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Comportamento da miceflora ¢ da aflatoxina em sementes de amendoim tratadas
com extratos vegetais e irradiagio gama

RESUMO

Este trabatho foi realizado com o objetive de se estudar a contaminagfo do amendoim
por fungos ¢ micotoxinas ao longo do armazenamento, em sementes de amendoim
tratadas com diferentes doses de extrato de nim ¢ pimenta-do-reino, em diferentes
embalagens e avaliar o efeito da irradiago gama (*’Co). Utilizaram-se sementes de
amendoim das cultivares BRS Havana ¢ BR1. Para inicio dos trabathos as cultivares
foram caracterizadas quanto 4 micoflora, aflatoxina, teor de umidade ¢ germinag8o. Os
trabathos foram realizados em trés etapas: na primeira etapa, foram estudados os teor
de umidade, micoflora ¢ aflatoxina, wutilizando-se o delineamento inteiramente
casualizado, com os fatores: extrato de pimenta-do-reino e de nim, doses dos extratos,
procedimento (sementes inoculadas e nfio inoculadas com o fungo) e tempo de
armazenamento; na segunda etapa, a cultivar BR1 foi submetida aos mesmos

tratamentos aplicadas & cultivar BRS Havana, avaliados a micoflora e a germinacio ¢
determinando o teor de umidade durante o armazenamento; na terceira etapa, as
sementes foram submetidas a xradzag:ao gama {6%0) onde se estudou o efeito de §
doses de irradiacfo na micoflora, germinac8o das sementes armazenadas em embalagem
de PET e polietileno trangado, utilizando-se o delineamento inteiramente casualizado,
com os fatores: doses em kGy, embalagens e tempo de armarzenamento. Concluiu-se
gue os fungos detectados nas amostras de amendoim vindo do campo e durante a
armazenagem das sementes ndio inoculadas e inoculadas, foram: A flavus, 4. miger,
Rhisopus e Penicillium, com predominincia do Aspergillus flavus, A presenga de
aflatoxina acima do permitido pela legislagBo brasileira para comercializacio do
amendoim, deu-se com as sementes moculadas com 4. flavys tratadas com exirato de
mim na dose de 70 mL; a dose de 0,5 kGy fot efetiva na germinacio das sementes de
amendoim, sendo superior & testemunha, no periodo de 30 ¢ 60 dias.

Palavras-chave: Aspergillus flavus, micotoxinas, anazenamento
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Behavior of the mycoflora and aflatoxin in groundnut seeds treated with plant
extracts and gamma irradiation

ABSTRACT

This work was carried out in order to study the contamination of peanuts by fungi and
mycotoxins throughout the store, in peanut seed treated with different concerstrations of
extract of neem and pepper in different packages and evaluate the effect of gamma
irradiation (*°Co). We used seeds of peanut of cultivars BRS Havana and BRI. To start
work the cultivars were characterized as for the mycoflora, aflatoxin, moisture content
and germination. The work was conducted in three steps: the first step, we studied the
moisture content, mycoflora and aflatoxin, using a randomized design with the factors:
extract of pepper and neem, concentrations of the extracis, procedure (not moculated
and inoculated seeds with the fungus) and storage time; the second step, the BRI
cultivar was subjected to the same treatments applied to BRS Havana, evaluated the
mveoflora and germination and determining the moisture content during storage; the
third step, the seeds were subjected to gamma irradiation (GGCO) where studied the effect
of 8 doses of irradiation on the myvcoflora, germination of seeds stored in PET
packaging and braided polyethylene, using a randomized design with the factors: dose
kGy, packaging and storage time. It was concluded that the fungi found in samples of
peanuts from the field and during storage of seeds inoculated and not inoculated were:
A. flavus, A. niger, Penicillium Rhisopus, with predominance of Aspergillus flavus. The
presence of aflatoxin above as permitted by Brazilian legislation for marketing of
peanuts, took place with the seed inoculated with A. flavus treated with neem extract at
the concentration of 70 mlL, the dose of 0.5 kGy was effective in the germination of
seeds of peanut, being higher than the control, within 30 and 60 days.

Palavras-chave: Aspergillus flavus, mycotoxins, storage

ix



Introducio

1. INTRODUCAO

O amendoim (drachis hypogaea) é uma cultura de expressio econdmica no
mundo e a quarta oleaginosa mais cultivada, devido aos valores nutricionais, utilizados
para fins industriais e fabricagfo de diversos produtos. A semente pode ser consumida
in patura ou cozida, frita e tostada, e ¢ importante na elaboracfio de doces, balas e
pastas. Uma grande parte da produgéio de amendoim no Brasil € utilizada como matéria-
prima na fabricag@io de éleo. No Nordeste Brasileiro ¢ relevante sua significincia
socioecondmica por ser uma alternativa vidvel para a agricultora familiar uma vez que
contribui para a diversificaciio com outras culturas e para a autosustentabilidade da
propriedade agricola (Santos et al., 2005).

A producdo brasileira de 142 mil t em 1995 chegou a 250 mil t em 2006/07,
enquanto a produtividade passou de 1740 kg ha™ em 1994/96 para 2300 kg ha™ em
2006/07 (CONAB, 2008).

A contaminacio do amendoim por fungos pode ocorrer quando da formacio das
sementes ou guando da realizagdo das tradicionais praticas de colheita, secagem,
beneficiamento e armazenamento (Rosseto et al., 2003) e por ser colhido nas mais
adversas condi¢des climéticas aumentando, assim, a probabilidade de desenvolvimento
de bactérias e fungos e de produgiio de aflatoxina (Fonseca, 2003).

A aflatoxina ¢ um metabdlito secundario produzido por fungos, em que as
espécies de Aspergillus flavus e A. parasiticus séo dﬁscﬁtas €omo as mais agressivas
produtoras de toxina mas se sabe gue outros representantes do género como 4. nomius
também produzem aflatoxina (fungos toxicogénicos). Esses metabdlitos secunddrios sdo
produzidos por fungos ainda no campo ou durante o armazenamento (dependendo das
condi¢des do ambiente ou do substrato), sendo nocivas 4 satide humana e animal
(Dhingra & Coelho Neto, 1998). Por se tratar de um pais de clima predominantemente
tropical, o Brasil apresenta todas as condigdes que levam a contaminagio dos alimentos
por aflatoxina, o que tem sido observado com frequéncia e em altos niveis, em
amendoim (sementes e processados).

Associadas aos alimentos, como o amendoim e seus derivados, as micotoxinas
prejudicam a swa qualidade, acarretando, perdas econdmicas, como a rejei¢io dos
mesmos pelo mercado, morte de animais, por consumirem ragfio contaminada e da
contamina¢io do homem ao consumi-lo in natwa ou processado; contudo. faltam

informagdes técnicas envolvendo o acompanhamento do amendoim durante o

1
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armazenamento, para s0 entio se poder avaliar, periodicamente, a frequéncia da
contaminagfio fingica, 0 monitoramento de produtos comercializados pela vigildncia
sanitdria e trabalhos de levantamento de ocorréncia, que constituem importantes meios
para se controlar, minimizar ou eliminar a presenca de aflatoxina na alimentacio
hwmana e animal; no entanto, € dificil detectar e quantificar o nivel de contaminagio de
um lote de sementes por aflatoxina devido a heterogeneidade de distribuigiio no lote, ou
seja, este, ao ser amostrado e dependendo dos niveis de contaminagfo, podera
apresentar ou ndo contaminacio.

O amendoim armazenado sofre danos causados por temperatura, umidade,
ataque de roedores, insetos e micro-organismos, sendo os fungos os principais
causadores de grandes perdas durante o armazenamento.

O processo de irradiagéio de grios e sementes € uma alternativa eficaz para a
prevencio e controle da microbiota natural ou patogénica. A técnica de irradiacfio
ionizante € um processo fisico que surge como pratica promissora e estd sendo utilizada
com o objetivo de aumentar a vida de prateleira e aprimorar a seguranc¢a dos alimentos
pela desinfeccdo de grios e secmentes, de agentes inibidores de brotamento
(germinacdo), destruiclio de parasitas em carmne vermelha e retardo na maturacio de
frutas e vegetais, entre outros.

Algumas imvestigagdes descritas na literatura mundial destacam a eficiéncia da
irradiac8o gama, em diferentes doses, na destrui¢8o de espéeies fungicas de Aspergillus
e Penicillium em diferentes alimentos (Prado, 2005; Prado et al. 2006; Zendo, 2007).

O estudo dos fatores que afetam a eficiéncia da radiagiio ¢ importante visto que
facilita a obteng@io de sementes isentas de contaminago por ricro-organismos, em
especial fungos, que contribuem para a deterioragfio das sementes ao longo de sua vida
pos-colheifa, sendo de fundamental importéncia o seu estudo para garantir a viabilidade
nos programas de melhoramento e na comercializagfio das mesmas.

Diante dos fatos relatados objetivou-se, com este trabalho, estudar a
contaminacio do amendoim por fungos e por micotoxinas, especialmente aflatoxina, ao
loengo do armazenamento e, especificamente:

1} quantificar e identificar os fungos durante o armazenamento das sementes de
amendoim cultivar BRS Havana e BR1 tratadas com extrato de nim e pimenta-do-

-reino, acondicionadas em embalagens de PET e poiietileno trangado:

[
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2) definir as doses dos extratos (0; 10; 40; 70 e 100 mL) de melhor controle, a micoflora
e a aflatoxina no amendoim armazenado e estabelecer a melhor dose a ser

empregada no controle da micoflora e da aflatoxina;

3) estudar o efeito dos extratos de nim e pimenta-do-reino sobre a viabilidade das

sementes do amendoim armazenado em embalagem de PET e polietileno trangado;

4) estudar o efeito das diferentes doses da irradiagio gama (**Co) na germinagio e

percentagem de infecgfo fiingica de amendoim cultivar BR1.
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2. REVISAQO BIBLIOGRAFICA

2.1. Espécie estudada

- Amendoim (Arachis hypogaea)

O amendoim ¢ uma planta dicotileddnea, da familia Leguminosae, subfamilia
Faboideae, género Arachis. As espécies mais importantes do género sfio 4. hypogaea
L., 4. préstata Benth e A. nhanbiquarae Hochoe (Banks, 1976).

Originado da América ¢ utilizado, hé bastante tempo, como planta domesticada,
por civilizagdes indigenas sul-americanas. As espécies do género Arachis ocorrem no
continente americano, principalmente no Brasil, Paraguai, Argentina, Bolivia e Uruguai
{(Hammons, 1970). De acordo com Nogueira & Téavora (2005), a planta do amendoim é
herbacea, ereta ou prostrada, anual, com ciclo de 90 a 160 dias, atingindo altura da haste
principal entre 50 e 60 cm. Na base do ovario se desenvoive uma regiio meristematica,
parecida com uma haste, denominada ginéforo. Tal estrutura é dotada de geotropismo
positivo, forcando o ovéario para o interior do solo onde a vagem é desenvolvida. As
sementes do amendoim se apresentam com formas elipticas, arredondadas ou ovaladas,
possuindo uma coloragdio que vai do vermelho ao roxo, creme ou marrom avermelthado

(Aranjo, 1986).
- Produtividade no Brasil

O amendoim ¢ a quarta oleaginosa mais cultivada no mundo, ocupando cerca de
22 mithdes de hectares. Os principais produtores sio China, India, Africa e Estados
Umdos (FREITAS et al., 2005), perdendo apenas para a soja (56,8% do total da safra
mundial), algodio (11,3%) e colza (11,1%) (Santos et al., 2005).

As ramas da planta apresentam valor nutritivo na forma de forragem, sendo ricas
em minerais e proteinas. A casca do amendoim possui, em sua composicio, de 6 a 7%
de proteinas, além de nitrogénio, fosforo, potassio, caicio, magnésio e enxofre. A
semente ¢ constituida de 22 a 33% de proteinas, 43 a 54% de materiais graxos, 10 a
16% de carboidratos, 3 a 4% de fibras. 1 a 3 de minerats, além de vitaminas B1, B2,
niacina e E. O 6éleo de amendoim também possut grande quantidade de proteinas,
variando de 45 a 50% (Moretto & Fett, 1998).
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No Brasil, o estado de Sao Paulo é considerado o maior produtor (Tabela 2.1). A
produgido ocorre na regifio Norte-Nordeste, nos municipios de Ribeirdo Preto,
Jaboticabal, Sertdozinho e Dumont ¢ na regifio Sul-Sudoeste, nos municipios de Marilia,
Tupd, Lins e Pompéia. A produgio do amendoim brasileiro, além de atender ao mercado
interno, também é movida pela oportunidade de exportagio do griio, apresentando uma

exigéncia cada vez maior quanto 4 qualidade do produto (IAC, 2003).

Tabela 1. Estimativa de produgio de amendoim no Brasil para 2005/2006 e 2006/2007

Arxed (mil ha) Produtividade (kg ha™) Produgdo (mil )
Regido/UF | Safa  Sala  VAR.% | Safra  Salm  VAR.% | Saira  Saira VAR %
05/06 06407 05/06 0647 0506 06107
o 2.0 2,70 790 | 228 235 350 | 6.60 630 470
M5 190 0,60 70,00 | 245 2,00 1840141 4,70 LI10 7550
GO o0 210 110,00} 1,94 245 2620 190 5,10 16450
SUDESTE 6920 62,40 990 | 2,71 251 7,50 |187,40 156,20 16,70
MG 2,50 300 20,001 1,60 200 2500 400 6,00 30,00
P 66.70 5940 11001 2.75 253 8060 }183.40 150.20 18.10
SUL 9,70 10,40 720 { 1,58 1,87 181011530 1940 26,60
PR 510 580 13,70 1,73 2,16 24,70 | 8,80 12,50 41,80
RS 4,60 4,60 - 142 150 6060 | 650 690 6.00
CENTRO-SUL L 81.80 7540 7.80 | 256 241 5,80 [209.40 181,90 13,10
BRASIL 81,80 7540 7.80 | 2,56 241 580 |209,40 181,90 13,10

Fonte: CONAB (2008)

O consumo mundial é de aproximadamente 8 milhdes de toneladas de grios de
amendoim na forma in natura ou industrializada e de 15 a 18 milhdes esmagados para
fabricagio de 6leo comestivel (Macedo, 2004).

O amendoim € comercializado imediatamente apds a colheita; entretanto,
quando hd interesse na conservagio o armazenamento pode ser feito em casca ou em
sementes, utilizando-se sacos de nylon, papel multifoliado ou polietileno trangado. O
armazenamento em casca é mais recomendado quando se deseja guardar a semente para
o proximo plantio (EMBRAPA, 2004), enquanto Macedo (2004) recomenda o saco

de aniagem quando o periodo € de 6 a 8§ meses.




Revisdo Bibliografica

- A cultivar BRS Havana

Santos et al. (2005) tratam de uma demanda crescente por produtos de
amendoim para atender ao mercado de alimentos, especialmente confeitaria e salgados.
Para isto, a Embrapa Algoddo desenvolveu a BRS Havana, uma cultivar de porte ereto,
pelicula clara e baixo teor de 6leo, recomendada para produtores que vivem do
agricultura familiar, nas regides de Zona da Mata, Agreste e Sertdo nordestino. A BRS
Havana foi obtida de vérios ciclos de selegfo, exercidos no acesso CNPA 75 AM

(Pelicula Havana), originarios de S&o Paulo e cedidos pelo Instituto Agronémico (IAC)

no inicio da década de 80, cujos descritores sfio apresentados na Tabela 2.2 (Santos et
al., 2006).

Tabela 2.2. Descritores da BRS Havana

Caracteristicas Valor
Ciclo (Dias Apés a Emergéneia — DAE) 50
Inicio da floragio (DAE) 25
Altura da haste principal {(cm) 34 40

Cor das hastes

Verde-aroxeada

Cor dos ginoforos Arroxeada
Cor da semente Bege
Forma da semente Redonda
Tamanho da semente Médio
Bico, constrigfio e reticulagfo da vagem Leve
MNumero de vagens maduras por planta 39 -45
Niamero de sementes por vagem 3-4
Peso de 100 vagens (g) 141 - 145
Peso de 100 sementes (g) 45 - 48
Vagem chocha (%) 10-12
Semente perfeita (%) 90 - 92
Proteina nas folhas (%) 28
Proteina nas hastes (%) 4

Fonte: Queiroz (2006)
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~ A cultivar BR 1

A variedade BR1 destaca-se por apresentar resisténcia a seca e alta precocidade,
sendo um dos fatores que influem decisivamente no sucesso da cultura. Possui sementes
de coloragfio avermelhada, sendo indicada para o mercado de consumo in natura ¢ para
a industria de alimentos (Santos et al., 2005). Seus descritores definidos estdo na Tabela

2.3.

Tabela 2.3. Descritores da variedade BRY

Caracteristicas Valor
Ciclo (dias apds a emergénceia - DAE) 89
Inicio da floragdo (DAE) 22
Rendimento em casca (kg/ha) 1700
Nimmero de vagens maduras por planta 27
Peso de 100 vagens (g) 148
Peso de 100 sementes (g) 48
Vagem chocha (%) 12
Semente perfeita (%) 34
Rendimento em sementes (kg ha™) 1250
Teor de 6leo (%) 45
Teor de proteina (%) 38
Teor de carboidrato (%) 6,17
Teor de fibras (%) 3.83
Teor de cinzas (%) 2,67

Fonte: EMBRAPA (2004)
2.2. Micoflora em sementes armazenadas

Em geral, os alimentos apresentam uma microbiota natural extremamente
variavel, localizada principabmente na regifio superficial. Assim, os grios, por exemplo,
como amendoim, sorgo, milho e soja, sfio expostos desde o campo a uma variedade de
micro-organismos provenientes de insetos, poeira, dgua, plantas doentes e fertilizantes.
Seus esporos ou fragmentos de micélio darfo inicio a comtaminagBio e do

desenvolvimento de fungos na planta ¢ em sementes. A quantidade e os tipos desses
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micro-organismos dependem de fatores como o ¢lima, tipo de solo ¢ resisténcia dos
mesmos (Nakai, 2006).

/0s fungos sio os principais componentes da microflora presente nos grios
armazenados e constitul a principal causa das deterioracbes e perdas constatadas
durante o armazenamento (Puzzi, 2000). Estes invadem os grios em diferentes fases
que caracterizam a contaminagfio por micotoxinas: antes da colheita, durante a colheita,
na secagem e no armazenamento ou em todas essas etapas. Os efeitos da invasio
fingica implicam em significativa perda de qualidade do produto como, por exemplo,
de germinagdo, descoloragio, odor, aquecimento da massa, crescimento fingico e
produgéo de micotoxinas (Athié et al., 1998). /

# Os fungos que atacam 0s gréos e serﬁentes s#o, tradicionalmente, divididos em
dois grupos: de campo ¢ de armazenamento. Os fungos de campo atacam as sementes
ainda no campo requerendo, para o seu crescimento, uma elevada umidade relativa do
ar (90-95%) e altos teores de dgua nos grios (20 a 21%). Os fungos de armazenamento,
por sua vez, estiio presentes nas sementes recém-colhidas, geralmente em porcentagens
muito baixas. S&o capazes de sobreviver em ambiente com teores de umidade mais
baixos, entre 13 e 18%, proliferando em sucessio aos fungos de campo e causando a
deterioragdo das sementes (Carvatho & Nakagawa, 2005).

/0Os fungos de campo ocorrem apenas na fase inicial do armazenamento, sendo
comuns do género Fusarium, Alternaria e Cladosporium, sucedidos por fungos de
armazenamento, que s30 0s principais responsaveis pelos danos em grios € sementes
armazenados. Os fungos de armazenamento compreendem, sobretudo, os géneros
Aspergillus e Penicillium. Alguns autores incluem esses dois fungos intermediarios,
pois sdo fungos encontrados no campo durante o processo de cultivo da planta, na
colheita e no armazenamento. Os principas fungos sfio Aspergillus halophilicus, A.
restrictus, A. glaucos, A. ochraceus, A. candidus, A. flavus, A. parasiticus. Penicillium
spp. € Fusarium spp. Esses fungos séo difundidos em quase todo o mundo e estdo entre
0s mais abundantes organismos vivos da natureza, sendo responsaveis por
contaminacdes quase gue inevitdveis em grios € sementes armazenados (Athié et al..
1998).

A contaminagdo dos alimentos por fungos significa perdas econdmicas
consideraveis. Além disso, os fungos toxigénicos podem representar risco a sadde
humana, seja a longo ou em curto prazo. A presen¢a do fungo no alimento ndo implica.

obrigatoriamente, em producfio de micotoxina, assim como a toxina pode estar presente

8




Revisio Bibliografica

no alimento, mesmo na auséncia do fungo. Tanto para o crescimento do fungo quanto
para a producBio da toxina sfo necessarias condi¢Bes especiais que favorecam seu
desenvolvimento e, por conseguinte, a produgio da toxina (Pereira et al., 2002).

Todo micro-organismo, incluindo os fungos toxigénicos, possui uma atividade
de 4gua e temperatura maxima, minima e étima para o crescimento, valores esses
normalmente diferentes para produgdio de te:)xinaffr Por exemplo, 4. flavus requer uma
atividade de dgua minima entre 0,78 ¢ 0,80 para o crescimento e 0,83 a 0,87 para a

produc¢do de toxina, podendo crescer entre 6 a 45 °C, sendo 30 °C a temperatura Otima

e
-

para produgfio de aflatoxina (Bullerman et al., 1984). 7
Almeida et al. (2007), avaliando a producgio de aflatoxina em sementes de
amendoim armazenadas em condi¢des de temperatura ambiente e chmara seca, em
embalagem de polietileno trancado e papel muitifoliado, concluiram que as condigdes
de armazenamento foram desfavordveis & produgio de aflatoxina do tipo B; e que as
sementes contaminadas no campo permaneceram durante o armazenamento € as néo
contaminadas continnaram isentas de aftatoxina.
/'Em um estudo de analise sanitiria em sementes de amendoim (4rachis hipogaea
1..), armazenadas em algumas dreas do estado da Paraiba (Solinea, Remigio, Lagoa
Seca, Esperanca e Campina Grande) foram detectados Aspergilius flavus, Aspergillus
niger, Fusarium sp., Rhyzocionia solani, Rhyzopus stolonifer, Sclerotium sp e Phoma
sp, sendo que Rhyzopus stolomifer, Rhyzoctonia solani e Aspergillus flavus sendo
observados em todas as localidades comparadas enquanto Phoma sp so ocorren em
Soldnea; ja 71.66% das sementes analisadas apresentaram contaminacio, tendo
Campina Grande e Lagoa Seca obtido os mais altos indices de contaminaciio e Solanca
o menor (Nobrega & Suassuna, 2004). /

Farias (2000), estudando a contaminagfo enddégena por Aspergillus spp. em
milho no estado do Parand, concluiu que os grlos aparentemente sadios podem
apresentar contaminag¢io por fungos com potencial toxigeno.

Nakai (2006), avaliando mensalmente, durante um ano, a microbiota fiingica e a
ocorréncia de aflatoxina em amostras de amendoim armazenado, provenientes de Tupd.,
Estado de Sao Paulo, Brasil, observou uma frequéncia elevada de Fusarium spp. que
ocorreu, provavelmente, pelo fato das vagens do amendoim serem subterrineas e
estarem diretamente expostas ao solo, local frequentemente contaminado pelo fungo e,
de modo geral, uma ligeira diminuicdo de Fusarium spp. ¢ um ligeiro aumento de

Aspergilius spp., ao longo do periodo do armazenamento o que pode ser atribuido ao

9
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fato do Aspergiilus spp. ser um fungo de armazenamento. Dentro do género Aspergillus,
somente 4. flavus ¢ A. niger foram isolados durante a investigagio, embora a frequéncia

do A. flavus tenha sido maior nos grios que nas cascas.

2.3. Aspergillus sp.

O género Aspergillus pertence & classe dos Hyphomicetos que se caracteriza
pela formagdo de conidiéforos, ou seja, hifas especializadas e produtoras de conidios
com forma e arquitetura varidveis. S3o fungos caracterizados pelo desenvolvimento de
coldnias coloridas e brilhantes (Nakai, 2006).

Aspergillus flavus e A. parasiticus compreendem duas das espécies mais
importante do género. Apresentam colonias caracteristicamente verdes e amarelas,
tornando-se acinzentada com a idade. O Aspergillus flavus esta presente em todos os
alimentos; sua incidéncia é bastante acentuada no armazenamento, em especial de
cereais, amendoim e mandioca, enquanto o desenvolvimento é rapido, atingindo niveis
aliissimos em ambientes favordveis com temperatura e umidade ideais (Pereira et al.,

2002).

2.4, Micotoxinas

A presenga de micotoxinas em alimentos € um sério risco para a satle piblica e
para a qualidade dos alimentos. Por muito tempo os fungos foram conhecidos pela
capacidade de produzir metabdlitos téxicos, porém seus efecitos foram largamente
ignorados. Esta situacfio foi alterada drasticamente apos 1960, com a doenga X dos
perus, quando a ateng@io mundial se concentrou sobre as micotoxinas.

As micotoxinas s8o metabdlitos toxicos secunddrios, produzidos por fungos que
contaminam as culturas no campo, no transporte e durante o armazenamento.
Naturalmente, podem se desenvolver nos produtos alimenticios que sfo destinados
diretamente ao consurno animal ou humano, sendo capazes de originar uma ampla
variedade de efeitos toxicos em animais vertebrados, afetando sua satde. incluido o
homem (Prado et al., 1995).

A doenga ou sindrome que resulta da ingestio de alimentos contaminados por
micotoxinas se denomina micotoxicose, podendo causar, a0 organismo humano ou

animal, diversos danos, prejudicande o metabolismo do organismo, causando o
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desenvolvimento de tumores podendo, inclusive, ocasionar a morte, em alguns casos
(Scussel, 1998). As micotoxicoses sdo caracterizadas por sindromes difusas mas com
predomindncia de lesdes em determinados 6rgios, como figado, rins e sistema nervoso
central. Compostos de dificil diagndstico, na maioria das vezes sfo confundidas com
outras doengas. Assim, o diagnostico deve estar fundamentado na detecclio e
quantificagiio da toxina no alimento (Kubena et al, 1995). A partir de dados de
consumo de alimentos contaminados e dos respectivos niveis médios de ocorréncia da
toxina, o grau de exposicio € analisado em termos de ingestdio diaria (IDP) por unidade
de peso corpdreo e, em geral ¢ caleulado em pg kg™ de peso corporeo (p.c.) /dia. As
estimativas de IDP comparam o valor com a ingestdo diaria toleravel (IDT), avaliando
assim, o risco de ocorréncia na satide da populagio (Nakai, 2006).

A identificag@io das espécies de fungos contaminantes ¢ importante sinalizador
da presen¢a de micotoxinas nos substratos e pode ser utilizado como método preventivo -
(Fanas et al., 2000); no entanto, Ranjan & Sinha (1991) afirmam que o isolamento e a
identificacdo desses fungos nem sempre estiio ligados & detec¢do de micotoxinas no
produto analisado, considerando que existem cepas dentro de uma mesma espécie que
ndo possuem a capacidade de producfo de metabdlitos toxicos e cuja a auséneia de
sinais visiveis do crescimento fungico ndo pode ser totalmente interpretada como
auséncia de toxinas, j& que estas sio capazes de permanecer em um alimento, mesmo
depois que um fungo produtor tenha sido eliminado.

“Segundo Sabino et al. (1999), existe atualmente, cerca de 300 micotoxinas isoladas
mas as toxinas mais comumente encontradas em alimentos e que, comprovadamente, tém
propriedades téxicas acentuadas, estando mais largamente distribuidas nos alimentos,

causando danos ao consumidor e que devem ser estudadas, sao: Aflatoxina, Zearalenona,

44

Ochatoxina e Fumosina. / {1

Gongalvez et al. (2001), fazendo um levantamento técnico das andlises de
micotoxinas no instituto bioldgico de 1989 a 1999, mostraram que das 728 amostras
analisadas 131 (18%) apresentaram algum nivel de contamina¢o, 338 amostras foram
de ragbes para animais de criagiio e domésticos, equivalendo a 46% das andlises, das
quais 17% indicrarn contaminagfio por uma ou mais micotoxinas em teores variaveis.
com alguns destes valores fora dos limites estabelecidos pela legislacio. A aflatoxina
foi a toxina mais encontrada nas amostras contaminadas e. em muitos casos, 0s teores

acima do permitido pela legislacio.
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2.5. Aflatoxina

As aflatoxinas so substdncias produzidas, sobretudo, pelo metabolismo dos
fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus que apresentam comportamento
ecolbgico ¢ biolégico bem distintos durante o seu desenvolvimento em um substrato
favordvel & sua produgfio. Formam um grupo exclusivo de compostos heterociclicos
altamente oxigenados. As principais fonmas (Figura 2.1) de aflatoxina sdo: By, B,, Gy,
G;. j4 os tipos My e M; s8o produtos do metabolismo da aflatoxina By, By. A diferenca
estrutural entre elas € responsdvel pela altissima diferenca na toxidez de cada uma,
sendo a aflatoxina B; a mais toxica e a mais comum de todas (Dhingra & Coelho Neto,

1998).

My

Figura 2.1. Estrutura quimica das aflatoxinas (Fonte: Fonseca, 2005)

Formada pelo “A” do género Aspergillus, “FLA” da espécie flavus e pelo termo
“TOXINA”, que significa veneno, tem-se a origem da palavra AFLATOXINA; essas
micotoxinas emitem fluorescéncia sob a luz ultravioleta e. com base nesta propriedade,
as aflatoxinas do grupo B sfo assim denominadas por apresentarem cor azul “Blue”.
enquanto as do tipo G se apresentam verde “Green” (Ellis, 1991).

As aflatoxinas foram descobertas em 1960 ao provocarem, em perus, na
inglaterra, um surto com alta letalidade conhecida como “turkey X disease”;, mithares
de aves morreram ap6s consumirem torta de amendoim, proveniente do Brasil, que fot
adicionada a rac8io (Sargeant et al., 1961). |
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A exposicdo humana em relagdo & aflatoxina pode ocorrer através da ingestdo
de alimentos diretamente contaminados, principalmente pela aflatoxina do tipo By ou,
também, de outros produtos, como leite e carne, origindrios de animais que consumiram
ragOes contaminadas (Moss, 1989),‘505 principais produtos alimenticios susceptiveis ao
desenvolvimento desse fungo incluem amendoim (cru, torrado, creme, em doce e
confeitado e grios e sementes)j mitho (pipoca, canjica e griios e sementes), trigo, arroz,
castanha-do-para, nozes, avela, castanha de caju, améndoas, frutas secas, temperos,
sementes de algodfe, dleos vegetais, e cacau, entre outros que, normalmente, sio
utilizados na composigio de alimentos e ragdes (Caldas et al., 2002).

70 amendoim é-um produto com alto isco de contaminagio pelas aflatoxinas -
) 'dewdo muitas vezes, a demora no periodo de secagem apds o arranquio e a ocorréncia
de chuvas, facilitando o crescimento fingico. Dentre as condigBes favordveis a

producido de aflatoxina em sementes de amendoim se destaca a elevada temperaturae o -

estresse hidrico prolongado (Fonseca, 2006). j/

No Brasil, os produtos comercializados a4 base de amendoim sfo
regulamentados pela RDC n° 274, da ANVISA, de 15 de outubro de 2002, cuja
publicgfio no Didrio Oficial da Unifio, de 16 de outubro de 2002, determina que o
somatorio das aflatoxinas Bl, B2, Gl e G2, em amendoim com casca, descascado, cru
ou tostado e produtos na forma de pasta e manteiga ndo exceda a taxa de 20 pg kg™
(MAPA, 2006).

Maciel et al. (1996), em um trabalho realizado sobre a ocorréncia de aflatoxinas
e fungos aflatoxigénicos em amostras de amendoim na cidade de Maringa, no Parana,
demonstraram que 97.2% das amostras analisadas estavam contaminadas pelo fungo
Aspergillus flavus e a avaliago deste grupo mostrou que 83% destes fungos tinham
capacidade para produzir a aflatoxina B1.

Kwiatkows & Alves (2007) encontraram alta incidéncia de contaminagfo de
aflatoxina em 60 amostras de amendoim e derivados, castanha-do-para, milho de pipoca
e mitho em gréio, correspondendo a 26,4% das 227 amostras analisadas, em que o milho
em grdo tem maior incidéncia de contaminacgdo (60%), seguido da pagoca e doces de
amendoim (51,2%), amendoim cru (49,1%), amendoim torrado e confeitado (40%).
castanha-do-para (33,3%) e mitho de pipoca (13.6%).

Sabino et al. (1999), estudando a ocorréncia de aflatoxina em 137 amostras de
amendoim e produtos contendo amendoim no estado de Sao Paulo, concluiram que 62

amostras foram positivas para aflatoxinas ¢ 37 amostras apresentaram valores de
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aflatoxinas B1 + G1 acima do limite maximo da legislagdo brasileira. A concentracio
de aflatoxinas nas amostras de amendoim cru variou de 5,0 a 356.0 pg kg™ ¢ 27,1%
delas acima do limite. Quanto & contaminagdo por aflatoxinas nas amostras de doces de
amendoim, 32,8% estavam acima do limite e as concentragdes variaram de 6,0 a 336.0
pg kg™'. A contaminacfio nos amendoins salgados foi menos frequente, cerca de 10%
das amostras e os niveis de toxina geralmente abaixo de 10,0 pg kg™', porém uma das
amostras com cobertura (amendoim japonés) apresentou 536,0 ug kg-'.

Farias (2000), realizando estudo em trés municipios do Parand (Andira,
Apucarana e Sarandi), obteve como resultado, uma porcentagem de griios de milho
contaminados pos-cotheita com 4. flavus de 64% e de A. parasiticus de 7%, ¢ a partir de
109 1solados de 4. flavus, evidenciou-se que 73 isolados sintetizaram afiatoxinas Bl e
B2, 20 sintetizaram B1, sete sintetizaram Bl e G1 trés sintetizaram Bl, B2 e Gl e em
seis ndo foi detectada a sintese de aflatoxina.

Kawashima & Valente Soares (2006) quantificaram a presenca de aflatoxinas
em produtos derivados do milbo (canjica, fuba, flocos, farinha e quirera), adquiridas no
comércio de Recife, PE, e obtive em 5 amostras desses produtos contaminados,
aflatoxina B1 com valores acima de 20,0 pg kg™.

Queiroz et al. (2006), avaliando a producio de aflatoxina em sementes de
amendoim armazenadas em condi¢des de temperatura ambiente ¢ de cdmara fria pelo
método de cromatografia delgada, concluiram que a concentra¢io minima de deteccio
de aflatoxina B1 foi de 1,94 mg kg™ e que as sementes de amendoim. armazenadas em
condig¢les naturais e em cmara fria, nfo se apresentaram contaminadas por aflatoxina
durante o periodo estudado.

Prado et al. (2008). avaliando o grau de contaminagdo com aflaioxina B, em
amostras de pimenta-do-reino (Piper nigrum) e orégano (Origanum. vulgare L.)
comercializadas no estado de Minas Gerais e analisando alguns pardmetros de um
meétodo analitico, utilizando extragio com etanol-dgua na detecgfio e quantificacio da
aflatoxina Bl por cromatografia em camada delgada, concluiram que a metodologia
empregada apresentou boa performance analitica para determinagio de aflatoxina Bi
em pimenta ¢ orégano e que em virtude da importdncia da exposicdo humana a
aflatoxina B1 para a satde publica e as condigdes climaticas do Brasil. que favorecem a
produgdo de fungés e produciio de micotoxinas, ¢ necessario um monitoramento

constante da qualidade dos alimentos oferecidos para os consumidores.
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Amaral et al. (2006) pesquisando a ocorréncia de aflatoxinas em produtos
alimenticios & base de milho, comercializados em Maringé e Marialva, avaliando o risco
a sande piblica pela exposi¢io a essas micotoxinas e, ainda, comparando duas téenicas
de quantificag@io de aflatoxina, ou seja, a cromatografia em camada delgada (CCD) e o
ensaio imunoenzimatico (ELISA) concluiram que a utilizagdo do ELISA ¢ adequada
para uma determinacfio réapida, simples e com baixa utilizagfo de solventes organicos de
aflatoxinas em amostras de milho e derivados, desde que os resultados sejam sempre
confirmados por outras técnicas alternativas, de modo a evitar resultados falso-positivos

e/ou falso-negativos.

2.6. Determinacio da aflatoxina

Varios métodos tém sido usados para andlise de aflatoxinas mas a analise
individual das micotoxinas € um trabalho dificil, pois sfo conhecidos mais de 300
compostos € € comum wmna toxinag estar presente em concentracdes minimas em uma
matriz orgénica complexa. A maioria das micotoxinas é analisada por cromatografia em

camada delgada (Amaral & Machinski Jinior, 2004).

- Cromatografia em camada delgada (CCD)

E a técnica de referéncia para a maioria dos laboratorios brasileiros devido a sua
confiabilidade e ndo ncessitar de equipamentos onerosos. A CCD permite separacio
eficaz dos compostos, o que torna este método muito Gtil na caracterizacio das
aflatoxinas. Na CCD o indice de retengfio (Rf) das micotoxinas varia conforme a
mistura de solventes da fase movel. sendo utilizado o sistema-solvente tolueno-acetato
de etila-cloroférmio-gcido formico — 70:50:50:20. A quantificacfio das aflatoxinas pode
ser realizada utilizando-se técnica visual sob luz UV ou a densitometria (Stroka &

Anillam, 2000).
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2.7. Extratos vegetais

A crescente preocupacdo da populagfio pela gualidade de alimentos faz com que
aumente 0 nimero de pesquisas envolvendo produtos naturais. Paises como China,
Egito, India e Grécia, sdo conhecedores, ha séeulos do uso de extratos de plantas como
alternativa ao uso de antibi6ticos.

Os compostos quimicos sintéticos ainda sfio o principal meio de controle de
pragas. Apesar de sua contribuicfio para a producfo agricola, o uso intensivo favoreceu
0 surgimento de pragas mais resistentes, ou seja, pragas secundarias, sem que houvesse
o controle dos problemas com pragas ja existentes (Marques et al., 2004). Além disso,
séio altamente tOxicos e prejudiciais a0 meio ambiente ¢ & satde humana (Arroteia et al.,
2007).

Segundo Boff & Almeida (2005), a implicacdo benéfica das plantas estd
associada a constituigdo dos seus principios ativos. A utilizacfo de métodos naturais,
como o uso de substdncias de origem vegetal para a protecfio de grios e sementes
armazenados, constitui uma alternativa menos poluente e de baixa toxicidade para o
homem ¢ para os animais domésticos. Compostos de origem vegetal podem constituir-
se em importantes agentes de controle devendo 2 fécil obtencéo e utilizago, pelo baixo
custo, € por minimizarem os problemas apresentados pelos produtos quimicos sintéticos

Os principios ativos das plantas sdo moléculas de baixo peso molecular,
oriundos do metabolismo secundario das plantas como, por exemplo, os odleos
essenciais. Esses compostos sdo produzidos como mecanismo de defesa da planta
contra fatores externos, como o estresse fisiologico, ambientais e protecio contra
patogenos, S8c esses motvos que levam a composicio dos constituintes variar com a
espécie vegetal, origem e condi¢io climatica durante seu desenvolvimento. Ouiros
fatores importantes sfo o método de exiracio e as condigdes e tempo de armazenamento
{Barreto, 2007).

Vilela (2007), estudando o efeito do 6leo essencial de Eucalyptos globulus sobre
espécies produtoras de aflatoxinas, conchuiu que foi bom o desempenho do dleo sobre o
crescimento micelial dos fungos 4. flavus e A. parasificus confirmando sua eficiéneia
como antifiingico nas doses mais elevadas.

Barreto et al. (2003). avaliando os efeitos dos extratos de agave de uma

variedade nativa e do hibrido 11648 sobre o crescimento de fungos em sementes de

'

iﬁ!i}ﬁiii}& 2y

T A i, it

VP RIBLIGTRE

¥

A



Revisio Bibliografica

algodoeiro da variedade BRS 201, concluiram que o extrato controlou 47,20 e 39,53%,

respectivamente, os fungos Aspergillus sp e Fusarium sp.
2.8. Armazenamento

/ Quando tecnicamente conduzido, o armazenamento dos grios mantém a
composigdo quimica dos produtos (carboidratos, proteinas, gorduras, fibras, minerais ¢
vitaminas) no seu estado natural, além de controlar os fatores fisicos como temperatura
¢ umidade (Puzzi, 2000). O ponto-chave para prevenir a contamina¢io por aflatoxina
durante o armazenamento, € evitar a reidratagdo dos grios (Dhingra & Coelho Neto,
1998), _
| O local de armazenamento deve ser ventilado, seco, com boé cobertura, de
preferéncia com paredes duplas e piso de concreto. Deve ter estruturas de ventilagio, ser
protegido de chuva e de insetos, pdssaros e roedores, com flutuacio minima de
temperatura. Os gros devem ser distribuidos de maneira uniforme, favorecendo a
dispersdo do calor ¢ umidade. Desta forma, hd reduglo das areas favordveis &
proliferagfio de insetos, que causam picos de aquecimento e umidade, favorecendo o
crescimento do fungo que produz a aflatoxina. Umidade relativa do local menor que
70% e temperatura entre 0 ¢ 10 “C propiciam 6timas condi¢des de armazenamento.
Recomenda-se medir a temperatura em intervalos fixos para monitorar a ocorréncia de

altas temperaturas, que indicam atividade microbiana ou de insetos (Fonseca, 2005).{
2.9, Umidade

O teor de umidade ou a quantidade de dgua contido no grc € definido como a
relagdo entre a massa de dgua livre contida no produto e sua massa (Silva, 2003), Os
métodos de determinagfo da umidade s8o classiticados em diretos {estufa, destilagiio e
infravermetho) ¢ indiretos (resisténcia elétrica, dielétricos, quimicos e higroméricos)
Carvalho (1994).

/ O teor de umidade do produto em qualquer fase do processo, seja na compra de
matéria-prima, durante o processamento e na comercializacfo, é um pardmetro que
necessita ser conhecido para as realizagdes dessas operagdes adequadamente {Fioreze,
2004), E um dos fatores que governam a conservagdo dos grdos e sementes

armazenadas e de grande importincia do ponto de vista comercial, pois pode alterar
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substancialmente o valor do produto negociével,;fPortanto, sua determinacfio deve ser
realizada em todas as fases compreendidas desde a colheita até a 1iltima etapa do
armazenamento (Almeida et al., 2006),

/ De acordo com Silva (2003)}) teor de umidade ¢ a temperatura influénciam
diretamente nos processos como colheita, armazenagem, germinaciio etc. Esses
processos exigem determinado teor de umidade, cuja alteracfio trard prej uimsf

A umidade contida nos gréios e sementes estabelece uma umidade relgtiva a0 seu
redor, que pode favorecer o crescimento fingico. Os fungos de armazenamento
necessitam de um contelido de umidade em equilibrio com a umidade relativa do
ambiente, entre 65% e 90%. Nesta faixa, cada espécie fingica tem o seu proprio limite
de umidade relativa para se desenvolver, este limite de umidade necessario ao
crescimento flngico, abaixo do qual esses organismos ndo se desenvolvem, €
denominado, por alguns pesquisadores, “umidade critica” (Christensen & Kaufmenn,
1965).

De acordo com observacgdes feitas por Diener & Davis (1966), a produco
maxima de aflatoxina, em grios de cereal, ocorre em umidade de 25% a 30 °C. A
umidade relativa minima exigida € de 83 a 88%. Tais autores observaram, também,

aumento na producio de aflatoxina com o acréscimo da umidade relativa para 99%.

2.10. Temperatura

Os grios armazenados se deterioram mais depressa quando a temperatura da
massa se eleva (Puzzi, 2000). JA agdo combinada da temperatura e do teor de umidade
das sementes exerce efetto significativo sobre a manutenciio da qualidade do produto.
Estudos diversos tém mostrado que sementes com elevado teor de umidade podem ser
armazenadas durante longos periodos, quando submetidas a baixa temperatura,
enquanto sementes com baixo teor de umidade expostas as temperaturas de
armazenagem elevadas, apresentam substancial perda de viabilidade (Jerénimo, 2004}(

O desenvolvimento de insetos e fungos que contribuem para a redugio da
qualidade da semente esta fortemente relacionado & acdo dos fatores temperatura e teor
de umidade da massa de sementes (Dhingra, 1985). As condigdes de alta umidade dos
graos levam ao desenvolvimento de fungos, resultando em aumento de temperatura ¢
umidade, que sfio condigdes ideais para a propagagfo de insetos. jsOs fungos de

armazenamento sfo mais sensiveis a mudangas de temperafuras e seu crescimento ¢é
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" maior em temperaturas em torno de 25 a 30 °C, porém. o desenvolvimento ¢ reduzido
em temperaturas abaixo de 10 °C (Pereira et al., 2002). /

A temperatura 6tima para a producio de aﬂatnéxina ¢ influenciada pelo tipo de
substrato. No amendoim a temperatura ofima para a producfio de aflatoxina por
Aspergillus flavus foi 25 °C, em periodo de incubagio de 7 a 9 dias. Indices elevados de
aflatoxina foram produzidos em amendoim a 25 e 30 °C, durante 7 e 15 dias de
incubacfio, ocorrendo o mesmo no meio liguido. A produgiio de aflatoxina por
Aspegillus parasiticus atingiu maior nivel nas temperaturas de 20, 25 e 30 °C, no
periodo de 5 a 21 dias. Os niveis mais elevados foram observados aos 25 € 30 °C., com 7
e 15 dias de incubagio (Diener & Davis, 1966).

De acordo com o ICMSF (1996), a temperatura para a produgdo de aflatoxina é
de 13 a 37 °C. tendo como 6timo entre 16 a 31 °C. Para o Aspergillus parasiticus a
ternperatura varia de 12 a 42 °C, tendo como mais favordvel 32 °C, ja a produgio da

aflatoxina ocorre entre 12 a 42 °C e a considerada 6tima é de 25 °C.

2.11. Embalagem

O sucesso na conservacdo da umidade das sementes se deve, em grande parte, a
eficiéncia do tipo da embalagem empregada durante o armazenamento. A escolha da
embalagem depende das condi¢des predominantes no local em que as sementes vio ser
armazenadas. Na embalagem. o alimento ¢ separado do ambiente externo com a
finalidade de reduzir a taxa de transporte de oxigénio ou vapor de dgua (Almeida.
2003).

Para Almeida et al. {1997), o emprego de embalagens e/ou recipientes
herméticos, ¢ de fundamental importincia para proteger sementes ¢ grios contra danos
provocados pelas pragas de armazenamento sem a necessidade de um tratamento prévio.

Morais et al. (1997), ao estudar 0 armazenamento de amendoim dentro e fora do
fruto acondicionado em trés tipos de embalagem, em duas microrregides do Estado da
Paraiba, por 15 meses, comprovaram que as sementes fora do fruto sdo mais
susceptiveis ao ataque de pragas que ocorrem com maior ou menor intensidade,
conforme a embalagem empregada. Esses autores observaram que, ao longo do
armazenamento, as embalagens impermedveis apresentaram menos de 3% de sementes
danificadas enquanto as embalagens semipermedveis ¢ permedveis apresentaram 20 e

24%, respeciivamente, de sementes danificadas por algum tipo de micro-organismo.
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2.12. Germinacao

A perda de germinagdo ¢ um indicativo importante da perda de vigor, o que
torna Gtil o uso do teste de vigor no monitoramento da qualidade de sementes durante a
produgfo, processamento e armazenamento, pois a perda de vigor precede a perda de
germinagdo (Custddio & Marcos Filho, 1997).

Segundo Almeida et al. (1997), é necessario que as sementes estejam maduras,
vidveis, livres de dorméncia, patégenos e o ambiente externo deve ter agua,
temperatura, oxigénio ¢ luz suficiente para que as sementes germinem.

A qualidade fisiologica das sementes, representada pela germinacfo e vigor,
pode afetar o desempenho na regenerago das plantas. Sementes de alto vigor
apresentam maior velocidade nos processos metabdlicos propiciando emissfio mais
rapida e uniforme da raiz priméria no processo de germinagdo, maiores taxas de
crescimento e produzindo plintulas com maior tamanho inicial (Schuch et al. 2000).

S Almeida et al. (1998), estudando sementes de amendoim oriundas de quatro
Estados da regido Nordeste, verificaram redugfio da germinagio e do vigor para o
aumento do tempo de armazenagem. O tempo afeta a maior parte da viabilidade da
semente; logo, deve ser considerado importante varidvel para uma armazenagem segura.

Noguetra et al. (2005) afirmam que, em condi¢@es ideais 0 amendoim germina
em torno de 5 dias, com velocidade atingindo niveis de méximos na temperatura de 32 a
34 °C enquanto em temperaturas mais baixas ocorre reducio,

Almeida et al. (2007), avaliando a produgio de aflaioxinas em sementes de
amendoim armazenadas em condigdes de temperatura ambiente e cAmara seca ao longo
de 180 dias em embalagem de polietileno trangado ¢ papel multifoliado, concluiram que
as condigdes de cdmara seca favoreceram 4 conservagdo da germinacfo, e independente
da embalagem as sementes sem casca apresentaram menor germina¢io durante o
armazenamento.

Rodrigues & Menezes (2002), avaliando a populagiio fungica ¢ o poder
germinativo das sementes de cinco cultivares de feijio (IPA-201,IPA-202, IPA-204,
IPA-205 e IPA-206) adquiridas na empresa pernambucana de Pesquisa Agropecudria
(IPA), oriundas dos mumicipios de Serra Talhada e Caruaru, evidenciaram a presenga de
71 espécies fungicas compreendidas em 23 géneros, em que 0s mais frequentes foram

Aspergillus, Penicillivm e Fusarium, correspondendo a 81,44% do total de coldnias
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encontradas. Com relacfio & qualidade das sementes, as maiores incidéncias foram
observadas nas sementes cultivadas em Serra Talhada, possivelmente pelo tempo de
armazenamento. Os fungos afetaram a germinagfo principalmente nas cultivares IPA-
201 e IPA-202 de Serra Talhada com percentuais de germinag#io correspondentes a 53,2
e 65,5%, respectivamente. A presenca dos fungos foi observada nas sementes, causando

necrose nos cotilédones, radicula e folhas primérias, originando plantulas anormais.
2.13. Espécies vegetais estudadas
- Azadiracta indica

Planta pertencente & familia Meliaceae, subtropical, conhecida como nim,
“Margosa tree” ou “Indian Lilac”, nativa das regides aridas da Asia e Africa, que se
encontra distribuida também na Austrdlia ¢ América (Sexana, 1989). A azadiractina, um
tetranortriterpendide isolado da semente de nim, constitui o mais importante principio
ativo, do ponto de vista entomoldgico. Esta substncia tem efeito repelente e
intoxicante. A azadiractina se concentra principalmente nos frutos, aumentando ao
longo do desenvolvimento, sendo maxima no amadurecimento e durante o
armazenamento, podendo sofrer variagbes de acordo com o modo de colheita,
armazenamento, teores de umidade, presenca de luz, temperatura e variagdes no pH.
Extratos biologicamente ativos obtidos de folhas, frutos, sementes e do tronco de
Azadirachta indica, sio reconhecidos pelas multiplas propriedades terapéuticas,
inseticidas, nematicidas e fungicidas, Mossini & Kemmelmeier (2004).

Os compostos bioativos de nim so utilizados na forma de pés, extratos aquosos
e/ou organicos (metandlico, etandlico, acetdnico, cloroférmico, hexénico), 6leos e pasta,
além de fra¢des parcialmente purificadas e formulagBes ricas em azadiractina (Sexana,
1989). O local de origem, a idade das sementes e o solvente utilizado na extracdo,
podem ocasionar variagGes nos teores do principio ativo e na sua atividade biolégica
{(Schmutterer, 1987).

Testes envolvendo o uso de extratos de folhas em algumas culturas indicam
inibicdo do crescimento vegetativo de Fusarium oxysporumi, Rhizoctonia solani,
Sclerorium rolfsii e Sclerotinia sclerotiorum. Ha relatos da acfio de extratos aquosos de
folhas na inibi¢lio, em vdrios graus, de certos patdgenos foliares do arroz: Pyricularia

oryza, Rhizoctonia solani, Curvularia lunata, Aspergillus niger e Fusarium
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Moniliforme e Aspergillus niger e Aspergillus flavus em amendoim. Qutros relatos tém
confirmado a atividade antifingica dos extratos: efeitos fungitéxicos in vitre; efeito
sobre fungos fitopatogénicos, dentre eles Aspergillus flavus, Fusarium oxysporum,
Fusarium solani Fusarium verticillioides e Sclerotinia sclerotiorum; atividade
fungistatica com inibicio da produgdo de aflatoxina Bl em cultura submersa de
Aspergillus spp aflatoxigénica; inibicdo da formacio de aflatoxina em Aspergillus
parasiticu sem niveis superiores a 90% com extrato de nim 50% (v v'') 49. Andlises por
cromatografia em camada delgada ¢ cromatografia liquida de alta performance
demonstram inibi¢io da producfo de patulina pelo fungo Penicillium expansum em
concentragbes de extrato aquoso 10%, superiores a 50 mg mL™, em meio de cultivo

liquido 50 (Mossini & Kemmelmeier, 2004).

- Piper nigrum

Origindria do sudeste asiatico, a pimenta-do-reino, familia Piperaceae, apresenia
inflorescéneia em forma de espiga, chamada amentilho, ¢ é composta de pequenas
flores. Os frutos sdo globosos, pequenos e indeiscentes, apresentando cor verde-escura
quando imaturos, adquirindo coloragdo vermelha quando maduros; é uma das mais
conhecidas dentre as espécies da familia Piperaceae devido ao seu valor comercial,
econdmico e 4 importancia medicinal (Garcia et al., 2000). A semente da pimenta-do-
~-reino contém uma resina & qual se deve ¢ sabor picante, € um 6leo essencial de cheiro
muito ativo com alto teor de uma substdncia chamada piperina {Correa, 1984). A
pimenta-do-reino é, também, extremamente importante como planta medicinal.

As investigages fitoquimicas realizadas ao longo das ultimas décadas em P,
nigrum, revelaram uma ampla variedade de metabolitos especiais presentes nesta
espécie, 0s quais se distribuem em diferentes classes de compostos: flavanos, alcaldides,
ligninas (Pissinate, 2006). Quando esses compostos s@io extraidos das plantas por
processos especificos, como a destilagdo, originam liquidos de consisténcia semelhante
ao dleo, dotados de aroma forte, insoliveis em dgua e sollvels em solventes orginicos.
Compostos secundéarios de plantas medicinais, como, por exemplo, os alcaléides, com

origem biosintética, apresentam atividade antimicrobiana (Schwan-Estrada et al. 2600).

2.14. Irradiacio
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As pesquisas sobre a utilizagdo de raios gama em alimentos para consumo em
larga escala, tiveram inicio apds a segunda Guerra Mundial, com patrocinio do exército
dos Estados Unidos. Em 1980 um comité formado pela Organizacdo das Nagdes Unidas
para a Agricultura e Alimentagfio (FAQO), Organizago Mundial de Sadde (OMS) e a
Agéncia Internacional de Energia Atdmica {(AIEA) concluiu gue a irradiacio de
qualquer alimento com uma dose total média de até 10 kGy, nfo apresenia riscos
toxicologicos ¢ nfo requer testes toxicoldgicos adicionais. Essas mesmas entidades
liberaram apds rigorosos estudos, o uso incondicional da irradiagdio de alimentos, sem
limite de dose (Zando, 2007).

A irradiacBio em alimentos com e objetivo de reduzir a microbiota natural ou
patogénica e aumentar a vida de prateleira dos produtos, € uma das tecnologias que vém
crescendo em todo o mundo mas ainda pouco difundida no Brasil. Atualmente,
especiarias, grios, carnes, frutas e vegetais ja sdo tratados por este processo em cerca de
44 paises, com diferentes propositos: (1) retardamento do amadurecimento de frutos; (2)
desinfeccfio, com eliminagfo de insetos adultos, larvas e ovos e (3) prevencio do
brotamento de vegetais. Devido ao aumento do comércio internacional de alimentos ¢
das crescentes exigéncias dos regulamentos dos paises consumidores, pesquisas através
das quais se avalia a irradiaglo como processo capaz de melhorar a qualidade e
aumentar a vida de prateleira dos alimentos, s3o fundamentais no dominio do
conhecimento cientifico.

Prado et al. (2006), verificando o efeito da irradiacdo gama (°’Co) em diferentes
niveis (0, 1, §, 10, 20, 25 30 KGy) na porcentagem de infec¢fo filngica de amendoim in
natura, com ¢ sem o processo de desinfeccfio dos grios, em funcg8o do tempo de
prateleira, concluiram que o amendoim em grdo ndo irradiado e ndo desinfetado
externamente, proporcionou aumento do grau de contaminagido flngica durante o
periodo de armazenamento e que a irradiacio gama (*°Co) na dose de 5 kGy é capaz de
reduzir a porcentagem flingica de amendoim em grio apds 20, 60 ¢ 180 dias a
temperatura ambiente, quando comparada com a contaminagdo inicial e, ainda, que a
irradiagdio gama (M’Co) na dose de 10 kGy ou superior é capaz de eliminar a
contaminagdo fingica (0%) de amendoim em grio, por 6 meses, em temperatura
ambiente, independentemente do processo prévio de desinfecgdo.

Zando (2007), verificando a viabilidade da radiacio gama como método de

conservacio do arroz (Oriza sativa 1..) e sua eficiéncia no controle do Sirophilus orvzae
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L., concluiu que o uso da radiag@o gama ndo afetou o rendimento apés o beneficiamento
e as doses de 0,5 a 1,0 kGy foram efetivas no controle do inseto (Sitophilus oryzae 1.)
N0 4Iroz.

Prado (2005), avaliando o efeito da irradiagio gama *’Co em diferentes doses na
microbiota flingica natural ¢ apds a inoculagfio de cepa aflatoxigénica de Aspergillus

Sflavus, bem como destruiclo de aflatoxina B, em amostras de amendoim, natural ¢

artificialmente contaminadas, verificou que doses de irradiagfo gama (“’Co) até 10 kQGy,

ndo foram suficientes para destruir aflatoxina B , €m amostras naturalmente

contaminadas. Essas mesmas doses, entretanto, destruiram cerca de 20% da aflatoxina

B, em amostras artificialmente contaminadas e que, doses de irradiagdo gama (*“Co) de
15, 20, 25 e 30 kGy destruiram a aflatoxina B], em amostras naturaimente

contaminadas, em percentual que variou de 49 a 72%.

Em estudo de viabilidade, Santos (2008), submeten sementes de amendoim,
variedade Havana, a vérias doses de irradiagfio e, em seguida, analisou sua micoflora,
concluido, entdio, que o tratamento com radiacio gama afetou negativamente o vigor e a
germinaciio das sementes de amendoim; as doses de 0,5, e 1,5 kGy resultaram em perda
de germinacdo e vigor acima de 50%; a dose de 3 kGy inviabiliza a utilizacfio das
sementes para o plantio e doses acima de 12 kGy comprometem totalmente o vigor e a
germinacio das sementes.

Viccini et al. (1997) utilizaram doses de 0,15 e 0,30 kGy para irradiar sementes
de mitho com teor de umidade variando de 14 a 46,4%, e observar seu comportamento
apoOs semeadura em campo. Os autores concluiram que o pequeno nimero de plantas
observado aos 10, 20 e 30 dias apés a semeadura (DAS), nfio conseguiu sobreviver até

os 60 DAS, evidenciando o efeito drastico dos tratamentos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de realizacdo do experimente

O  experimento foi realizado no Laboratdrio de Armazenamento e
Processamento de Produtos Agricolas (LAPPA) da Unidade Académica de Engenharia
Agricola (UAEA)} do Centro de Tecnologia e Recursos Naturais (CTRN), da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) e no Laboratério de Quimica da

Embrapa Algoddo em Campina Grande, Paraiba.

3.2. Obtenc¢io da matéria-prima

Utilizaram-se sementes de amendoim das cultivares BRS Havana e BRI, ou
seja, as da cultivar BRS Havana, utilizadas nos experimentos, foram adquiridas junto a
um produtor que contempla um projeto de produgdo integrada com a Embrapa Algodéo,
no distrito Missio Nova, municipio de Missdo Velha, CE, e as sementes da cultivar
BR1 de campos de sementes da Embrapa Algodgo, Campina Grande, PB.

Para inicio dos trabathos as sementes da cultivar BRS Havana foram
caracterizadas quanto 4 micoflora, aflatoxina ¢ teor de umidade e as da cultivar BRI

quanto a micoflora, germinacfio e teor de umidade.

3.3. Determinacgio da micoflora e isolamento do Aspergillus flavus

De cada lote se analisou uma amostra de 40 sementes, pelo emprego de método
de papel de filiro umedecido {(Neergaard, 1979); desta forma, as sementes, em ntimero
de 10, foram distribuidas igualmente e espagadas sobre uma camada constituida de trés
folhas sobrepostas de papel de filtro, umedecidas com agua destilada esterilizada (ADE)
e contidas em placa de Petri (@ = 9,5 cm); ap6s a distribuicio das sementes as placas de
Petri foram mantidas em ambiente de laboratério (nfio controlado). No oitavo dia de
incubagdo as sementes foram observadas ao microscopio estereoscOpico, para a
identificag@io dos fungos considerando-se as caracteristicas de suas coldnias e avaliagio

de incidéncia (¥ de sementes afetadas).
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Procedeu-se ao isolamento dos diferentes fungos que se desenvolveram sobre as
sementes, retirando-se fragmentos micelianos (2 mm de difmetro) das margens das
coldnias e os plantando em meio de cultura BDA (Batata, 200 g; Dextrose, 20 g; Agar-
-Agar, 17 g ¢ 4gua destilada, 1000 mL} esterilizado em autoclave a 121 °C, por 30 min,
contido em placas de Petri. A partir das coldnias que se desenvolveram sem
contaminagdo, retiraram-se fragmentos micelianos, plantando-os no centro de placas de
Petri contendo o meio de cultura Czapek, que € utilizado como padriio para se observar
as caracteristicas culturais (forma, cor, produgio de pigmento) dos fungos Aspergillus
Havus e Penicillum.

As espécies fingicas devidamente identificadas foram cultivadas em meio de
cultura BDA contido em tubos de ensaio, para a produgfio dos indculos utilizados nos

experimentos.

3.4, Obtencio dos extratos

Os extratos vegetais utilizados para avaliac3o do potencial de inibi¢do e/ou aglo
fungicida sobre o crescimento micelial de Aspergilius, foram selecionados a partir de
espécies citadas na literatura como possuidores de principios ativos importantes no

controle de micoflora dos grios e sementes armazenados.

a) Extrato de pimenta-do-reine (Piper nigrum)

Obteve-se o extrato a partir de sementes de pimenta-do-remo (Piper rigrum)
adquiridas em feira livre de Campina Grande, material foi triturado em moinho de facas,
depois pesado em balanca e em seguida umedecido com élcool etilico a 70% (v v7') e,
finalmente, colocado em percolador (Figura 3.1) para extragfo, conforme metodologia

descrita por Almeida (2003).
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Figura 3.1. Percolador utilizado na obtencgdo dos extratos (Foto: Autor)

b) Extrato de nim (Azadirachta indica)

O extrato do nim produzido pelo Bioneem - Tecnologia Consultoria Indistria e
Coméreio Ltda foi adquirido em casa especializada no comércio de Campina Grande,

PB.

3.5, Tratamento das sementes do amendoim

Foram utilizados, no fratamento dessas sementes, 10 ml, dos extratos de
pimenta-do-reino e de nim, nas doses de 0 (controle), 10, 40, 70 ¢ 100 mL (extrato:
agua), para cada 300 g de sementes, em seguida. as sementes foram secadas a
temperatura ambiente pelo tempo de 24 h, sobre folhas de papel jornal; depois, uma
parte {metade), foi inoculada com o fungo Aspergillus flavus, utilizando-se 0,0632 g do
indculo. As amostras de 300 g de sementes inoculadas e nfio inoculadas, com teor de
umidade de 6,94% bu para a cultivar BRS Havana e 8,12% bu para a cultivar BRI
foram acondicionadas em recipientes de PET e polietileno tran¢ado onde a cultivar BRS
Havana permaneceu armazenadas por 9 meses, e a BRI, 3 meses no LAPPA, em
ambiente ndo controlado de temperatura e umidade relativa do ar. Igual quantidade de

sementes foram armazenadas da mesma forma, sem receber ¢ indeulo.
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Primeiro Experimento
3.6. Realizaciio das analises: cultivar BRS Havana

As sementes da cultivar BRS Havana acondicionadas em embalagens de PET e
polietileno trancado, foram avaliadas trimestralmente quanto ao teor de umidade (%),

micoflora (%) e aflatoxina (ug kg™).
3.6.1. Teor de umidade

Utilizou-se o método padrio de estufa a 105 4 2 °C, com 3 subamostras de 20 g
acondicionadas em recipientes metalicos, previamente secados, pesados e colocados em
estufa pelo tempo de 24 h; ap6s este periodo os recipientes foram retirados da estufa €
postos em um dessecador, durante 45 min (Brasil, 1992); em seguida, as sementes
foram novamente pesadas obtendo-se a percentagem de peso expresso em base Gmida,

através da expressio analitica abaixo:

%Umz‘dademi_f;.;flxwe

em que:
P - peso inicial (peso do recipiente + peso da semente Umida), g - -
p - peso final (peso do recipiente + peso da semente seca), g

{ - tara (peso do recipiente), g
3.6.2, Determinaciio e avaliaciio da micoflora

O método de incubagio utilizado foi o blotter-test ou o método do papel de filtro
(Neergaard, 1979). As sementes, em numero de 10, foram colocadas no interior de
placas de Petri (Figura 3.2) sobre substrato constituido de dois discos sobrepostos de
papel de filtro umedecidos com #dgua esterilizada; em seguida, as placas de Pein
contendo as sementes foram deixadas no LAPPA em ambiente ndo controlado e, no
oitavo dia de incubacfio, as sementes foram examinadas individualmente, para

visualizacfio de coldnias, identificagdo e contagem de fungos e, guando necessério,
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Realizou-se a triagem das aflatoxinas nas amostras (Figura 3.4) através de
cromatografia em camada delgada (CCD), em duplicata, utilizando-se cromatofolhas de
aluminio e a mistura tolueno - acetato de etila - acido formico (60:30:10), como sistema
solvente. A aplicagéo foi feita a 2 cm da base da placa e a eluig¢fo até 10 ¢m, a partir do
ponto de aplicagdo.

A identificagio da aflatoxina foi feita através da comparagio com Rfs, cor e
intensidade de fluorescéncia das manchas correspondentes 4s amostras comparadas com
as manchas dos padrBes. A visualizagfio das aflatoxinas em cémara de luz ultravioleta,
de comprimento de ondas de 366 nm.

Para confirmacgfio das amostras em que houve suspeita da presenga de algum tipo de
aflatoxina, realizou-se nova leitura utilizando-se o sistema solvente cloroférmio-acetona

(90:10) ¢, em seguida, novamente submetidas a leitura, em cdmara de luz ultravioleta.

Patries Amostra
B4 B2 1] G: A

2cm|

Figura 3.4. Esquema representado uma placa unidimensional de CCD (cromatografia
em camada delgada)

A quantificagfio das aflatoxinas By, By, G, e G; se deu através da comparagéo visual
da intensidade de fluorescéncia da mancha da amostra com a fluorescéncia das manchas
dos padrdes aplicados na placa em concentragbes crescentes, em aliquotas de 0,4, 0,6,
0.8, 1 e 2 pl.. Repetigdes com novas aliquotas de padrdes ou de amostras foram feitas
quando necessario, para obteng@o de uma aproximagio melhor da intensidade da
fluorescéncia entre a mancha suspeita e o padrio.

Para o cdlculo da concentragdo de aflatoxina utilizaram-se 500 ul. do extrato final e

o peso da amostra no extrato final de 8.35 g, através da formula seguinte:

31






Material e Métodos

casualizado (DIC), dispostos em esquema fatorial (2 x 5 x 2 x 3 x) para as embalagens
de PET e polietileno trangado, representado por: tratamento com extrato de pimenta-do-
-reino ¢ de nim, doses dos extratos, procedimento (sementes inoculadas e ndo
inoculadas com o fungo Aspergillus flavus) e tempo de armazenamento,
respectivamente. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 1 e 5% de

probabilidade.

Para a aflatoxina realizou-se a analise estatistica cujos dados foram obtidos
através da influéncia de duas doses (70 e 100 mL) e o procedimento ndo inoculado e
inoculado com Aspergillus flavus. O delineamento foi o inteiramente casualisado em
que os fatores foram distribuidos em esquema fatorial 2 x 2 conforme a ordem
apresentada em duplicatas. O Programa Computacional utilizado foi o Assistat (Silva &
Azevedo, 2006), versdo 7.4. beta, no qual foram feitas as andlises de varidncia
(ANOVA) e comparagdo das médias pelo teste de Tukey a 1 e 5% de probabilidade.

3.7. Realizacdio das anilises: cultivar BR1

Nesta etapa a cultivar BR1 foi submetida aos mesmos tratamentos aplicados a
cultivar BRS Havana (umidade (%) e micoflora (%)) acrescidos da analise de
germinagdo, realizada a cada trés meses durante o periodo de armazenamento.
representando 4 analises. Todos os tratamentos receberam os mesmos cuidados ¢
procedimentos aplicados a cultivar Havana. descritos nos 1ens anterioi. -

germinagio, como se segue:

3.7.1. Teste de germinagio

Realizou-se o teste de germinagio em laboratorio utilizando-se quatro
repetigdes de 50 sementes semeadas em folhas de papel germitest, sendo duas na
base € uma folha em cobertura, umedecidas em agua destilada, na proporgdo de trés
vezes o peso do papel seco. Rolos foram confeccionados e acomodados em
recipientes plastico para evitar perda de umidade. e posteriormente, colocados no

germinador (BOD, modelo101/3) regulado a temperatura de 25 + 1 °C e para manter
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a umidade relativa dentro deste em torno de 95 + 2% colocou-se cubas com agua na
parte inferior.. A avaliagiio foi realizada nos 5° e 10° dias apds a semeadura,

compultando-se o percentual de plintulas normais (Brasil, 1992).

3.7.2. Delineamento estatistico

Os resultados foram analisados através do Programa Computacional Assistat
(Silva & Azevedo, 2006), versio 7.4. beta, utilizando-se o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), dispostos em esquema fatorial (2 x 5 x 2 x 3 x) para as embalagens
de PET e polietileno trangado, representado por: tratamento com extrato de pimenta-do-
-reino e de nim, doses dos extratos, procedimento {(sementes inoculadas e no
inoculadas com o fungo Aspergillus flavus) e tempo de armazenamento,
respectivamente. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a | e 5% de

probabilidade.

Segundo Experimento
3.8. Tratamento das sementes com irradiacio de cobalto-60 (*'Co)

Utilizaram-se sementes de amendoim da cultivar BR1 (32 kg) provenientes de
campos de sementes da Embrapa Algodédo, Campina Grande, PB.

O processo de irradiagfio das sementes de amendoim, cultivar BR1, para controle
da micoflora foi feito em um irradiador que emite raios y a partir de *’Co. As amostras
de 200 g de sementes, com teor de umidade de 8,01% correspondentes a cada lote,
foram acondicionadas em embalagem do tipo PET, antes de serem colocadas no
irradiador, para evitar contaminagfio das sementes apos a irradiagdio por exposi¢io ao
ambiente. As doses de radiagdio gama utilizadas, foram: 0; 0,50; 1,00; 1,50; 2,00; 2,50;
3,00 e 4,00 kGy. Depois de irradiadas as sementes foram transportadas em suas
embalagens intactas para o LAPPA, onde foram submetidas a determinacio da
micoflora e ao teor de umidade e testes de germinagio, seguindo-se 0s mesmos
procedimentos descritos para esses testes nos itens 3.6 {a e b) e 3.7 (a). A amostra foi

dividida em duas partes iguais, em que a primeira foi transferida para embalagens de
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polietileno trangado e a outra metade permaneceu nas embalagens de PET formando,

assim, dois lotes de aproximadamente 16 kg cada um com 40 embalagens de 200 g.

Delineamento estatistico

Os resultados foram analisados através do Programa Computacional Assistat
(Silva & Azevedo, 2006), versdo 7.4. beta, utilizando-se o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), dispostos em esquema fatorial (8 x 2 x 3), representado por: doses
de °“Co, embalagem de PET e polietileno trangade e tempo de armazenamento,
respectivamente. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 1 ¢ 5% de

probabilidade.

35



Resultados e Discussio

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Cultivar BRS Havana

4.1.1. Teor de umidade

A analise de varidncia do teor de umidade relativo a extrato, dose, procedimento
€ tempo para as sementes de amendoim armazenadas em embalagem de PET e
polietileno trangado depois de 9 meses de armazenamento em condi¢Ses ambientais néio
controladas se encontram nas Tabeclas A ¢ B do apéndice e, na Tabela 4.1, os resultados

de extratos, doses, procedimentos e tempo para as embalagens de PET e polietileno

trangado.

Tabela 4.1. Valores médios do teor de umidade (%) das sementes de amendoim
inoculadas e ndo inoculadas com 4. flavus tratadas com extratos vegetais
em diferentes doses e armazenadas durante 9 meses em embalagem de
PET ¢ polletileno rangauu

Embalagem PET

Extrato Dose (mL) Procedimento Tempo (meses)
. ; 100 7,07 ab 3 6.95a
N 7.12 ’ 6.92 '
mo e 70 684 bc NI :
40 6.82 be 6 6,98 a
i0 6,77 ¢ )
PR 681b 0 7322 I 7.00 a 9 6.96 a
~ DMS 0,12 DMS 0,26 DMS 0,11 DMS 0.17
Embalagem Polietileno Trancado i
Extrato Dose (mL) Procedimento Tempo (meses)
- ~
Nim  694a 100 676a NI 676a 3 6o
70 0,43 ab
40 6.61 ab 6 6.58 b
i0 6,38 b
PR 6.18b 0 6.64 ab I 7.36b 9 7.00 a
DMS 0,16 DMS 0,36 DMS 0,16 DMS 0.24

PR: Pimenta-do-Reine: NE: Ndo Inocutado: 1D Inoculado

Verifica-se. examinando a Tabela 4.1. que a umidade das sementes de
amendoim tende ao equilibrio com a umidade da atmosfera circundante de forma
diferente para todos os tratamentos na embalagem de polietileno trancado ¢ com

igualdade estatistica para procedimento e tempo na embalagem de PET, indicando que a
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umidade néo foi influnciada por esses fatores. Os valores médios indicam. ainda, maior
umidade para as sementes tratadas com o extrato de nim nas duas embalagens
utilizadas, assim como maior umidade para as sementes inoculadas e tratadas com o
extrato de pimenta-do-reino na embalagem de polietileno trangado. em que o teor de
umidade aumentou estatisticamente com o decorrer do tempo.

Para as doses de 40, 70 ¢ 100 mL (Média = 6.91%), houve igualdade estatistica,
sendo que a dosc de 100 mL ndo diferiu da 0 mL e a de 10 mL foi igual a dose de 40 e
70 mL na embalagem de PET. Para a embalagem de polietileno trancado a maior
umidade do fator dose (6,76%) se deu com 100 mL que, estatisticamente, ndo diferiu de
70, 40 ¢ 0 mL. Em resumo, tem-se que a umidade variou pouco quando se tefere aos
valores absolutos dos dados de todos os fatores.

Apolando-se nos resultados. tem-se que o teor de umidade é influenciado pela
umidade relativa do ar e, pela temperatura do ambiente onde foram armazenadas e que,
por serem higroscopicas, trocam umidade com o meio, atingindo seu equilibrio. razio
pela qual as sementes acondicionadas nas embalagens de polietileno trangado
apresentaram oscila¢do de umidade ao longo do armazenamento.

Almeida (2003), estudande o acondicionamento de outros tipos de sementes,
também constatou que o teor de umidade das sementes pode variar ou ndo. com as
condi¢des do ambiente, armazenamento, periodo e embalagens.

4.1.2. Micoflora nas sementes de amendoim

Os resumos das analiscs de vanincia e o coeficiente de variagdo correspondente
a percentagem de fungos presentes nas sementcs de amendoim armazenadas em
ambiente ndo controlado do LAPPA, pelo periodo de 9 meses, em embalagens de PET e
polietileno trancado e tratadas com extratos de nim e pimenia-do-reino. se enconiram na
Tabela 4.2, na qual se observa efeito altamente significativo para todas as variaveis e
suas interacdes duplas, exceto para a variavel extrato, referente ao fungo A. niger, para

a embalagem de PET.
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Tabela 4.2. Andlise de variancia da incidéncia de fungos nas sementes de amendoim.
variedade BRS Havana, tratadas com extratos de nim e pimenta-do-reino e
armazenadas em ambiente nfio controlado, durante 9 meses

Embalagem PET

Fonte de Fungos

Variagdo GL A. flavus A. niger Rhizopus Penicillium
I .y M M QM
Extrato (E) 1 2406,67** 14,97™ 3999,70** 666,53**
Dose (D) 4  9870,83** 2630,84** 4845,99** 951,00**
Procedimento(P) 1 149001,67**  54578,14**  42]2228**  2533,18**
Tempo (T) 2 1326,67** 8367,55** 7822,68** 1084, 83%+*
ExD 4 1425.42%* 664,79** 3945,33** 666,53**
ExP 1 806,67** 134,85%* 5413,48** 666,53**
ExT 2 1511,67** 923.12** 10142,30** 666,53%*
PxT 2 1326,67** 7972,70** 2858,04** 1084,83%
Residuo 180 12,22 9,72 6,94 1,94
CV (%) 4,96 19,99 11,01 42,79

Embalagem Polietileno Trangado
Fungos

ff(;ﬁt:ggz GL A flavus A. niger Rhizopus Penicillium
o QM QM M M
Extrato (E) 1 510,42** 570,51** 843,71%* 5415,00**
Dose (D) 4 7046,20%*  13382,06**  B8489,74** 460,00**
Procedimento(P) 1  75967,57**  91620,32*%*  44542,58** 24401.67**
Tempo (T) 2 218,70 %* 11320,72**  6780,10**  18731,67**
ExD 4 986,45** 279,72% 2949 71** 698.,33%*
ExP 1 770,42%* 770.38%* 570,14%* 5415.00%*
ExT 2 370.26** 714527**  15362.03**  5415.00**
PxT 2 95.38%* 1060,98** 18233.84**  18731.67%*
Residuo 180 13.75 12,91 10.69 1.67
CV (%) 4,53 13,66 12.47 12.80

" significative a 1% de probabilidade,  nao signifieativo
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Mediante os dados da Tabela 4.3, observa-se que os fungos dos géneros
Aspergillus ¢ Rhisopus predominaram sobre os do género Penicillium. e entre os do

género Aspergillus, o A. flavus sobre o A. niger.

Tabela 4.3. Valores médios da incidéncia (%) de fungos para a interagio D x E em
sementes de amendoim inoculadas e ndo inoculadas com A. flavus tratados
com extratos vegetais em diferentes doses e armazenadas por 9 meses em

Extrato (Embalagefﬁ PET)

Doses A flavus A. niger Rhizopus Penicillium
(mlL.) Nim PR Nim PR Nim 'K Nuu PR
100 62,08dA 5333 dB 18.34dbA  10.00¢B 16.,67eA 334 dB 0,00bA  0.00cA
70 62,50dA 58,75cB 20,84aA  13,84bB 41,08aA 542dB 0,00 bA  0,00cA
40 67.92cB 72,50 bA 16,67bB  25.84aA 33.33bA  30,00bB 0.00bA  0.00cA
10 81.23bA 57.50¢B 17.516B  24.i8uA 29.17¢B 4i,23aA 0.00bB  16.67aA
0 94.17aA _ 94.17aA 334cA  334dA 19,17dA__19,17cA  7.92aA  7.92bA
DMS (C) 278 2,48 2,09 1,11
DMS (L) 1,91 1.77 1.50 0.79
_ Extrato (Embalagem Polictileno Trancado)
Doses A flavus A. niger Rhizopus Penicillium
(mL) Nim PR N1 PR Nim PR Nim n
100 62.92dB 67,08 cA 834dA  3,76dB 27.09cA  3.76eB 16.67aA 13.34aB
70 82,50cA 67,08 cB 22.5tcB  25,84bA 33,34bA  17,09dB 16,67aA  5,84cB
40 87.92bA 79,17bB 24.59cA  1834cB 16,67dB  23.34cA 16,67aA  0,00dB
10 ¥9,17bB 95,42 aA 31,67bA 23,340B 14,17dB  28,34bA 16,67aA  0,00dB
0 94,17aA G4,17aA 52,09aA  52,50aA 49.17aA 49,17aA 7,50bA 7,50 bA
DM () 2,95 2,80 2.00 t.02
~DMS (L) 2,11 2.05 1.86 0,74

Meédias seguida da mesma letra miniscula na coluna e maigscula na linha nio diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade: PR = Pimenta-de-rcino. Umidade Inicial = 6.94%: micoflora intcial = 13% 4. favus e 1% Rhisopus

Tem-se, para o fungo Aspergillus flavus presente nas sementes de amendoim
armazenadas em embalagem de PET e polietileno trangado, uma relagfo positiva, isto é,
a eficiéncia dos extratos empregados no controle deste fungo aumenta com o aumento
das doses aplicadas ds sementes de amendoim. sendo a dose de 100 mL a de maior
controle, tanto para o extrato de nim como para o extrato de pimenta-do-reino. Viegas,
et al. (2005a) estudaram a toxicidade de 6leos essenciais de pimenta-do-reino ¢ pimenta
longa sobre o crescimento micelial em dots isolados de Aspergillus flavus e observaram
efeito inibitoro do fungo com a aplicagdo do dleo de pimenta longa.

Entre os extratos tem-se um controle maior dos fungos nas sementes tratadas
com extrato de pimenta-do-reino na dose de 100 ml. respectivamente. quando
armazenadas em embalagem de PET e polietileno trangado, exceto para a embalagem

de polietileno tran¢ado com sementes infestadas por Penicillium. em que as doses de 40
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Tabela 4.4. Valores médios da incidéncia (%) de fungos para a interaciio E x P em
sementes de amendoim inoculadas e ndo inoculadas com A. flavus
tratadas com extratos vegetais em diferentes doses e armazenadas por 9
meses em embalagem de PET e polietileno trancado

Procedimentos (Embalagem PET)

A favus A niger Ritisopus Pemcin:.
Extratos NI I NI I NI I NI
Nim 50,50aB 96,67 aA 29,67 hA 1,00 aB 46,00 aA 10,00 bB 3.17bA
PR 40,50bB 94,00 bA 31,67 aA 0.00 aB 28,33 bA 11,34 aB 9,84 aA
DMS (C) 1.26 i.12 0,95 Y
DMS (L) 126 1,12 0.95 0.50

Procedimentos (Embalagem Polietileno Tran¢ado)

A flavus A, niger Rhisopus Peniciiitum
Extratos N1 I NI I NI 1 N1
Nim 67.33aB 9933 aA 49,16 aA 6,51 a3 4017 aA 16,00 aB 29.67aA  (0.00aB
PR 60.83bB 100,00aA 42,50 bA 7.00 aB 3950 aA 917 bB 10,67bA  0.00aB
DMS (C) 1.33 L2y 118 U.36
DMS (L) 1,33 1.29 1,18 0.46

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maidscuia na linha ndo diferem estatisticamente peio teste de Tukey a 3%
de probabilidade: PR = Pimenta-do-reino; Umidade Iniciat = 6,94%; micoflora inicial = 13% A. flavus e 1% Rhisopus; NI: Nao
Inoculado: 1: Inoculado com 4. Aavus

Em analise aos dados contidos na Tabela 4.4. constata-se maior incidéncia de 4.
Mlavus nas sementes inoculadas em embalagem de PET e polietileno trangado. Observa-
-se, ainda, que o extrato de pimenta-do-reino foi mais eficiente no controle do A. flavus
que o de nim, exceto quando o amendoim foi armazenado na embalagem de polietileno
trancado e inoculade com o 4. flavus, em que a estatistica n3o detectou diferenca dentro
dos extratos. Entre os extratos vé-se superioridade estatistica nas duas embalagens para
as sementes inoculadas com 4. flavus.

Com relagiio aos A. niger, Rhisopus e Penicillium na embalagem de PET ¢ no
procedimento ndo inoculado, o comportamento foi similar dentre os extratos com
superioridade estatistica no controle dos A. niger e Penicillium para o extrato de nim e,
contrariamente, para o Rhisopus em que o extrato de pimenta-do-reino foi superior ao
de nim. Para o procedimento inoculado. a superioridade estatistica do controle dentro
dos extratos ocorreu com o 4. niger ¢ 0 Rhisopus. ndo se tendo detectado Penicillium
(0.0%). Na embalagem de polietileno trangado para o procedimento ndo inoculado o
comportamenio do fungo 4. niger e o Penicillium se deu de forma inversa a sua
ocorréncia na embalagem de PET, isto €, a menor incidéncia do A. niger e do

Penicillium se refere as sementes tratadas com o extrato de pimenta-do-reino, lal como
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mesmo para o Rhisopus, em que o extrato de pimenta-do-reino fol mais eficiente no
controle desse fungo, para ambas as embalagens.

Para as sementes que receberam o procedimento inoculado na embalagem de
polietileno trangado ¢ PET, ndo houve ocorréncia de Penicillium nem diferenca
estatistica dentro dos extratos para 4. niger; entretanto, o extrato de pimenta-do-reino
controlou com maior eficiéncia o Rhisopus frente ao extrato de nim.

O efeito positivo dos extratos de nim e pimenta-do-reino sobre as sementes de
amendoim armazenadas por 9 meses nas embalagens de PET e polietileno trancado. se
deve principalmente aos principios ativos das plantas em que, para a pimenta-do-reino,
se destaca a piperina €, para 0 nim, a azadiractina. Segundo Barreto et al. (2003). os
principios ativos s@o oriundos do metabolismo secundario das plantas, esses compostos
sdo produzidos como mecanismo de defesa da planta contra fatores externos e.
sobremaneira, contra patdgenos, nos quais se destacam os fungos. Essas propriedades
séo dependentes de uma série de fatores inerentes as plantas, como orgio utilizado,
idade e estagio vegetativo, fatores do ambiente como pH do solo, estagdo do ano e
diferentes tipos de estresse que as plantas sofrem.

Observa-se, também, para os fungos A. niger. Rhisopus e Penicillium no
procedimento inoculado, quer na embalagem de PET quer na embalagem de polietileno
trangado. menor incidéncia frente ao procedimento ndo inoculado, fato que se deve,
provavelmente, a uma competi¢fo entre esses fungos com 4. flavus quando inoculados
as sementes. Observacdo corroborada por Wicklow et al. (1988). envolvendo o
antagonismo fungico em mitho, ao demonstrarem que Fusarium verticillioides e
Aspergillus  strictum, assim como alguns fungos de armazenamento. inibiram o
crecimento do A. flavus. Segundo Lillehoj et al. (1982), Fusarium spp. pode ser
considerado um potente competidor.

Os valores dos resultados da incidéncia de fungos nas sementes de amendoim
armazenadas por 9 meses em embalagem de PET e polietileno trangado inoculadas e
ndo inoculadas com 4. flavus e tratadas com extratos de nim e pimenta-do-reino, se
encontram na Tabela 4.5. A andlise estatistica. considerando-se a ocorréncia geral de
fungos, indica que houve diferenca allamente significativa para extrato. dose.
procedimento e tempo (Tabela 4.2). Este fato também € verificado na Tabela 4.5 guando
se considera o comportamento de cada fungo para cada embalagem. ao longo do

armazenamento.
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Tabela 4.5. Valores médios da incidéncia (%) de fungos para a interagdo T x P em
sementes de amendoim inoculadas e ndo inoculadas com 4. flavus tratadas
com extratos vegetais em diferentes doses e armazenadas por 9 meses em
embalagem de PET e polietileno trancado

Procedimentos (Embalagem PET)

Tempo A. flavus A. niger Rhizopus Penicillium
{meses) NI | N1 1 NI I NI 1
3 46,50 baB  R6.00 bA 8,00 cA 0.00aB  4475bA  14.00aB  2.00bA 0.00aB
6 4500bB  100.00aA 37.25bA  152aB  47.75aA 1200bB  251bA  0.00aB
9 46.50aB  100,00aA 4675aA  0.00aB  1900CA  600cB  1500aA 0,00aB
DMS (C) 1.85 .65 14 0,74
DMS (L) 1.54 137 117 0,61
Procedimentos (Embalagem Polietileno Trancgado)
Tempo A. flavus A. niger Rhizopus Penicillium
(meses) NI 1 NI 1 NI 1 NI I
3 61,00bB  99.00aA 5850aA  2025aB  30,00bB  3475aA  2.00cA  0.00aB
6 66.25aB  100.00aA 46,75bA  0,00bB  5825aA 3.00bB  3.00bA  0.004B
9 65.00aB  100.00aA 3225 cA  000bB 3125 bA 0.00cB  5550aA 0.00aB
DMS (C) 1.96 1.89 1.73 0.68
DMS (L) 163 1,58 .44 0,57

Médias seguida da mesma Ietra maiuscula na linha ¢ minuscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade; Umidade Inicial = 6,94%; micoflora inicial = 13% A. flavies ¢ 1% Rhisopus; N1: N3o Ineculado; I Inoculado com
A. flavus

Em analise aos dados da Tabela 4.5, tem-se um aumento de infestagio de
fungos, seja nas sementes inoculadas ou ndo inoculadas nas embalagens de PET e
polietileno trangado com relagdo ao inicio da armazenagem em que se constatam 13%
de A. flavus e 1% de Rhisopus nas sementes de amendoim (micoflora inicial) e que as
variagbes se devem as espécies de fungo, aos procedimentos e ao tempo de
armazenamento. Os resultados evidenciam a mesma porcentagem de A. flavus no 3V e
no 9° mes de armazenamento no procedimento ndo inoculado (46,5%) na embalagem de
PET. Para a embalagem de polictileno trangado com o A. flavus ocorreu igualdade
estatistica para os 3° 6° ¢ 9° meses no procedimento inoculado.

Com relagiio ao A. niger ¢ 2 embalagem de PET observa-se, para o procedimento
ndo inoculado, aumento da infestacio a medida em que avanca o tempo de
armazenamento; 0 contrario ocorreu com o amendoim acondicionado em embalagem de
polietileno trangado; ja para o procedimento inoculado na embalagem de PET, a
incidéncia foi constatada apenas no 6° mes, tendo controle (0.00%) total para o 3° ¢ 9°
mes. Na embalagem de polietileno trangado o controle se deu no 6 ¢ no 9° mes de

armazenamento.

43




Resultados e Discussfio

Para o Rhisopus, a incidéncia deste fungo. em percentual. foi maior no 6° mes
para as duas embalagens no procedimento ndo inoculado, enquanto para o procedimento
inoculado a infestagdo diminuiu com o passar do tempo de armazenamento.

Com o Penicillium, constata-se aumento da infestagio com o tempo de
armazenagem no procedimento ndo inoculade e controle total no procedimento
inoculado quer em PET, quer em polietileno trangado.

Com relagio ao procedimento (NI e |) para A. niger, Rhizopus e Penicillium, as
sementes ndo inoculadas apresentaram, estatisticamente. maior infestagdo que as
sementes inoculadas nas duas embalagens ¢ lempo de armazenamento; para o A. flavus
as sementes inoculadas se apresentaram duas vezes mais infestadas que as sementes néao
inoculadas.

O efeito do procedimento inoculado determinando a diminui¢do da ocorréncia
de A. niger, Rhizopus e ecliminacBio do Penicillium se deve, provavelmente, &
competigdo entre os fungos por substrato e espago, tal como a variagdo dos fatores
ambientais (temperatura e umidade relativa do ar) e teor de umidade das sementes que
podem ter sido responsaveis pelas oscilagdes dos valores obtidos, resultados que
encontram apoio nos estudos de Nakai (2006) que trabalhou com distribuig¢@o de fungos
e aflatoxinas em variedade de amendoim armazenado, verificando que a influéncia
mutua entre os fungos pode ocorrer de modo antagénico. O antagonismo ¢ caracterizado
pela competi¢do por substrato, podendo ser ativo, quando ocorre intbi¢do por contato,
na alteracéio do substrato, ou quando ha parasitismo fungico: ou passive, no qual nio
ocorre uma inibi¢do de um fungo pelo outro, porém, ha uma competigdo por espaco ou
por nutrientes essenciais e assim. os resultados indicam comportamento antagdnico
entre 0 A. flavus ¢ os demais fungos, havendo vantagem para o micro-organismeo com
maior taxa de crescimento; neste caso, o 4. flavus, competindo por espago ou nutrientes,

considerado um antagonismo passivo.
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este aliado ao baixo teor de umidade nas sementes, na ocasido da caracterizagio da
aflatoxina (6,94 %).

As amostras provenientes do armazenamento de 3 meses apresentaram, ao serem
submetidas a analises para determinagfo de aflatoxina, positividade, para aflatoxina B;,
apenas para as que foram tratadas com extrato de nim na dose de 70 mL sem
inoculacio com Aspergillus flavus e com 100 mL do extrato de nim inoculado com
Aspergillus flavus, ambas armazenadas em embalagem PET.

Observa-se, na Tabela 4.6, a analise de varidncia e o coeficiente de variacdo
correspondente a quantidade de aflatoxina (pg kg') das sementes de amendoim
submetidas ao procedimento, ndo inoculada e inoculadas com Aspergillus flavus, ¢
tratadas com as doses de 70 e 100 mL. de extratos de nim, notando-se efeito aftamente

significativo para os fatores ¢ sua interagio.

Tabela 4.6. Analise de variéncia da quantidade de Afiatoxina (ug kg'') de sementes de
Amendoim variedade BRS Havana, tratadas com extratos de nim nas doses
de 70 e 100 ml. em ambiente nio controlado, durante o armazenamento

Fator de variagdo GL QM
Dose (D) 1 107,38**
Procedimento (P) 1 107,38**
DxP 1 966,02**
Residuo 4 0,00
C.V. (%) 0.00

**Significativo a | % de probabilidade pelo teste de Tukey.
Os dados da Tabela 4.7 indicam a quantidade de aflatoxina (ug/kg) para a interacéo

dose do extrato x procedimento nas sementes de amendoim, variedade BRS Havana,

armazenadas durante 3 meses.
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Tabela 4.7. Quantidade de aflatoxina (ug kg™') para a interacsio D x P em sementes de
amendoim inoculadas e ndo inoculadas com 4. flavus. tratadas com extratos
vegetais em diferentes doses e armazenadas em embalagem de PET e
polietileno trangado

Dose do extrato Procedimento
(mL) Inoculado Nio inoculado
70 0.00 bB 29,30 aA
100 14.65 aA U.Uu v

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem a 3 %, pelo teste de Tukey.

Em analise dos dados da Tabela 4.7 tem-se, para as sementes submetidas ao
procedimento ndo inoculado e tratadas com o extrato de nim na dose de 100 mL. a
auséncia de aflatoxina apos os 3 meses em que permaneceram acondicionadas em
embalagens de PET em condi¢oes do LAPPA, sem controle de temperatura e umidade
relativa do ar, enquanto, que as sementes néo inoculadas ¢ tratadas com extrato de nim
na dose de 70 mL manifestaram uma quantidade de aflatoxina, depois do periodo de
armazenamento (29,30 pg kg), superior a permitida pela legislacdo para a sua
comercializacdo (20 ug kg'). Comportamento contrario ocorreu com as sementes
inoculadas com Aspergillus flavus, porém com concentragdo tolerada pela legislagdo
brasileira para a sua comercializagdo (14,65 ug kg''), apesar de estatisticamente bem
superior a concentragdo de 70 ml., em que nfo se registrou aflatoxina.

Verifica-se a presenca de aflatoxina nas sementes tratadas com extratos na dose
de 100 mL quando inoculadas e na dose de 70 mL quando ndo inoculadas, fato que
podera ser explicado submetendo-se as amostras a um tempo maior de armazenamento
podendo. assim. serem feitas, novas compara¢des, haja vista que ndo foram
encontrados, na literatura. trabalhos referentes aoc emprego de extratos vegetais no
controle de Aspergillus flavus e aflatoxina em sementes, sendo reportados apenas
trabalhos in vitro com extratos e substancias vegetais, para tal proposito.

Observa-se que a formago de micotoxinas é dependente de uma série de fatores,
como umidade, pH, temperatura. presenga de oxigénio, constitui¢do do substrato. lesdes
a integridade dos graos causadas por insetos ou dano mecéanico/térmico, quantidade de
inoculo fungico. bem como a interagdo e competicdo entre as linhagens fingicas.

E importante ressaltar. também. que o nivel de micotoxinas pode ser extremamente
variavel entre grios e semenles de um mesmo lote e o processo de coleta de amostras ¢

uma etapa critica no monitoramento de micotoxinas.
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{ Almeida et. al. (2007), avaliando a produgdo de aflatoxinas em sementes de
amendoim armazenadas em condigdes de temperatura ambiente e cAmara seca ao longo
de 180 dias, acondicionadas em embalagens de polietileno e papel multifoliado, nio
observaram presenca da aflatoxina no periodo inicial. embora tenha sido notado a do
tipo B. aos 90, 135 e 180 dias, em distintos tratamentos, resultados que corroboram
com os deste trabalho. que poderdo ser explicados submetendo-sc as sementes a um
tempo maior de armazenamento em que as sementes contaminadas no campo e nio
tratadas permanecem contaminadas durante o armazenamento ¢ a umidade da semente

nio favoreceu o desenvolvimento do fungo Aspergillus flavus contido nas mesmas. /
Teste de recuperacio

O teste de recuperagdo o qual, segundo Prado et al. (2008) caracteriza o
desempenho do método analitico, foi realizado apenas para a aflatoxina By pelo fato de
somente esta toxina estar incluida no Grupo 1 (provavel carcindgeno); entretanto.
nenhuma das amostras analisada apresentou fluorescéncia caracteristica das aflatoxinas
Gy, B2 e Gy, observando-se somente a presenca de aflatoxina B. O limite de detec¢io da
metodologia € de 1,94 pg kg™,

Os niveis de contaminacéo de aflatoxina B e os valores recuperados a partir de
amostras fortificadas, a média ¢ as percentagens de recuperagdo e coeficiente de
varia¢do. estdo apresentados nas Tabelas 4.8 € 4.9.

Nas amostras de amendoim submetidas ao procedimento, inoculadas e néo
inoculadas com Aspergillus fluvus e contaminadas com aflatoxina B, (Tabela 4.8).
observaram-se valores de recuperacdo da aflatoxina que variaram de 6.59 ¢ 8,79 pg kg™
tendo. como média de recuperagio, 98.62%. e um coeficiente de variacio médio de

3.56%.
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Tabela 4.8. Resultados de recuperagio de amostras de amendoim inoculadas e nfio
inoculadas com Aspergilius flavus ¢ conaminadas anidiicias .
aflatoxina B,

Quantidade Quantidade Média Recuperagao Coeficiente
Procedimento adicionada recuperada (ug kg'l) %) de vao:;iaqﬁo
(rekg)  (pekg) s
8.06
B0 o 7.8 8.79 8.54 109,57 4,93
8,79
6,59
Inoculado 78 7.32 6.83 87,67 6,18
6,59
Média o 769 9862 5,56

Nos resultados de recuperagdo da aflatoxina B; (Tabela 4.9) das amostras de
amendoim inoculadas e ndo inoculadas com Aspergillus flavus, tratadas com extrato de
nim ¢ armazenados em embalagem do tipo PET, observaram-se uma média de

recuperacio de 101.5 % e coeficiente de variacio médio de 5,33%.

Tabela 4.9. Resultados de recuperacdio de amostras de amendoim inoculadas e nio
inoculadas com Aspergillus flavus, contaminadas artificialmente com
alialoxina B tratadas com exirato de nim e armazenado em embalagem

PET
Quantidade Quantidade Meédia Recuperagio Coeficiente
Procedimento iﬁg‘gg_‘%ﬂ feCUPerfi’:iﬂ (ng kg'i) (%) de \;2?‘}50
' (ngkeg?) |
17.58
Néo noculado 17,56 19,05 18,67 102,86 3,98
17.58
13,18
Inoculado 12,68 13,18 12,69 100.14 6.67
11.72
Média 15,38 101,5 5.33

No geral, obteve-se valor médio de recuperagdo para a aflatoxma variando de
87.67 a 109,57%, com média geral 100,00%. O coeficiente de variagdo do método
trabalhado, ou seja, coeficiente de variacdo geral foi de 5,44%. considerado aceitavel.

de acordo com Soares (1987), para o caso de micotoxinas contaminadas. pode variar de
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0 a 27%. Prado et al. (2008) afirmam que para a analise de micotoxinas se consideram
aceitavels valores de recupera¢do no intervalo de 70 a 120% e coeficiente de variagio

inferiores a 30%.

4.2, Cultivar BR1

4.2.1.Teor de umidade

Na Tabela 4.10 se encontram as médias da umidade das sementes de amendoim

armazenadas durante 90 dias em embalagem de PET e polietileno trangado.

Tabela 4.10. Valores médios do teor de umidade (%) das sementes de amendoim
inoculadas e ndo inoculadas com A. flavus tratadas com extratos vegetais
em diferentes doses e armazenadas por 90 dias em embalagem de PET ¢

polietileno trangado
Embalagem Pk
Extrato Dose (mL) Procedimento Tempo (dias)
PR 858a 100 829b NI 839a 3 80
70 830b
40 8,35ab 6 8,28 b
. 10 8.56a
Nim £20b 0 8,44 ab | 8.40a 9 8.84 2
DMS 0,10 DMS 0,22 DMS 0,10 DMS 0,14
Embalagem Polietileno Trangado
Extrato Dose (mL) Procedimento Tempo (dias)
PR 8.52a 6 7.9%6¢ NI 834a 30 8d4b
70 8,09 be
40 8.53a 6 7.61¢
. 10 8,37 ab
Nim 8.12b 0 8.64 I 829a 9 9.20a
DMS 0,15 DMS 0,34 DMS 0,15 DMS 0,22

PR: Pimenta-do-Reing; NI Nao Inoculado: I: Tnoculado

As sementes acondicionadas em embalagem de PET e polietileno trancado
durante o periodo de armazenagem, ndo apresentaram grandes oscilagdes de umidade
para os fatores extrato. dose. procedimento e tempo, a exce¢do do fator tempo. na

embalagem de polietileno trangado.
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Verifica-se, ainda, para esta embalagem, que as sementes atingiram, no primeiro
tempo de armazenamento (30 dias) 8,14% tendo este sido estatisticamente superior ao
segundo tempo (60 dias) (7.61%) e, em seguida, ao terceiro tempo (90 dias), as
sementes voltaram a ganhar umidade (9,20%). Esses resultados indicam, para este tipo
de embalagem, que o teor de umidade foi influenciado pela umidade relativa do ar e
pela temperatura do ambiente, afirmativa que se apoia no que relata Gurjdo (1995)
quando afirma que as sementes acondicionadas nas embalagens permeaveis ¢
armazenadas em condi¢des ambientais apresentam oscilagdes em seu teor de umidade,

ao longo do armazenamento.

4.2.2. Micoflora nas sementes de amendoim cultivar BR1

Os resumos das analises de varidncia e o coeficiente de variagdo correspondente
a percentagem de fungos presentes nas sementes de amendoim armazenadas em
ambiente ndo controlado do LAPPA, pelo tempo de 90 dias, em embalagens de PET e
polietileno trangado e tratadas com extratos de nim e pimenta-do-reino. se encontram na
Tabela 4.11., em que se observa efeito significativo (1 ¢ 5% de probabilidade) para
todas as varidveis e suas interagles duplas, exceto para a varidvel extrato na

embalagem de polietileno tran¢ado e para o fungo 4. niger.

51



Resultados e Discussio

Tabela 4.11. Analise de varidncia da incidéncia de fungos nas sementes de amendoim
variedade BR1, tratadas com extratos de nim e pimenta-do-reino,
armazenadas em ambiente nio controlado, durante 90 dias

Embalagem PET
Fungos
F,OII.te c}e A. flavus A. niger Rhizopus Penicillium
Variacao GL
QM QM oM QM
Extrato (E) 1 5801,67 2158,56°  10136,88" 59,80
Dose (D) 4 1963,54" 5338,36" 5680,47" 164032
Procedimento(P) 1 1568167 560357 239.68" 399938
Tempo (T) 2 3182,92™ 16302,177  15168,75"  1466,74"
ExD 4 1273.54™" 7289.98"° 998,98 11,017
ExP 1 3081,67° 53988,00° 599840 601.28"
ExT 2 155291 5053,35" 6153,15° 1560,71
Residuo 180 20,28 8,88 5.27 3.61
CV (%) 4,98 10,64 13,24 27.78
Embalagem Polietileno Trangado
Fungos
Fon.te (}e A. flavus A. niger Rhizopus Penicillium
Variagao GL 2
QM QM QM QM
Extrato (E) 1 1600666 21.60™ 33.750° 201.66
Dose (D) 4 565458 1919,39" 8775.41" 1477.70"
f}{;""“*dimenm I 240666" 25792267 3760417 150000
Tempo (T) 2 755.41° 737735 3406,66 15291
ExD 4 3446.25" 1088.47 752.50" 29.79™
ExP | 166,66" 16533.60° 4250417 81.66
ExT 2 332791 411,350 365.00" 13791
Residuo 180 10,83 5.70 7.08 6.38
CV (%) 3,75 10,51 16.33 47.39

" significativo a 1% de probabilidade. ' significativo a 5% de probabilidade ™ nao significativo
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Mediante os dados relativos da interagdo D x E (Tabela 4.12) tem-se que os
fungos dos géneros Aspergillus ¢ Rhisopus predominaram sobre o do género

Penicillium e entre os do género Aspergillus, o A. flavus sobre o A. niger.

Tabela 4.12. Valores médios da incidéncia (%) de fungos para a interagio D x E em
sementes de amendoim inoculadas e ndo inoculadas com A flavus
tratadas com extratos vegetais em diferentes doses e armazenadas por 90
dias em embalagem de PET e polietileno trangado

Extrato (Embalagem PET)
Doses A. flavus A. niger Rhizopus Penicillium
(mL) PR Nim PR Nim PR Nim PR Nim
100 74,17cB 92.910A 1667cB  46,66aA  1667cA  9.17bB 167cA  0.00¢B
70 72.50cB 95.41bA 15,00cB  30,83cA 16,25¢cA 0,00 cB 2,92cA 1.67dB
40 90,41 bA 92 91bA 24,17bB  42,08bA 18,75bA 0,00 ¢cB 13,75aA 11.67bB
10 94,16 aB 99.16aA 56.67aA 2292dB 33,3324 10.84bB 13.38aA  13.34aA
0 96,25 aA 96,25b aA 1.50dA 12,50eA 3417aA  34,17aA 5,00bA  5,00cA
DMS (C) 3,58 2.37 1,82 1.51
DMS (L) 2,56 1,69 1,30 1,08
Extrato (Embalagem Polietileno Tran¢ado)
Doses A. flavus A. niger Rhizopus Penicillium
(mL) PR Nim PR Nim PR Nim PR Nim
100 54.58%B 91,66cA 7.83dB 21,66bA 3,33dB 11,25bA 3,33aC 0,00cB
70 62.91bB 95.00 bA 19,16cB  21.66bA 7.08¢B 11,25bA 3,33aC 2.91bA
40 92.08aB 98.33aA 2208bA  21,66bA 2083bA 8,33%B 2,08aC 0,00cB
10 93,75aB 100,00 aA 30,83aA  17.91cB 8,33cB 12,50bA 7.91bA  4,58bB
0 94,16 aA 94,16bcA 32,08aA 32,08aA 40,00aA 40,00aA 14,58aA 14,58aA
DMS (C) 2,61 1,89 2,11 2,01
DMS (L) 1,87 1,35 151 1,43

Médias seguida da mesma letra maiuscula na linha e mingscula na coluna nfio diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
cprobabilidade; PR = pimenta~do-reino; Umidade Inicial = 8,12%;, micoflora inicial = 55% A. flavus; 36,67 A. niger e 36,67% Rhisopus

Constata-se para o fungo Aspergillus flivus presente nas sementes de amendoim
armazenadas em embalagem de PET e polietileno trangado, uma relagéo positiva para a
dose de 100 mL dos extratos empregados no controle deste fungo, tanto para o extrato
de nim como para o extrato de pimenta-do-reino.

Vilela (2007) concluiu, em seus estudos, que o bom desempenho do 6ieo sobre o
crescimento micelial dos fungos A. flavus e A. parasiticus confirma sua eficiéncia como
antifiingico nas doses mais elevadas.

Gongalves et al. (2003) ndo detectaram, em seus trabalhos com extratos de cravo
da india no controle de fungos em sementes de feijdo, a presenga de A. flavus nas
concentracdes de 1, 5 e 10% do extrato.

O fungo Aspergillus flavus ocorren em 96,25% nas sementes nio tratadas e

armazenadas em embalagem de PET e em 94.16% nas sementes armazenadas em
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polietileno tran¢ado, observando-se resposta positiva do extrato de pimenta-do-reino no
controle deste fungo, a partir da dose de 10 mL e resposta positiva do extrato de nim a
partir da dose de 40 mL. na embalagem de PET.

/ Para as sementes ndo tratadas ¢ armazenadas em embalagem de PET. o
percentual de 4. flavus foi maior, frente s armazenadas em embalagem de polietileno
trangado. em que o resultado pode ser em virtude dessas embalagens terem
proporcionado as condigdes ideais para o desenvolvimento deste fungo proveniente do

campo, conforme se observa pela micoflora inicial das sementes, em que o fungo A4.

Havus apareceu em 55% nas sementes. /

Tem-se, entre os extratos, um controle maior do fungo Aspergilius flavus nas
sementes tratadas com extrato de pimenta-do-reino, respectivamente quando
armazenadas em embalagem de PET e polietileno trancado: para o 4. nmiger e ©
Rhisopus na embalagem de PET e polietileno trangado, ocorreu controle do extrato de
pimenta-do-reino na maior dose (100 mL);, ja o fungo Pericillium. nas sementes
armazenadas em ambas as embalagens, o controle se deu com o extrato de nim para
todas as doses testadas, frente ao extrato de pimenta-do-reino. Brande et al. (2000).
avaliando o efeito dos extratos vegetais no controle de patdgenos em sementes de
cebola. concluiram que o extrato de pimenta-do-reino néo foi eficiente no controle do
Penicillium e ndo estimulou o desenvolvimento deste fungo.

0 indice de infestacio nas sementes de amendoim (cultivar BR1) submetidas ao
procedimento inoculado e nfo inoculado com A. flavus. tratadas com extratos vegetais
de nim ¢ pimenta-do-reino e armazenadas nas embalagens de PET e polietileno tran¢ado

durante 90 dias, encontra-se na Tabela 4.13.
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Tabela 4.13. Valores médios da incidéncia (%) de fungos para a interagio E x P em
sementes de amendoim inocuiadas e nfio inoculadas com A. flavus
tratadas com extratos vegetais em diferentes doses e armazenadas por 90
dias em embalagem de PET e polietileno trangado

Procedimentos (Embalagem PET)

Extratos A. flavus A, niger Rhisopus Penicillium
NI I NI I NI 1 NI

PR 73.83bB 97.16 bA 1483bB  35.17aA 19.83 aB 2783 aA 9.83 bA

Nim 90,23aB 9983aA 50.83 aA 11,17bB 16,84 bA 484568 1200aA 0,67bB

DMS (C) 1.62 1,07 0,82 0.64

DMS (L) 1,62 1,07 0,82 0,64

Procedimentos (Embalagem Polietileno Trangado)

Extratos A. flavus A.  niger Rhisopus Penicillium
NI 1 Ni 1 NI 1 NI

PR 7550bB  83,50bA 2446 bA 20.33aB 15,66 bA 16,16 aA 9,33aA

NIM 93,50aB 98.16aA 41.66 aA 4.33bB 24.83 aA 2.50bB 6,33bA

DMS (C) 1,18 0.85 0,95 0,91

DMS (L) 1.18 0,85 0,95 0,91

Médias seguidas da mesma letra minascula na coluna e matiscula na linha niio diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade; PR = Pimenta-do-reino; Umidade Inicial = 8,12%; micoflora inicial = 55% A. flavus, 36,67 4. niger e 36.67%
Rhisopus;NI: Naolnoculado; i:Inoculado

Nota-se que a maior incidéncia de A. flavus ocorreu nas sementes submetidas ao
procedimento inoculadas em embalagem de PET e polietileno trangado ¢ o extrato de
pimenta-do-reino foi mais eficiente no controle deste fungo que o de nim, para ambos
os procedimentos.

Com relaglio ao A. niger, Rhisopus e Penicillium na embalagem de PET e no
procedimento néo inoculado, tem-se maior controle para o 4. niger e Penicillium com o
extrato pimenta-do-reino €, contrariamente, para Rhisopus, em que o extrato de nim foi
superior ao de pimenta-do-reino; para a embalagem de polietileno trancado tem-se que o
maior controle para os fungos 4. niger e Rhisopus se deu quando as sementes foram
tratadas com extrato de pimenta-do-reino; ja para o Penicillium, o maior controle foi
registrado nas sementes tratadas com o extrato de nim. Mossini (2006) destaca, em seus
estudos, a agdio fiingica do extrato do nim em A. flavus e fungos do género Fusarium.

No procedimento inoculado o maior controle para os fungos A. niger, Rhisopus ¢
Penicillium se deu com o extrato de nim para as sementes armazenadas, quer em
embalagem de PET, quer em embalagem de polietileno trangado; comportamento
inverso teve o A. flavus em ambas as embalagens, quando ocorreu uma incidéncia

menor deste fungo nas sementes tratadas com o extrato de pimenta-do-reino.
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Baldiga et al. (2003), avaliando o tratamento de feijao mitido com extratos de
Fumo, Aroeira, Manjericio, Araucéria, Lingua-de-vaca, Picdo-preto, Guaxuma e
pimenta-do-reino, observaram que nenhum dos extratos testados foi capaz de reduzir a
incidéncia de fungos, sendo a incidéncia de alguns deles até favorecida com o

tratamento.

Os dados referentes a incidéncia de fungos nas sementes de amendoim variedade

BRI para interagio T x E se encontram na Tabela 4.14.

Tabela 4.14. Valores médios da incidéncia (%) de fungos para a interagio T x E em
sementes de amendoim inoculadas ¢ ndo inoculadas com A. flavus tratadas
com extratos vegetais em diferentes doses ¢ armazenadas por 90 dias em
embalagem de PET e polietileno trangado

Extrato {Embalagem PET)
Tempo A. flavus A. niger Rhizopus Penicillium
(dias) PR Nim PR Nim PR Nim PR Nim
30 73,50 6B  93,00bA 48,25 aA 3725aB  4900aA  16,50aB 428cA 0,00cB
60 91.75aB  94,00bA 2275bB  31,25bA 5.50cB 7.00cA 11,75aA 4.00bB
90 91.25aB  99,00aA 4,00cB 2450cA  17,00bA 9.00LB 6,00bB 15,00aA
DMS (C) 2,38 1,57 1.21 1,00
DMS (L) 1,98 131 1.01 0,83
Extrato (Embalagem Polietileno Trancado)
Tempo A. flavus A. niger Rhizopus Penicillium
{dias) PR Nim PR Nim PR Nim PR Nim

30 73.50bB  99.75aA  31,00aB 3650aA 1350bB  1475bA  7.75aA 3,25bB
60 7475bB  92,00cA 16,50cA 1625bA  21,25aB 26,00aA 7.75aA 5,75aB
90 90,25 aB 95,75 bA 19.70bA 1624bB  13,00bA  9.25¢B 3.50bA 4,25bA

DMS (C) 1.73 1,26 1.40 1,33

DMS (L) 1.45 1,05 1,17 1,11

Médias seguida da mesma letra miniscula na linha ¢ maidscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%
de probzbilidade; PR = Pimenta-do-reino, Umidade Inicia) = 8,12%, micoflora inicial = 33% A. flavis, 36,67 4. mger ¢ 30,67%
Rhisopus

Os resultados obtidos ao longo do armazenamento de 90 dias (Tabela 4.14) do
fungo 4. flavus nas sementes de amendoim, revelam que a incidéncia aumenta com o
aumento do periodo de armazenamento, independente do tipo de embalagem utilizada, 4
excecdo da embalagem de PET para o extrato de pimenta-do-reino, em que nos 60 ¢ 90
dias ocorreu uma iguaidade estatistica (91.75 e 91.25%) e, para o extrato de nim na
embalagem de polietileno trancado. em que a incidéncia reduziu nos 60 dias de
armazenamento. Entre os extratos ocorreu superioridade estatistica nas duas embalagens

para as sementes tratadas com o extrato de pimenta-do-reino.
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Para o fungo 4. niger, observa-se uma redugfo ao longo do armazenamento nas
sementes tratadas com o extrato de mim para as duas embalagens, ou seja. todos os
periodos do armazenamento analisados apresentaram percentual menor de A. niger em
relagio a micoflora inicial das sementes (36,67%), com exce¢do das sementcs
armazenadas nos primeiros 30 dias na embalagem de PET (37,25%).

Em relacdo ao Rhizopus, vé-se. para 60 dias de armazenamento. a menor
incidéncia deste fungo nas sementes tratadas com o extralo de pimenta-do-reino na
embalagem de PET; comportamento contrario se deu, quando as sementes {oram
armazenadas em embalagem de polietileno trangado ocorrendo, aos 60 dias. a maior
incidéncia. Para Penicillium a menor incidéncia foi registrada aos 30 dias de
armazenamento na embalagem de PET e, para o extrato de nim. este inibiu o seu
crescimento até os 30 dias; na embalagem de polietileno trancado observa-se matior
conirole deste fungo até os 6U dias comnl extrato de mm. Irente a0 exXwato a¢ bitie - -
reino.

Segundo Mossini & Kemmelmeir (2005) o composto azadiractina, extraido do
nim. exibe boa eficacia contra importantes pragas na agricultura porém a vida residual
dos principios ativos presentes no extrato de nim ¢ relativamente curta, podendo ser
considerada uma desvantagem do ponto de vista econdémico: entretanto.
ecologicamente, produtos com tais caracteristicas ndo perturbam o ecossistema nem

causam o aparecimento de novas pragas.

4.2.3. Germinagio das sementes de amendoim tratadas com extratos vegetais

Os resumos das andlises de varidncia correspondentes a percentagem de
germinagio presentes nas sementes de amendoim armazenadas em ambicntc ndo
controlado do LAPPA, por um periodo de 90 dias, em embalagens de PET e polietileno
trangado e tratadas com extratos de nim e pimenta-do-reino. encontram-se na Tabela
4.15. na qual se observa efeito altamente significativo para todas as variaveis e suas

interagdcs duplas.
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Tabela 4.15. Anélise de varidncia da germinagio de sementes de amendoim variedade
BR1 tratadas com extratos de nim e pimenta-do-reino ¢ armazenadas em
ambiente nfio controlado, durante 90 dias

UM

Fonte de Variagdo Embalagem Polietileno

oL Emb?la_gem PET Trangado
Extrato (E) 1 59000,70** 66800,07%*
Dose (D) 4 6343,72%* 3962,60**
Procedimento(P) I 16716,70%* 10935,00%*
Tempo (T) 2 13399,93** 11372,38**
ExD 4 5360,68** 5166,69**
ExP I 1349,00** 1206,02%*
ExT 2 1034,63%* 131,15%*
DxP 4 624, 87%* 133,54**
DxT 8 237,21%* 302,44%=
PxT 2 1263,90** 1032,46%~
Residuo 180 16,85 137,50

** significativo a 1% de probabilidade

Para a interagdo E x D (Tabela 4.16) observa-se, para extratos e doses na
embaiagem de PET, malor 1N10I¢a0 da germinagao quando as sementes lurdil dawduas

com nim.
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Tabela 4.16. Valores médios da germinagio (%) para a interagdo E x D em sementes de
amendoim inoculadas e ndo inoculadas com A flavus tratadas com
extratos vegetais em diferentes doses e armazenadas por 90 dias. em
embalagem de PE1 e polietiieno trangaac

Embalagem PET

Doses dus extralos (mL)

Extratos 100 70 40 i0 0
PR 6l1.75aA 57,08 aB 53,50 aC 48.54 aD 61.12 aA
Nim 0,42 bD 12,04 bC 22,0003 23,62 bis ol,isaAa
DMS (C) 2,34
DMS (L) 3,26
CvV 10,08

Embalagem Polietileno Tran¢ado

Doses dos extratos (mi)

Extratos 100 70 40 10 0
PR 58.62 aA 57,42 aB 56,92 aB 51,17 aD 55.08 aC
Niin 11,34 bC 9,67 bD 10,92 bC 23,17 bB 33,08 aA
DMS (C) 0.49
DMS (L) 0.69
cvV 2.23

Meédias seguidas da mesma letra mindscula na coluna ¢ maidscula na hinha ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukev a
5% de probabilidade; PR: Pimenta-do-Reino, Germinagdo inicial = 74%6, Umidade inicial = 8,12%

Observa-se, em ambas as embalagens. superioridade estatistica da germinacdo
com relagdo as sementes tratadas com o extrato de pimenta-do-reino frente as sementes
tratadas com nim. Com relagio ao efeito dos extratos dentro de cada dose tem-se. nas
duas embalagens, superioridade do extrato de pimenta-do-reino na dose de 100 mL. isto
¢, as sementes tratadas com esta dose apresentaram o maior percentual de germinagdo
em relagdo as demais doses e a medida em que se reduz as doses, ocorre diminuicio da
germinagio para este extrato (PR); comportamento contrario se observa para o extrato
de nmim, a excegdo da dose de 100 mL na embalagem de polietileno trangado que,
estatisticamente foi igual 4 dose de 40 mL; tal comportamento indica que a germinagéo
das sementes de amendoim € inibida pela agdo do extrato de nim e ¢ influenciada ainda
pela dose do extrato recebido pelas sementes assim como pelo tipo de embalagem em
que as sementes foram armazenadas.

Gongalves et al. (2003). avaliando os tratamentos quimico ¢ natural sobre a
qualidade fisioldgica e sanitaria em sementes de fetjfio armazenadas. concluiram que os
produtos testados (cravo da india ¢ 6leo de dendé€) proporcionaram a preservacdo da
qualidade fisiologica das sementes. exceto o extrato de cravo da india a 10% que

diminutu o percentual de germina¢do das sementes mantidas ein embalagens metalicas.
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De acordo com Oliveira (1997), os fungos Penicillium sp. e Aspergillus sp. \
também podem causar redu¢do no percentual de germinacio, quando associados as |

sementes de milho além de aumentarem sua incidéncia com o periodo de |

m. armazenamento,

Para as embalagens (PET e polietileno trangado) e extratos estudados, a reducéo ‘

foi maior do 1° para o 2° tempo, sendo que as sementes tratadas com nim apresentaram *:
a maior perda na germinagdo, ou seja, do 1° para o 2° tempo estas sementes perderam |
24,33 e 31,45%, respectivamente, ja do 2° para o 3° tempo a perda foi de 5,47% para

PET e 4,08% para polietileno trangado. Para o exirato de pimenta-do-reino a perda de

germinacdo foi bem menor sendo de 12,25 ¢ 12,28% ¢ de apenas 8.45 e 10.87%
respectivamente, do 2° para o 3° tempo (final do armazenamento).

Para a interagdo D x P (Inoculado I, N2o Inoculado NI), verifica-se perda de
germinagdo em ambos os procedimentos e embalagens (Tabela 4.18); no entanto. no
procedimento ndo inoculado esta redugdo foi menor em relacio a germinacdo inicial de
74% .

De maneira geral. tem-se que nas sementes submetidas ao procedimento nio
inoculado com 4. flavus e armazenadas em embalagens de polietileno trangado
(porosas) a redugdo da germinacgdo foi mais pronunciada que nas embalagens de PET
(hermética), e que estes tltimos podem ter sido influenciados pela eficacia do extrato de
pimenta-do-reino, uma vez que os maiores indices de viabilidade foram registrados em

i
sementes tratadas por este extrato. '
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Tabela 4.18. Valores médios da germinagdo (%) para a interacdo D x P em sementes de
amendoim inoculadas e nfo inoculadas com 4. flavus tratadas com
extratos vegetais em diferentes doses e armazenadas por 90 dias em
embalagem de PET ¢ polelieny uaiw ..

Procedimentos (Embalagem PET) Procedimentos (Embalagem Pohicuicno
Trancado)
Doses B I NI I
(mL)
100 44,46 cA 23,71 ¢B3 39,54 dA 56,62 1B
70 4321 cA 2591 beB 41,58 cA 25.50eB
+0 48,42 bA 27,08 bB 41,25 cA 26,58 dB
10 46,08 bcA 26,08 beB 46,50 bA 29.83 cB
0 63,17 aA 59,08 aB 60,67 aA 49,50 aB
DMS (C) 3.26 0.60
DMS (L) 233 0.49
cv 10.08 2.23

Meédias seguidas da mesma tetra mintscula na coluna e maiascula na linha nao diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%
de probabilidade; PR: Pimenta-do-Reino; Germinagdo inicial = 74%, Umidadce inicial = 8.12%

Observa-se ainda, para as sementes tratadas nas cinco doses dos extratos e
armazenadas nos dois tipos de embalagens, uma igualdade estatistica para as doses de
100 € 70 mL na embalagem de PET e 70 ¢ 40 mL na embalagem de polietileno trancado
para o procedimento ndo inoculado, em que esta embalagem (polietileno trangado), no
procedimento ndo inoculado apresentou um aumento no percentual da germinagdo a
medida em que as doses aplicadas dos extratos diminuiram.

Para as sementes armazenadas em embalagem de PET, quer para o
procedimento nédo inoculado, quer para o procedimento inoculado com A. flavus, a dose
mais significativa com relagfo ao percentual de germinagdo foi a de 40 mL. tendo
maior germinacio frente as doses de 10, 70 e 100 mL e sendo inferior a testemunha (0
mL).

Medeiros et al. (2007). avaliando o pé de folhas secas e verdes de nim sobre a
qualidade das sementes de feijdio caupi, observaram que as sementes tratadas com o po
de nim diieriram em reiagdo a lesiemunna, gue apresenivu Mdior Porcenidgc..

germinagio.
Tem-se. na Tabela 4.19. a germinac¢io das sementes de amendoim inoculadas e

ndo inoculadas com 4. flavus, tratadas com extratos vegetais de nim e pimenta-do-reino

¢ armazcenadas nas embalagens de PET e polhetileno trangado durante 90 dias.
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Tabela 4.19. Valores médios da germinagio (%) para a interagdo E x P em sementes de
amendoim inoculadas ¢ ndo inoculadas com A. flavus tratadas com
extratos vegetais em diferentes doses e armazenadas por 90 dias em
embalagem de PET e poileutieno wrancauc

Procedimentos (Embalagem Procedimentos (Embalagenn de Polietileno

de PET) Trangado) I
LExiratos N1 i Ni i
PR 67,17 aA 45,68 aB 64.83aA 46.85 aB
Nim 31,02 bA 19.07 bB 26,98 bA 17,97 bB
DMS (C) 1,18 .32
DMS (L) 1,48 0,32
w"E‘_\-/—_—“—m o 10,08 2,25

Médias seguidas da mesma letra mimiscula na coluna € maitiscula nalinha née diferem estatisticamente pelo Teste de Tukev a 5%
de probabilidade: PR: Pimenta-do-Reino: Germinagdo inicial = 74%, Umidade inicial = 8.12%

Em analise dos dados contidos na Tabela 4.19, constata-se maior germinagio nas
sementes que foram submetidas ao procedimento ndo inoculadas frente ao inoculado,
para o extrato de pimenta-do-reino e nim, para o armazenamento na embalagem de PET
e polietileno lran(;ado./ Ressalta-se que o fungo 4. flavus, quando inoculado nas
sementes, causa efeitos, como enfraquecimento do embrido seguido de sua morte
(Dhingra, 1985). Segundo Morais & Mariotto (1985). os fungos Aspergilius. Penicilium
€ Rhisopus se destacam pela frequéncia com que ocorremn em sementes de amendoim e
pela sua agdo sobre elas, prejudicando a germinac¢io ou causando tombamento das
pléntulas apos a genninat;éio./

Observa-se, ainda, que o extrato de pimenta-do-reino obteve um percentual
mator de sementes germinadas frente ao extrato de nim. quer para a embalagem de PET
quer para a embalagem de polietileno trangado e para ambos os procedimentos.

O efeito positivo dos extratos de pimenta-do-reino sobre as sementes de
amendoim em ambas as embalagens se deve aos principios ativos que se destaca a
piperina, para a pimenta-do-reino. Esle extrato provocou efeitos fitotoxicos em maior
mtensidade em reiagao ao exuralo de nim, pots todos 08 resuilados da germinacas ivic:
Superiores.,

Viegas et al. (2005b) estudando a toxidade de 6leos esséncias de alho e casca de

canela contra fungos do grupo /. flavus, concluiram que o 6leo de pimenta-do-reino nio

intbiu o crescimento micelial de nenhum dos isolados de A. flavus.
/Avaliando a germinagdo (%) das sementes de amendoim armazenadas (Tabela

4.20) em embalagens PET e polietileno trangado. percebe-se para todas as doses uma

redu¢do no percentual da germinagdo. ao longo da armazenagem/
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Tabela 4.20. Valores médios da germinagéo (%) para a interagdo D x T em sementes de
amendoim inoculadas e ndo inoculadas com A. flavus tratadas com
extratos vegetais em diferentes doses e armazenadas por 90 dias em
embalagem de PET e polietileno trangado

Tempo (Embaiagem PET) Tempe (Embalagem Polietileno
Trangado)
Doses 30 dias 60 dias 90 dias 30 dias 60 dias 90 dias
(mL)
100 42,93 dA 31,3 bB 28,00 bB 48,31 cA 32,00dB 2493 bC
70 48,37 cA 29,62 bB 25,68 bC 4431 dA 31,31dB 25,00 bC
40 5562bA 32,81 bBB 24,61 bC 41,00 cA 36,18bB 24,56 bC
10 5293bA 2962 bB 25,68 bC 58.37bA 3393¢cB  22.18cC
0 74,00 aA 61,00 aB 46,75 aC 67.62 aA 52,75aB = 44,87 aC
DMS (C) 4,00 0,86
DMS (L) 3,43 0,74
cv 10,08 2,23

Médias seguidas da mesma Jetra miniscula na coluna e maidscula na linha nio diferem estatisticamente pelfo Teste de Tukey de
5% de probabilidade; Germinagfo inicial = 74%, Umidade iniciat = 8,12%

Observando-se os dados da Tabela 4.20, tem-se uma reducio no percentual da
germinagdo das sementes armazenadas quer em embalagem de PET ou em embalagem
de polietileno trangado, com relagdo ao inicio da armazenagem, em que se constatam
74% de sementes de amendoim germinada (germinacio inicial).

/Veriﬁca-sc que a germinagio diminui com o aumento do periodo de
armazenamento, independente do tipo de embalagem utilizada, ¢ que nfio houve uma
uniformidade na conservagdo das scmcntc;/ou scja, para a dose de 100 mL a
embalagem de polietileno trangado conservou em melhor estado as sementes de
amendoim durante 30 dias, com igualdade estatistica nos 60 dias; ja no final do
armazenamento {90 dias) a embalagem de PET obteve um percentual maior de sementes
germinadas, variagdo que se deu para as demais doses,‘/entretanto, para a testemunha a
embalagem de PET superou estatisticamente a embélagcm de polietileno trangado a
partir dos 30 dias de armazenamento, fato que constata que a embalagem de PET
contribui significativamente para a manutengfo da viabilidade das sementes ndo tratadas
com extratos vegetais/

Com relagfio ao efeito dos extratos dentro de cada dose tem-se, na embalagem de
PET, para 30 ¢ 60 dias de armazenamento, superioridade da dose de 40 mL. sendo
estatisticamente igual & dose de 100 mL para o periodo de 60 dias e para os 90 dias o
maior percentual de germinagdo se deu na maior dose (100 mL) que. estatisticamente,

foi igual as demais (70, 40 € 10 ml.). Na embalagem de polietileno trangado tem-se,
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para os primeiros 30 dias, superioridade na dose de 10 mL em relagio &s demais,
enquanto aos 60 dias de armazenamento o maior percentual de germinacgfo foi detectado
na dose de 40 mL e ao final do armazenamento, ocorreu uma igualdade estatistica para
as doses, de 100, 70 e 40 mL.

4.3. Resultado do tratamento das sementes com *°Co

4.3.1. Teor de umidade

Determinou-se a umidade das sementes de amendoim irradiadas com *°Co antes
e apods o processo de radiacdo. Na Tabela 4.21 se encontram os valores médios do teor
de umidade.

Analisando a Tabela 4.21, tem-se que a umidade das sementes de amendoim
tende ao equilibrio com a umidade da atmosfera de forma diferente para os tratamentos
embalagem e tempo.

Observa-se que os valores médios indicam maior umidade para as sementes ao
longo do periodo, sendo maior a medida em que o tempo avanga.

Com relagiio as embalagens verifica-se, estatisticamente, que a umidade das
sementes armazenadas durante os 60 dias em embalagem de PET foi maior frente a de

polietileno tran¢ado.

65






Resuliados e Discussio

Tabela 4.22. Andlise de variincia da incidéncia de fungos nas sementes de amendoim
variedade BRI irradiadas com %Co e armazenadas em ambiente niio

controlado durante 60 dias em embalagem de PET e polietileno trancado

Fonte de Fungos
Variagio GL A. flavus A, niger Rhizopus Penicillium
QM QM QM oM

Dose (D) 7 20305,65** 7365,40+* 2788,98** 3564,80**
Embalagem (E) 1 8802,08+** 275,52%* 1633,33** 638,02%*
Tempo (T})) 2 12084,89** 520,31%* 314,06** 5753,64**
DxE 7 731,84** 151,71** 2358,33%+ 190,40*+*
DxT 14 688,464 159,59*+* 1241,44** 1030,43%*
Residuo 144 2534 6,07 14,58 8,15
CV (%) 13,38 2222 17,21 26.24

**Significativo a nivel de 1%

Observa-se, mediante os dados contidos na Tabela 4.23 para a interagéo D x E,

que a porcentagem de incidéncia do A. flavus nas sementes diminui com o aumento da

dose de irradiaggo.

Tabela 4.23, Valores médios da incidéncia (%) de fungos para a interagio D x E em
sementes de amendoim irradiadas com ®Co e armazenadas em ambiente
néo controtado, durante 60 dias

Embalagem
Doses A. flavus A. niger Rhizopus Penicillium
(KGy) PET PeT PET PeT PET PeT PET PeT
0.0 85,83aA 87,50aA 33.33aB  46,67aA 4583aA  35,00aB 30,83aB  46,67aA
0,50 65,00bB 82,50aA 34,17aB  40,83bA 3833bA  6,67deB 10,00bA  10,83cA
1,00 30,83cA 31,67cA 11.67bA  10,83cA 4500aA  18,33cB 10,00bB  15,83bA
1,50 22,50dB 53.33bA 0,00cA  0,00dA 10,00eB  21,67bcA 10,00bA  8,33cA
2,00 22,50dB 30.00bA 0,00cA  0,00dA 20,00dB  33,33aA 7.50bcB  10,00cA
2.50 16.67dB 25.83cA 0.00cA  0,00dA 13,33¢B  25,00bA 4,17¢B  10,00cA
3,00 3.33eB 15.00dA 0.00cA  0,00dA 28.33cA  3,33cB 0,00dA  0,00dA
4,00 0.00eB 9,17dA 0.00cA  0.00dA 0.00/B  10,83dA 0,00dA  0.00dA
DMS (C) 6.31 3,09 4,78 3.58
DMS (L) 4,06 1,98 3,08 2.30

Meédias seguida da mesma letra miniscula na coluna e maidscula na linha n3o diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. {midade Inicial = 8.01%, micoflora inicial = 55% A, flavus. 36,67 4. miger e 36,67% Rhisopus. PeT Polietileno

Trangado
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Para a incidéncia de 4. flavus em ambas embalagens, observa-se reducio da
incidéncia a medida em que se eleva a dose da irradia¢iio, com controle total (100%}
para a embalagem de PET na dose de 4.00 kGy e de 78,33% para o armazenamento em
embalagem de polietileno trangado. E de registro para esta embalagem & excecdio das
doses de 1,00 e 2,50 kGy, que a redugdo se deu gradualmente com o aumento das doses,
como ocorreu com todas as doses na embalagem de PET.

Examinando o efeito das embalagens para o0 4. flavus utilizadas na conservagio
das sementes de amendoim ao longo do armazenamento, tem-se claramente que a
embalagem de PET superou, em termos de valores absolutos a embalagem de
polietileno trangado em todas as doses.

A contaminacgdo por A. niger diminuiu em ambas as embalagens até a dose de
1,00 kGy, a partir da qual teve controle total (0,0%), com igualdade estatistica entre as
embalagens na dose de 1 kGy e dentro da embalagem PET na dose 0,0 € 0,50 kGy. com
superiondade para PET.

O Rhisopus indicou comportamento diferente dos fungos anteriormente
analisados (4. flavus e A. niger), gquanto & uniformidade de controle em decorréncia das
doses, uma vez que na embalagem de PET para as doses de 1.00 e 3.00 kGy houve
aumento da incidéncia de fungos com relagdo as doses anteriores. Entre as embalagens
ha comportamento uniforme para as doses de 0,0 a 1,00 kGy, em que a embalagem de
polietileno tran¢ado foi melhor no controle deste fungo que a de PET, ocorrendo o
inverso para as doses de 1,50 a 2,50 kGy, tendo, para a maior dose, controle absoluto do
Rhisopus com a embalagem de PET. Comportamento similar teve o Penicillium. em
relagio aos fungos A. flavus e A. niger, isto €, a contaminagdo diminw com o aumento
das doses em ambas as embalagens, a exce¢do de dose de 1,00 kGy na embalagem de
polietileno trangado, com controle total a partir da dose de 3,00 kGy.

Entre as embalagens para as doses de 2.00 e 2,50 kGy ocorreu menor incidéncia
de Penicillium na embalagem de PET, nfdo havendo diferenca estatistica entre essas
embalagens para as doses de 0,50 ¢ 1,50 kGy.

Tais irregularidades, dentro e entre as embalagens. se devem, provavelmente, a
competi¢do entre os fungos por substrato € espago. em que o A. flavus e 0 A. niger sao
mais agressivos que o Rhisopus e o Penicillium. Em parte, esses resultados encontram

apoio na pesquisa de Nakai (2006) que trabalhou com distribuicio de fungos ¢
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Prado et al. (2006), analisando o efeito da irradiagio gama (*’Co) na frequéncia
fingica de amendoim in natura em fungfio do tempo de prateleira, observaram que a
irradiagiio gama (*’Co) na dose de 5,0 kGy é capaz de reduzir a porcentagem fungica de
amendoim em grio, apos 20, 60 ¢ 180 dias, a temperatura ambiente.

Para o 4. niger, observa-se que da dose 0,0 para 1,00 kGy ocorreu um aumento
no percentual de incidéncia deste fungo com o tempo de armazenamento; ja a partir da
dose de 1,50 kGy houve controle total deste fungo. Com relagdio ao fungo Rhisopus,
verifica-se diminui¢3o nas sementes n#o irradiadas nos periodos analisados e auséncia
no inicio do armazenamento para o Penicillium e controle total deste fungo nas doses de

3,00 e 4,00 kGy para as embalagens de PET e polietileno trangado.

4.3.1.Germina¢ao das sementes de amendeim irradiadas com *'Co

Os resumos das andlises de varidncia correspondente a germinacgio das sementes
de amendoim armazenadas em ambiente ndo controlado do LAPPA pelo tempo de 60
dias, em embalagens de PET e polietileno trangado e irradiadas com *’Co se encontram
na Tabela 4.24, em que se observa efeito altamente significativo para todas as varidveis

e suas interagdes duplas.
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Tabela 4.24, Andlise de varidncia da germinacio de sementes de amendoim variedade
BRI irradiadas com “’Co e armazenadas em ambiente nio controlado,
durante 60 dias

Fonte de Variacdo GL oM
Dose (I} 7 6974,25%*
Embalagem (E) 1 1716,02%%
Tempo (T) 2 5416,28%+
DxE 7 186,59%*
DxT 14 167.88**
Residuo 144 0,42

T significativo a 1% de probabilidade

Os resultados apresentados na Tabela 4.25 e Figuras 4.6 ¢ 4.7, evidenciam os
efeitos das doses de rradiacdo gama sobre a germinacdo das sementes de amendoim,
indicando o efeito prejudicial no sentido de que a germmnagdo reduz com o aumento da

aplicacio da dose de irradiacfo.

iapeia 4.25, Valores médios da germinagao (%) para a interagao D X B em sementes de
amendoim irradiadas com ®°Co ¢ armazenadas em ambiente ndo
controlado, durante 60 dias

Embalagens
Doses (kGy) PET Polietileno Trangado
0.00 61.67 bA 60,58 aB
0,50 66,33 aA 54.41 bB
1,00 4925 ¢B 52,25 cA
1,50 4791 dA 33,50 dB
2,00 35,83 eA 31,83 eB
2,50 32,67 fA 26,25 1B
3,00 26,33 gA 18.83 ¢B
400 18,08 hA 12,58 hB
CV (%) 1,66

Médias sepuidas da mesma Jetra mindscula na coluna (DMS = 0,823 ¢ matiscata na linha {DMS = 0,52) ndo diferem
estatisticamente pelo Teste de Tukey de 5% de probabilidade; Germinaglio inicial = 76%; Umidade inicial = 8.01%

D¢ acordo com os resultados tem-se, para as sementes ndo nradiadas,

germinagdo de 61,67 e 60,58%, respectivamente, para o armazenamentio em PET ¢
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polietileno trangado, e que a perda da germinagiio aumenta com o aumento da dose de
irradiagfio, 4 excec¢do da dose de 0,50 kGy, para a embalagem de PET. Observa-se,
também, que tanto a embalagem de PET quanto a embalagem de polietileno trancado se
comportaram similarmente com o aumento das doses de irradiagdo, isto é, a germinagio
diminui & medida que estas foram aumentadas. Constata-se, também, forte reducio da
germinacio a partir da dose de 2,50 kGy, tanto em embalagem de PET como em
embalagem de polietileno trangado com diminuigdio da germinago em 47,02, 57,30 ¢
70,68% e de 56,67, 68,92, 79,23% para as doses de 2,50, 3,00 e 4,00 kGy nas
embalagens de PET e polietileno trancado, respectivamente.

O estudo das equagBes polinomiais revelou efeito significativo e R* acima de
98% para equacio de primeiro grau, indicando que esta pode ser utilizada para
representar o comportamento da germinacdo de sementes irradiadas neste trabalho
{Figura 4.6 e 4.7). Referidas equagBes representam estatisticamente o comportamento
das sementes irradiadas e acondicionadas em embalagem de PET e polietileno trangado
¢ sdo importantes por estimarem os pontos intermedidrios entre os valores obtidos
experimentalmente com os relativos as doses de 0,0 a 4,00 kGy. Estudo sobre o tema
revela que baixas doses de radiagio apresentam a capacidade de estimular os
biosistemas, invertendo o efeito com o aumento da dose (Lukey, 1980), o que pode
explicar o resultado do aumento da germinagio ocorrido na embalagem de PET para a
irradiagdo de 0,50 kGy; entretanto, esta teoria, denominada Hormese, ainda ndo € muito

compreendida e justificada.
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Figura 4.6. Representagio grifica da porcentagem de germinacfo das sementes
irradiadas e armazenadas em embalagem de PET, por 60 dias
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Figura 4.7. Representac@o grafica da porcentagem de germinagfio das sementes
wradiadas ¢ armazenadas em embalagem de poiietileno trangado, por 60
dias

Fanaro et al. (2004), realizando teste em sementes de girassol irradiadas,
concluiram que as amostras irradiadas com a dose de 0,50 kGy apresentaram o
percentual de germinagfio musto similar com as sementes nfo irradiadas (testemunha),
diferindo das outras, que tiveram o percentual inferior ao da testemunha.

Santos (2008) em estudo de viabilidade submeteu sementes de amendoim,
variedade Havana, a varias doses de irradiaco e, em seguida, analisou a sua micoflora, . .
tendo concluido que: o tratamento com radiagio gama afetou negativamente o vigor e a
germinacdo das sementes de amendoim; as doses de 0,50 e 1,50 kGy resultaram em
perda de germinacio ¢ vigor acima de 50%; a dose de 3,00 kGy inviabiliza a utilizacio
das sementes para o plantio, e doses acima de 12,0 kGy comprometem totalmente o
vigor e a germinacio das sementes.

Melo et al. (2006), observaram que a irradiacdo na faixa de 0,12 a 0,36 kGy ndo
afetou a germinagio das sementes de arroz, até 14 dias depois da semeadura.

Verifica-se, no presente trabalho uma forte reducfo da germinagdo das sementes
irradiadas a partir da dose de 3,00 kGy em que a percentagem da germinacio caiu em
35,34% em relaco & dose de 0 kGy (testemunha) para a embalagem de PET e a partir

da dose de 2.50 kGy, para a embalagem de polietileno trancado.
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Justo & Bobrowski (2007), avaliando os efeitos da radiagio gama sobre as
sementes de mamona, concluiram que as sementes irradiadas com 0,10 e 0,20 kGy
apresentaram germinagdo mais lenta quando comparadas com a testemunha e as doses
de 0,30, 0,40 e 0,50 kGy causaram inibigfo total da germinagiio.

Com relagdo ao armazenamento das sementes irradiadas ou ndo com “Co e
armazenadas em dois tipos de embalagens, verifica-se que a embalagem de PET
proporcionou os methores resultados frente 4 embalagem de polietiteno trangado.

Mediante os resultados relativos as dose de *’Co aplicadas nas sementes de
amendoim, em todos os periodos de armazenamento (Tabela 4.26), observa-se diferenga
na germinacio devido ao efeito das mesmas com redugfo da germinagio a medida em

que se elevam as doses de irradiacio.

Tabela 4.26. Valores médios da germinago (%) para a interagfio D x T e sementes de
amendoim irradiadas com ®°Co e armazenadas em ambiente ndo
controlado, durante 60 dias

Tempo {dias)

Daoses (kGy) ] 30 60
0,60 76,00 2A 58,00 bB 49,37 b
0,50 68,50 bA 62,12 a3 50,50 aC
1,00 66,00 cA 46,75 cB 39,50 ¢C
1,50 44,00 €A 43,00 dB 35,12 dC
2,00 47,50 dA 32,12 eB 21,87 eC
2,50 40,62 fA 30,37 1B 17,37 1C
3.0G- o 2850 A 2300g8 - - 1825 RO
4,00 19.87 hA 16,25 hB 987 gC

CV {%) 1,66

Médias sesdas da mesma letra minuscula na coluna (DMS==1 00} ¢ mailiscula na finba {DMS= 0,77} nfo difercm estapisticamente
pelo Teste de Tukey ¢ 5% de probabilidade, Germiinaglio inicial = 76%, Umidade inicial = 8,01%

Os dados evidenciam com clareza que, & exce¢do do tempo de 8 dias, a
vigbilidade das sementes de amendoim reduziu estatisticamente dentro de cada tempo ¢
entre os tempos a medida que se aumentou as doses de irradiagdo e o tempo de
armazenamento, comportamento que respalda os resultados encontrados por Ascheri et

al. {2005) avaliando a qualidade fisioldgica de sementes de soja irradiadas por raios X
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e armazenadas, em que as sementes de soja irradiadas tiveram sua gualidade fisiologica

reduzida no decorrer do perfodo de armazenamento, com perdas significativas em

virtude do aumento da dosagem de raios X.
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6. CONCLUSOES

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

Cultivar BRS Havana

¢ Os fungos detectados nas amostras de amendoim vindos do campo e durante a
armazenagem das sementes nfo inoculadas e inoculadas, foram: 4. flavus. A. niger,

Rhisopus e Penicillium, com predominéncia do Aspergilfus flavus.

® A ocorréncia do 4. niger, Rhizopus diminuiu com a predomindncia do 4. flavus, e o

Penicillium eliminado no procedimento inoculado.

# As sementes de amendoim da cultivar BRS Havana nio inoculadas com 4. flavus e
tratadas com extrato de nim na dose de 70 ml, ndo foram contaminadas com
aflatoxina, assim como as sementes inoculadas com A, flavus tratadas com extrato

de nim, na dose de 100 mL.

e A presenca de aflatoxina acima da permitida pela legislacio brasileira para
comercializagfo do amendoim (20 ug kg™') se deu com as sementes inoculadas com

A. flavus tratadas com extrato de nim na dose de 70 mL.

e (s valores obtidos na recupera¢io da aflatoxina foram de 87,67 a 109,57%.
respectivamente, para as sementes inoculadas e nfo inoculadas com 4. flavus e seus

CV (Coeficiente de Variag#o) de 3,69 a 6,67% respectivamente.

Cultivar BR1

¢ A dose de 100 mL dos extratos foi a mais eficaz no controle do 4. flavus durante o
armazenamento das semenies de amendoim BRI nas embalagens de PET e

polietileno trangado.

¢ O extrato de pimenta-do-reino controlou o 4. flavis em percentuais maiores que o

exirato de nim, em ambas as embalagens estudadas (PET e polietileno trangado).
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Conclusdes

¢ O extrato de nim promoveu maior controle para os fungos 4. niger, Rhisopus e

Penicillium durante o armnazenamento, nas sementes inoculadas.

* A porcentagem de A. niger foi reduzida ao longo do armazenamento nas sementes
tratadas com o extrato de nim e armazenadas em embalagem de PET e polietileno

trancado.

* As sementes tratadas com o extrato de nim apresentaram os menores percentuais de

germinacgdo que as tratadas com o extrato de pimenta-do-reino.

e A dose mais eficiente do extrato de pmmenta-do-reino foi a de 100 mL com

germinagio superior as demais doses.

Sementes de amendoim irradiadas com **Co

+ Ha reduciio da incidéncia da micoflora a medida em que se eleva a dose da irradiacfo.
com controle total (100%) para a embalagem de PET na dose de 4,0 kGy ¢ de

78,33% para o armazenamento em embalagem de polietileno trancado.

¢ Existe diferenca de comportamento do fungo 4. flavus nas sementes acondicionadas

em embalagem de PET e polietileno trangado, tendo a de PET melhor controle.

e O fungo Aspergiflus niger foi eliminado a partir da dose 1,5 kGy e o Pericillium a
partir da dose de 2,5 kGy.

* O tratamento com radiagfo gama afetou negativamente a germinaco das sementes de

amendoim,

® A dose de 0,5 kGy foi efetiva na germinacdo das sementes de amendoim, sendo

superior a testemunha ne periodo de 30 e 60 dias.

¢ Doses acima de 3,0 kGy comprometem a germinacao das semenies.
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Apéndice

Apéndice A

Tabela 1. Andlise de variincia dos valores médios da umidade das sementes de
amendoim, variedade BRS Havana, armazenadas em embalagem de PET

v GL 50 OM F
Extrato (E) } 3,60 3,60 31,68%%
Dose (D) 4 3,65 0,91 8.09%*
Procedimento(P) 1 0.32 0,32 2,88™
Tempo (T) 2 0,13 0,06 0,60™
ExD 4 4,08 1,62 0,02%%
ExP ] 0,23 0,23 2,05™
ExT 2 0,36 0,18 1,61™
DxP 4 0,94 0,23 2.09™
DxT 8 2,12 0,26 2.34*
PxT 2 0,09 0,04 0.42™
ExDXp 4 0,15 0,03 0,34
ExDxT 8 0.48 0,06 0.53™
ExPxT 2 1,40 0,70 6,]19%*
DxPxT 8 1,07 0,133 1,18%
ExDxPxT b 1.44 0,18 1,60™
Tratamento 59 20,13 0,34 3,01
Residuo 60 6,78 0,11 -
Total 119 26,91 - -

ns — nfo significativo

* significafivo a nivel de 5% de probabilidade

** gignificative a nivel de 1% de probabilidade

3L, - Grau de liberdade: $.Q. - Sonma dos quadrados; Q.M. - Quadrado médio-dos desvion F - Varidvel

do teste
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Apéndice

Apéndice B

Tabela 1. Analise de varidncia dos valores médios da umidade das sementes de
amendoim variedade BRS Havana, armazenadas em embalagem de
polictileno trangado

FV GL 8Q QM F
Extrato (E) i 17,48 17,48 B7.68 **
Dase (D) 4 2,30 0.57 2,80 %
Procedimento(P) 1 4,63 4,63 23,24 *%
Temmpo (T) 2 20,44 10,22 51,28%%
ExD 4 0,09 0,02 0,12
ExP } 2,26 2,26 [1,38 **
ExT 2 0,69 0,34 1.74%
DxP 4 2,00 0,50 2,50™
DxT 8 4,24 0,53 2,66 *
PxT 2 3,27 1,63 82D **
ExDXp 4 0,42 0.10 0,53"™
ExDxT & 7.02 0.87 4,40 **
ExPxT 2 1.56 0,78 3,92 %
BxPxT 8 3,13 0,39 1,96 ™
ExDxPxT 8 4,98 0.62 3.12 %%
Tratamento 59 74,59 1,26 6,34 **
Residuo 60 11.96 0,19 -
Total 119 86,55 -

1% — nfo significativo

* significativo a nivel de 5% de probabilidade

** significativo a nivel de 1% de probabilidade
G.L. - Grau de liberdade; 5.Q. - Sorna dos quadrados; Q.M. - Quadrado médio, F - Varidvel do teste



Apéndice

Apéndice C

Tabela 1. Analise de varidncia da incidéncia do fungo A flavus nas sementes de
amendoim variedade BRS Havana, tratadas com extratos de nim ¢ pimenta-
-do- reino e armazenadas em ambiente nio controlado durante 9 meses, em

embalagem PET

FV GL SQ QM F
Extrato (E) 1 2406,66 2406,66 196,90**
Dose (D) 4 39483,33 9870.,83 807,61**
Procedimento(P) 1 149001,66 149001,66 12191,04**
Tempo (T) 2 2653,33 1326,66 108,54**
ExD 4 5701.66 1425.41 116,62%*
ExP 1 806,66 806,66 66,00%*
ExT 2 3023,33 1511.66 123,68%*
DxP 4 3752333 9380.83 767.52%*
DxT 8 8471,66 1058,95 86,64%*
PxT 2 265333 1326.,66 108,54%%
ExDXp 4 3835,00 958,75 78.44%*
ExDxT 8 6518,33 814,79 66,66
ExPxT 2 174333 871,66 71.31%%
DxrFxy 8 777106 STl -
EXDXPXT 8 e . . S,
Tratamento 59 283158.33 479929 392,66%*
Residuo 180 2200,00 12,22 -
Total 239 28535833 - -

ns — ndo significarivo
* significativo a nivel de 5% de probabilidade
** significativo a nivel de 1% de probabilidade

G.L. - Grau de liberdade; S.Q. - Soma dos quadrados; Q.M. - Quadrado médio, F - Varidvel do teste




Apéndice

Apéndice D

Tabela 1. Andlise de varidncia da incidéncia do fungo A. miger nas sementes de
amendoim variedade BRS Havana, tratadas com extratos de nim e pimenta-
~-do-reino e armazenadas em ambiente nfo controlado durante 9 meses, em

embalagem PET

Fv GL SQ oM F
Extrato (E) 1 14,97 14,97 1.54™
Dose (D) 4 10523,39 2630,84 270,69*%*
Procedimento(P) 1 54578,13 5457813 5615,67%%
Tempo (T) 2 16735.,10 8367.55 860,95%*
ExD 4 265916 664,79 68,40**
ExP 1 134,85 134,85 13,87%%
ExT 2 1846,25 923,12 G4 OB **
DxP 4 10103,73 252593 259, 89%*
DxT 8 523714 654,64 67,35%%
PxT 2 15945 40 79727 8§20,33%*
ExDXp 4 223918 559,79 57,5987%*
ExDxT 8 2714,16 339,27 34,9083%*
ExPxT 2 1276,64 638,32 65,6786%*
DxPxT 8 5327.27 665,90 68.,5170%*
ExDxPxT 8 238427 298,03 30,6654
Tratamento 59 131719.69 2232.53 22971171 ##*
Residuo 180 1749,40 9,71 -
Total 239 133469,09 - -

ns — ndo significativo

* significativo a nivel de 3% de probabilidade

** significativo a nivel de 1% de probabilidade

(G.L. - Grau de liberdade; 5.Q. - Soma dos quadrados; Q.M. - Quadrado médio, F — Varigvel do teste
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Apéndice

Apéndice E

Tabela 1. Analise de varidncia da incidéncia do fungo Rhisopus nas sementes de
amendoim variedade BRS Havana, tratadas com extratos de nim e
pimenta-do-reino e armazenadas em ambiente ndio controlado durante 9
meses, em embalagem PET

TV GL SQ oM F
Extrato {E) 1 3999,70 3999,70 575,95%%
Dose (D) 4 1938396 4845,99 697 82%*
Procedimento(P} i 4212228 4212228 6065,60%*
Tempo (T) 2 15645,35 7822,67 1126,46%*
ExD 4 1578132 394533 568,12%*
ExP 1 5413,48 5413,48 779,54*%
ExT Z 20284.61 1014230 1460,49%*
DxP 4 5467 38 1366,84 196, 82%*
DxT 8 33908.61 4238,57 610,35%%
PxT 2 5716,08 2858.04 411 55%+
ExDXp 4 9169,52 2292,38 330,10%*
ExDxT 3 20455,75 2556,96 368, 20%*
ExPxT 2 157,38 78,60 11,33%%
DxPxT 3 11713,45 1464,18 210,84**
ExDxPxT 8 579202 724,00 104 25%*
Tratamento 59 215010,93 364425 524,77
Residuo 180 1250,00 0,94 -
Total 239 216260,93 - -

1s - nfio significativo
* significativo a nivel de 3% de probabilidade
*# gienificativo a nivel de 1% de probabilidade

G.L. - Grau de liberdade; S.Q. - Soma dos quadrados; Q.M. - Quadrado médio, F — Varidvel do tesie
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Apéndice

Apéndice F

Tabela 1. Analise de varidncia da incidéncia do fungo Pericillium nas sementes de
amendoim variedade BRS Havana, tratadas com extratos de nim e pimenta-
-do-reino e armazenadas em ambiente ndo controlado durante 9 meses, em

embatagem 7

FV GL SQ QM F
Extrato (E) 1 666,53 666,53 342,78*
Dose (D) 4 3804,02 951,00 489,08%*
Procedimento(P) 1 2535.18 253318 1302,77%*
Tempo (T} 2 2169,66 1084.83 557.91%#*
ExD 4 2666,13 666,53 342.78%*
ExP 1 666,53 666,53 342,78%*
ExT 2 1333,06 666,53 342,78
DxP 4 380402 951,00 489,08**
DxT 3 501234 626,54 322,22%%
PxT 2 2169.66 1084.83 557,91%%*
ExDXp 4 2666,13 666,53 342778%%*
ExDxT 8 533226 666,53 342,78**
ExPxT 2 133306 666,53 342,78%*
DxPxT 8 501234 62654 322,22%%
ExDxPxT 8 533226 666,53 342,778%~
Tratamento 59 44501,22 754,25 387,00**
Residuo 180 350,00 1,94 -
Total 239 44851,22 - -

ns — nfio significativo

* significativo a nivel de 5% de probabilidade

** significativo a nivel de 1% de probabilidade

G.L. - Gran de liberdade; 5.Q. - Soma dos quadrados; Q.M. - Quadrado médio. F — Varidvel do teste
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Apéndice

Apéndice G

Tabela 1. Anélise de varidncia da incidéncia do fungo 4. flavus nas sementes de
amendoim variedade BRS Havana, tratadas com extratos de nim e
pimenta-do-reino € armazenadas em ambiente nio confrolado durante 9
meses, em embalagem polietileno trancado

FvV GL SQ OM F
Extrato (E) i 510,41 510,41 37,12%*
Dose (D) 4 2818480 7046,20 512 45%%
Procedimento(P) i 75967,57 75967,57 5524,01%*
Tempo (T) 2 437,40 218,70 15,90%+
ExD 4 394583 980,45 T1,74%*
ExP 1 770.41 770,41 56,03%*
ExT 2 740,51 370,41 26,92%*
DxP 4 2778,21 C6927,05 503,78%*
DxT 8 876225 1095,28 76,65%*
PxT 2 190,76 95,38 6,03%%
Ex D Xp 4 3335,83 833,95 60,65%*
ExDxT 8 72,82 910,27 66,20%*
ExPxT 2 400,39 200,29 14,56%*
DxPxT 8 8908,95 1113,61 80,99%*
ExDxPxT 8 6222,35 777,79 56,56**
Tratamento 59 173368,15 2938.,44 213,70
Residuo 180 2475,00 13,75 -
Total 239 175843,15 - -

ns -~ ndo significativo

* significativo a nivel de 5% de probabilidade

** significativo a nivel de 19 de probabilidade

G.L. - Grau de liberdade; $.Q. - Soma dos quadrados; Q.M. - Quadrado médio, ¥ — Varidvel do teste
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Apéndice

Apéndice H

Tabela 1. Analise de varidncia da incidéncia do fungo 4. miger nas sementes de
amendoim variedade BRS Havana, tratadas com extratos de nim ¢
pimenta-do-reino e armazenadas em ambiente nio controlado durante 9
meses, em embalagem polietileno trangado

FV GL. SQ oM F
Extrato (E) 1 570,44 570,44 33,40
Dose (D) 4 53529,30 13382,32 T83,5G%*
Procedimento(P) i 9162110 91621,10 5364,84**
Tempo (T) 2 10729,62 5364.81 314,13%*
ExD 4 1118,94 279,73 16,37%*
ExP 1 770,30 770,30 45,10%*
ExT 2 24751,11 12375,55 724, 64%*
DxP 4 12869,94 3217.48 188,30%*
DxT b 22456,82 2807.10 164,36%%
PxT 2 261196 1305,98 76,47%*
ExDXp 4 1202,07 300,51 17,59%*
ExDxT 8 2273264 2841,58 166,38+
ExPxT 2 21661,99 1083099 634,20%*
DxPxT R 38789,60 4848,70 283,01%%*
ExDxPxT 8 42233,38 5279,17 309,12+
Tratamento 59 347649,29 5892,36 345,02%*
Residuo 180 17,07 -

Total 239 - -

ns ~ndo significativo

* gignificativo a nivel de 5% de probabilidade

** significativo a nive] de 1% de probabilidade

G.L. - Grau de liberdade; 5.Q. - Soma dos quadrados; Q.M. - Quadrado médio, F — Varidvel do teste
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Apénaice

Apéndice 1

Tabela 1. Andlise de varifincia da incidéncia do fungo Rhisopus nas sementes de
amendoim variedade BRS Havana, tratadas com extratos de nim e
pimenta- -do-reino e armazenadas em ambiente ndo controlado durante 9
meses, em embalagem polietileno trangado

FV GL SQ QM ¥
Extrato (E) 1 453,66 453,66 47,35%*
Dose (D) 4 39709,18 9927,29 1036,22%*
Procedimento(P) ] 70367,65 70367,65 7345 ,05%*
Tempo (T) 2 5061,75 2530,87 264,17%*
ExD 4 12488.97 3122,24 325,90%*
ExP 1 6098,90 6098.90 636.61*%*
ExT 2 50100.84 25050.42 2614, 79%%
DxP 4 25564,89 6391,22 667,12%%
DxT 8 35605,59 4450,69 464,56%*
PxT 2 33176,84 16588.,42 1731,51%*
ExDXp 4 16541,44 4135,36 431,65%*
ExDxT 8 6840,60 855,07 89 25%*
ExPxT 2 28248.48 1412474 1474 35%#
DxPxT 8 10948,89 1368,61 142,85%#
ExDxPxT 8 2149215 2686,51 280,42%*
Tratamento 59 362700,88 614747 641,67%*
Residuo 180 172445 9,58 -
Total 239 362700,88 - -

ns — ndo significativo
* significativo a nivel de 5% de probabilidade
** significativo a nivel de 19 de probabilidade

G.L. - Grau de liberdade; 5.Q. - Soma dos quadrados; Q.M. - Quadrado médio, F — Varidvel do teste



Apéndice

Apéndice J

Tabela 1. Andlise de varidncia da incidéncia do fungo Penicillium nas sementes de
amendoim variedade BRS Havana, tratadas com extratos de nim e
pimenta-do-reino e armazenadas em ambiente nfo controlado durante 9

meses, em embalagem polietileno trangado

Fv GL SQ QM F
Extrato (E) i 541560 541500 EPESS
Dose (D) 4 1840.00 460.,00 276,00%*
Procedimento(P) 1 24401,66 24401.,66 14641,00**
Tempo (T} 2 37463,33 18731,66 11239,00 *
ExD 4 2793,33 698.33 419,00%*
ExP 1 5415,00 5415.00 3249,00%*
ExT 2 10830,00 541500 3249,00%*
DxP 4 1840,00 460,00 276,00%*
DxT 8 9820.00 1227,50 736,50%*
PxT 2 37463.33 18731.66 11239.00%*
ExDXp 4 2793,33 698,33 419,00%*
ExDxT 8 5586.66 698.33 419.00%*
ExPxT 2 10830,00 5415.00 3249,00%*
DxPxT 8 9820,00 1221,50 736,50%*
ExDxPxT 8 5586,66 698,33 419,00%*
Tratamento 59 17189833 2913,53 1748,11%%
Residuo 180 300,00 1,66 -
Total 239 172198,35 - -

ns - ndo significativo
* significativo a nivel de 5% de probabilidade

** significativo a nivel de 1% de probabilidade

G.L. - Grau de liberdade; S.Q. - Soma dos quadrados; Q.M. - Quadrade médio, F — Varidve! do teste
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Apéndice

Apéndice L

Tabela 1. Analise de varidncia dos valores médios da umidade das sementes de
amendoim variedade BR,]1 armazenadas em embalagem de PET

FV GL SQ OM F
Extrato (E) 1 4,257 4,23 55,68%%*
Dose (D) 4 1,26 0,31 4,14%*
Procedimento(P) 1 0,00 0,00 0,01™
Tempo (T) 2 13,24 6,62 87,00%*
ExD 4 0,67 0,16 221"
ExP 1 0.16 0,16 211
ExT 2 9,54 4,77 62.68%#
DxP 4 0.85 0,21 2.80%
DxT 8 5,03 0,62 8.20%+*
PxT 2 0.12 0.06 0,80™
ExDXp 4 0,24 0.05 0,73™
ExDxT 8 2.86 0.35 4,70%*
ExPxT 2 0,52 0,26 3.44*
DxPxT 8 0,59 0.74 0,97
ExDxPxT 8 0,81 0.10177 1,33
Tratamento 59 40,14 0.68 8,94%*
Residuo 60 4,56 0,07 -
Total 119 44,71 - -

ns —nio significativo

* significativo a nivel de 5% de probabilidade

** significativo a nivel de 1% de probabilidade

G.L. - Grau de liberdade; 5.Q. - Soma dos quadrados; Q.M. - Quadrado médio, F - Varigvel do tesie
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Apéndice

Apéndice M

Tabela 1. Analise de varidneia dos valores médios da umidade das sementes de
amendoim variedade BRS Havana, armazenadas em embalagem de
POLICTIENO wangs.

Fv GL SQ oM F
Extrato (E) 1 4,80 4,80 26,55%*
Dose (D) 4 8.06 2,01 11,14%*
Procedimento(P) 1 0,05 0,05 033%™
Tempo (T) 2 52,30 26,15 144,66%*
ExD 4 1.33 0,33 1,84%
ExP 1 0,06 0.06 0.36™
ExT 2 10,73 5,36 29,70%*
DxP 4 0,99 0,24 1,37
DxT b3 5,00 0,62 3,40%*
PxT 2 0,92 0,14 0.80™
ExDXp 4 1,55 0,38 2,14™
ExDxT 8 3,82 0,47 2,64%
ExPxT 2 0.05 0,02 0,15™
DxPxT 8 3.93 0.49 2,72%

ExDxPxT 8 1,72 0,21 1,19™
Tratamento 59 94,72 1,60 8,88%*
Residuo 60 10,84 0,18 -
Total 119 105,59 - -

ns — ndo significativo

* significativo a nivel de 5% de probabilidade

** significativo a nivel de 1% de probabilidade

G.L. - Grau de Jiberdade; 5.Q. - Soma dos quadrados; Q.M. - Quadrado médio, I — Variavel do teste
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Apéndice

Apéndice N

Tabela 1. Anilise de varifincia da incidéncia do fungo A. flavus nas sementes de
amendoim variedade BR1, tratadas com exiratos de nim e p:menta—do—remo
e armazenadas em ambiente nfo controlado durante 90 dias. e o

PET

FvV GL SQ QM F
Extrato (E) i 5801,66 5801.66 286,10%*
Dose (D) 4 7854,16 1963,54 96,83**
Procedimento({P) 1 15681,66 15681,66 773,34*%*
Tempo (T) 2 6365,83 3182.91 156,96**
ExD 4 5094.16 1273.54 62,80%*
ExP i 3081.66 3081,66 151,97%*
ExT 2 3105,83 155291 76,58%*
DxP 4 8280.83 2070,20 102,09%*
DxT 8 1250.83 156.35 7.71%*
PxT 2 2285,83 114291 56,36%*
ExDXp 4 5880.83 1470,20 72.50%%
ExDxT 8 1835.83 229,47 11.31%*
ExPxT 2 865.83 432,91 21.34%%
DxPxT 8 489.16 61,14 3.0p**
ExDxPxT g 2034,16 254,27 12,53%*
Tratamento 59 69908,33 1184,88 58,43%*
Residuo 180 3650,00 20,27 -
Total 239 73558.,33 - -

s - ndo significativo
* significativo a nivel de 5% de probabilidade
** significativo a nivel de 1% de probabilidade

G.L. - Grau de liberdade; S.Q. - Soma dos quadrados; Q.M. - Quadrado médio, F — Variavel do teste




Apéndice

Apéndice O

Tabela 1. Andlise de varidncia da incidéncia do fungo A. nmiger nas sementes de
amendoim variedade BRI, tratadas com extratos de nim e pimenta-do--
reino e armazenadas em ambiente nfio controlado durante 90 dias, em
embalagem PET

FV GL SO QM F
Extrato (E) 1 2158,56 215856 242,83%*
Dose (D) 4 21353.46 5338,36 600,56+*
Procedimento(P) ] 5603,57 5603,57 630,40%*
Tempo (T) 2 32604,34 16302,17 1833,99%*
ExD 4 29159.92 7289,981 820,12+
ExP 1 53988,00 53988.00 6073,65%*
ExT 2 10106.70 5053,35 568,50%*
DxP 4 4779,643 1194,91 134,42%%
DxT 8 36353,67 454420 511.20%%
PxT 2 703,24 351,62 39.557++
ExDXp 4 17383,05 434576 488,89
ExDxT 8 23644,91 295561 332,50%*
ExPxT 2 25086,98 12543,49 1411,14%+
DxPxT 8 12117.93 1514,74 170,40%*
ExDxPxT 8 10733.27 1341,65 150,93%
Tratamento 59 28577728 4843.68 544.91%*
Residuo 180 1600,00 8,88 -
Total 239 287377,28 - -

ns - néo significativo

* significativo a nivel de 5% de probabilidade

** significativo a nivel de 1% de probabilidade

G.L. - Grau de liberdade; S.Q. - Soma dos quadrados; Q.M. - Quadrade niédio, F — Varisvel do teste

107



Apéndice

Apéndice P

Tabela 1. Analise de varidncia da incidéncia do fungo Rhisopus nas sementes de
amendoim variedade BR1 tratadas com extratos de nim ¢ pimenta-do-reinc
e armazenadas em ambiente ndo conirolado durante 90 dias, em

embalagem PET
Fv GL - 8Q QM F -

Extrato (E) 1 10136,88 10136,88 1920,67%*
Dose (D) 4 22721.89 568047 1076,30%*
Procedimento(P} i 230,68 239,68 45,41%#
Ternpo (1) 2 3033751 15168,75 2874,08%*
ExD 4 3995,92 998,98 189, 28%*
ExP i 5998.40 5998.40 1136,53%*
ExT 2 12306,30 6153,15 1165,86%*
DxP 4 16708,28 4177,07 791 ,44**
DxT 8 18126,33 2265,79 428 30**
PxT 2 749,90 374,95 71,04**
ExDXp 4 6552,63 1638,15 310,38**
ExbxT 8 12361,95 1545,24 292,78%*
ExPxT 2 13327,10 6663,55 1262,56%*
DxPxT 8 70546,68 888,33 1670,84%%
ExDxPxT 8 9375,61 1171,95 222.05%*
Tratamento 59 23348509 395737 749,81 %%
Residuo 180 950,00 5,27 -
Total 239 234435,09 - -

ns — ndo sighificativo
* significativo a nivel de 5% de probabilidade
** gignificativo a nivel de 1% de probabilidade

G 1. - Grau de liberdade; 5.Q. - Soma dos quadrados; Q.M. - Quadrado médio, F ~ Varidvel do teste




Apéndice

Apéndice Q

Tabela 1. Analise de varidncia da incidéncia do fungo Penicillium nas sementes de
amendoim variedade BR1 tratadas com extratos de nim e pimenta-do-reino
¢ armazenadas em ambiente ndo controlado duranie 90 was enienses: -

PET

FV GL SQ oM F
Extrato (E) 1 59.80017 59.80017 16.5600%*
Dose (D) 4 6561.30396 1640.32599 4542441 %+
Procedimento(P) 1 3999.38033 3999.38033 1107.5207**
Tempo (1} 2 2933.49057 [466.74529 406.1756%
ExD 4 44 05020 11.01253 3.0496%
ExP i 601.28673 601.28675 i66.5102%%
ExT 2 3121.43009 1560.71505 432.1980%*
DxP 4 4984.43684 1246.10921 343.0764%*
DxT 8 4078.27756 509.78470 141.1711%*
PxT 2 4897.71057 2448.85529 6778.1445%*
Ex D Xp 4 G18.59684 229.64921 63.5952%
ExDxT 8 5558.47044 694.80881 192.4086**
ExpPxT Z 1661.02337 83051169 2209879
DxPxT 8 5396.12396 674.51550 186.788Q**
ExDxPxT b 3305.54336 413.19294 114.4227%%
Tratamento 59 48120.92519 815.60890 225.8609%*
Residuo 180 650.60000 3.61111 -
Total 239 48770.92519 - -

ns - ndo significative

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
G.L. - Grau de liberdade; S.(3. - Soma dos quadrados; Q.M. - Quadrado médio, F — Varidvel do teste
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Apendice

Apéndice R

Tabela 1. Analise de varidncia da incidéncia do fungo A. flavus nas sementes de
amendoim variedade BR1, tratadas com extratos de nim e pimenta-do-reino
¢ armazenadas em ambiente ndo controlado durante 90 dias, em embalagem
polietileno trancado

FV GL SQ OM 3
Extrato (E) 1 16006,66 16006.66 1477,53%*
Dose (D) 4 2261833 565458 521.96**
Procedimento(P) 1 2406,66 2406,66 222, 15%*
Tempo (T) 2 1510,83 755,416 69,73%*
ExD 4 13785.00 3446,25 318.11%%
ExP 1 166,66 166,66 [5,38%%*
ExT 2 665583 332791 307.19%*
DxP 4 4618,33 1154.58 10657%*
DxT 8 443916 554,89 51.22%%
PxT 2 3480.83 1740,41 160,65%*
ExDXp 4 91,66 22,91 2,11 ™
ExDxT 8 7102.50 887.81 81,99%#
ExPxT 2 225,33 112,91 10.42%*
DxPxT 8 5269.16 658,64 60,70%*
ExDxPxT 8 965,83 120,72 11,14%*
Tratamento 59 8934333 151429 139,78
Residuo 180 1950,00 10,83 -
Total 239 91293,33 - -

ns — ndo significativo
* significativo a nivel de 5% de probabilidade
** significativo a nivel de 1% de probabilidade
(L. - Grau de Liberdade; 5.02. - Soma dos quadrades; Q.M. - Quadrado médio, F - Varidvel do teste
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Apéndice

Apéndice S

Tabela 1. Anélise de varifncia da incidéncia do fungo niger nas sementes de amendoim
variedade BRI, tratadas com extratos de nim e pimenta-do-reino e
armazenadas em ambiente nfio controlade durante 90 dias, em embalagem
polietileno trangado

FV GL SQ QM ¥
Extrato (E) 1 21.60 21.60 3,78 ™
Dose (D) 4 7677,56 1919,39 336,73+
Procedimento(P) 1 25792.26 2579226 4524 95%*
Tempo (T) 2 14754,70 737735 1294 27%*
ExD 4 4353,90 1088.47 190,96%*
ExP 1 16533,60 16533,60 2900.63%*
ExT 2 822,70 411,35 72.16%*
DxP 4 699,90 174,97 30,69+
DxT 8 48782,13 6097,76 1069.78%*
PxT 2 5320,03 2660,01 466,66%*
ExD Xp 4 6186,90 1546,72 271,35%*
ExDxT 8 1410,80 1788.85 313,83%+
ExPxT 2 570,70 285,350 50,06+
DxPxT 8 17306.80 2163.35 379.53%+
ExDxPxT 8 10152,80 1269,10 222,64
Tratamento 59 17328640 2937,05 515.27%%
Residuo 180 1026,00 5,70 ;
Total 239 174312.40 - :

ns -~ néo significativo

* significativo a nivel de 5% de probabilidade

** significativo a nivel de 1% de probabilidade

G.L. - Grau de liberdade; 8.Q. - Soma dos quadrados: Q.M. - Quadrado médio, F — Variavel do teste
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Apéndice

Apéndice T

Tabela 1. Anilise de varidncia da incidéncia do fungo Rhisopus nas sementes de
amendoim variedade BR1, tratadas com extratos de nim ¢ pimenta-do-reino
¢ armazenadas em ambiente n3o controlado durante 90 dias, em embalagem

POLETLENO ety is

FV GL SQ QM F
Extrato (E) 1 33,75 33,75 4,76%
Dose (D) 4 35101,66 8775,41 1238,88*+*
Procedimento(P) 1 3760.,41 3760,41 530, 88%#
Tempo (T) 2 6813,33 3406.,66 480,94 %%*
ExD 4 3010,00 752,50 106, 23%*
ExP 1 4250,41 4250,41 600,05%*
ExT 2 730,00 365,00 51,52%%
DxP 4 5541.66 1385.41 195,58+
DxT 8 2202833 2753.54 388,73%*
PxT 2 625333 3126.66 441,41%*
ExDXp 4 2260.00 565,00 79,76**
ExDxT b 379500 474,37 66,97%*
ExPxT 2 4643,33 2321,66 327.76%*
DxPxT 8 32688,33 4086,04 576 85%%*
ExDxPxT 8 7015,00 876,87 123,79%=
Tratamento 59 137924,58 2337.70 330.02%*
Residuo 180 1275,00 7,08 -
Total 239 139199,58 - -

ns — ndo significativo

* significativo a nivel de 5% de probabilidade

** significativo a nivel de 1% de probabilidade

G.L. - Grau de liberdade; $.Q. - Soma dos quadrados; Q.M. - Quadrado médio, F — Varidvel do teste



Apéndice

Apéndice U

Tabela 1. Anilise de varidncia da incidéncia do fungo Penicillium nas sementes de
amendoim variedade BR1, tratadas com extratos de nim e pimenta-do-reino
e armazenadas em ambiente nfo controlade durante 90 dias, em embalagem
polietileno trangado

FV GL SQ QM F
Extrato (E) 1 201.66 201,66 31.56**
Dose (D) 4 5910,83 1477,70 231.29%%
Procedimento(P) 1 1500,00 150000 234, 78%*
Tempo (T) 2 305,83 152,91 23,93
ExD 4 119.16 29,79 4.66**
ExP | 81,66 81,66 12,78**
ExT 2 275,83 137.91 21.58%*
DxP 4 870.83 217,70 34 07%%
DxT 8 2381.66 297,70 46.5978*%
PxT 2 232,50 116,25 18,19%*
ExD Xp 4 339,16 84.79 1327%%
ExDxT 8 803.33 100,41 15,71**
ExPxT 2 335,83 167,91 26.28*%%
DxPxT 8 1121,66 140,20 21,94%%
ExDxPxT 3 943,33 117,91 18,45%x
Tratamento 59 1542333 261,41 40,91#%%*
Residuo 180 1150,00 6,38 -
Total 239 16573,33 - -

ns —ndo significativo

* significativo a nivel de 5% de probabilidade

** significativo a nivel de 1% de probabilidade

G.L. - Gran de liberdade: $.Q. - Soma dos quadrados: Q.M. - Quadrade médio, F — Variavel do teste
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Apéndice

Apéndice V

Tabela 1. Andlise de varifincia da germinacgio das sementes de amendoim variedade
BRI tratadas com extratos de nim e pimenta-do-reino e armazenadas em
ambiente nfo controlado durante 90 dias, em embalagem PET

FV GL $Q QM ]
Extrato (E) 1 59000,70 59000,70 350008 **
Dose (D) 4 25374,90 6343,72 376,32 **
Procedimento(P) i 16716,70 16716,70 991,68 **
Tempo (T) 2 26799.85 13399,92 794,92 **
ExD 4 21442.73 5360,68 318,01+
ExP i 1349,00 1349,00 80,02 **
ExT 2 206925 1034.62 61,37 **
DxP 4 2499 48 624.87 37,06 **
DxT 8 1897,72 237,21 14,07 *+
PxT 2 2527.80 1263,90 74,97 **
ExD Xp 4 1099,18 274,79 16,30%*
ExDxT 8 315449 39431 23.39 *+
ExPxT 2 3266.00 1633,00 96,87%*
DxPxT 8 899,41 112,43 6.66 **
ExDxPxT 8 1048,74 131,09 7,7768 ==
Tratamento 59 169146,04 2866.88 170.0713 **
Residuo 180 3034,25 16,85 -
Total 230 172180,29 - -

ns — ndo significativo

* significativo a nivel de 5% de probabilidade

** significativo a nivel de 1% de probabilidade

G.L. - Grau de liberdade; S.Q. - Soma dos quadrados; Q.M. - Quadrado médio, F — Varidvel do teste
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Apéndice

Apéndice X

Tabela 1. Andlise de varidncia da germinagio das sementes de amendoim variedade
BRI tratadas com extratos de nim e pimenta-do-reino e armazenadas em
ambiente nfio controlade durante 90 dias, em embalagem polietileno

trancado

FV GL SO OM F
Extrato (E) i 66800,06 66800.06 8744736 **
Dose (D) 4 15850,40 3962.60 5187.40 **
Procedimento(P) i 10933,00 10935.00 14314.90 **
Tempo (T) 2 22744,75 11372.37 14887.47 **
ExD 4 20666,76 5166.69 6763.06 **
ExP i 1206,01 1206.01 157878 #*
ExT 2 262,30 131.154 171.69 **
DxP 4 534,16 133.54 174.81 **
Dx7T 8 2419,57 302.44687 305,93 **
PxT 2 206492 1032.46 1351.58 **
ExDXp 4 2085,40 521.35000 682,49 **
ExDxT b 754,35 $4.29479 123,44 #*
ExPxT 2 67.60 33.80417 4425 **
DxPxT 8 717,90 89.73854 117.47 **
ExDxPxT 8 641,22 80.15312 104.92 **
Tratamento 59 147750,48 2504.24 3278.28 **
Residuo 180 137,50 0.763 -
Total 239 14788798 - -

ns — ndo signilicativo
* gignificativo a nivel de 5% de probabilidade

** significative a nivel de 1% de probabilidade

G.L. - Grau de liberdade; S.Q. - Soma dos quadrados: Q.M. - Quadrado médio, F — Varidvel do teste



Apéndice

Apéndice Z

Tabela i. Anglise de varidncia dos vaiores medios G0 ©OT U¢ ulibdess -
sementes de amendoim irradiadas com %®Co em diferentes doses e
armazenadas por 60 dias, em embalagem de PET e polietileno tran¢ado

Fv GL SQ QM F
Embalagem (E) 7 1,98 0,28 14,23%*
Dose (D) I 2,16 2,16 108,50**
Tempo (T) 2 27,64 13,82 694,47%*
ExD 7 1.04 0.14 7.50%*
ExT 14 1.92 0.13 6,91%*
DxT 2 4.43 2.21 111, 47%*
ExDxT 14 2,10 0,15 7,55%*
Tratamento 47 41.31 0.87 44,15%*
Residuo 48 095 0,01 -

Total 95 4226 42.26 -

ns — néo significativo

* significativo a nivel de 5% de probabilidade

#* significativo a nivel de 1% de probabilidade

G.L.. - Grau de liberdade; S.Q. - Soma dos guadrados; Q.M. - Quadrado médio, F -- Variave} do teste
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Apéndice

Apéndice Al

Tabela 1. Andlise de variancia da incidéncia do fungo 4. flavus nas sementes de
amendoim variedade BR 1, irradiadas com *'Co e armazenadas em ambiente
ndo controlado durante 60 dias, em embalagem de PET e polietileno

trancado

FV GL S5Q QM F
Embalagem (E) 7 14213958 20305,65 801,01**
Dose (D) 1 8802,08 8802,08 347.26**
Tempo (T) 2 24169,79 12084,90 476,77+*
ExD 7 512292 731.85 28,87%%
ExT 14 9638.54 688,47 27.16%%
DxT 2 262604 1313,02 51.80%*
ExDxT i4 11548,96 824,93 32,54*%
Tratamento 47 20404792 434144 171.28*%%
Residuo 144 365000 25.35 -
Total 191 207697,92 - -

ns - nfo signi

* significativo a nivel de 5% de probabilidade

** significativo a nivel de 1% de probabilidade

ficativo

G.L. - Grau de liberdade; 5.Q. - Soma dos quadrados; Q.M. - Quadrado média, F — Varidvel do teste
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Apéndice

Apéndice B1

Tabela 1. Andlise de varidncia da incidéncia do fungo 4. miger nas sementes de
amendoim variedade BRI, irradiadas com “*Co e armazenadas em ambiente
nido controlado durante 60 dias, em embalagem de PET e polietileno

trancado

FV GL SQ QM F
Embalagem (E) 7 51557.81 7365,40 1212,13%*
Dose (D) 1 275,52 275.52 45,34%*
Tempo (T) 2 1040,62 520,51 85,03**
ExD 7 1061,98 151,71 24,97%*
ExT 14 223438 159,60 26,26%*
DxT 2 357,29 178,65 29,40%*
ExDxT 14 1267,71 90,55 14,90**
Tratamento 47 5779531 1229,69 202,37**
Residuo 144 875,00 6,08 -
Total 191 58670,31 - -

ns — néo significativo

* significativo a nivel de 5% de probabilidade

** significativo a nivel de 1% de probabilidade

(G.L. - Grau de liberdade; S5.Q. - Soma dos quadrados; Q.M. - Quadrado médio, F -- Varidvel do teste
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Apéndice

Apéndice C1

Tabela 1. Andlise de variincia da incidéncia do fungo Rhisopus nas sementes de
. . . . [t .

amendoim variedade BRI, irradiadas com "“Co ¢ armazenadas em ambiente

ndo controlado durante 60 dias, em embalagem de PET e polietileno

trancado

FV GL SO oM F
Embalagem (E) 7 19522.92 2788.99 191,24%*
Dose (D) | 163333 1633,33 112,00%#*
Tempo (1) 2 628.12 314,06 21,54%*
ExD 7 16508,33 2358.33 161,71%*
ExT 14 17380.21 124144 85,13%*
DxT 2 7488.54 374427 256,75%*
ExDxT 14 12619,79 901,41 61.81**
Tratamento 47 75781.25 161237 110,56%*
Residuo 144 2100,00 14,58 -
Total 191 77881,25 - -

ns — ndo significativo

* significativo a nivel de 5% de probabilidade

** significativo a nivel de 1%4 de probabilidade

G.L. - Grau de liberdade; 8.Q). - Soma dos quadrados: Q.M. - Quadrado médio, F — Variavel do teste
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Apéndice

Apéndice D1

Tabela 1. Andlise de varidncia da incidéncia d0 fungo Penicillium nas semenles de
amendoim variedade BRI, irradiadas com “*Co ¢ armazenadas em ambiente
ndo controlado durante 60 dias, em embalagem de PET e polietileno

trancado

FV GL SQ QM F
Embalagem (E) 7 24953.65 3564,80 436,88**
Dose (D} 1 638,02 638,02 78,19%*
Tempo (T) 2 11507,29 5753,65 705,13%*
ExD 7 133281 190,40 23.33%*
ExT 14 14426.04 1030,43 126,28%*
DxT 2 1276.04 638.02 78,19%%
ExDxT 14 3640,62 260,04 31,87*%*
Tratamento 47 5777448 122924 150,65%*
Residuo 144 1175,00 8,15972 -
Total 161 5894948 - -

ns — nfo significativo

* significativo a nivel de 5% de probabilidade

** significativo a nivel de 1% de probabilidade

G.L. - Grau de liberdade; 5.Q}. - Soma dos guadrados; Q.M. - Quadrado médio, F — Variavel do teste
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Apéndice

Apéndice E1

Tabela 1. Analise de variancia da germinacfio de sementes de amendoim variedade
BRI irradiadas com “/Co e armazenadas em ambiente ndo controlado,

A T
PUTRRR/ N LR WA Y Iy B

FV GL SQ oM F
Embalagem (F) 7 48819,75 697425 16463,80**
Dose {D) i 1716,02 1716.02 4050,93%*
Tempo (T) 2 10832,57 5416,29 12785,99%*
ExD 7 1306,15 186,59 440,48%*
ExT 14 235034 167,88 396,31%*
DxT 2 38,89 19,44 45,90**
ExDxT 14 1907.,20 136,23 321,59%%
Tratamento 47 66970,92 142491 3363,73%*
Residuo 144 61,00 0,42 -
Total 191 67031,92 - -

ns — ndo significativo

* signmificativo a nivel de 5% de probabilidade

** significativo a nivel de 1% de probabilidade

G.L. - Grau de liberdade; 8.QQ. - Soma dos quadrados; Q.M. - Quadrado médio, F — Varidvel do teste
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Apéndice

Apéndice F1

Tabela 1. Valores médios da incidéneia (%) de fm‘q.;o;os para a interagdo I x E em
sementes de amendoim, irradiadas com ®’Co e armazenadas em ambiente
nio controlado. durante 60 dias

Tempo (dias)
Dose (k0Gy; A, flavus
8 30 60
0 70,00 aC 50,00 aB 100,00 aA
.50 65,00 aB 77,50 bA 78.75 bA
1,00 21,25bB 23.75dB 48,75 dA
1,50 16.25 bC 52,50 cA 45,00 dB
2,00 3.75¢C 45,00 cB 60,00 cA
2,50 5.00 cC 25,00 dB 33,75 eA
3.00 0,00 cB 5,00eB 2250 fA
4,00 (3,00 cB 5,00 eAB 8,75 gA
DMS (C) 7,73
DMS (L) 5,96

Adédias seguidas da mesma lera minuscala na colena ¢ maidscula na linha ndo diferem estatsticamente pelo teste de Tukey 2 5%
de prababtlidade; Umidade Inicial = 8.01%; micoflora inicial = 55% A. flavus, 36,67 4, niger e 36.67% Rhivapus; PeT: Polictileno
Trancado
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Apéndice

Apéndice G1

Tabela 1. Valores médios da incidéuncia (%) de fungos para a inwragdo D x E em
sementes de amendoim. irradiadas com *“Co e armazenadas em ambiente
néo controlado, durante 60 dias

Tempo (dias)
Doss (KUY} A. niger
g 30 60
0 32,50 aC 40,00 bB 47,50 aA
0,50 25,00 bB 45,00 aA 42,50 bA
1,00 5,00 cB 15,00 cA 13,75 cA
1,50 0,00 dA 0.00dA 0,60 dA
2,00 0,00 dA 0.00 dA 0,00 dA
2,50 0,00 dA 0,00 dA 0,00 dA
3,00 0,60 dA 0,00 dA 0,00 dA
4,00 0,00 dA 0,00 dA 0,00 dA
DMS (C) 3,78
DMS (L) 2,92

Midias seguida da mesma fefra minfscuia na colyna e maidscula na jinha nio diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade; Umidade Inicial = 8,01%; micoflora micial = $5% 4. flavus. 36,67 A. niger © 36 67% Rhisopus. PeT: Polietileno
Trancado




Apéndice

Apéndice H1

Tabela 1. Valores médios da incidéncia (%) de fungos para a interagio D x E em
sementes de amendoim, irradiadas com ®“Co e armazenadas em ambiente
nido controlado, durante 60 dias

Tempo (dias)
Dose (kGy) Rhisopus
8 30 60

0 47,50 aA 35,00 bB 38,75 aB
0,50 27,50 cA 30.00 bA 10,00 dB
1,00 27.50 cB 57,50 aA 10,00 dC
1,50 10,00 deB 5,00eC 32,50 bA
2,00 40,00 bA 20,00 edB 20,00 cB
2,50 15,00 dB 22,50 cA 20,00 cB
3,00 11,25dB 15,00 dB 2125cA
4,00 5,00 eA 6,25 eA 5,00 dA

DMS (C) 5.86

DMS (L) 4,52

Médias seguida da mesma letra mindscuta na coluna e maitiscuia na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey 2 5%
de probabilidade; Umidade Inicial = 8.01%: micoflora inicial = 55% A. flavus, 36,67 A. riger € 36,67% Rhisopus, PeT; Polietileno
Trangado



Apéndice

Apéndice 11

Tabela 4. Valores médios da incidéneia (%) de fungos para a interagdo D x E em
sementes de amendoim. irradiadas com “'Co e armazenadas em ambiente
ndo controlado, durante 60 dias

e Tempo (diasy
brose (ky) Vewithiun
i 8 30 60
0 0.00 aC 51,25 aB 65,00 aA
0,50 0,00 aC 21,25 cA 10,00 bB
i 1,00 0,00 aC 26,25 bA 12,50 bB
’ 1,50 0,00 aB 13,75 dA 13,75 bA
; 2,00 0.00 aC 15,00 dA 11,25 bB
t 2,50 0,00 aB 11.25dA 10,00 cA
| 3,00 - 0.00 aA 0,00 eA 0,00 cA
' 4,00 0,00 aA 0,00 eA 0,00 cA
l 5,86
4,52

Médias sceuida da mesma letra minfiscula na coluna e maiiscuta na linha n#o diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%

de probabihidade. Umidade Intcial = 8.01%: micotlora inicial = 33% A flavux.36.67 A. niger e 36.67% Rhisopus, Pel: Polietileno
i Trangado
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