarelo palido, oleoso, extraido de
brotos e folhas de cravo (Eugenia caryophylata polegar) e de imbuia. Eugenol constitui
0 mais significativo componente ativo do 6leo de cravo da india (85 a 95%), além do
iso-eugenol e metileugenol. Ele é amplamente usado em perfumes e enxaguantes
bucais e como analgésico dental. Esse monoterpeno é bastante estudado por suas
propriedades antimicrobianas na industria de alimentos (OUATTARA et al., 1997;
VAZQUEZ et al., 2001).

O mecanismo primario de acado do eugenol, em concentracdo bactericida e
fungica, promove a ruptura da membrana citoplasmatica, aumentando a sua
permeabilidade ndo especifica. Essa hiperpermeabilidade promove o extravasamento
de ions e a perda excessiva de outros componentes celulares, incluindo as proteinas
intracelulares resultando, finalmente, em morte celular (DEVI et al. 2010).

Pesquisas mostram que o 6leo essencial do cravo-da-india pode ser usado
como agente fungicida no combate de doencgas no cultivo da banana, milho e como
alternativa em seu tratamento pés-colheita (CRUZ et al., 2009, TATSADJIEU et al.,
2010,).

Passone et al. (2012) avaliaram o potencial antifungico de 6leos essenciais de
cinco plantas: boldo (Péumus boldus Astyanax), poleo (Lippia turbinata), cravo
(Syzygium aromaticum L.), anis (Pimpinella anisum) e tomilho (Thymus vulgaris)
contra estirpes de Aspergillus flavus e parasiticuns, inoculando em amendoim com
diferentes (0,95; 0,98 e 0,93) niveis de atividade de agua (aw). A aplicacdo de altas
concentracdes desses 6leos essenciais (2500 mL.L" de boldo e poleo e 1500 mL.L™
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para cravo) inibiram completamente espécies de Aspergillus, independentemente da
disponibilidade de meio aquosa.

Rana; Rana e Rajak (2011) obtiveram, com o 6leo essencial de cravo-da-india
(S. aromaticum), atividade excelente contra todas as cepas fungicas de Trichophyton
rubrum, Microsporum gypseum, Fusarium moniliforme, Fusarium oxysporum,
Aspergillus sp. e Mucor sp., na concentragdo de 10 pL.mL" a inibicdo foi total. O
mesmo ocorreu com o eugenol em, sua quantificacao no 6leo de cravo por analise em
Cromatografia - High Performance/Pressure Liquide Chromatography (HPLC) foi
observado 68,73% de presenca.

O dbleo essencial do cravo da india pode ser extraido em laboratério
hidrodestilador do tipo Clevenger, mas para a producao em larga escala o processo
de extracdo mais utilizado atualmente € a hidrodestilacdo por arraste a vapor
(RADUNZ et al., 2001). No entanto, para a obtencéo dos extratos aquosos e alcodlicos
é realizado o método de infusédo da planta em dgua ou alcool, e posterior concentracéo
em rotoevaporador (PRISTA; ALVES,1996).

2.1.2.3 Capim-cidreira ou Capim-limao (Cymbopogon citratus)

O capim-limao ou cidreira (Cymbopogon citratus), pertencente a familia das
Poaceae, € uma planta aromatica cultivada para producdo comercial de 6leo
essencial, o qual geralmente apresenta como constituintes majoritarios os
monoterpenos citral (mistura isomérica de neral e geranial) e o mirceno. E largamente
empregado como aromatizante em perfumaria e cosmética, na preparacao de
colénias, sabonetes e desodorantes (PRINS et al., 2008).

O capim-cidreira também é conhecido como capim-cidrd, capim-limao, capim-
cidreira, capim-cidrdo, cha de estrada, erva-cidreira. E uma erva perene, cespitosa,
formando touceiras compactas e robustas de até 1,2 m de altura, com rizoma semi-
subterrédneo; é usado em perfumaria para a producao de -ionona (aroma de violetas),
na sintese da vitamina A, como bactericida, além de possuir acdo fungistatica; sua
procura ocorre no mercado nacional e internacional, com precos considerados
compensadores (CASTRO; RAMOS, 2003; RAUBER et al., 1999).

Originario da Asia e subespontanea nos paises tropicais, as folhas do capim-
limdo sdo arométicas, pontudas, asperas e estreitas. A planta € usada como
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antiespasmddico, calmante, analgésico e contra dores estomacais. Seu éleo essencial
contém citral (47% a 85%), geraniol, mirceno, dentre outros (MARTINS et al., 2002).

Segundo Bankole e Joda (2004), o 6leo essencial e o p6 das folhas de capim
limdo reduzem a extensdo da deterioracdo em sementes de meldo inoculadas
anteriormente com Aspergillus flavus, A. niger, A. tamarii e Penicillium citrinum. Os
autores verificaram, também, que o 6leo essencial de capim-limao nas concentracdes
de 0,1 e 0,25% (v/m) proporcionou significativa reducao da producéao de aflatoxina em
sementes descascadas e inoculadas com A. flavus. Altas concentragcées do 6leo
essencial (0,5 e 1,0 v/m) preveniram completamente a producao de aflatoxina nas
sementes.

Viegas et al. (2005) estudaram sobre a toxicidade de 6leos essenciais contra
grupo do fungo Aspergillus. Eles observaram que a maior inibicao relativa, in vitro, do
desenvolvimento micelial de A. flavus foi obtida com o emprego dos 6leos essenciais
de bulbilho de alho e principalmente, de casca de canela, mas a de capim-limao foi
baixa. Existe variabilidade na populacao do fungo quanto a sensibilidade aos 6leos.
Novos estudos sdo necessarios a fim de comprovar a eficiéncia dessas substancias
no controle de A. flavus em sementes destinadas ao consumo ou a semeadura.

2.1.2.4 Orégano (Origanum vulgare)

O interesse do mercado em plantas aromaticas tem vindo a crescer,
especialmente no caso do orégano (Origanum vulgare L.). Orégano é uma pequena
planta da familia Lamiaceae, muito comum nas regiées do Mediterraneo. Devido ao
seu elevado teor de 6leo essencial, 0 orégano é muitas vezes usado como tempero
na preparagao de alimentos. Como planta medicinal € usado para tratar dores de
estbmago e como diurético.

O orégano é uma erva perene que pode variar entre 25 a 80 cm de altura;
herbacea, com raizes em forma de caules subterraneos; bastante ramificada, com
folhas pequenas, ovais e pecioladas, as quais podem variar da cor purpura ao branco.
O ébleo essencial dessa planta possui cervacol, cimeno, linanol e tonino (substancias
que garantem as propriedades digestivas (COCO, 2011).

Pereira et al. (2006) aplicaram os 6leos essenciais de alecrim (Rosmarinus
officinalis), cebola (Allium cepa L.), manjericdo (Ocimum basilicun L.), menta (Mentha
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piperita L.) e orégano (Origanum vulgariL.) sobre os fungos Fusarium sp., Aspergillus
ochraceus, A. niger e A. flavus. Eles observaram um 6timo desempenho do éleo
essencial de orégano sobre os fungos testados em concentragdo de 1000 pg/mL,
confirmando a sua eficiéncia como fungicida. Os 6leos essenciais de cebola, menta,
manjericdo e alecrim obtiveram resultados de inibicao inferiores sobre alguns dos
fungos testados, o que pode ser atribuido a uma possivel inadequacao das doses
empregadas.

MITCHELL et al. (2010) avaliaram o efeito do 6leo essencial de O. vulgare
sobre o crescimento de A. flavus, A. parasiticus, A. fumigatus, A. terreus e A.
ochraceus. Foi observado significante efeito inibitério sobre todos os fungos
ensaiados, sendo que a concentragéo inibitéria minima (CIM) foi 0,6 uyL.mL" para
todos os fungos, enquanto a contagem de unidade formadora de colénias (UFC)
variou entre as concentragdes de 1,25 a 2,5 yL.mL". O crescimento micelial radial de
A. flavus e A. parasiticus foi fortemente inibido ao longo de 14 dias pelo 6leo essencial
nas concentragoes de 0,6; 1,25; e 2,5 yL.mL' em meio sélido. As principais alteracoes
morfologicas provocadas pelo éleo essencial em A. parasiticus, observadas sob
microscopia éptica, foram auséncia de conidiacdo, perda de citoplasma, perda de
pigmentacao e ruptura de estrutura celular.

2.1.2.5 Manjericao ou alfavaca (Ocimum basilicum)

Ocimum basilicum é uma espécie aromatica, herbacea, cactos que podem ser
anuais ou perenes. As plantas de manjericdo crescem até 1 m de altura e tém caules
bastantes ramificados, ramos peludos e uma forma de coroa triangular, arredondadas
ou irregulares. O 6leo essencial de manjericdo, com alta concentracao de linalol, é
valorizado no mercado internacional e amplamente usado nas industrias de
condimentos e cosméticos (CARVALHO FILHO et al., 2006).

Pereira e colaboradores (2006) aplicaram os 6leos essenciais de alecrim
(Rosmarinus officinalis), cebola (Allium cepa L.), manjericdo (Ocimum basilicun L.),
menta (Mentha piperita L.) e orégano (Origanum vulgariL.) sobre os fungos Fusarium
sp., Aspergillus ochraceus, A. niger e A. flavus e observaram um étimo desempenho
do 6leo essencial de orégano sobre os fungos testados em concentracao de 2000
ug.mL-' confirmando a sua eficiéncia como fungicida. Os 6leos essenciais de cebola,
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menta, manjericao e alecrim, obtiveram resultados de inibigédo inferiores sobre alguns
dos fungos testados, o que pode ser atribuido a uma possivel inadequacao das doses
empregadas.

O manjericao, também conhecido como alfavaca, basilicdo, é uma planta
originaria da Asia tropical e tem preferéncia por climas quentes a amenos (LORENZI;
MATOS, 2002). Entre as ervas aromaticas, 0 manjericio possui importancia
econ6mica no Brasil, sendo seu consumo tanto in natura quanto para processamento
industrial. Seu éleo é muito apreciado na culinaria, na aromatizacao de alimentos,
bebidas e nas industrias de cosméticos e perfumarias. Apresenta propriedades
inseticidas, repelentes, antimicrobianas, sendo também utilizado na conservagao de
graos (FERNANDES et al., 2004).

As folhas do manjericao apresentam sabor e aroma doces e picante
caracteristico. Elas sdo utilizadas secas ou frescas na preparagao de diversos pratos
quentes ou frios, e estdo intimamente relacionadas a gastronomia italiana, em que séao
matéria prima principal de molhos. O manjericaio combina-se perfeitamente com
pratos que levam tomate, azeite, limao, carnes vermelhas, massas e queijos. Ele
também é produzido em larga escala para a extracao de 6leo essencial, que é utilizado
na industria de alimentos, bebidas, perfumaria e outros produtos (COCO, 2011).

Pereira et al. (2006) observaram que o 6leo essencial de manjericao
apresentou controle do fungo Aspergillus ochraceus a partir da concentracdo 1000
mg/mL. Em relagdo aos fungos A. niger e A. flavus a redugédo do desenvolvimento
micelial foi obtida também na concentracdo de 1000 mg/mL. Nas concentracdes
maiores o desenvolvimento desses fungos foi estimulado, isso se justifica a alta
quantidade de vitaminas A, ferro e potassio presentes nas folhas que atuam como
nutrientes para os micro-organismos. Resultados semelhantes foram observados por
Chalfoun et al. (2004) e Pereira (2001), os quais relatam que esse tipo de
comportamento requer um estudo especifico por envolver varios fatores tais como:
tipo de substrato, reacdo do fungo ao substrato e diferentes tipos de compostos que
podem interferir sobre 0 comportamento do fungo.

2.1.3 O fungo Aspergillus sua sintetizacao da aflatoxina e a acao dos
biofungicidas
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O género Aspergillus foi catalogado pelo padre italiano e bidlogo Pier Antonio
Micheli, quem o observou dentro de um borrifador de agua benta (por isso o nome
Aspergillun). Existem mais de 200 espécies na natureza, sendo todas aerdbicas, pois
crescem em ambientes ricos em oxigénio (HUBKA et al., 2013).

Os Aspergillus séao constituidos basicamente por filamentos denominados
hifas que podem se ramificar dando origem aos conidi6foros. Os conidi6foros sdo
estruturas que sustentam as fidlides que possuem forma de garrafa e sao
responsaveis pela producao de conidios (Figura 2.1). Os conidios, por sua vez sao as
estruturas responsaveis pela reproducdo assexuada tanto em Aspergillus flavus
quanto em Aspergillus parasiticus (PELCZAR JUNIOR, 1996; PAYNE; MARROM,
1998; PEREIRA; CARVALHO; PRADO, 2002).

Figura 2.1. Representacédo esquematica da estrutura reprodutiva dos fungos Aspergillus

Conidios

Vesicula

Conidioforo / Ry

Fialides

Fonte: Foto adapatada de Morphological description (COLOSS, 2015).

O Asperygillus flavus pertence ao Reino Fungi, divisio Ascomycota, classe
Ascomycetes, ordem Eurotiales e familia Trichomaceae (KIRK et al., 2008). Esse
micro-organismo possui como caracteristica o0 desenvolvimento de colbnias
esverdeadas quando na fase inicial e acinzentadas com a idade (PITT; HOCKINF,
1997).
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As aflatoxinas foram detectadas em 1960 na Inglaterra, apdés a morte de
100.000 perus que ingeriram farelo de amendoim (Arachis hypogaea L.) proveniente
do Brasil. Nesse episddio, o fungo Aspergillus flavus foi confirmado como responsavel
pela producao dessa toxina (REIS, 2009).

Na Tabela 2.1 sdo descritas as condicbes de umidade dos grdos e umidade
relativa ideal para o crescimento de alguns fungos do género Aspergillus e Penicillium.

Tabela 2.1: Condigoes de umidade para o crescimento de fungos em gréos para temperaturas de 25 a

27°C
Teor de umidade dos . Umidade relativa do ar
graos - % (b.u.) Especie (intergranular) - %

12-14 Aspergillus halophilieus 68

13-15 Aspergillus restrictus 70

13-15 Aspergillus glaucus 73

14-16 A. candidus, A. ochraeus 80

15-18 A. flavus, parasiticus 82

15-18 Penicillium spp. 80-90

Fonte: Extraido de BAKKER-ARKEMA (1999).

A toxina produzida afeta diretamente a qualidade do amendoim e dos
derivados para o consumo alimentar animal e humano. Por conta da prevaléncia do
fungo Aspergillus sp. € a micotoxina mais disseminada no Brasil. O fungo Aspergillus
flavus produz aflatoxina B e as outras espécies produzem aflatoxina B e G (PRADO
et al., 2008). As mais importantes sdo as aflatoxinas B1, Gi1, B2 e G2, sendo que a
aflatoxina B1 (AFB1) é conhecida como o agente natural mais carcinogénico devido a
sua elevada hepatoxicidade e sua maior concentracdo nos substratos (CAST, 2003).
Além disso, a Aflatoxina B1 tem estrutura quimica que lhe permite sofrer bioativacao
através das enzimas do citocromo p 450, o que forma metabdlitos com maior potencial
carcinogénico (PEREIRA; SANTOS, 2009).

As aflatoxinas ndo sado essenciais no crescimento dos fungos, mas
substancias secundarias, no entanto, elas provavelmente sido produzidas para
remover o excesso de carbono presente no meio onde o fungo esta crescendo e agir
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como sinal quimico entre espécies, além de proteger o fungo contra hostilidades do
meio em que se encontra (BU'LOCK, 1965; EHRLICH et al., (2005).

Na aplicacdo de biofungicidas contra qualquer fungo é importante que haja
um estudo de suas caracteristicas. A parede celular é o principal mecanismo de
defesa e sobrevivéncia de alguns fungos. No caso dos fungos Aspergillus, 90% dela
€ constituida por polissacarideos e proteinas, formando uma estrutura tridimensional
que mantém sua integridade estrutural (Figura 2.2), proporcionando uma defesa fisica
a célula e protegendo-a de qualquer hostilidade do meio (ABAD et. al., 2010). Foi
detectado, também, uma camada adicional hidrofébica na parte externa da parede
celular de hifas e conidios. Essa camada hidrofobica ajuda na dispersao dos conidios,
na fixacdo do fungo ao solo, na adeséo do conidio ao hospedeiro alvo (alvéolos do

pulmao, por exemplo) e na defesa de ataques de outras células (LINDER et al., 2005;
COSTA, et al. 2012).

Figura 2.2: Esquema da parede celular de um fungo do género Aspergillus. Na parte superior o

emaranhado tridimensional de polissacarideos e proteinas; abaixo a membrana celular.
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Fonte: Adaptado da figura extraida da Revista Iberoamericana de Micologia (Abad et al., 2010)
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Assim, a acédo dos 6leos essenciais pode se dar por varios mecanismos, mas
0 mais aceito para explicar sua acao biofungicida, baseia-se na desestruturacdo da
parede celular causada pela acdao conjunta das interacdes hidrofébicas e
eletrostaticas entre o polimero, positivamente carregado, e macromoléculas com
residuos de carga negativa como os lipossacarideos e proteinas (GOY et al., 2009;
MARTINEZ-CAMACHO et al.,, 2010). A partir desse momento pode ocorrer 0
rompimento da parede celular, levando ao vazamento de proteinas e outros
constituintes celulares ou a formagcao de uma barreira externa a qual resultara na
reducdo de nutrientes essenciais para o desenvolvimento do fungo (ROLLER e
COVILL, 1999).

Os componentes dos 6leos podem ligar-se a ions de moléculas de outras
células. E relatado também por Silva et al. (2003) que os antifingicos naturais
provocam danos a membrana celular das células expostas a eles, deixando-as
extremamente sollUveis e com fraturas grosseiras que acabam por expor o conteudo
celular, inclusive o nucleo.

De acordo com Ootani, et al., (2013), as pesquisas a procura de plantas com
novas moléculas metabdlicas como os terpenos, compostos fendlicos e alcalbides
com efeito bioinseticida, biofungicida e bioherbicida em plantas que podem substituir
0s produtos quimicos ou com baixo ou nulo poder residual e diminuir o impacto ao

ambiente melhorando as condigcdes ambientais.

2.2 MATERIAIS E METODOS

Os ensaios experimentais foram realizados no Departamento de Engenharia
e Tecnologia de Alimentos (DETA), do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas (IBILCE) da Universidade Estadual “Julio de Mesquita Filho” - UNESP/S&o
José do Rio Preto.

As amostras de amendoim foram gentilmente cedidas pela Cooperativa dos
Plantadores da Zona de Guariba — COPLANA, de Jaboticabal, Sdo Paulo.

As plantas utilizadas para as extragées dos extratos aquosos e alcodlicos,
bem como dos 6leos essenciais foram cortesmente fornecidas pela empresa SIAMAR
INDUSTRIA ALIMENTICIA LTDA., da cidade de Neves Paulista, SP.
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As anadlises de aflatoxinas foram realizadas pela empresa “JLA Brasil
Laboratoério de Analises de Alimentos S.A.”, devidamente credenciada pelo Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) — (BRASIL, 2014).

2.2.1 Materiais

As amostras utilizadas neste trabalho foram as plantas, as vagens de
amendoim, o isolado de Aspergillus flavus e os 6leos essenciais que foram adquiridas

conforme descrito a seguir:

2.2.1.1 Obtencao das amostras de plantas para as extracoes

Para as cinco plantas estudadas, apresentadas na Tabela 2.2, foram descritos
os valores utilizados na comercializacdo em atacado, assim como as densidades dos
Oleos essenciais dessas matérias primas, também encontrada no comércio local. As
dimensdes das particulas possuem o mesmo padrdao quando sdo vendidas no
mercado para uso na alimentagdo em forma de cha ou condimentos. Tais dimensdes

foram fornecidas pela empresa, conforme apresentado na Figura 2.3.

Tabela 2.2: Precos das plantas secas no atacado (R$.kg") e densidade dos 6leos (g.mL™").

Planta seca Preco a granel (R$/kg) * Densidade (g/mL) a 202 C**
Canela
(Cinnamomum zeylanicum)
Cravo da india

18,70 1,030 - 1,050

) ) 38,00 1,038 — 1,060
(Syzygium aromaticum)
Capim-limao ou F:Idl‘ell‘a 26,00 0,876 — 0,898
(Cymbopogon citratus)
_Oregano 6,60 0,940 — 0,960
(Origanum vulgare)
Manjericao ou alfavaca 9.60 0,880 - 0,910

(Ocimum basilicum)

Fonte: *GMS Comércio de Especiarias e Condimentos Ltda., (2015); ** FERQUIMICA, (2015).
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Figura 2.3: Plantas utilizadas nas extragfes canela — caule em pé e Cravo da india - em p6

Canela - caule Cravo da india — caule e flor
(Cinnamomum zeylanicum) (Syzygium aromaticum)

Capim-limao ou cidreira - folhas Orégano - folhas
(Cymbopogon citratus) (Origanum vulgare)
e —

Manjericao ou alfavaca - folhas

(Ocimum basilicum)

Fonte: Elaborado pela autora
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2.2.1.2 Amostras de vagens de amendoim para os ensaios de inibicao do
Aspergillus flavus

Amostras de vagens de amendoim Runner IAC 886 e graneleiro, sem
contaminacao de aflatoxina, foram transportadas em sacos de réafia de 50 e 25 kg,
respectivamente. Foram armazenadas sob refrigeracdo em camara fria (4 + 1 °C).

Posteriormente, foram preparadas as amostras para os ensaios de inibicao
somente com a aplicacao de suspencao do Aspergills flavus nas vagens irradiadas e
na amostra com a contaminacao de origem do campo. A irradiacao foi realizada pela
Companhia Brasileira de Esterilizacdo de Jarinu — SP., onde receberam radiacédo
ionizante proveniente de fontes de Cobalto-60 e Césio-137, com intensidade de 10
kGy. Foram pesadas 100 sub amostras de vagens de 25 e 50 g cada, e colocadas em
sacos plasticos de alta espessura, os quais, apés fechados por seladora, foram
acondicionados em caixa com isolamento térmico e encaminhadas para a companhia.
Ap6és as irradiacao as subamostras foram mantidas em refrigeracao até a realizacao
dos ensaios no DETA.

2.2.1.3 Isolado de Aspergillus flavus

O isolado do fungo Aspergillus flavus L. utilizado nos ensaios foi obtido a partir
da cepa isolada e cultivada conforme Gorayeb, (2007), e armazenada em refrigeracao
no Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos (DETA) e na Colecao
Brasileira de Micro-organismos de Ambiente e Industria — CBMAI, em Campinas — SP.
A cepa foi analisada por Gorayeb, (2007), e se mostrou produtora de aflatoxinas.

2.2.1.4 Oleos essenciais comerciais e principios ativos para os ensaios

Os 6leos essenciais extraidos foram suficientes apenas para a realizacao dos
ensaios em meio BDA. Para os ensaios de aplicacdo nas vagens foram adquiridos os
Oleos essenciais de empresas do mercado, com laudos, e nas andlises
cromatograficas foram confirmados o real teor dos componentes principais.

Os Oleos essenciais para 0s ensaios de inibicdo micelial, concentracao
minima inibitéria (CIM) foram adquiridos na empresa Novo Mundo - Bioesséncia -
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Florananda Industria e Comércio de Cosmético e Produtos Natturais Ltda Me. Os
6leos utilizados na inibicao (in sito) nas aplicacées nas vagens foram adquiridos na
empresa FERQUIMICA Industria e Comércio Ltda., cuja engenheira quimica
responsavel foi Alice Lasthaus, CRQ: IV 04330754. Todos os laudos séo
apresentados no Anexo |.

Os padrdes dos principios ativos Eugenol e Citral foram adquiridos na
empresa Sigma-Aldrich. O Cinamaldeido foi adquirido na empresa Merck Sharp &
Dohme Corporation.

2.2.2 Métodos

2.2.2.1 Obtencao dos extratos e 6leos essenciais das plantas

a) Obtencao dos extrato aquosos (EA)

Para obtencdo do extrato aquoso (EA) empregou-se método descrito por
Stangarlin et al., (1999). Uma amostra de 70 g de folhas ou pé de cada planta foi
supendido em 700 mL de agua destilada estéril, ficando sob maceragéo por 15 dias a
temperatura ambiente. Apds esse periodo, retirou-se o0 sobrenadante por filtragéo a
vacuo com gaze e papel de filtro Whatman n° 41. O filtrado foi concentrado em
rotoevaporador, até o volume final ser correspondente a 30% do inicial, com
temperatura de aquecimento de 65° C e de resfriamento 42° C. A Figura 2.4 ilustra
esse procedimento. Para a aplicacdo, o extrato foi autoclavado a 120° C durante 20

minutos.

b) Obtencao dos extratos alcodlicos (EO)

Para obtencao do extrato alcodlico (EO) empregou-se a metodologia descrita
por Prista e Alves (1996). Amostras de 70 g de folhas ou p6 de cada planta foram
suspendidas em 700 mL de élcool etilico com concentracao 70% (v/v), ficando sob
maceracao por 14 dias em temperatura ambiente. Apds esse periodo, retirou-se todo
0 sobrenadante por filtracdo a vacuo com gaze e papel de filtro qualitativo Whatman
n® 1. O liquido foi concentrado, em rotoevaporador, Figura 2.4, até o volume ser

reduzido a 30% do seu volume inicial, com temperatura de aquecimento de 42° C e
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de resfriamento 22 ¢ C. Para a aplicacéo, o EO foi autoclavado a 120° C durante 20

minutos.

Figura 2.4: Filtro a vacuo e rotoevaporador nas extragoes aquosa e alcodlica

Fonte: Elaborado pela autora

c) Obtencao dos oleos essenciais (OE)
Uma amostra de 150 g de cada planta, foi submetida a hidrodestilacao por 4
h em 1500 mL de &gua, utilizando um extrator de 6leos essenciais do tipo Clevenger,
apresentado na Figura 2.5, conforme descrito por Craveiro et al. (1981). Apds 4 horas
foi separado o éleo da agua e armazenado em refrigeracao por 4 + 1 C até a sua

aplicacao, sob protecéao de luz.

Figura 2.5: Destilador de 6leos essenciais (hidrodestilador Clevenger)

Fonte: Elaborado pela autora

Teresaw Cristina Castidho- Govayed-



87

2.2.2.2 Caracterizacao dos extratos aquosos e alcodlicos, e dos Oleos
essenciais

a) Quantificacao da massa seca dos extratos aquosos e alcodlicos
A andlise da massa seca dos extratos foi obtida por secagem a vacuo (AOAC,
1996). Para a andlise foram pipetados em triplicata 5 mL de cada extrato aquoso ou
alcodlico, os quais foram colocados em placa de petri contendo areia previamente
seca e pesada. Em seguida, as placas foram colocadas na estufa a vacuo a 70° C por
24 h, posteriormente retiradas e colocadas em dessecador para esfriar. Apés 2 h as

amostras foram pesadas em balanga analitica.

b) Rendimento dos extratos e 6leos essenciais
De acordo com Sousa et al. (2007), para o calculo do rendimento dos extratos
aplica-se a Equagéo (2.1):

Rendimento = (massa seca do extrato/massa do material vegetal) x 100 (2.1)

O rendimento da extracao de 6leo essencial (To) foi calculado pela relacao
massa do 6leo, medida por sua densidade, a partir do volume do 6leo obtido no
sistema de extragdo, dividido pela massa seca da amostra (GIRARD; KOEHLER,;
NETTO, 2007). O rendimento de 6leo obtido de cada amostra foi entdo calculado pela
Equacao (2.2):

R% =_Vo x densidade x 100 (2.2)
Ma

Onde:

R% = rendimento de extracao (%);

Vo = volume de 6leo extraido (mL);
Densidade = massa de um mL de 6leo em g;
Ma = massa seca da amostra de folhas em g.
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c) Determinacao da concentracao do composto fitoquimico majoritario dos
6leos essenciais

As analises cromatograficas dos trés 6leos essenciais com maior capacidade
de inibigdo ao Aspergillus flavus L foram realizadas no Laboratério de Sucroquimica e
Quimica Analitica do IBILCE-UNESP. A andlise constituiu na quantificacdo do
componente principal de cada planta original.

Para avaliacao dos teores dos constituintes e dos 6leos essenciais foi utilizado
o cromatégrafo gasoso Perkin Elmer Clarus® 480 GC Capillary Column; com detector
por ionizacao de chamas (FID), nas condicbes operacionais: coluna capilar Elite 5, 30
m X 0,25 mm X 0,25 um; programacado da coluna: temperatura inicial de 50 °C;
temperatura do injetor: 250 °C; temperatura do detector: 230 °C/5 minutos; gas de
arraste: nitrogénio (2,2 mL min'), gas de “make up" ar sintético e hidrogénio; taxa de
split1:10; volume injetado: 1 pL (das solucbes em diclorometano), e pressao na coluna
de 115 KPa, sendo a quantificacdo de cada constituinte obtida por meio de
normalizacao de areas (%).

Para a calibracdo do sitema de cromatografia gasosa foram empregados os
padrées Eugenol, Citral (neral + geranial) (Sigma Aldrich), e Cinamaldeido (Merck
Sharp & Dohme), com concentracdes variando entre 200 e 1000 ppm. A resposta do
equipamento foi, em &rea, correspondente a cada concentragdo utilizada. Foi
realizada uma regressao linear de area em funcao da concentracao, que foi utilizada
como curva de calibracéo.

2.2.2.3 Inibicao do crescimento micelial (ICM) do Aspergillus flavus L

Para a avaliacao da capacidade inibitoria dos extratos aquosos e alcodlicos
extraidos das plantas, foram realizados os testes de inibicdo do crescimento micelial
(ICM), de acordo com Billerbeck et al., (2001), sobre o fungo Aspergillus flavus L.,
preparando-se as diluicdes dos extratos e 6leos originais nas concentragdes de 0, 50,
500, 5000 pg.mL' em Tween 80® 0,1% (v/v). Em seguida, essas soluges foram
incorporadas ao meio Batata — Dextrose - Agar (BDA), fundente a 45° C em “banho-
maria”, vertidas em placas de petri de 65 cm?. Apds a solidificacdo do meio foram
feitas perfuragdes de 3 mm de didmetro no centro das placas e colocadas 10 uL de
uma suspensdo de esporos de A. flavus na concentragdo de 10° esporos.mL
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preparada em Tween 80® 0,1% (v/v). Para a testemunha, foram usadas placas
contendo apenas BDA e a suspensao sem a adicao de biofungicida. As culturas foram
incubadas em camara a 25 + 1°C. As avaliagdes do didmetro das colbnias foram feitas
apos 7 dias de incubacéao efetuando-se medicoes ortogonais do didmetro das colénias
com o auxilio de um paquimetro. Para o calculo da inibicdo do crescimento fuangico

utilizou-se a Equacgéao (2.3):

% Inibicao do Crescimento Micelial (ICM) = [1- (Da/ Db)] x 100 (2.3)

Onde Da e Db sao, respectivamente, o didmetro médio das coldnias sob a acao dos

biofungicidas e diametro médio das colbnias controle.

Para a avaliagdo da capacidade inibitéria dos éleos essenciais com os 6leos
extraidos em laboratério, foram realizados os testes de inibicdo do crescimento
micelial, sobre o fungo Aspergillus flavus L. preparando-se as diluicbes nas
concentragdes de 0, 50, 100, 250, 500, 1000 e 2000 pg.mL' em Tween 80° 0,1%
(V/V).

Apos 7 dias foi realizada a medigéo do crescimento micelial por imagens em
maquina fotogréfica digital, no formato BMP. Estas foram analisadas com a técnica de
analise de imagens para a determinacdo da area do micélio fungicos, adaptando a
metodologia desenvolvida por Grajales (2014). As analses foram realizadas com o
auxilio do software LensEye (Engineering & Cyber Solutions, Gainesville, FL), em que
a area de coloracéao reconhecida pelo programa correspondia, diretamente, a area da
colénia em cada amostra.

Para o célculo da inibigao do crescimento fungico, com a analise do programa,

utilizou-se a Equagéo 2.4:

% de inibicao do fungo = [1- (Aa/Bb)] x 100 (2.4)

Onde Aa ¢ a area da colbnia interpretada pelo software com a acao dos 6leos

e Bb é a area da col6nia do controle lida pelo software.

Teresa Cristina Castitho- Gorayed-



90

2.2.2.4 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos Oleos
essenciais

Para determinagdo da Concentragcédo Inibitéria Minima (CIM) foi utilizada a
técnica de microdiluicdo em meio Batata — Dextrose - Agar (BDA), fundente a 45° C
em “banho-maria”, adaptada das metodologias descritas por Daouk; Dagher; Sattout
(1995), Hanel e Raether (1998) e Shukla et al. (2009). As diluicées foram realizadas
com os Oleos essenciais extraidos.

Foram preparadas as diluicbes nas concentragdes de 0, 50, 100, 250, 500,
1000 e 2000 pg.mL " em Tween 80° 0,1% (v/v). Em seguida, em cada pogo da placa,
com 96 cavidades para cultura de células, foram colocados 100 uL do meio de cultura
BDA, seguindo-se da adicao de 100 uL de solugao antifingica nas concentracoes e,
por ultimo, adicionando-se 5 uL da suspensdo de A. flavus a 10° esporos.mL™'. Para
definir a CIM foi adotada como a menor concentragdo aquela na qual ndo ocorreu
crescimento visivel do micro-organismo em 72 horas sob incubagdo em cadmara DBO

a 25 + 1°C. Cada ensaio foi realizado em triplicata.

2.2.2.5 Inibicao do crescimento fungico em vagens de amendoim com aplicacao
do 6leo de canela

a) Avaliacao da retencao de agua nas vagens de amendoim
Nessa etapa colocou-se aproximadamente 25 g de vagens de amendoim em
sacos plasticos e em seguida foi borrifado manualmente agua, nos volumes de 2, 5,
10, 15, 20, 30, 40, 50 mL. Fechou-se o saco plastico e agitou-o até a total absorcéao
da agua deixando-o por 15 minutos. Apos esse periodo foi realizada a analise de
umidade das vagens pelo método de estufa a 105 + 1 °C, durante 24 horas
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

b) Inibicao do crescimento fungico nas vagens irradiadas, com aplicacao de
suspensao de esporos de Aspergillus flavus
Inicialmente foi preparada a suspensio de esporos de Asperygillus flavus 10°
esporos.mL' em Tween 80® 0,1% (v/v). Foram pesadas amostras com 25 g de
vagens, colocadas em erlenmeyers, devidamente esterilizados. Em seguida foram
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aspergidos 4 mL com a solucao de 6leo de canela preparada nas concentracdes de
0, 5000, 50000 e 250000 pg.mL*, diluindo em Tween 80® 0,1% (v/v). Logo apés foi
colocado 1 mL da solucéao de esporos, misturado, e os erlenmeyers foram colocados
na DBO a 25 °C, durante 7 dias.

As analises da inibicdo da contaminacao fungica das vagens de amendoim
foram realizadas por meio do método descrito por Swanson et al. (1984), em que,
apos o periodo de 7 dias de armazenamento, as 25 gramas de amostra de vagens
(duplicata) foram colocadas, com o auxilio de uma pinca flambada, em 225 mL de
solucado Tween 0,1%. Procedeu-se a agitacdo e em seguida as diluicdes, pipetou-se
1 mL da solucdo das vagens em 9 mL da solucao de Tween 0,1%, realizou-se as
diluicoes seriadas até 108. Aliquotas de 1 mL de cada diluicdo foram colocadas em
placas de petri e misturadas em 20 mL de meio de cultura de BDA acidificado (pH 5,6)
fundido a 45 °C, seguido de homogeneizacéo. Apds a solidificagdo do agar, as placas
foram incubadas na DBO a 25 + 1°C por 7 dias. ApGs esse periodo foi realizada a
contagem de unidades formadoras de coldénia com o auxilio de um contador de
colénias com lupa.

Para quantidades elevadas de Unidade Formadora de Colénia - UFC (acima
de 100 UFC/cm?), considerou-se como valor estimado de UFC 6,5 x 10" UFC (Est),
sendo a maior diluicdo, uma vez que as placas de vidro empregadas na incubacao
possuem area de 65 cm? (PELCZAR JUNIOR, 1996; ALVES; MORAES, 1998).

c) Inibicao do crescimento fungico nas vagens com a contaminacao de
origem

Os ensaios de inibicao do crescimento fungico em vagens de amendoim com
contaminacao de origem, foram feitos pelo método estatico de umidade relativa
controlada do ambiente e temperatura de 25 + 1°C, na camara de DBO. Amostras com
aproximadamente 25 g de vagens de amendoim, depois de aspergidas com 5 mL da
solucao de 6leo de canela, nas concentracdes de 0 (Testemunha - sem o 6leo), 200,
500, 1000, 2500, 5000, 50000 e 250000 pg.mL', foram colocadas em cestos
perfurados de polietileno, os quais foram apoiados no suporte de plastico (Figura 2.6).
Essa estrutura foi colocada em frascos, juntamente com a solugédo salina saturada
preparada com agua destilada estéril e o sal de cloreto de sédio (NaCl) que, na
temperatura de 25 °C, resultam em uma umidade relativa de 75,32 %, RESNIK;
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CHERIFE (1988), que corresponde a umidade média do municipio de Jaboticabal.
Apoés 15 dias foram realizadas as analises de Unidades Formadoras de Coldnias de
fungos por gramas (UFC.g") conforme descritos acima além da andlise de aflatoxinas.

Apoés esse ensaio foram realizadas as analises das vagens de amendoim com
a aplicacao de 6leo de canela com as concentracées de 0 (sem o 6leo), 50 e 250
mg.mL-'. As vagens foram colocadas em frascos, juntamente com as solugdes salinas
saturadas que proporcionaram umidades relativas controladas. Os sais empregados
foram cloreto de sédio (NaCl - 75,32 %), cloreto de potassio (KCI - 84,34 %) e cloreto
de bario (BaClz- 90,30 %) (RESNIK; CHERIFE,1988). Os frascos foram armazenados
por 15 dias na DBO a 25 + 1°C, sendo monitorada a umidade relativa e temperatura
dos frascos por meio de um termo-higrometro digital Modelo HT - 600
(INSTRUTHERM), apresentado na Figura 2.6. Apds esse periodo foram realizadas as
andlises de Unidades Formadoras de Colbnias de fungos por gramas, conforme
descricao previamente apresentada e analise de aflatoxinas a ser descrita no préximo
item.

Figura 2.6: Frasco juntamente contendo as peneiras com as vagens e o suporte; medidor de umidade

relativa (Termo-higrémetro digital Modelo HT — 600)

Fonte: Elaborado pela autora
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d) Analise de aflatoxina dos amendoins

Preparo das amostras: Amostras de vagens foram debulhadas manualmente no total
de 50 g de graos de amendoim Runner |AC 886, em triplicata, coletadas de cada saco
de réfia, das caixas do armazenamento, naturalmente contaminadas e colocadas nas
condicbes de umidade controlada, sem e com a aplicacao de 6leo essencial de canela
na concentracdo de 0 e 50 mg.mL, colocadas nas condigdes de armazenamento com
a umidade no ambiente de U1- NaCl (75,32 %) e U2 — BaCl2 (90,3 %). Essas amostras
foram coletadas, embaladas em sacos plasticos de alta resisténcia, lacradas a cada
periodo (0, 30, 60 e 90 dias) e encaminhadas para o laboratério da empresa J.L.A. do
Brasil — Ltda., Marilia — S&do Paulo, onde foram analisadas as aflatoxinas B1, B2, G1 e
Ge.

Extracao e purificacao: Para extracdo e purificacao das aflatoxinas presentes nos
graos de amendoim, foi utilizado o método AOAC Official Mehod 991.31 (AOAC,
2000), modificado pela empresa Vicam Somerville, MA, USA (VICAM, 1993). Foram
utilizadas 50 g de grédos de amendoim, triturados com 10 g de NaCl e adicionados 250
mL de metanol: agua (60:40 v/v). ApGs agitacao por 30 minutos em shaker Marconi®,
o conteudo foi filtrado em papel de filtro e 20 mL do extrato foram diluidos com 20 mL
de agua destilada. Apés nova filtragéao, 4,0 mL do extrato (4,0 mL = 0,2 g da amostra)
foram transferidos para uma coluna de imunoafinidade (Aflatest, Vicam Somerville,
MA, USA) a um fluxo de cerca de 1-2 gotas/segundo até que o ar passasse pela
coluna. Em seguida, a coluna foi lavada com 5,0 mL de agua destilada a um fluxo de
cerca de 2 gotas/segundo e eluida com 1,0 mL de metanol grau CLAE a um fluxo de
cerca de 1-2 gotas/segundo.

Condicoes Cromatograficas: As aflatoxinas B1, B2, Gi e G2 presentes no extrato
metandlico foram quantificadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
ou em inglés High Performance/Pressure Liquide Chromatography, HPLC). Uma
coluna C18 de fase reversa (Thermo) com uma dimensédo de 25 cm, 4,6 mm e o
tamanho de particula 4,6 um, rodando em uma HPLC (modelo 2695, Waters)
equipado com um detector de fluorescéncia (modelo 2475, Waters), operado em um
comprimento de onda de excitacdo de 365 nm e um comprimento de onda de emisséo
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de 460 nm. O volume de injecéo foi de 20 uL. A fase movel foi uma mistura de agua:
metanol: acetonitrila (60:30:10) com uma taxa de fluxo de 0,9 mL min -'.

Confirmacao da presenca de aflatoxinas: Determinaram-se a linearidade, preciséo,
limite de deteccao (LD) e limite de quantificacdo (LQ), a equacgéo linear e coeficiente
de regressdo (R?). A linearidade foi estimada através da injecédo de aflatoxina triplicata
dos padrdes, em 5 concentracdes diferentes, a linearidade minima encontrada para
cada uma das quatro Aflatoxinas foi de 0,9. Para determinar a precisdo, estudos de
recuperacao foram determinados por fortificagcdo das aflatoxinas em 3 concentracdes
diferentes: B1 = 0,996, 1,992 e 3,984 ug.kg"', G1 = 1,027, 2,054 e 4,108 pug.kg™', B2 =
0,296, 0,592 e 1,184 ug.kg™', G2 = 0,296, 0,592 e 1,184 ug.kg'. Os resultados de
recuperacao ficaram entre 70 e 90% de recuperacao para as 4 aflatoxinas. O Limite
de Deteccédo (LD) foi realizado segundo DOQ-CGCRE-008 — Orientacbes sobre
Validagbes de Métodos Analiticos, de acordo com o Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade eTecnologia (INMETRO, 2011). LD = 3,14 x SD e o Limite de Quantificacao
(LQ) foi calculado levando-se em consideracédo o LD, sendo Aflatoxina B1 LQ = 10 X
LD,B2LQ=2XLD,G1LQ=125XLDe G2 =LQ =2,9 XLD). Isso foi determinado
experimentalmente de acordo com a repetibilidade apresentada com fortificagcdes no
nivel do LQ. Os resultados de LD e LQ em (ug.Kg'), do método para as aflatoxinas:
AFB1 =LD-0,05eLQ-0,5 AFB2=LD -0.1 e LQ-0.2, AFG1=LD - 0,04 e LQ -
0,5, AFG2=LD-0,07eLQ-0,2

NOTA: Todos os resultados de Aflatoxinas estdo expressos em pg.kg”' (mg.kg™)
(Micrograma/Kilograma e sao corrigidos por recuperagao).

Valores da recuperacao: B1 = 96,9% B2 = 83,0% G1 = 96,7% G2 = 88,1% e totais =
93,9% LDM (Limite Detecgao do Método) B1= 0,05 pg.kg"', B2= 0,1 pug.kg', G1= 0,04
ug.kg?, G2= 0,07 ug.kg', LQM (Limite Quantificacdo do Método) B1=0,5 pug.kg™', B2=
0,2 ug.kg', G1=0,5 pg.kg"', G2= 0,2 ug.kg™.

2.2.2.6 Analises estatisticas
Os resultados das andlises de inibicdo micelial em didmetro da coldnia, das

inibicbes da contaminagéo nas vagens de amendoim irradiadas e com contaminagao
de origem, foram obtidos a partir de uma analise de variancia (ANOVA), partindo-se
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de um delineamento experimental de blocos ao acaso em parcela subdividida (“Split-
plot”), com trés repeticdes, usando o software Minitab 16 (Minitab Inc., Pensilvania,
EUA) (MINITAB, 2015). Os valores médios foram comparados por meio do teste de
Tukey com indice de significancia de 95%.

As parcelas para os experimentos miceliais foram constituidas por cinco
6leos: Canela, Cravo da india, Capim-limao ou cidreira, Orégano e Manjericdo ou
alfavaca.

As subparcelas compostas das concentracdes dos 6leos, para as inibicoes
miceliais dos extratos aquosos e alcodlicos foram de 0, 50, 500, 5000 pug.mL" e para
as inibicbes miceliais dos 6leos essenciais as concentra¢des foram de 0, 50, 500,
1000 e 2000 pg.mL', nas andlises de inibicdo do crescimento micelial (ICM) em
milimetros.

As parcelas para os experimentos da inibicoes das vagens irradiadas e com
contaminacao de origem foram constituidas por trés éleos: Canela, Cravo da india,
Capim-limao ou cidreira.

As subparcelas foram compostas das concentracées dos Oleos, para as
vagens irradiadas de 0, 5000, 50000 e 250000 upg.mL', nas vagens com
contaminagao de origem e com 0, 50000, 250000 pg.mL", para as analises de inibicio
da contaminacédo fungica das vagens. Para as analises estatisticas foi feita a
linearidade dos valores de UFC por meio do logaritmo dos resultados encontrados.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

2.3.1 ExtracGes aquosa, alcoolica e de 6leos essenciais

2.3.1.1 Extracao aquosa

A média dos resultados obtidos das triplicatas e o desvio padrdao da massa
seca, volume extraido e rendimento dos extratos aquosos, estdo apresentados na
Tabela 2.3. Observou-se que o maior rendimento em massa foi para o extrato de
manjericao, seguido do orégano, com 13,09% e 11,87%, respectivamente, porém em
volume o maior rendimento foi da cidreira com 111,33 mL.
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Tabela 2.3: Caracterizagbes da massa seca, volume final extraido e rendimento das extragdes aquosas
das plantas

Massa seca Volume final Massa seca Rendimento
Extratos aquosos .
(g.mL" extraido (mL) (9) em massa (%)

Canela (Cinnamomum
zeylanicum) 0,0685 + 0,0275 43,5+10,04 |2,97 +0,9506 | 4,13 + 1,3581
Cravo da india
(Syzygium aromaticum) | 0,0885 +0,0034 | 79,33+1,15 |7,02+0,3461 | 10,03 + 0,4945
Capim-limao ou cidreira
(Cymbopogon citratus) 0,0408 +0,004 | 111,33+ 17,62 | 4,54+ 0,0708 | 5,30+ 0,1011
Orégano
(Origanum vulgare) 0,1999 + 0,006 41,66 +5,77 |8,33+0,9901 | 11,87 £+ 1,4144
Manjericao (Ocimum
basilicum) 0,0822 +0,0009 | 91,00+1,00 | 7,48+ 1,545 | 13,09 +2,2073

Durante a extracao foi observado que na parede do baldo do rotoevaporador
ficou aderida uma camada de sélidos, como pode ser observado na Figura 2.7,
mostrando assim que os principios ativos inibidores dos fungos ndo sao totalmente

encontrados no extrato aquoso.

Figura 2.7: Representacéo do filme de sdlido impregnado na parede do baldo nos ensaios de extragao

aquosa

Filme impregnado
na parede

Fonte: Elaborado pela autora
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2.3.1.2 Extracao alcodlica

Os resultados da massa seca, do volume final extraido e do rendimento dos
extratos alcodlicos das plantas estdo apresentados na Tabela 2.4. Foi possivel avaliar
que maior rendimento foi do extrato alcodlico de Orégano, com 18,86 %, porém o

maior volume extraido foi do extrato alcodlico de canela com 119,3 mL.

Tabela 2.4: Caracterizagbes da massa seca, volume final extraido e rendimento das extragdes

alcodlicas das plantas

. Massa seca | Volume final Massa seca Rendimento em
Extratos alcodlicos
g.mL" (mL) (9) massa (%)

Canela (Cinnamomum
zeylanicum) 0,0491 +0,0002 |119,3+13,80| 5,85+ 0,6585 8,37 £ 0,9407
Cravo da india
(Syzygium aromaticum) | 0,0528 + 0,0042 | 101,00 £ 6,56 | 5,36 +0,7844 7,65 +1,1206

Capim-limao ou

cidreira
(Cymbopogon citratus) | 0,0663 £ 0,0012 | 102,67 + 6,81 4,20 £ 0,2654 6,01 £0,3792
Orégano
(Origanum vulgare) 0,1538 + 0,003 | 86,00 + 13,08 | 13,20 +1,7861 18,86 + 2,551
Manjericao

(Ocimum basilicum) | 0,0521 +0,0027 | 63,33 £ 2,89 5,36 + 0,6181 7,66 + 0,8829

2.3.1.3 Extracao dos 6leos essenciais

Na Tabela 2.5, os resultados do rendimento do 6leo de cravo foi maior que
dos outros 6leos. Notou-se que as média do rendimento em massa para os 6leos
essenciais foi baixa, 1,07%, comparando-se com os extratos aquosos que foi de 8,88
%, a0 passo que para os extratos alcodlicos a médis foi de 9,71 %.

Na primeira hora de extracdo, o volume de 6leo extraido foi pequeno.
Resultados semelhantes foram apresentados por Leal et al., (2001), que também
verificaram que nos primeiros minutos da extragdo do capim cidreira o volume do
acumulado é relativamente limitado, e que apds 20 minutos ha um aumento do volume
extraido nao observando-se qualquer incremento no volume coletado do 6leo
essencial apds esse periodo.
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Tabela 2.5: Caracterizac6es da massa seca, volume extraido, densidade e rendimento das extracoes
dos 6leos essenciais das plantas

: . Volume de |Densidade* | Rendimento
Oleo essencial Massa seca . 1
6leo V, (mL) g.L (%)
(9)
, Canela 150 1,2 1,04 0,83
(Cinnamomum zeylanicum)
Cravo da Indlg (Syzygium 150 0.8 1,049 1,96
aromaticum)
Capim-limao ou F:Idl‘ell‘a 150 1.2 0,887 0,71
(Cymbopogon citratus)
Orégano (Origanum 150 17 0,95 1,07
vulgare)
Man]erlcao ou g!favaca 150 1,3 0,895 0,77
(Ocimum basilicum)

Fonte: Elaborado pela autora extraido do site: <http://www.ferquima.com.br/o_essenciais.htmi>,
(FERQUIMICA, 2015)

Pereira et al. (2001), estudando o rendimento de 6leo essencial de capim
cidreira, obtiveram o valor de 2,16% em matéria seca. No que diz respeito ao mesmo
6leo essencial. Marco et al. (2007), estudando diferentes espagcamentos, alturas e
épocas de cortes da cidreira, encontraram resultados variando de 3,52% a 4,18% de
6leo essencial na matéria seca.

O rendimento de 5,75% do 6leo essencial em casca de canela moida pode
ser considerado alto, no experimento de Koketsu et al., (1997), realizado com canela
cultivada em Morretes — PR. o rendimento obtido de 6leo essencial foi de 0,2% nas
cascas e de 2,0% nas folhas.

De acordo com Oliveira et al. (2009b), na espécie cravo-da-india tanto as
folhas, pedunculos e os botdes florais sdo ricos em 6leos essenciais, sendo que o
menor teor de 6leo essencial encontrado foi nas folhas verdes num total de 2,30%.
Merece destaque o teor de 6leo encontrado nos pedunculos 9,40%, pois devido ao
baixo valor de mercado na forma in natura, geralmente esse material é descartado
pelos produtores.
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2.3.1.4 Identificacao e quantificacao dos componentes majoritario dos éleos

essenciais extraidos e adquiridos

Nos resultados da cromatografia dos éleos essenciais observou-se que o 6leo
com maior concentragdo do componente majoritario foi o éleo de cravo-da-india
adquirido na empresa Novo mundo, com 96,71% de eugenol. Dos éleos extraidos foi

o cravo da india com 71,53%, conforme apresentado na Tabela 2.6.

Tabela 2.6: Quantificagdo dos compostos principais dos 6leos essenciais extraidos e adquiridos,
identificados por CG/FID

: - . ~ . Area Total da Teores
Oleo essenciais | Origem | Tempo de retencéo (min) (uW/_sz) area (WW/s?) (%)
do pico
e 19,5 | 539076,12 | 539076,12 | 68,74
Canela
. Oleo Novo
(Cinnamomum Mundo t; - Cinamaldeido | 19,5 | 280594,14 | 280594,14 35,78
zeylanicum) ol
Ferquimica 19,5 | 406049,96 | 40604996 | 51,77
Cravo daindia | enroio 21,1 | 287614,05 | 287614,05 | 71,53
(Syzygium A t1. Eugenol
aromaticum) | O120 Novo 21,1 388848,96 | 388848,96 | 96,71
L Oleo ti_Neral |14,3| 75516,87
Capim-limaoou | ..o |Citral* 191479,54 53,2
c Ci(:)reira t>. Geranial 15,1 115962,67
mbopogon |,
{ yc,-tra’iug) Oleo Novo | t;- Neral |14,3| 70717,84 156794 43,57
Mundo | Citral* i 56794,35 3,5
t,. Geranial | 15,1 | 86076,51

* . P .
O citral € composto por neral e geranial.

Os resultados apresentaram a real concentracdo dos compostos majoritarios
dos 6leos essenciais que atua na inibicao dos fungos, portanto, ao realizar a aplicacao
de Oleos essenciais extraidos de plantas, como biofungicidas, é importante realizar a
quantificacdo desses componentes. Pois, os éleos essenciais extraidos de diferentes
partes de uma mesma planta, apesar de apresentarem cor e aspecto semelhantes,
podem apresentar composicdo quimica, caracteristicas fisico-quimicas e odores
diferentes (ROBBERS et al., 1997). A composi¢ao quimica de um 6leo essencial pode
variar, dependendo dos fatores como a época de coleta - as espécies apresentam
épocas especificas em que contém maior quantidade de 6leos volateis no seu tecido,

podendo esta variacao ocorrer tanto no periodo de um dia como em épocas do ano
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(REIS et al., 2003), estagio de desenvolvimento, condi¢cdes climaticas e de solo
(SIMOES; SPITZER, 2003).

a) Canela (Cinnamomum zeylanicum)

Na Figura 2.8 esta apresentada a curva padrao do principio ativo principal dos
6leos essenciais de canela, Cinamaldeido. Com os dados das areas em funcéao do
tempo de retencao foi possivel realizar a determinagédo da concentragcdo por meio de
correlacao. Foi verificado, no 6leo essencial de canela, extraido da planta adquirida,
a concentracao de cinamaldeido de 68,74%, proveniente de uma solucdo de 500
mg.kg', em que a area apresentada foi de 539076,12 uW/s2, com o pico no tempo de
retencdo de 19,6 minutos, que esta representado no cromatograma na Figura 2.9.
Para o 6leo de canela adquirido da empresa Novo Mundo foi encontrado 35,78% e
para o 6leo da empresa Ferquimica, 51,78% de cinamaldeido.

Figura 2.8: Curva padréo elaborada por meio de cromatografia gasosa (FID) do cinamaldeido
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Figura 2.9: Cromatograma do 6leo essencial de canela extraido, na concentra¢do da solugdo em 500

ug.kg' e a porcentagem de cinamaldeido, no tempo de 19,6 minutos

0] Cinamaldeido (68,74%)

Area (uW/s?)

1 2 3 4 5 ] 7 3 ] 10 " 12 13 14 15 16 7 13 19 20 A g 3 24

Tempo (min)

Resultado semelhante foi obtido por Jham et al. (2005), ao identificar o mais
ativo componente fungitoxico de 6leo de casca de canela, para utiliza-lo como
marcador para padronizagdo de um conservante natural. Os autores obtiveram o teor
do componente principal por cromatografia gasosa com espectrometria de massa e
revelaram que o 6leo de canela extraido por hidrodestilagdo continha 69,1% de
cinamaldeido. Beraldo et al. (2013), estudaram a eficiéncia de 6leos essenciais de
canela e cravo-da-india como sanitizantes e observaram altas concentracdo do
cinamaldeido (67,58%) para canela e de eugenol (77,58%), para o cravo. Freire
(2008), por meio da cromatografia CG/EM, obteve a concentragdo de cinamaldeido
da casca da canela (87,7%).

Em varios trabalhos constata-se a utilizacdo como antisséptico bucal, do
aldeido cindmico (cinamaldeido), um fenilpropanoide de larga atividade biol6gica em
bactérias, fungos e leveduras (FICHI et al., 2007; SENHAJI et al., 2007). Sharverdh et
al. (2007), avaliando a atividade biolégica do 6leo essencial de canela, encontraram
em sua constituicdo, como composto majoritario o aldeido cinamico (64,17%), nessa
concentragao foi obtida inibicdo do Clostridium in vitro.
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b) Cravo-da-india (Syzygium aromaticum)

A curva padrao do principio ativo principal dos éleos essenciais de cravo-da-
india, eugenol, esta apresentada na Figura 2.10. Verificou-se no 6leo essencial de
cravo extraido da planta adquirida, uma concentracdo de eugenol de 71,53 %,
proveniente de uma solugdo de 500 mg.kg' em que a area apresentada foi de
287614,05 uW/s? com o pico no tempo de retencdo de 21,1 minutos, apresentado no
cromatograma na Figura 2.11. Para o 6leo de cravo adquirido da empresa Novo
Mundo foi encontrado o teor de 96,71 %. Resultados semelhantes sdo apresentados
por Affonso, et al., (2012), em sua revisdo sobre o 6leo essencial de cravo da india,
verificando que os pesquisadores Qussalah et al. (2006) e Prashar et al., (2006)
obtiveram 78,00 % de eugenol no 6leo de cravo Pereira, et al., (2011), a esta diferenca
do componente, justifica a importancia de se realizar o controle antes do uso desses

Oleos.

Figura 2.10: Curva padrao elaborada por meio de cromatografia gasosa (FID) do eugenol
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Figura 2.11: Cromatograma do 6leo essencial de cravo-da-india extraido, na concentragao da

solucdo em 500 ug.kg' e a porcentagem de Eugenol, no tempo de 21,1 minutos

22] Eugenol (71,53 %)

Area (uW/s?)

Tempo (min)

c) Capim-cidreira (Cymbopogon citratus)

Na Figura 2.12, estd apresentada a curva padrdao do principio ativo principal
dos 0Oleos essenciais de cidreira: o citral (mistura isomérica de neral e geranial). Para
os dados das areas em funcdao do tempo de retencao, foi possivel realizar a
determinacdo da concentracdo por meio correlagdo dos dois picos respectivos ao
composto e em seguida realizou-se a somatdéria. As retencdes para o Neral e Geranial
foram, respectivamente, em 14,4 e 15,1 minutos. Para o calculo da concentragéo do
citral dos 6leos foi realizada uma solugédo de 500 ug.kg™ do éleo extraido de cidreira
e na cromatografia pdde-se observar que a area do Neral foi de 75516,87 uW/s?e a
do geranial foi de 177930,94 pW/s?. A somatéria das areas para o citral foi de
191479,54 uW/s?, que esta representada no cromatograma na Figura 2.13. Para o
6leo de cidreira extraido, o teor de citral foi de 53,2% e para o 6leo adquirido da
empresa Novo Mundo foi encontrado 43,57 %.

Resultados semelhantes foram encontrados na extracdo de 6leo de cidreira
por Jannuzzi, et al., (2011), ao pesquisar avaliar o comportamento agronémico, teor
de citral e rendimento de 6leo essencial em 17 acessos de cidreira de arbusto (Lippia
alba da colecdo da Universidade de Brasilia — UnB, verificou que as médias (%
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relativa) dos compostos majoritarios do éleo essencial cidreira foi de 63,64 % citral,
de 36,41 de geranial e 27,78 % de neral.

Figura 2.12: Curva padrao elaborada por meio de cromatografia gasosa (FID) do Citral (somatéria

Area (uW/s2)

dos picos de neral e geranial)
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Figura 2.13: Cromatograma do 6leo essencial de cidreira extraido, na concentragdo da solugdo em

Area (uW/s?)

500 pg.kg' e a porcentagem de citral nos tempos de 14,4 minutos (Neral) e 15,1 minutos

(Geranial)

Neral — 19,65 %
Geranial — 23,92 %
Citral - 53.2 %

Tempo (min)

Teresa Cristina Castitho- Gorayed-



2.3.2 Inibicao do crescimento micelial (ICM) do Aspergillus flavus

2.3.2.1 Inibicao do crescimento micelial com os extratos aquosos

105

Os resultados da inibicao micelial do Aspergillus flavus com a aplicacéo dos

extratos aquosos, sdo apresentados na Tabela 2.7. Observou-se que ha pouca

inibicdo nas concentracbes utilizadas. Pdde-se observar que em concentragdes

pequenas os extratos aquosos de orégano e manjericdo apresentaram os menores

micélios na concentracdo de 50 pg.mL'. Quando aumentamos a concentracio para

5000 pg.mL", a inibicdo diminuiu pois os diametros foram altos: 61 e 58,7% para o

orégano e manjericao, respectivamente. Isso se justifica pelo aumento de nutrientes

para o fungo como as proteinas, lipideos e agucares que estdo nos extratos aquosos.
A andlise de variancia (ANOVA) esta apresentada no APENDICE B1.

Tabela 2.7: Valores médios da Inibicdo do Crescimento Micelial (ICM) do Aspergillus flavus L. com a

aplicagéo de extratos aquosos das plantas estudadas, medidos em (mm) (*)

Extratos aquosos das

Concentracao dos extratos aquosos (ug.mL™")

plantas
0 50 500 5000
Canela
] ) 65.0 + 5,2915 34.3+£5,1316 36.3 +4,6188 38.7 £4,9329
(Cinnamomum zeylanicum)
Cravo da india
) ) 68.3 + 6,5064 40.3 £2,5166 36.7 + 3,2145 39.3 + 6,6583
(Syzygium aromaticum)
Capim-limao (Cymbopogon
] 65.7 £ 0,5773 39.0 + 3,0000 38.7 £ 5,0332 61.0 £ 2,0000
citratus)
Orégano
] 70.7 £ 6,4291 27.7 +6,8068 34.3 + 5,8594 38.7 £7,5719
(Origanum vulgare)
Manjericao
69.3 + 8,5049 29.7 £ 8,0208 44.7 +6,1101 58.7 + 13,3166

(Ocimum basilicum)

(*) Médias seguidas da mesma letra mindscula nao diferem entre si a 5% de significancia pelo teste de

Tukey, para os extratos aquosos comparando com as concentragao (colunas).

Médias seguidas da mesma letra mailscula nao diferem entre si a 5%, de significaAncia pelo teste

de Tukey, nas concentragbes dos extratos aquosos comparadas com os 6leos essenciais (linhas).
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Na Figura 2.14 esta apresentada a porcentagem de inibicdo dos extratos
aquosos e pode-se observar que a maior inibigéo foi para o extrato aquoso de orégano
e de manjericado com 60,85% e 57,21%, respectivamente. Nota-se que, com o
aumento da concentragcdo nos extratos de orégano e de manjericao, ocorreu a
reducdo da porcentagem de inibicdo. Quando realizou-se a rotoevaporacao, o biofilme
que se formou reteve na parede os compostos responsaveis pela inibicdo e os
constituintes que ficaram foram concentrados. Com isso ocorreu 0 aumento de
nutrientes no meio, como observou-se nas inibicdes baixas do extrato de cidreira e
manjericao na concentragao de 5000 ug.mL".

Figura 2.14: Distribuigcdo percentual da inibicdo micelial (%) do fungo Aspergillus flavus apés 7 dias de

cultivo com aplicagédo dos extratos aquosos extraidos das plantas estudadas

70 -
60,8
60 - 57,2
51,4

—_ 47,2
Q 50 4 44,1 46,3 45,3
= 205 41,0 W24 406 41,1 0 pg/mL
S 40 - 35,6
2 50 pg/mL
£
S 30 500 pg/mL
o
2 = 5000 pg/mL
£ 20+ 15,3

10 - 71

0 0 0 I 0 0
0 T T T T
Canela Cravo Cidreira Orégano Manjericao

Extratos aquosos

Fonte: Elaborado pela autora

Venturoso et al. (2011) verificaram que o extrato aquoso de cravo-da-india
inibiu completamente o desenvolvimento de Aspergillus sp., Penicillium sp.,
Colletotrichum sp., Fusarium solani, Cercospora kikuchii e Phomopsis sp. na
concentragcao de 20% (v/v). Uma concentracdo maior do que a deste trabalho, o que
sugere um novo teste com concentragdes maiores que 5% (v/v).

Flavio et al. (2014), estudaram a qualidade sanitéria e fisiol6gica de sementes
de sorgo tratadas com extratos aquosos e verificaram a capacidade do extrato de
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canela em reduzir a infestacdo dos fungos Penicillium, Aspergillus, Rhizopus,
Alternaria, Curvularia e Fusarium. Nas concentracoes de 0, 10, 20 e 30 % v/v
obtiveram inibicdes de 79,7%. Comparando com os resultados deste trabalho, pode-
se verificar a necessidade de realizar novos ensaios aumentando a massa aplicada
de extrato em fung¢do do volume, porém como apresentado na Figura 2.17 a seguir,
ocorre uma alteracao muito grande na cor do produto, ja que o extrato fica marrom

escuro.
2.3.2.2 Inibicao do crescimento micelial com os extratos alcodlicos

Na Tabela 2.8, observa-se que o extrato de cravo apresentou o menor
didmetro do micélio com 15,7 mm, sendo um indice de inibigdo micelial importante
para a sua escolha como o biofungicida a ser aplicado, uma vez que o seu rendimento
na extracao foi de 1,96 % em massa do cravo-da-india moido. A analise de variancia
(ANOVA) esta apresentada no APENDICE B2. A porcentagem de inibicdo dos
extratos alcodlicos esta apresentada na Figura 2.15. Pode-se observar que a maoir

inibicdo foi para o extrato de cravo na maior concentracao, com 77,1%.

Tabela 2.8: Valores médios da Inibigdo do Crescimento Micelial (ICM) do Aspergillus flavus L. com a

aplicagao de extratos alcodlicos das plantas estudadas, medidos em (mm) (*)

Extratos aquosos das Concentracao dos extratos aquosos (ug.mL™")
plantas 0 50 500 5000
Canela

, , 65,0 £ 5,29 aA 41,0 £ 2,64 bA 35,0 + 3,00 bA 35,7 £ 2,51 bA
(Cinnamomum zeylanicum)

Cravo da india

) . 68,3 + 6,51 aA 41,3 + 1,58 bA 41,0+ 0,00 bA | 15,7 £2,31 cAB
(Syzygium aromaticum)

Capim-limao (Cymbopogon

) 65,7 £ 0,58 aA 38,0 £ 2,64 bAB 38,7 £ 5,51 bA 47,0 + 3,60 bB
citratus)

Orégano

) 70,7 £ 6,43 aA 27,7+ 6,81 bAB 41,0 £ 5,19 bA 35,5+8,74 bB
(Origanum vulgare)

Manjericao

, » 69,3 £ 8,50 aA 38,7 £ 0,58 bB 38,0 £ 5,19 bA 30,7 £8,74 bC
(Ocimum basilicum)

(*) Médias seguidas da mesma letra mindscula ndo diferem entre si a 5% de significancia, pelo teste
de Tukey, para os extratos aquosos comparando com as concentragdo (colunas).
Médias seguidas da mesma letra maiuscula nao diferem entre si a 5% de significancia, pelo teste

de Tukey, nas concentragbes dos extratos aquosos comparadas com os 6leos essenciais (linhas).
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Figura 2.15: Distribui¢cdo percentual da inibigado micelial (%) do fungo Aspergillus flavus apés 7 dias de

cultivo com aplicacéo dos extratos alcodlicos extraidos das plantas estudadas

90,0 -
80,0 - 7,1
70,0 1
56,8
< 60,0 1 53,0 46,5
o
S 5001 462 21411 41,0 455
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° 30,0 -
1) =500 pg/mL
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= 10,0 1
0, 0, 0, 0, 0,
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Canela Cravo da Cidreira Orégano Manjericao
india

Extratos alcodlicos

Fonte: Elaborado pela autora

Resultados semelhantes foram obtidos por Araujo et al. (2009), os quais
avaliaram a atividade antifangica in vitro de alho, gengibre, orégano, cravo, canela e
tomilho sobre a inibicdo e o desenvolvimento de Aspergillus ochraceus, Penicillium
roqueforti, Rhizopus stolonifer, desenvolvidos em péaes artesanais. Para cada planta
foram preparados extratos alcoélicos (10%, 20% e 25% v/v), extrato aquoso (10% Vv/v),
extrato alcodlico puro e testemunha sem extrato e alcool. Inibiram totalmente os
fungos nos extratos da plantas, exceto o alho para Penicillium roqueforti o e o gengibre
para Aspergillus ochraceus. Hema; Kumaravel; Sivasubramanian (2010), avaliando a
atividade antimicrobiana dos extratos alcodlicos de canela e cravo-da-india, nas
concentragdes de 25, 50, 75 e 100% (v/v), contra estirpes bacterianas de
Pseudomonas Iundensis, Bacillus cereus e fungicas, de Aspergillus flavus, e
Aspergillus Niger, mostraram excelente atividade contra todos os organismos de teste
na concentracao de 75% (v/v).
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2.3.2.3 Inibicao do crescimento micelial com os 6leos essenciais

A partir dos resultados apresentados na Tabela 2.9 foi possivel avaliar a
inibicao do crescimento micelial, provocada pelos 6leos essenciais. Ocorreu diferenca
significativa entre os 6leos, principalmente para o de manjericdo que nao inibiu nem
na maior concentragédo. Para o 6leo de canela também ocorreu diferencga significativa,
pois a sua inibicdo total ocorreu ja na concentragdo de 250 ug.mL'. A andlise de
variancia esta apresentado no APENDICE B3.

Tabela 2.9: Valores da média da Inibicdo do Crescimento Micelial (ICM) do Aspergillus flavus L. com a

aplicagédo dos 6leos essenciais das plantas estudadas, com medigdo em milimetros (mm) (%)

Oleos Concentragoes (ug.mL™)

essenciais 0 50 100 250 500 1000 2000

Canela 65,0 Ba 60,7 BCa 17,3 Db 0,0 Cc 0,0 Cc 0,0 Bc 0,0 Bc

Cravo 68,3 Ba 62,7 BCb 49,0 Cc 6,0 Cd 0,0 Ce 0,0 Be 0,0 Be

Cidreira 65,7 Ba 57,0 Cb 56,3 Bb 48,7 Bc 30,0 Bd 0,0 Be 0,0 Be

Orégano 76,7 Aa 76,7 Aa 73,7 Aa 49,0 Bb 35,7 ABc | 0,0Bd 0,0 Bd

Manjericao | 71,0 ABa 67,7 Ba 72,0 Aa 56,7 Ab 37,3 Ac 34,7 Ac | 16,7 Ad

(*) Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas concentragdes nado diferem a 5% de significancia,
pelo teste de Tukey.
As letras iguais em mailsculo, denotam que as médias das inibicdes miceliais para os 6leos nao

apresentaram diferengas significativas pelo teste de Tukey a 5 % de significancia.

Nos resultados obtidos na aplicacdo dos 6leos de canela e cravo-da-india
contra Aspergillus flavus, encontrou-se valores de inibicdo semelhantes aos obtidos
por Souza et al. (2004), que aplicaram os 6leos essenciais de canela e cravo em
produtos de panificacdo e observaram inibicdo do desenvolvimento dos fungos
Rhizopus sp.; Penicillium spp.; Eurotium repens e Aspergillus niger, quando
adicionado 6leos essenciais na massa nas concentragdes de 500; 1000; 1500 e 2000
ug/mL, para canela de 600 e 800 ug/mL, para o cravo.

Nos estudos realizados por Mitchell et al. (2010), o efeito do 6leo essencial de
orégano sobre espécies de Aspergillus, foi muito positivo contra A. flavus e A.
parasiticus inibido ao longo de 14 dias, nas concentracdes de 0,6; 1,25; e 2,5 yL/mL
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em meio solido. Assumindo-se a densidade dos 6leos essenciais aproximadamente 1
g/L, essas concentragdes variaram de 0, 600, 1250 e 2500 pg/mL. Resultados
semelhantes foram encontrados por Tatsadjieu et al. (2010), ao estudaram os efeitos
do 6leo de manjericdo sobre a inibicdo do crescimento de Aspergillus flavus, sobre
milho na concentracdo de 60 pL/mL. Ao considerar-se a densidade do 6leo de 1
mg/mL, essa equivale a 60000 pg/mL, concentracdo muito alta.

Na Figura 2.16 esta apresentada a média da porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial do A. flavus com a aplicacdo dos 06leos essenciais nas
concentracdes de 0, 50, 500, 1000 e 2000 pg.mL", em que constata-se a eficiéncia

do 6leo de canela em comparagao ao 6leo de manjericao.

Figura 2.16: Distribuicdo percentual da Inibigdo do Crescimento Micelial (CM) do Aspergillus flavus
apbés 7 dias de cultivo com aplicacdo dos extratos alcodlicos extraidos das plantas
estudadas

0 =50 =100 =250 =500 =1000 =2000

100
80
60
40
20

Inibicao do micélio (%)

Oleos essenciais

Fonte: Elaborado pela autora

Os dleos de canela, citronela, capim-limao e tomilho inibiram totalmente a
germinacdo dos conidios do fungo Cercospora coffeicola a partir de 1000 pL.L™",
enquanto o 6leo do cravo-da-india inibiu totalmente a germinacao dos conidios, a

partir de 1500 e 2000 pL.L'. Mesmo com a maior concentracéo utilizada, os 6leos de
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eucalipto e NIM nao inibiram totalmente a germinacao dos conidios desse fungo
(PEREIRA et al., 2011). Viegas et al. (2005), no estudo do éleos essenciais de alho,
na concentragdo de 2,0 mg.mL, reduziram significativamente o crescimento de
Aspergillus sp., mas o 0leo da casca de canela e de horteld apresentaram atividade
antifngica intermediaria.

Na Tabela 2.10, apresentam-se os resultados da inibicdo micelial do
Aspergillus flavus com a aplicacao dos 6leos essenciais, pelos métodos de medicéo
manual e por imagens. Observou-se que a melhor inibicao foi para os 6leos de canela

e cravo nas concentragdes de 250 e 500 pg.mL™.

Tabela 2.10: Valores da média da Inibicao do Crescimento Micelial (ICM) do Aspergillus flavus L. com
a aplicacao dos 6leos essenciais das plantas estudadas, com medigcdo em milimetros
(mm) e por leitura da imagem realizada pelo software de anélise de imagens LensEye®

Concentracao Canela Cravo da india Cidreira Orégano Manjericao
dos odleos
essenciais | Manual | Imagem | Manual | Imagem | Manual | Imagem | Manual | Imagem | Manual |Imagem
(Hg-mL")
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
50 12,31 20,51 8,14 20,77 13,20 27,84 13,24 15,43 19,72 18,86
100 40,52 52,56 42,92 36,46 14,22 27,67 18,56 29,87 34,56 26,86
250 100 100 91,22 37,79 25,89 60,34 25,00 71,70 48,59 39,46
500 100 100 100 100 54,32 89,34 41,18 80,17 47,89 68,03
1000 100 100 100 100 100 100 100 100,00 50,70 67,18
2000 100 100 100 100 100 100 100 100,00 76,06 95,97

Ao analisar as inibicbes dos micélios, observou-se que as medidas dos
didmetros eram irregulares. Propds-se, entdo, a leitura da imagem por meio do
software de andlise de imagens LensEye® para a inibicdo micelial dos 6leos nas
mesmas concentragdes. Assim obteve-se uma medi¢cdo mais exata de cada coldnia,

como apresentado na Figura 2.17.
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Figura 2.17: Representacao do didmetro da col6nia do fungo Aspergillus flavus, apés 7 dias de cultivo
com aplicagao do 6leo essencial de orégano na concentragao de 250 pg.mL", com medigao
manual (a) e por imagem no software LensEye® (b)

¥ -

(a) (b)

Fonte: Elaborado e produzido pela autora

Algumas medi¢des apresentaram diferenga muito grande dos resultados,
como apresentado na Figura 2.18, como na concentragéo do 6leo de orégano em 250
ug.mL", para a qual a medicdo manual indicou 25 % de inibicdo. A medicao feita
digitalmente foi de 71,70%. Portanto, acredita-se que estudos mais detalhados, dessa
metodologia possam resolver essa deficiéncia durante a medigao dos micélios manual
realizada com o auxilio de paquimetro.

Na Figura 2.19 apresenta-se a inibicdo por meio da aplicacdo dos extratos
aquosos, alcoodlicos e dos 6leos essenciais na concentragdo de 0 e 500 pg.mL"'. Nota-
se que sO ocorre a inibicao total com a aplicagdo do 6leo essencial de cravo. Ao
observar as placas verificou-se a cor do meio ao utilizar os extratos aquosos, marrom
escuro, 0 que pode causar problemas ao aplicar em alimentos, sugerindo testes

sensoriais.
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Figura 2.18: Medigao da inibicao micelial (%) o do fungo Aspergillus flavus, apds 7 dias de cultivo com
aplicacdo dos 6leos essenciais nas concentracdes de 0 a 2000 pug.mL', com medicédo
manual (a) e por imagem no software LensEye (b)

Concentracdes dos oleos essenciais (ug.mL1)
m0 =50 =100 =250 =500 =1000 =2000
100 -
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Canela Cravo da india Cidreira Orégano Manjericao

Oleos essenciais

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 2.19: Micélio do fungo Aspergillus flavus apés 7 dias de cultivo com aplicagdo dos extratos

aquoso e alcodlico e 6leo essencial de cravo

Extrato aquoso de Extrato alcoolico de

Oleo essencial de
cravo com 500 pg.mL! cravo com 500 pg.mL!

cravo com 500 pg.mL!

Testemunha 0 pg.mL"!

Fonte: Elaborado pela autora
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2.3.3 Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do A. flavus em meio de cultura
BDA

Para este estudo foram empregados os trés 6leos essenciais que obtiveram
as melhores inibicdes dos micélios nas etapas anteriores. Os resultados obtidos para
a CIM foram identificados como positivos (+) quando em 48 e 72 horas ocorreu
esporulagao do fungo, e negativos (-), quando nao houve ocorréncia de esporulacéao
do fungo. No Quadro 2.1 sao apresentados os resultados para 6leos de cravo, canela,
cidreira, orégano e manjericao. Observou-se que as CIM para os éleos essenciais de
canela e cravo foram de 250 pg/mL, e no 6leo de cidreira foi de 500 ug/mL, para todas

as quadruplicatas.

Quadro 2.1: Concentragao inibitéria minima (CIM) para os 6leos de canela, cravo-da-india, cidreira,
orégano e manjericao, em funcdo da presenca e auséncia de esporos

Oleos essenciais Concentragdo dos 6leos (pug.mL™)
0* 50 100 250 500 1000 | 2000
Canela = as = - - - -
(Cinnamomum zeylanicum) + + - - - -
+ + - - - -
+ + + - - - -
0* 50 100 250 500 1000 | 2000
Cravo da india * hs * - - - -
(Syzygium aromaticum) ha + ha . . . .
+ + - - - -
+ + - - - -
0* 50 100 250 500 1000 | 2000
Capim-liméo ou cidreira ha hs ha hs hs . .
(Cymbopogon citratus) + ha + ha + ' '
+ + + + + - -
+ + + + -
0* 50 100 250 500 1000 | 2000
Orégano + + + + + + +
(Origanum vulgare) + + + + + +
+ + + +
+ + + + + +
0* 50 100 250 500 1000 | 2000
Manijericédo ou alfavaca + + + + + + +
(Ocimum basilicum) * * * * * * *
+ + + + + + +
+ + + + + + +

* Testemunha (Contendo somente o BDA e a suspensao dos esporos a 10° (esporos.mL™")
+ Presenca de esporos do Aspergillus flavus apés 72h de cultivo

- Auséncia de esporos do Aspergillus flavus apés 72h de cultivo
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Pode-se verificar que o método de microdiluicées € importante por ser de facil
manipulag¢édo, porem o micélio, apds 72 hs de cultivo, pode ultrapassar os limites de
cada recipiente individual de modo que as medidas devem ser realizadas néao
ultrapassando esse periodo. Também foi possivel observar a eficiéncia do 6leo de
canela que na concentragdo de 250 pg.mL", inibiu o crescimento do fungo, conforme
apresentado na Figura 2.20. Ao comparar os resultados da ICM com CIM, observou-
se que nas duas técnicas as inibicdes foram semelhantes: a canela em 250 (ug.mL™)
e para o manjericdo nao ocorreu inibicdo. Notou-se que a CIM é uma técnica mais
rapida, facil e com um custo menor, ideal para testes rapidos, porém é importante a
confirmagao pelo método de ICM.

Figura 2.20: Concentragao Inibitéria Minima (CIM) para o 6leo de canela em concentragbes de 0 a
2000 (pg-mL")

f?*n‘fwf\,fwf\dmr
SO0 haor f))l"“

.-F

.-,-- *M?imr“ "2 f
',:’ OO0

16&&@

.F"‘

§

Fonte: Elaborado pela autora
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Simié et al. (2004), demostraram a atividade antifungica de alguns Oleos
essenciais, dentre eles o de canela, contra Aspergillus flavus em microplacas de 96
pocos, a 28 °C por 72 horas. As menores concentracdes para a CIM com o 6leo de
canela foiem 0,25 pL.mL" que corresponde a 250 pg.mL' sem crescimento aparente.
Segundo Gasperini (2014), o 6leo essencial de canela (Cinamommum burmanii)
apresentou elevada acao contra A. flavus, nas anélises de CIM, com inibicado na
concentragao de 200 pg.mL.

Souza (2010), ao avaliar os mecanismos de atividade antifiingica de éleos
essenciais contra fungos patogénicos, constatou que a CIM para A. flavus, com 0s
6leos essenciais de canela e orégano foi de 300 pg.mL", ao passo que para éleo de
manjericdo foi de 1000 pg.mL'. Quando comparamos com os resultados deste
trabalho, observou-se que para a canela, os resultados apresentaram-se préximos,
porém o orégano e manjericio mostraram-se inferior a 2000 pug.mL'. Também para
os fungos A. flavus e A. fumigatus, nos estudos realizados por Cleff et al. (2010),
apresentaram ocorreu maior sensibilidade ao 6leo de orégano cujo CIM foi entre
0,06% e 0,45%.

2.3.4 Inibicao do crescimento microbiano em vagens de amendoim com
aplicacao do 6leo de canela

2.3.4.1 Avaliacao da retencao de agua nas vagens de amendoim

Para a realizacdo das aplicacbes dos Oleos essenciais nas vagens de
amendoim é importante controlar a umidade, pois o crescimento do A. flavus, segundo
BAKKER; ARKEMA (1999), ocorre no interior das vagens na umidade de 15 % b. u.,
e na Umidade Relativa (UR) de 82% do ambiente armazenado. Portanto, antes de
realizar a aspersao realizou-se esse experimento.

A umidade inicial da vagens utilizadas nesse teste foi de 10,22 % b. s. Na
Figura 2.21, encontram-se as umidades base seca (b. s.) das vagens de amendoim
apos a aspersao de agua para a definicdo do volume a ser aplicado nos experimento
de inibicdo da contaminacédo das vagens. Nota-se que para ocorrer um aumento da
retencdo de agua em aproximadamente 2 % b. s. nas 25 g de vagens de amendoim,

Teresa Cristina Castitho- Gorayed-



117

o volume aplicado foi de 5 mL. Esse volume foi utilizado nos experimentos de inibicdo

do A. flavus em vagens irradiadas e com contaminagao de origem, a seguir.

Figura 2.21: Umidade (b. s.) das vagens de amendoim em fungdo do volume de agua borrifadas
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Inibicao do crescimento fungico das vagens irradiadas com aplicacao de
suspencao de esporos de Aspergillus flavus

Nos ensaios de inibicdo do crescimento fungico em vagens de amendoim

irradiadas e posteriormente contaminadas com a aplicacdo de com 1 mL da

suspencdo de 108 esporos.mL! de Aspergillus flavus, observou-se que ocorreu a

melhor inibicdo apenas na concentracdo de 250 mg.mL' para o 6leo de canela, como

pode ser visto na Tabela 2.11. A andlse de variancia esta apresentada no APENDICE

B4.
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Tabela 2.11: Inibicao de Aspergillus flavus em vagens de amendoim por 6leos essenciais de canela,

cravo e cidreira em log de Unidade Formadora de Colénia (log UFC.g") (*)

Concentracéo dos o6leos (ug.mL™)
Oleos essenciais 0 5000 50000 250000

Canela
] ) 8,81 £ 0,00 aA | 8,30 +0,00 aA | 7,78 £ 0,67 aA | 2,00 £ 0,00 bB
(Cinnamomum zeylanicum)

Cravo da india
] ] 8,41 +0,57aA | 7,54 £0,09 aA | 5,24 £ 4,58 bA | 4,30 + 3,82 bB
(Syzygium aromaticum)

Capim-limao ou cidreira
] 8,81 £0,00aA | 7,39+0,12aA | 8,15+£0,21 aA | 4,00 +2,83 bB
(Cymbopogon citratus)

(*) Médias seguidas da mesma letra mindsculas nao diferem entre si a 5% de significancia, pelo teste

de Tukey, para os 6leos essenciais comparando com as concentracao (colunas).

Médias seguidas da mesma letra mailsculas ndo diferem entre si a 5% de significancia, pelo teste

de Tukey, nas concentragbes dos 6leos essenciais comparados com os 6leos essenciais (linhas).

Na Figura 2.22 foi possivel verificar o efeito do aumento das concentragbes
dos 6leos de canela, cravo e cidreira sobre A. flavus nas vagens de amendoim, em
que com o aumento da concentracao resultou na diminuicdo da contaminacao para

todos os 6leos.

Figura 2.22: Efeitos principais sobre as respostas na inibicdo de Aspergillus flavus em vagens de

amendoim por éleos essenciais de canela, cravo e cidreira
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Nos trabalhos sobre armazenamento de amendoim nota-se a necessidade do
controle da infestacdo fungica, por meio de fungicidas quimicos. Nos estudos de
Diniz, et al (2001) sobre a qualidade fisiologica e sanitaria das sementes de amendoim
armazenadas sob diferentes tratamentos (sementes tratadas com o fungicida
Pentacloronitrobenzeno — PCNB e sementes nao tratadas) e embalagens (papel e
recipiente metalico), por trés periodos de tempo (0, 6 e 12 meses), na temperatura de
20 °C e umidade relativa de 65%, verificou-se redugdo na incidéncia de Aspergillus
niger ao longo do armazenamento em todos os tratamentos e embalagens, diminuindo
também a incidéncia de Aspergillus flavus nas sementes tratadas com PCNB.

O 6leo mineral (1% p/v) protegeu graos de sorgo umidos contra o mofamento
causado pelos fungos Aspergillus spp. e Penicillium spp. e durante o armazenamento,
na espera pela secagem de graos de milho, os tratamentos desses graos com acido
aceético ou uréia foram eficientes no controle do mofamento causado por Aspergillus
flavus e de Penicillium spp. Também foi importante o sistema com aeragdo em que
todos os tratamentos, inclusive a testemunha (1,2%), apresentaram baixo nivel de
mofamento dos graos sugerindo que a temperatura intergranular e a umidade dos
gréos, quando mantida entre 13,1 a 15,5% e a temperatura entre de 22,0 a 23,7 °C,
foram desfavoraveis ao desenvolvimento (Pinto 2001, 2004; PINTO; PRADO;
OLIVEIRA, 2005).

2.3.4.3 Inibicao do crescimento fungico nas vagens de amendoim com
microbiota de origem

a) Inibicao da microbiota fungica de origem com 6leo de canela em ambiente
com umidade relativa de 75.3%

Apesar de o 6leo de canela ter se mostrado o mais eficiente nas analises
anteriores, as extracdes realizadas em bancada resultaram em um pequeno volume,
devido ao método extracdo por meio de um equipamento de bancada.Por essa razao
as proximas analises empregou-se 0s 6leos essenciais da empresa Novo Mundo e
Ferquimica, e com as analises dos compostos majoritarios realizaram-se os ajustes

das concentracdes para cada aplicacao.
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Na Figura 2.23, estdo apresentados os resultados da capacidade de inibicao
da contaminacéo da microbiota fungica de origem, com a aplicagéo do éleo essencial.
Foram realizados ensaios com concentracdes de 6leo essencial de canela de 0 a 250
mg.mL™", e pode-se observar que a concentracdo capaz de obter a maior inibicado foi
muito alta: somente a 250000 pg.mL", equivalente a 250 mg.mL". Notou-se que a
maior inibicdo ocorreu na maior concentragdo do 6leo, o qual considera-se muito
elevado, haja visto o forte aroma de canela presente no laboratério ao longo dos
ensaios nessa concentracao, o que espera-se alterar as caracteristicas organolépticas

do amendoim.

Figura 2.23: Inibicdo da microbiota flingica de origem das vagens de amendoim com a aplicagéo de

6leos essencial de canela
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Na legislacao brasileira é permitido para graos de amendoim a contagem de
mofos e bolores < 5x10% UFC.g", equivalente a 5,7 Log UFC.g"' (BRASIL, 2001). Nos
resultados obtidos pdde-se verificar que com a aplicacdo de 5000 pg.mL' a
contaminacdo foi de 5 Log UFC.g"', indice abaixo do exigido, portanto pode-se
verificar que a aplicacdo do éleo de canela apresentou um grande potencial como
biofungicida contra a microbiota de origem.
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Observando a Figura 2.24 verifica-se a diversidade de micro-organismos
presentes nas vagens de amendoim. Na amostra de vagens de amendoim, coletada
aleatoriamente na recepgao das vagens na COPLANA utilizadas neste experimento.
Na placa sem éleo a contaminacgéo fungica foi de 6,5 x 10" UFC.g .

Se avaliarmos o custo na aplicagdo do 6leo de canela extraido, em que o
custo da planta é de R$ 18,70 por (Tabela 2.2), foram utilizada 150 g com o custo de
R$ 2,80 e com rendimento de 1,2 mL (Tabela 2.5). Sem avaliar o custo do processo
da extracéo, o litro de 6leo custa R$ 2333,33 com esse rendimento. Esse custo é alto
porque o Brasil ndo produz canela. O custo, no atacado, do 6leo essencial de canela,
é de R$ 460,00 o litro ANEXO Il (FREQUIMICA, 2015). Com esses dados, pode-se
dizer que a maioria das pesquisas com 6leo essencial necessitam de maior avaliagao
do custo em se tratando de toneladas de graos.

Figura 2.24: Microbiota fangica de origem nas vagens de amendoim (a), placa com contaminagao
fungica da amostra com 250 mg.mL-" (b)

Fonte: Elaborado e produzido pela autora
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Pode-se notar que ndo ha presenca do fungo Aspergillus flavus no amendoim
guando tratado com 6leo essencial de canela na concentragdo de 250000 ug.mL™".
Porém, aparentemente, ha presenca de bactérias, nas diluicbes 102 e uma colbnia
Aspergillus fumigatus. Segundo Valle e Franca (2008), o A. fumigatus pode ser
encontrado na atmosfera em todas as estacdes do ano, no solo, em vegetais ou na
matéria organica em decomposicao aerdbia. Além disso, as vagens de amendoim sao
produzidas no solo e estdo diretamente expostas a sua contaminacado de origem
(HORN et al., 2000).

Bhattacharya e Raha (2002), observaram nos amendoins de Santiniketan,
Bengala Ocidental, na india, a presenca dos géneros Aspergillus, Fusarium,
Curvularia e Mycelia sterilia. Dentre as espécies mais frequentes do género
Aspergillus encontram-se: A. niger (55%), A. rubber (45%) e A. flavus (40%). Por outro
lado, Nakai et al. (2008), ao analisarem amendoins provenientes de Tupa - SP.,
mostraram predominancia de Fusarium sp. (32,8%) e A. flavus (10,3%), além da
presenca de outros cinco fungos filamentosos. Dessa forma, caracteriza-se que a
qualidade da infestacdo esta intimamente ligada as caracteristicas do solo e,

provavelmente, de manejo da cultura.

b) Inibicao da microbiota fungica de origem com os Odleos essenciais em

ambientes com umidades relativas e temperatura controladas

Na Tabela 2.12 sdo apresentados os resultados das analises de inibicao da
microbiota fungica, das vagens de amendoim em auséncia do 6leo e na presencga do
6leo de canela nas concentragoes de 0, 50 e 250 mg.mL™", armazenados durante 30
dias em umidades relativas de 75,3 %, 84,3 %, 90,3 %. Pdde-se constatar que a
contaminacao fungica apresentou diminuigdo com o aumento da concentragéo de 6leo
de canela, e tal reducao foi significativa apenas para umidade de 84,3%. Ocorreu uma
diminuigao significativa na contaminacao de 8,81 para 2,15 Log UFC.g™".

Para as aflatoxinas observou-se a ocorréncia de um aumento muito alto da
aflatoxina B1 (AFB+) para as amostras dos graos debulhados das vagens que néo
foram borrifadas com o 6leo de canela. A aflatoxina B2 (AFB2) foi detectada apenas na
amostra com 50 mg.mL', armazenada na umidade 90,3%, com o resultado entre o
Limite Quantificacao do Método (LQM) e o Limite Deteccdo do Método (LDM) que foi

Teresa Cristina Castitho- Gorayed-



123

< 0,2. Para as aflatoxinas G1 (AF G1) e G2 (AFG2) n&o foi detectada a presenca em
nenhuma das amostras de graos debulhados das vagens de amendoim em todas as
condi¢des de armazenamento.

Estes resultados confirmam a eficiéncia do 6leo de canela como biofungicida
contra o A. flavus, durante o armazenamento das vagens de graos de amendoim em
umidade abaixo de 75,3%. Como a média de umidade relativa anual no municipio de
Jaboticabal é de 70,6% (JABOTICABAL, 2015), confirma-se que a aplicagao do 6leo
a 50 mg.mL" promovera a inibigdo abaixo da legislagdo e ndo aumentara o indice de

aflatoxinas.

Tabela 2.12: Variacdo da InibicAdo da contaminacgdo fungica e da aflatoxina em vagens e graos de

amendoim em fungédo das condigbes de umidade relativa do armazenamento e da

concentracao de 6leo essencial de canela aplicado

. Concentracées o Aflatoxina
Umidades do i Média Log
do dleo de canela AFB; AFB: AFG2 AFG; Total
armazenamento UFC*. g
mg.mL! ng.kg
0 8,30 3,32 ND ND ND 3,32
NaCl (75,32 %) 50 7,27 ND ND ND ND 0,00
250 4,15 ND ND ND ND 0,00
0 8,81 898,76 86,78 0,84 ND 986,38
KCI (84,34 %) 50 8,53 ND ND ND ND 0,00
250 8,24 ND ND ND ND 0,00
0 8,81 1163,07 | 110,62 ND ND 1273.69
BaCl: (90,30 %) 50 4,45 14,78 <0,2 ND ND 14,78
250 2,15 ND ND ND ND 0,00

* Unidade Formadora de Col6nias — UFC

ND — Nao detectével pelo método.

Resultados semelhantes foram encontrados por Nakai et al. (2008), os quais

observaram que o crescimento de Aspergillus flavus foi influenciado principalmente
pela temperatura e umidade relativa. Nas analises das cascas, os autores observaram
que 6,7% das amostras estavam contaminadas com AFB1 (niveis de 15 — 23,9 ug.
kg') e AFB2 (niveis de 3.3 —5,6 ug.kg™); nos gréaos de amendoim, 33,3% das amostras
estavam contaminadas com AFB;+ (niveis de 7.0 — 116 pg.kg') e 28,3% estavam
contaminadas com AFB:2 (niveis de 3.3 — 45,5 ug.kg'). Para Zordete et al. (2011), as
aflatoxinas foram detectadas em 20% e 10% das amostras do amendoim Runner |1AC
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886 e Caiapd, respectivamente. Quanto a deteccdo de aflatoxinas, para a AFB:1 foi
detectada em 20% das 20 amostras de grdos de amendoim, obtidas a partir da
variedade Runner |IAC 886 com niveis médios variando de 0,2 a 1,0 pg.kg'. Para a
variedade de Caiapd, a AFB1 foi detectada em 10% das 20 amostras, com niveis
médios variando de 0,2 a 0,6 pug.kg'. Gongalez et al (2008), analisando amostras de
amendoim Runner IAC 886, coletadas durante o crescimento no campo em
Junqueirépolis (SP), verificaram que foi detectado AFB1 em 32% das amostras de
graos de amendoim. Os niveis de aflatoxina observados nao ultrapassaram o nivel
maximo de 20 ug.kg™’', permitido pelo Ministério da Saude (MS) e pelo Ministério da
Agricultura e Abastecimento (MAPA). Nenhuma associagdo foi observada entre

producao de aflatoxinas e fatores climaticos ou a frequéncia de isolamento de fungo.

2.4 CONSIDERAGCOES

Essa etapa do trabalho propds as extracoes de extratos aquosos e alcodlicos
e de 6leos essenciais de plantas, comumente utilizadas como chas e condimentos;
quantificar o principio ativo majoritario para os biofungicidas de maior eficiéncia;
avaliar a agao inibitéria desses extratos e 6leos essenciais contra Aspergillus flavus L
por meio das varias técnicas de inibigdo da contaminacao fungica, in vitro e in sito. Ao
final conclui-se que:

O rendimento dos extratos, em volume, sdo maiores do que os dos éleos
essenciais, porém a média do rendimento em massa para os extratos aquosos,
extratos alcoodlicos e 6leos essenciais ndo apresentaram em média uma diferenca
significativa.

Os resultados indicam claramente que os extratos aquosos e alcodlicos nao
apresentaram bons indicadores de inibicao fungica para Aspergillus flavus L., in vitro.
Ao passo que para os 6leos essenciais a inibicao in vitro foi efetiva. As maiores foram
observadas para o 6leo essenciais de canela, seguida pelo cravo-da-india e capim
cidreira.

Na inibicao in sito em aplicacao do 6leo de canela nas vagens de amendoim
estéril com o A. Flavus inoculado, péde-se concluir que as concentragdes necessarias

para a total inibicdo foram muito altas, podendo comprometer as caracteristicas
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organolépticas do amendoim. Porém, para as vagens com a contaminagao de origem
foi possivel a inibicdo de A. Flavus na concentracdo de 50 mg.mL nas vagens.

Para a inibicdo da aflatoxina, o experimento realizado demonstrou que
ocorreu a interferéncia da umidade de armazenamento e houve producido de
aflatoxinas apenas na concentragdo de 50 mg.mL" para a maior umidade, préximo a
saturagao do ar, mas em niveis abaixo dos exigidos pela legislacao.

A aplicagcdo do dleo essencial de canela como biofungicida contra a
contaminacao fungica do amendoim promovera a inibicado da microbiota de origem, e
ndao aumentara o indice de aflatoxinas, obtendo-se indices abaixo da legislacao.

Nesse sentido essa técnica € promissora para 0 armazenamento de graos.
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CAPITULO 3

Estudo da aplicacao do dleo essencial de Canela (Cinnamomum
zeylanicum) em vagens de amendoim (Arachis hypogaeal.)
com secagem e armazenamento
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3.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.1 A aplicacao do dleo essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum)

A utilizacdo de fungicidas para o controle das doencas no amendoim é uma
ferramenta fundamental, que faz parte do manejo integrado de pragas (fungos,
bactérias, virus, insetos). O produtor protege a lavoura desde o principio, por meio da
aplicacao nas sementes, via irrigacao, pulverizacoes durante toda a safra e até apds
a colheita nas fumigagdes, nos armazéns e nos expurgos. O mercado disponibiliza
varios compostos quimicos que, dentro do manejo correto, proporcionam resultados
satisfatorios, porem o seu residual téxico é preocupante e a alternativa de controla-los
propdem-se o uso dos biofungicidas (BASTOS; ALBUQUERQUE, 2004; MORAES,
2006).

Com a necessidade de se obter maior produtividade e uma agrivultura mais
sustentavel, as pesquisas tém como foco a identificacdo de novos e praticos métodos
de controle de pragas que nao dependam de pesticidas quimicos. Novas abordagens
tém incluido a introducdo de pesticidas quimicos com um perfil ambiental mais
benigno e de maior seletividade, a adocao de culturas resistentes a pragas ou
tolerantes a pragas, além do uso de agentes mais eficazes para um biocontrole da
contaminacao microbiana de origem. Entre os diversos métodos para o controle de
aflatoxina, a aplicacao do controle biolégico para reduzir essa contaminacao em
amendoim, algodao e milho vem aumentando, o que certamente se configura como
um exemplo de estratégia bem sucedida (AMAIKE; KELLER, 2011).

A infeccao por Aspergillus flavus e a contaminagao por aflatoxina pode ocorrer
no campo ou durante o armazenamento. Na pds colheita, durante os processos de
manipulagéo, tais como arranquio, colheita, secagem, debulha, bem como métodos e
condicbes de armazenamento, ocorrem variacbes da umidade que provocam a
alteragdo na qualidade das sementes do amendoim (GINTING; RAHMIANNA, 2015).
E importante que em toda cadeia produtiva, os agricultores, processadores,
distribuidores e comerciantes, que sao responsaveis por todos os elos, realizem um

papel importante no controle da contaminacéao por aflatoxinas, pois eles sdo capazes
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de afirmar em quais pontos da producédo de amendoim as ag¢des para o seu controle
sao importantes.

O uso dos 6leos essenciais tem se tornado uma alternativa para controle de
agentes fitopatogénicos, das pragas agricolas e plantas infestantes, como substituicao
dos agrotoxicos na agricultura; eles sao ferramentas importantes no controle dos
micro-organismos patogénicos proporcionando o0 aumento da producdo e nao
afetando negativamente o ambiente e a saude humana (BETTIOL, 2009).

A canela (Cinnamomum Zzeylanicum) tem muitas propriedades bioldgicas,
sendo uma delas a sua capacidade antifungica, inseticida, bactericida e parasiticida
(CARMO, 2008). Diante dessas propriedades inibitérias sobre o desenvolvimento
micelial de fungos e da importancia das espécies do grupo Aspergillus flavus, que
apresentam potencial para sintese de aflatoxina em cultura do amendoim, é
necessario que estudos sejam realizados para avaliar a sua eficiéncia na eliminacao
desta contaminacao (VIEGAS et al., 2005)

Souza et al. (2004), avaliaram o efeito “in vitro” de 6leos essenciais dos
condimentos alho (Allium sativumL.), canela (Cinnamomum burnannil Meissn), cravo-
da-india (Caryophillus aromaticus L.) e tomilho (Thymus vulgaris L.) contra os fungos
associados a produtos de panificacdo: Rhizopus sp., Penicillium spp., Eurotium repens
e Aspergillus niger, isolados de paes envelhecidos. O 6leo essencial da canela inibiu
completamente o desenvolvimento de todos os fungos testados na concentragdo de
500 pg.mL™.

Nos estudos realizados por Pinto et al. (2005) em graos de milho do cultivar
HD 9486, que foram colhidos com 19,7% de umidade, imediatamente tratados, em
tratados, mecanico de graos/sementes e armazenados em tambores metalicos com
presenca e auséncia de aeracao por 17 dias com os produtos quimicos de mercado e
com os produtos biofungicos: extrato bruto de Eucalyptus citriodora; esséncia de
Eucalyptus citriodora; 6leo de girassol; 6leo mineral e com a suspensdo de 10°
UFC.mL" de Sacharomyces cerevisiae. Os resultados de inibicdo para os dois 6leos
aplicados foi de 0.7 e 0,9% dos graos, respectivamente, comparados com a
testemunha com 49,6% de grdaos contaminados. A inibicdo da aflatoxina por meio do
6leo de girassol com a aeracéo foi de 174, 8 ug.kg'. Para a testemunha foi de 36,5
ug.kg', porém o 6leo mineral no sistema com presenca de aeragdo fez com que a
afatoxina apresentasse o teor de 38,4 pg.kg' se mantivesse, mostrando-se que no
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sistema com aeracdo todos os tratamentos, inclusive a testemunha (1,2%),
apresentaram baixo nivel de mofamento dos gréos, sendo desfavoraveis ao
desenvolvimento de Aspergillus flavus e de Penicillium spp.

O dbleo essencial de canela foi aplicado por Manso et al. (2013), em materiais
de embalagem de alimentos para a inibicado do Aspergillus flavus em embalagens de
filmes de Polietileno tereftalato, sendo testado em fase de vapor, sem contato direto
com o molde PET, obtendo uma acdo antifungica em dois tipos de produtos na
concentracao de 2% (v/v) e 4% (v/v), o que mostra ser possivel escolher entre
diferentes substratos e desenvolver solu¢cdes adaptadas a situagdo especifica do
produto de alimento sem comprometer a eficacia do 6leo essencial como agente

antimicrobiano.

3.1.2 A aplicacao de biofungicidas e suas secagens

A quimigacao consiste em aplicar uma solucao, ou calda, de agroquimicos
(fertilizante, inseticida, fungicida, herbicida ou nematicida) por meio do sistema de
irrigacao. Quando se trata de produtos que atuam no solo, a aplicacao, em principio,
pode ser feita por meio de qualquer método de irrigacao: gravitacional, aspersao ou
localizado. Porém, a aplicacéo de produtos com atividade foliar somente € viavel nos
sistemas de irrigacao por aspersao: laterais portateis (convencional), pivd central,
roldo e outros (FAZOLIN et al., 2010).

Como as vagens de amendoim possuem sua superficie e formas diferentes,
algumas sao parecidas com cilindros enquanto outras se aproximam de esferas. Esse
fato proporciona uma nao uniformidade da sua retencdo de agua. Observa-se a
importancia do estudo das propriedades fisicas dos liquidos, da capacidade de
retencdo do liquido no solido, das dimensdes geométricas dos sélidos e da fracao
volumétrica dos liquidos que se aplica. A concavidade ou convexidade da interface
depende, principalmente, da relacao entre as propriedades de retencao dos liquidos
com a superficie sélida, e apresenta angulos diferentes conforme o tipo de liquido
aspergido (BRAUNER; ULLMANN, 2002).

De acordo com Ludwig et al. (2011) os equipamentos de aspersdao dos

fungicidas tém como finalidade agir como uma pelicula sobre as sementes e plantas,
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Ou seja, sdo capazes de construir uma camada de filme constituida de polimeros e
outras substéncias de recobrimento.

Atualmente, trabalhos sao realizados a fim de avaliar a retencao de agua pelas
vagens e grao de amendoim para avaliar o efeito das altera¢des, durante o processo,
do conteudo de umidade e de algumas caracteristicas morfolégicas e mecanicas das
vagens e graos de amendoim. Nos estudos realizados por Elmasry et al. (2009), o teor
de umidade das vagens e sementes mostraram, em todas as caracteristicas
dimensionais analisadas, pelo programa, um aumento do teor de umidade dentro do
intervalo testado. Isso indicou que a técnica de imagem utilizando o programa foi uma
ferramenta confidvel e eficiente para a deteccdo de alteracbes nas principais
dimensdes de amendoim sob umidade de movimento, e poderia ser considerada uma
candidata razoavel para aplicacdo industrial. As avaliagbes de imagens foram
medidas por um paquimetro digital Mitutoyo DAG-500 e a calibragdo do programa foi
realizado com a ajuda de discos circulares com diametro na faixa préxima ao de
amendoim sementes e vagens, determinando o seu didmetro, o perimetro e a area
projetada independentemente, a fim de comparar 0 aumento da retencao de agua.

E importante minimizar os efeitos dos fatores responsaveis pela reducdo da
uniformidade de aplicacdo do biofungicida. O principal deles parece ser o tamanho
das gotas (6leo + fungicida) carregadas pela agua dentro da tubulacéo de irrigacéo:
gotas grandes sdao mais sujeitas a flutuar na agua e, consequentemente, tém mais
chances de serem liberadas em maior propor¢ao nas proximidades do centro do pivé.
Para contornar esse problema, recomenda-se injetar o defensivo, somente em pivé
cuja velocidade do fluxo dentro da tubulacdo, no ponto de injecao, € superior a 1,5
m.s™'. Alinjecao do defensivo-6leo no centro do fluxo de agua (no interior da tubulagao)
por onde ela flui com maior velocidade também favorece a quebra das gotas (VIEIRA;
SILVA; RAMOS, 2003).

Apés a aplicacao dos fungicidas ou biofungicidas é importante que a secagem
do amendoim ocorra até atingir a umidade obrigatéria pela legislacao que € de 11%
para vagens e 8% para graos (BRASIL a, 2003). A secagem de produtos agricolas
pode ser definida como um processo simultaneo de transferéncia de calor e massa
entre o produto e o ar de secagem, que consiste na remo¢ao da umidade excessiva
contida no interior do grdo por meio de evaporacdo, geralmente causada por
conveccao forcada de ar aquecido, de modo a permitir a manutencéo de sua qualidade
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durante o armazenamento por longos periodos de tempo (AFONSO JUNIOR;
CORREA, 1999; RESENDE et al., 2008).

De acordo com Queiroz; Pereira e Melo (1985), ao estudarem a secagem,
experimentalmente, sdo dois os métodos comumente utilizados para analisar a
secagem de produtos bioldégicos no periodo de taxa decrescente: o empirico e o
tedrico. O método empirico consiste em formar grupos fisicos adimensionais que
podem ser facilmente investigados por experimentos de laboratério e baseia-se nas
condi¢des externas, como temperatura, umidade e velocidade do ar de secagem, ao
passo que o método tedrico constitui-se na avaliacao desses efeitos com o auxilio de
modelos matematicos.

A secagem é um processo que demanda intensa quantidade de energia o que
implica em um grande impacto comercial no custo do produto final. Os secadores
geralmente sao classificados de acordo com a forma de transmissao de calor, sendo
que a escolha do equipamento depende de especificagdes de uso e operacéo, ou
seja, dependem da finalidade a qual se destinam. Eles também podem ser
classificados como secadores de contato direto, em que o gas de secagem esta em
contato intimo com o produto e indireto quando o contato de ambos ocorre por meio
de uma superficie aquecida indiretamente (PARK et al., 2007; ARRUDA, 2008).

A secagem em monocamada refere-se ao processo no qual o material a ser
seco esta inteiramente exposto ao ar que se move através dele. Para estudo de
secagem é utilizada a camada fina do produto, a fim de compreender o que ocorre em
cada camada dos graos a serem secos. A equacao que representa o movimento de
vapor em uma camada fina do produto durante o periodo de secagem a uma taxa
decrescente é obtida utilizando-se a Lei de Newton para o aquecimento e o
resfriamento, ou seja, a taxa de variacdo da temperatura de um corpo circundado por
um fluido a temperatura constante € proporcional a diferenca de temperatura entre
eles, desde que essa diferenca seja pequena (HALL, 1980; KRZYZANOWSKI; WEST;
FRANGCA NETO, 2006).

Os modelos que empregam a teoria da difusdo, podem descrever de forma
aceitavel o perfil da distribuicdo de agua no interior de determinado produto agricola
desde que seja possivel correlacionar sua forma a geometria de um soélido perfeito,
além da exigéncia do estabelecimento de uma relagdo funcional entre o coeficiente
de difusao, o teor de agua e a temperatura (CARLESSO, et al., 2005). De acordo com
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Page (1949), ao avaliar os fatores com influéncia significativa sobre a taxa maxima de
secagem convectiva de sementes de milho, em camada delgada, e ao comparar 0s
resultados obtidos experimentalmente com aqueles obtidos com o modelo
exponencial, propés um modelo com base na equagdo de Fick, apresentado na
Equagédo 3.1, tomando-se, apenas o primeiro termo da série. Outros modelos
semitedricos que também se baseiam na Lei de Newton para resfriamento aplicado a
transferéncia de massa, os quais possuem dois termos sdo o de Henderson e Pabis
(1961) e o de Lewis (1921), se assemelhando ao de Page.

RX=X-Xe=exp (-kt") (3.1)
Xo-Xe

Em que:

RX= razao de umidade (adimensional)

k = constante de secagem;

n = constante que depende da umidade relativa e temperatura do ar de secagem;
t = tempo em segundos

X = conteudo de agua, decimal base seca;

Xe = conteudo de agua de equilibrio, decimal em base seca;

Xo = teor de agua inicial, decimal b.s.

Apé6s definir as curvas de secagem até o equilibrio com a utilizacdo de
equacoOes semi-empiricas para representar a cinética de secagem de graos, pretende-
se buscar uma forma de representar o comportamento da secagem que se ajuste
melhor aos dados experimentais (Barrozo et al., 1998; PARK et al., 2007).

Os tipos de secadores mais utilizados nas industrias sao de leito fixo, em que
a massa de graos € sujeita ao processo de secagem de carga estatica enquanto o ar
aquecido os atravessa realizando as transferéncias de energia e massa. Esse sistema
€ muito utilizado por cooperativas de secagem de amendoim, e opera com o produto
estatico, sem movimento como apresentado na Figura 3.1; carro para Secador de
Amendoim desenvolvido para atender cooperativas e agricultores com maior
movimentag&o, garantnido, assim, a qualidade do seu amendoim e o seu lucro
(AGROMERICA AGROMETALURGICA AMERICA LTDA, 2012).
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Figura 3.1: Foto do secador de carros acoplados Dragon

Fonte: Extraido do site da Agromérica Agrometalurgica América LTDA. Disponivel em:
http://www.agromerica.com.br/produto/6-carros-secador-acoplados-dragon/dados_do_produto.html
(2012)

Em camada espessa, o movimento de agua do interior dos gréos até a
superficie é analisado pelos mecanismos de transferéncia de massa, que indicarao a
dificuldade de secagem dos materiais. Durante a secagem, para que haja a
evaporacao de agua da superficie do material ao ambiente a agua deve ser
transportada do interior do sélido até a superficie (HALL, 1980; BIAGI; VALENTINI;
QUEIROZ, 1993).

Secagem estacionéria ou leito fixo-consiste, basicamente, em se forgar um
fluxo de ar através da massa de graos que permanece em repouso. Essa secagem
ocorre da base para o topo da camada de grdos, em um secador de fundo falso
perfurado, e do centro para a periferia, em secador de tubo central perfurado
(sementes). Ocorre por camadas, em virtude da formacdo da zona de secagem,
correspondente a regidao onde se efetiva o intercambio de agua do grao para o ar.
Anteriormente, a zona de secagem tem graos secos e alta temperatura e,
posteriormente, graos umidos e baixa temperatura (BIAGI; BERTOL; CARNEIRO,
2002, PARK et al., 2007).

Araujo, et al., (2014), descrevem que muitos produtos agricolas, como os
gréos de amendoim, sdo normalmente colhidos com um teor de agua inadequado para
uma correta e eficiente conservagao. Com isso, a reducéo da quantidade de agua do
material deve ser conduzida com a finalidade de se reduzir a atividade biologica e as
mudancas quimicas e fisicas que ocorrem no produto durante o armazenamento.
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Nesse contexto, a secagem € o processo mais utilizado para assegurar a qualidade e
estabilidade apds a colheita, e seu principal objetivo € a reducao do contetudo de agua
até niveis seguros, permitindo, assim, longos periodos de armazenamento sem que
ocorram perdas significativas durante o processo (MARTINAZZO et al., 2010).

3.2 MATERIAIS E METODOS

Os ensaios experimentais foram realizados no Departamento de Engenharia
e Tecnologia de Alimentos (DETA), do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas (IBILCE) da Universidade Estadual “Julio de Mesquita Filho” - UNESP/Séo
José do Rio Preto. As amostras de amendoim foram gentiimente cedidas pela
Cooperativa dos Plantadores da Zona de Guariba — COPLANA, de Jaboticabal, Sdo
Paulo.

As analises de aflatoxinas foram realizadas pela empresa “JLA Brasil
Laboratério de Analises de Alimentos S.A.”, devidamente credenciada pelo Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) — (BRASIL, 2014).

3.2.1 Materiais

Amostras de grdos e vagens de amendoim Runner |AC 886, sem
contaminacdo de aflatoxina foram coletadas na recepgdo da COPLANA,
transportadas em sacos de réafia, armazenadas sob refrigeracdo em camara fria (4 +
1 2C).

O 6leo essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum), utilizado na inibi¢do
(in sito), foi adquirido na empresa, FERQUIMICA Industria e Comércio Ltda., cujo
laudo é apresentado no ANEXO I.

3.2.2 Equipamento
Para as secagens foi construido o secador de leito fixo e fluxo cruzado, em

escala de bancada, chapa de ferro galvanizado e revestido com isopor nas regides
apos o0 aquecimento, com a plataforma de secagem em monocamada e a camara de
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secagem em camada espessa. Ele possui um ventilador axial da marca TRON, com
Poténcia: 120W, Rotacdo: 1750 rpm, Tensao: 127V / 220V / bivolt; um variador de
frequéncia; um banco de resisténcias elétricas de 1000 W da marca - COLLER
INDUSTRIA E COMERCIO DE MATERIAIS ELETRICOS Ltda., com voltagem de 220
volts, densidade de 9,0 w/cm?, temperatura maxima de 400°C; Plenum; Controlador
de temperaturas; Termopares; Camara de secagem (leito de vagens de amendoim
para monocamada e camada espessa), como apresentado no diagrama Figura 3.2. e
3.3 (a).

Figura 3.2: Diagrama esquematico do secador de leito fixo com os constituintes: 1. Ventilador axial; 2.
Variador de frequéncia; 3. Banco de resisténcias elétricas; 4. Plenum; 5. Controlador de

temperaturas; 6. Termopares; 7. Camara de secagem

]

o0

=

Fonte: Elaborado e produzido pela autora

Por meio da técnica de scale-down, baseada no volume total de vagens secas
no secador industrial, apresentado na Figura 3.1, foi determinada a altura de leito em
escala de laboratério. O secador de leito fixo industrial possui 6 m de comprimento,
2,4 m de largura e 3 m de altura, com um volume de 43,2 m3, com capacidade de
receber 23000 litros, aproximadamente 6000 kg de vagens de amendoim. A camara
de secagem em escala de laboratério foi construida com 0,75 m de altura, 0,41 m nos
lados, totalizando um volume de 0,126 m3, sendo 342 vezes proporcionalmente
menor, com a capacidade de aproximadamente 46 kg de vagens, conforme
apresentado da Figura 3.3 (b).
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Figura 3.3: Secador de leito fixo(a) e Camara de secagem (b)
ﬂ _:

(b)

Fonte: Elaborado e produzido pela autora

3.2.3 Meétodos

3.2.3.1 Secagem em monocamada

a) Obtencao dos parametros de secagem em monocamada

Antes de iniciar os experimentos de secagem das vagens de amendoim,
impregnadas com O6leo essencial, foi realizado um experimento de secagem em
monocamada a fim de determinar os parametros de secagem. Inicialmente, a
velocidade do ar de secagem foi fixada em 1,5 m.s™' com o auxilio de um anemometro
digital de modelo MDA — Il (Minipa do Brasil Ltda.), com medi¢cdes em 5 pontos da
tela. Antes de colocar as peneiras com as vagens, as temperaturas empregadas foram
40, 45 e 50 °® C com o tempo de secagem até atingir o equilibrio.

No inicio e término das secagens foi realizada, em triplicata a analise de
umidade das vagens de amendoim pelo método padrdao da estufa a 105°C por 24
horas (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). As amostras de 100 g, aproximadamente,
foram uniformemente distribuidas nas cestas de inox de 14 x 14 x 2,5 cm, formando

uma monocamada. Em seguida, as quatro cestas foram pesadas e colocadas no
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secador convectivo, com fluxo vertical de ar. Foram feitas pesagens em intervalos de
tempos regulares em uma balangca semi analitica, acompanhando-se a perda de
massa ao longo do tempo até atingir massa constante. Foram realizadas as medi¢des
da umidade relativa do ar e temperatura do ambiente, durante a secagem, com o uso

de um termohigrémetro digital. A Figuras 3.4 (a) e (b) ilustram este experimento.

Figura 3.4: Peneiras com as vagens na base do secador durante a secagem em monocamada (a),

medida da umidade relativa do ambiente e temperatura com o termohigrometro (b)
- —

(a) (b)

Fonte: Elaborado pela autora

Para o ajuste das curvas de cinética de secagem das vagens de amendoim,
utilizou-se os modelos matematicos de Henderson e Pabis, Lewis e Page,
apresentados na Tabela 3.1, por meio do programa computacional Microcal Oringin,

versio 6.0.

Tabela 3.1: Modelos matematicos para ajuste aos dados de secagens

Designacao do modelo Modelo Equacao

Henderson e Pabis (*) RU=aexp (-Kt) (1)
Lewis (**) RU = exp (-K t) (2)
Page (***) RU = exp (-Kt") (3)

Fonte: Extraido de: * Henderson e Pabis (1961); ** Lewis (1921); *** Page (1949)
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b) Aspersao do 6leo essencial de canela nas vagens de amendoim para a
secagem em monocamada

Inicialmente foi feita a pesagem das bandejas de telas vazias em seguida
foram acrescentadas cerca de 200 g de vagens de amendoim e o conjunto foi
novamente pesado. As bandejas foram colocadas abaixo do jato de aspersao,
realizado pelo auxilio de uma bomba de engrenagens MICROPUMP COLE-PARMER,
com vazao de 600 e 1000 mL.min"', por meio de aspersores agricola de cone cheio,
como mostrado no sistema da Figura 3.5 (a), de modo que o jato aspergido cobria
toda a area da peneira. As peneiras foram colocadas dentro de uma caixa plastica,
conforme mostra a Figura 3.5 (b). Sobre elas, os volumes 20, 30, 40 e 60 mL, da
solugcdo de Rodamina B a 0,02% (v/v), foi aspergido. Abaixo da peneira foi colocado
papel absorvente, devidamente pesado, e, apds a aplicacdo da solu¢cado de Rodamina
B, foi pesado novamente para verificacdo do volume ndo aderido as vagens, de modo
a determinar o volume real aderido as vagens.

Figura 3.5: Sistema de aspersdo da Rodamina B (a), vagens de amendoim na caixa plastica (b)

Solucao de
Rodamina B
Peneira
Bomba
Caixa
plastica
Aspersor
Vagens de
amendoim

(a) (b)

Fonte: Elaborado pela autora
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Ao final do processo com camera digital da marca SMASUNG HD, tirou-se as
fotos conforme apresentada na Figura 3.6. Essas fotografias foram digitalizadas e
através do software LensEye® foi determinada a area de superficie tingida e néo
tingida, de modo a avaliar a uniformidade de corante sobre as vagens (GRAJALES,
2014). ApGs a aspersao, de cada peneira, foram retiradas trés amostras de 10 g, para

a analise de umidade.

Figura 3.6: Imagens de vagens aspergidas com solucdo aquosa de Rodamina B

Fonte: Elaborado pela autora
c) Secagem em monocamada com a aplicacao do 6leo essencial de canela

Foram pesados cerca de 200 g das amostras de vagens de amendoim Runner
IAC 886, com auséncia de aflatoxina. Em seguida as amostras foram colocadas nas
peneiras, seguido de aspersado de 20 mL da emulsdo de 6leo de canela diluido em
Tween 80®, a 0,01% (v/v), na concentragdo de 0, 50 e 250 mg.mL™". Foram retiradas
trés amostras de 5 g de vagens para a realizacdo da umidade inicial e, em seguida,
as peneiras foram inseridas no secador. A secagem foi realizada a 40° C. Foram feitas
pesagens em intervalos regulares, em uma balang¢a semi analitica, acompanhando-
se a perda de massa até atingir massa constante. Realizou-se as medicées da
umidade relativa do ar e temperatura do ambiente, durante a secagem.

Apébs a secagem, foram pesadas duas amostras de 25 gramas de vagens de
amendoim e colocadas em duas cestas de nylon, as quais foram inseridas em potes
com solugdes salinas de cloreto de sédio (NaCl — Umidade ambiente de 75,3%,
simulando condi¢des similares a umidade média do municipio de Jaboticabal que é
de 70,6% (JABOTICABAL, 2015).
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Os potes foram armazenados durante 30 dias em camara DBO a 25 + 1°C,
sendo periodicamente monitorada a umidade relativa interna e a temperatura por meio
do termo-higrometro. Apds esse periodo foram realizadas as analises de Unidades
Formadoras de Colbnias de Fungos e de aflatoxinas, conforme descrito no Capitulo
2.

3.2.3.2 Secagem em camada espessa

a) Aspersao do o6leo essencial de canela nas vagens de amendoim para a
secagem em camada espessa

Para a aspersdo da emulsdo de agua-6leo-Twenn 80®, as vagens foram
pesadas, distribuidas na peneira com area de 0,26 m? e acondicionadas na caixa
plastica, como mostra a Figura 3.7, com area da secao de 0,68 m de comprimento,
por 0,38 m de largura e altura de 0,38 m, de modo a simular uma esteira
transportadora de vagens de amendoim. Sobre as vagens, a emulsao foi aspergida
por meio de bomba de engrenagens e dois aspersores agricolas de cones cheios por
15 segundos.

Figura 3.7: Imagem das caixas do experimento calibracdo do volume aspergidos (a), aspersores sobre

as vagens de amendoim.

3

U

Fonte: Elaborado pela autora

Foram utilizadas as vagens de amendoim isentas de aflatoxinas, com a
microbiota de origem, e com umidade inicial de 10,5 % (b.s). Foram pesados 2 kg para
cada aspersao de agua até completar 46 kg, os quais foram colocados na camara de
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secagem. Em seguida, as vagens foram secas até atingirem a umidade constante. As
amostras de vagens, foram colocadas na peneira e essa dentro da caixa, a qual foi,
em seguida, borrifada pela emulsdo por 15 segundos, totalizando, aproximadamente,
150 mL, emulséo de 50 mg.mL', preparadas com Tween 80® 0,1% (v/v) com solvente.
A caixa foi agitada manualmente ao longo de todo o periodo da aspersao, simulando
uma esteira. Apds esse processo, as vagens foram despejadas em caixas plasticas,
levadas para camara fria a 4 + 1°C, por 12 horas. Antes das vagens de amendoim
serem colocadas na cadmara de secagem em leito fixo foram retiradas triplicatas de 10
g de vagens da caixa de vagens para analise de umidade base seca (b. s.), conforme
método de estufa a 105 + 1 °C, durante 24 horas (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

b) Secagem em camada espessa das vagens de amendoim com aplicacao do
6leo essencial de canela e armazenamento em condi¢cdes controladas

A camara de secagem foi dividida em trés regides, conforme mostra a Figura
3.8, sendo colocados amostradores, apresentados na Figura 3.9. De cada regiao
foram obtidas duas amostras para o acompanhamento da perda de umidade das
vagens. A secagem em camada espessa foi realizada na temperatura de 40° C,
temperatura proxima a utilizada na industria (38 °C). Os amostradores foram
colocados na camada 1 (1 e 4), camada 2 (2 e 5) e camada 3 (3 e 6) em transversal.
As pesagens foram feitas em intervalos regulares de tempo, em uma balanga semi
analitica, até atingirem massa constante. Foram realizadas as medigdes da umidade
relativa do ar e temperatura do ambiente, durante a secagem, com o0 uso de um

termohigrémetro digital.
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Figura 3.8: Imagem da cadmara de secagem com 0s seis locais de amostragem das vagens de
amendoim, dois em cada camada.

Amostradores

e

Camada 2

Camada 1

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 3.9: Amostradores das vagens de amendoim.

Fonte: Elaborado pela autora

Apés a secagem, foram pesadas quatro amostras de 2,3 kg de vagens de
amendoim, colocadas em sacos de rafias e acondicionados em quatro caixas plasticas
contendo solucao salina em duas, de cloreto de sodio (NaCl — Umidade ambiente de
75,32 %) e nas outras duas (BaCl2— umidade de 90,3%), segundo RESNIK; CHERIFE
(1988), na temperatura de 25 °C. As caixas abrigaram as vagens com as
concentragdes aplicadas como 0 (auséncia de 6leo) e 50 (presenca de 6leo de canela
em 50 mg.mL"), conforme apresentado na Figura 3.10.

As caixas foram armazenados durante 90 dias na DBO a 25 = 1°C, sendo
monitorada a temperatura e a umidade relativa interna das caixas periodicamente, por

meio de um termo-higrémetro digital. Apds cada periodo foram realizadas as analises
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de Unidades Formadoras de Col6nias de fungos por gramas (UFC.g") e de aflatoxinas
conforme descrito no Capitulo 2.

Figura 3.10: Caixas plasticas de armazenamento das vagens de amendoim em umidade e temperatura
do ambiente controlada com NaCl e BaClz

Fonte: Elaborado pela autora

3.2.4 Analises estatisticas

Nas secagens em monocamadas 0s modelos matematicos foram ajustados
por meio de andlise de regressao nao linear pelo método Gauss-Newton, utilizando o
programa estatistico Microcal Oringin, versdo 6.0. Os modelos foram selecionados
considerando a magnitude do coeficiente de determinacao (R?).

No experimento de armazenamento das vagens secas em monocamada, com
a inibicdo da microbiota origem por éleo essencial de canela, os resultados foram
analisados utilizando ANOVA para o delineamento experimental adotando blocos ao
acaso em parcela subdividida (“Split-plot’) realizados com trés repeticbes para a
andlise de Unidade Formadora de Colbénias com o software Minitab 16 (Minitab Inc.,
Pensilvania, EUA). Os valores médios foram comparados por meio do teste de Tukey
em p < 0,05. As parcelas foram constituidas por trés concentragbes: 0, 50 e 250
mg.mL'. As subparcelas foram compostas por periodos de armazenamento: 0, 30
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dias para as andlises de inibicdo da contaminagéo fungica das vagens. Antes dessas
analises estatisticas foi feita a linearidade dos valores de UFC através do logaritmo
das concentragdes originais.

O experimento de armazenamento das vagens secas em camada espessa,
para avaliacdo da inibicdo da microbiota origem por éleo essencial de canela, foi
realizado por delineamento experimental interiramente causualizado com trés fatores:
umidade relativa de armazenamento com dois niveis U1 = 75,32 % e U2= 90,3%;
concentracdo de 6leo de canela com dois niveis Ci= 0 mg.mL" e C2= 50 mg.mL"' e
periodo com quatro niveis P1= 0, P2= 30, P3 = 60 e P4 = 90 dias, sendo realizadas as
analises de umidade das vagens e de unidade formadora de colénias em triplicata,
bem como as analises de aflatoxinas em duplicata. Antes das analises estatisticas dos
valores de UFC foi realizada a linearidade através do logaritmo das concentracdes
originais.

Os resultados da umidade e unidade formadora de colbnias foram analisados
utilizando ANOVA com o auxilio do software Minitab 16 (Minitab Inc., Pensilvania,
EUA). Os valores médios foram comparados por meio do teste de Tukey em p <0,05.

Os resultados das médias para as analises de aflatoxinas foram analisados
por meio de um delineamento fatorial 2x2x3. Apesar de existirem quatro periodos de
armazenamento, os resultados de P1 para aflatoxinas foram desconsiderados da
analise estatistica, pois foram condicionados em apresentarem amostras com
aflatoxinas ndo detectada (ND).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Secagem em monocamada das vagens de amendoim

3.3.1.1 Parametros de secagem de vagens de amendoim em monocamada

A Tabela 3.2 apresenta as médias das umidades de equilibrio das quatro

amostras estudadas nas temperaturas de 40, 45 e 50 °C, em que observa a tendéncia
esperada de reducao da umidade de equilibrio com o aumento da temperatura do ar
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de secagem, sendo utilizado o tempo de 2500 minutos nas curvas de 40 e 50 °C e

3000 minutos na curva com a temperatura de 45°C.

Tabela 3.2: Média da umidade relativa (%), umidade inicial e umidade final de equilibrio (g/100g b.s.),
das amostras de vagens, durante as secagens em monocamadas a temperatura de 40,

45 e 50°C
Temperatura | Umidade Relativa | Umidade inicial Umidade de equilibrio
(¢C) (%) (% b. s.) (% b.s.)
40 33,9 17,1 £0,16 4,2+0,19
45 51,6 17,1 £0,16 3,6 £0,13
50 33,0 17,1 £0,16 3,1+0,28

Na Tabela 3.3 encontram-se os valores dos parametros dos modelos de
Henderson e Pabis, Lewis e Page, ajustados aos dados experimentais das cinéticas
de secagem das vagens de amendoim nas temperaturas de 40, 45 e 50°C e os
coeficientes de determinacdo (R?). Pode-se observar que a equagdo de Page
proporciona o0 melhor ajuste em relagdo as outras equacgdes analisadas, pois
apresentou os valores mais altos para R2, 0,99. O modelo de Page também foi o que
melhor representou os dados experimentais da cinética de secagem de sementes de
feijdo quando comparado com os modelos de Thompson, Exponencial e de Difuséo
(AFONSO JUNIOR e CORREA, 1999). Também Kester et al. (2012) realizaram a
secagem de grao de soja em diferente temperaturas e umidades relativas, e aplicaram
cinco modelos aos dados experimentais verificando que o modelo de Page foi o que
melhor se adequou aos dados da cinética de secagem.

Resultados semelhantes foram obtidos para o modelo de secagem em
camadas finas proposto por Page, que se ajustou as curvas de secagem obtidas
experimentalmente para o milho de pipoca do cultivar Zélia na descricao do processo
de secagem em camada fina do milho-pipoca em todas as faixas avaliadas,
apresentando coeficientes de determinacao superiores a 99%, realizado com as
temperatura de 40, 50 e 60 °C (CORREA; MACHADO; ANDRADE, 2001).
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Tabela 3.3: Parametros (K, a, n) de ajuste dos modelos da cinética de secagem das vagens de

amendoim da variedade Runner IAC 886 e coeficientes de determinacdo R?

Modelo de Temperatura Constantes
de secagem
secagem “C) K a " R2
40 0,0016 £ 0,0001 | 0,8356 +0,0120 - 0,9861
Henderson
. 45 0,0017 + 0,0001 | 0,8408 +0,0118 - 0,9867
e Pabis

50 0,0024 + 0,0001 | 0,8443 £0,0134 - 0,9864
40 0,0021 £ 0,0051 - - 0,6758
Lewis 45 0,0022 + 0,0009 - - 0,8336
50 0,0032 + 0,0007 - - 0,8144
40 0,0152 £ 0,0015 - 0,6857 £ 0,0153 0,9915
Page 45 0,0148 + 0,0009 - 0,6945 £ 0,0103 0,9959
50 0,0178 £ 0,0008 - 0.6997 £ 0,0082 0,9998

Nas Figuras 3.11, 3.12 e 3.13 sdo apresentadas as curvas de secagem das

vagens de amendoim, ajustadas pelos modelos de Henderson & Pabis, Lewis e Page.

Nota-se que, de fato o modelo de Page foi o que melhor se ajustou aos dados

experimentas. Nota-se, também, que o tempo necessario para atingir a umidade de

equilibrio foi longo, acima de 2250 minutos. Para os ensaios em camada espessa, foi

selecionada a temperatura de 40 ° C, préxima a usada na COPLANA.

Figura 3.11: Curvas de secagem nas temperaturas de 40, 45 e 50°C para o modelo de Henderson e

Pabis.
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Figura 3.12: Curvas de secagem nas temperaturas de 40, 45 e 50°C para o modelo de Lewis.
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Figura 3.13: Curvas de secagem nas temperaturas de 40, 45 e 50°C para o modelo de Page.
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3.3.1.2 Aspersao do dleo essencial de canela nas vagens de amendoim para
secagem em monocamada

Nos experimentos de aspersao foi possivel estabelecer que a melhor vazéao,
foi de 1000 mL.min"', em que o aumento da umidade foi o menor no volume real
aspergido de 8,31 mL, com uma é&rea atingida pela solugdo maior que na vazao de
600 mL.min"*, conforme apresentado na Tabela 3.4. Nota-se que, na vazéo de 1000
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mL.min"', a &rea atingida pela solugao foi uniforme e com agitacéo ela atinge todas as
superficies das vagens, porém trata-se de uma camada de vagens delgada. Em
esteiras industriais a camada é mais espessa, assim o volume sera menor.

Nesse experimento, as imagens auxiliaram na determinacao da area atingida
pela aspersédo da solucédo apresentando-se como ocorreu a retencao da solugdo em
uma camada fina de vagens. Com os resultados definiu-se o volume a ser aplicado
na camada espessa (aproximadamente 150 mL), e o tempo de bombeamento (15
segundos).

Tabela 3.4: Resultados da andlise de imagem fornecidos pelo software Lenseye utilizando a asperséao
das vagens de amendoim com solugéo de tragador tingido com Rodamina B, nas vasdes de
600 e 1000 mL.min-"!

Experimento com vasao de 600 mL.min"’

Volume nao Volume real

Volume . . Umidade | Area reconhecida
. impregnado impregnado
aplicado (mL) (% b. s.)* | pelo software (%).
(mL) (mL)
20 5,74 14,26 13,38 25,27
30 15,29 14,71 17,38 27,06
40 13,59 26,41 12,96 23,52
50 11,55 38,45 13,66 26,49
60 16,63 43,37 13,49 27,69

Experimento com vasao de 1000 mL.min""

20 11,69 8,31 11,69 32,93
30 13,58 16,42 13,58 32,71
40 14,65 25,35 14,65 34,64
50 20,38 29,62 20,38 32,26
60 21,66 38,34 21,66 35,13

* b. s. — Umidade base seca

3.3.1.3 Secagem em monocamada com a aplicacao do 6leo essencial de canela
e armazenamento

Em todos os ensaios, a umidade inicial das amostras de vagens de amendoim
com a auséncia da aplicacdo das emulsbes de 6leo estavam com 12,59 % (b. s.).
Apés a aplicacao dos 20 mL das solugéo de éleo de canela nas concentracdes de 0,

50 e 250 mg.mL', as vagens iniciaram a secagem em monocamada com uma média
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de 16,44 % (b. s.) e terminaram com umidade de equilibrio média de 3,70 % (b. s.),
como pode ser visto na Tabela 3.5.

Tabela 3.5: Variagdo da umidade das vagens de amendoim, com auséncia e presenca da emulsao de

6leo essencial de canela, nas secagens em monocamadas a 40 °C

Concentracao da emulsao de 6leo Média
: -1
Umidades (%b. s.) aplicada (mg.mL") das umidades
0 50 250 (% b. s.*)

Umidade inicial 12,59+1,95| 1259+0,55 | 12,59 +0,62 12,59
Umidade apods a

L 19,63+0,19| 14,34 +£0,08 | 15,34 +£0,16 16,44

aplicacao
Umidade Final 3,61+0,13 | 4,06+0,19 | 3,69+0,28 3,79

* b. s. — Umidade base seca

A temperatura do ambiente de secagem, apresentada na Figura 3.14, nas
secagens em monocamada com a aspersao das emulsdes de 6leo de canela na
concentracgdes de 0, 50 e 250 mg.mL"', foram monitoradas durante as secagens. Na
secagem com 0 mg.mL" ocorreu um aumento de 25,6 a 30,6 °C na temperatura
ambiente. Na curva de secagem com a concentragdo da emulsdo em 50 mg.mL"
ocorreu uma oscilagado da temperatura, a secagem iniciou-se as 11:00 horas da
manha, momento em que a temperatura foi de 29,8 °C. Durante a noite a temperatura
diminuiu e no dia seguinte ocorreu um aumento, e voltou a atingir 29,2 °C. Na secagem
com a concentragdo de 250 mg.mL", os resultados apresentaram uma diminuigcio da
temperatura de 32,5 para 28 °C.

Na Figura 3.15, apresentaram-se o0s resultados da umidade relativa do
ambiente durante as secagens em monocamadas com a auséncia da emulsao de 6leo
de canela (0 mg.mL"), e com a presenga da emulsdo do 6leo de canela nas
concentracdes de 50 e 250 mg.mL*, a 40 2 C. Observou-se que a umidade relativa do
ambiente na secagem sem o 6leo apresentou uma diminui¢cao importante, com o seu
indice inicial no valor de 49,2 % e o final 40,5 %. Notou-se que em todas as secagens
nao ocorreu aumento da umidade relativa, mas sim diminuicdo durante os ensaios,
com os valores proximos a 40 %, ideais para a realizagao de secagem de vagens de
amendoim, segundo o Instituto Agronémico de Campinas (IAC, 2001, SUASSUNA et
al., 2005).
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Figura 3.14: Temperatura do ambiente durante a secagem em monocamada das vagens de amendoim
com a aplicagao da emulsao de éleo de canela nas concentragdes de 0, 50 e 250 mg.mL",
na temperatura de 40 °C
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Figura 3.15: Umidade relativa do ambiente durante a secagem em monocamada das vagens de
amendoim com a aplicagdo da emulsdo do éleo de canela nas concentragbes de 0, 50 e

250 mg/mL, na temperatura de 40 °C
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Observa-se, na Tabela 3.6, que os parametros do modelo de Page sofreram
pouca variacao devido a aplicacdo da emulsdo de 6leo essencial, o que se podia
esperar devido a baixa concentracao de 6leo na emulsao. De modo geral o resultado
foi satisfatério, uma vez que o coeficiente de determinacgéao foi superior a 0,98.
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Tabela 3.6: Parametros (K e n) de ajuste pelo modelo de Page da cinética de secagem das vagens de
amendoim da variedade Runner IAC 886, com éleo essencial de canela nas concentracoes

de 0, 50 e 250 mg.mL"! e coeficientes de determinagao R?, realizadas a 40° C

Concentracao do Parametros
6leo essencial de
canela mg/mL K n R?
0 0,0148 + 0,00097 0,0945 + 0,01039 0,9959
50 0,0153 £ 0,00149 0,0845 + 0,01535 0,99153
250 0,0109 + 0,00224 0,0705 + 0,02073 0,98318

Tem-se, na Figuras 3.16 a curvas de secagem ajustadas pela equacao de
Page para as vagens de amendoim com auséncia do 6leo essencial de canela (0
mg.mL""). Na Figura 3.17, tem-se as curvas de secagem das vagens de amendoim
aspergidas com as concentragdes de 6leo essencial de canela de 50 (a) e 250 (b)
mg.mL™", na temperatura de 40 °C, no programa Oringi 6.

Figura 3.16: Curva de secagem das vagens de amendoim sem a aplicagdo da emulsao do 6leo de

canela na temperatura 40 °C
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Figura 3.17: Curvas de secagem das vagens de amendoim com a aplicagdo da emulsdo de éleo
essencial de canela nas concentragdes de 50 (a) e 250 (b) mg.mL! para a secagem em

monocamada a 40 °C
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As curvas de secagem mostraram que apo6s 24 horas, a umidade diminuiu
moderadamente, j& apresentando o equilibrio, e atingindo a umidade abaixo do limite
exigido pela legislacédo vigente para vagens <11% e para os graos, <8% (BRASIL a,
2003).

Verificou-se que as curvas de secagem se apresentaram bem definidas, sem
grandes flutuagdes nos pontos indicados, para o0 modelo matematico, mostrando boa
condicdo durante a secagem em monocamada. Resultados semelhantes foram
encontrados por Sousa et al., (2006) na secagem de mamona. O modelo de Page
também foi o que melhor representou os dados experimentais da cinética de secagem,
em camada delgada, de sementes de feijdo quando comparado aos modelos de
Thompson e Exponencial e de Difusdo (AFONSO JUNIOR e CORREA, 1999).
Também Kester et al. (2012) realizaram a secagem de grao de soja em diferentes
temperaturas e umidades relativas. Eles ajustaram os dados para cinco modelos
matematicos sugeridos na literatura e verificaram que o modelo de Page foi o que
melhor se adequou aos dados da cinética de secagem. Portanto o uso do modelo de
Page, no ajuste dos dados experimentas da secagem de vagens de amendoim,
apresentou um alto coeficiente de determinagao.

Apos a secagem das amostras de vagens de amendoim, realizou-se a analise

de UFC.g"' para a avaliagdo da contaminagcdo no tempo zero, e apés 30 dias de
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exposi¢do a ambiente com umidade relativa e temperatura controlada a 75,3% e 25 +
1 °C, respectivamente, sendo os resultados apresentados na Tabela 3.7. Foram
realizados a andlise de variancia das médias dos resultados, conforme apresentado
no APENDICE C1, em que foi possivel verificar uma inibicdo de 58,3 % para a
concentracdo de 50 mg.mL' e de 76,71% na concentragdo de 250 mg.mL" apés 30
dias do armazenamento, ndo ocorrendo a producado de aflatoxina e mostrando-se,
consequentemente, limites inferiores aos exigidos pela legislacao vigente (BRASIL a,
2011; BRASIL b, 2011).

Prado et al. (1991) realizaram ensaios de isoterma de crescimento e produgao
de aflatoxina para graos da variedade Tatu Vermelho de amendoim com
contaminacao de origem a 25° C no periodo de 120 dias e UR variando de 75 a 97 %.
Eles concluiram que o crescimento foi lento em até 60 dias de armazenamento, mas
a contagem de fungos e leveduras em 15 dias foi de 3,0 log UFC.g", para fungos e
5,0 log UFC.g" para leveduras, na UR de 97 %, entretanto, em 90 dias, em todas as
umidades o crescimento foi na faixa de = 6,0 log UFC/g. Resultados semelhantes
foram determinados por Gorayeb, (2007), no armazenamento de vagens por 30 dias
com auséncia de 6leo essencial de canela, em que a contaminagdo fungica do
Aspergillus flavus, foi de 8,23 Log UFC.g". Nota-se que, com a aplicacio da emulsao
com Oleo de canela, a contaminacao e a aflatoxina mostraram-se bem inferiores, na

umidade relativa de 75,3 %.

Tabela 3.7: Inibicao da contaminagao fangica de origem (log de UFC.g') das vagens de amendoim por

6leo essencial de canela armazenadas em umidade controlada por 30 dias

Concentracéo do 6leo de canela Periodo de armazenamento (dias)
(mg.mL") 0 30
0 8,47 £ 0,21 aA 8,67 £ 0,24 aA
50 7,98 £ 1,37 aA 4,31 + 1,84 bB
250 6,71 £ 1,41 aB 2,02 + 0,98 bB

Médias seguidas da mesma letra minUscula, nas concentragbes, ndo diferem entre si a 5% de
significancia, pelo teste de Tukey.

Médias seguidas da mesma letra maiuscula, nos periodos, ndo diferem entre si a 5% de significancia,
pelo teste de Tukey.
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3.3.2 Secagem em camada espessa de vagens de amendoim

3.3.2.1 Parametros da aspersao sobre as vagens de amendoim para a secagem
em camada espessa

Nos resultados da aspersédo nas vagens, Tabela 3.8, para a secagem em
camada espessa, foi realizada a calibracao da aspersdao com sistema de mangueira e
os dois aspersores (A e B) onde aspergiu-se agua nos tempos cronometrados para
definir o volume a ser aplicado em 2 kg de amostras, sendo o total de massa de vagens

necessario para obter-se uma camada uniforme sobre a peneira, a cada aspersao.

Tabela 3.8: Volume (mL) da aspersado nas vagens de amendoim para a secagem em camada espessa,

com vazao da bomba de 1000 mL.min"!

Béquer (aspersor) Tempo de aspersao (segundos)
15 20 25 30
A (primeiro) 60 150 180 220
B (segundo) 100 100 115 140
Volume Total (mL) 160 250 295 360

Com esses valores definiu-se que os aspersores seriam mantidos por 15
segundos em cima da peneira que continha as vagens para a umidade aumentar
aproximadamente 2% b.s., pois se 0 aumento for muito grande o custo aumentara
tornando essa aplicacao inviavel. Para preparar 1 litro da emulsao foram colocados
48,52 mL de 6leo essencial de canela com densidade de 1,03 g.mL"'. Na aspersdo
dos 46 kg de vagens de amendoim foram utilizados 3680 mL dessa emulsao, portanto
foram necessarios 178,5 mL de 6leo cujo custo no mercado atual é de R$ 460,00 o
litro, conforme apresentado no ANEXO Il. O total gasto para a aspercao das vagens
de amendoim para encher a camara de secagem foi de R$ 82,11 com o 6leo essencial
de canela nesse ensaio. Para a aplicagao industrial, nos 6000 kg de capacidade da
carreta de secagem, serao gastos R$ 10.710,00 com a aplicacado da emulsao do 6leo
de canela, portanto o valor € muito alto para a aplicacao nas vagens.

Teresa Cristina Castitho- Gorayed-



155

3.3.2.2 Umidade relativa e temperatura do ambiente durante a secagem em
camada espessa

Foram realizada as medi¢cées da umidade relativa do ambiente durante a
secagem e observou-se que durante esse periodo ocorram alteragdes com um
aumento significativo, saindo de 47,3% no inicio para 56,4% no final, como
apresentado na Figura 3.18. A temperatura do ambiente, durante a secagem em
camada espessa, manteve-se estavel em média 30 = 1 °C.

Figura 3.18. Umidade relativa e temperatura do ambiente durante a secagem em camada espessa das

vagens de amendoim com a aplicagao da emulséo de éleo de canela a 40 °C
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3.3.2.3 Umidade e temperatura das vagens de amendoim com a aplicacao do
6leo essencial de canela durante a secagem em camada espessa

Os resultados da média de umidade das vagens antes e apds a aplicacdo do
6leo de canela foi de 10,50 + 0,5 % (b. s), e 11,35 £ 0,4 % (b. s.), respectivamente.
Na Tabela 3.9 pode-se observar que a temperatura média das camadas foi de 37,2,
36,7 e 35,7 °C nas camadas 1, 2 e 3, respectivamente. Uma reducao pequena, mas
esperada para esse tipo de ensaio. No entanto, o comportamento da umidade das
vagens em relacao as camadas foi atipico, diminuindo da base para o topo, quando
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se deveria esperar 0 oposto. Possivelmente, a pequena altura do leito, as variacdes
ambientais das condi¢cdes termodinamicas do ar e a pequena amostragem devem ter
ocasionado esse comportamento. De todo modo, as variacbes foram pequenas e
pode-se considerar a umidade final uniforme em toda a camada espessa.

Tabela 3.9: Média das Temperaturas e umidades das camadas de vagens de amendoim durante a

secagem em camada espessa

UMIDADE FINAL DAS VAGENS NAS CAMADAS (% b.s.)

Camadas Camada 1 Camada 2 Camada 3 Média

Umidade 7,49 + 0,74 6,5304 *+ 0,53 6,37 + 0,84 6,80 + 0,70

TEMPERATURA NAS CAMADAS

Camadas Camada 1 Camada 2 Camada 3

Entrada | Saida | Média
Termopares 1 4 2 5 3 6

Temperatura (°C) | 37,2 37,1 36,7 36,7 34,9 | 352 38,0 35,0 36,4

Média nas
37,2 36,7 35,1 36,3
camadas

No secador industrial, a umidade das vagens € monitorada com amostragem
em trés pontos da carga, com o auxilio do amostrador de fases. A secagem é
encerrada quando a umidade média das vagens de graos de amendoim alcangam o
teor maximo < 8% de umidade recomendado para ser armazenado com seguranga e
< 11% para as vagens (IAC, 2001, BRASIL a, 2003). No capitulo 1 observou-se que
a umidade média das trés safras, no 3° més de armazenamento, foi de 7,17 (% b.s.),
o ideal para prevenir a infestacao fungica. Se esse limite de umidade for superior ao
de seguranca o lote é amostrado para analises de aflatoxina e se ndo for detectada
esse é encaminhado para a secagem novamente e enviado para o beneficiamento.
Quando o teor de aflatoxinas toais for superior a 20 pg.kg™' o lote € encaminhado para
a producéao de dleo.
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3.3.2.4 Umidade relativa e temperatura nas caixas durante o armazenamento
das vagens de amendoim

Durante o armazenamento foram realizadas as medicdes de umidade no
interior das caixas a cada 15 dias. Verificou-se que as umidades do ambiente de
armazenamento ndo atingiram o valor previsto para o equilibrio termodindmico com
as solucdes salinas saturadas e cloreto de sédio (umidade prevista de 75,3 %) e
cloreto de bario (umidade prevista de 90,3%), pois, para NaCl, a umidade foi em média
de 70,7 %, enquanto para o BaClz apresentaram média de 80,0 %, como pode ser
visto na Tabela 3.10. Essa diminuicdo ocorreu porque as caixas nao Ssao
hermeticamente fechadas. Para a temperatura, a média em todas as caixas foi de 25,4
°C, mostrando que as condi¢cdes da camara climatica foram mantidas ao longo do

ensaio.

Tabela 3.10: Umidade relativa e temperatura interna das caixas de armazenamento durante 90 dias

Caixas plasticas
U1 - NaCl U1 - NaCl U2 - BaCl, U2 - BaCl,

Periodo (dias) (C1-0mg/kg) | (C2-50mg/mL) | (C1-0mg/kg) | (C2-50mg/mL)

Umidade T Umidade T Umidade | T Umidade T
(%) (°C) (%) (°C) (%) (°C) (%) (°C)

0 69,1 24,8 68,9 25,0 69,3 | 25,1 69,2 25
15 67,8 25,2 70,1 25,3 79,3 | 26,0 80,3 25,4

30 70,0 25,6 69,4 26,1 78,1 25,1 82,2 25,1
45 70,3 25,1 70,2 25,4 78,2 | 253 80,8 25,3
60 71,1 26,1 75,0 26,8 850 |268| 8302 | 265

75 71,0 25,0 72,4 24,8 84,1 25,1 82,3 25,1
90 71,5 25,4 73,4 25,1 84,1 25,3 84,2 25,3
Média 70,1 25,3 71,3 25,5 79,7 |255| 803 25,4
Desvio padréo 1,3 0,4 2,3 0,7 5,5 0,6 5,1 0,5
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Com essas condi¢gées no armazenamento, a caixa com NaCl apresentou a
umidade ambiente mais baixa, aproximadamente 70,7%, semelhante a do municipio
de Jaboticabal, e excelente como comparativo das condi¢ées de armazenamento das
industrias. No entanto, porém na solu¢do de BaClz a umidade nao foi alta ao indice
ideal para ocorrer a producao de aflatoxinas. Desse modo ocorreram a interferéncia
nos resultados das analises.

3.3.2.5 Umidade das vagens de amendoim durante o armazenamento

Nos resultados da umidade das vagens de amendoim armazenadas,
apresentados na Tabela 3.11, foi realizada a analise de variancia (ANOVA) a qual
encontra-se no APENDICE C2. Nas vagens armazenadas na caixa com umidade U1
— NaCl sem a aplicacéo da emulsao do éleo de canela (0 mg/mL), observou-se que a
umidade das vagens apresentaram um aumento de 0,87 % b. s. Para as vagens
armazenadas na caixa com a mesma umidade, mas com a aplicacdo da emulsao do
6leo de canela na concentragio de 50 mg.mL", o aumento foi em média de 2,46 % b.
s. As amostras armazenadas na caixa com umidade U2 — BaClz, sem a aplicacao da
emulsao do 6leo de canela, C1 - 0 mg/mL, apresentaram um aumento em média de
3,45 % b. s., com o valor em média de 13,75 % b. s., e na U2 - BaClz, C2 - 50 mg/mL,
com o aumento de 5,47 % b. s., atingindo a umidade média de 12,27 % b. s. Em
ambos 0s armazenamentos as umidades ultrapassaram o limite permitido pela
legislacédo, que é superior a 11 % b. s. (BRASIL 2003). Os resultados demonstraram
a importancia da implantacao do sistema de ventilacdo dos ambientes nas unidades
armazenadoras para os produtos a granel e em sacos, de acordo com a legislacao
exigida pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), (2011).

No trabalho de Azeredo, et al., (2005), ao avaliarem as sementes de
amendoim armazenadas dentro e fora das vagens, em duas embalagens (papel e
metdlica), por quatro periodos (3, 6, 9 e 12 meses) e duas condi¢cbes de
armazenamento (ambiente ndo controlado e camara seca, a 65% de UR e 20°C,
revelaram que as umidades das sementes, mantidas nos dois tipos de embalagens,
oscilaram em torno de 5,7 % b. s. a 7,4 % b. s. Em embalagem metélica, sob
condicdes de ambiente ndo controlado, o efeito significativo sé foi verificado para as
sementes conservadas fora das vagens, com pequenas variacbes ao longo do

Teresa Cristina Castitho- Gorayed-



159

armazenamento. O teor de umidade manteve-se constante a partir do sexto més de
armazenamento, enquanto as sementes conservadas dentro dos frutos apresentaram
uma pequena oscilagdo; porém, atingindo no final do periodo uma umidade de 7%,
idéntica a do tratamento testemunha. Esses resultado foram diferente dos obtidos
neste trabalho, em que em todas as condigdes ocorreram aumentos da umidade das
vagens. Contudo deve-se levar em consideracao que a umidade relativa foi de 65 %.

Tabela 3.11: Umidade das vagens de amendoim com auséncia e presenca de 6leo essencial de canela,

armazenadas durante 90 dias

Umidade Periodo (dias) .
Média e
relativa do .
tolc tracs desvio
armazenamento oncentracao
¢ 0 30 60 90 padrio
das vagens (mg.mL")
U1 — NaCl c1-0 10,5+05¢cd | 11,5+0,1¢cd | 11,7+ 04cd | 11,1+0,1¢cd | 11,1 +0,53
(75,3 %) C2-50 | 68+0,7cd | 10,3+0,2d |10,7+1,1cd | 11,0403 cd | 11,0195
U2 - BaCl2 C1-0 10,5+0,5¢cd | 13,9+02b | 17,1+0,8a | 166+0,7a | 16,6 + 3,03
(90,3%)
2. 50 6,8+07cd | 123+0,1bc | 177+1,0a | 168+0,8a | 16,8 +4,99

Médias seguidas da mesma letra mindsculas, nao diferem entre si a 5% de significancia, pelo teste de

Tukey.

3.3.2.6 Inibicao da contaminacao fungica de origem do 6leo de canela durante

0 armazenamento em umidade e temperatura do ambiente controladas.

Na Tabela 3.12 sdo apresentados os resultados da inibicdo da contaminacao
fungica de origem para as amostras na auséncia do 6leo essencial de canela e com a
aplicacdo da emulsdo do 6leo com 50 mg.mL", armazenadas em ambiente com a
umidade 75,32 % e 90,3%, foi realizada a analise de variancia das médias (ANOVA)
que esta apresentada no APENDICE C3. Observou-se que os resultados da a
contaminacao fungica ndo apresentaram diferencas significativas nos diferentes
periodos e nas diferentes concentracdes de aplicacdo do 6leo essencial de canela
com os valores de 8,01 a 8,48 em Log UFC/g para a testemunha. As amostras
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armazenadas com a aplicacao de 6leo essencial de canela na concentragdo C2 (50

mg.mL" do 6leo), apresentaram valores inferiores, mas ndo expressivos.

Tabela 3.12: Unidade formadora de col6nia (UFC/g) das vagens de amendoim com auséncia e

presenca de 6leo essencial de canela, armazenadas durante 90 dias

Umidade Periodo (dias)
relativa do Concentragao Média Log
armazenamento| (mg.mL") 0 30 60 90 UFC.g"
das vagens
U1 — NaCl C1-0 8,01+0,7a | 825+05a | 825+0,5a 8,50+0,2a 8,2510,2
(75,3 %) C2-50 752+21a | 817+0,7a | 8,17+0,7a 6,20 £0,2 a 7,51 £0,93
U2 - BaCl, C1-0 8,01+0,7a | 848+0,4a | 848+04a 8,26 +0,2a 8,31 £ 0,22
(90,3%) C2-50 752+21a | 837+0,1a | 837+0,1a | 835+0,9a 8,15+ 0,42

Médias seguidas da mesma letra mindsculas, nao diferem entre si a 5% de significancia, pelo teste de

Tukey.

Os pesquisadores, Tripathi e Kumar, (2014), isolaram os fungos de sementes
de amendoim armazenadas em lojas no municipio de Uttar Pradesh, india Oriental.
Eles identificaram quinze espécies de fungos e um inseto, extrairam 6leos essenciais
de 32 espécies de plantas, que foram avaliadas contra os quinze fungos, entre eles
os mais frequentes: Aspergillus flavus e Aspergillus niger. O 6leo de canela
(Cinnamomum tamala Nees and Eberm) foi aplicado nas 200 g de sementes, nos
volumes de 250 e 380 pL/mL, sendo armazenadas as sementes por 6 meses em
recipientes de capacidade 250 mL. O éleo de canela apresentou uma inibicao de 30.0
% contra o Aspergillus flavus e de 23,0 % para o A. Niger na concentracao de 250
uL/mL. Resultados superiores aos desse ensaio, porém inferiores aos ensaios de
monocamada, em que néo foi realizada a secagem do milho em estufa.

No trabalho semelhante a esse, Mengal, (2010) aplicou os 6leos essenciais
de Eucalyptus spp., extraido de nove espécies de plantas, nas concentragdes de 30,
60, 240, 480, 1260 pL/100 g, em graos de milho, contaminados por A. flavus e
armazenado em caixas plasticas por 27 dias, sob a umidade controlada de solucéo
salina de NaCl sem a presenca de luz. Apds esse periodo, as amostras foram
analisadas quanto a presenca de colénias de fungos nos graos e para os 6leos de E.
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staigeriana, E. grandis, o hibrido E. grandis X E. urophlla foram obtidas as maiores
inibicoes.

Atualmente sdo realizados muitos trabalhos de inibicdo dos fungos in vitro,
com o uso de Oleos essenciais, porém, no momento de analisar as aplica¢des in sito,
as dificuldades quanto a metodologia s&o grandes, principalmente quanto a métodos
acrace de como realizar a aplicacdo das vagens e como armazena-las, o que sugere

mais trabalhos de aplicacao.

3.3.2.7 Inibicao da contaminacao das Aflatoxinas pelo 6leo de canela durante o
armazenamento em umidade e temperatura do ambiente controladas.

A Tabela 3.13 apresenta os resultados da producao de aflatoxina pelos fungos
de contaminacéo de origem das vagens de amendoim, na auséncia da aplicacao do
6leo essencial de canela (testemunha) e com a aplicacdo da emulsdo do 6leo na
concentragdo 50 mg/mL. A média dos resultados obtidos foram submetida a andlise
fatorial, que apontou somente o fator “Concentracdo de dleo essencial de canela”
como significativo a 5% (p = 0,036).

Quanto aos teores iniciais das testemunhas com a auséncia e presenca do
6leo essencial de canela na concentracao de 50 mg/mL, a producgéo de aflatoxina néo
foi detectada (ND). Apds 30 dias ocorreu um aumento significativo na producéo de
aflatoxina nas amostras armazenada em ambas as umidades relativas com a
auséncia da aplicacao do 6leo essencial de canela, ndo sendo detectada nas
amostras com a aplicacdo de 6leo. No armazenamento de 90 dias, a producéo de
aflatoxina nas duas amostras com a auséncia da aplicagcdo do 6leo essencial de
canela, apresentaram um aumento significativo de 2338,9 e 1071,17 ug.kg™', nas
umidades U1 e U2, respectivamente. Os resultados com a aplicacéo do éleo essencial
de canela apresentaram teores de aflatoxina inferiores aos limites exigidos pela
legislacao vigente (BRASILa, 2011), na condicao de armazenamento até 90 dias s6
para a umidade relativa de 75,3% (U1), ocorrendo a presenca nas condicbes de
umidade relativa de 90,3% (U2) em niveis elevados. A analise de variancia (ANOVA)
dos resultados da aflatoxinas total (somatéria de B1, B2, G1 e G2) sdo apresentados
no Apéndice C4.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Gorayeb, (2007), ao analisar
aflatoxina nas vagens de amendoim contaminadas por A. Flavus, por cromatografia
em camada delgada (CCD). Observou-se que apds 15 dias de armazenamento as
vagens apresentaram o teor de 4182,62 ug/kg, e aos 30 dias de armazenamentos, 0
teor aumentou para 5155,73 ug/kg, quando a umidade relativa foi de 90,3%.

Tabela 3.13: Média dos niveis de aflatoxina total das amostra de graos de amendoim armazenadas

nas vagens durante 90 dias, com a presenca e auséncia de 6leo essencial de canela

Periodo (dias) Média da
Umidade do | Concentracgao Aflatoxina
H o, -1
ambiente (%) (mg.mL™) 0 30 60 90 total
(Hg-kg")
U1 - NaCl Ci-0 ND 468,4d 2338,9b 1350,83 ¢ 1039,53
(75,3%) C2-50 ND ND ND ND ND
U2 - BaCl, Ci-0 ND 1196,43 ¢ 1071,17 ¢ 3312,71 a 1395,08
(90,3%) C2- 50 ND ND 8,11 e 1350,86 ¢ 339,74

ND - Os resultados menores que o Limite de Deteccao do Método (LDM)

Médias seguidas da mesma letra mindsculas, nao diferem entre si a 5% de significancia, pelo teste de
Tukey.

Passone et al., (2010), ao analisarem o armazenamento de amendoim com
contaminagao de origem, durante cinco meses, em Cordoba na Argentina, preparam
quatro big begs com vagens de amendoim secas até atingirem a atividade de agua de
0.92 £0.01,0.88 £ 0.01, 0.84 £ 0.01 € 0.76 £ 0.02, sendo as sacas colocadas em um
armazém com ventiladores de ar a fim de renovar o ar durante o periodo de
armazenamento, e termopares para monitorar a temperatura das vagens de
amendoim. Verificaram que as amostras apresentaram um aumento de 86,8 para
204,0 ug.kg'. O segundo iniciou com 3,9 e terminou com 140,9 ug.kg™, e o terceiro
iniciou com 1,1 pg.kg™ e terminou com 12,5 pg.kg™. O big beg que iniciou com a menor
Aw nao apresentou teores de aflatoxinas durante os cinco meses.

Zordete et al., (2013), mostraram a contaminacao de origem de sementes e
vagens de cultivares de amendoim Runner IAC 886 com umidade inicial de 11%,
armazenados no periodo de abril a setembro de 2006, na Cooperativa Agricola Mista
da Alta Paulista (CAMAP) — SP. Os terrores de aflatoxinas iniciaram em 0.3 ug.kg™' e
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nao detectado ND, para os graos e para as vagens, respectivamente, terminaram com
ND, para os grdos e para as vagens 1,3 ug.kg™, no periodo de abril a setembro. Os
resultados indicam um baixo risco de producao de aflatoxina, ja que a cooperativa
possui a implantacdo das boas praticas de fabricacdo (BPF) durante o
armazenamento. Os resultados obtidos discordam deste trabalho para as vagens com
a contaminacdo de origem, pois elas foram condicionadas em ambientes com

umidades relativas altas.
3.4 CONSIDERACOES

Na avaliacdo da eficiéncia do biofungicida éleo essencial de canela na
infestacdo fungica e de aflatoxinas contra a microbiota de origem nas vagens de
amendoim, quando na aplicacdo da emulsao seguida da secagem em monocamada,
pode-se concluir que o modelo de Page apresentou o melhor ajuste dos dados
experimentais com o coeficiente de determinacao de 0,99. Ocorreram inibicoes
satisfatérias nas concentragdes aplicadas com niveis abaixo dos exigidos pela
legislacao vigente, durante o periodo de armazenamento em ambiente com a umidade
relativa e temperatura controladas préximas as condi¢cdes do municipio de Jaboticabal
— SP.

No entanto, na avaliagdo da eficiéncia do 6leo essencial de canela, aplicado
nas vagens de amendoim com a microbiota de origem armazenadas com duas
condicbes de umidade e temperatura controladas, em que a primeira é semelhante a
do municipio de Jaboticabal e a segunda assemelha-se a condicbes de umidade mais
altas, as quais, apos a aplicagcdo da emulsdo foram secas em camada espessa,
concluiu-se que a inibicdo da microbiota nao foi satisfatoria nas duas condicbes em
todos os periodos e que a aflatoxina apresentou altos teores nas amostras em
auséncia da aplicacao do éleo de canela. Nas vagens com a aplicacao da emulsao de
6leo, ndo apresentou eficiéncia nos dois periodos do armazenamento para a
infestacdo fungica com indices superiores ao limites da legislacao, porém, quanto a
inibicdo da aflatoxina no primeiro periodo ndo foram detectadas nas duas condi¢des
de armazenamento, mas no segundo periodo, as amostras apresentaram o teor de

aflatoxina baixo, inferior ao exigido por lei.
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Nas aplicacdes das emulsdes do 6leo de canela, nas concentracoes aplicadas
nos dois ensaios de inibicdo apresentaram um odor forte de canela que interfere nas
caracteristicas sensérias, proporcionando um odor caracteristico nos graos, além do
custo do 6leo ser alto.
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CAPITULO 4

CONCLUSAO

Ao final deste trabalho pode-se concluir que:

v Na andlise da infestacdo fungica das vagens de amendoim Runner |IAC 886,
coletadas na regidao proximas ao municipio de Jaboticabal — SP, foi observado que
a umidade, a contagem de unidade formadoras de col6nias de fungos e os teores
de aflatoxina das vagens de amendoim, durante a colheita e pds-colheita,
necessitam estar dentro dos padroes decrescentes a serem atingidos, em funcao
das condicoes preventivas para o nao crescimento dos fungos micotoxigénicos, e
atingindo no armazenamento os limites exigidos pela legislacdo vigente. Para a
conquista dos padrdes ideais em cada etapa da colheita e pds colheita a
implantacdo das Boas Praticas Agricolas, de Fabricacdo e com do plano APPCC,
€ comprometimento do trabalho conjunto entre os produtores, cooperativas e
orgaos governamentais, para a preservacao da qualidade do amendoim e a
conquista dos mercados internos e externos cada vez mais exigentes.

v" A avaliacdo da atividade antifingica dos extratos das plantas apresentaram um
potencial baixo na inibicdo do crescimento micelial (ICM) do Aspergillus flavus,
porém os O6leos essenciais apresentaram uma inibicdo alta em concentracdes
baixas para os 6leos de canela, cravo da india e cidreira, ao passo que para 0s
Oleos de orégano e manjericdo as inibicdes foram baixas. As mesmas inibigdes
contra o A. flavus foram confirmadas na aplicacdo da metodologia de concentragcéo
inibitéria minima (CIM) apresentando o 6leo de canela como o ideal para as
aplicagbes de contato com as vagens. Na aplicagao de contato contra o A. flavus e
microbiota de oringem, as inibicdes das contaminacdes fungicas foi reduzida
significativamente, atendo os limites exigidos. No entanto, quando em
concentracdes altas, o 6leo de canela, cravo e cidreira, causanram a presenca de
odor forte; na aplicagdo do 6leo de canela contra a microbiota de origem, os teores
de aflatoxinas foram inferiores ao exigido pela legislacdo vigente. Podendo-se,
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também, determinar que os principios ativos dos 6leos esséncias sdo substancias
capazes de inibirem os Aspergillus flavus reduzindo a producéo de aflatoxinas em

condi¢des de umidade e temperatura controladas.

v A eficiéncia do 6leo essencial de canela contra a microbiota de origem com a
secagem em monocamada, apds a aspersdo, mostrou-se eficiente reduzindo a
infestacdo fungica, ap6s o periodo de armazenamento em condicbes de
temperatura e umidades relativas controladas. Os indices foram inferiores aos
exigidos por lei, ndo permitindo a presenga de aflatoxina na umidade similar a do
municipio de Jaboticabal — SP. Quanto ao ensaio com secagem em camada
espessa ocorreu a producao de aflatoxinas nas condicbes de umidade mais alta,
porém os teores estdo abaixo dos exigidos no periodo de sessenta dias, ocorrendo

a presenca s6 no periodo de armazenamento.

v A aplicacao dos 6leos essenciais mostrou-se promissora para o uso antes da etapa

de secagem em amendoim, principalmente por prevenir o uso de agrotéxicos.
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APENDICE DO CAPITULO 1:

APENDICE A1 — Andlise de variancia (ANOVA) das médias das umidades dos solos

coletados nas etapas da colheita e p6s-colheita na regido de Jaboticabal — SP.
SQ GL MQ F Valor-P | F critico

Fonte da variacao
Entre as Safras 283,6058966 | 2 |141,8029483 |6,96708271|0,027268 | 5,143253

Residuo 122,1196483| 6 |20,35327471
Total 405,7255449 | 8

APENDICE A2 — Anélise de variancia (ANOVA) das médias das unidades formadoras
de col6nias de fungos nos solos coletados nas etapas da colheita e pds-colheita nas

safras na regiao de Jaboticabal — SP.

Fonte da variacao sSQ GL MQ F valor-P | F critico
Entre as safras 9,480956 2 4,740478 7,731981 |0,021844 |5,143253
Residuo 3,6786 6 0,6131
Total 13,15956 8

APENDICE A3 - Analise de variancia (ANOVA) das médias das umidades das vagens

de amendoim coletados nas etapas da colheita e pds-colheita nas safras na regido de

Jaboticabal — SP.

Fontes de variacao SQ GL MQ F
Safras (S) 250,7872 2 125,3936 1,2825
Residuo (a) 586,6236 6 97,7706
Parcelas 837,4107 8
Etapas (E) 21083,1371 5 4216,6274 120,4713
Interacdo S x E 610,1355 10 61,0135 1,7432
Residuo (b) 1050,0329 30 35,0011
Total 23580,7161 53

APENDICE A4 - Andlise de variancia (ANOVA) das médias das Unidades
Formadoras de Colénias (UFC/g) das vagens de amendoim coletados nas etapas da

colheita e p6s-colheita nas safras na regiao de Jaboticabal — SP.
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ANOVA da média das UFC/g nas etapas e safras.

Fontes de variacao sQ GL QM F
Safras (S) 20,52 2 10,26 12,14
Residuo (a) 5,07 6 0,85
Parcelas 25,59
Etapas (E) 10,92 5 2,18 3,49
Interacdao S x E 17,75 10 1,78 2,84
Residuo (b) 18,78 30 0,63
Total 73,05 53

APENDICE DO CAPITULO 2:

APENDICE B1 - Andlise de variancia (ANOVA) das médias da inibicdo do
crescimento micelial (mm) do Aspergillus flavus L. com a aplicagdo de extratos
aquosos das plantas.

Fontes de variacao GL sSQ QM F
Extrato Aq (EA) 4 709,6 177,4 410
Residuo (a) 10 432,8 43,3 -
Parcelas 14 11424 - -
Concentracoes (C) 3 10126,2 3375,4 91,02
Interacdo EAx C 12 1508,6 125,7 3,39
Residuo (b) 30 1112,5 37,1 -
Total 59 13889,7 235,4 -
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APENDICE B2 - Andlise de variancia (ANOVA) das médias da inibicdo do
crescimento micelial (mm) do Aspergillus flavus L. com a aplicacdo de extratos

alcodlicos das plantas.

Fontes de variacao GL sSQ QM F
Extratos Alc (EA) 4 262,4 65,6 4,06
Residuo (a) 10 161,7 16,2 -
Parcelas 14 424 1 - -
Concentracoes (C) 3 11861,2 3953,7 135,66
Interacdo EAx C 12 1764,0 147,0 5,04
Residuo (b) 30 874,3 29,1 -
Total 59 14923,6 2529 -

APENDICE B3 - Andlise de variancia (ANOVA) das médias da inibicdo do
crescimento micelial (mm) do Aspergillus flavus L. com a aplicacdo dos 6leos

esséncias das plantas.

Fonte de variacao GL sQ QM F
Oleos (O) 4 13130,9 3282,7 249,95
Residuo (a) 10 131,3 13,1 -
Parcelas 14 13262,2 - -
Concentracoes (C) 6 66371,8 11062,0 847,30
Interacao O x C 24 10596,8 4415 33,82
Residuo (b) 60 783,3 13,1 -
Total 104 91014,2 875,1 -

APENDICE B4 - Analise de variancia (ANOVA) das médias da inibicao do Aspergillus
flavus em vagens de amendoim por 6leos essenciais de canela, cravo e cidreira de

Unidade Formadora de Colénia (log UFC/g).

Fontes de variacao GL SQ QM F valor-P
Oleos 2 2,024 1,012 0,27 0,766
Concentracoes 3 94,64 31,547 8,49 0,003
o*C 6 15,417 2,57 0,69 0,661
Residuo 12 44,591 3,716

Total 23 156,672
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APENDICE C1 - Andlise de variancia (ANOVA) dos resultados da inibicdo da

contaminacao fungica de origem em vagens de amendoim por 6leo essencial de

canela armazenados em umidade controlada por 30 dias.

Fonte da

variacao GL SQ QM F valor-P | F critico
Oleo 2| 24,3440(12,17203 | 1,858471 | 0,268676 | 6,944272
Concentragées 2| 34,5614 (17,28072|2,638484 |0,185912 | 6,944272
Residuo 4| 26,1979 |6,549488
Total 8| 85,1034

APENDICE C2 - Analise de variancia (ANOVA) das médias da umidade das vagens

de amendoim aspergidas por 6leo essencial de canela, secas em camada espessa e

armazenadas em umidade controlada por 90 dias.

Fonte de variago GL | SeaSS | AdiSS | pgims| F p
Umidade 1 139,708 | 139,708 | 139,708 | 348,92 | 0,000
Concentracgéo 1 0,809 0,809 | 0,809 0,02 0,165
Periodo 3 99,332 | 99,332 | 32,77 | 81,86 | 0,000
Umidade x Concentracédo 1 0,163 0,163 | 0,169 | 0,42 0,52
Concentracédo x Periodo 3 6,139 6,139 | 2,046 | 5,11 0,005
Umidade x Periodo 3 84,308 | 84,308 | 28,103 | 70,19 | 0,000
Umidade x Concentracéo x Periodo 3 2,821 2,821 0,940 2,35 0,091
Erro 32 12,813 | 12,813 | 0,400
Total 47 345,033

APENDICE C3 - Analise de variancia (ANOVA) das médias da unidade formadoras
de colénias de fungos (log UFC/g) das vagens aspergidas por 6leo essencial de

canela, secas em camada espessa e armazenadas por 90 dias.

Fonte de variagio GL | SedSS | AdjSS | agims| F P

UFC 1 2,215 2,215 2,215 1,89 0,178
Concentracgédo 1 10,295 10,295 | 10,295 | 8,80 0,006
Periodo 3 14,393 14,393 4,799 4,10 0,014
UFC x Concentragcao 1 1,323 1,323 1,323 1,13 0,295
Concentracéo x Periodo 3 1,439 1,439 | 0,480 | 0,41 0,747
UFC x Periodo 3 6,992 6,992 2,331 1,99 0,135
UFC x Concentracao x Periodo 3 3,040 3,040 1,013 0,87 0,469
Erro 32 37,417 37,417 1,169

Total 47 77,114
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APENDICE C4 - Analise de variancia (ANOVA) das médias da aflatoxina total dos
amendoim debulhados das vagens aspergidas por 6leo essencial de canela, secas

em camada espessa e armazenadas em umidade controlada por 90 dias.

Fonte de variagio | GL | 5€dSS | AdiSS | aqims | F P

Aflatoxina 1 1455392 | 1455392 | 1455392 | 10,12 | 0,086
Concentracao 1 3767267 | 3767267 | 3767267 | 26,20 | 0,036
Periodo 2 420609 | 420609 | 210304 1,46 | 0,406
Aflatoxina x Concentracéo 1 658945 | 658945 | 658945 | 4,58 | 0,166
Aflatoxina x Periodo 2 168221 | 168221 84110 0,58 | 0,631
Concentracao x Periodo 2 505706 | 505706 | 252853 | 1,76 | 0,363

Erro 2 287627 | 287627 | 1438913

Total 11 7263767

APENDICE C5 - Tabela Médias da aflatoxinas B, Bz, Gi, Gz, dos amendoim

debulhados das vagens aspergidas por 6éleo essencial de canela, secas em camada

espessa e armazenadas em umidade controlada por 90 dias.

Periodo de Umi_dade Concentragdo Aflatoxinas (pg.kg™)
armazenamento | relativa do
Di biente (% (mg/mL)
(Dias) ambiente (%) AFG AFG, Total
AFB; AFB; 1
U1 - NaCl C1-0 ND ND ND ND ND
0 (75,32 %) C2-50 ND ND ND ND ND
U2 - BaCl, C1-0 ND ND ND ND ND
(90,3%), C2- 50 ND ND ND ND ND
U1 - NaCl C1-0 370,65 195,06 ND ND 468,4
(75,32 %) C2- 50 ND ND ND ND ND
30
U2 - BaCl, C1-0 1771,25 | 621,11 | ND ND ”93&4
(90.3%), C2- 50 ND ND ND ND ND
U1 - NaCl C1-0 1845,78 | 489,35 3,8 ND 2338,9
(75,32 %) C2- 50 ND ND ND ND ND
60
U2 - BaCl; C1-0 83556 | 228,005 | 485 | >7® 10771 1
(90,3%), C2- 50 6.84 0.95 0.32 ND RE
U1 - NaCl ci1-0 1139,55 | 211,28 | ND ND 13530,8
(75,32 %) C2- 50 ND ND ND ND ND
% ND 3312,7
U2 - BaCl, C1-0 2641,19 | 335,76 ND ]
(90,3%), C2- 50 1139,57 | 211,29 | ND ND | 19308
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ANEXOS
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ANEXO 1 - Capitulo 2: Laudos dos 6leos adquiridos:

EMPRESA NOVO MUNDO:

Florananda Ind e Com de Cosm e Prod Nat Ltda Me
Av. Nené Galvao,331 —Jd. Jorge Atalla
Jau — SP Cep 17.211-477

CERTIFICADO DE ANALISE

PRODUTO: OLEO DE CANELA,
LOTE: 131260
VALIDADE: 03/2016

DATA 21/03/2014
Itens Controlados Resultados Especificacoes
Aspecto/cor OK De acordo com o padrio
Cor OK De acordo com o padrio
Densidade (25°C) 1.030 1.030 — 1.060
Indice de refragdo (20°C) 1.538 1.529 — 1.540
Rotagdo optica 0° (-2 A (0

CERTIFICADO DE ANALISE

PRODUTO: OLEO DE CRAVO
LOTE: 131223

VALIDADE: 10/2015

DATA: 21/03/2014

Itens Controlados Resultados Especificacoes
Aspecto/cor OK Liquido amarelo pélido
Odor OK De acordo com o padrio
Densidade 20° C 1,0450 1,0390 — 1,0490
Indice de refragdo 25°C 1,5350 1,5310 - 1,5410
Contetido Eugenol GC 85,74%
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CERTIFICADO DE ANALISE

PRODUTO: OLEO DE CAPIM LIMAO

LOTE: 131026
VALIDADE: 06/2015

DATA 04/11/2013
Itens Controlados Resultados Especificacoes
Aparéncia Liquido Limpido Liquido Limpido
Cor Amarelo a Alaranjado Amarelo a Alaranjado
Impurezas Isento Isento
Odor Fresco, encorpado, limao Fresco, encorpado, limao
Densidade(20°) 0,895 0,875 - 0,905
Indice de refracao (20°) 1,483 1,475 — 1,495
Rotacgdo 6tica [-4°; +1°]
Data da andlise 01/10/2013
Resultado Aprovado
Origem India
Principais Citral =72 %

componentes(aprox.)

(geranial =40%; neral =
32%)
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ESTOCAGEM: DEVE SER ESTOCADO EM LUGAR FRESCO, MAIS PROXIMO POSSIVEL A
20°C, SECO, PROTEGIDO DA LUZ, EM RECIPIENTE ORIGINAL BEM VEDADO.

PRODUTO CONCENTRADO PARA USO RIGOROSO. CORRE RISCOS, NAO USADO

ADEQUADAMENTE.

LAUDO EMITIDO ELETRONICAMENTE, DISPENSA ASSINATURA
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Laudos dos 6leos adquiridos: EMPRESA FERQUIMICA

LAUDO TECNICO
Oleo Essencial de Canela Cassia

¢ Crnmamsmem corsia)

Lode: 217

CAS Numbsr: B45961 -46-6

Fabricagdo: Dezembro/2014

Validade:Dezembro 2017

lens Controlados: Resultados Especificagies
Aparéncis Liguidao Lipido
Cior Amarsto a Mammom Amarekn
Impurezss Isanio lzento
Cidor Caracieristico Caracierisico
Densmidade (2070 1,053 1.045 — 1,085
Indice de Refragio (20°C) 1,610 1,585 — 1615
Rotagdo Otica E15 s 417
Crats da Anakse Oa22015
Cirigem China
Resukado Aprovado
Principais Componenies | Aldeido cinamico = 819 Cumaring = 3%
{apros. ) Benzaldeids = 3%  Alcool cnamico= 3 % Eslirenc = 3%
Fa-cowmend ogbe-s Eopa-ciais
Moro=oia Farigoe minmas, miacam o ivaes rocomenddead
B0 ingars. Mo colocar o produlo es-contnio oo a pela, clhca @ oS, B6 m0 oo,
lzvar madatmenia com Bgus Tmpids «m eounddnca. Pode causar mmcko 3 peis ssnavel.
Em casg de daramamania, ahsorsar 0 makenial deremado com maloral sboorvonio (e,
Iaaraj
Inodndic Caso haja fogo, ublear satnior da pd quirsics o0 o &oum o forma 50 rebdira, nio uilremco
|mion ke Bgus pars e @spahar o orocoln
Expecannings Hemhus pango o condighias normein
Lino Esla procicio desing- s a0 uso orofssonal ! rousel o oomo & ciaboraoo o pady oe
sibstircios noluran pode Apnessriar e anay vanosjiies oe cof 8 Oromocooraiin Gam Clusar
Qusiquar orobiome na perdorsanog do produia
ATmEEsnErmaio Armuranar om kocal seoo, onge O umidods o 9o calor, prologida oa LR, oM rocisanmis
original borh v acato. Mic eulieor 8 smoEagers i
Trarsnoris Prmcdito nio nqoscraco ra porinnie FEAFT oo wioos sobre tansporic: de produrics pengosoa

Ag indonmmagden contdas neste publicagio represerdam o melor de nosso corbiecimento. Endretanio,
nacdn agui mencionado dove ser eniendida como garamtia do wsou Os consumidorss devemn efsiuar ses
EEOEFIoS BNSaios parn detemninar avwiabdideds da aplicacda.

Engenheira Cuimica Assponsavel: Alice Lasthaus

CRO: IV 04330764

i

Fonte: Extraido do site da empresa FERQUIMICA, (FERQUIMICA, 2015).
<http://www.ferquima.com.br/o_essenciais.html>.
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ANEXO 2 - Capitulo 4:

Tabela de precos dos dleos essenciais no atacado.

Tabela Janeiro /2015
Ferquima Industria e Comércio Ltda.
Prazos & GesCONION SEPECIaES - VENGIsE ISrQUEMa. COMLDT - (11) 4158-3544 1 4155-1784 | § 83460743
Pedidos on line - hitp Mendaa ferquima com.brl - Site: www ferquima com.be
|Oleos essencias 10mi || 100mi 500 mi 1 litro 5 liros 20 litros
Szereseu Sforsis x R$ 70 R$ 210 R$ 310 R$1335 || R$E4960
Anis Estreiado x R$es || m$ 310 R$ 450 R$2070 || R$7360

x R$i120 || meam0 || meTm0 R$3510 || RS 12480
x R$120 || R$ 480 R$ 780 R$3510 || RS 12480 |
R$30 || R$140 || RESTO RS 540 R$42% || R$ 15000
R$ 0 R$ 140 RS 510 R$ 940 RS 4230 R$ 15040

r$co || rR$2e0 || R$ 1800 || R$2700 || R$121%0 x
R$120[[R$ 1.100[| RS s000 [| R$8s00 || RS 38250 x
R$65 || R$470 || R$2100 || R$2800 || R$ 17100 x
¥ RS 120 R$ 480 RS T80 R$3510 || RS 12480
x 85 || R$310 || R$a4s0 R$2070 || R$7360
X RS &0 R$ 170 R$ 250 R$1.125 || RS 4000
R$SO || R$280 || RS 1220 R$ 2100 R 9 450 X

v R$ &0 R$ 170 R$ 250 R$1.125 || R$ 4000
R$ 60 R$ 170 R$ 250 R$31.125 || R$4000
R$45 || R$250 || R$ 1060 [| R$ 1800 || REB.IO v

z R$ 80 R$ 270 R$ 400 R$ 1500 RS £.400
X R$ 45 RS 35 RS 140 RS 630 RS 2240
X R$ 50 R$ 230 R$450 || R$2205 || RETE&
x R$ 55 RS 160 RS 240 R$ 1.080 RS 3840
x R$ S0 RS 110 R$ 160 RS 2560
X R$ 50 RS 110 R$ 180 RS 2560
x R$ 50 R$ 110 R$ 180 R$ 2560

RS 720

RS 720

R$ 720

R$30 || R$ 140 R$ 570 RS 540 R$ 4230

R$120 || R$ 480 RS T80 R$ 3510

R$40 || R$ 230 R$ 450 R$ 1.600 R$ 7200

x R$ 80 R$ 270 RS 400 RS 1.800

x R$ 85 R$ 310 R$ 480 R$ 2.070

R$ 50 RS 20 R$4%0 || R$2205

R$ 350 | [R$ 3.150 [ [ RS 15.000 | | RS 30.000 x
x || R8s |[ mei80 |[ m8270 |[ m$1215 || mS 4320

R$ 315

R$ 2340

R$ 7200

RS 7200

R$ 1.500

jﬂ'

X R$3S R$ 50 R$ 70

x R$ 3 R$ 330 RS 520
R$ 40 RS 230 R$ 350 R3 1.600
R$40 || R$20 R$ 950 R$ 1.600
R$s0 || ms2r0 || msaco
[(R3SS |[ me120 || Raise
R$ 80 R$ 270 R$ 400 R$ 1,800 R$ 6400

([ ”32%0 || R$3s0 |[ m3isrs |[ meseon |
Rt 5600
4000

R$7s || me230 || me3so || me1s7s
R360 || m§i70 || m8Is0 |[ m&iizs
R$ss || me310 || measo || m$20m0 || m$7360

Fonte: Extraido do site da empresa FERQUIMICA, (FERQUIMICA, 2015).

<http://www.ferquima.com.br/o_essenciais.html>.
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Autorizo a reproducao xerografica para fins de pesquisa.

Sao José do Rio Preto, 10/06/2015

Assinatura
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