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RESUMO

A castanha-do-Brasil pode sofrer diversos tipos de contaminagdes ao longo de sua
cadeia produtiva e, devido as 6timas condi¢cdes de temperatura e umidade relativa do
ar das regides produtoras, pode ocorrer o desenvolvimento de fungos filamentosos,
como Aspergillus secdo Flavi — que pode produzir aflatoxinas. Grandes perdas
anuais da castanha-do-Brasil ocorrem devido a alta incidéncia de infec¢édo por fungos
produtores de aflatoxinas. Varios procedimentos tém sido propostos com o intuito de
minimizar a ingestdo de alimentos contaminados por aflatoxinas e levam em
consideracdo estratégias de descontaminacdo e detoxificagdo. A utilizacdo da
0zonizagdo como técnica no controle de qualidade de produtos armazenados tem sido
objeto de inimeros estudos, inclusive como agente fungicida e para degradar
aflatoxinas. O oz6nio atua como agente fungicida, tanto na forma gasosa, como em
meio aquoso, sendo capaz de oxidar constituintes da membrana plasmatica e do
contetdo celular, devido ao seu elevado potencial oxidativo. Além do elevado
potencial oxidativo, o 0zénio se caracteriza pelo tempo de meia vida relativamente
curto. Nesse sentido, € necessario que se avalie o efeito dessa técnica de
conservacdo na qualidade microbiologica e fisico-quimica em diversas matérias-
primas, tendo em vista a diversidade das caracteristicas de cada produto. Entéo, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do gas ozénio dissolvido na agua em
diferentes combinacdes de pH, concentracdo e periodo de exposicdo no controle de
Aspergillus secao Flavi, caracterizagdo molecular e filogenética deste fungo, na
cinética de decomposicdo do oz6énio em meio aquoso, além de possiveis alteracbes
na qualidade de castanha-do-Brasil. O trabalho foi realizado nos Laboratorios da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria (FAV), no Departamento de
Fitopatologia, localizados na Universidade de Brasilia (UnB), e no Laboratério de
Fitoquimica da Embrapa Agrossilvipastoril, em Sinop-MT. Foi utilizado lote de
castanha-do-Brasil descascada com teor de umidade de 4,3% (Safra 2018/19).
Realizou-se a caracterizacdo molecular e filogenética de um isolado de Aspergillus
secao Flavi classificado como CCUB1405. Utilizaram-se amostras de 1,0 L de agua
destilada e esterilizada, com pH igual a 7,1 e agua com pH 3,0 e 8,1, modificadas com
acido citrico e bicarbonato, respectivamente. Amostras de 200 g inoculadas com o
isolado fungico identificado como A. flavus foram submetidas a dgua ozonizada na
concentracédo de 13 mg L por 120 min, e na concentracdo de 21 mg L por 120 e

240 min. Na caracterizacdo molecular e filogenética deste isolado, utilizou-se as
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regides génicas de B-tubulina (BenA), ITS e LSU rDNA. Por inferéncia Bayesiana, o
isolado apresentou 97% dentro do grupo de Aspergillus flavus para regido génica [3-
tubulina e 85% para 0 mesmo grupo na regido LSU rDNA. Ao utilizar &gua ozonizada
na concentracdo de 13 mg L' em diferentes niveis de pH por 120 min, observou-se
uma reducdo mais acentuada nos niveis de 0z6nio ao utilizar pH 3,0, no qual a meia-
vida foi de 16,14 min. Por sua vez, em pH 7,1 e 8,1, os valores de meia-vida foram
iguais a 37,42 e 188,54 min, respectivamente. Em todas as etapas para avaliar a
eficiéncia da dgua ozonizada na inativacdo de A. flavus inoculado em castanha-do-
Brasil houve diferenca significativa (p<0,05). Ao utilizar agua ozonizada na
concentragdo de entrada de 13 mg L por 120 min as maiores reducdes aconteceram
ao utilizar 4gua com pH 7,1 e 3,0, com reducdo de 1,25 e 1,28 ciclos log,
respectivamente. As reducfes mais expressivas aconteceram quando se utilizou agua
ozonizada, independente do pH, na concentracédo de 21 mg L* por 240 min, obtendo-
se reducdes de até 3 ciclos log. O tratamento com agua ozonizada néo afetou o perfil
lipidico e a qualidade do 6leo bruto, mas apresentou um incremento na saturacéo da
cor das améndoas. Os resultados indicam que a ozonizag&o possui potencial para ser

incorporada como etapa para controle de fungos em castanha-do-Brasil.

PALAVRAS-CHAVE
Ozonio; fungos aflatoxigénicos; descontaminacao; alteracdes qualitativas.
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ABSTRACT

The Brazil nuts can suffer various types of contamination along its production chain
and, due to the optimal temperature and humidity conditions in the producing regions,
the development of filamentous fungi, such as Aspergillus section Flavi — that can
produce aflatoxins. Large annual losses of Brazil nut occur due to the high incidence
of infection by aflatoxin-producing fungi. Several procedures have been proposed with
the aim of minimizing the ingestion of foods contaminated by aflatoxins and
considering decontamination and detoxification strategies. The use of ozonation as an
alternative technique in the quality control of stored products has been the subject of
numerous studies, including as a fungicidal agent and to degrade aflatoxins. Ozone
acts as a fungicidal agent, both in the gaseous form and in the aqueous medium, being
able to oxidize constituents of the plasma membrane and cell contents, due to its high
oxidative potential. In addition to the high oxidative potential, ozone has a relatively
short half-life. In this sense, it is necessary to evaluate the effect of this conservation
technique on the microbiological and physical-chemical quality of several raw
materials, in view of the diversity between the characteristics of each product.
Therefore, the objective of this work was to evaluate the effect of ozone gas dissolved
in water at different combinations of pH, concentration, and exposure period on the
control of Aspergillus section Flavi, molecular and phylogenetic characterization of this
fungus, and on the decomposition kinetics of ozone in agueous medium, as well as
possible changes in the quality of Brazil nuts. The work was carried out in the
Laboratories of the Faculty of Agronomy and Veterinary Medicine (FAV), in the
Department of Phytopathology, located at the University of Brasilia (UnB), and in the
Phytochemistry Laboratory of Embrapa Agrossilvipastoril, in Sinop-MT. A batch of
peeled Brazil nuts with a moisture content of 4.3% was used (2018/19 harvest). The
molecular and phylogenetic characterization of an isolate of Aspergillus section Flavi
classified as CCUB1405 was carried out. Samples of 1.0 L of distilled and sterilized
water, with pH equal to 7.1 and water with pH 3.0 and 8.1, modified with citric acid and
bicarbonate, respectively, were used. Samples of 200 g inoculated with the fungal
isolate identified as A. flavus were subjected to ozonated water at a concentration of
13 mg L for 120 min, and at a concentration of 21 mg L for 120 and 240 min. In the
molecular and phylogenetic characterization of this isolate, the gene regions of B-
tubulin (BenA), ITS and LSU rDNA were used. By Bayesian inference, the isolate

presented 97% within the Aspergillus flavus group for the B-tubulin gene region and
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85% for the same group in the LSU rDNA region. When using ozonated water at a
concentration of 13 mg L* at different pH levels for 120 min, a more pronounced
reduction in ozone levels was observed when using pH 3.0, in which the half-life was
16.14 min. In turn, at pH 7.1 and 8.1, the half-life values were equal to 37.42 and
188.54 min, respectively. In all steps to evaluate the efficiency of ozonated water in the
inactivation of A. flavus inoculated in Brazil nuts there was a significant difference
(p<0.05). When using ozonated water at the inlet concentration of 13 mg L for 120
min, the greatest reductions occurred when using water with pH 7.1 and 3.0, with a
reduction of 1.25 and 1.28 log cycles, respectively. The most significant reductions
occurred when ozonated water was used, regardless of pH, at a concentration of 21
mg L for 240 min, obtaining reductions of up to 3 log cycles. The treatment with
ozonated water did not affect the lipid profile and the quality of the crude oil, but it
showed an increase in the color saturation of the almonds. The results indicate that

ozonation has the potential to be incorporated as a step to control fungi in Brazil nuts.

KEY WORDS

Ozone; aflatoxigenic fungi; decontamination; qualitative changes.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil € o segundo produtor mundial de castanha-do-Brasil e a regido norte
€ responsavel por 95,9% da producdo nacional, com destaque para os estados do
Acre, do Amazonas e do Para (IBGE, 2022). A maior parte da producéo de castanha-
do-Brasil destina-se ao consumo in natura, porém essa matéria-prima possui uma
ampla cadeia de produtos e subprodutos, sendo recomendada inclusive para extracao
de Oleo, devido ao elevado conteudo de lipidios, que esta situado entre 60 e 70%
(FREITAS et al., 2007). A castanha-do-Brasil, além de ser uma oleaginosa de elevado
valor energético, é rica em proteinas de importante valor biolégico e muitos outros
constituintes indispensaveis a uma boa alimenta¢édo, como o selénio, antioxidante que
vem sendo indicado na prevencgao de cancer e doencas cardiovasculares (SOUZA e
MENEZES, 2004).

Devido ao modo de producdo extrativista, a castanha-do-Brasil pode sofrer
diversos tipos de contaminacbes ao longo da cadeia produtiva (ALVARES et al.,
2012), sendo que a obtencdo de um produto com qualidade é de fundamental
importancia. Dentre os fungos que podem infectar a castanha-do-Brasil, destacam-se
Aspergillus flavus e A. parasiticus, os principais produtores de aflatoxinas. Dentre as
principais aflatoxinas, destacam-se aflatoxina Bi (AFB1), aflatoxina B2 (AFB2),
aflatoxina G1 (AFG.) e aflatoxina G2 (AFG2) (CALDAS et al., 2002; ARRUS et al., 2005;
MIDORIKAWA et al., 2008; COSTA et al., 2016).

A contaminacdo dos alimentos por aflatoxinas é considerada um problema
mundial, porque séo substancias carcinogénicas, teratogénicas e mutagénicas, além
de causar expressivas perdas econdmicas em razado da rejeicdo do produto
contaminado. As aflatoxinas se destacam por apresentar alta toxidez, aguda e cronica,
no ser humano e em animais, podendo ocasionar danos no figado, como cirroses e
indugdo de tumores. A ingestdo de alimentos contaminados com elevadas
concentracdes de aflatoxinas pode ocasionar morte, em funcéo da toxicidade aguda
da toxina (ABDULKADAR et al., 2000; MURRAY et al., 2006).

Diante do risco relacionado a saude do consumidor e objetivando a aquisi¢éo
de produto com qualidade nutricional e livres de contaminantes, diversos paises
estabeleceram limite maximo permitido para aflatoxinas, o que implicou no aumento

do rigor para importacdo de castanha-do-Brasil. Tal exigéncia tem como objetivo
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principal o controle de qualidade do produto, que por consequéncia exige maior grau
de organizacdo em todas as etapas da cadeia produtiva (COSLOVSKY, 2014). Em
2010 a Unido Europeia estabeleceu limites maximos de 5 e 10 pbb para aflatoxina B1
e aflatoxinas totais em castanha-do-Brasil direcionada para consumo direto
(EUROPEAN UNION, 2010). Nos Estados Unidos, o limite para aflatoxinas em
castanha-do-Brasil € 20 ppb (FDA, 2018). No Brasil, o Ministério da Saude, por meio
da Instrugdo Normativa N° 88, de 26 de marco de 2021, estabeleceu como limite
méximo 10 ppb de aflatoxinas totais (AFB1 + AFB2 + AFG1 + AFG2) para castanha-do-
Brasil descascada, destinada ao consumo (BRASIL, 2021). Diante desse cenario, é
fundamental o controle adequado durante todas as etapas da cadeia produtiva, com
0 intuito de evitar a contaminacéo das castanhas por aflatoxinas e atender os padrdes
para consumo e comercializagdo, inclusive para exportagao.

O processo de prevencao e controle dos diversos tipos de micotoxinas, dentre
as quais as aflatoxinas, apdés mais de 50 anos da sua descoberta, ainda nao
apresentaram um modelo seguro, eficaz e de solucédo definitiva (PRADO et al., 2006).
Dentre os diversos procedimentos propostos tem-se o tratamento com amonia, com
bissulfito de sodio, adicdo de adsorventes e ozonizacgéo. A utilizacdo do ozénio como
alternativa no controle de aflatoxinas em alimentos tem sido objeto de inimeros
estudos, inclusive avaliando esse gas como agente fungicida e na degradacao dessas
substancias (MCKENZIE et al., 1997; MCKENZIE et al., 1998; PRUDENTE e KING,
2002; INAN et al., 2007; ALENCAR et al., 2012; SAHAB et al., 2013; AGRIOPOULOU
et al., 2016).

Outra possibilidade de aplicacdo do ozénio é em meio aquoso, tendo sido
testado na inativacdo de microrganismos em produtos de origem vegetal e na
inativacao de micotoxinas, inclusive aflatoxinas (AGRIOPOULOU et al., 2016; SUN et
al.,, 2016; FERREIRA et al., 2017; MAXIMIANO et al.,, 2018). A cinética de
decomposicdo de aflatoxinas em meio aquoso, em diferentes combinagbes de
concentracdo e temperatura, € mais rapida nas aflatoxinas B1 e Gi1, em comparacéo
com as aflatoxinas B2 e G2 (AGRIOPOULOU et al., 2016). O gas 0zonio é parcialmente
solivel em agua e, assim como a maioria dos gases, aumenta sua solubilidade a
medida que a temperatura decresce (KIM et al., 1999a; WYSOK et al., 2006). A
solubilidade do 0z6nio em meio aquoso depende do conteido de matéria organica no
meio, pois quanto menor a concentracdo de matéria organica, maior é o tempo de
meia vida do 0z6nio em agua (GRAHAM et al., 1997; KIM et al., 1999b).



Apesar de serem encontrados na literatura diversos trabalhos com o uso de
o0z6nio como agente antimicrobiano e na degradacédo de micotoxinas, ha caréncia de
relatos em que essa tecnologia seja testada em castanha-do-Brasil, quer na forma
gasosa ou em meio aquoso. Ressalta-se que a castanha-do-Brasil se destaca pelo
elevado teor de lipideos, o que pode acelerar o processo de degradacédo do ozénio.
Entdo, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do gas 0z6nio dissolvido na agua em
diferentes combinac¢fes de pH, concentracdo e periodo de exposi¢cado no controle de
Aspergillus se¢ao Flavi inoculado em castanha-do-Brasil, a caracterizagdo molecular
e filogenética deste fungo, e na cinética de decomposi¢cao do 0z6nio em meio aquoso,

além de avaliar possiveis alteracdes na qualidade de castanha-do-Brasil.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Castanha-do-Brasil

Originaria do Brasil, a arvore de castanha-do-Brasil foi descrita pela primeira
vez em 1808, pelos pesquisadores Alexander von Humboldt, Bompland e
posteriormente Kunth, na qual recebeu a denominacao botanica de "arvore majestosa
da Amazonia®, devido ao seu porte e destaque do dossel entre as demais arvores da
floresta e em homenagem ao quimico francés Claude Louis Berthollet — Bertholletia
excelsa; posteriormente, em homenagem aos pesquisadores, foram adicionados as
iniciais de cada um ao final do nome cientifico: Bertholletia excelsa H.B.K
(MENNINGER, 1977). A castanha-do-Brasil, também conhecida como castanha-do-
Pard, castanha-da-terra e castanha-da-Amazénia, € um dos principais produtos de
extrativismo da regido da floresta amazbnica — onde estd4 concentrado o maior
volume de producdo no pais, com milhares de extrativistas que vivem de manejo
familiar e comunitario (BRASIL, 2017). Em 1961 por meio do decreto de lei n° 51.209,
determinou-se a utilizagcdo de “Castanha-do-Brasil® — com perspectivas para o
comércio exterior: em inglés denominada de “Brazil nut” (noz do Brasil) (BRASIL,
1961; BRASIL, 2017).

2.1.1 Aspectos botanicos

A arvore de Bertholletia excelsa pode atingir uma altura que varia entre 30 e 50
metros e até 5 metros de diametro na base do tronco — Figura 1 (a). Apresenta-se
com porte frondoso e copa dominante, podendo atingir idade de até 400 anos. De
acordo com Schongart et al. (2015), em condi¢cdes naturais, a producéo de fruto das
arvores se inicia entre 73 e 93 anos e a producdo maxima é de até 240 anos de idade.
A floracdo de um exemplar adulto de Bertholletia excelsa ocorre de acordo com as
condi¢cbes climaticas de cada regido: no Acre a floragdo ocorre entre outubro e
dezembro; no Para, entre setembro e fevereiro; em Rondonia, de setembro a janeiro
e nas demais regides amazonicas de agosto a fevereiro — podendo haver variacdes
locais. Diversas espécies de abelhas, que buscam o néctar altamente energético
presente nas flores da espécie e vivem na floresta nativa, sdo 0s principais agentes
polinizadores da castanha-do-Brasil (BRASIL, 2017).



A classificacdo botanica caracteriza-se em: Divisdo: Angiospermae; Classe:
Dicotiledénea; Ordem: Myrtiflorae; Familia: Lecythidaceae; Género: Bertholletia;
Espécie: excelsa. A familia tem 325 tipos de arvores nos tropicos americanos, divide-
se em 15 géneros, em que o Bertholletia € dominante com 75 espécies. O fruto da
castanheira € chamado de “ourico”, constituindo-se uma camada de substancia
lenhosa; é uma capsula (pixidio) globosa deprimida, quase esférica, de 08 a 16 cm de
didmetro — Figura 2 (b). A casca do fruto é grossa, lenhosa, dura, de cor marrom,
repleta de células resinosas. Podem pesar entre 0,5 e 5 kg e conter de 10 a 25
sementes, angulosas, agudas, mais ou menos triangulares, transversalmente
rugosas, estreitamente comprimidas — Figura 2 (b) (BRASIL, 2002; PACHECO, 2007,
BRASIL, 2017).

Figura 1 — (A) Arvore de Castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K). Fonte: Lucia Wadt.
(B) fruto (ourigo) sementes (C) com e sem casca (D). Fonte: Acervo pessoal.

2.1.2 Composicgéo nutricional

O produto mais importante da Bertholletia excelsa sdo suas castanhas, que
podem ser consumidas tanto “in natura” ou misturada com outros alimentos, além de
ser bastante apreciado ndo s6 pelo seu sabor, como também pelas suas qualidades
nutritivas. Sua composi¢cdo € uma rica fonte nutricional, popularmente chamada de
“carne vegetal”, por ser um alimento energético, rico em proteinas e valorizado pela
presenca de antioxidantes; € amplamente utilizado na inddstria alimenticia, como na

producdo de extracdo de Oleo, farinha desengordurada, mingaus, biscoitos,
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suplementos proteicos, leites, bebidas dietéticas, e, principalmente, na industria
confeiteira (COZZOLINO, 2001; FREITAS et al., 2007; PACHECO, 2007; MARTINS
et al., 2008).

O valor nutricional de castanha-do-Brasil € reconhecido pela sua rica
composicao entre 60 e 70% de lipidios — principalmente acidos graxos polinsaturados
—, seguidos por 15 a 20% de proteinas de alto valor bioldgico, carboidratos e fibras,
elevado teor vitaminico — especialmente B1 —, além de quantidades apreciaveis de
minerais e valor energético bastante elevado (GUTIERREZ et al., 1997; SOUZA e
MENEZES, 2004; FERRIERA et al., 2006 MOODLEY et al., 2007). H4 uma grande
variacdo do teor de minerais para a castanha-do-Brasil, inclusive em funcdo da
localizacdo das arvores em diferentes regides. Um dos destaques nutricionais da
castanha-do-Brasil é seu elevado percentual de selénio — importante antioxidante e
gue vem sendo vinculado a reducéo de alguns tipos de cancer e outras doencas; além
disso, apresenta outros nutrientes importantes do ponto de vista nutricional, tais como:
ferro (Fe), magnésio (Mg) e manganés (Mn) (CHUNHIENG et al., 2008).

Quanto ao selénio, a quantidade diaria necesséria deste nutriente na nutricao
para homens e mulheres fica em torno de 75 pg e 55 ug por dia, respectivamente;
uma Unica castanha-do-Brasil pode fornecer até 120 ug de selénio — o que demonstra
sua importancia na nutricdo humana —, fornecendo, uma Unica castanha, quase o
dobro da quantidade diaria necesséria (FREITAS et al., 2002; MOODLEY et al., 2007).
A castanha-do-Brasil apresenta teor de &cido linoleico superior a maioria dos 6leos de
produtos similares (FELBERG et al., 2004).

A Tabela 1 mostra, por meio de diferentes pesquisas, o elevado valor calérico
da castanha-do-Brasil, com valores proximos a 700 kcal, oriundos da alta
concentracédo de lipidios — préximo a 70 g por 100 g de amostra. A concentracao de
lipidios mostra-se importante para conferir propriedades organolépticas aos
alimentos, tais como odor e cor. Os lipidios sdo misturas de glicerideos que podem
ser oxidaveis em diferentes graus (SILVA e MARSAIOLI-JUNIOR, 2003). Tais
compostos podem ser formados pela associa¢cdo quimica entre o glicerol e moléculas
de acidos graxos — classificados em saturados e insaturados, ou seja, mono e
polinsaturados, dependendo do nimero de duplas ligagcbes em sua estrutura quimica
(HOLCAPEK et al., 2003; PACHECO, 2007).



Tabela 1 — Composicao nutricional de castanha-do-Brasil in natura. Resultados expressos
em 100 g de amostra integral.

Valor Lipidios Proteinas Carboidratos Fibra

c?ll(ggso @) @) @) t(()gt;:\l Autores
666 65,90 14,40 11,00 2,10 Almeida (1963)
- 66,380 13,60 10,3 - Andrade et al. (1999)
676,56 67,30 14,29 3,42 8,02 Souza e Menezes (2004)
- - 12,91 4,13 - Felberg et al. (2004)
680,20 61,00 15,60 17,12 7,79 Ferreira et al. (2006)
Venkatachalam e Sathe
- 66,7 19,93 0,69 - (2006)
- 66,80 13,60 10,30 - Moodley et al. (2007)
695,73 65,33 18,22 8,72 4,85 Santos (2008)
- 70,62 14,35 11,61 - Felberg et al. (2009)
732,00 69,40 15,90 10,90 - Pires (2012)
659 67,10 14,32 11,74 7,50 USDA (2018)

-N&o determinado
Fonte: Elaborado e adaptado pelo autor com base em Kluczkovski et al. (2015).

O dleo extraido da castanha-do-Brasil apresenta elevado valor nutricional e
funcional, conferem propriedades organolépticas aos alimentos, tais como odor e cor.
Os lipidios constituem-se como misturas de glicerideos, oxidaveis em diferentes
graus, que sao formados pela associacdo quimica entre o glicerol e moléculas de
acidos graxos. O perfil de &cidos graxos é composto por monoglicerideos,
diglicerideos e poliglicerideos em menor concentracdo. Podem ser classificados em
saturados e insaturados — o que vai depender do nimero de duplas ligacdes em sua
estrutura quimica. A grande relevancia situa-se nos acidos graxos insaturados,
principalmente, os acidos linoleico e oleico (HOLCAPEK et al., 2003;
VENKATACHALAM e SATHE, 2006; PACHECO, 2007; YANG, 2009).

Os acidos graxos livres ocorrem em pequenas quantidades nos Oleos e
gorduras; entretanto, participam da construcdo das moléculas de glicerideos e néo-
glicerideos, representando algo em torno de 96% da massa total dessas moléculas,
contribuindo de maneira importante nas propriedades fisico-quimicas de diferentes
Oleos e gorduras (RIBEIRO e SERAVALLI, 2007). O perfil de acidos graxos
insaturados, incluindo os monoinsaturados (MUFA) e os polinsaturados (PUFA)
correspondem em média a 75% do total de acidos graxos. Esses acidos graxos
insaturados sdo considerados como uma das maiores causas de danos nas
propriedades sensoriais de alguns alimentos, pois as reacdes oxidativas podem levar

a formacdo de hidroperoxidos. Entretanto, os acidos graxos saturados (SFA), tém



prevaléncia para acidos palmitico e estearico, fontes consideraveis de 6mega-6 e 9,
com taxas importantes de 6mega-3 — acidos linolénicos. A composicdo em acidos
graxos é muito varidvel nas castanhas de diferentes espécies, ou até mesmo em
variedades da mesma espécie. Em comparacdo com as demais oleaginosas, a
castanha-do-Brasil possui um valor em torno de 25% de acidos graxos saturados e
75% de insaturados; sendo que a maior prevaléncia € de acidos graxos polinsaturados
— 0 &cido oleico e linoleico pode atingir niveis superiores a 70% ao de outras nozes
(RYAN et al., 2006; YANG, 2009; SANTOS, 2012; USDA, 2018).

Devido a presenca de um alto teor de acidos graxos polinsaturados o 6leo da
castanha-do-Brasil pode apresentar certa instabilidade — vide Tabela 2, em que
diferentes pesquisam mostram a composic¢ao de 4cidos graxos extraidos da castanha-
do-Brasil. Essa instabilidade é diretamente dependente da area de origem e das
condicBes de estocagem e manuseio da matéria-prima. Ao ser negligenciado tais
fatores, a qualidade do 6leo pode ser afetada, ocorrendo um aumento da acidez —
principalmente devido ao &cido oleico e linoleico (HOLCAPEK et al., 2003;
VENKATACHALAM e SATHE, 2006; PACHECO, 2007; YANG, 2009).

Tabela 2 — Composicdo em acidos graxos (%) do 6leo extraido de castanha-do-Brasil
Andrade Ferreira

Acidos Graxos ot al. Ryan et  Venkatachalam ot al. Santos
(1999) al. (2006) e Sathe (2006) (2006) (2012)
Miristico (14:0) - 0,06 0,05 - 0,06
Palmitico (16:0) - 13,50 0,00 13,0 14,24
Palmitoléico
(16:1) - 0,33 15,1 - 0,01
Margarico (17:0) 15,0 0,22 0,08 - -
Esteérico (18:0) 10 11,77 9,51 - 11,19
Oléico (18:1) 28,0 29,09 28,75 51,0 36,26
Linoléico (18:2) 6,9 42,80 45,43 34,0 37,56
Linolénico (18:3) 21,7 0,20 0,18 - 0,08
Araquidico (20:0) 24,9 0,54 0,25 - -
Gadoléico (20:1) - 0,21 0,00 - -
Behénico (22:0) - 0,12 0,06 - -
Erucico (22:1) - 0,34 0,00 - -

-N&o determinado

Parametros como indice de acidez e o indice de peroxido sdo descritos como
parametros referenciais para determinar a qualidade da conservacdo de O6leos
(BRASIL, 2005). indice de iodo, indice de saponificacdo, indice de refracdo e

densidade relativa estéo relacionados apenas com as caracteristicas especificas de



cada o6leo vegetal, como comprimento de cadeias e numeros de insaturacdes
(MORETTO e FETT, 1998; FERREIRA et al., 2006). Alguns desses parametros em

diferentes pesquisas € mostrado na Tabela 3.

Tabela 3 — Pardmetros para qualidade de 6leo de castanha-do-Brasil.
Autores
Parametros Almeida Ferreiraet Moodley et Santos Oliveira
(1963) al. (2006) al. (2007) (2012) (2018)

indice de
Acidez (mg - 0,207 1,45 0,32 0,66-0,84
KOHY/g 6leo)

indice de
Peroxido (mEq - 0,970 - 4,06 -
kg™)

indice de lodo
(mg de
i0do/100 mg de
6leo)

97-109 - 74 - 96,7-105,8

indice de
Saponificacéo
(mg KOH/g
0leo)
-N&o determinado
Fonte: Adaptado de Pacheco (2007)

192-202 198,58 192,4 181,53 -

2.1.3 Distribuicdo geografica e producéo

Presente em quase toda a regidao amazonica, a castanha-do-Brasil distribuem-
se principalmente pelos estados brasileiros do Acre, Amazonas, Par4, Amapa,
Roraima, Rondb6nia e Mato Grosso — Regido Norte e uma pequena parte da Regido
Centro Oeste do Brasil. Além dos estados brasileiros, a castanha-do-Brasil ocorre em
paises com o0s quais o Brasil faz fronteira, tais como: Bolivia, Peru, Venezuela,
Colémbia, Guiana, Guiana Francesa e Suriname (BRASIL, 2017).

Na regido amazobnica, entre 0os anos de 1927 e 1945, ocorre o Projeto Ford —
criado em funcdo do monopdlio do mercado da borracha. O pioneiro Hanry Ford e 0s
idealizadores do projeto queriam o controle de todo o material necessario a sua
industria automobilistica. Para tal, nesse periodo é criada a Companhia Ford Industrial
do Brasil; com a consequente criacdo de um povoado conhecido como Fordlandia,

gue logo evolui para cidade. Essa efervescéncia vai até 1945, quando acontece a



estagnacdo da economia regional e a consequente estagnacao das cidades. Ainda
em 1945, ocorre a dissolucdo da Companhia Ford (PIMENTEL et al., 2007; BRASIL,
2017). Apé6s a decadéncia do ciclo da borracha na regido amazénica, a castanha-do-
Brasil passou a constituir o principal produto extrativista para exportacao da regiao
norte brasileira, na categoria de produtos basicos. A exploracdo de exemplares
nativos da arvore de Bertholletia excelsa é protegida por lei (Decreto n° 1.282, de 19
de outubro de 1994), porém é permitido seu plantio em sistema de monocultivo ou
consorciado (CAETANO, 2012; LOCATELLI et al., 2015).

Grande parte da producédo brasileira de fruticultura ainda é comercializada no
mercado interno. Entretanto, a castanha-do-Brasil tornou-se um diferencial, pois
aparece como um dos principais componentes na lista de exportacdes brasileiras. Os
ultimos dados do IBGE (2022), nos anos de 2016 e 2017, a producdo media brasileira
oscilou em torno de 34.000 e 26.000 toneladas de -castanha-do-Brasil,
respectivamente para esses anos, sendo que grande parcela foi destinada a
exportacdo. Na Tabela 4 e na Figura 2 encontram-se os dados da producdo da
extracao vegetal no Brasil.

45000 -
40000 - M M ]
35000 + -
30000 + M
25000 -+ ]
20000 +

15000 -

Produgéo (toneladas)

10000 -

5000 -

X T TN YT T YT Y Y

Figura 2 — Producgéo (toneladas) de castanha-do-Brasil, no periodo de 1993 a 2020, conforme
a producao nacional.
Fonte: Elaborado pelo autor com base nos dados do IBGE (2022).

O Brasil, até 1990, ocupou posicéo de lideranca no mercado mundial, com 80%
do comércio internacional, foi quando teve a maior producdo de sua historia, nunca
mais superada, com mais de 50.000 toneladas (Figura 2). Atualmente, com a reducao

da producéo brasileira variando entre 25.000 e 40.000 toneladas — Tabela 4 —, a
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Bolivia e 0 Peru passaram a ser os maiores exportadores mundiais, com volume da
ordem de 50.000 toneladas anuais. Na Tabela 4 observa-se que o estado do
Amazonas, desde os anos 2001, é o maior produtor de castanha, seguido alguns anos
pelo Acre ou pelo Par4. Uma das causas da reduc¢éo na producao brasileira, além da
diminuicao da oferta do produto e destruicdo dos castanhais nativos foi 0 surgimento
de barreiras néo-tarifarias, pela imposicdo de padrdes fitossanitarios mais rigidos por
parte dos paises exportadores, como os da Unido Europeia. Desde os anos 1970, as
exportacdes brasileiras vém decrescendo progressivamente, e essa perda de
participacdo no mercado, aliada a problemas com exportacdes principalmente com
relacdo a Unido Europeia, suscitaram reacfes do setor industrial e de segmentos do
governo para a tomada de medidas, visando ao maior fortalecimento da sua cadeia
produtiva. Dessa forma, as empresas de beneficiamento, procuraram aprimorar 0s
padrées de qualidade e passaram a buscar novos mercados — dentre eles Bolivia e
Peru —, pois a tecnologia de processamento da castanha é variada e utiliza, em sua
maioria, grande contingente de méo-de-obra (BRASIL, 2002; SANTOS et al., 2010;
BAYMA et al., 2014).

Tabela 4 — Producéo (toneladas) de castanha-do-Brasil, em diferentes anos no periodo de
2001 a 2020, conforme a producdo nacional e Unidades da Federacdo

Unidade da Producéo (toneladas)

Federacéo 2001 2007 2010 2015 2016 2017 2018 2019 2020
Norte 28.191 29.930 38.879 38,560 33.258 21651 31.991 30.679 31.436
Acre 5.924 10.378 12.367 14.038 8.742 4.790 7.681 7.297 6.769
Amapa 1.393 847 447 473 489 476 437 405 416

Amazonas 8.352 8.871 16.039 13.983 14.945 10.011 12.161 12.182 11.707
Roraima 69 90 106 155 161 322 2.230 1.940 1.982
Para 6.972 7.639 8.128 7.967 6.886 4.186 7.726 6.977 8.643
Rondb6nia 5.481 2.105 1.197 1.944 2.055 1.865 1.755 1.878 1.920
Centro-Oeste 277 476 1.477 2.082 1.407 1.706 2.169 2.226 1.682
Mato Grosso 245 476 1.477 2.082 1.407 1.706 2.169 2.226 1.682
Brasil 28.467 30.406 40.375 40.643 34.903 23.357 34.170 32.905 33.118

Fonte: Elaborado pelo autor com base nos dados do IBGE (2022): Producéo da extracdo vegetal e da
silvicultura, 2022.

As maiores areas de extrativismo estédo na regido amazénica. Ressalta-se que

o0 sistema tradicional de coleta e pos-colheita se faz muito presente, ainda ha
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resisténcia a adogao de novas praticas em diversas regides do Brasil. A adocéo desse
sistema tradicional de coleta e pos-colheita resulta em problemas de contaminacéo
das castanhas que leva a perda da qualidade do produto, que podem se tornar
barreiras comerciais e prejudicar o mercado externo — sendo que o principal foco e
destino desse produto € a exportacdo (BRASIL, 2017).

As exportacoes brasileiras ao longo do tempo apresentam diversas oscilacdes
— com quedas ou elevacdes em seu volume; que podem ser resultados de fatores
como: elevacdo da producdo de natureza extrativista de paises que fazem fronteira
com o Brasil; evolucdo das técnicas de beneficiamento dos paises produtores,
principalmente a Bolivia e o Peru. Somam-se ainda as dificuldades de manuseio nos
niveis de producé@o e uma série de fatores socioeconémicos e ambientais ligados as
politicas publicas de distribuicdo de terras e do movimento de ocupacédo das regides
dos castanhais no Brasil. Em paralelo, constata-se um possivel aumento do consumo
interno, tanto para 0 consumo per capita no setor alimenticio, quanto para
aproveitamento nos ramos farmacéuticos e de cosméticos. Como se observa, o Brasil
exporta, cada vez mais, castanha com casca para a Bolivia, em decorréncia do
aperfeicoamento das técnicas de beneficiamento e adequacéo as exigéncias da Unido
Europeia, como descrito acima, que tornaram esse pais um dos principais
exportadores de castanha-do-Brasil, para essa regido e para os Estados Unidos — o
que fez o Brasil perder destaque como maior produtor mundial no mercado externo,
sendo atualmente a Bolivia 0 maior produtor mundial de castanha-do-Brasil (SANTOS
et al., 2012; IBGE, 2018).

2.1.4 Cadeia produtiva da castanha-do-Brasil

Produtos florestais foram explorados de maneira predatdria por séculos no
Brasil. Essa exploracdo concentrava-se na madeira e diversos produtos florestais néo
madeireiros, tais como: latex da seringueira, a madeira e os frutos de castanha-do-
Brasil, pequi e 6leos como os de andiroba, buriti e copaiba. A cadeia de produtos
florestais ndo madeireiros envolve diversos setores da sociedade e papel do estado.
O produtor extrativista pode se articular por meio de associa¢des de produtores e/ou
cooperativas, assim como uma busca por assisténcia técnica em instituicbes do
governo e privadas. Pode ser vantajoso para o produtor extrativista tais forma de

organizacéo, pois podem possibilitar que seus produtos cheguem sem intermediacao
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a industria, que seguira para o comeércio até chegar ao destino — os consumidores.
Porém, ha aqueles que ainda dependem de um intermediario para transportar seus
produtos para unidades de beneficiamento, indastria ou o comércio local. Entende-se
por cadeia produtiva “um sistema constituido de atores inter-relacionados e pela
sucessao de processos de produgao, transformagao e comercializagao do produto”,
segundo o Plano Nacional de Promocdo das Cadeias de Produtos da
Sociobiodiversidade. Torna-se importante entender os elos da cadeia produtiva para
permitir que os atores envolvidos visualizem todo o caminho percorrido pelo produto,
podendo assim identificar em cada elo as potencialidades e os problemas que podem
acontecer nesse percurso (BRASIL, 2017).

Ha algumas plantacdes experimentais no estado do Amazonas, porém, a
maioria das populacdes de castanheiras s&o nativas. O processo produtivo da
castanheira caracteriza-se em que entre os meses de dezembro e abril 0 ourico da
castanha amadurece e, devido as chuvas e aos ventos, acaba caindo da arvore. Ao
cair, aparece o0s coletores autbnomos — seringueiros, povos indigenas e ribeirinhos
—, que circulam pela floresta, de arvore em arvore, recolhendo os ouri¢cos e levando-
0s para um armazenamento simples no meio da floresta. Na Bolivia e no Peru, grande
parte dos coletores autbnomos séo trabalhadores contratados, que sé comecam a
trabalhar apdés receberem um adiantamento do comprador. O armazenamento,
manejo, transporte e quebra das castanhas nas localidades extrativistas s&o feitas de
maneiras artesanais, muitas vezes com condi¢cdes higiénicas precarias,
caracterizando-se por iniciar entre os meses de janeiro a maio — periodo de coleta,
guando os frutos caem no solo na estacao das chuvas. Os trabalhadores que fazem
a coleta dos ouricos usam um cesto levado as costas; quando esses cestos estdo
cheios séo transportados até os locais de armazenamento na floresta (barracdes de
palha ou cobertos com lonas). Esses locais sdo denominados de “regido de
quebramento”, ou “comunidades”, destinadas a operacgdo de extracdo das sementes
dos ouricos. Uma vez extraidas essas sementes dos ouricos comeca a etapa de
eliminagdo das impurezas, onde séo classificadas e armazenadas a granel, para
transporte até o beneficiamento. Todo esse processo pode ser feito por até trés
pessoas, que colhem entre 2 e 3 mil ourigos na sua area de producgéo, posteriormente
cortam, lavam, secam e ensacam as castanhas, num periodo em torno de 20 dias.

Em seguida, toda a producéao é vendida no mercado local, geralmente (BRASIL, 2002;
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EMBRAPA, 2004; PACHECO, 2007; BRASIL, 2017). A figura 3 mostra um fluxograma
das etapas da cadeia produtiva de castanha-do-Brasil.

ApG0s essas etapas, o produto é armazenado em barracdes e levado aos portos
primarios de comercializacdo e levado até a sede do municipio, devido a dificuldade
de navegabilidade dos rios, muitas vezes o0 transporte é feito em pequenas
embarcacdes. Alguns lugares esse transporte pode ocorrer via terrestre, como é o
caso do Estado do Acre. Ao chegar as usinas de beneficiamento, o beneficiamento
pode ou ndo ser feito. Uma etapa importante nas usinas de beneficiamento é a
secagem das castanhas, etapa que ndo ocorre em etapas extrativistas mais
artesanais. No processo de descasca das castanhas, devido ao seu formato irregular
e devido a quebra ser manual, ha uma grande porcentagem de perdas. As castanhas
com casca podem ser vendidas desidratadas ou semidesidratadas ou ainda sem
beneficiamento — sem o processo de descasca (EMBRAPA, 2004; PACHECO, 2007;
PACHECO e SCUSSEL, 2009; BRASIL, 2017). A Figura 4 mostra um fluxograma do
beneficiamento de castanha-do-Brasil, apesar de que a sequéncia de procedimentos
é variavel de acordo com o local de beneficiamento.

ApoOs o beneficiamento, o produto com casca é acondicionado em big bags, de
500 a 1000 kg em sacos de juta ou de polietileno, e o produto sem casca sao pesadas
e embaladas em embalagem a vacuo com capacidade de 20 kg — objetivo de retardar
0 processo de oxidacdo. Como a maioria dos mercados compradores consiste em
outros paises, o transporte € normalmente efetuado em contéineres em navios, e, as
vezes, o transporte aéreo € mais aplicavel em pequenos lotes. Entretanto, a castanha
descascada e em pedacos possui como destino o mercado interno, em que as
indastrias de alimentos representam o0s principais compradores (EMBRAPA, 2004;
PACHECO e SCUSSEL, 2009).

E de extrema importancia realizar o tratamento silvicultural do castanhal; pois,
no extrativismo sustentavel, de acordo com Brasil (2017):

“essa atividade compreende as acgdes pelas quais o extrativista pode melhorar as
condi¢cdes ambientais da area em que explora determinada espécie, como capinar,
rocar, adubar, podar e controlar as pragas. A protecdo das areas de ocorréncia dos
castanhais é fundamental para assegurar a conservacao da espécie na regiao de
ocorréncia. A castanheira € uma espécie nativa de grande valor para a populagao
que vive do seu extrativismo. Por isso, é importante cumprir algumas diretrizes para

garantir sua conservagdo. Podem ser adotadas medidas tanto para manter e
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proteger as areas, como para aumentar a producdo de frutos.” (BRASIL, 2017,
p.48).

s

Para garantir a conservacao e producdo das areas de coleta é importante
acompanhar todas as etapas do manejo e seus impactos ambientais, socioculturais e
econdmicos. Para garantir a obtencdo de informacdes sobre o crescimento e a
necessidade de novos castanhais € importante que seja bem executado, obtendo
ainda informacdes sobre a producao de frutos por planta e por area de coleta. Além
de ser uma importante ferramenta para o extrativista se organizar, planejando a coleta
anual e, assim, estimar sua producado (EMBRAPA, 2004; BRASIL, 2017).
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[ Preparo do Castanhal ]

v

[ Colhetta: coleta e amontoa ]

v

[Pré-beneﬁciamento: corte, lavagem ]

v

[ Primeiro Transporte: terrestre, fluvial ]

.

[ Primeiro Armazenamento ]

v
[Intermediério compra as castanhas do extrativista]

[ Beneﬁciamento sem casca ]

Segundo Resfnamento

Descascamento

[ Segunda Selegdo por tamanho ]

Desidratagdo

ol l
< [ Terceiro Resfriamento ]
8* [ Segundo Transporte: terrestre, fluvial ]
-
= l Terceira Selegdo
[ Segundo Armazenamento]
| Embalagem I
v
Recepcdo
I [ Industrializacdo da Améndoa ]
[ Terceiro Armazenamento J
on
—
68
[ Lavagem ]—P[ Secagem ]—'[ Resfriamento ] Armazenamento
[ Ensaque HPrimeira Selegéo] [ Etapa 6: Comercializacdo ]

Etapa 4

Etapa 5

Figura 3 — Fluxograma das etapas da cadeia produtiva de castanha-do-Brasil.
Fonte: Elaborado pelo autor com base nos dados de Brasil (2002) e Embrapa (2004).



Recepcdo da castanha-do-Brasil in natura (inspegéo visual:
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Figura 4 — Fluxograma de beneficiamento da castanha-do-Brasil.
Fonte: Elaborado pelo autor como base nos dados de Embrapa (2004) e Pacheco e Scussel (2009)
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2.1.5 Aspectos qualitativos da castanha-do-Brasil

O extrativismo € a principal forma de colheita da castanha-do-Brasil, o que
dificulta o transporte e o beneficiamento, sendo 0s maiores entraves para sua
comercializacdo. O sistema de producéo tradicional é focado em unidades familiares
e Nao possui muitos investimentos tecnoldgicos. A regido norte, onde predomina os
castanhais brasileiros, apresenta o solo umido e o indice pluviométrico elevando, além
disso, o envoltério amadeirado (ourico) e esses fatores de umidade oferecem

condicdes ideais para o crescimento de microrganismos contaminantes, tais como 0s

coliformes e Salmonella sp. — microrganismos mais relevantes definidos pela
legislacdo brasileira como contaminantes (BRASIL, 2001; YANG, 2009; SANTOS et
al., 2012).

Outro fator importante na cadeia produtiva da castanha-do-Brasil sdo as 6timas
condicbes de temperatura e umidade dessas regides para o desenvolvimento de
fungos filamentosos do género Aspergillus spp. A regido amazobnica apresenta
condigfes propicias para o desenvolvimento desses fungos, pois ha temperaturas que
variam de 25 a 30 °C e umidade relativa média entre 97 e 99% (SANTOS et al., 2012).
Esses fungos, principalmente os fungos do grupo Aspergillus secéo Flavi, produzem
micotoxinas — metabdlitos secundarios elaborados —, sendo que 0s mais
importantes sao as aflatoxinas. A ingestao dessa substancia pode levar ao surgimento
de patologias que variam consideravelmente, de acordo com a dose, do estado
nutricional, da idade e do género. Sao conhecidos mais de 17 compostos, dentro 0s
quais o0s principais tipos, e de maior interesse a saude humana e animal, séo
identificados pelas siglas: AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 (HEDAYATI et al., 2007,
PACHECO e SCUSSEL, 2009).

Devido aos problemas relatados acima, o Brasil possui grande incidéncia de
infeccdo fungica e altos niveis de aflatoxinas em suas castanhas, mesmo sendo um
grande exportador. Grandes perdas anuais da castanha-do-Brasil em paises em
desenvolvimento, como o Brasil, ocorrem devido a alta incidéncia de infeccéo por
fungos produtores de aflatoxinas; ocasionando uma reducdo na economia do pais
devido a ndo aceitacdo dos produtos que excedem os limites regulamentares de
toxinas produzidas por fungos (micotoxinas) pelo mercado estrangeiro. As castanhas
gue sao rejeitadas pelo mercado externo, além de afetar a economia interna do pais,

sao vendidas nesse mesmo mercado interno, o que aumenta o risco de contaminacao
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por micotoxinas pela populacdo brasileira (FREIRE et al., 2000; PACHECO e
SCUSSEL, 2009; MIDORIKAWA et al., 2014).

Os trés principais e maiores produtores de castanha-do-Brasil sdo a Bolivia,
Brasil e Peru; esses paises tém implementado restricdes, com o objetivo de evitar a
contaminacgdo das castanhas-do-Brasil por fungos produtores de aflatoxinas, e, dessa
forma, estarem de acordo com as exigéncias dos padrfes sanitarios internacionais,
além de fortalecer o mercado interno e as exporta¢gdes — principalmente a Europa. O
projeto “Safenut” coordenado pela Unido Europeia € um exemplo, pois, trata-se de um
projeto com o intuito de validar métodos de analise faceis e confiaveis para a detec¢éo
de niveis de aflatoxinas em industrias e setores de distribuicdo (STDF, 2008). A
Embrapa Acre, desde meados dos anos 2000, tem implementado tecnologias de boas
praticas de manejo que melhoram a qualidade da castanha-do-Brasil — orientando
extrativistas nas regides produtoras para a adocdo e implementacdo de cuidados
simples que conferem a qualidade do produto (MIDORIKAWA et al., 2014; BRASIL,
2017).

2.2 Fungos e Micotoxinas

Em todo o mundo alimentos como graos e seus derivados sdo extremamente
suscetiveis a contaminacgao por fungos. Grande parte desses fungos sdo produtores
de substancias quimicas e atividade bioldgica amplamente variada. Alguma dessas
substancias — metabdlitos produzidos por fungos —, sdo componentes altamente
desejados de alguns alimentos e com funcao farmacolégica, como os antibiéticos.
Porém, alguns fungos podem produzir substancias toxicamente agudas, cronicas
potentes ou carcinogénicas — promotoras e indutoras de cancer. Esses agentes
toxicos sdo denominados de micotoxinas. Esse termo deriva do grego “mykes”
(fungo/cogumelo) e do latim “toxicum” (veneno), ou seja: toxina produzida por fungos
em condi¢des especificas, com efeitos cronicos e agudos em humanos e animais.
Esse termo surgiu em meados de 1960 devido a uma crise veterinaria incomum nos
arredores de Londres, Inglaterra, onde cerca de 100.000 perus morreram. O papel
das micotoxinas como possiveis carcindgenos humanos e animais sO se tornaram
relevantes e objeto de estudos devido a este acontecimento na Inglaterra nos anos de
1960 (BLOUT, 1961; FORGACS, 1962; SHIBAMOTO e BJELDANES, 2014).
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Essa misteriosa doenca foi associada a alimentacdo com amendoim
contaminado proveniente do Brasil com o metabdlito secundario, uma micotoxina, de
Aspergillus flavus — as aflatoxinas. O acontecido sensibilizou cientistas na busca de
outros metabdlitos de fungos que poderiam ser mortais. Em seguida, muitas toxinas
de fungos previamente conhecidas, foram inclusos no grupo das chamadas
micotoxinas (SHIBAMOTO e BJELDANES, 2014). Entretanto, baseado em extensivos
estudos analiticos e estudos detalhados da distribuicdo desses fungos na natureza, a
International Agency for Research on Cancer (IARC), determinou cinco toxinas, das
mais de 300 encontradas, importantes para a agricultura. As toxinas determinadas
pela IARC sao: as aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxinas, zearalenona e deoxinivalenol
(tricotecenos). Essas toxinas também s&o imunossupressoras, neurotoxigénicos,
nefrotoxigéncias e podem ser carcinogénicas (JESTOI et al., 2004; KUMAR et al.,
2008; SANI et al., 2012; MIDORIKAWA et al., 2014).

A contaminacéo dos alimentos por essas substancias produzidas por fungos
varia de acordo com as condi¢cdes ambientais — umidade, temperatura, métodos de
processamento, armazenamento e cadeia produtiva —, em que o alimento é
submetido. A temperatura se destaca como sendo um dos principais fatores
envolvidos na producédo de micotoxinas. A faixa ideal de producédo varia entre 11 até
37°C. Fungos produtores de micotoxinas podem utilizar, principalmente gréos, ou
outros materiais de origem vegetal, como fonte de alimento, liberando enzimas para a
degradacédo do substrato. O resultado é a degradacao dos gréos e consequente perda
do valor nutricional. A exposi¢do a micotoxinas é mais provavel de ocorrer em lugares
em gue os métodos de manipulacdo e armazenamento de alimentos sdo precarios,
assim como lugares que existam poucos regulamentos para proteger a populagao
exposta a esse tipo de contaminagdo. Cerca de 25% da agricultura mundial,
principalmente de cereais, é afetada por fungos produtores de micotoxinas, o que
pode gerar uma perda global, em termos de producgéo, de aproximadamente 1 bilhdo
de toneladas por ano. As micotoxinas tém atraido a atencdo mundial devido a perdas
significativas associadas com o0 seu impacto na saude humana e animal, e
consequente implicagbes econdmicas (FAO, 2004; ZLOTOWSKI et al., 2004; KUMAR
et al., 2008; SANI et al., 2012).

As micotoxinas podem entrar na cadeia alimentar do homem ou de animais de
maneira direta ou indireta. A contaminagéo direta ocorre quando o desenvolvimento

do fungo e, consequentemente, a produgéo de micotoxinas acontece no produto final.
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Porém, a contaminacao indireta decorre da utilizacdo de ingredientes contaminados
com fungos produtores de micotoxinas. Logo, durante o processamento do alimento,
o fungo pode ser eliminado, porém a micotoxina nédo é eliminada, o que garante que
0 produto ainda esteja contaminado. A auséncia de fungos nos alimentos nao significa
auséncia de micotoxinas, pois o fungo ja pode ter sido eliminado, porém a toxina pode
estar presente e ativa no alimento. A maioria das micotoxinas sao termorresistentes
mantendo a sua toxicidade mesmo apds o alimento passar por processos que utilizam
altas temperaturas (FREIRE et al., 2007; KUMAR et al., 2008).

2.2.1 Identificacéo e caracterizacdo molecular de Aspergillus secéo Flavi

Em 1729 P. A. Micheli, um padre e micologista, descreveu pela primeira vez o
género Aspergillus, nome escolhida devido a semelhanca estrutural da morfologia do
conidioforo do fungo com o aspergillum — instrumento litargico utilizado para borrifar
adgua benta (BENNETT e KLICH, 1992; AMAIKE e KELLER, 2011). Ao longo da
histéria o género Aspergillus foi classificado com base em sua morfologia, contendo
mais de 200 espécies catalogadas até o momento. Link aprofundou estes estudos, e,
em 1809, descreveu pela primeira vez a espécie Aspergillus flavus, classificando-o
como uma espécie assexuada que produz apenas esporos assexuados, conidios e
corpos frutiferos assexuados, os esclerédios. SO recentemente que o estagio sexual
de A. flavus e A. parasiticus foi relatado e classificado como Petromyces flavus e
Petromyces parasiticus, respectivamente (HORN et al., 2014). O género Aspergillus
compreende mais de 180 espécies anamorficas, os quais sdo divididos em sec¢des,
como a secao Flavi, que compreende 33 espécies, sendo que a maioria Sao
produtoras naturais de aflatoxinas (FRISVAD et al., 2019). Aspergillus € um género
com taxonomia complexa e em constante evolucdo. Para identificacdo em género as
caracteristicas morfologicas séo facilmente aplicadas, porém, para identificacédo de
espécies classificadas numa mesma secdo, como a Flavi, a diferenciacdo torna-se
complexa, pois torna-se dificil diferenciar espécies somente com caracteristicas
morfologicas (FRISVAD et al., 2005; PILDAIN et al., 2008; FRISVAD et al., 2019).

Métodos convencionais de analise para identificacdo de espécies de
Aspergillus secéo Flavi aflatoxigénicos baseia-se, tradicionalmente, em analises de
isolamentos em meios de cultivo seletivo, porém, sdo métodos trabalhosos,

demorados e requerem amplo conhecimento taxondmico para identificacdo correta
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com base em caracteristicas morfologicas. A identificacdo morfologica por si s6 é
insuficiente e relacionada como nao confiavel para identificar e diferenciar
corretamente as espécies intimamente relacionadas e presentes em Aspergillus
secao Flavi (TANIWAKI et al.,, 2017). Outro aspecto importante utilizado na
identificacdo de Aspergillus sp. é a utilizacdo do perfil quimico para auxiliar os
resultados da identificacdo morfolégica. Na identificacdo do perfil quimico produzido
por Aspergillus sp. os principais extrolitos identificados sdo as aflatoxinas, o &cido
aspergilico e o acido ciclopiazénico (NORLIA et al., 2019a). Uma abordagem
polifasica usando caracteristicas morfologicas e fisiolégicas, bem como perfis
moleculares e extrélitos, € a abordagem mais recomendada para identificar e distinguir
espécies importantes e toxigénicas dentro da secdo Aspergillus Flavi e A. secdo Nigri
(TANIWAKI et al., 2017; FRISVAD et al., 2019).

Para identificacdo morfoloégica observa-se as estruturas microscopicas —
cabecas dos conidios uni ou bisseriados, producdo de esclerddios de cor escura por
algumas dessas espécies, além dos conidios de tonalidades amarelo-esverdeadas e
marrons. As espécies dentro dessa se¢do podem se encontrar no solo como
esclerodios, conidios, ou ainda como micélios no tecido vegetal. Podem ainda ser
produzidos naturalmente no estagio assexuado ou sexuado nas plantas em campo e,
durante a recombinacéo da fase sexuada, a populacao, principalmente de A. flavus,
resulta em uma alta diversidade genética (HORN et al., 2016). Decorre assim que, a
morfologia, producdo de micotoxinas e grupos de compatibilidade vegetativa em A.
flavus, possuem maior diversidade em relacdo a outras espécies dentro da secéo
Flavi. Portanto, a identificacdo precisa de Aspergillus secdo Flavi requer uma
abordagem trifasica: morfolégica, quimica e molecular, pois sédo espécies intimamente
relacionadas e ndo podem se distinguir facilmente utilizando apenas caracteristicas
morfolégicas — a Tabela 5 mostra a morfologia, os extrélitos e a identificacdo
molecular que tém sido utilizados para diferenciacdo das espécies dentro de
Aspergillus secdo Flavi em alguns trabalhos (HORN et al., 2014; TANIWAKI et al.,
2017; FRISVAD et al., 2019; NORLIA et al., 2019a).
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Tabela 5 — Morfologia, producdo de extrélitos e identificacdo molecular de espécies de
Aspergillus secdo Flavi

Identificacdo

Espécie Morfologia Extrélitos Molecular Origem Referéncias
Conidios verde- AFB (+/-), ACP
amarelados, (+-), Acido
esclerodios aspergilico, B-tubulina e Arachis Pildain et al.
A. flavus pequenos e ;
asperfurano (+/-), calmodulina hypogaea L. 2008
grandes, verso .
| ; : paspalinina e
aranja no meio aspalina (+/-)
AFPA pasp
Conidios verde- AFB (+/-), ACP
amarelados, (+/-), 4cido
esclerodios P . .
aspergilico, B-tubulina e Frisvad et
A. flavus pequenos € asperfurano (+/-) calmodulina zeamays L. al. 2019
grandes, verso P - ’ ‘
. . paspalinina e
laranja no meio aspalina (+/-)
AFPA pasp
Conidios verde- B-tubulina,
amarelados, calmodulina, Bertholletia S
A. flavus esclerodios AFB (JEi/))e AFG rDNAITS, excelsa '\él,:da?r"z(g\ivf
pequenos e mtDNA SSU H.B.K. ’
grandes rDNA
AFB, AFG, 4cido
Conidios verde- kdjico, acido
A. escuros, cor aspergilico, B-tubulina e Arachis Pildain et al.
parasiticus laranja no verso parasiticolideos, calmodulina hypogaea L. 2008
de AFPA paspalinina e
paspalina (+/-)
Conidio amarelo  AFB, AFG, &cido
A NOMIUS esverdeado, kdjico, acido B-tubulina e Triticum Pildain et al.
' verso laranja em aspergilico, calmodulina aestivum L. 2008
meio AFPA nominina
Conidio amarelo Acido kdjico, B-tubulina e . Varga et al.
A. oryzae asperfurano, ; Desconhecida
esverdeado : . calmodulina 2011
aspiroclorina
Acido kjico,
. Conidio amarelo asperfurano, B-tubulina e . Varga et al.
A. sojae - Pt X Molho de soja
esverdeado acido aspergilico,  calmodulina 2011
aspiroclorina
Conidios marrom
A tamarii escuro, com Acido kéjico, ACP  B-tubulina e Arachis Norlia et al.
' verso marrom (+/-) rDNAITS hypogaea L. 2019b

escuro em AFPA

ACP — &cido ciclopiazbnico; AFB — aflatoxina B; AFG — aflatoxina G; AFPA — Aspergillus flavus e
parasiticus Agar
Fonte: Elaborado pelo autor com base em Norlia et al. (2019a).
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A identificacdo molecular do género Aspergillus tém sido amplamente utilizada,
principalmente quando € necessario caracterizar uma nova espécie. Geralmente, na
identificacdo molecular de Aspergillus secao Flavi, e para obtencéo de informagdes
sobre a relacao filogenética entre as espécies desta secdo, sdo feitas andlises da
sequéncia de DNA de regides como a do espacador transcrito interno (ITS — Internal
Transcript Space), a B-tubulina, a calmodulina e clusters de genes da via biossintética
de aflatoxina (PILDAIN et al., 2008; VARGA et al., 2011; MIDORIKAWA et al., 2014).

O genoma de fungos possui diversas regibes comumente usadas para a
identificacdo de espécies. A regidao do rDNA ITS, B-tubulina e calmodulina sdo usadas
com grande frequéncia na identificacdo de Aspergillus sp. (WHITE et al., 1990;
RODRIGUES et al., 2007; MIDORIKAWA et al., 2008; VARGA et al.,, 2011;
GONCALVES et al., 2012; LEVIN, 2012; MIDORIKAWA et al., 2014; KOCSUBE et al.,
2016; FRISVAD et al., 2019).

O DNA ribossémico nuclear (rDNA) da regido ITS é a regido mais amplamente
sequenciada e recomendada como marcador molecular de DNA (cAdigo de barras)
para identificacdo de fungos e para construcao de informacdes filogenéticas. A regido
ITS esté localizada entre 0os genes 18S (SSU) e 28S (LSU) na unidade de repeticédo
de rDNA, onde se encontra as regifes ITS1 e ITS2, separados pelo gene 5.8S. As
sub-regifes ITS1 e ITS2 sao tipicamente especificas para espécies, 0 que representa
uma alta taxa de evolucgao, e, a sequéncia completa da regido ITS pode variar entre
450 e 700 pb (WHITE et al., 1990; NILSSON et al., 2009; SCHOCH et al., 2012).
Porém, a utilizacdo de marcadores de identificacdo secundaria é constantemente
utilizada para identificar com precisdo Aspergillus secdo Flavi, principalmente os
genes de B-tubulina e calmodulina, j& que a regido ITS sozinho ainda é insuficiente
para fins de identificacdo molecular (SAMSON et al., 2014). A B-tubulina € um gene
codificador da proteina tubulina, encontrada em todas as células eucaridticas,
representando um dos principais componentes do citoesqueleto e flagelos de seres
eucarioticos. A Calmodulina (CaM) trata-se de uma proteina de ligagdo ao calcio,
envolvida na proliferagdo e diferenciacéo celular, altamente conservada, funcionando
como principal receptor de célcio intracelular. Pois bem, o rDNA da regido ITS, a B-
tubulina e a Calmodulina sdo amplamente utilizados como marcadores de DNA para
a identificacéao e analise filogenética de Aspergillus spp (MA et al., 2009; FRISVAD et
al., 2019; NORLIA et al., 2019a).
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2.2.2 Aflatoxinas

Os fungos produtores de aflatoxinas ocorrem predominantemente em regides
tropicais e subtropicais, onde a temperatura e umidade sédo elevadas, aumentando
assim a incidéncia de alimentos contaminados por essas micotoxinas nessas regioes
(ZLOTOWSKI et al., 2004; KUMAR et al., 2008; VARGA et al., 2011).

As aflatoxinas produzidas por Aspergillus secdo Flavi geralmente podem usar
como substrato grdos como amendoim, améndoas e castanha-do-Brasil — de uma
maneira geral a cadeia produtiva desses alimentos ha contato direto com o solo, o que
aumenta o risco de sua contaminagao por fungos aflatoxigénicos. As fumonisinas,
produzidas por Fusarium moliniforme, Fusarium proliferatum e Fusarium globosum,
usam como substrato cereais como o0 milho e o trigo. As ocratoxinas produzidas por
Aspergillus carbanarius, Aspergillus ochraceus e Penicillium verrucosum, usam como
substrato café, uvas, milho. As zearalenonas que sdo produzidas por Fusarium
graminearum, Fusarium culmorum e Fusarium sporotrichioides, sdo normalmente
encontrados também em cerais como milho, sorgo e trigo. O deoxinivalenol produzido
por Fusarium graminearum, Fusarium culmorum e Fusarium sporotrichioides podem
utilizar o trigo, o milho e a cevada como substratos (KUMAR et al., 2008; BRASE et
al., 2009; SANI et al., 2012; MIDORIKAWA et al., 2014).

As aflatoxinas mais estudadas e que mais se destacam, em nivel de
importancia dada em funcdo do potencial toxico — assim como pela alta ocorréncia
nos alimentos —, séo as AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, AFM1 e AFM2. A nomenclatura Bi,
B2, G1 e G2, baseiam-se na fluorescéncia delas sob luz ultravioleta (B=Blue, G=Green)
e na sua mobilidade durante a realizacao de cromatografia de camada delgada (Figura
5). As aflatoxinas M1 e M2 sdo metabdlitos das AFB1 e AFB2, respectivamente.
Apresentam como particularidade a possibilidade de serem formadas no metabolismo
de mamiferos expostos a alimentagédo contaminada por AFB1 e AFB2 (FREIRE et al.,
2007; BRASE et al., 2009; FILAZI e SIRELI, 2013).
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aflatoxina G1 aflatoxinas G2

Figura 5 — Estruturas quimicas das aflatoxinas Bi, Bz, G1 e Go..
Fonte: Freire et al. (2007)

As aflatoxinas da série G diferem quimicamente das da série B devido a
presenca de um anel 3-lactona no lugar do anel ciclopentanona. As aflatoxinas B1 e
G: diferem das aflatoxinas B2 e G2 por possuirem uma ligacao dupla 8,9 no anel
terminal furano. As aflatoxinas M1 e M2 sédo metabdlitos hidroxilados das aflatoxinas
B1 e Bz, respectivamente (JAIMEZ et al., 2000). Essas diferencas estruturais estéo
ligadas ao nivel de toxicidade das aflatoxinas, de acordo com Friend e Franson (1999),
a aflatoxina B1 é a mais comumente encontrada e € a que apresenta maior toxicidade.
Sao soluveis em solventes moderadamente polares como cloroférmio e metanol, além
da solubilidade em agua variar de 10 a 20 mg L™%. Possuem grande estabilidade em
altas temperaturas, porém sdo sensiveis a luz e a radiacdo UV e também sao
destruidas na presenca de solucdes fortemente alcalinas como amoénia e hipoclorito
(WHO, 1979).

Geralmente os efeitos do consumo de aflatoxinas por animais sédo similares
para todas as espécies, porém a suscetibilidade varia de acordo com a espécie, idade,
peso corporal, entre outros fatores. A aflatoxina B:1 quando ingerida através de
alimentos contaminados, passa pelo processo de detoxificacdo pelo citocromo P450
monooxigenase no figado, muitas vezes a AFBi1 € modificada em um produto mais
toxico e carcinogénico, podendo seguir 4 diferentes vias metabolicas: O-desalquilagédo
formando a aflatoxina P1; quetoreducéo gerando o aflatoxicol; epoxidacao gerando a

AFB:1-8-9-epoxido (AFBO) — metabolito altamente toxico, mutagénico e carcinogénico
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—; e, a hidroxilagcdo formando a aflatoxina M1 — altamente toéxica —; a aflatoxina Q1
(que pode ser transformado em aflatoxicol H1 no figado) e a aflatoxina B2a — menor
toxicidade (LEWIS et al., 2005; WU et al., 2009).

A forma epoxido de aflatoxina B1 e exoepoxidos AFB1 se ligam a residuos de
guanina do DNA — formando adutos com os acidos nucléicos. Essa ligacdo forma
adutos guanil-N7 e induz a mutacdes. A mudanca de G para T na terceira base do
codon 249, resulta em uma mutacdo no gene p53 supressor de tumor, que também
esta associado ao mecanismo de iniciagdo da formacdo de hepatocarcinoma. Estes
adutos se transformam em um anel aberto estavel derivado da formamidopirimidina
levando ao aparecimento de mutacdes genéticas, e, consequentemente, cancer. Os
metabdlitos hidroxilados e as demais aflatoxinas ndo sofrem a reacdo de epoxidacao
sendo menos mutagénicos e carcinogénicos do que a aflatoxina B1 (HSU et al., 1991;
MURPHY et al., 2006). Existem grandes diferencas qualitativas e quantitativas nas
habilidades toxigénicas apresentadas por diferentes isolados dentro de cada espécie
produtora de aflatoxinas. Cerca de metade dos isolados de A. flavus produzem
aflatoxinas, podendo chegar a produzir mais de 106 ug kg* (KLICH e PITT, 1988;
COTTY etal., 1994; MIDORIKAWA et al., 2008).

Existem fatores intrinsecos e extrinsecos dos alimentos que estao diretamente
ligados a producdo de aflatoxinas nos alimentos. Como fatores intrinsecos dos
alimentos pode-se destacar o teor de umidade, a atividade de agua (aw) e a
composi¢do nutricional. Como fatores extrinsecos, que afetam diretamente a
producao de aflatoxinas e no desenvolvimento de fungos, destacam-se: temperatura,
umidade relativa, tempo de armazenamento, uso de fungicidas e o microclima
(ARRUS et al., 2005; KABAK et al., 2006).

De acordo com Kabak et al. (2006) a composicéo nutricional dos alimentos —
macronutrientes e micronutrientes —, influencia diretamente na curva de crescimento
dos microrganismos, consequentemente no processo de deterioracdo e possivel
producdo de aflatoxinas nos alimentos. Outro fator importante € o teor de umidade
nos alimentos, pois pode influenciar o desenvolvimento de fungos e producdo de
aflatoxinas. E fundamental manter o teor de umidade o mais baixo possivel, de
preferéncia abaixo de 2% (LORINI et al.,2002). A atividade de agua (aw) do alimento
também interfere no metabolismo de fungos e € medida em uma escala que varia de
0 a 1, refletindo o grau em que a agua esta ligada aos compostos do substrato. Desta

forma, a agua ndo se encontra disponivel para reacfes bioguimicas e para o

27



crescimento de micro-organismo. De forma geral, os alimentos estdo seguros quanto
ao crescimento fungico e possivel producao de aflatoxinas quando a atividade de agua
(aw) € melhor que 0,70. Quanto ao pH, a faixa ideal para a producédo de aflatoxinas é
de pH entre 5 e 6 — faixa em que os fungos encontram condi¢cdes favoraveis de
crescimento (RIBEIRO e SERAVALLLI, 2007).

Dentre os fatores extrinsecos, a temperatura é o que mais afeta diretamente o
desenvolvimento de fungos. A temperatura média ideal do alimento para o
desenvolvimento de fungos produtores de aflatoxinas durante o armazenamento é de
30 °C em regibes tropicais — com faixa de temperatura 6tima entre 25 e 28 °C. A
umidade de equilibrio entre 0 ambiente e o0 alimento € denominado de teor de umidade
relativa (UR%); que esta relacionada com a atividade de agua (aw) e resulta em ganho
ou perda de umidade do alimento — favorecendo ou impedindo o crescimento de
fungos (TANIWAKI e SILVA, 1996; ARRUS et al., 2005). Além disso, o tempo de
armazenamento do alimento também pode favorecer o crescimento de fungos que
exigem baixa umidade e tempo prolongado para se desenvolver, pois, quanto maior o
periodo de armazenagem maior a chance de ocorrer crescimento fungico e a possivel
producado e contaminacao do alimento por aflatoxinas (LOPEZ et al., 2000; ARRUS et
al., 2005).

Muitos paises tém estabelecido leis, tanto para o mercado interno, quanto para
os produtos de importacdo e exportacdo, que especificam os limites aceitaveis de
aflatoxinas em varios alimentos, numa tentativa de minimizar a exposicao a aflatoxinas
(Tabela 6). O Ministério da Saude no Brasil estabelece através da Instru¢cdo Normativa
N° 88, de 26 de marco de 2021, os limites maximos tolerados (LMT) de contaminantes
em alimentos. No Anexo Il da Instrugcdo Normativa N° 88, encontram-se 0s Limites
Maximos Tolerados para Micotoxinas, e, no item 2.2 desse mesmo anexo, estdo
estabelecidos os limites maximos tolerados para Aflatoxinas Bi, B2, G1 e G2 em

castanha-do-Brasil (Tabela 7).

Tabela 6 — Limites Méximos Tolerados para aflatoxinas em alimentos (ug kg™?)

Pais Aflatoxina B: Aflatoxinas Totais
Brasil** 10 10
Mercosul? - 20
Uni&o Europeia® 5 10
Canada* - 15
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EUA* - 20

Australia* - 15
Japéao* 10 10
China* - 20

india* 30 30
Israel* 5 15

Fonte: 1Brasil, 2021; 2Mercosul, 2002; 3CE, 2010; *FAO, 2004.
*Valores especificos para aflatoxinas em castanha-do-Brasil sem casca pronta para consumo (SOUZA, 2016).

Os produtos alimenticios que ndo constam na Instrucdo Normativa N° 88 de
2021, prevalece a legislacdo de 1974 do Ministério da Saude, onde o limite tolerado
de AFB:1 e AFG:1 é de 30 ug kgt (ppb). Para alimentos de consumo animal como
matéria prima e racdes, 0 MAPA estabelece limite maximo tolerado de AFB1, AFB2,
AFG:1 e AFG2 de 50 ug kg? (ppb). Paises integrantes do MERCOSUL, possuem
legislacdo comum a todos os paises, de limite maximo para a presenca de AFB1,
AFB2, AFG:1 e AFG:2 de 20 ug kg (ppb). Porém, a Comisséo Europeia estabeleceu
limites para amendoins apds processamento de 15 ppb para aflatoxinas totais e 8 ppb
para aflatoxina B1 (AFB1). Para castanhas e frutas secas processadas, é estabelecido
limite de 10 ppb para aflatoxinas totais e 5 ppb para AFB1. A exportacéo brasileira de
castanha-do-Brasil obteve uma queda de mais de 90% em 2003, logo apés a Unido
Europeia ter estabelecido esses novos limites de aflatoxinas totais e AFB1. Este é um
exemplo de que a contaminacdo por aflatoxinas nos alimentos ndo € somente um
problema de seguranca alimentar, mas ha, como resultado, implicacdes econémicas
significativas para a inddstria agricola no mundo (MERCOSUL, 2002; ANVISA, 2003;
FAO, 2004; CE, 2010; BITTENCOURT et al., 2012; MIDORIKAWA et al., 2014).

Tabela 7 — Limites Maximos Tolerados para aflatoxinas em alimentos (ug kg)
Micotoxinas Alimento LMT (pg kg?)

Castanha-do-Brasil em

. 20
casca para consumo direto
Castanha-do-Brasil sem 10
Aflatoxinas By, B2, G1 e G2 casca para consumo direto
Castanha-do-Brasil sem
casca para processamento 15

posterior
Fonte: Instrucdo Normativa N° 88, de 26 de marco de 2021 (BRASIL, 2021).

29



2.2.3 Metodologia de deteccao de aflatoxinas em alimentos

O Brasil tem sofrido com questionamentos quanto a qualidade de seus produtos
agricolas, principalmente de produtos como a castanha-do-Brasil, castanha de caju e
0 amendoim — devido ao risco de contaminagcdo por micotoxinas. Esses
guestionamentos sao feitos principalmente pelos Estados Unidos e Europa; essas
castanhas sdo consumidas principalmente in natura e a contaminacéao, principalmente
por aflatoxinas, pode atingir o consumidor final, por isso h4 uma grande preocupacéo
quanto a origem e o processo de beneficiamento. A cadeia produtiva da castanha-do-
Brasil tem sido ameacada pelas dificuldades de adequacdo quanto aos padrdes
tecnoldgicos que séo exigidos pelo mercado externo (MIDORIKAWA, 2014; RIBEIRO
et al., 2020).

Nos ultimos anos a qualidade da castanha-do-Brasil aumentou devido ao
Codex Alimentarius — programa conjunto da Organizacdo das Nacdes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo (FAO) e da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), criado
com o objetivo de estabelecer normas internacionais na area de alimentos, incluindo
padrbes, diretrizes e guias sobre Boas Praticas e de Avaliacdo de Seguranca e
Eficacia (ANVISA, 2016). Porém, mesmo com essas recomendacdes a contaminag¢ao
dessas castanhas exportadas por aflatoxinas ainda pode ocorrer. As regides Norte do
Brasil sdo as mais afetadas pela contaminacao, pois, o extrativismo da castanha-do-
Brasil é realizado por populagbes ribeirinhas e quase ndo h& beneficiamento.
Exemplos de como sao identificados os pontos criticos de contaminacdo dentro do
processo da cadeia produtiva € a secagem e o armazenamento dos produtos; ficam
expostos a aeragdo natural para secagem, ou o armazenamento das castanhas
ocorrem com elas ainda umidas (MIDORIKAWA et al., 2014).

Varios sdo os métodos que podem ser utilizados na analise e deteccdo de
aflatoxinas nos alimentos. Grande parte desses métodos sdo compostos por etapas
de extracao, limpeza, separacdo, detecgcdo, quantificagcdo e confirmacdo (SCOTT,
1991). Um desses métodos é a identificacdo morfolégica; apesar de ser um método
convencional € um meétodo lento que necessita de especialistas em morfologia e
taxonomia de fungos. A diagnose morfolégica identifica apenas o fungo
micotoxigénico, porém ndo hé identificagdo da toxina produzida por ele. Para deteccao
da micotoxina produzida por fungos, um dos primeiros métodos utilizados, na década

de 1960, foi o da cromatografia em camada delgada (CCD). Ao longo dos anos, e com
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0 avanco tecnologico, surgiram novas metodologias e estudos de amostragem e
validacéo, ocasionando uma maior precisdo e confiabilidade dos resultados (GILBERT
e ANKLAM, 2002; WHITAKER, 2003; MURPHY et al., 2006). Os principais métodos
utilizados hoje em dia para determinacdo de aflatoxinas em alimentos séao:
cromatografia em camada delgada, fluorimetria, cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas ou ao detector por ionizacdo em chama, cromatografia
liguida de alta eficiéncia, imunoensaios (ELISA), cromatografia de imunoafinidade,
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas e, mais recentemente,
diagnose molecular (REN et al., 2007; MIDORIKAWA et al., 2008; ZHAO et al., 2012;
MIDORIKAWA et al., 2014).

2.2.4 Contaminacédo da castanha-do-Brasil por fungos e Aflatoxinas

Os primeiros relatos na literatura sobre a contaminacdo de améndoas e
castanhas contaminadas por fungos do género Aspergillus e da associacdo destes
com a producdo de aflatoxinas ocorreu na década de 1960 (SHIBAMOTO e
BJELDANES, 2014). Almeida (1963), realizou um dos primeiros trabalhos sobre a
exportacdo e importancia na economia amazodnica da castanha-do-Brasil, relatou
possiveis contaminacdes na cadeia produtiva deste produto. Os danos mecanicos da
castanha-do-Brasil sdo um dos principais fatores que favorecem a contaminagao por
fungos e a producéao de aflatoxinas. Ocorrem por diversos motivos: queda dos ouri¢os
no solo, acdo de animais, transporte da floresta até os locais de armazenamento,
recepcao das usinas de beneficiamento, ou até no transporte da exportacdo, quando
a castanha ja foi beneficiada. Os danos mecanicos permitem a absor¢cdo de umidade
do ambiente, além de permitir uma possivel invaséo, penetracao e proliferagcdo dos
esporos de fungos no interior das castanhas (tornando-se o0 meio nutritivo), permitindo
o desenvolvimento dos fungos e possiveis producao de aflatoxinas (PACHECO, 2007;
PACHECO e SCUSSEL, 2009).

Fatores como secagem, teor de umidade e atividade de agua sao importantes
na cadeia produtiva de castanha-do-Brasil. A secagem realizada de maneira
inadequada pode ocasionar uma ma distribuicdo do calor, o que pode ocasionar um
teor de umidade na castanha maior do que o adequado — favorecendo ainda mais 0
crescimento de fungos. Quanto ao teor de umidade, € considerado seguro para a

estabilidade da castanha-do-Brasil, um teor de umidade em torno de 13% — abaixo
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da umidade critica de 15%. Para a atividade de agua (aw) € importante observar que
ha fungos que toleram aw menor que 0,70. As castanhas-do-Brasil desidratadas (aw <
0,70), podem permanecer estaveis por um periodo maior na etapa de armazenamento
(até 180 dias), principalmente se forem embaladas a vacuo (BRASIL, 2004; ARRUS
et al., 2005).

Outro fator importante para o crescimento de fungos e a producdo de
aflatoxinas é o periodo que castanha-do-Brasil fica armazenada, principalmente nas
primeiras etapas da cadeia produtiva — desde a coleta, diversos tipos de transporte
e beneficiamento —; pois, essas etapas ocorrem em ambientes que possuem
umidade e temperatura elevadas e, portanto, favoraveis a contaminacao fangica, com
a consequente producéo de aflatoxinas. Segundo Arrus et al. (2005) uma importante
estratégia para evitar a contaminacdo de castanha-do-Brasil por aflatoxina é a
prevencdo do crescimento do fungo apos a coleta do produto mediante controle
adequado de temperatura e umidade relativa do ar durante o armazenamento. Nunes
et al. (2003) relatam que o fungo pode ndo estar presente no produto, mas suas
micotoxinas podem permanecer, pois estas ndo séo facilmente eliminadas. Por isso a
importancia de se utilizar todas as medidas de boas préticas de fabricacdo, a fim de
se evitar este problema (BRASIL, 2017).

Hé& uma preocupacao e uma necessidade de aprimoramento das condicdes de
armazenagem de castanha-do-Brasil na floresta, no beneficiamento e no transporte
em todas as etapas da cadeia produtiva desse produto. Existem varios tipos de
armazenagem para alimentos a granel ou embalados, acondicionados em silos ou em
armazeéns graneleiros, em atmosferas naturais ou controladas. Dentre as atmosferas
controladas os gases mais utilizados sé@o o nitrogénio, o gas carbdnico e o gas ozénio.
Devido as condic¢des precarias de armazenagem da castanha-do-Brasil e do seu risco
guanto a contaminacdo em diversas etapas da cadeia produtiva, o0 gas 0z6nio surge
como uma alternativa, pois trata-se de um gas antimicrobiano, com alto potencial
oxidante, sendo capaz de degradar micotoxinas, além de ndo deixar residuo nos
alimentos (KIM et al., 1999a; AGRIOPOULOU et al., 2016; FERREIRA et al., 2017).
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2.3 0Ozobnio
2.3.1 Historico

De acordo com o livro "Ozone" de 1920 do fisico-quimico E. K. Rideal, que faz
0 primeiro panorama historico das pesquisas com 0zo6nio, 0s primeiros relatos do
0zo6nio surgiram na Holanda em 1783 com um cientista holandés chamado Martin Van
Marum, que evidenciou que o ar submetido a uma série de faiscas elétricas em sua
maquina eletrostatica adquiria um forte odor caracteristico. Em 1801, Cruickshank
demonstrou que o gas produzido pela decomposicéo eletrolitica de acidos diluidos em
certas condicdes, possuia certo odor semelhante ao demonstrado por Martin Van
Marum. Esses dois pesquisadores néo elucidaram e néao foram a fundo sobre a origem
de tal substancia, apenas mostraram os resultados de seus experimentos. Em 1840 o
fisico alemdo Schonbein demonstrou que o cheiro caracteristico do oxigénio em
descargas elétricas e eletrdlise na verdade era um novo gas, o qual foi nomeado por
ele de "ozone", palavra derivado do grego “oleiv’, ozein — que significa “cheiro”
(RIDEAL, 1920).

Bequerel e Freny foram os primeiros a demonstrar que o oxigénio poderia ser
convertido em ozonio. Utilizaram um experimento simples: um tubo de descargas
elétricas contendo oxigénio (O2) para geracdo de 0zonio (O3); com a adi¢do de solucdo
de lodeto de Potéassio (KI) o o0zbénio era consumido na medida em que era formado
(RIDEAL, 1920; OLIVEIRA e WOSCH, 2012). Pesquisas sobre as propriedades
oxidantes do oz6nio foram conduzidas por Hunt em 1848, o que |he permitiu postular
que a estrutura molecular do ozénio é formada por um triangulo triatbmico de oxigénio,
uma forma alotropica de O2. O primeiro gerador de ozbnio propriamente dito, foi
desenvolvido por Werner von Siemens na Alemanha em 1857, baseado no efeito
corona — descarga elétrica produzida pela ionizacdo de um fluido nas redondezas de
um condutor. Em 1888 a primeira patente foi emitida por Fewson nos Estados Unidos,
gue tinha por finalidade remover odores provenientes de esgotos (GRAHAM et al.,
1997; NOVAK e YUAN, 2007).

Um dos primeiros usos do oz6énio como sanitizante foi com o tratamento de
agua, onde o primeiro experimento com essa finalidade foi instalado em 1893 na
Holanda e posteriormente em 1906 comecgaram os estudos na Universidade de
Sorbonne em Paris, Franga. Estudos com este novo composto comegaram com O

quimico Marius Paul Otto, que evidenciou em sua tese, “Recherches sur I'ozone” —
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Pesquisas em Ozonio, a acdo antimicrobiana do 0z6nio e deu inicio a sua utilizacéo
em estagdes de tratamento de agua e esgoto em 1907, criando a “Compagnie des
Eaux et de 'Ozone” (CEQ) — Companhia de Agua e de OzO6nio. O ozénio ja era
utilizado em mais de 100 estacOes de tratamento na Franga em 1936 e em 40
diferentes lugares do mundo. Em escala comercial, no tratamento de agua, o 0z6nio
foi instalado em 1940 nos Estados Unidos (RIDEAL, 1920; GRAHAM et al., 1997,
NOVAK e YUAN, 2007).

A ozonizacdo como sanitizante jA& € uma tecnologia que vem sendo
desenvolvida desde meados do inicio do século XX. Como exemplo temos a
desinfeccdo de agua na Franca ha mais de 100 anos. Em pouco mais de um século
diversas areas do conhecimento adotaram pesquisas com 0zénio. Na conservacao de
alimentos o ozonio foi utilizado pela primeira vez em 1909, em camaras frias de
estocagem de carne, que aquela época nao atingiu grandes propor¢cées como uma
agente conservante devido seu custo inicial comparado com outros produtos mais
baratos como, por exemplo, o cloro (CHIATTONE et al., 2008). Em 1972 utilizam o
0zOnio para o tratamento de aguas residuais na Alemanha. Ja em 1977 na RUssia o
uso do ozénio como agente microbicida em alimentos tornou-se evidente, utilizaram-
se do gas para reduzir Salmonella em ovos com casca. No Brasil, os primeiros
experimentos com o0z6énio comecaram em 1983, segundo Dalsasso (1999), quando
surgiu a necessidade de algumas estacfes de tratamento de agua buscar formas
alternativas para o tratamento, substituindo métodos convencionais como pré-
cloracdo e pré-aeracdo de aguas superficiais (SANTOS, 2008).

O ozbnio foi declarado como uma substancia segura (GRAS — "Generally
Reconined as Safe"), pelo FDA (Food and Drug Administration) em 1982, sendo seu
uso permitido apenas como sanificante para agua engarrafada. Alguns anos mais
tarde a utilizacdo do oz6énio como aditivo direto em alimentos foi permitido pelo FDA,
possibilitando assim o uso do 0z6nio como agente antimicrobiano no tratamento,
armazenamento e etapas de processamento de alimentos (GRAHAM et al., 1997; KIM
et al., 1999a; SOPHER et al., 2002; GUZEL-SEYDIM et al., 2004; FDA, 2013).

Atualmente essa tecnologia tem sido destinada para diversos fins, tais como:
tratamento de aguas de piscinas, sanitizacdo de recipientes de agua, alimentos,
plantas, equipamentos, conservagao de frutas e hortalicas etc. Outras areas do
conhecimento como a medicina, tém comecado a adotar o uso do 0z6nio na chamada

ozonioterapia, em diversas pesquisas referentes a saude humana (MENDEZ et al.,
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2003; GUZEL-SEYDIM et al., 2004; SOUSA et al., 2008; OLIVEIRA-JUNIOR e

LAGES; 2012). A Tabela 8 traz um panorama da histéria da aplicacao e regulacéo do

0z06nio ao longo dos anos.

Tabela 8 — Historia da aplicacdo e regulacédo do ozbnio

Ano Realiza¢cbes

1839 Descoberta do 0zénio por Schénbein.

1895 A férmula molecular do ozénio é determinada por Soret.

1886 O potencial do 0zbénio para desinfeccao de dgua poluida é reconhecido na Europa.

1891 Os re§ultados de testes feitos na Alemanha mostram que o ozénio é eficaz contra
bactérias.

1893 Erimeira aplicacdo em grande escala usando 0z6nio para agua potavel nos Paises

aixos.

1906 A Franca encomenda sua primeira usina municipal de 0zénio para 4gua potavel.

1909 Ozbnio usado na preservacdo de carne na Alemanha.

1914 O interesse pelo ozbnio para o tratamento da dgua comec¢a a diminuir devido a
pesquisa e producdo de gés cloro, bem mais barato nessa época (custos energeéticos).

1936 Ozdnio usado para depurar mariscos na Franca.

1939 Ozo6nio utilizado para impedir o crescimento de levedura e mofo durante o
armazenamento de frutas.

1942 Ozbdnio usado em depdsitos de ovos e em depdsitos de queijos nos EUA.

1957 Ozébnio implementado para oxidacdo de ferro e manganés em agua potavel na
Alemanha.

1964 A floculacéo espontanea em camaras de contato com ozénio leva a Franga a construir
uma planta de ozénio para melhorar a remocao de particulas.
Ozbnio empregado para controlar a cor de aguas superficiais na Irlanda e no Reino

1965 Unido. Ozénio usado para oxidar micropoluentes, como compostos fendlicos e varios
pesticidas na Suica.

1970 Ozbnio explorado para controle de algas na Franca

1982 FDA concede status GRAS (Generally Recognised as Safe) na desinfeccdo com
0z0nio em agua engarrafada.

1087 600 MGD (milhdes de galdes por dia) planta de ozonizacdo em linha, na cidade de
Los Angeles apds sete anos de testes-piloto.

1995 Aprovacéo do oz6nio pelo FDA como uma substancia GRAS para desinfeccdo de
agua engarrafada.
O Painel de Especialistas, convocado pelo Instituto de Pesquisa de Energia Elétrica

1997 (EPRI), afirma que o ozénio é um GRAS para contato direto com alimentos. A FDA
ndo se opde a esta afirmacdo GRAS.
O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) rejeita um protocolo de

1999 0z0nio para aplicacéo de carne, citando a declaracdo GRAS de 1982 para desinfeccao
de agua engarrafada na qual a FDA declarou que "qualquer outro uso deve ser
regulado por uma peticdo de aditivo alimentar".

2000 Uma peticdo de aditivo alimentar (FAP) apresentada pelo EPRI solicita a aprovacdo
do 0zbnio pelo FDA para contato direto com alimentos.
A FDA aprova o ozbnio como um aditivo alimentar direto, como um agente
antimicrobiano (Federal Register, Vol. 66, no. 123, 26 de junho). O Instituto Americano
da Carne registra uma carta com o FSIS (Servico de Inspec¢éo e Seguranca Alimentar
da FDA) dos EUA solicitando uma interpretacdo do escopo da regra do FDA. Em sua

2001 . ,‘ -
resposta, o FSIS determina que, “O uso de ozénio em produtos de carne e aves,
incluindo o tratamento de produtos prontos para consumo de carne e aves
imediatamente antes da embalagem, é aceitavel”, e que ndo ha “problemas de
rotulagem no produto tratado”.

2004 A FDA emite orientacdes e recomendagdes industriais para processadores de suco

de maca ou cidra sobre o0 uso de 0zb6nio para fins de reducdo de patégenos.

Fonte: Tiwari e Rice (2012).
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2.3.2 Propriedades fisico-quimicas do Ozonio

O ozo6nio (O3), ou oxigénio triatbmico, € uma molécula instavel formada pela
adicdo de um &tomo de oxigénio & molécula diatbmica de oxigénio (O2), que pode ser
produzido naturalmente como resultado de relampagos ou radiacao ultravioleta (KIM
et al., 1999a). Sinteticamente, a nivel industrial, 0 gas oz6nio € gerado pelo método
de descarga elétrica no gas oxigénio, conhecido como descarga por efeito corona —
Figura 6 —, 0 mesmo utilizado no primeiro equipamento criado por Siemens em 1857
(GLAZE, 1987; BALAKRISHNAN et al., 2002; OLIVEIRA e WOSCH, 2012).

O efeito corona, na geragdo de 0zonio, consiste na passagem de gas contendo
oxigénio puro ou outras misturas de ar, através de alta energia em descarga elétrica.
Moléculas de oxigénio sao dissociadas e produzindo radicais livres altamente reativos,
que ao reagir com outras moléculas de oxigénio formam o 0zdénio (Os), como indicado
na Figura 7 (TRAMBARULO et al., 1953; KIM et al., 1999a; NOVAK e YUAN, 2007).

O

. o 02 :
S 116,49°
| / 5 5
Hibrido de

Descarga
Eléetrica

Ressonancia

Figura 6 — Mecanismo de formacéo do Oz6nio (Os) a partir de moléculas de Oxigénio (O>) e
0 angulo de formagdo em um dos hibridos de ressonancia do ozénio.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O gas o0zbnio possui um elevado potencial oxidativo que o destaca como um
otimo sanitizante em alimentos. Esse potencial oxidativo € o terceiro mais poderoso
encontrado na natureza, a nivel comercial é o segundo, ficando atras apenas do flior
(Tabela 9). O potencial oxidativo do 0zbnio é de aproximadamente 2,07 mV, enquanto
o do fluor consiste em aproximadamente 3,06 mV. Ja o cloro utilizado na sanitizacao
de alimentos possui um potencial de aproximadamente 1,36 mV (KIM et al., 1999a;
GUZEL-SEYDIM et al., 2004; MAHMOUND e FREIRE, 2007). Este elevado poder de

oxidacao do ozonio confere uma elevada capacidade na desinfeccdo e esterilizagéo
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de alimentos, com um menor tempo de contato e menores concentracdes, tornando o

uso do 0z6nio como um sanitizante potencial na industria.

Tabela 9 — Diferentes agentes oxidantes e 0s respectivos potenciais de oxidacdo

Agente Oxidante Potencial de Oxidagéao (mV)
Flaor 3,06
Ozo6nio 2,07
Peréxido de hidrogénio 1,78
Permanganato 1,67
Dioxido de cloro 1,5
Hipoclorito 1,49
Cloro 1,36

Fonte: Glzel-Seydim et al. (2004); Mahmound e Freire, (2007).

2.3.3 Caracteristicas do Oz6nio em meio aquoso

O ozbnio é um gas instavel, possui um tempo de meia vida curto
(aproximadamente 20 min em agua a 20 °C), é parcialmente soluvel em agua e, assim
como a maioria dos gases, aumenta sua solubilidade a medida que a temperatura
decresce (KIM et al., 1999a; WYSOK et al., 2006). O ozbnio segue a lei de Henry, que
afirma que um gas em solucdo, em uma dada temperatura, € linearmente proporcional
a pressao parcial do gas. A taxa de solubilidade do ozénio, segundo Khadre et al.
(2001), aumenta conforme diminui a temperatura da agua. Khadre et al. (2001)
apresentaram um resultado de um logaritmo negativo quando se relaciona a
dissolugcao de ozdnio em agua com a temperatura variando na taxa de 0,5°C a 43°C.
A Tabela 10 mostra a solubilidade do 0z6nio em agua de acordo com a temperatura.
Essa solubilidade do ozénio em meio aquoso dependera também do contetdo de
matéria organica no meio, pois quanto menor a concentracdo de matéria organica,
maior sera o tempo de meia vida do ozénio em agua (GRAHAM et al., 1997; KIM et
al., 1999b).

Kim (1998) relata que quanto maior a quantidade de matéria organica presente
na agua menor a estabilidade do gas. Em experimento, esse autor borbulhou ozénio
em agua destilada e em agua de torneira e monitorou as amostras a 25°C durante 8
minutos. A concentracdo de ozonio diminuiu em uma taxa mais acentuada na agua
de torneira em relagdo a agua destilada, demonstrando que o o0z6nio degrada em

maior propor¢cado em agua de torneira que em agua pura.
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Tabela 10 — Solubilidade do gas 0zdnio em meio aquoso de acordo com a temperatura

Temperatura (°C) Solubilidade L Os/ L H.O
0 0,640
15 0,456
27 0,270
40 0,112
60 0

Fonte: Rideal, 1920; Gizel-Seydim et al., 2004; Wysok et al., 2006.

A decomposicdo do 0zénio em meio aquoso € caracterizada por uma rapida
diminuicdo da concentracéo inicial, com uma fase posterior na qual a concentracao
de oz6nio diminui segundo uma cinética de primeira ordem, sendo que os radicais
hidroxila (OH) s&o os principais produtos desta decomposi¢cédo (KIM et al., 2003;
ALMEIDA et al., 2004). O ozbnio pode reagir com compostos organicos em solucéo
aguosa através da reacdo direta: o proprio ozébnio molecular atua; e, da reacao
indireta: envolve reacdes com os radicais hidroxila (OH), formados da decomposicao
do 0zbnio em meio aquoso, descritos acima. Essa reacao indireta ndo € seletiva, pois
ela é capaz de promover um ataque a compostos organicos 106-10° vezes mais rapido
gue alguns agentes oxidantes como, por exemplo, o H202 e o proprio ozodnio.
Predominantemente processos de desinfec¢cdo ocorrem via 0z6nio molecular, ja
processos de oxidacdo podem ocorrer tanto por meio do ozénio molecular, via direta,
como dos radicais hidroxila, via indireta — Figura 7 (ALMEIDA et al., 2004; DI
BERNADO e DANTAS, 2005; SILVA et al., 2011).

+R —— > R,y —> Reacdo direta

03/

R 5 2 i
- s 1 —» Reacao por radicais
OH : R ox livres

+OH —>

Figura 7 — Reacdo de como o ozbnio pode agir em relacdo a outros compostos (R) em
solugéo aquosa.
Fonte: Eriksson et al. (2007).

Outro fator importante que leva a rapida decomposicdo do ozénio em meio
aguoso e a formacédo de radicais hidroxila (OH), assim como outros compostos
oxidantes com distintas reatividades, sdo ambientes que apresentam altos niveis de

pH. As alteragbes na eficiéncia do processo de desinfeccdo, quando ha uma
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representativa variagdo no pH do meio, relacionam-se com mudancas na taxa de
decomposicdo do ozbénio (KIM et al., 2003; DI BERNADO e DANTAS, 2005). Segundo
Kim (1998) e Khadre e Yousef (2001), a estabilidade do 0z6nio em agua decresce
quando o pH do meio aumenta; quando esse pH € superior a 8,0 praticamente metade
do ozonio introduzido é decomposto em varias formas intermediarias de oxigénio, num
periodo de 10 min (KIM et al., 2003; WYSOK et al., 2006).

A potencialidade do 0zbnio, na forma de gas e dissolvido em agua, na industria
alimenticia € grande, pois trata-se de um dos mais potentes sanitizantes na
esterilizacdo de bactérias em alimentos. As vantagens da utilizacdo do ozénio na
industria alimenticia sdo grandes, pois descarta a necessidade de manipulacéo,
armazenamento (€ produzido in loco) ou de recipientes de produtos quimicos, nao
gerando residuos, pois sua autodecomposicédo € rapida convertendo-se em oxigénio,
nao deixando residuos nos alimentos tratados (KIM et al., 1999a; NAITO e
TAKAHARA, 2006).

2.3.4 Seguranca do Trabalho na aplicagéo do Ozonio

Na aplicacdo do oz6nio deve-se ter cuidado especial quanto ao local em que o
gas sera injetado, pois 0 0zénio em altas concentracdes € um gas tdéxico ao homem e
aos animais, sendo o primeiro alvo o trato respiratério (HOOF, 1982; GUZEL-SEYDIM
et al., 2004). O uso de um sistema seguro € de importancia primaria na aplicacdo do
ozo6nio na industria de alimentos. Sao essenciais sistemas de deteccdo e destruicdo
do gas 0zonio para a seguranca dos trabalhadores. E necessario a instalaco no local
de ozonizagdo um detector com célula ajustada para medicéo da concentracao do gas
na faixa entre 0,01 e 100 ppm; além disso, outro equipamento essencial € o destruidor
térmico ou catalitico de 0zonio que deve ser instalado com a finalidade de acelerar a
decomposicao do ozénio residual na saida do sistema (DAMEZ et al., 1991; KHADRE
et al., 2001).

Vale ressaltar que essa toxidade do ozénio desaparece quando este se
decompde em oxigénio. No Brasil, a exposi¢cdo ao gas 0z6nio segue a determinagéo
do Ministério do Trabalho e Emprego por meio da Norma Regulamentadora N° 15 (NR
15), aprovada pela Portaria N° 3.214/78, que disponibiliza os limites de tolerancia do
ozobnio (descrito como Ozona na norma), em atividades/operagdes que o trabalhador

podera ficar exposto; diversos institutos (Tabela 11) realizaram estudos referentes aos
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niveis de exposicdo ao gas ozonio. O limite do gas para trabalhos de até 48 horas
semanais é de 0,08 ppm ou 0,16 mg/m3 (BRASIL, 1978).

Tabela 11 — Referéncia dos Niveis de Exposicdo para Ozénio

Concentracéao Tempo de exposicao
Instituicdo maxima permitida  para o ser humano em
(ppm) no ar ar ozonizado
Food and Drug Administration
(FDA) 0,05 8 hs
Occupational Safety and Health
Administration (OSHA) 0,10 8hs
National Institute of Occupational
Safety and Health (NIOSH) 0.10 Permanente
Environmental Protection Agency
(EPA) 0,08 8 hs
Ministério do Trabalho e Emprego 0,08 48/semana

(Brasil) — Portaria 3214/78

Fonte: Gongalves, 2009.

2.4 0Oz6nio no armazenamento de castanha-do-Brasil

Deve-se observar que para a maioria dos alimentos, suas embalagens devem
conter o minimo possivel de oxigénio, pois o objetivo é retardar o crescimento
microbiano aerébio e reduzir o grau de oxidacdo (GODOY, 1995). Para se obter um
eficiente processo de atmosfera modificada, é necessario o monitoramento de
parametros como: analise da composi¢cao gasosa no interior da embalagem, analises
fisico-quimicas e microbiologicas e avaliacdo sensorial durante a vida util do produto.
Atmosfera modificada no armazenamento pode ser definida como um dos métodos
de preservacdo dos alimentos que mantém a qualidade natural de produtos
alimentares, além de alargar a vida de prateleira (SOUZA e MENEZES, 2004;
AGUAYO et al., 2006).

O processo de prevencao e controle dos diversos tipos de micotoxinas, dentre
as quais as aflatoxinas, apés mais de 50 anos da sua descoberta, ainda nao
apresentaram um modelo seguro, eficaz e de solucao definitiva (PRADO et al., 2006).
Isso se deve ao fato de que muitas micotoxinas se destacam por apresentar
significativa estabilidade quimica, acarretando sua persisténcia no produto, mesmo
apos a remocéao dos fungos durante as etapas do processamento (BITTENCOURT,

2005). Nesse cenario, diversos pesquisadores tém estudado técnicas que sejam
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eficazes na prevencéo e controle de aflatoxinas em alimentos. Varios procedimentos
tém sido propostos com o intuito de minimizar a ingestédo de alimentos contaminados
por aflatoxinas (OGUZ et al.,, 2002) e levam em consideracdo estratégias de
descontaminacéo e detoxificacdo. Dentre os diversos procedimentos propostos tem-
se 0 tratamento com amoénia, com bissulfito de sodio, adicdo de adsorventes e
ozonizacado. A utilizacdo do ozbénio como alternativa no controle de aflatoxinas em
alimentos tem sido objeto de inimeros estudos, inclusive avaliando esse gas como
agente fungicida e na degradacdo dessas substancias (MCKENZIE et al., 1997,
MCKENZIE et al., 1998; PRUDENTE e KING, 2002; INAN et al., 2007; ALENCAR et
al., 2012; SAHAB et al., 2013; AGRIOPOULOU et al., 2016).

O ozobnio, que se destaca por seu elevado potencial oxidativo, pode atuar na
inativacdo ou inibicdo do desenvolvimento de espécies de fungos potencialmente
aflatoxigénicos nas diversas commodities. Sabe-se que em produtos agricolas o gas
ozobnio inibe ou retarda o desenvolvimento de fungos dos géneros Aspergillus,
Fusarium, Geotrichum, Myrothecium e Mucor, dentre outros (RAILA et al., 2006; WU
et al., 2006; ALENCAR et al., 2012; SAVI e SCUSSEL, 2014; SANCHEZ et al., 2016),
além de outros microrganismos, como virus e bactérias (KIM et al., 1999a; KHADRE
et al., 2001; AGUAYO et al., 2006; OZTEKIN et al., 2006; WHANGCHAI et al., 2006).

A inativacao ou inibicdo do desenvolvimento de microrganismos pelo ozénio, a
partir da oxidacdo de componentes celulares vitais, € um processo considerado
complexo, em que o gas atua sobre constituintes da membrana e da parede celular,
como os acidos graxos insaturados, assim como elementos do conteudo celular, como
enzimas e acidos nucléicos. Os microrganismos sao inativados pelo rompimento da
célula, em decorréncia da acdo do 0z6nio molecular ou dos radicais livres gerados
durante a decomposicéo do gas (GUZEL-SEYDIM et al., 2004; PASCUAL et al., 2007;
CULLEN et al., 2009). Segundo Victorin (1992), existem dois mecanismos do 0z6nio
na destruicdo de biomoléculas. No primeiro mecanismo, ocorre a oxidacao de grupos
sulfidrila e aminoacidos de enzimas, proteinas e peptideos pelo ozénio. No segundo
mecanismo, 0 gas atua como agente oxidante de &cidos graxos polinsaturados a
peroxiacidos. E importante mencionar que o ozénio foi classificado como GRAS
(Generally Recognized as Safe) nos Estados Unidos e liberado pelo FDA (Food and
Drug Administration) para uso em alimentos, tanto na forma gasosa quanto dissolvido

em agua, como agente antimicrobiano (FDA, 2001).
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No que se refere degradacéo de aflatoxinas em alimentos pelo 0zdnio gasoso,
encontram-se na literatura relatos nos quais esse gas é testado como composto capaz
de oxidar essa toxina. De acordo com Mckenzie et al. (1998), o 0zbnio é capaz de
oxidar as aflatoxinas, e, os produtos da reacdo sao aldeidos, cetonas, acidos e didxido
de carbono. Prudente e King (2002) avaliara a eficacia do processo de ozonizacéo
na degradacao de aflatoxina em graos de milho com umidade entre 10 e 12% b.u. A
aplicacado do ozonio ocasionou reducéo de 92% na concentracdo de aflatoxinas no
produto. Inan et al. (2007) estudaram o poder detoxificante do gas oz6nio sobre
aflatoxinas em pimenta vermelha. Os autores testaram trés concentracdes do gas
ozobnio (16; 33 e 66 mg L) e quatro periodos de exposicédo (7,5; 15; 30 e 60 min) e
obtiveram reducédo de 80 e 90% de Aflatoxina Bi1, apds 60 min, para as concentracdes
do géas ozobnio de 33 e 66 mg L1, respectivamente. Alencar et al. (2012) ozonizaram
graos de amendoim na concentracdo de 21 mg L1, por até 96 h e verificaram reducéo
nos teores de aflatoxinas totais e aflatoxina Bi equivalente a 30 e 25%,
respectivamente. Luo et al. (2014) ozonizaram graos de milho contaminados com 83
ppb de Aflatoxina B1. Foi testada a concentracdo do gas de 90 mg L, por 20 e 40
min, com reducBes da concentracdo da toxina equivalentes a 78,2 e 88,1%,
respectivamente.

Outra possibilidade de aplicacdo do ozénio é em meio aquoso, tendo sido
testado na inativacdo de microrganismos em produtos de origem vegetal e na
inativacdo de micotoxinas, inclusive aflatoxinas (AGRIOPOULOU et al., 2016;
FERREIRA et al.,, 2017; MAXIMIANO et al.,, 2018). Agriopoulou et al. (2016)
estudaram a cinética de decomposicao de aflatoxinas em meio aquoso, em diferentes
combinagbes de concentracdo e temperatura. Esses autores verificaram que
degradacdo mais rapida nas aflatoxinas B1 e Gi1, em comparac¢do com as aflatoxinas
B2 e G2. O géas o0zobnio é parcialmente solivel em agua e, assim como a maioria dos
gases, aumenta sua solubilidade a medida que a temperatura decresce (KIM et al.,
1999a; WYSOK et al., 2006). A solubilidade do 0zénio em meio aquoso depende do
conteudo de matéria organica no meio, pois quanto menor a concentracao de matéria
organica, maior é o tempo de meia vida do 0z6nio em agua (GRAHAM et al., 1997,
KIM et al., 1999b). O 0z6nio pode reagir com compostos organicos em solucdo aquosa
através da reacao direta: o proprio ozonio molecular atua; e, da reacao indireta:
envolve reacdes com os radicais hidroxila (OH), formados da decomposi¢ao do 0zénio

em meio aquoso. Predominantemente processos de desinfec¢cdo ocorrem via 0z6nio
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molecular, ja processos de oxidacdo podem ocorrer tanto por meio do 0zbnio
molecular, via direta, como dos radicais hidroxila, via indireta (ALMEIDA et al., 2004;
DI BERNADO e DANTAS, 2005; SILVA et al., 2011).

Diante do elevado potencial oxidativo do gas 0z6nio — aproximadamente 2,07
mV —, e dos radicais hidroxilas presentes na agua ozonizada (KIM et al., 1999a), faz-
se necessario o estudo aprofundado das caracteristicas morfologicas e genéticas dos
fungos produtores de aflatoxinas; pois, como relata Fountain et al. (2016), fungos
toxigénicos e atoxigénicos empregam mecanismos distintos para remediar o dano
oxidativo, e, um desses mecanismos em fungos toxigénicos € a producdo de
aflatoxinas e a biossintese de aflatrem para remediar o estresse oxidativo consumindo
0 excesso de oxigénio. A producdo de metabdlitos secundarios tais como as
aflatoxinas, pode aumentar a tolerancia ao estresse oxidativo de Aspergillus secéo
flavi (ROZE et al., 2013). Por isso, € importante o estudo das relacdes entre o estresse
oxidativo propiciado pelo ozbnio, em diferentes concentracdes e tempo de exposicao,
com a expressado génica de diferentes isolados de Aspergillus, produtores e néo
produtores de aflatoxinas. De acordo com Fountain et al. (2014) e Fountain et al.
(2016), genes biossintéticos da aflatoxina e genes das enzimas antioxidantes sdo co-
expressos e altamente correlacionados com a biomassa fangica sob estresse
oxidativo propiciado por H20:2. Isso sugere que esses metabolitos secundarios podem
ser produzidos como parte de respostas coordenadas do estresse oxidativo em A.
flavus, juntamente com a expresséao do gene da enzima antioxidante e a regulagéo do
desenvolvimento.

Apesar de serem encontrados na literatura diversos trabalhos com o uso de
0z6nio como agente antimicrobiano e na degradacéo de micotoxinas, ha caréncia de
relatos em que essa tecnologia € testada em castanha-do-Brasil, quer na forma
gasosa ou em meio aquoso. Silva et al. (2013) avaliaram a eficicia da 4gua ozonizada
no controle de A. flavus em castanha-do-Brasil e indicaram grande potencial dessa
técnica na inativagcdo dos microrganismos. Ressalta-se que a castanha-do-Brasil se
destaca pelo elevado teor de lipideos, o que pode acelerar o processo de degradacao
do ozbnio. Entdo, é importante a realizagdo de pesquisa com o intuito de avaliar a
eficdcia do 0zbnio gasoso e em meio aquoso na inativacao de fungos aflatoxigénicos,
na degradacao de aflatoxinas em castanha-do-Brasil e possiveis efeitos na qualidade

do produto, tendo em vista a saude do consumidor e a importancia comercial desse
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produto para que assim, seja possivel estabelecer binbmios “concentragado versus

periodo de exposi¢ao”.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do gas ozo6nio dissolvido na agua em diferentes combinagdes
de pH, concentracdo e periodo de exposicdo no controle de Aspergillus secédo Flavi
inoculado em castanha-do-Brasil, a caracterizacdo molecular e filogenética deste
fungo, e na cinética de decomposi¢cao do 0z6nio em meio aquoso, além de possiveis

alteracdes na qualidade de castanha-do-Brasil.

3.1 Objetivos especificos

v’ Caracterizar molecular e filogeneticamente um isolado de Aspergillus secao
Flavi;

v Avaliar a cinética de decomposicéo do gas ozoénio dissolvido em meio aquoso
em diferentes combinac¢des de pH e teor de matéria organica;

v" Avaliar a capacidade da dgua ozonizada de inativar fungos aflatoxigénicos em
castanha-do-Brasil em diferentes combinacdes de pH e periodo de exposi¢ao;

v Avaliar possiveis alteracdbes na qualidade da castanha-do-Brasil em
decorréncia da ozonizacdo, em diferentes combinacdes de pH e periodo de
exposicao;

v' Estabelecer combinacdes de concentracao do 0z6nio e periodos de exposi¢do

adequados para garantir a seguranca do produto.

3.2 Hipbteses

v A cinética de decomposicdo do gas ozonio dissolvido em meio aquoso pode
ser alterado pelo pH do meio e teor de matéria organica.

v' A agua ozonizada é capaz de inativar Aspergillus secdo Flavi em diferentes
combinacdes de pH e periodo de exposi¢ao;

v E possivel estabelecer combinacdo de concentracdo do 0z6nio e periodo de

exposicao capaz de inativar fungos aflatoxigénicos sem afetar a qualidade do produto.
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4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado nos Laboratérios de Pré-Processamento e
Armazenamento de Produtos Agricolas e de Andlise de Alimentos, localizados na
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinéria, FAV, no Laboratério de Micologia,
do Departamento de Fitopatologia, todos na Universidade de Brasilia, UnB, Brasilia,
Distrito Federal, e no Laboratoério de Fitoquimica, da Embrapa Agrossilvipastoril, em
Sinop, Mato Grosso.

Foi utilizado lote de castanha-do-Brasil descascada com teor de umidade de
4,3% (Safra 2018/19), obtidas da Cooperativa dos Produtores Agropecuarios da
regido Norte do Estado do Mato Grosso (COOPERVIA) em todas as etapas do

trabalho.

4.1 ETAPA |. Caracterizacdo molecular de uma espécie de Aspergillus

secao Flavi

4.1.1 Isolamento do isolado fungico

Para realizacao do presente estudo foi utilizado, para caracterizagdo molecular
e filogenética, um isolado proveniente de amendoim do Distrito Federal coletado em
2018, catalogado como UNBDFO01 e posteriormente classificado como CCUB1405
(Figura 8). Realizou-se o isolamento a partir do amendoim (Arachis hypogaea L.) com
sintomas e sinais de Aspergillus sp., no qual conidios foram retirados dos tecidos dos
graos contendo sinais do patdgeno e transferidos para placas de Petri contendo meio
de cultura Aspergillus flavus e parasiticus Agar (AFPA) — conforme a metodologia
utilizada por Pitt e Hocking (2009). Para garantir a uniformidade genética do isolado,
as culturas foram obtidas a partir da ponta de uma Unica hifa, multiplicadas nos meios
de cultura AFPA e BDA (Agar Batata Dextrose).

A utilizacdo de um isolado de amendoim foi necessaria devido a confirmacao
— realizada por HPLC de acordo com Blesa et al. (2003) —, de sua toxigenicidade,
ou seja, um isolado produtor de aflatoxinas, principalmente a aflatoxina Bi1. Fatores
essenciais para avaliacédo do efeito detoxificante da agua ozonizada em castanha-do-
Brasil contaminada com aflatoxinas. Em decorréncia da pandemia de COVID-19 néo

foi possivel determinar molecular e filogeneticamente outros isolados flngicos

46



provenientes da castanha-do-Brasil de diferentes regides obtidos — um dos objetivos
iniciais do estudo —, sendo necessario recorrer ao primeiro isolado identificado,
proveniente de amendoim, para realizacdo da avaliacdo do uso potencial da agua

ozonizada neste trabalho.

Figura 8 — Isolado de Aspergillus secéo Flavi em meio de cultura seletivo AFPA, (A) parte
superior da placa e (B) parte inferior da placa, classificado como CCUB1405 em 2018,
proveniente de amendoim coletado no Distrito Federal.

Fonte: Acervo Pessoal.

4.1.2 Microscopia Optica do Isolado

As imagens de microscopia 6ptica foram obtidas a partir dos equipamentos:
Leica DM2500 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany), com camara clara e sistema
de captura de imagens acoplado, com objetiva de 40x; e pelo estereomicroscopio

Leica MDG33 com iluminagéo incidente (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

4.1.3 Armazenamento do Isolado

A partir de colbnias puras, o armazenamento do isolado foi feito retirando-se
partes de colbnias desenvolvidas em meio AFPA e preservados em solugdo salina
(NaCl 0,9%) com glicerol 50% e mantidos a -80 °C.

4.1.4 Extracdo do DNA gendmico

O isolado foi cultivado durante sete dias em placas de Petri contendo BDA

coberto com papel celofane esterilizado. Apos o crescimento das colénias, o micélio

47



foi removido com auxilio de um palito de madeira e colocado em microtubos de 1,5 ml
contendo 30 pl de tampao Tris-EDTA (TE). A extracdo do DNA gendmico foi realizada
utilizando o Kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega Inc.) conforme protocolo
adaptado por Pinho et al. (2012). A presenca de DNA foi determinada por meio da
eletroforese em gel de agarose a 1%. Apds a confirmacdo, as amostras foram

armazenadas a -20 °C para posterior utilizacao.

4.1.5 Amplificacdo e purificacdo do DNA

Para cada reacdo de PCR foram utilizados os seguintes reagentes: 6,25 ul de
MyTagq, 0,3 ul de cada iniciador (senso e anti-senso), 1 ul de DNA genémico (25 ng/ul)
e 4,25 pl de 4gua ultrapura. Para a identificacdo, foram sequenciadas as regifes LSU,
ITS e BenA do isolado. Para a amplificagéo das regides LSU e ITS foram utilizados os
primers LRO5 (5°-TCCTGAGGGAAACTTCG-3) e VoG (5'-
TTACGTCCCTGCCCTTTGTA-3’). Ja para a regiao BenA os primers utilizados foram
Bt2a (5-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3)) e Bt2b (5-
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3') — Tabela 12.

Tabela 12 — Lista de iniciadores utilizados para amplificagédo de diferentes regides génicas
do isolado de Aspergillus spp.

Iniciador Regido génica Sequéncia do iniciador (5' - 3") Referéncia
Bza  PPUina - GoranccaaatceeTaeTaeTTTe  (GLASS @ DONALDSON,
(BenA) 1995)
Bz Pbulina ,coorcagTeTAGTGACCCTTGGE  (GLASS @ DONALDSON,
(BenA) 1995)
(HOOG e GERRITS VAN
VoG rDNA TTACGTCCCTGCCCTTTGTA DEN ENDE | 168)
LR5 rDNA TCCTGAGGGAAACTTCG (VILGALYS e HESTER,

1990)

Foram utilizados diferentes parametros durante o ciclo da PCR para cada
regido génica, a saber:

* B-tubulina (BenA): Desnaturacao inicial a 95°C por 1,5 minutos, seguida

por 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 20 segundos, anelamento a 55 °C por 45

segundos, extensdo a 72 °C por 45 segundos, e uma extenséo final a 72 °C por 5

minutos.
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* ITS e LSU: Desnaturacao inicial a 95°C por 1,5 minutos, seguida por 35
ciclos de desnaturacéo a 95°C por 20 segundos, anelamento a 53°C por 45 segundos,
extenséo a 72°C por 45 segundos, e uma extensao final a 72 °C por 5 minutos.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em géis com 2% de
agarose corados com corante fluorescente GelRed e visualizados sob luz UV para
verificar o tamanho e pureza das amplificacdes. Os produtos de PCR foram tratados
com as enzimas Exonuclease | e Shrimp Alcaline Phosphatase para remocao dos
residuos de dNTPs e iniciadores seguindo o protocolo do fabricante (ExoSAP-IT PCR
Product Cleanup Reagent — Thermo Fisher Scientific) e sequenciados pela Macrogen
Inc., Coréia do Sul (http://www.macrogen.com). As sequéncias de nucleotideos
obtidas foram editadas com o software Geneious versao 11.1.5 (KEARSE et al., 2012).
As sequéncias foram analisadas quanto a presenca de posi¢cdes ambiguas, as quais

foram corrigidas manualmente com comparacédo das sequéncias senso e anti-senso.

4.1.6 Andlises filogenéticas

ApoOs sequenciamento, todas as fitas consenso geradas foram comparadas
com sequéncias j4 depositadas no GenBank (BENSON et al., 2005) utilizando o
algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) disponivel online através da
plataforma NCBI (National Center of Biotechnology Information) (MADDEN et al.,
1996) para aproximacao da identidade taxonémica — Tabela 13.

As sequéncias foram alinhadas utilizando a estratégia E-INS-i disponivel no
software MAFFT (KATOH e STANDLEY, 2013), indicada para alinhamento de regides
génicas compostas de mudltiplos dominios conservados (observado nas porcoes
exbnicas de marcadores codantes e por¢cdes dos marcadores ribossomais) e a
presenca de longos gap’s (presentes nas porgdes intrénicas e espacadores dos
marcadores ribossomais). As reconstrucdes filogenéticas foram realizadas utilizando
a otimizacao por Inferéncia Bayesiana.

Na andlise, a busca pela melhor arvore foi realizada pelo método de inferéncia
bayesiana sob o modelo GTR+I+G. O suporte dos ramos foi calculado com base em
10 milhdes de réplicas, com frequéncia amostral a cada 1000 arvores. Todas as
analises foram realizadas na plataforma online CIPRES Science Gateway 3.1. O

resultado das analises foi visualizado no software FigTree
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(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) e exportada para o software Inkscape

(http://www.inkscape.org/), para edi¢des graficas.
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Tabela 13 — Numeros de acesso do GenBank das sequéncias de DNA de Aspergillus spp. utilizados nas andlises filogenéticas.

Espécies Isolados LSU BenA
Aspergillus alliaceus Thom & Church CBS 132161 MH877414.1 MG517791.1
Aspergillus alliaceus Thom & Church CBS 511.69 MH871124.1 MG517790.1
Aspergillus amstelodami Thom & Church CBS 126335 MH875371.1 FR775356.2
Aspergillus amstelodami Thom & Church CBS 126.61 MH869551.1 FR775334.1
Aspergillus amstelodami Thom & Church CBS 112.48 MH867829.1 HE974433.1
Aspergillus candidus Link CBS 129262 MH876707.1  HG916672.1
Aspergillus clavatus Desm. CBS 514.65 MH870335.1  EU982074.1
Aspergillus flavus Link CBS 130026 MH877142.1 EU982071.1
Aspergillus flavus Link CBS 126857 MH875716.1 EU982070.1
Aspergillus flavus Link CBS 130024 MH877140.1 MG825996.1
Aspergillus niger Tiegh CBS 263.65 MH870199.1 EU982068.1
Aspergillus niger Tiegh CBS 121.55 MH868943.1 EU982067.1
Aspergillus ochraceus G. Wilh. CBS 128798 MH876588.1 EU021662.1
Aspergillus ochraceus G. Wilh. CBS 128438 MH876377.1 LT574722.1
Aspergillus sydowii (Bainier & Sartory) Thom & Church CBS 132944 MH878492.1 KJ524906.1
Aspergillus terreus Thom CBS 132948 MH878509.1  EU982083.1
Aspergillus tubingensis Mosseray CBS 425.65 MH870293.1  MF327716.1
Aspergillus tubingensis Mosseray CBS 107.55 MH868934.1  KX863701.1
Aspergillus versicolor (Vuill.) Tirab. CBS 129267 MH876758.1 EU076377.1
Penicillium aurantiogriseum Dierckx DAOM 213189 AF003355.1 MF176784.1
Penicillium chrysogenum Thom CBS 132214 MH877439.1  JF909955.1
CBS 132213 MH877438.1 JF909948.1

Penicillium chrysogenum Thom
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Penicillium hirsutum Dierckx

Penicillium viridicatum Westling, Ark. Bot.

Penicillium citrinum Thom

Penicillium commune Thom

Penicillium commune Thom

Penicillium corylophilum Dierckx

Penicillium corylophilum Dierckx

Penicillium griseofulvum Dierckx

Penicillium implicatum Biourge

Penicillium oxalicum Currie & Thom

Penicillium polonicum K.M. Zaleski

Penicillium spinulosum Thom

Penicillium waksmanii K.M. Zalessky

Talaromyces funiculosus (Thom) Samson, N. Yilmaz, Frisvad & Seifert
Talaromyces purpurogenus Samson, Yilmaz, Houbraken, Spierenb.,
Talaromyces rugulosus (Thom) Samson, N. Yilmaz, Frisvad & Seifert
Talaromyces rugulosus (Thom) Samson, N. Yilmaz, Frisvad & Seifert
Talaromyces verruculosus (Peyronel) Samson, N. Yilmaz, Frisvad & Seifert

Outgroup Paecilomyces variotii

CBS 135.41
CBS 390.48
CBS 126809
CBS 427.65
CBS 254.31
CBS 129536
CBS 129789
CBS 130054
CBS 184.81

QCC:M048/17

CBS 111.43
CBS 432.65
CBS 129407
CBS 269.73
CBS 129768
CBS 133084
CBS 111.64
CBS 133084
CBS 339.51

MH867582.1
MH867960.1
MH875691.1
MH877787.1
MH877693.1
MH878082.1
MH876982.1
MH877162.1
MH873085.1
KY781807.1
MH877771.1
MH877789.1
MH876747.1
MH878370.1
MH877076.1
MH877524.1
MH870005.1
MK518350.1
MH868409.1

KJ527400.1
FJ004441.1
MF176773.1
FJ004398.1
FJ004397.1
FJ004400.1
FJ004399.1
MF176778.1
FJ004415.1
MF176791.1
MF176803.1
MF176815.1
FJ004444.1
KC992264.1
KC992267.1
MG714867.1
KX657070.1
KC992269.1
KX281055.1
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4.2 ETAPA Il: Ozonizagdo de castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa
H.B.K) em meio aquoso em diferentes niveis de pH: Decomposicdo do
Ozonio, Inativacdo de Aspergillus flavus e Efeitos na Cor da Castanha e

no Perfil Lipidico do Oleo Bruto

4.2.1 Obtencédo do gas ozobnio

O gas ozobnio foi obtido por meio de um gerador de 0zénio Modelo 0&L 5.0 RM
(Ozone & Life, S&o José dos Campos, Brasil) — Figura 9 (a) —, baseado no método
de Descarga por Barreira Dielétrica (DBD): efeito corona. Este tipo de descarga é
produzido ao aplicar uma alta tenséo entre dois eletrodos paralelos, tendo entre eles
um dielétrico (vidro) e um espaco livre por onde flui o ar seco — Figura 9 (b). Neste
espaco livre, é produzida uma descarga em forma de filamentos, em que sdo gerados
elétrons com energia suficiente para produzir a quebra das moléculas de oxigénio,
formando o gas ozonio (O3). No processo de geracdo do ozébnio, foi utilizado como
insumo oxigénio (O2) com grau de pureza de aproximadamente 90%, isento de
umidade, obtido de concentrador de oxigénio acoplado ao gerador de 0z6nio. Adotou-
se a concentracédo do gas de 13,0 mg de O3 L, vazdo de 1 L min', na temperatura
de 25 °C.

(a) (b)

Eletrodo de Alta Calor
Tensdo
Dielétrico

.ﬂ

\\\
\ re——
| 02 92 0y Os
O —> o——»0 — O3
| 0, O2 Ci o

Dielétrico

o~
<
-]

F

Eletrodo Terra
Calor

Figura 9 — (a) Gerador de 0zbénio Modelo O&L 5.0 RM; (b) Representacdo esquematica do
principio de geracdo do gas ozbnio baseada no método DBD (Descarga por Barreira
Dielétrica).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2.2 Processo de ozonizagéo da agua

Utilizaram-se amostras de 1,0 L de 4gua destilada e esterilizada, com pH igual
a 7,1. Posteriormente foram utilizados acido citrico (CeHsO7) e bicarbonato de sédio
(NaHCO:s3) para obter pHs iguais a 3,0 e 8,1, respectivamente. A ozonizagédo da agua
com os diferentes pHs, na auséncia e na presenca de castanha-do-Brasil, foi realizada
em coluna de vidro com capacidade de 1,5 L, dotada de entrada e saida do gés e
placa porosa. Depois da passagem do ozonio pela coluna, o gas era direcionado para
um destruidor catalitico manufacturing on demand (Ozone & Life, Sdo José dos
Campos, SP, Brazil). Nessa etapa, adotou-se concentracéo do gas de 13,0 mg de O3z

Lt e vazdo de 1 L min?, por 120 min.

4.2.3 Andlise da decomposicdo do gas 0z6nio em meio aquoso na auséncia e na

presenca de castanha-do-Brasil

Imediatamente depois da ozonizacdo e decorridos 120 min, determinou-se a
concentracdo do ozénio dissolvido na agua. A quantificacdo do ozénio dissolvido na
agua foi feita utilizando-se o fotdmetro SAM CHEMetrics, Modelo 1-2019, com faixa de
medicdo de 0,01 a 5,0 mg de O3z Lt. Quando a concentracéo de ozoénio dissolvido
ultrapassou o limite de detec¢ado do aparelho, efetuou-se diluicdo da agua ozonizada
com volume igual de agua ndo ozonizada, com as mesmas caracteristicas iniciais.

Na ozonizagdo da agua na presenca de castanha-do-Brasil descascada com
partes da pelicula, utilizaram-se amostras de 200 g do produto, nas mesmas
condicBes de ozonizacgao citadas anteriormente (Figura 10). A concentracao residual
do ozbnio no meio aquoso na presenca de castanha-do-Brasil foi determinada

imediatamente depois da ozonizagéo e decorridos 30, 60, 90 e 120 min.
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Figura 10 — Ozonizacao de 200 g de castanha-do-Brasil em meio aquoso com diferentes pHs
por 120 min, a 25 °C, para realizagdo das analises de decomposi¢ao do gas ozoénio.
Fonte: Acervo pessoal.

Foram ajustados o modelo cinético de segunda ordem aos dados da
concentracdo de 0z6nio em funcéo do tempo (WRIGHT, 2004). O modelo de cinética
de decomposicao e respectiva equacao integrada e linearizada e meias-vidas séo
apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 — Modelo de cinética de decomposicdo de segunda ordem e respectiva equacao
integrada e linearizada e respetiva meia-vida

Ordem Equacéo Diferencial  Equacgéo Integrada e Linearizada Meia-vida
dc 1 1 1
ac - ke C G 127 3¢,

Fonte: Wright, 2004. C = concentragdo de Os (mg L); t = tempo (min); k = constante da taxa de decomposi¢do
(min1); e; Co = Concentragdo de Oz no tempo inicial (mg L).

4.2.4 Determinacao do pH da 4gua ozonizada

A medicdo do pH foi realizada com potencidmetro Digimed Mod. DM21.

4.2.5 Determinagdo da condutividade elétrica da dgua

A medicdo da condutividade elétrica foi realizada com o condutivimetro de

bancada CG2000 da GEHAKA®, antes e depois da ozonizacdo da agua.
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4.2.6 Eficacia da agua ozonizada em inativar A. flavus em castanha-do-Brasil

A castanha-do-Brasil foi inoculada com A. flavus (CCUB1405) aflatoxigénico —
identificado molecularmente conforme descrito no item 4.1. Inicialmente o isolado foi
inoculado em meio BDA (batata-dextrose-agar) a 25 °C por sete dias, conforme
proposto por Pitt e Hocking (2009). Para a obtenc&o dos esporos e conidios, 10 mL
de 4gua destilada esterilizada foram despejados em placas de Petri e, posteriormente,
a concentracdo de conidios foi ajustada para 10° esporos mL'. Em seguida, as
amostras de castanhas-do-Brasil autoclavadas foram submersas na suspenséo de
conidios por 10 min (MICHEL e RADCLIFFE, 1995). Apds a inoculacdo, as amostras
permaneceram dez dias em camara climatizada regulada a 28 + 2 °C e 90 + 2% de
umidade relativa, de forma a promover o desenvolvimento do microrganismo.

Apébs as amostras de castanha-do-Brasil serem inoculadas com A. flavus, foram
utilizados 200 g das castanhas inoculadas como amostras e 1000 mL de agua
destilada para os seguintes tratamentos: i) controle (amostras ndo tratadas); ii) agua
ndo ozonizada em pH 8,1; iii) &gua ndo ozonizada em pH 7,1; iv) &gua ndo ozonizada
em pH 3,0; v) agua ozonizada em pH 8,1; vi) &gua ozonizada com pH 7,1; e vii) &gua
ozonizada a pH 3,0. Todas as amostras foram submetidas a 4gua ozonizada ou ndo
por 120 min.

As contagens de A. flavus foram realizadas através do plaqueamento de
diluicdo em série (PITT e HOCKING, 2009). Para isso, misturou-se 25 g de castanha-
do-Brasil com 225 mL de agua peptonada 0,1%, e essa solucéo estoque foi utilizada
para preparar diluicGes de 101, 102 e 103, sendo o plaqueamento realizado em capela
de fluxo laminar. A homogeneizacao realizou-se em homogeneizador tipo stomacher.

Os resultados foram expressos em log (UFC g1).

4.2.7 Efeitos na cor da Castanha-do-Brasil submetidas a ozonizacdo em meio

aguoso

A avaliacdo da cor das castanhas foi realizada com o auxilio do colorimetro
triestimulo ColorQuestXE, obtendo-se os valores das coordenadas L, a e b do sistema
Hunter. Com os valores das coordenadas L, a e b foi possivel obter parametros

relacionados a tonalidade h (Equacao 1), a saturacdo da cor ou croma C (Equacéo 2)
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e a diferenca de cor AE (Equacao 3) (LITTLE, 1975, FRANCIS, 1975, MCLELLAN et
al., 1995, MASKAN, 2001).

h = arctang (b/a) Equacéo 1

C=.(a*+b?% Equacéo 2

AE = J(L-L, ) +(@a—a,)* +(b—Dy)?) Equacdo 3

em que:
h = tonalidade da cor;

C = saturacao da cor ou croma,;

AE = diferenca de cor;

L = intensidade e branco a preto; a = intensidade de vermelho e verde; b = intensidade
de amarelo e azul; Lo, ao e bo sdo coordenadas obtidas antes do tratamento das

castanhas.

4.2.8 Determinacdo do perfil lipidico do Oleo extraido de castanha-do-Brasil

submetidas a ozonizacdo em meio aquoso

Para a obtencéo do 6leo bruto, utilizou-se o método de extracdo de acordo com
Bligh and Dyer (1959). Posteriormente, efetuou-se a esterificacdo dos acidos graxos
seguindo metodologia proposta por Mendonca et al. (2015).

- Esterificacao (metilacdo) dos acidos graxos

O processo de esterificacdo foi realizado de acordo com Christie (1989).
Aliguotas de 20 mg de lipidios totais das amostras foram pesadas, transferidas para
tubos de ensaio com tampas rosqueaveis e submetidas a esterificacdo dos acidos
graxos. Em seguida, foram adicionados 1,5 mL de solugédo de hidroxido de potassio
0,5 M em metanol para a saponificagdo dos acidos graxos. A amostra foi agitada em
agitador vortex por 1 minuto, posteriormente colocada em banho-maria a 70°C por 5
min e resfriada em agua corrente. Depois do resfriamento, adicionou-se 2 mL de

solucéo de trifluoreto de boro (BFs, PA), 14% em metanol, seguido de nova agitacado
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mecanica em vortex por 1 min, aguecimento em banho-maria a 70°C por 5 min e
resfriamento imediato em agua corrente. A mistura resultante foram adicionados 2,5
mL de solucéo de NaCl saturado e 1mL de hexano (grau cromatografico), seguida de
centrifugag&o por 10 min a 1.200 rpm. O sobrenadante foi recolhido com o auxilio de
uma pipeta de Pasteur e transferido para outro tubo de vidro com capacidade
volumétrica de 2 mL, com tampa rosqueavel, septo de silicone e atmosfera saturada

de nitrogénio.

- Analise cromatogréfica dos acidos graxos esterificados

A analise dos &cidos graxos esterificados (metilados) foi realizada em
cromatdgrafo gasoso CG-2010 Shimadzu com autoinjetor AOC-5000. A separacao
dos acidos graxos foi feita utilizando-se Coluna J & W Scientific 122-2362 DB-23, 60
m (comprimento), 0,25 mm ID (diametro interno), 0,25 um (espessura do filme). O gas
de arraste foi o Hélio, com fluxo continuo na coluna de 0,40 mL min. O volume
injetado foi de 1 pL. A identificacdo de cada acido graxo foi feita por comparacdo com
0 tempo de retencéo do padrédo de acidos graxos Supelco 37 component FAME mix
(Supelco®, USA) e confirmados com os espectros de tais substancias, ja existentes
em uma biblioteca no programa do préprio equipamento. Os resultados foram
expressos em percentual da area de cada acido graxo, em relacdo a area dos acidos

graxos totais.

4.3 ETAPA lll: Ozonizacdo de castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa
H.B.K) em meio aquoso em diferentes pH’s: Inativacao de Aspergillus

flavus, Efeitos na Cor da Castanha e na Qualidade do Oleo Bruto

4.3.1 Obtencéo do gas ozbnio

Conforme descrito no item 4.2.1.

4.3.2 Processo de ozonizacao da agua

Adotou-se concentracéo de entrada do gas de 21 mg de Os L na vazéo de 1
L mint e os tempos de ozonizagdo de 120 e 240 min. As demais condicdes de

0zonizacao sao descritas no item 4.2.2.
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4.3.3 Determinacédo do pH da agua

Conforme descrito no item 4.2.4

4.3.4 Avaliacao do efeito fungicida do processo de ozonizacdo em agua de A. flavus

inoculado em castanha-do-Brasil

Para inoculacdo das amostras de castanha-do-Brasil realizou-se o
procedimento conforme o item 4.2.8, porém com a concentracdo de conidios ajustada
para 108 mL?! e as castanhas autoclavadas foram submersas nessa suspensédo de
conidios por 20 min (MICHEL e RADCLIFFE, 1995). Apds a inoculacéo, as amostras
permaneceram dez dias em camara climatizada regulada a 28 + 2 °C e 90 + 2% de
umidade relativa, de forma a promover o desenvolvimento do microrganismo.

Apébs as amostras de castanha-do-Brasil serem inoculadas com A. flavus, foram
utilizados 200 g das castanhas inoculadas como amostras e 1000 mL de agua
destilada para os tratamentos. Para os tempos de exposi¢do de 120 e 240 min foram
propostos 0s seguintes tratamentos: i) controle (amostras ndo tratadas); ii) Agua nao
ozonizada em pH 2,7 £ 0,2; iii) 4&gua ndo ozonizada em pH 7,0 + 0,1; iv) agua ndo
ozonizada em pH 8,3 £ 0,1; vi) agua ozonizada em pH 2,7 £ 0,2; vii) agua ozonizada
em pH 7,0 + 0,1; viii) agua ozonizada em pH 8,3 + 0,1. O esquema da ozoniza¢ao das
castanhas encontra-se na Figura 11.

Na contagem de A. flavus realizou-se o procedimento conforme o item 4.2.8,
porém com as diluicdes de 101, 102, 103, 104 e 10°. O meio de cultura e as condicdes
de incubacéo foram os mesmos adotados na inoculacédo das amostras. Os resultados
referentes ao método de diluicdo foram obtidos em termos de log de unidades
formadoras de colbnias por grama — Log (UFC g1).
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Figura 11 — Esquema da ozonizagao da castanha-do-Brasil na concentracdo de entrada de

21,0 mg L%, vazéo de 1,0 L mint e a 25 °C, para 120 min e 240 min.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.5 Andlises qualitativas das castanhas-do-Brasil ozonizadas

- Umidade

Para determina¢do da umidade das castanhas-do-Brasil, utilizou-se o método
de estufa com circulacdo forcada de ar, a temperatura de 103+2 °C, até peso
constante, conforme 1ISO 665-2000 (UNECE, 2000).

- Teor de acidos graxos livres do 6leo bruto
Realizou-se a determinacao do teor de acidos graxos livres de acordo com as
normas AOCS (1993), Método Ca 5a-40. O percentual de acidos graxos livres (AGL),

expresso em % de acido oleico, foi calculado por meio da Equacéo 4,

_ Nf28,2(Va—Vs)
m

AGL

Equacéo 4

em que,
AGL = Acidos Graxos Livres, mg KOH g1;

N = normalidade da solu¢géo de NaOH,;
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f = fator de correcdo da solucdo de NaOH;
Va = volume de NaOH 0,01 N gasto para a amostra, mL;
Vs = volume de NaOH 0,01 N gasto na titulagdo sem amostra de éleo, mL;

e m = massa da amostra, g.

- Indice de peréxido do 6leo bruto
O indice de peroxido foi determinado de acordo com as normas AOCS (1993),
Método Cd 8-53. O indice de peréxido (IP) foi calculado por meio da Equacéao 5,

~ Nf1000 (Va — Vs)
m

P

Equacéo 5

em que,

IP = indice de perdxido, mEq kg;

Va = volume de Na2S203 0,1N padronizado gasto para a titulacdo da amostra, mL;
Vs = volume de Na2S203 0,1N padronizado gasto para a titulacdo sem amostra de
Oleo, mL;

N = normalidade da solucédo de Na2S20s;

f = fator de correcdo da solucao de Na2S20s3;

e m = massa da amostra, g.

4.3.6 Efeitos na cor da Castanha-do-Brasil submetidas a ozonizacdo em meio
aquoso

Conforme relatado no item 4.2.7.

4.4 ETAPA IV: Testes preliminares do efeito fungicida e da capacidade
da dgua ozonizada em degradar aflatoxinas

Para avaliacdo do efeito agua ozonizada e na degradacao de aflatoxinas, foram
utilizadas 200 g de castanha-do-Brasil — inoculadas conforme o item 4.3.4 —,
acondicionadas em frascos de vidro com capacidade de 1,5 L, contendo 1,0 L de agua
esterilizada com pH 6,8, com concentracdo de entrada de ozdnio de 21 mg L%, na
vazdo de 1,0 L mint, nos periodos de 0, 30, 60 e 90 min e na temperatura de 25 °C.

61



A quantificacdo das aflatoxinas foi realizada por cromatografia liquida de ultra

performance acoplada a espectrometria de massas sequencial (UPLC-MS/MS).

4.5 Delineamento Experimental

O experimento foi realizado no Delineamento Inteiramente Casualizado, com
trés repeticdes. Os dados sobre a capacidade da agua ozonizada em inativar A. flavus,
aspectos qualitativos como a cor das castanhas, qualidade e perfil lipidico do 6leo
bruto foram submetidos a andlises de variancia, seguidas de um teste t a um nivel de
5% de probabilidade. Esses tratamentos estatisticos foram realizados no software
StatPlus v.5 (AnalystSoft Inc., Canada), enquanto a analise de regresséo e plotagem

dos gréficos foram feitas no software SigmaPlot v.10 (Systat Software Inc., Alemanha).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ETAPA |. Caracterizacdo molecular e filogenética do isolado

Aspergillus secao Flavi

No presente estudo foi utilizado para caracterizacdo molecular e filogenética,
um isolado proveniente de amendoim do Distrito Federal coletado em 2018,
catalogado inicialmente como UNBDFOl1l e posteriormente, para caracterizacao
molecular e filogenética, classificado como CCUB1405. Foram observados os
aspectos morfolégicos em meio de cultura seletivo AFPA e do conidiéforo em
microscopio optico, conforme a Figura 12. Utilizou-se um isolado de amendoim devido
a confirmacéo, realizada por HPLC, da producdo de extrdlitos toxigénicos, sendo
positivo a producdo de aflatoxina Bi. Fator essencial para avaliagdo do efeito

detoxificante da agua ozonizada em castanha-do-Brasil contaminada com aflatoxinas.

,n\‘

Y m;‘éa $

Figura 12 — Microscopia Optica da (A) esporulacéo do isolado em meio de cultura AFPA e (B)
aspectos morfolégicos do conidiéforo; (C) esporulagdo em castanha-do-Brasil no meio de
cultura BDA do isolado (CCUB1405) de Aspergillus secdo Flavi proveniente de amendoim
coletado no Distrito Federal em 2018.

Fonte: Oliveira et al. (2020) e Acervo Pessoal.
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Na caracterizacdo molecular e filogenética deste isolado, utilizou-se as regides
génicas de B-tubulina (BenA), ITS e LSU rDNA, além dessas regifes, foram feitas
andlises da regido génica de Calmodulina (CaM), porém, possivelmente devido ao
primer, ndo se obteve bons resultados. Ao se utilizar o algoritmo BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool) disponivel online através da plataforma NCBI (National Center
of Biotechnology Information), o isolado do presente estudo foi caracterizado como
Aspergillus flavus para as duas regides génicas. Para confirmagéo, foi realizado
andlise filogenética das regides de B-tubulina (BenA) e LSU rDNA.

Aspergillus wentii NRRL 375

1 ,; Aspergillus glaucus NRRL 116

Aspergillus montevidensis NRRL 108

1
Aspergilius robustus NRRL 6362
0,98

1
Aspergillus ochraceus NRRL 398

1

Aspergillus penicillioides NRRL 4548

Aspergiflus aculeatus CBS 172.66
L

Aspergillus pulvinus NRRL 5078
1
Aspergillus candidus NRRL 303

1
—— Aspergillus niger NRRL 326

Aspergillus avenaceus CBS 109.46

1 Aspergillus flavus NRRL 1957

Aspergillus ssp. CCUB1405
Aspergillus flavus ATHUM 5033
Aspergillus flavus ATHUM 5015

Aspergillus flavus SRRC 2524
1

f Aspergilius terreus NRRL 255
1
Aspergilius flavipes NRRL 302
1
Aspergillus togoensis CBS 272.89
1

Aspergiflus calidoustus CBS 121601
L Aspergilius versicolor NRRL 238
4|7—1 Aspergillus nidufans NRRL 187
0,98 £ Aspergilius sparsus NRRL 1933
‘—1 Aspergillus funiculosus NRRL 4744

1
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Figura 13 — Arvore filogenética com sequéncias da regido génica B-tubulina (BenA), obtida
por Inferéncia Bayesiana. A probabilidade posterior esta indicada acima dos noés.
Probabilidades posteriores inferiores a 95% foram retiras da arvore. A arvore foi enraizada
com Aspergillus brunneouniseriatus. O isolado (CCUB1405) em estudo esta destacado em
vermelho.
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O isolado, classificado como CCUB1405, apresentou probabilidade de 97%
dentro do grupo de Aspergillus flavus quando, por meio de Inferéncia Bayesiana,
obteve-se a arvore filogenética com sequéncias da regido génica B-tubulina (BenA) —
Figura 13, com destaque em vermelho para o isolado CCUB1405. Entretanto, quando
se comparou o valor encontrado da regido génica B-tubulina (BenA), que foi de 97%
de probabilidade dentro do grupo de A. flavus, com o valor de probabilidade dentro do
mesmo grupo na arvore filogenética da regido LSU rDNA, também por Inferéncia
Bayesiana, esse valor foi 12% menor, sendo de 85% de probabilidade do isolado
CCUB1405 pertencer a A. flavus (Figura 14).
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0.99 Aspergi clavatus
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R — Aspergillus flavus
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— Aspergillus flavus
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L— Aspergillus flavus

Aspergillus candidus

Aspergillus amstelodami

Aspergiflus amstelodami

Figura 14 — Arvore filogenética com sequéncias da regido génica LSU rDNA, obtida por
Inferéncia Bayesiana. A probabilidade posterior esta indicada acima dos nés. O isolado
(CCUB1405) do estudo esta destacado em vermelho.

Norlia et al. (2019b) ao fazer a caracterizagdo e identificagcdo molecular de
cepas aflatoxigénicas e nao aflatoxigénicas de Aspergillus secdo Flavi isolados de
amendoim, utilizou a regido génica ITS rDNA e B-tubulina. Os autores observaram
amplificagbes por PCR positivas em todas as cepas e, a realizar a pesquisa BLAST
no banco de dados GenBank, ambos os genes ITS e [B-tubulina deram resultado
semelhante para todas as 77 cepas de Aspergillus secao Flavi testadas. Norli et al.

(2019b) ainda relatam que os resultados do BLAST indicaram que um total de 76
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cepas foram identificadas como Aspergillus flavus, com 99 a 100% de similaridade,
com base nas sequéncias dos genes ITS e B-tubulina, porém, o ITS sozinho néo foi
suficiente para identificar as espécies relacionadas a Aspergillus secao Flavi, sendo
necessario a B-tubulina e a combinacg&o entre os dois genes. No presente estudo foi
observado algo semelhante, enquanto a identificacéo do isolado CCUB1405 utilizando
a sequéncia de gene de B-tubulina obteve um percentual de 97% para A. flavus, o
gene LSU rDNA da regido ITS essa porcentagem foi de 85%.

A identificacdo de espécies de Aspergillus secdo Flavi, tradicionalmente feita
por métodos convencionais, como as analises em meios de cultura seletivo e analises
morfologicas, requerem um grande conhecimento taxonémico do grupo, demandam
tempo e é um processo laborioso. Além disso, utilizar somente a identificagdo
morfologica é insuficiente, pois ndo é confiavel para identificar e diferenciar
corretamente as espécies intimamente relacionadas e presentes em Aspergillus secéo
Flavi (TANIWAKI et al., 2017; ONO et al., 2021). De acordo com Tam et al. (2014) o
sequenciamento dos genes ITS, B-tubulina e calmodulina foi capaz de resolver com
sucesso a identificacdo errbnea de A. nomius e A. tamarii de isolados clinicos, os
quais haviam sido identificados erroneamente como A. flavus, com base apenas em
caracteristicas morfologicas. O resultado desses autores ainda se apoiaram na
separacdo do grupo de isolados pela impressao metabdlica, ou seja, pelo perfil
quimico de cada isolado, antes da identificagdo molecular.

Além da identificacdo morfologica, outro método muito utilizado, como
comentado acima, € a identificacao deste grupo por meio de andlises do perfil quimico
produzido pelo fungo — seus extrélitos —, sendo uma abordagem recomendada para
identificar e distinguir espécies importantes e toxigénicas dentro de Aspergillus secao
Flavi e A. secdo Nigri (FRISVAD et al., 2019). Entretanto, técnicas moleculares
possuem um grande potencial para a identificacdo rapida e precisa de fungos. A
diagnose molecular de fungos baseada em PCR, oferece a especificidade e
sensibilidade apropriada a deteccéo inicial recomendada pelo HACCP — Hazard
Analysis and Critical Control Point —, que trata da abordagem sistematica para
garantir que os alimentos sejam seguros para 0os consumidores, sob 0 ponto de vista
sanitario (FAO, 2004; NORLIA et al., 2019a).

A diagnose molecular de fungos pode ajudar na identificagéo de pontos criticos
da cadeia produtiva. A castanha-do-Brasil € um produto extrativista de grande

importancia para a regido amazbnica como fonte de subsisténcia — nutritiva e
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econdbmica —, para diversos povos ribeirinhos e indigenas, porém, devido ao clima da
regido ser favoravel ao desenvolvimento de fungos, pode-se ter a presenca de fungos
aflatoxigénicos em toda cadeia produtiva. Métodos moleculares de deteccdo de
fungos a nivel de espécie podem ser ferramentas importantes na certificacdo e no
rastreamento de castanha-do-Brasil, principalmente para a exportacdo (PACHECO e
SCUSSEL, 2009; KUMAR et al., 2008; CALDERARI et al., 2013; MIDORIKAWA et al.,
2014; BRASIL, 2017).

5.2 ETAPA II: Ozonizagdo de castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa
H.B.K) em meio aquoso em diferentes niveis de pH: Decomposicdo do
Ozobnio, Inativacdo de Aspergillus flavus e Efeitos na Cor da Castanha e

no Perfil Lipidico do Oleo Bruto

5.2.1 Decomposi¢do do 0zonio em meio aquoso contendo castanha-do-Brasil

A Tabela 15 relaciona os valores médios de concentracédo de oz6nio na agua
imediatamente apds a ozonizacdo por 120 min, a 13,0 mg L%, vazdo de 1 L mint e
temperatura de 25°C. Em pH 8,1, a concentracdo de 0z6nio no inicio (O min) e 120
min depois foi igual a 2,39 + 0,04 e 0,86 + 0,05 mg L, respectivamente — a
concentracgéo final de ozonio foi 0,36 vezes a inicial. Concentragdes iniciais mais altas
de ozbnio foram detectadas em pH 7,1 e 3,0 (4,77 + 0,03 e 5,94 + 0,01 mg LY,
respectivamente). A reducdo menos intensa foi verificada em pH 3,0, quando o nivel
de 0z6nio ao final do tratamento era 0,79 vezes a concentracdo original. Tal tendéncia
corrobora os achados de Galdeano et al. (2018), que investigou a saturacao de ozonio
em agua e observou maiores niveis remanescentes em meios aquosos mais acidos.

Os valores de pH afetam diretamente a estabilidade do ozénio na agua de
forma que, quanto mais alcalino o meio, mais rapida é sua decomposi¢do (KHADRE
et al., 2001). Além disso, o pH determina o0 mecanismo de acéo, que pode ser direto,
em meio acido (efeito do ozdnio molecular), ou indireto, em meio alcalino (acédo dos
radicais resultantes, como a hidroxila) (KIM et al., 1999; GOTTSCHALK et al., 2000).

Outro aspecto que deve ser levado em consideracéo é o efeito da ozonizacao
no pH da agua. No geral, apés a ozonizagdo por 120 min, nenhuma mudanca
substancial foi observada para os niveis iniciais de pH de 8,1 e 3,0,

independentemente de as nozes estarem presentes ou ndo. Particularmente para o
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pH 8,1, a auséncia de alteracdo pode ser explicada pela acdo tampéao do bicarbonato

de sédio usado para primeiro ajustar a alcalinidade (ERIKSSON et al., 2007).

Tabela 15 — Concentracao residual de ozénio (mg L) em 4gua sem a presenca de castanha-
do-Brasil na temperatura de 25 °C
pH antes pH depois
da da

Tempo de decomposicdo Concentragéo residual

S < (min) de ozbnio (mg L)
ozonizagdo ozonizac&o
0 5,94 £ 0,04
3,0 3,0
120 4,67 £ 0,008
0 4,77 £ 0,03
7,1 4,8
120 2,78 +£0,18
0 2,39£0,04
8,1 8,4
120 0,86 £ 0,05

n = trés repeticdes da amostra

Por outro lado, houve reducéo do pH quando o valor original era de 7,1 ao final
do processo de ozonizagdo conduzido a 13,0 mg L™ por 120 min. Nesse caso, o pH
médio foi de 4,8 £ 0,1, nos meios com e sem castanha-do-Brasil. A reducao do pH da
agua pode estar associada a um aumento no potencial redox da agua ozonizada
(Tabela 15). Segundo Stumm e Morgan (1996), existe uma relacao inversa entre o pH
e o0 potencial redox em meio aquoso. No presente estudo, houve aumento significativo
do potencial redox na agua ozonizada, principalmente na auséncia da castanha-do-
Brasil (Tabela 16). O alto potencial redox € justificado pelos maiores niveis de 0z6nio
dissolvido na agua (JARDIM, 2014). Portanto, o uso de valores iniciais de pH de 7,1 e
3,0, em associacdo com concentracdes de ozonio de 4,77 e 5,94 mg L7,
respectivamente, levou a potenciais redox acima de 1.999,00 mV — limite superior de
deteccgédo para a técnica empregada. Por outro lado, em pH 8,1 e 2,39 mg de Oz L%, o
potencial redox registrou 1.650,00 + 36,00 mV.

Tabela 16 — Potencial redox (mV) e condutividade elétrica (CE, uS cm?) de agua com
diferentes niveis de pH antes e depois da ozonizagdo na concentracdo de entrada de 13,0 mg
L1, vazdo de 1,0 L mint e a 25 °C, por 120 min, na auséncia e na presenca de castanha-do-
Brasil

Depois da Depois da
Variavei pH Antes da ; N ; ~
ariaveis inicial Ozonizacio 0zonizagdo — sem 0zonizagdo — com
Castanha-do-Brasil Castanha-do-Brasil
Potencial 8,1 1.000,00+20,00 1.650,00+36,00 525,00+42,00
Redox (mV) 7.1 900,00+31,00 >1.999,00* 870,00+28,00
3,0 1.300,00+23,00 >1.999,00 1.850,00+37,00
CE (uS cm?) 8,1 6.510,00+85,95 6.911,00+15,94 7.155,33+41,36
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7,1 3,25+0,01 25,57+0,39 327,67+18,80
3,0 383,00+£14,17 417,67+0,47 510,00+£12,96
*Limite maximo do equipamento — 1.999,00 mV.

Com relacdo a condutividade elétrica da agua, ela aumentou em todos os testes
de pH iniciais. Uma tendéncia semelhante foi observada na dgua ozonizada contendo
castanha-do-Brasil. Na verdade, os valores medidos foram ligeiramente superiores
nesta condic¢do, possivelmente devido a transferéncia de eletrolitos das nozes para a
agua. Quanto ao potencial redox da agua ozonizada com castanha-do-Brasil, houve
um aumento consideravel apenas em pH 3,0. Tal comportamento também esta
relacionado a presenca de nozes no meio.

A Figura 15 e a Tabela 17 apresentam as curvas de regressao relacionando a
decomposi¢cdo do ozbnio em funcdo do tempo, para cada pH testado. Eles foram
construidos com base no modelo cinético de segunda ordem, que representou a
concentracdo residual de ozénio no meio aquoso com castanha-do-Brasil, a 25 °C.
Conforme mostrado, uma reducao mais acentuada nos niveis de ozénio foi verificada
em pH 3,0, no qual a meia-vida foi de 16,14 min. Por sua vez, em pH 7,1 e 8,1, 0s

valores de meia-vida foram iguais a 37,42 e 193,50 min, respectivamente.

1/(Concentragao de Ozdnio — mg L™

0 30 60 90 120

Tempo (min)
Figura 15 — Curvas de regressdo do modelo cinético de segunda ordem referente a
decomposicao do ozénio ajustadas aos dados de concentracéo residual em meio aguoso ha

presenca de castanha-do-Brasil em diferentes pHs em funcdo do tempo (X) na temperatura
de 25 °C.
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Tabela 17 — Equacdes de regressdo do modelo cinético de segunda ordem referente a
decomposicao do oz6nio ajustadas aos dados de concentracdo residual em meio aquoso na
presenga de castanha-do-Brasil em diferentes pHs em fung&o do tempo (X) na temperatura
de 25 °C

pH Equacdes ajustadas R? EPE Meia vida (min)
8,1 y =1,3360 + 0,0068X 0,94 0,0979 188,54
7,1 y =0,8238 + 0,0151X 0,92 0,2457 37,41
3,0 y =0,1238 + 0,0167X 0,96 0,1900 16,14

EPE — Erro padrao da estimativa

Esse resultado pode ser explicado pela influéncia da concentragéo inicial de
0z6nio no meio. Em pH 3,0, foi 3,71 + 0,26 mg L1, em contraste com 1,77 + 0,08 e
0,76 + 0,01 mg L* encontrados em pH 7,1 e 8,1, respectivamente. A concentragdo de
ozbnio dissolvido na agua € um dos fatores mais importantes que afetam a
estabilidade do gas no meio (TOMIYASU et al., 1985; KU et al., 1996; BELTRAN,
2004; LOVATO et al., 2009). Kuo et al. (1999) afirmaram que a decomposi¢cdo do
0z0nio acelera & medida que seu nivel no meio aumenta. E importante mencionar que
a concentracao inicial de o0zénio no meio aquoso com pH 3,0 foi 2,1 e 4,9 vezes 0s
valores obtidos quando adotados pH 7,0 e 8,1, respectivamente. Além disso, para
calcular a meia-vida do ozénio em diferentes niveis de pH, as concentracdes iniciais
foram usadas conforme mostrado na Tabela 17, para o modelo cinético de segunda
ordem (WRIGHT, 2004).

A presenca de bicarbonato de sodio também pode ter contribuido para uma
meia-vida mais longa em pH 8,1. De acordo com Eriksson et al. (2007) e Rodriguez
et al. (2008) a ozonizacao na presenca de bicarbonato/carbonato pode interromper as
reacdes em cadeia dos radicais hidroxila, podendo até mesmo levar a formacéo de
mais 0z6nio e outros espécimes quimicas, como hidroxila e peréxidos, porém, em uma

concentracao inferior a de entrada.

5.2.2 Agua ozonizada na inativacdo de A. flavus inoculado em castanha-do-Brasil

A Figura 16 contém a contagem de A. flavus (CCUB1405) em castanhas-do-
Brasil tratadas e ndo tratadas com agua ozonizada em diferentes niveis de pH por
120 min. No geral, a aplicagdo de ozonio causou um declinio significativo na
proliferacdo do fungo (p <0,05). Enquanto o controle (amostras nao tratadas)
marcou 2,55 + 1,12 log CFU g%, reducdes de 0,54, 0,41 e 0,43 ciclos de log foram
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observadas quando agua nao ozonizada foi empregada nos valores de pH iniciais
de 8,1, 7,1 e 3,0, respectivamente. No entanto, as reducfes mais agudas foram
percebidas quando a dgua ozonizada foi usada nos valores iniciais de pH de 7,1 e
3,0. Nessas situacdes, 0 numero de unidades de A. flavus diminuiu 1,25 e 1,28
ciclos logaritmicos, respectivamente — além disso, 0 meio a partir de pH 7,1 tornou-
se mais acido apos 120 min de ozonizacao.

Essas observag6es indicam que o 0z6nio dissolvido na agua contribuiu para
a inativacdo do microrganismo na castanha-do-Brasil. A inativagéo de A. flavus é
imprescindivel devido a sua capacidade de produzir aflatoxinas. Essas substancias
sao classificadas como carcindgenos do Grupo | pela Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Cancer, pois sdo potentes agentes de neoplasia hepatica (IARC,
2002).

Log(CFUg'I)
I~

=
n

0,0 -

Treatmentos

Figura 16 — Contagem de esporos e conidios viaveis log (UFC g*) de Aspergillus flavus
(CCUB1405) inoculados em castanha-do-Brasil e submetidos por 120 min a 25 °C aos
tratamentos: Controle (ndo ozonizado); ADNO — Agua Destilada N&o Ozonizada em
diferentes valores de pH; ADO — Agua Destilada Ozonizada (13 mg L) em diferentes
valores de pH.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t a 5% de

probabilidade.

Silva et al. (2013) avaliaram a eficacia da agua ozonizada no controle de A.
flavus em castanha-do-Brasil e indicaram grande potencial dessa técnica na
inativacao e no desenvolvimento do fungo. Os autores variaram a concentracéo de
ozOnio para avaliar a porcentagem de esporos e conidios viaveis. Utilizaram as

concentragées de ozdnio de 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 mg L' a 3 °C e com tempo de
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borbulhamento de 15 min e sem a presenca das castanhas, sendo imersas
posteriormente por até 60 min. Observaram que no geral, quanto maior a
concentracdo de 0z6nio, menor a porcentagem final de esporos e conidios viaveis.
Percebeu-se que bastava utilizar a concentracdo de 20 mg L, pois ndo foram
observados resultados significativos em concentracdes mais altas, conseguiram
uma reducao de mais de 90% de esporos e conidios viaveis, independentemente
do tempo de contato das castanhas com a agua ozonizada. Tais resultados
corroboram com o do presente trabalho, porém a reducéo de esporos viaveis ao se
utilizar a concentracdo de ozdnio de 13 mg L' em agua com diferentes valores de
pH foi menor que a encontrado por Silva et al. (2013) ao se utilizar 20 mg L. Deve-
se levar em consideracdo que foi observado a variagdo de pH, a temperatura
ambiente de 25 °C, o contetdo de matéria organica e o inéculo inicial de esporos
nas castanhas — mais proximos de um tratamento comercial —, o que influenciou
diretamente na eficiéncia da ozonizacdo, como mostrado ao longo dos resultados.
Caso a concentracdo de ozonio fosse maior e o teor de matéria organica menor,
possivelmente obteriamos mais eficiéncia na reducédo da contagem de conidios e
esporos viaveis, além disso, os efeitos da eficiéncia da ozoniza¢do quando se varia
0 pH do meio ainda seriam observados.

A eficacia do ozdnio contra microrganismos vem de seu alto potencial
oxidativo (2,07 mV) (GUZEL-SEYDIM et al., 2004). Pode oxidar componentes
celulares essenciais, como os que formam as membranas e as paredes celulares,
além de elementos do conteudo celular, como enzimas e acidos nucléicos. Esses
impactos podem levar a lise celular (GUZEL-SEYDIM et al., 2004; CULLEN et al.,
2009). Especificamente em A. flavus, o gas ozo6nio tem a capacidade de provocar
alteracdes morfolégicas, incluindo alteracBes na cor da colénia e oxidacdo de
estruturas filamentosas de fungos, como vesicula, conidiéforo e conidios
(ALENCAR et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2020).

5.2.3 Qualidade da castanha-do-Brasil ozonizada em meio aquoso

O teor de umidade da castanha-do-Brasil aumentou expressivamente
durante o processo de ozonizagdo, mas nenhuma variagao significativa péde ser
associada aos niveis de pH testados (p> 0,05). A umidade original do produto era

de 4,37 £ 0,01 g 100 g'* mas, apds a 0zonizacdo em meio aquoso por 120 min, os
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novos valores médios chegaram a 10,84 + 0,17, 10,51 £ 0,06 e 10,59 + 0,22 g 100g-
1, parapH 8,1, 7,1 e 3,0, respectivamente.

As amostras foram submetidas a secagem a 25 °C por 24 h, para que fosse
alcancada a umidade final de 5,18 + 0,26 g 100 g*. Diminuir o teor de agua do
produto apds a ozonizacdo em meio aquoso é fundamental, pois esta variavel afeta
a conservacao durante o armazenamento. Nesse sentido, a umidade do produto
caiu consideravelmente ap0s a secagem a 25 °C, temperatura relativamente baixa
para esse tipo de operacao. Temperaturas entre 45 e 65 °C tém sido utilizadas para
avaliar a secagem convencional da castanha-do-Brasil (SILVA e MARSAIOLI-
JUNIOR, 2004; COSTA et al., 2017). Nesses valores elevados, a agua é retirada
mais rapidamente das nozes, garantindo a manutencéo da qualidade do produto
ozonizado durante o armazenamento.

Apesar de exigir uma etapa adicional de secagem, a aplicacdo de ozdnio
dissolvido em agua tem a vantagem de ser capaz de reduzir A. flavus, conforme
mostrado na Figura 16. Outro aspecto importante a se considerar sobre esse
tratamento é seu potencial de degradacdo de micotoxinas (YOUNG et al., 2006;
LUO etal., 2013), o que o torna uma alternativa viavel para o controle de aflatoxinas
na castanha-do-Brasil. NAo menos importante, entretanto, € a aceita¢do do produto
tratado com ozonio pelos consumidores, 0 que deve ser investigado em estudos de
analises sensoriais posteriores.

Em relacdo ao efeito da ozonizacdo sobre a cor das nozes, foram
observadas variacdes significativas no croma e diferenca de cor (p<0,05) (Tabela
6). Por sua vez, o angulo de matiz (h°) manteve-se entre 71,70 + 1,14 e 72,20 +
0,69. O menor chroma (15,04 + 0,08) correspondeu a ozoniza¢cdo em agua a pH
8,1. Nessa condicdo, o valor médio diferiu significativamente das nozes nao
ozonizadas (16,02 £ 0,50), bem como daquelas submetidas ao tratamento em pH
3,0 (16,58 + 0,25) (p <0,05). Um valor de croma baixo significa, em dltima analise,
uma cor menos intensa (JACOMINO et al., 2003). A mudanca de cor (AE) também
apresentou diferenca significativa quando as amostras ndo tratadas foram
contrastadas com as ozonizadas (p<0,05). Notavelmente, as nozes que foram
submetidas a tratamento em meio aquoso com pH 7,1 registraram um valor médio
de 7,47 £ 1,22.

Silva et al. (2013) e Oliveira et al. (2020) também observaram variagéo de

cor na castanha-do-Brasil devido ao tratamento com o0z6nio. Os Ultimos autores
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chegaram a sugerir que tais alteracbes poderiam estar ligadas a oxidacdo dos
pigmentos da casca marrom-escura que caracteristicamente recobre as nozes.

A ozonizagdo nas condi¢cdes consideradas neste estudo n&o afetou
significativamente o perfil lipidico do 6leo de castanha-do-Brasil (p> 0,05) (Tabela
18 e Anexo I). Os acidos graxos foram encontrados em concentracdes médias entre
13,75 + 0,15 e 14,17 £ 0,22 (palmitico, C16:0), 10,01 + 1,39 e 10,91 + 0,47
(estearico, C18: 0), 22,59 + 0,66 e 24,09 + 0,32 (oleico, C18:1), e 50,83 + 1,02 e
53,37 +£1,99 g 100g* (linoleico, C18:2).

Tabela 18 — Perfil lipidico do 6leo bruto e coloragdo das castanhas-do-Brasil sem tratamento
e submetida a 4gua ozonizada na concentracdo de 13 mg L por 120 min em diferentes
valores de pH na temperatura de 25 °C

13 mg L* por Acido Graxo (g/100g)
120 min Palmitico Estearico Oleico Linoleico
Controle 14,02 +0,10*@ 10,01+1,39* 22,59+0,662 53,37 +1,992
pH 8,1 14,00 £ 0,26 10,91 +0,40*0 24,07+0,632 51,01+ 1,282
pH 7,1 14,17 £ 0,222  10,91+0,47¢ 24,09+0,322 50,83+ 1,022
pH 3,0 13,75+ 0,15* 10,27 +0,97* 23,23+0,332 52,75+ 1,142
13 mg L por Coloracéao
120 min Saturacgéo (C) Tonalidade (h°) Diferenca de cor (AE)
Controle 16,017 + 0,50% 72,20 + 0,692 0+0°
pH 8,1 15,04 + 0,08 71,94 + 0,122 3,38 +0,39°
pH 7,1 15,77 + 0,36% 71,70+ 1,142 7,47 £ 1,222
pH 3,0 16,58 + 0,252 71,80 + 1,852 5,41 +1,52%

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t a 5% de
probabilidade.

O fato de o perfil lipidico ter permanecido praticamente inalterado é de extrema
relevancia, considerando o alto potencial oxidativo do gas ozonio. Oliveira et al. (2020)
também ndo percebeu mudancas substanciais apdés o tratamento da castanha-do-
Brasil com ozénio a 13,24 mg L por 240 min. Resultado semelhante também foi
alcancado por Mendez et al. (2003), que encontraram pouca variagado na Composi¢cao
dos oleos brutos de milho, soja e trigo, quando os graos foram ozonizados a 50 ppm

por 30 dias.
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5.3 ETAPA Ill: Ozonizagédo de castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa
H.B.K) em meio aquoso em diferentes pH’s: Inativacdo de Aspergillus

flavus, Efeitos na Cor da Castanha e na Qualidade do Oleo Bruto

5.3.1 Avaliacdo da agua ozonizada na inativacdo de A. flavus inoculado em

castanha-do-Brasil

Apdbs o processo de ozonizacdo das amostras no tempo de 240 min foram
determinados o pH final da agua e a concentracdo de ozonio residual, conforme a
Tabela 19. Destaca-se que o meio com pH 6,9 tornou-se mais acido apos 240 min de
ozonizacdo com concentracdo de entrada de 21 mg L%, vazdo de 1,0 L mint e a 25
°C, na presenca de castanha-do-Brasil, apresentando uma acidificagdo do meio, com
pH depois da ozonizacéo de 4,8 + 0,2. De acordo com Khadre et al. (2001) valores de
pH podem afetar diretamente a estabilidade do ozénio na agua e, quanto mais alcalino
0 meio, mais rapida € sua decomposi¢cdo. Assim, o pH atua diretamente na
determinacdo do mecanismo de acdo do ozbnio: em meio acido o proprio 0zdnio
molecular atua, sendo o efeito direito, e, em meio alcalino é a acdo dos radicais
resultantes do processo de ozonizacdo, como a hidroxila, sendo o efeito indireto (KIM
et al.,, 1999a; GOTTSCHALK et al., 2000; FERREIRA et al.,, 2017). Assim como
resultados anteriores, a ozonizacao por 240 min ndo provocou nenhuma alteracao
substancial nos niveis iniciais de pH 8,3 e 2,7, mantendo-se praticamente 0S mesmos
apos a ozonizacdo. No caso do pH 8,3 a auséncia de alteracdo pode ser explicada
pela acdo tampdo do bicarbonato de sodio utilizado no ajuste do pH da agua,
causando um efeito contrario do esperado no processo de ozonizacdo (ERIKSSON et
al., 2007).

Tabela 19 — Valores de pH antes e depois da ozonizacdo de 1,0 L de agua contendo
castanha-do-Brasil (200g) e concentracdo residual de o0zbnio apdés ozonizagdo com
concentracéo de entrada de 21 mg L por 240 min a 25 °C

pH antes da pH depois da Concentracéo residual de ozénio (mg
0zonizacao 0zonizacao (240 min) L) apds a ozonizacéo de 240 min
2,7+0,2 2,7£0,2 4,03+0,10
6,9+0,1 48+0,2 2,07 £ 0,07
8,3+0,1 84+0,1 1,12 + 0,03

A Figura 17 mostra a contagem de A. flavus em castanhas-do-Brasil tratadas

e ndo tratadas com Agua ozonizada (concentracdo de entrada de 21 mg L! e vazéo
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de 1,0 L min't) em diferentes niveis de pH por 120 min. No geral, a aplicacédo de
o0zo6nio causou um declinio significativo na proliferacéo do fungo (p<0,05). Enquanto
o controle (amostras nédo tratadas) marcou 5,44 + 0,11 log UFC g, reducdes de
1,30, 1,19 e 1,20 ciclos de log foram observadas quando agua ndo ozonizada foi
empregada nos valores de pH iniciais de 8,3, 6,9 e 2,7, respectivamente. No
entanto, as reducfes mais acentuadas foram percebidas quando a 4gua ozonizada
foi usada nos valores iniciais de pH de 8,3, 6,9 e 2,7. Nessas situacdes, o nimero
de unidades de A. flavus diminuiu 2,34, 2,02 e 1,96 ciclos logaritmicos,

respectivamente.
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Figura 17 — Contagem de esporos e conidios viaveis log (UFC g?) de Aspergillus flavus
(CCUB1405) inoculados em castanha-do-Brasil e submetidos por 120 min a 25 °C aos
tratamentos: Controle (ndo ozonizado); ADNO — Agua Destilada N&o Ozonizada em
diferentes valores de pH; ADO — Agua Destilada Ozonizada (21 mg L) em diferentes valores
de pH.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t a 5% de
probabilidade.

Ao realizar a contagem de A. flavus em castanhas-do-Brasil tratadas e néo
tratadas com agua ozonizada (concentracédo de entrada de 21 mg L* e vazéo de 1,0
L min't) em diferentes niveis de pH por 240 min, obteve-se diferenca significativa
(p<0,05). As amostras ndo tratadas (controle), marcou 5,44 + 0,11 log UFC g7, e,
guando se utilizou agua néo ozonizada nos valores de pH iniciais de 8,3, 6,9 e 2,7,
foram observadas reducdes de 1,25, 0,56 e 0,78 ciclos log, respectivamente.

Entretanto, os tratamentos com agua ozonizada usando os valores iniciais de pH de
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8,3, 6,9 e 2,7 foram os que obtiveram as redu¢des mais acentuadas, com reducdes

de 3, 2,92 e 2,88 ciclos logaritmicos, respectivamente.
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Figura 18 — Contagem de esporos e conidios viaveis log (UFC g?) de Aspergillus flavus
(CCUB1405) inoculados em castanha-do-Brasil e submetidos por 240 min a 25 °C aos
tratamentos: Controle (ndo ozonizado); ADNO — Agua Destilada NZo Ozonizada em
diferentes valores de pH; ADO — Agua Destilada Ozonizada (21 mg L) em diferentes
valores de pH.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t a 5% de
probabilidade.

A contaminacao de castanha-do-Brasil por fungos produtores de micotoxinas
geralmente ocorre quando os ouricos caem no solo, onde encontram esporos
viaveis para o desenvolvimento fingico e a presenca de umidade e temperatura
ideal para ocorrer essa infeccdo. Além disso, no processo de beneficiamento pode
haver danos mecanicos, um dos principais fatores que favorecem a contaminagao
por Aspergillus secdo Flavi e a producdo de aflatoxinas, pois, por meio desses
danos, ha a absorcdo de umidade do ambiente e penetracédo e proliferacdo dos
esporos de fungos no interior das castanhas (PACHECO e SCUSSEL, 2009; SILVA
et al., 2013). Mesmo que o uso de desinfetantes quimicos, como alguns acidos,
possa oferecer um método alternativo para reduzir e inativar o desenvolvimento de
fungos potencialmente micotoxigénico, esses tratamentos quimicos tradicionais
muitas vezes sao considerados inadequados para os consumidores devido as
regulamentacdes, os residuos produzidos durante o processo, a baixa eficiéncia

em inativar micotoxinas, com consequente problemas relacionados a saude do
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consumidor (LEE et al., 2016; VETTRAINO et al., 2019). O ozonio, diferentemente
de alguns métodos tradicionais para sanitizacdo de castanha-do-Brasil, possui um
alto potencial oxidativo, podendo oxidar componentes celulares essenciais, levando
a lise celular, com consequente inativacdo de células microbianas, além de poder
atuar na degradacdo de aflatoxinas, com potencial superior ao de métodos
tradicionais (CULLEN et al., 2009; ATAKAN e CANER, 2021).

A nivel de contaminagdo comercial Ribeiro et al. (2020), ao avaliar a reducio
de Aspergillus secdo Flavi em amostras de castanha-do-Brasil, utilizaram
hipoclorito de sédio (250 mg L por 8,5 min) e acido peracético (80 mg L por 15
min), porém nao observaram uma reducao significativa (p>0,05) utilizando esses
processos, obtendo uma contagem de 2,05 + 0,30, 1,87 £ 0,10 e 1,92 + 0,19 Log
UFC ¢! para amostras nao tratadas, hipoclorito de sédio e acido peracético,
respectivamente. Esses autores ainda relatam que, ao avaliarem Aspergillus
nomius potencialmente aflatoxigénico inoculado na superficie de castanha-do-
Brasil, o processo utilizando hipoclorito de sddio e &cido peracético foi capaz de
reduzir A. nomius em 2,16 e 1,02 Log UFC g, respectivamente. Porém, Ribeiro et
al. (2020) relatam que a capacidade desses processos em degradar aflatoxinas
presentes em castanha-do-Brasil foi ineficiente. Lee et al. (2016) utilizando um
tratamento com 0z6nio em meio aquoso na concentragao de 0,4 ppm, com tempo
de contato de 10 min, em castanha coreana (Castanea crenata ‘Tsukuba’), obteve
uma reducéo de 1,66 ciclos log de fungos totais presentes nas castanhas ao final
de 16 semanas de armazenamento, resultados mais significativos que os métodos
tradicionais utilizados, além de observarem que o tratamento com agua ozonizada
diminuiu a deterioracéo das castanhas.

Oliveira et al. (2020) utilizou o gas o0z6nio para reducéo da contaminacao de
Aspergillus flavus inoculado em castanha-do-Brasil e observaram uma reducao
superior a 3,10 ciclos log ao utilizar 0zénio na concentragéo de 8,88 e 13,24 mg L-
1, com vazdo de 3,0 L min*t e com tempo de exposicdo de 240 min. S&o resultados
proximos aos encontrados no presente trabalho, pois foram adotados fatores
semelhantes, tais como: o tempo de 240 min de exposi¢cdo ao tratamento com
ozonio e o inéculo inicial de A. flavus de 5,34 + 0,04 log UFC g*. Porém, a
concentragdo de entrada do estudo atual foi superior (21 mg L), utilizou-se uma
menor vazdo (1,0 L min't) e em meio aquoso com diferentes niveis de pH, com

inéculo inicial de 5,44 + 0,11 log UFC g, observando assim que a reducdo mais
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expressiva para A. flavus também foi de 3 ciclos log. Essa reducdo aproximada de
3 ciclos log em Aspergillus spp. também foi observada por Alencar et al. (2012),
quando se utilizou gas ozonio na concentracdo de 21 mg L' por 96 h para
inativacao deste fungo em amendoim. O estudo de Alencar et al. (2012) utilizou a
mesma concentracdo de entrada do gas ozoénio que foi utilizada neste estudo, de
21 mg L%, porém, a contagem inicial de in6culo de Aspergillus spp. foi superior a
6,00 log UFC g1, além de se ter utilizado um tempo de exposicédo de 96 horas para
se obter uma reducéao de 3 ciclos log, muito superior ao adotado neste estudo (240
min). Silva et al. (2013) utilizou 4gua ozonizada para a inativacdo de A. flavus em
castanha-do-Brasil obtendo resultados expressivos para reducdo da porcentagem
de esporos e de conidios viaveis ao se utilizar 20 mg L1, porém, utilizando agua a
3 °C — fator que pode aumentar a solubilidade do oz6nio em meio aquoso,
aprimorando assim o0 processo —, sendo que as castanhas foram submersas na
solucéo por até 60 min apds o borbulhamento do ozénio no meio por 15 min.

Ressalta-se a importancia de se inativar A. flavus em castanha-do-Brasil,
antes e durante o armazenamento, devido a sua alta capacidade de produzir
aflatoxinas. O presente estudo mostra que a utilizacdo de agua ozonizada para a
inativacdo de A. flavus é viavel, pois, apesar de ter sido utilizado um tempo de 240
min com concentracdo de entrada de 21 mg L™, o inéculo inicial do fungo na
castanha-do-Brasil estava muito acima do que é encontrado comercialmente. Na
etapa anterior (Etapa Il), a concentracéo do indculo foi de 10° esporos mL™1, fazendo
gue o controle apresentasse uma contagem de 2,55 + 1,12 Log UFC g1, enquanto
nesta etapa foi de 108 mL%, com o controle apresentando uma contagem de 5,44 +
0,11 log UFC g%, valor mais elevado. Os resultados mostraram que se pode
conseguir uma reducdo de até 3 ciclos log para os parametros adotados neste
estudo, assim como dados encontrado na literatura (ALENCAR et al., 2012; SILVA
et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2020). No geral, utilizar o processo de ozonizagéo, na
forma de gas e dissolvido em agua, para inativar e reduzir Aspergillus secao Flavi
potencialmente aflatoxigénico pode ser considerado uma técnica viavel e superior
a utilizacdo de métodos tradicionais (LEE et al., 2016; RIBEIRO et al., 2020).
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5.3.2 Qualidade da castanha-do-Brasil ozonizada em meio aquoso

O teor de agua da castanha-do-Brasil aumentou durante o processo de
ozonizacdo em meio aquoso, mas nenhuma variacdo significativa pode ser
associada aos niveis de pH testados (p>0,05). A umidade original do produto era
de 4,28 + 0,01 g 100 g mas, apds a ozonizacdo em meio aquoso por 240 min, 0s
novos valores médios chegaram a 10,18 + 0,12, 10,34 + 0,13 e 10,59 + 0,08 g 100g"
!, para pH 8,3, 6,9 e 2,7, respectivamente.

As amostras foram submetidas a secagem a 25°C por 24 h, para que fosse
alcancada a umidade final de 5,27 + 0,22 g 100 g*. A umidade do produto foi
reduzida apés a secagem a 25 °C — temperatura baixa para esse procedimento.
Na avaliagdo da secagem de castanha-do-Brasil as temperaturas entre 45 e 65 °C
tém sido utilizadas, acelerando o processo de retirada da 4gua das nozes, podendo
assim garantir a qualidade do produto ozonizado (COSTA et al., 2017; OLIVEIRA
et al., 2020).

Obteve-se diferenca significativa (p<0,05) quando se analisou as variaveis
qualitativas, teor de acidos graxos livres e indice de perdxido, do 6leo bruto extraido
das castanhas-do-Brasil, de acordo com a Tabela 20. O teor de acidos graxos livres
ficou entorno de 0,34 e 0,49 mg KOH g%, sendo que os menores valores foram
observados nas castanhas-do-Brasil submetidas ao tratamento com agua
ozonizada, e, a 4gua ozonizada em pH 8,3 por 240 min, apresentou 0 menor valor
em relacdo aos tratamentos sem ozonizagdo. Esses valores do teor de acidos
graxos livres séo inferiores ao limite estabelecido pelo Codex Alimentarius para 6leo
bruto, que é de 4,00 mg KOH g* (FAO, 1999; ALMEIDA et al., 2019). O tratamento
com agua ozonizada na concentracdo de entrada de 21 mg Lt por 240 min nédo
afetou drasticamente a qualidade do 6leo bruto para o parametro de acidos graxos

livres.

Tabela 20 — Qualidade do 6leo bruto: acidos graxos livres e indice de perdxido, extraido das
castanhas-do-Brasil submetidas a Agua ozonizada na concentracéo de entrada de 21 mg L*
por 240 min a 25 °C

Tratamento (240 min) Acidos Graxos Livres  Indice de Peroxido (mEq

(mg KOH g*) kg™
Controle 0,48 £+ 0,022 8,37 £ 1,07
ADNO - pH 8,3 0,49 £ 0,032 10,01 + 0,08
ADNO - pH 6,9 0,48 + 0,012 8,58 + 0,67
ADNO — pH 2,7 0,48 + 0,012 8,64 + 1,14°
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ADO - pH 8,3 0,34 £ 0,03¢ 12,99 £ 1,332

ADO -pH 6,9 0,37 + 0,05% 13,39 + 0,682

ADO — pH 2,7 0,43 £ 0,03 13,82 + 0,302
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t a 5% de
probabilidade.

No indice de peroxido também foram observadas diferencas significativas
(p<0,05) entre as castanhas-do-Brasil submetidas a agua ozonizada em relacdo as
castanhas sem ozonizagdo. Os tratamentos em que ndo houve ozonizacao o indice
de peréxido ficou entorno de 8,37 e 10,01 mEq kg, enquanto os tratamentos
submetidos a Agua ozonizada na concentracdo de entrada de 21 mg L por 240 min
apresentaram valores superiores a estes, diferindo estatisticamente (p<0,05), com
valores entre 12,99 e 13,82 mEq kg, sendo que o limite estabelecido pelo Codex
Alimentarius para indice de peréxido é de 15 mEq kg?. Ou seja, o tratamento com
adgua ozonizada na concentracdo de entrada de 21 mg L? por 240 min ndo afetou
drasticamente a qualidade do 6leo bruto para o parametro indice de peréxido. A
oxidacdo de Oleos € um processo autocatalitico, desenvolvendo-se de maneira
acelerada e crescente uma vez que foi iniciada. Portanto, o processo de 0zonizagao
pode influenciar a formacao de radicais livres que, em contato com oxigénio molecular
forma um peréxido e hidroperoxidos, dando origem a outros radicais livres, formando
uma progressdo geométrica (ALMEIDA et al.,, 2019). Atakan e Caner 2021
observaram que o indice de peroxido de nozes de aveld tratadas com 0zbénio na
concentracdo de 20 ppm por 20 min aumentou consideravelmente, sendo o valor mais
expressivo das nozes de avelad tratadas com ozénio nesta concentracdo apés 12
meses de armazenamento; porém, tratamentos com 5 e 10 ppm por até 10 min ndo
afetaram consideravelmente a qualidade das nozes de aveld durante o
armazenamento.

Foi observada uma diferenca significativa (p<0,05) sobre a cor das castanhas-
do-Brasil quando submetidas a gua ozonizada na concentragéo de 21 mg L por 240
min em diferentes niveis de pH e a 25 °C. A Tabela 21 mostra que esse processo
afetou a Saturacéo (C), Tonalidade (h°) e a Diferenca de cor (AE) significativamente.
Observou-se que houve um incremento da Saturacdo (C), ou Chroma, variando
significativamente (p<0,05), quando as castanhas foram submetidas a &agua

+ 0,19,
respectivamente. E, de acordo com Jacomino et al. (2003), um valor baixo de croma

ozonizada nos pH’'s 6,9 e 2,7, com valores de 12,94 + 0,69 e 12,32

pode significar uma cor menos intensa, ou seja, para o presente estudo, 0 processo
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de ozonizacdo em meio aquoso incrementou a intensidade da cor das castanhas-do-

Brasil.

Tabela 21 — Coloragéo das castanhas-do-Brasil, Saturacéo (C), Tonalidade (h°) e Diferenca
de cor (AE) sem tratamento e submetida a &gua ozonizada na concentragdo de 21 mg L por
240 min em diferentes niveis de pH na temperatura de 25 °C

Tratamento Coloracéo
(240 min) Saturacéo (C) Tonalidade (h°) Diferenca de cor (AE)
Controle 11,01 + 0,51¢ 79,89 + 1,23 0+0d
ADNO -pH 8,3 10,70 £ 0,26° 81,64 + 2,53° 9,78 + 0,91°
ADNO - pH 6,9 11,13 £ 0,59° 79,93 + 1,23 7,47 +1,31°
ADNO - pH 2,7 10,99 £ 0,74° 80,14 + 0,61° 594 +1,13°
ADO —pH 8,3 11,67 + 0,55 86,72 + 0,682 10,52 + 1,22°
ADO - pH 6,9 12,94 + 0,692 87,04 £ 0,642 13,45 £ 0,837
ADO —pH 2,7 12,32 £ 0,19% 86,82 £ 1,052 14,60 + 0,832

Controle (ndo ozonizado); ADNO — Agua Destilada Ndo Ozonizada em diferentes valores de pH; ADO
— Agua Destilada Ozonizada (21 mg L1) em diferentes valores de pH.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t a 5% de
probabilidade.

O éangulo de matiz (h°) também apresentou um incremento significativo
(p<0,05) quando as castanhas foram submetidas ao processo de ozoniza¢cdo em meio
aguoso, porém, ndo houve diferenca deste processo de ozoniza¢ao quando se variou
o pH da agua, obtendo-se valores de 86,72 + 0,68, 87,04 + 0,64, 86,82 + 1,05, para
os pH’s 8,3, 6,9 e 2,7, respectivamente. Quando se avaliou a diferenca de cor das
castanhas obteve-se diferenca significativa (p<0,05), sendo que o0s maiores
incrementos observados foram para os tratamentos com agua ozonizada no pH de
2,7 e 6,9, com valores de 14,60 + 0,83 e 12,45 + 0,83, respectivamente. Essas
alteracdes na coloragdo de castanha-do-Brasil durante o processo de ozonizacao
também foram atribuidas a oxidagéo de pigmentos da casca por Oliveira et al. (2020),

e, na casca em graos de amendoim por Alencar et al. (2011) e Sanchez et al. (2016).

5.4 ETAPA IV: Testes preliminares do efeito fungicida e da capacidade

da dgua ozonizada em degradar aflatoxinas

Foram realizados testes preliminares com a concentracéo do oz6nio de entrada
de 21 mg L"* em agua com pH 6,8 para inativacéo de A. flavus e para degradacéo de
aflatoxina B1, nos tempos de 0, 30, 60 e 90 min de ozonizac&o, conforme apresentado
na Tabela 22.
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Tabela 22 — Agua ozonizada (21 mg L™) na inativacéo de A. flavus (contagem Log UFC g-1)
e na degradacdo de aflatoxina B1 (ug kg™?)

Tempo de Exposicéo Contagem Log (UFC g?) AFB:1 (ug kg™
Controle 6,28+ 0,01 a 20,51 + 1,50 ab

30 min 5,43 + 0,15 bc 23,76 £ 0,63 a

60 min 5,61+0,07b 21,47 + 2,90 ab

90 min 5,37+0,06c 17,81+232b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste t a 5% de
probabilidade.

Na avaliacdo da capacidade da agua ozonizada em inativar A. flavus obteve-
se diferenca significativa (p<0,05). A maior reducao observada aconteceu quando se
0zonizou em agua (pH 6,8) as castanhas contaminadas por até 90 min, com reducao
de 0,91 ciclos Log em relagdo as amostras sem tratamento. Porém, o tratamento de
ozonizacdo das castanhas em agua por até 90 min ndo diferiu estatisticamente do
tempo de exposicao de 30 min, que obteve uma reducéo de 0,85 ciclos log em relagéo
ao tratamento controle. Ao avaliar o efeito detoxificante de aflatoxina B1 em castanha-
do-Brasil contaminada com A. flavus utilizando agua ozonizada, obteve-se diferenca
significativa (p<0,05). O tempo de exposi¢cdo a ozonizacao de 90 min apresentou uma
quantificacdo de 17,81 + 2,32 ug kg?, o menor valor entre os demais tratamentos.
Porém, so diferiu estatisticamente do tratamento com tempo de exposicédo de 30 min,
gue apresentou uma quantificacdo de 23,76 + 0,63 ug kg*. Houve uma reducéo de
5,95 ug kgt quando se utilizou o tempo de exposicdo de 90 min em relagdo ao tempo
de exposicdo de 30 min. Para aflatoxinas, conforme a Tabela 22, os resultados
preliminares demonstraram que a contaminagcdo por A. flavus, independente do
tratamento com o0zonio, apresentou uma taxa final de aflatoxina B1 acima do permitido
pela legislagao brasileira, ou seja, o limite maximo permitido (LMP), de 10 ug kg para
castanha-do-Brasil pronta para consumo direto (BRASIL, 2021).
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6. CONCLUSAO

Com relacdo a ozonizagcdo em meio aquoso em diferentes pH’s pode-se chegar
as seguintes conclusdes:

A medida que o pH diminuiu a concentracdo de 0zOnio No meio aquoso
aumenta durante o processo de ozonizacao na presenca de castanha-do-Brasil.

O modelo cinético de segunda ordem representa com precisao a decomposi¢cao
do ozbénio em meio aquoso contendo castanha-do-Brasil em diferentes pH’s testados.

A medida que o pH diminui, ha um aumento da concentracéo inicial de ozonio
dissolvido em meio aquoso na presenca de castanha-do-Brasil e, consequentemente,
uma tendéncia de reducéo da meia vida do oz6nio.

A ozonizacdo em meio aquoso com pH acido foi mais eficiente no controle de
A. flavus em castanha-do-Brasil quando se utilizou a concentracéo de entrada de 13
mg L por 120 min. Quando a concentracdo de entrada foi de 21 mg L o tempo de
o0zonizacdo em meio aquoso de castanha-do-Brasil melhor para reducao de A. flavus
foi o de 240 min.

A variacao do pH da agua no processo de ozonizacdo de castanha-do-Brasil
nao apresentou variacdes expressivas quanto a reducao de A. flavus ao se utilizar a
concentracdo de entrada de 21 mg L nos tempos de 120 e 240 min de exposicao.

O processo de ozonizagdo afeta a cor da castanha-do-Brasil, porém nao

interfere no perfil lipidico e da qualidade do 6leo bruto.
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ANEXO |

Figura | — Cromatogramas do perfil lipidico do 6leo bruto obtido de castanhas-do-
Brasil ndo ozonizadas (a), ozonizadas em &4gua com pH 3,0 (b), pH 7,1 (c) e pH 8,1
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