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RESUMO 

Os fungos da especie Aspergillus nao so constituem os principals contaminantes de 

sementes e graos de amendoim em condicoes de armazenamento, Esses fungos se 

desenvolvem produzindo aflatoxinas que sao metabolites secundarios de alta 

toxicidade. A dificuldade de deteecao e quantifica^ao de aflatoxinas diretamente na 

amostra e um fator limitante em muitas areas de estudo e tambem da industria. Com o 

avanco tecnologico novos metodos tern sido propostos para superar essa problematica. 

A espeetroscopia de reflectancia difusa no visivel (VIS) e no infravermelho proximo 

(NIR) ocupa lugar de destaque por nao requerer preparo da amostra e vantagens de ser 

rapida e nao destrutiva. Objetivou-se neste trabalho estudar a incidencia de A. 

parasiticus e dos mveis de aflatoxinas em graos de amendoim armazenados usando 

medidas de reflectancia de 400 a 2500 nm. Os graos de amendoim foram previamente 

irradiados com 6 0Co a 25 kGy e inoculados com cepa toxicogenica de A. parasiticus na 

concentracao de 3,0 x 106 esporos/ g de caulim em po. Um total de 36 amostras com 

200 g cada uma, foram distribuidas em 3 blocos. Para simular as condicoes ideais a 

produ9ao de aflatoxinas, as amostras com 11% de umidade foram armazenadas no 

interior de camaras incubadoras a temperatura de 30 °C, fotoperiodo de 12 h e umidade 

relativa de 85%, durante 16 dias. A cada dois dias de incubagao realizou-se teste de 

sanidade, determinacao do teor de umidade dos graos, registro dos espectros na regiao 

de 400 a 2500 nm nos graos inteiros e triturados, detec£ao e quantificacao das 

aflatoxinas por CCD. As aflatoxinas foram detectadas em todas as amostras inoculadas 

nunia faixa de concentra9ao de 180 a 730000 \ig kg"1. Os espectros foram pre-

processados por algoritmo de Savitzky-Golay, primeira derivada, polinomio de segunda 

ordem e janela de 21 pontes. Os modelos de identificacao de aflatoxinas em graos e no 

material triturado, foram baseados na PCA dos espectros derivativos. A variancia 

explicada foi superior a 98% para tres PCs que permitiram identificar os tratamentos 

contaminados com A. parasiticus, como a deteecao de aflatoxinas. Os modelos PLS 

para aflatoxinas totais forneceram coeficiente de correlacao e RMSEP de 0,9827 e 5,2 x 

104 ug kg"1 para a regiao VIS e 0,9540 e 8,5 x 104 ug kg"1 para o NIR. A concentra9ao 

de aflatoxinas foi tres vezes superior ao limite da ANVISA, no sexto dia apos a 

incuba9ao. A espeetroscopia VIS-NIR com PCA e PLS permitiram uma rapida e nao 

destrutiva classifica9ao de amostras contaminadas e quantifica9ao de aflatoxinas em 

graos de amendoim contaminados artificialmente com A. parasiticus. 

Palavras-chave: graos, micotoxinas, espeetroscopia VIS e NIR, analise multivariada. 
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ABSTRACT 

Fungi species of Aspergillus are the main contaminants of seeds and peanuts in storage 

conditions. These fungi grow produce aflatoxins are secondary metabolites of high 

toxicity. The difficulty of detection and quantification of aflatoxins directly in the 

sample is a limiting factor in many areas of study and also the industry. With 

technological advances, new methods have been proposed to overcome this problem. 

The diffuse reflectance spectroscopy of the visible (VIS) and near infrared (NIR) 

occupies a prominent place not require sample preparation and advantages of 

nondestructive and rapid. The objective of this work was to study the incidence of A. 

parasiticus and aflatoxin levels in peanuts stored using reflectance measurements of 400 

to 2500 nm. The kernels were previously irradiated with 6 0Co to 25 kGy and inoculated 

with toxigenic strain of A. parasiticus concentration of 3.0 x 106 spores / g of kaolin 

powder. A total of 36 samples with 200 g each were divided into 3 blocks. To simulate 

the ideal conditions to produce aflatoxins, samples with 11% moisture contend were 

stored inside the incubator chamber at 30 °C, 12 h photoperiod and relative humidity of 

85% for 16 days. Every two days of incubation was held health test, determining the 

moisture content of grain, record the spectra in the region of 400 to 2500 nm in the 

whole grain and ground detection and quantification of aflatoxins by DCC. Aflatoxins 

were detected in all samples inoculated at a concentration range from 180 to 730,000 

mg kg"1. The spectra were pre-processed by algorithm Savitzy-Golay first derivative, 

second-order polynomial and a window of 21 points. Models for the identification of 

aflatoxins in grains and crushed material were based on PCA spectra derivative. The 

explained variance was above 98% for three PCs in identifying treatments infected with 

A. parasiticus and the presence of aflatoxins. The PLS models for total aflatoxins 

provided correlation coefficients and RMSEP of 0.9827 and 5.2 x 104 g kg"1 for the VIS 

region and 0.9540 x 104 and 8.5 mg kg"1 for the NIR. The concentration of aflatoxins 

was three times higher than the limit of ANVISA the sixth day of incubation. The VIS-

NIR spectroscopy with PCA and PLS allowed a rapid and non-destructive classification 

of contaminated samples and quantification of aflatoxins in peanut kernels artificially 

contaminated with A. parasiticus. 

Key-word: kernel, mycotoxins, spectroscopy VIS and NIR, multivariate analysis 
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1. INTRODUCAO 

0 amendoim (Arachis hypogaea L.), originario das Americas Central e do Sul, e 

uma leguminosa cultivada nas regioes de clima tropical, subtropical e temperada quente. 

No Brasil, sua producao vem crescendo signifieativamente, passando de 130 mil toneladas 

em 1998 para 280 mil em 2009 (CONAB, 2010). 

Os graos dessa oleaginosa sao conhecidos e apreciados em todo o mundo pelo 

incomparavel sabor e versatilidade de uso (SUASSUNA et al., 2005). Apesar das suas 

qualidades nutricionais, o amendoim e susceptfvel a contamina9ao por micotoxinas, que 

sao metabolitos de baixa massa molecular, produzidos por fungos filamentosos em 

condigoes de ambiente especifico, com alta toxicidade e poder carcinogenico ao homem e 

animals (CAST, 2003). 

As aflatoxinas sao as principals micotoxinas de maior perigo associado a cadeia 

produtiva do amendoim. A eontaminacao de amendoim por aflatoxinas e decorrente, 

principalmente de falhas no controle da umidade e temperatura, em diversas etapas da sua 

producao, que favorecem o desenvolvimento de fungos produtores dessas toxinas 

(SUASSUNA et al, 2005). 

A associacao de fungos em graos de amendoim durante o armazenamento acelera o 

seu processo de deteriora9ao, sendo uma das principals causas de perda qualitativa e 

quantitativa (AGRIANUAL, 2004). A contamina9ao fungica resulta na diminui9ao da 

massa do produto estocado e em altera9oes indesejaveis na composi9ao nutricional e 

propriedades quimicas. 

Embora existam muitas estrategias de manejo uteis para reduzir a contamina9ao por 

fungos e aflatoxinas em amendoim, a identifica9ao e o controle ainda sao as formas mais 

seguras e confiaveis para garantia de qualidade e maior valoriza9ao de seus produtos. 

Um dos grandes desafios atuais para superar esses problemas e entender o 

comportamento dos fungos da especie Aspergillus visando a melhoria das condi96es de 

armazenamento, assim como dispor de metodos adequados para garantir a qualidade de 

forma mais rapida, nao destrutiva, in situ e de baixo custo. 

Nos ultimos anos, a espeetroscopia de reflectancia eletronica-molecular no visivel 

(VIS) e vibracional no infravermelho proximo (NIR), tern sido uma das tecnicas mais 

empregadas para identifica9ao, classifica9ao de produtos e determina9oes 

multicomponentes, sem o uso de reagentes e preservando a constitui9ao da amostra. Alem 
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disso, esta tecnica oferece a vantagem de ser rapida nao destrativa e nao invasiva 

(SMALL, 2006). 

A espectroscopia VIS-NIR, aliada aos metodos quimiometricos de analise 

multivariada, tern sido uma das tecnicas analiticas mais promissoras para analises 

qualitativas (identifica9ao e classifica9ao) e quantitativas (determina9ao de concentrafao). 

Isto se justifica pelo grande numero de apliea9oes em produtos agricolas, alimentos, 

agricultura de precisao, meio ambiente e combustfveis, entre outras (PASQUINI, 2003). 

Em sistemas biologicos para identifica9ao de fungos e contamina9oes por 

aflatoxinas, a espectroscopia VIS-NIR tern sido citada como nova ferramenta de aplica9ao 

para classifica9ao de fungos endofiticos em gramfneas, predi9ao da concentra9ao de 

aflatoxina Bj em po de pimentao vermelho e em graos de milho e cevada (PETISCO et ah, 

2008; TRIPATHI e MISHRA, 2009; FERNANDEZ-IBANEZ et al., 2009). 

Neste contexto, o uso de ferramentas espectroscopicas VIS-NIR de carater nao 

destrutivo em graos de amendoim para classifIca9ao e quantifica9ao da contamina9ao por 

aflatoxinas, nao tern sido citado na literatura consultada. 

1.1 Objetivo geral 

• Estudar a contamina9ao por aflatoxinas em graos de amendoim armazenados, 

inoculados artificialmente com Aspergillus parasiticus usando medidas de 

reflectancia na regiao de 400 a 2500 nm e analise multivariada. 

1.1.1 Objetivos Especificos 

• Estudar a produ9ao de aflatoxinas em graos de amendoim inoculados artificialmente 

com Aspergillus parasiticus, em condi9oes controladas de armazenamento; 

• Desenvolver urn metodo nao destrutivo e nao invasivo aplicando a espectroscopia no 

visivel e no infravermelho proximo e analise multivariada (PCA e PLS) para amendoim 

contaminado com Aspergillus parasiticus. 

14 



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA 

2.1 A cultura do amendoim 

O amendoim (Arachis hypogaea L.) e uma leguminosa com processo especial de 

frutificacao, denominado geocarpia, em que a flor aerea, apos ser fecundada, produz um 

fruto subterraneo. Suas flores sao amarelas, agrupadas em numero variavel ao longo do 

ramo principal ou tambem dos ramos secundarios, conforme a variedade ou o tipo 

vegetativo. Todas sao potencialmente ferteis e hermafroditas, autogamas, com baixa 

porcentagem de cruzamentos naturais. Seu periodo de fiorescimento e bastante dilatado, 

havendo epocas de aparecimento de maior numero delas e seu fruto (vagem), e 

considerado botanicamente um legume (COOPERBIO, 2009). 

A regiao Nordeste possui grande potencial para a cultura, devido as suas condieoes 

edafoclimaticas favoraveis e pela necessidade de diversificacao agricola, sobretudo no 

preenchimento de areas de cultivo de cana-de-acucar e algodao. A cultura tern ciclo curto, 

e de facil manejo e possui mercado atraente. Cerca de 70% da area cultivavel no Nordeste 

encontra-se em condieoes semiaridas, o que torna potencialmente interessante a producao 

dessa oleaginosa, desde que se tenham variedades adaptadas a essas condigoes (GODOY et 

al, 2005). 

Os graos de amendoim possuem um tegumento delicado, por isso o seu manuseio, 

durante o processamento, o armazenamento e o transporte, lhes causam serias injurias, 

provocando redu9ao na qualidade fisiologica e na capacidade de armazenamento, alem de 

favorecer a entrada de patogenos (SANDERS, 1995). 

2.1.1 Importdncia socioecondmica 

A importancia economica do amendoim esta relacionada, sobremaneira ao fato de 

seus graos possuirem sabor agradavel e alto teor proteico de 22 a 30%. O sabor agradavel 

torna o amendoim um produto destinado tambem ao consumo in natura. Alem do seu 

consumo, os graos tambem podem ser utilizados para extaeao de oleo, empregado 

diretamente na alimentagao humana, na industria de conservas e em produtos medicinais 

(COOPERBIO, 2009). 

Ate o infcio dos anos 1970, o Brasil foi importante produtor de amendoim, com 

destaque expressivo tanto no suprimento interno de oleo vegetal quanto na exportagao de 
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coprodutos. A maior producao ocorreu em 1972, com 970 mil toneladas, sendo que o 

principal produto era o oleo, muito utilizado na culinaria. A partir de 1974, devido entre 

outros fatores, a contaminacao por aflatoxina e a maior disponibilidade de oleo de soja, o 

preeo do produto foi reduzido nos mercados interno e extemo, desestimulando o plantio. A 

reducao da area cultivada e de producao, no Pais perdurou fortemente ate 1990 

(SUASSUNA et al., 2006). 

A producao total do amendoim brasileiro em 2009 foi de 295.704 t oriunda, em 

maior escala, da regiao Sudeste (82,8 %) seguida pela Sul (7,4 %), Centro-Oeste (6,0 %) e 

Nordeste (3,8 %). A primeira safra represents 82,7% da producao total com plantios 

realizados nos meses de outubro e novembro, principalmente nas regioes Sudeste e Sul. A 

segunda safra (17,3%) contempla os plantios realizados no mes de marco nas regioes 

Sudeste e Nordeste (IBGE, 2009). 

2.1.2 Armazenamento 

No armazenamento do amendoim deve-se dar importaneia a adocao de praticas que 

possibilitem manter a qualidade dos graos de um ano agricola para outro, podendo o 

mesmo ser armazenado no proprio fruto ou como graos e/ou, ainda, sementes 

(CARVALHO e NAKAGAWA, 2000). 

As condieoes ideais para a conservacao de graos e sementes sao aquelas em que as 

suas atividades metabolicas sao reduzidas ao minimo, mantendo-se baixa umidade relativa 

e temperatura no ambiente de armazenamento (PEDROZA et al, 1999). Desta forma, a 

armazenagem adequada dos graos evita perdas tanto no aspecto qualitativo como no 

quantitativo. 

Neste contexto, a embalagem se constitui um dos fatores mais importantes durante 

o armazenamento em virtude de possuir maior protegao contra a umidade, insetos, roedores 

e danos no manuseio, alem de oferecer facilidades de identifieacao, comercializacao, 

manejo e tornar pratico o transporte (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000). 

Considerando as condieoes ideais para o desenvolvimento de A. parasiticus, o grao 

devera ter 11% de umidade e a umidade relativa do ambiente de 85% (CAST, 2003). Esta 

umidade podera ser alcancada quando o grao entrar em equilibrio com a umidade relativa 

de 93,58 % (GREENSPAN,1977). 
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2.2 Micotoxinas 

2.2.1 Aspectos gerais 

As micotoxinas sao metabolitos secundarios de baixa massa molecular, produzidos 

por alguns fungos filamentosos, que podem ser liberados ou nao nos substratos nos quais 

eles se desenvolvem. Muitas micotoxinas possuem efeitos toxicos e degenerativos ao 

consumidor, sendo nefrotoxicas e, possivelmente, carcinogenicas e teratogenicas. As 

aflatoxinas sao as mais importantes micotoxinas encontradas em amendoim (DHINGRA e 

COELHONETTO, 1998). 

2.2.2 Contaminagao de amendoim por aflatoxinas 

As principals especies fungicas associadas com a contaminagao por aflatoxinas em 

amendoim, sao Aspergillus flavus Link e Aspergillus parasiticus Speare (RICHARD e 

PAYNE, 2003). Esses fungos possuem comportamento ecologico e biologico distintos 

durante o seu desenvolvimento em um substrato favoravel a sua producao. 

O A. parasiticus e bem adaptado ao ambiente terrestre e produz aflatoxinas dos 

tipos B e G, enquanto A. flavus e mais adaptado ao ambiente aereo e produz aflatoxinas do 

tipo B (DHINGRA e COELHO NETTO, 1998). A nomenclature B (cor azul: do ingles, 

blue) e G (cor verde: do ingles, green) refere-se a florescencia que emitem quando 

expostas a radiacao ultravioleta. A principal diferenca entre essas formas de aflatoxinas 

esta na toxidez de cada uma, sendo a aflatoxina Bi a mais toxica e a mais comum de se 

encontrar em graos contaminados. 

A associacao de fungos toxicogenicos e graos de amendoim pode ser um indicador 

da contaminacao por aflatoxinas nos substratos podendo, muitas vezes, ser utilizado como 

metodo preventivo (FARIAS et al., 2000). Entretanto, a deteccao de fungos toxicogenicos 

no produto analisado nao significa necessariamente que serao detectadas micotoxinas, uma 

vez que existem cepas dentro de uma mesma especie que nao possuem a capacidade de 

producao de metabolitos toxicos (RANJAN e SINHA, 1991). 

No armazenamento o crescimento de A. parasiticus e A. flavus depende quase que 

exclusivamente do teor de agua dos graos em equilibrio com a umidade relativa do ar, 

sendo que a temperatura interfere na velocidade de crescimento desses fungos. Assim, 

mantendo-se baixa a umidade relativa do ar, pode-se evitar o desenvolvimento de fungos 
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toxicogenicos e, em consequencia, a producao de aflatoxinas (VAZQUEZ-BARRIOS et 

al, 2001). 

Em funcao dos danos que podem causar a saude humana e animal, a contaminacao 

por aflatoxinas em amendoim para consumo e comercializacao deve ser determinada e, se 

for superior ao limite permitido, o produto e considerado improprio para o consumo. No 

Brasil, as aflatoxinas sao as unicas toxinas regulamentadas pelo Ministerio da Saude, o 

qual determina que, para consumo humano, o amendoim pode possuir no maximo 

concentracao de 20 ug kg _ 1 (ppb) para o somatorio das aflatoxinas B 1 ? B2, Gi e G2 (Figura 

1) (BRASIL, 2002). 

Gi G 2 

Figura 1. Estrutura molecular das formas mais frequentes de aflatoxinas (Bj , B 2 , Gj e G 2). 

Altos m'veis de contaminacao ocorrem quando o amendoim e produzido sob deficit 

hidrico no periodo que antecede a colheita e tambem quando armazenado sob condieoes 

inadequadas de umidade e temperatura proporcionando, assim, condieoes favoraveis para o 

desenvolvimento de A. flavus e/ou A. parasiticus nos graos e, em consequencia, a 

contaminacao por aflatoxinas (DHINGRA e COELHO NETTO,1998). 

A contaminacao de determinado lote de amendoim por aflatoxinas ocorre de 

maneira muito heterogenea, ou seja, apenas uma pequena porcentagem dos graos pode 
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estar contaminada e a contaminacao desses poueos graos ser elevada. Por este motivo, a 

contaminacao detectada em diferentes amostras retiradas de lotes contaminados, e muito 

variavel e esta variacao depende do tamanho da amostra avaliada e do valor medio da 

contaminacao do lote (FONSECA, 2002; WHITAKER, 2003). 

A prevengao da contaminacao por aflatoxina em graos de amendoim pode ocorrer 

com a adocao de algumas pratieas de producao, tais como: rotacao de culturas, irrigacao, 

suplementagao de minerais e adogao de procedimentos adequados de colheita e secagem. 

Uma outra alternativa a prevengao da contaminacao por aflatoxinas, principalmente 

durante o armazenamento, e o monitoramento do lote atraves de tecnicas espeetroscopicas, 

as quais usam processos nao destrutivos e nao invasivos na regiao do visivel ou do 

infravermelho proximo, por meio de medidas de transmitancia ou de refleetancia difusa na 

determinacao dos niveis de contaminagao por aflatoxinas. 

2.3 Espectroscopia eletronica na regiao do visivel e de vibraeao molecular no 

infravermelho proximo 

A espectroscopia e a ciencia que estuda a interacao da radiacao eletromagnetica 

(raios gama, raios X, ultravioleta, visivel, infravermelho, microondas e ondas de radio, 

entre outras) com a materia em diferentes estados: gasoso, liquido e solido (PAVIA et al., 

2001). 

No espectro eletromagnetico, a regiao do visivel (VIS) compreende uma estreita 

faixa espectral de 400 a 800 run. Nessa regiao espectral observam-se os compostos ou 

materials que interagem com a luz, os quais possuem cores caracteristicas (violeta, azul, 

verde, amarelo, laranja, vermelha e purpura) devido, em geral, a grapos cromoforos de alta 

densidade eletronica. Os espectros gerados possuem bandas de absorgao largas e 

sobrepostas. Alguns metodos analiticos bastante difundidos usam este principio para 

analises colorimetricas em que o olho humano e o detector. Assim, essas medigoes sao 

denominadas visuais e, em muitos casos, sao dependentes da acuidade visual do 

observador. Atualmente, em decorrencia do alto nivel de instrumentacao disponivel, e 

possivel empregar espectrometros em substituicao a analises visuais, de forma rapida, 

precisa e nao destrutiva (SKOOG e ROLLER, 2005). 

A regiao do infravermelho proximo (NIR) abrange a faixa espectral de 800 a 2500 

nm em que ocorrem bandas de absorgao correspondentes a sobretons e combinacoes das 

vibragoes fundamentals de ligagoes C - H , O - H e N - H . Dentre as vantagens dessa 
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tecnica, pode-se destacar: simplicidade no prepare das amostras, natureza nao-invasiva e 

nao-destrutiva com alta penetracao da radiacao na amostra, as medidas sao rapidas, pode-

se utilizar caminhos opticos de tamanhos variaveis, alem da simplicidade e robustez dos 

instrumentos quando comparados aqueles da regiao do infravermelho medio - MID, 

permitindo a monitoracao em linha de processos de producao (KIM et al., 2007). 

A regiao do visivel, no entanto, possui algumas vantagens em relagao ao 

infravermelho proximo. Destaca-se o baixo custo dos instrumentos, as medidas sao mais 

simples, ha grande viabilidade de desenvolvimento de instrumentos baseados em 

dispositivos de facil aquisicao. Como exemplo convincente, o uso de LEDs e de 

fototransistores para desenvolvimento de instrumentos fotometricos simples e de baixo 

custo (GAIAO et al., 2005). 

Os processos nao destrutivos e nao invasivos que empregam a regiao do visivel ou 

do infravermelho proximo, usam, em sua maioria, medidas de transmitancia ou de 

refleetancia difusa (SKOOG e HOLLER, 2005). 

As medidas de transmitancia estao baseadas na lei de Beer entre a potencia da 

radiacao transmitida atraves da amostra pela potencia da radiacao incidente (Figura 2). A 

transmitancia e defmida pela expressao T=P/Po e por definicao a absorbancia da amostra e 

obtida pela expressao: A= - log T. A absorbancia e a entidade que e diretamente 

proporcional a concentracao da espeeie avaliada na amostra, sendo que A=sbC, em que s e 

o coeficiente de absortividade molar da espeeie quimica, b o caminho optico e C, a 

concentragao; referidas medidas requerem geralmente que a amostra esteja em solucao 

liquida ou que permita a passagem do feixe radiacao. 

Figura 2. Ilustracao do processo de medida por transmitancia 
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Em medidas de solidos, como sementes e graos, o processo mais utilizado e por 

reflectancia difiisa para determinacoes nao destrutivas e nao invasivas. O fenomeno da 

reflectancia e observado quando uma fracao da radiacao incidente sobre uma superficie de 

um solido e refletida e a fracao complementar e absorvida pela amostra. Na Figura 3, 

ilustra-se a ocorrencia do processo de reflectancia difusa causada pelo feixe F l . 

Fonte de Radiacao (400 a 2500 nm) 

F i g u r a 3. Ilustracao do processo de reflectancia difusa por uma superficie solida 

Para este fenomeno emprega-se o modelo proposto por Kubelka - Munk 

(KESSLER et al., 2009). Uma funcao de R e obtida para estabelecer uma relacao entre a 

radiacao incidente e a radiacao absorvida. 

2.4 Analise multivariada espectral 

Um espectro de uma amostra pode ser avaliado de forma univariada usando um 

unico comprimento de onda, ou de forma multivariada, com todos os comprimentos de 

onda. A vantagem da analise multivariada e gerar um conjunto maior de informacao sobre 

a constituicao da amostra. A avaliacao de um espectro de varredura do visivel ao 

infravermelho proximo de 400 a 2500 nm, em um espectrometro de resolucao igual a 0,5 

nm, produz um conjunto de 4200 variaveis continuas que podem estar associadas a 

pigmentos coloridos e/ou grupos quimicos funcionais caracteristicos. Importantes 

estrategias podem ser desenvolvidas para classificacao ou identiflcacao de padroes. A 

modelagem de um elevado numero de variaveis deve ser realizada por tecnicas estatisticas 

e matematicas (BEEBE et al., 1998). 
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Uma matriz para distribuir as variaveis dependentes e independentes, e sempre 

requisitada. A formatacao das matrizes segue um formato analogo ao da Figura 4, em que 

cada amostra, por exemplo, e representada pelas linhas e suas variaveis (comprimentos de 

onda) distribuidas ao longo de colunas. Em medidas espectrais, as absorbancias ou 

transmitancias obtidas para cada comprimento de onda. 

X n 

x M 

x « X « i ^ 2 n 

F i g u r a 4. Matriz de dados espectrais multivariados 

As principais ferramentas usadas na analise multivariada para reconhecimento de 

padrao, sao: Analise de Componentes Principais (Principal Components of Analisys -

PCA) e HCA (Hierarchical Cluster Analysis) para analise nao supervisionada; e o SIMCA, 

que e a principal tecnica para o desenvolvimento de modelos supervisionados (SMALL, 

2006). 

Na construcao dos modelos de calibracao multivariada usam-se, com freqiiencia, as 

tecnicas de Regressao Linear Multipla (MLR), Regressao em Componentes Principais 

(PCR) e Regressao em Minimos Quadrados Parciais (PLS) (BRERETON, 2003). A 

validacao desses modelos e realizada a partir da capacidade preditiva do modelo pelo erro 

medio quadratico de predicao (RMSEP). Em geral, faz-se necessario um conjunto de 

validacao externa para verificar o erro relativo obtido da comparacao dos resultados de 

outras medidas realizadas. 
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2.5. Modelagem por PC A - reconhecimento nao supervisionado 

A PC A e uma tecnica de reconhecimento de padrao nao-supervisionado, cujo 

principio e modelar matematicamente um conjunto de dados de natureza multivariada, 

objetivando-se a reducao da dimensionalidade das variaveis e representacao das variacoes 

existentes na forma de componentes principais (PCs) (Figura 5) (BEEBE et al., 1998). 

As PCs sao as representacoes dos novos eixos formados a partir da combinacao 

linear das variaveis originais e nelas estao contidas as informacoes mais relevantes dos 

dados. Elas sao sempre ortogonais (perpendiculares) umas as outras, e sucessivas PCs 

descrevem quantidades decrescentes da variancia explicada dos dados. Em geral, poucas 

PCs sao necessarias para que toda ou a maior parte da variancia dos dados seja explicada 

(FERREIRA et. al., 1999). 

variavel 1 
PCI 

variavel 3 

variavel 2 

F i g u r a 5. Primeira e segunda PCs no espaco tridimensional das variaveis 

Da mesma forma que as amostras tern coordenadas deflnidas pelas variaveis 

originais, elas tambem as possuem em relacao aos novos eixos (PCs) e sao denominadas 

escores. A contribuicao que cada variavel original exerce sobre uma PC, e denominada 

peso (do ingles: loading) que, matematicamente, pode ser definida como sendo o cosseno 

do angulo entre o eixo da variavel e o eixo da PC. Se determinado numero de PCs nao 

conseguir descrever toda a variancia dos dados, entao essa parte nao descrita sera 

representada em uma nova matriz chamada residuos (BEEBE et al., 1998). 
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PCA e uma tecnica bastante utilizada como base para outras tecnicas 

quimiometricas multivariadas como, por exemplo, o SIMCA, que e uma tecnica de 

reconhecimento de padrao supervisionado. 

2.6 Calibracao multivariada 

O uso dos metodos espectroscopicos em analise quantitativa, geralmente esta 

associado ao uso de ferramentas quimiometricas. Modelos de calibracao por PLS {Partial 

Least-Square Regression - regressao por minimos quadrados parciais) sao os mais 

utilizados e estao intimamente relacionados a outros modelos de calibracao multivariada, 

tais como o MLR (Multiple Linear Regression), o PCR (Principal Components 

Regression). 

Em sistemas quimicos a concentracao de uma ou mais especies pode ser estimada 

a partir da medida das propriedades deste sistema, tal como a absorcao de radiacao 

eletromagnetica, que possui relacao linear entre o espectro e a concentracao da amostra, 

conhecida como lei de Beer-Lambert que, matematicamente, pode ser descrita como: 

Ax= e,bC 

em que Ax corresponde ao valor da absorbancia em um comprimnento de onda especifico, 

8x corresponde a absortividade molar do material nesse comprimento de onda, b e o 

caminho optico e C, a concentracao da amostra. 

2.6.1. Metodo de regressao linear multipla (MLR) 

Neste metodo deve-se atentar para algumas observacoes: 

• Sera necessario um numero de amostras (variavel dependente - linhas) maior 

que as variaveis independentes (colunas), 

• A variavel independente nao deve possuir colinearidade, duas colunas ou duas 

linhas linearmente independentes. 

O processo matematico consiste em obter os coeficientes para elaborar as equacoes de 

regressao. Desta forma: 
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Xb = y 

X TXb = X T y 

b = (X T X>- 1 X T y 

Os modelos MLR usam toda a informacao disponivel na sua elaboracao razao por 

que possuem menor erro, devido a desvios tendenciosos, o que lhes podera fornecer maior 

intensidade de ruido. 

Uma das principais ferramentas de diagnostico e o RMSEP, empregado para avaliar sua 

capacidade preditiva. 

Raiz Quadrada do Erro Medio Quadratico de Predicao (RMSEP) - tern a dimensao de 

desvio padrao e define a incerteza na curva de regressao; dada pela expressao: 

RMS EC = 
nmosrras ( c 

n a H H M l i u + 1) 

em que: Q, c a i e a propriedade medida (variavel dependente) da i-esima amostra de 

calibracao; ^i£a\ e a propriedade ajustada para a i-esima amostra, do 

conjunto de calibracao (BRERETON, 2003). 

2.6.2. Metodo de regressao por componentes principais (PCR) 

O metodo da regressao dos componentes principais utiliza as variacoes espectrais 

para calcular as equacoes de calibracao. Como as variacoes mais significativas no conjunto 

de calibracao sao as mudancas no espectro relacionadas as diferentes concentracoes das 

amostras, e possivel calcular um conjunto que represente as mudancas nas absorbancias em 

todo o espectro. Essas variacoes sao conhecidas como autovetores (componentes principais 

ou fatores) e as constantes utilizadas para multiplicar os espectros sao conhecidas como 

scores. 

Uma das formas de se calcular os autovetores do espectro, e atraves do metodo de 

analise dos componentes principais (PCA). O PCA possui como vantagens, a deteccao de 

outliers (amostras que nao respondem bem ao modelo de calibracao) e a possibilidade de 

classificacao e predicao de resultados. 
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O PCA e, basicamente, um processo de eliminacao que permite criar um conjunto 

de autovetores que representem as mudancas comuns a todos; geralmente os dados sao 

centrados na media. Quando os dados sao processados pelo metodo, sao criadas duas 

matrizes principais, os autovetores e os scores. A expressao para a matriz se reduz a: 

A = SF+Ea 

Em que A e a matriz (nxp) de absorbancias espectrais, S e a matriz (nxf) dos valores de 

score para cada espectro e F uma matriz (fxp) dos autovetores. £ ^ e a matriz de residuos 

espectrais. Neste caso, n = numero de espectros, p = numero de comprimentos de onda 

selecionados para a calibracao e / = niimero de fatores 

A principal vantagem da regressao dos componentes principais (PCR) e nao 

requerer selecao do comprimento de onda e sua desvantagem e requerer um grande numero 

de amostras para um modelo robusto. 

2.6.3 Metodo de regressao por minimos quadrados parciais (PLS) 

O metodo da regressao por minimos quadrados parciais (PLS) vem ganhando 

destaque nos ultimos anos, pois apresenta muitos beneficios que os demais metodos de 

regressao multivariada. Os algoritmos PCR e PLS sao parecidos, visto que ambos utilizam 

tecnicas de decomposicao espectral mas no PLS a decomposicao espectral e realizada de 

outra forma, uma vez que este metodo considera a informacao das concentracoes das 

amostras de calibracao na decomposicao, o que resulta em pesos maiores para 

espectros com concentracoes do analito mais altas e dois conjuntos de vetores e 

scores, um para os dados espectrais e outro para as concentracoes. Os passos de 

decomposicao ocorrem simultaneamente e, como resultado, as equacoes do modelo sao 

mais complexas que as de PCR (GELADI e KOWALSKI, 1986) 

Nos modelos PLS as componentes principais sao obtidas pela modelagem das 

matrizes das variaveis X e Y. Em relacao ao modelo PCR, o PLS requer menor numero de 

PCs para definir um modelo. Existem dois tipos de modelo PLS: o PLS 1, utilizado para 

uma variavel dependente, e o PLS 2, para mais variaveis, respectivamente. 

As matrizes X e Y sao decompostas simultaneamente em uma soma de "h" 

variaveis latentes ou fatores, como nas equacoes a seguir: 
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X = TP' + E = S thp'h + E 

Y = UQ' + F = S u hq' h + F 

Os termos T e U correspondem aos escores das matrizes X e Y. P e Q sao as 

matrizes de loadings das matrizes X e Y; E e F sao os residuos. Entre as matrizes X e Y 

sao obtidos os parametros de regressao que empregam algoritmos. A complexidade desses 

calculos pode ser minimizada com o uso de softwares quimiometricos. 

2.7 Aplicacdes da espectroscopia VIS-NIR em graos para classificacao de fungos e 

predicao de micotoxinas 

Nos ultimos anos novos metodos tern sido propostos na literatura cientifica para 

classificacao de fungos e quantificacao de micotoxinas diretamente em graos, sem destruir 

a amostra. Algumas estrategias vem sendo estudadas com este proposito, as quais tern 

combinado medidas espectrais na regiao VIS-NIR e analise multivariada (PETTERSSON e 

ABERG, 2003; BERARDO et al., 2005; PETISCO et al., 2008; FERN AN DEZ-IB ANEZ et 

al., 2009; JIN et at., 2009). 

Na literatura consultada o primeiro registro de classificacao de fungos 

morfologicamente semelhantes por medidas espectrais e analise multivariada foi 

desenvolvido empregando a regiao de 400 a 2500 nm e a tecnica de reconhecimento de 

padrao SIMCA (PETISCO et al., 2008). Mais recentemente, se propos uma nova maneira 

de classificacao e identificacao de linhagens toxicas de A. flavus com imagem 

hiperespectral e PCA, alem de selecao de variaveis pelo algoritmo genetico (JIN et al., 

2009). 

O potencial da espectroscopia VIS-NIR tambem vem sendo estudada com maior 

predominancia na predicao de micotoxinas em diversos tipos de graos. Como exemplos de 

aplicacoes, a predicao de deoxinivalenol (DON) em graos de trigo infectados 

artificialmente com Fusarium culmorum (PETTERSSON e ABERG, 2003) e a deteccao de 

aflatoxina Bi em graos mofados de milho (BERARDO et al., 2005). Mais recentemente, a 

espectroscopia VIS-NIR foi aplicada como ferramenta de deteccao nao destrutiva e rapida 

de aflatoxina B, em graos de milho e cevada (FERNANDEZ-IBANEZ et al., 2009). 
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3. M A T E R I A L E METODOS 

3.1 Local de realizacao do experimento 

O trabalho foi desenvolvido na Unidade Academica de Engenharia Agricola 

(UAEA) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), no Laboratorio de 

Fitopatologia e no Laboratorio Avancado de Tecnologia Quimica (LATECQ), da Embrapa 

Algodao, em Campina Grande, Paraiba. 

3.2 Origem das sementes de amendoim 

Utilizaram-se sementes de amendoim cedidas pela Embrapa Algodao, da cultivar 

BRS Havana (safra 2006/ 2007), produzidas em area experimental no municipio de 

Mogeiro, PB. 

3.3 Tratamento das sementes com irradiacao 

As sementes foram descascadas manualmente, para evitar danos; posteriormente, o 

lote de 7.200 g de sementes de amendoim foi dividido em porcoes de 200 g, 

acondicionadas em sacos de polietileno transparente, antes de serem colocadas no 

irradiador, para evitar a contaminacao dos graos apos a irradiacao por exposicao ao 

ambiente. 

Cada porcao de 200 g foi tratada com radiacao gama de 25 kGy (Kilogray) no 

irradiador de cobalto 60 ( 6 0Co) do Departamento de Energia Nuclear da Universidade 

Federal de Pernambuco, para eliminar todos os microrganismos associados aos graos. 

Os graos de amendoim utilizados neste estudo, foram previamente analisados 

quanto a contaminacao por aflatoxinas. 

3.4 Isolado de Aspergillus parasiticus 

Utilizou-se uma cepa toxicogenica de A. parasiticus (#IMI242625) oriunda do 

International Mycological Institute, Inglaterra, produtora das aflatoxinas B l , B2, Gl e G2, 

a qual foi isolada de pistache (Pistacia vera L.). 
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3.5 Preparo do inoculo em po com Aspergillus parasiticus 

O fungo foi repicado em meio Czapeck-Agar e incubado em camara tipo BOD 

(temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 h) durante sete dias. Apos este periodo, uma 

suspensao foi preparada contendo esporos adicionando-se 20 mL de agua destilada 

esterilizada por placa de Petri. 

Os conidios foram liberados das colonias fungicas cultivadas sobre o meio de 

cultura Czapeck-Agar com uma alca de Drigalski e a suspensao resultante filtrada em uma 

camada dupla de gaze esterilizada. A suspensao de conidios foi adicionada em meio 

Czapeck-Agar fundido (temperatura de 45 °C) e homogeneizado; em seguida, discos de 

papel de filtro de 3,0 cm de diametro previamente esterilizados, foram mergulhados na 

suspensao de esporos ao meio de cultura e distribuidos em placas de Petri esterilizadas de 

9,0 cm de diametro. 

As placas foram mantidas em camaras incubadoras na temperatura de 28 °C, 

durante 10 dias, periodo necessario para secar totalmente o meio de cultura sobre o papel 

de filtro e ocorrer abundante esporulacao do fungo. Apos esse periodo, foram escolhidos 

dois discos de papel de filtro com esporulacao semelhante de A. parasiticus sobre o papel; 

um desses discos foi utilizado para preparar a suspensao de conidios em 5,0 g de agua 

destilada esterilizada, contida em um bequer e o outro disco utilizado para preparar o 

inoculo em po do fungo (Figura 6). 

No disco de papel de filtro utilizado para preparar o inoculo em po, os esporos 

foram liberados das colonias contidas na superficie do papel, com uma escova esterilizada 

para 5,0 g de caulim (produto inerte), previamente esterilizado. Em um hemacitometro, 

contou-se o numero de esporos na suspensao preparada com agua destilada, a qual foi 

utilizada para estimar a quantidade de esporos contida no caulim (estimativa indireta). A 

concentracao de conidios neste produto foi ajustada para 30 x 103 esporos/g caulim em po. 
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F i g u r a 6. Discos de papel de filtro contendo esporos de Aspergillus parasiticus 

3.6 Inoculacao dos graos 

Na inoculacao dos graos foi utilizado 1,0 g do inoculo em po de A. parasiticus com 

30 x 105 esporos/g de caulim para cada 1,0 kg de graos de amendoim. O inoculo em po de 

A. parasiticus, foi adicionado aos graos de amendoim contidos em sacos plasticos e 

homogeneizados ate total cobertura dos graos pelo produto. 

3.7 Incubacao 

Os graos de amendoim foram incubados em tres camaras tipo BOD com condicoes 

de umidade e temperatura otimas para a producao de micotoxinas. Para isto, foram 

ajustados a umidade relativa do ambiente superior a 85% e a temperatura de 30 ± 2 °C. As 

amostras com 800 g de graos, fracionados em porcoes de 200 g, foram acondicionadas 

sobre uma cesta de polietileno trancado, de modo a nao permitir seu contato com a bandeja 

que foi disposta abaixo de cada cesta, contendo um litro de agua destilada e previamente 

esterilizada (Figura 7). 
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F i g u r a 7. A) Amostras de amendoim acondicionadas sobre uma cesta. B) Amostras de amendoim mantidas 
em camara incubadora (BOD) 

As condicoes adequadas de umidade foram alcancadas quatro dias apos a 

incubacao; apos esse periodo, 200 g dos graos foram retirados de cada cesta, totalizando 

seis amostragens por dia com frequencia de 2 dias, ate o decimo sexto dia apos a 

incubacao, para avaliacao da sanidade, deteccao e quantificacao das aflatoxinas associadas 

aos graos. 

3.8 Determinacao de umidade em ressonancia magnetica nuclear 1 H de baixo campo 

Realizou-se a determinacao da umidade por RMN 'H nas amostras de graos 

inoculados desde o primeiro dia de incubacao dos graos e cada amostragem para avaliacao 

da sanidade, deteccao e quantificacao das aflatoxinas associadas aos graos. 

Nos dias de amostragem retiravam-se duas fracoes dos graos (50 g) de cada camara 

incubadora tipo BOD e determinava-se a umidade, totalizando seis porcoes de amendoim. 

3.9 Determinacao de aflatoxinas por Cromatografia de Camada Delgada 

3.9.1 Preparacao dos padrdes 

Os padroes de aflatoxinas B i , B2, Gi e G2 na forma de cristais utilizados neste 

trabalho, foram adquiridos da marca Sigma (Sigma Co, USA). A dissolucao dos padroes 

foi feita em solucao 10% (v/ v) de acetonitrila em tolueno prepara a cada dia de 
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quantificacao. As concentracoes das solucoes dos padroes Bi e Gi eram 0,015 u.g/ kg"1 e de 

B2 e G2 de 0,010 ug/ kg"1. Todos os reagentes eram de grau analitico. 

3.9.2 Preparo dos graos para analise 

Para cada camara tipo BOD foram retiradas duas porcoes de 200 g de graos de 

amendoim, aleatoriamente, em que cada porcao era medido o espectro de reflectancia na 

regiao de 400 a 2500 nm no XDS NIR Rapid Content™ Analyse (Figura 8). Para a amostra 

foram realizadas cinco repeticoes autenticas; posteriormente, os graos foram triturados e 

peneirados em malha de 14 mesh; depois de peneirados, foi retirada de cada tratamento, 

uma porcao de 50,0 g para a realizacao da extracao e quantificacao de aflatoxinas; o 

restante da amostra triturada foi analisado novamente na regiao de 400 a 2500 nm, com 

cinco repeticoes para efeito de comparacao dos resultados nos graos inteiros. 

F i g u r a 8. XDS NIR Rapid Content™ Analyse, 2010 

3.9.3 Extracao das aflatoxinas 

Para as extracoes das aflatoxinas adotou-se a metodologia descrita em Brasil (2000) 

modificada (IN n°. 09, de 24 de marco de 2000, DOU Secao 1, p. 35-41, 30 mar. 2000). 

Utilizaram-se 50,0 g de graos triturados e peneirados, retirados das porcoes de 200 g de 

graos preparadas conforme metodologia descrita no item 3.9.2, deste trabalho; aos 50,0 g 

foram adicionados 30 mL de solucao aquosa a 4% (m/v) de KC1 e 270 mL de metanol. A 

mistura foi agitada em um liquidificador, em velocidade baixa, durante 5 min; apos este 
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periodo, a mistura foi filtrada em papel de filtro qualitativo pregueado, e uma amostra de 

150,0 mL do filtrado foi transferida para um recipiente de 600,0 mL. Realizado este 

procedimento, adicionaram-se 150,0 mL da solucao a 30% de (NH^SC^ e cinco minutos 

depois, 5 g de celite. 

A solucao obtida foi filtrada em papel de filtro qualitativo pregueado, e 150,0 mL 

do filtrado foi transferido para um funil de separacao de 500,0 mL, adicionando-se 150,0 

mL de agua destilada e 50,0 mL de hexano. O funil com a solucao foi agitado durante um 

minuto. 

Apos a separacao das fases, foi recolhida a amostra e o hexano separadamente, 

sendo esse processo repetido por mais duas vezes. Realizado esse procedimento foram 

adicionados 10,0 mL de cloroformio ao funil de separacao, agitando-o vigorosamente 

durante tres minutos; apos a separacao das fases (minimo de cinco minutos de tempo 

decorrido), recolheu-se toda a fase cloroformica para um frasco de 50 mL, procedimento 

repetido mais uma vez. A fase cloroformica foi homogeneizada e, com uma pipeta 

volumetrica, retirou-se uma aliquota de 10,0 mL, a qual foi transferida para um frasco de 

15 mL. Para concentracao das aflatoxinas, o solvente utilizado foi evaporado utilizando-se 

um sistema confeccionado em laboratorio de secagem por jato de ar em banho controlado a 

60 °C, durante 30 minutos. 

Apos a pre-concentracao as amostras foram mantidas sob refrigeracao em 

refrigerador ate o momento da analise cromatografica, quando o concentrado foi 

ressuspendido em 200 uL de solucao a 10% (v/v) de acetonitrila em tolueno, agitando-se 

durante 30 s em equipamento Vortex. 

3.9.4 Identificagao e quantificacao das aflatoxinas 

A analise de aflatoxinas nos graos foi realizada por meio de cromatografia em 

camada delgada (CCD), utilizando-se cromatofolhas de aluminio da marca Merck 

(KIESEL GEL-60/1.05553), com comprimento e largura de 10 cm e espessura de 0,2 mm. 

As cromatofolhas foram marc ad as a 1,5 cm da margem (ponto de partida - PP), 

distanciando-se 7 cm da linha de chegada da fase movel (LC) e a separacao de 1 cm para a 

aplicacao dos padroes e das amostras (Figura 9). 
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F i g u r a 9. Esquema de uma cromatofolha para eluicao bidirecional 

Nas cromatofolhas foram aplicados 6 uL das amostras e 3, 4 e 6 uL dos padroes Bj 

e Gi (15 ug mL"1), B2 e G2 (10 pg mL"1), distribuidos em pontos previamente marcados nas 

cromatoplacas. Apos a aplicacao dos padroes e das amostras, realizou-se a eluicao 

bidirecional utilizando-se para isto uma cuba de vidro com solucao 10% (v/v) de acetona 

em cloroformio e, em seguida, outra cuba contendo o eluente tolueno: acetato de etila: 

acido formico (5:4:1). Feita a eluicao, a cromatofolha foi retirada da cuba e, apos a 

evaporacao da solucao, a mesma foi colocada na camara com luz ultravioleta de 366 nm 

para observacao da presenca de manchas fluorescentes indicativas de aflatoxinas. 

A concentracao de cada aflatoxina detectada foi calculada de acordo com a 
formula: 

Concentra? ao (//g/kg ) = 
(Y*S*V) 

em que: 

Y - concentracao do padrao de aflatoxina (ug/mL"1) 

S - volume em uL do padrao de aflatoxina com fluorescencia equivalente a amostra 

V - volume final do extrato da amostra em uL 

X - volume aplicado do extrato (amostra) em uL 

W - massa da amostra em gramas no extrato final 
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3.9.5 Obtencao dos espectros de reflectancia na regiao VIS-NIR 

Os espectros de transicao eletronica (VIS) e vibracionais (NIR) foram obtidos em 

condicoes otimizadas de: i) quantidade minima de amostra 150,0 g; ii) regiao espectral 

(400 a 2500 nm); iii) resolucao de medida 0,5 nm ; iv) cinco repeticoes de espectros por 

amostra e v) temperatura 25 C. 

Para o pre-tratamento dos espectros foram aplicadas tecnicas para correcao de linha 

de base e de alisamento para remocao de ruido espectral empregando-se o algoritmo 

Savitzky-Golay e derivada de primeira ordem. 

Para o desenvolvimento dos metodos de identificacao, classificacao e selecao, 

foram aplicadas tecnicas de reconhecimento usado analise exploratoria com base nos 

espectros das amostras. Neste proposito, foi empregou-se a analise de Componentes 

Principais (PCA). 

A construcao do modelo de calibracao multivariada empregou os valores de 

referenda de aflatoxinas por CCD em conjunto com os espectros e regressao em minimos 

quadrados parciais (BRERETON, 2003). 

O tratamento e os calculos quimiometricos (estatisticos e matematicos) de 

modelagem foram realizados com o software comercial Unscrambler® 9.8 (CAMO S.A, 

2007). 
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4. R E S U L T ADOS E DISCUSSAO 

4.1 Resultados de aflatoxinas em graos de amendoim inoculados a r t i f i c i a l me r i t e 

Os resultados de aflatoxinas em graos de amendoim foram obtidos por CCD nas 

amostras coletadas apos seis dias de incubacao do A. parasiticus. Os valores quantificados 

das amostras analisadas em relacao ao dia de amostragem, estao detalhados no Apendice 

B. 

O alto valor da concentracao de aflatoxinas detectadas (B|, B2, Gi e G2) se deve a 

elevada esporulacao do A. parasiticus nas condicoes ideais para seu desenvolvimento, as 

quais foram de 85% umidade relativa, umidade do grao superior a 11% e temperatura de 

30 ± 2 °C. 

Nas condicoes de estudo dos graos armazenados com inoculacao artificial 

verificou-se que, a partir do sexto di,a ocorreu producao de aflatoxina em 97% das 

amostras com nivel superior a 180 ug kg"1 (ppb) para o somatorio das quatro aflatoxinas 

detectadas. De acordo com a legislacao vigente (BRASIL, 2002), o limite de tolerancia 

para aflatoxinas em graos de amendoim a serem consumidos e comercializados, e de 20 

ppb considerando-se a concentracao total de aflatoxinas. 

Um comportamento exponencial foi observado na concentracao media de 

aflatoxina gerada ao longo do periodo de inoculacao do fungo (Figura 10). 

D i a d e i n c u b a c a o 

F i g u r a 10. Curva de producao de aflatoxina em relacao ao dia de inoculacao 
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4.2. Perfil dos espectros brutos na regiao VIS-NIR 

Os espectros brutos VIS-NIR obtidos das amostras de graos inteiros de amendoim, 

sao observados nas Figuras 11 e 12. Os espectros brutos dos graos triturados foram obtidos 

com granulometria de 14 mesh. O total de variaveis independentes obtidas foi de 4200 para 

a faixa de 400 a 2500 nm com resolucao de 0,5 nm. 

Nos espectros das amostras dos graos inteiros (Figura 11) na regiao de 1100 nm, as 

amostras de controle sem contaminacao por A. parasiticus se separam com maior destaque 

das contaminadas. 

Pode-se, observar, na Figura 12 pode-se observar que os graos triturados oferecem 

uma nitidez maior das absorcoes com aumento de intensidade de sinal; neste particular, 

tambem merece destacar a maior separacao entre as amostras nao contaminadas e 

contaminadas. 

1.4 — 

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 
Comprlmento <Je oBda. nm 

F i g u r a 1 1 . Perfil dos espectros na regiao de 400 a 2500 nm dos graos inteiros de amendoim com 
identificacao dos espectros das amostras contaminadas e nao contaminadas com A. parasiticus 
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F i g u r a 12. Perfil dos espectros na regiao de 400 a 2500 nm dos graos triturados de amendoim com 
identificacao dos espectros das amostras contaminadas e nao contaminadas com A. parasiticus 

Na regiao de 400 a 800 nm e possivel inferir que as intensidades de absorcao das 

amostras contaminadas aumentam com o desenvolvimento do fungo do primeiro dia de 

amostragem dos graos (sexto dia de incubacao) do experimento ao ultimo dia (16- dia de 

incubacao) (APENDICE B). A maior intensidade dos espectros de absorcao ocorreu em 

455 nm nas amostras de graos inteiros e em 473 nm nas amostras trituradas. 

4.3. Pre-tratamento dos espectros brutos na regiao VIS-NIR 

Os espectros de reflectancia difusa na regiao de 400 a 2500 geraram alteracoes na 

linha de base, espalhamento de radiacao e conseqiiente variacao de caminho optico 

(Figuras 11 e 12), o que gera modelos, tanto de discriminacao como de calibracao com 

baixa capacidade preditiva e exatidao. 

O pre-tratamento dos espectros e requerido para a correcao desses efeitos, os quais 

estao baseados no uso de algoritmos e modelos matematicos. Dentre esses recursos o 

algoritmo de Savitzky-Golay tern sido bastante empregado na espectroscopia de 

reflectancia NIR devido a facilidade de implementacao e vantagem de remover ruido, 

corrigir efeito de espalhamento da radiacao e ajuste de linha de base dos espectros. Em 

geral, o fenomeno ocorre em virtude da variacao no tamanho de particulas dos solidos 

medidos e da alteracao espectral no caminho optico, causado por mudanca de densidade da 

amostra (PONTES et al., 2006). 
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Os espectros tratados com algoritmo de Savitzky-Golay (remocao de ruido) usando 

primeira derivada e filtro com polinomio de segunda ordem e janela de 21 pontos (correcao 

de linha de base) das amostras de graos inteiros e triturados, sao observados nas Figuras 13 

e 14. 

0 004 — 

0 004 -

4 0 0 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 
Comprjmmla de onda. mm 

F i g u r a 13. Espectros derivativos de 42 amostras de grSos inteiros de amendoim na regiao de 400 a 2500 nm 
ap6s tratamento matematico com algoritmo de Savitzky-Golay e filtro com polinomio de segunda ordem. 
Nas regioes destacadas (1, 2, 3 e 4) dos espectros foi identificado o grupo das amostras controle consideradas 
nao contaminadas. 
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F i g u r a 14. Espectros derivativos de 42 amostras de gr3os triturados de amendoim na regiao de 400 a 2500 
nm apos tratamento matematico com algoritmo de Savitzky-Golay e filtro com polinomio de segunda ordem. 
Nas regioes destacadas (1, 2, 3 e 4) dos espectros foi identificado o grupo das amostras controle consideradas 
nao contaminadas. 
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4.4. Analise de componentes principais (PCA) 

Para melhor entendimento da analise multivariada ressalta-se que a PCA foi 

realizada em dois conjuntos de amostras constituidas de graos inteiros e triturados; alem 

disso, a analise exploratoria foi realizada por regiao espectral VIS e NIR. 

Nesta etapa foram utilizadas 36 amostras contaminadas e 6 amostras de graos nao 

contaminadas, as quais foram consideradas de amostras com controle negativo. E 

importante ressaltar que toda a analise multivariada (PCA e PLS) foi realizada nos 

espectros derivativos empregando o tratamento previo por Savitzky-Golay e filtro com 

polinomio de segunda ordem e janela de 21 pontos. 

4.4.1 PCA de graos inteiros na regiao do visivel 

Na PCA de graos inteiros na regiao de 400 a 800 nm foi observada uma separacao 

das amostras contaminadas daquelas nao contaminadas com a inoculacao de A. parasiticus 

(Figura 15). Com duas PCs (componentes principais) obteve-se uma variancia explicada de 

98%. Na PCI os tratamentos de inoculacao durante os dias de avaliacao sao distribuidos no 

sentido dos escores positivos com 95% de variancia explicada. O agrupamento das 

amostras nao contaminadas (grupo controle) identificadas com a letra C destacam- se das 

demais amostras contaminadas. As amostras contaminadas se distribuem ao longo da PCI 

conforme o nivel de contaminacao e de concentracao de aflatoxinas. 

-0.02 - 0 . 0 1 
P C A - V i s V a r i a . . . X - e x p l : 9 3 % . 5 % 

F i g u r a 15. Grafico dos escores PCI vs PC2 com pre-tratamento dos espectros na regiao 400 a 800 nm para 
amostras de graos inteiros. C = controle, D=dia de amostragem, os numeros 1, 2, 3, 4, 5 e 6 se referem aos 
dias de amostragem 
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No grafico dos loadings, tambem denominados pesos (Figura 16) estao distribuidas 

as variaveis conforme sua contribuicao para a modelagem PCA. As variaveis mais 

significativas para esta modelagem, sao aquelas com os maiores valores de minimos ou 

maximos. As variaveis 477 e 602 nm sao as que possuem maiores loadings ou pesos e 

estao atribuidas a mudancas de cor do fungo nos graos de amendoim (FERNANDEZ-

IB ANEZ et al., 2009). 
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F i g u r a 16. Grafico dos loadings (pesos) PCA na regiao 400 a 800 nm para amostras de graos inteiros. 

4.4.2 PCA de graos inteiros na regiao do infravermelho proximo 

Com a PCA dos espectros derivativos na regiao de 1105 a 2494 nm. notou-se 

comportamento analogo ao do item 4.4.1 para as amostras contaminadas e nao 

contaminadas, com nivel de 99% de variancia explicada para as duas primeiras PCs 

(Figura 16); observa-se, tambem, uma distribuicao das amostras ao longo da PCI com 90% 

de informacao explicada no sentido dos escores negativos. 
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F i g u r a 17. Grafico dos escores PCI vs PC2 com pre-tratamento dos espectros na regiao 1105 a 2494 nm 
para amostras de graos inteiros. C = controle, D=dia de amostragem; os numeros 1, 2, 3, 4, 5 e 6 
se referem aos dias de amostragem 

No grafico dos loadings para a PCA (Figura 18) destacam-se as variaveis 1152, 

1228, 1389, 1703 e 1900 nm como as de maior peso na modelagem exploratoria. Na regiao 

1200 nm as absorcoes sao provaveis de ligacoes NH oriundas de grupos aminoacidos e 

aneis aromaticos, os quais constituem estruturas de celulas presentes como compostos 

furanicos e fenolicos (FERNANDEZ-IBANEZ et al., 2009). As demais variaveis podem 

ser influenciadas por ligacoes OH, CH2 e NH produzidas ou consumidas pelo A. 

parasiticus. 
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F i g u r a 18. Grafico dos loadings (pesos) PCA na regiao 1105 a 2494 nm para amostras de graos inteiros 
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4.4.3 PCA de graos triturados na regiao do visivel 

Na PCA dos espectros derivativos das amostras trituradas, foi possivel identificar a 

separacao das amostras contaminadas daquelas nao contaminadas. No grafico dos escores 

da PCI versus PC3, a classe das amostras nao contaminadas se destaca das demais 

amostras que foram inoculadas com o A. parasiticus. A PCI descreve 85 % e a PC3 3% da 

variancia explicada. Com as tres primeiras PCs, a PCA calculada descreve 98,7% da 

informacao dos dados espectrais obtidos, significando que a combinacao das 801 variaveis 

originais pode ser resumida em tres PCs com alto nivel de confianca. 

No grafico da Figura 19 ocorreu que uma amostra nao contaminada separou de seu 

grupo, a qual pode ser considerado uma amostra anomala; entretanto, em relacao a classe 

das amostras contaminadas, ocorreu uma separacao mais evidente; assim, essa amostra foi 

considerada dentro do agrupamento das amostras nao contaminadas permitindo que haja 

maior variabilidade de amostras para esta classe. 
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F i g u r a 19. Grafico dos escores PCI vs PC2 com pre-tratamento dos espectros na regiao 400 a 800 nm para 
amostras de graos triturados. C = controle, D=dia de amostragem, os numeros 1, 2, 3, 4, 5 e 6 se referem aos 
dias de amostragem 

No grafico dos loadings (Figura 20), a variavel com maior contribuicao para o 

modelo e o comprimento de onda de 431 nm; provavelmente, a melhor explicacao e que, 

netse comprimento de onda exista uma absorcao maior dos componentes internos do fungo 

e das aflatoxinas produzidas. 
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4.4.4 PCA de graos triturados na regiao do infravermelho proximo 

No grafico dos escores das PCI versus PC2 para a regiao de 1105 a 2494 nm, 

notou-se que as amostras nao contaminadas se distinguem das amostras contaminadas 

(Figura 21). Nessa PCA a amostra controle do sexto dia se destacada de sua classe, mas, 

mesmo assim, constatou-se que essa amostra se distingue das amostras contaminadas. Os 

resultados nessa regiao sao analogos aos de graos inteiros. 
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F i g u r a 2 1 . Grafico dos escores PCI vs PC2 com prd-tratamento dos espectros na regiao 1105 a 2494 nm 
para amostras de graos triturados. C = controle, D=dia de amostragem, os numeros 1, 2, 3, 4, 5 e 6 se referem 
aos dias de amostragem 
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Entretanto, no grafico dos loadings (Figura 22) as variaveis com maior contribuicao 

no modelo ficaram mais evidentes em razao da maior uniformidade das amostras e como 

consequencia da absorcao dos grupos caracteristicos que compoem as amostras. 
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F i g u r a 22. Grafico dos loadings (pesos) PCA na regiao 1005 a 2494 nm para amostras de graos triturados 

As variaveis de maior relevancia na PCA da regiao de 1105a 2494 nm foram as de 

maior amplitude no grafico dos loadins (Figura 22); dentre elas, os comprimentos de onda 

1142, 1223, 1390, 1397 e 1888 nm foram as variaveis mais relevantes. 

4.5 Calibracao multivariada para predicao nao destrutiva de aflatoxinas 

Na construcao do modelo de calibracao para aflatoxinas foram consideradas as 

amostras de graos inteiros explorando a regiao do visivel e do infravermelho proximo. A 

tecnica de Minimos Quadrados Parciais (PLS) com validacao cruzada completa foi 

empregada a partir dos espectros derivativos (Figura 13). 

A validacao cruzada permite obter parametros referentes a estimativa do erro de 

predicao. Neste procedimento, uma amostra e removida do calculo de regressao e se preve 

seu valor por meio da regressao. Na proxima rotina a amostra predita e incluida no 

conjunto de calibracao e outra amostra e utilizada e comparada com o seu valor de 

referenda para a estimativa do RMSEP. 

Foi empregado um total de 42 amostras com valores de aflatoxinas na faixa de 

concentracao de 0 a 7,2 x 10 ug kg"1 (ppb). Com a inoculacao artificial para a cepa 

toxicogenica obtiveram-se altos valores de concentracao de aflatoxinas. 

45 



Os graficos de concentracao medida por concentracao predita a partir da regressao 

por PLS com validacao cruzada completa para a regiao de 400 a 800 nm e 1105 a 2494 

nm, sao detalhados nas Figuras 23 e 24. 
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Figura 23. Modelo PLS para valores medidos versus valores preditos de aflatoxinas totais ( B l , B2, G l e G2) 
na regi§o de 400 a 800 nm usando 3 PCs com validacao cruzada completa de dados. Os valores de unidade 
do grafico sao equivalentes para ambos os eixos em ppb 
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Figura 24. Modelo PLS para valores medidos versus valores preditos de aflatoxinas totais ( B l , B2, G l e G2) 
na regiao de 1105 a 2494 nm usando 3 PCs com validacao cruzada completa de dados. Os valores de unidade 
do grafico sao equivalentes para ambos os eixos em ppb 

Nos modelos PLS para a regiao do visivel e infravermelho proximo foi necessario a 

exclusao de amostras consideradas anomalas em que interferiram no RMSEP e no 

coeficiente de regressao. Para a regiao do visivel usaram-se 33 amostras e na regiao do 

infravermelho proximo, 38 amostras. Mesmo com a exclusao de amostras, a regiao do 
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visivel foi mais versatil e simples de ser utilizada. Outro fator importante de se considerar e 

que, nas condicoes experimentais, os modelos desenvolvidos foram influenciados pelo 

metodo de referenda e faixa de concentracao de aflatoxinas quantificadas nas amostras 

inoculadas artificialmente. 

O metodo CCD, que e baseado em medidas visuais, dependentes da acuidade visual 

do operador, fornece resultados com incertezas superiores a 20%. Neste trabalho, os 

experimentos de inoculacao permitiram que o fungo se desenvolvesse em condicoes ideais 

e, desta forma, os niveis de aflatoxinas foram muito superiores quando comparados a uma 

situacao de contaminacao real. 

Em ambos os modelos de calibracao desenvolvidos os valores de RMSEP (erro 

medio quadratico de predicao) e do coeficiente de correlacao, foram de 51.819,08 ppb e 

0,9827 para o visivel e de 85.120,92 ppb e 0,9539 para o infravermelho proximo. Em 

relacao a esses parametros observa-se que a regiao do visivel fornece resultados mais 

exatos e consistentes. 

Os graficos dos coeficientes de regressao em funcao das variaveis X (comprimentos 

de onda) para a regiao do visivel e do NIR, estao ilustrados nas Figuras 25 e 26. 

X-Variabtes 
1 — i — i — i — i — i — i — i — i — i — | — i — i — i — i — i — i — i — i — i — | — i — i — i — i — i — i — i — i — i — | — i — i — i — i i i i — i — i — | 

400 500 600 700 800 
PLS1 - VIS, (Y-var. PC): (Total.3) B0 = -315127.718750 
Figura 25. Coeficientes de regressao em funcao das variaveis (comprimento de onda) para modelo PLS na 
regiao do visivel 
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Figura 26. Coeficientes de regressao em funcao das variaveis (comprimento de onda) para modelo PLS do 
infravermelho proximo 

Nos graficos das Figuras 25 e 26, as variaveis (comprimentos de onda) mais 

significativas foram identificadas com um circulo, as quais foram determinadas por meio 

da rotina do software Unscrambler 9.8. 

A selecao de variaveis fornece uma estrategia de otimizacao dentre as variaveis 

utilizadas, que sao mais significativas para a calibracao. E evidente que esta escolha 

dependera da observacao do fenomeno a ser descrito. 

O numero de PCs ou variaveis latentes e imprescindivel para uma boa calibracao. 

Nos modelos PLS desenvolvidos as tres primeiras PCs descrevem mais de 98% de 

variancia explicada. Os modelos de calibracao desenvolvidos usaram sempre tres PCs para 

os calculos, as quais foram escolhidas automaticamente pelo software. Esta observacao e 

comprovada nos graficos da variancia residual para os dados de referenda em que se 

observa estabilidade da variancia residual a partir da terceira PC (Figuras 27 e 28). 
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Figura 27. Variancia residual para os dados de referenda como funcao do numero de PCs da PLS para a 
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Figura 28. Variancia residual para os dados de referenda como funcao do numero de PCs da PLS para a 
regiao do infravermelho 
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5. CONCLUSOES E PROPOSTAS FUTURAS 

5.1. Conclusoes 

1) A producao de aflatoxinas em graos de amendoim com 11% de umidade e 

inoculados artificialmente com cepa toxicogenica de A. parasiticus em ambiente com 85% 

de umidade relativa, 30 °C e fotoperiodo de 12 horas, ocorreu a partir do sexto dia de 

incubacao; 

2) Modelos PCA e medidas de reflectancia na regiao do visivel, permitem obter os 

melhores resultados para discriminacao de amostras de graos de amendoim contaminados 

artificialmente com A. parasiticus, de forma rapida (60 s), nao destrutiva e sem a utilizacao 

de reagentes; 

3) Os modelos PLS de calibracao para aflatoxinas totais forneceram coeficiente de 

correlacao e RMSEP de 0,9827 e 5,2 x 104 ug kg"1 para a regiao VIS e 0,9540 e 8,5 x 104 

ug kg"1 para o NIR. 

4) As metodologias propostas sao alternativas para identificacao de graos 

contaminados de amendoim com A. parasiticus e quantificacao de aflatoxinas de forma de 

forma rapida, sem destruir a amostra e com menor exposicao a reagentes toxicos. 

5.2. Propostas futuras 

1) Explorar modelos de reconhecimento de padrao supervisionados com amostras 

de graos contaminados naturalmente e/ou artificialmente, com aflatoxinas; 

2) Desenvolver modelos de discriminacao com medidas na regiao de 400 a 2500 

nm para identificacao de A. parasiticus e flavus em graos de amendoim contaminados 

artificialmente; 

3) Construir modelos de calibracao multivariada com medidas de reflectancia VIS-

NIR usando amostras contaminadas naturalmente e/ou artificialmente que explorem 

concentracao de aflatoxinas totais em niveis inferiores a 20 ppb, de 20 a 100 ppb e 

superiores a 100 ppb. 
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APENDICES 
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APENDICE - A: Fotos do processo de incubacao do A. parasiticus e extracao de 
aflatoxinas em graos de amendoim 

Graos incubados em camara do tipo BOD no primeiro dia de extracao 

Graos incubados em camara do tipo BOD no segundo dia de extracao 

56 





58 



Trituragao dos graos; peneirando-os com granulometria de 14 mesh; pesando o triturado 

(50,00 g); inicio do processo de extracao de aflatoxinas (50 g do triturado adicionados de 

30 mL de solucao aquosa a 4% (m/v) de KC1 e 270 mL de metanol) 
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Filtracao da solucao; filtrado sendo adicionado a 5 g de celite; funil de separacao contendc 

)lucao filtrada adicionada de 150,0 mL de agua destilada e hexano 
a SOJ 
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APENDICE - B: Tabela dos valores de aflatoxinas quantificados das amostras 
analisadas em relacao ao dia de coleta 

Dia/ amostra Bl (ppb) B2 (ppb) G l (ppb) G2 (ppb) Total (ppb) 
D l / C 0 0 0 0 0 
D l / A l 0 0 0 0 0 
D1/A2 240 0 240 40 520 

D1/A3 12000 4000 12000 40 28040 

D1/A4 6000 1777 6000 1333 15110 

D1/A5 6000 160 6000 106,66 12266 

D1/A6 5000 106,66 5000 106,66 10213 

D2/C 0 0 0 0 0 

D2/A1 60 0 120 0 180 

D2/A2 12000 0 12000 4000 28000 

D2/A3 14400 6400 14400 6400 41600 

D2/A4 20400 13600 20400 13600 68000 

D2/A5 12000 6222 12000 4000 34222 

D2/A6 3600 1866,66 3600 1866,66 10933 

D3/C 0 0 0 0 0 

D3/A1 12000 5333 14400 4800 36533 

D3/A2 7200 9600 7200 9600 33600 

D3/A3 16800 11200 16800 11200 56000 

D3/A4 160000 106666 160000 106666 533332 

D3/A5 7200 9600 9600 5333,3301 31733 

D3/A6 106666 71111 106666 40000 324443 

D4/C 0 0 0 0 0 

D4/A1 12000 8000 24000 8000 52000 

D4/A2 120000 80000 240000 80000 520000 

D4/A3 240000 142222 240000 106666 728888 

D4/A4 240000 160000 240000 80000 720000 

D4/A5 21333 12444 24000 8000 65777 

D4/A6 106666 48888 120000 40000 315554 

D5/C 0 0 0 0 0 

D5/A1 12000 8000 24000 8000 52000 

D5/A2 120000 80000 240000 80000 520000 

D5/A3 240000 106666 240000 106666 693332 

D5/A4 240000 160000 240000 80000 720000 

D5/A5 16000 16000 24000 8000 64000 

D5/A6 120000 53333 120000 8000 301333 

D6/C 0 0 0 0 0 

D6/A1 120000 44444 120000 40000 324444 

D6/A2 240000 80000 240000 80000 640000 

D6/A3 240000 80000 240000 80000 640000 

D6/A4 240000 80000 240000 106666 666666 

D6/A5 240000 97777 240000 124444 702221 

D6/A6 240000 80000 240000 80000 640000 
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