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RESUMO GERAL

A castanha-do-Brasil se destaca pela sua constituicdo nutricional, porém também é
excelente substrato de fungos, especialmente aqueles capazes de sintetizar
aflatoxinas, principalmente por Aspergillus flavus e A. parasiticus. Uma técnica que
vem sendo proposta no controle de fungos € a ozonizagdo. Esse gas se destaca
pelo seu elevado potencial oxidativo e por sua rapida decomposicdo em composto
nao toxico, o oxigénio. Esse processo de decomposicdo é acelerado quando em
contato com material organico. Dessa forma, objetivou-se com este trabalho avaliar
a cinética de decomposicao do gas ozénio em meio poroso contendo castanha-do-
Brasil, o efeito fungicida e possiveis alteracdes na qualidade do produto. Realizou-se
0 estudo em duas etapas. Na primeira etapa, avaliou-se a cinética de decomposicao
do ozbnio em meio poroso contendo castanha-do-Brasil. Na segunda etapa,
analisou-se o efeito fungicida do ozonio e a qualidade do produto ozonizado. Para
avaliar a cinética de decomposicdo do ozbdnio, amostras de 1 kg de castanha-do-
Brasil, com umidade em torno de 4,4% b.u., foram expostas as concentracdes de
242 mg L?, 4,38 mg L?, 888 mg L? e 13,24 mg L e vazdo de 3,0 L min?, na
temperatura de 25 °C. Determinaram-se 0 tempo e a concentracdo de saturacéo,
para cada concentracao inicial do gas. Os modelos cinéticos de ordem zero, primeira
e segunda ordem foram ajustados aos dados de concentracdo de ozénio em funcgéo
do tempo decomposicao. Na avaliacdo do efeito do ozdnio na inativagéo de fungos,
as castanhas-do-Brasil foram inoculadas com Aspergillus Secdo Flavi e
posteriormente submetidas a ozonizacado nas concentracdes de 2,42, 4,38, 8,88 e
13,24 mg L™, por periodos de 0, 60 120, 180 e 240 min, vazdo de 3,0 L min?, na
temperatura de 25 °C. Para avaliar o efeito na qualidade do produto, amostras sem
inoculagéo foram ozonizadas, avaliaram-se a umidade, a coloragédo, o teor de acidos
graxos livres, o indice de peroxido e o indice de acidez do 6leo bruto, além do perfil
lipidico. No que se refere a cinética de decomposicéo, observou-se reducao linear
do tempo de saturacdo, enquanto que a concentracdo de saturacdo aumentou
linearmente no meio poroso a medida que se elevou a concentracdo inicial do gas.
Verificou-se que o modelo cinético de primeira ordem foi 0 que apresentou melhor
ajuste aos dados de concentragdo residual do ozbnio durante o processo de
decomposicdo. Quanto ao efeito do o0zbnio sobre Aspergillus Secédo Flavi, em

concentracdo de 8,88 mg L™, por 240 min, o gas foi capaz de provocar reducédo

X



superior a 3,10 ciclos log na contagem dos microrganismos. Evidenciou-se alteracéo
na estrutura dos microrganismos e na coloragéo das colonias. Houve alteragcdo na
tonalidade e na diferenca de cor a medida que se elevou o periodo de ozonizacao. A
ozonizacao nao alterou a qualidade de 6leo das castanhas-do-Brasil, assim como o
perfil lipidico. A partir dos resultados obtidos, concluiu-se que: a concentragédo inicial
do ozonio influencia linearmente o tempo e a concentracdo de saturacédo; o modelo
cinético de primeira ordem é o mais adequado para o processo de decomposicédo do
0z6nio em meio poroso contendo castanha-do-Brasil, sendo meia vida equivalente a
4,20 min; o ozbnio é eficiente na inativacdo de espécies de Aspergillus secédo Flavi
em castanha-do-Brasil; e nas condicGes adotadas no presente estudo, o 0z6nio nédo
afeta a qualidade do produto, sobretudo no que se refere ao 6leo bruto, inclusive o

perfil lipidico.

Palavras-chave: Ozonizacdo; Tempo de saturacdo; Tempo de meia-vida;

Aspergillus Secédo Flavi; Alteracdes qualitativas; Perfil lipidico.
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ABSTRACT

Brazil nuts stand out for their nutritional constitution, but are also excellent substrates
for fungi, especially those capable of synthesizing aflatoxins, mainly by Aspergillus
flavus and A. parasiticus. One technique that has been proposed in the control of
fungi is ozonation. This gas is notable for its high oxidative potential and for its rapid
decomposition into a non-toxic compound, oxygen. This process of decomposition is
accelerated when in contact with organic material. Thus, the objective of this work
was to evaluate the decomposition kinetics of the ozone gas in porous medium
containing Brazil nuts, fungicidal effect and possible changes in product quality. The
study was carried out in two stages. In the first stage, the ozone decomposition
kinetics were evaluated in porous medium containing Brazil nuts. In the second
stage, the fungicidal effect of ozone and the quality of the ozonated product were
analyzed. To evaluate the kinetics of ozone decomposition, samples of 1 kg of Brazil
nut, with humidity around 4.4% w.b., were exposed to concentrations of 2,42 mg L™,
4,38 mg L?, 888 mgL*and 13,24 mg L™* and 3.0 L min ™ flow at 25 ° C. The time
and saturation concentration were determined for each initial concentration of the
gas. The kinetic models of order zero, first and second order were adjusted to the
ozone concentration data as a function of time decomposition. In the evaluation of
the effect of ozone on fungal inactivation, Brazil nuts were inoculated with Aspergillus
section Flavi and subsequently submitted to ozonation at concentrations of 2,42,
4,38, 8,88 and 13,24 mg L™ !, for periods of 0, 60, 120, 180 and 240 min, flow rate of
3.0 L min™, at a temperature of 25°C. To evaluate the effect on the quality of the
product, non-inoculated samples were ozonated, humidity, color, free fatty acid
content, peroxide index and crude acid acidity index, as well as lipid profile, were
evaluated. Regarding the decomposition kinetics, a linear reduction of the saturation
time was observed, while the saturation concentration increased linearly in the
porous medium as the initial concentration of the gas was increased. It was verified
that the first order kinetic model presented the best fit to the residual ozone
concentration data during the decomposition process. As for the effect of ozone on
Aspergillus section Flavi, in a concentration of 8,88 mg L-*, for 240 min, the gas was
able to cause reduction greater than 3,10 log cycles in the count of microorganisms.
Changes in the structure of the microorganisms and in the coloration of the colonies

were evidenced. There was a change in tonality and color difference as the period of
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ozonation increased. The ozonation did not alter the oil quality of Brazil nuts, as well
as the lipid profile. From the obtained results, it was concluded that: the initial ozone
concentration linearly influences the time and saturation concentration; the first-order
kinetic model is the most suitable for the ozone decomposition process in porous
medium containing Brazil nuts, with half-life equivalent to 4,20 min; the ozone is
efficient in the inactivation of Aspergillus section Flavi species in Brazil nut; and in the
conditions adopted in the present study, ozone does not affect the quality of the

product, especially with regard to crude oil, including the lipid profile.

Keywords: Ozonation; Saturation time; Half-life time; Aspergillus Section Flavi;

Qualitative changes; Lipid profile.
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INTRODUCAO GERAL

A castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) €& nativa da regido
amazonica e de grande importancia para o Brasil, pois apresenta potencial para
emprego em programas de reflorestamento madeireiro e renda para milhares de
trabalhadores rurais e urbanos (COSTA et al., 2009; TONINI; ARCOVERDE, 2005).

A castanha-do-Brasil pode ser consumida tanto in natura ou como ingrediente
de outros alimentos. Esse produto possui grande diversidade de subprodutos,
inclusive extracao de o6leo (FREITAS et al., 2007). O grande mercado da castanha-
do-Brasil é justificado pelo seu uso na industria alimenticia, pode ser utilizado na
producdo de farinha desengordurada, panificacdo, confeitarias, mingaus, doces,
suplementos proteicos, leites, bebidas dietéticas, sorvetes, entre outros (MARTINS
et al., 2008).

A producdo da castanha é feita, principalmente, em sistemas extrativistas,
com um numero reduzido de castanhais localizados na regido norte do Brasil. O
sistema de producéo tradicional é familiar e sem muitos investimentos tecnoldgicos.
Por causa do baixo nivel tecnolégico da cadeia produtiva, além das condicdes
climéticas no periodo da colheita - o clima caracterizado por umidade relativa de
97% e entre 25 a 30°C — as castanhas ficam suscetiveis a contaminacao,
principalmente por fungos aflatoxigénicos (SOUZA et al, 2004). Essas substancias
sdo de elevada toxidez, aguda e crbnica, sendo o figado o 6rgdo mais afetado
(ABDULKADAR et al., 2000).

Diante desse cenario, é fundamental o controle adequado durante todas as
etapas da producdo, com o intuito de evitar a contaminacdo das castanhas por
aflatoxinas e atender os padrdes para consumo e comercializacéo, inclusive para
exportacdo. O ozdénio vem sendo utilizado como uma alternativa para o controle de
aflatoxinas em alimentos (ZORLUGENC et al., 2008; ALENCAR et al., 2012; CHEN
et al., 2014). Ozo6nio pode ser alternativa no controle de aflatoxinas em alimentos,
devido sua capacidade de inativar microrganismos e de degradar esse tipo de
micotoxina. A capacidade do oz6nio de inativar microrganismos € justificada pelo
seu elevado potencial oxidativo, podendo ocorrer a oxidacdo de diversos
constituintes da membrana e parede celular, tais como glicolipidios, glicoproteinas e
aminoacidos, o que implica em alteracdo da permeabilidade celular e lise (KIM et al,
1999).



O gés poder ser gerado no local de aplicacdo, além de apresentar alta
reatividade e ndo apresentar especificidade a um grupo de microrganismos e ter o
oxigénio como produto final de sua decomposicdo, sao algumas das vantagens do
uso do 0z6nio no controle de micotoxinas (NOVAK e YUAN, 2007). Considerando-se
que o ozbnio é altamente reativo quando em contato com material organico, é
necesséario que seja feita a avaliacdo cinética de decomposi¢cdo do gas em meio
contendo produtos distintos de origem vegetal, determinando assim parametros
como concentracdo e tempo de saturacdo, tempo de meia vida e possiveis
alteracdes fisicas e qualitativas do produto. Diante do exposto, objetivou-se avaliar a
cinética de decomposicado do gas ozébnio, o efeito fungicida desse gas e possiveis
alteracdes qualitativas na castanha-do-Brasil em decorréncia do processo de

ozonizacgao.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Castanha-do-Brasil

Caracteristicas gerais

A Castanheira-do-Brasil  (Bertholletia excelsa H.B.K.), conhecida
popularmente por “castanha-do-para” ou “castanha-da-amazénia” € uma arvore que
pertence a familia Lecythidaceae e é presente em regides de solos arenosos ou
argilo-arenosos de todas as terras ndo inundaveis da floresta amazoénica, incluindo
estados como Acre, Amazonas, Mato Grosso, Para, Roraima, Ronddnia e Tocantins,
fora do Brasil também é presente em paises como Bolivia, Colédmbia, Peru e
Venezuela (SALOMAO, 2009). Essa espécie apresenta bom desenvolvimento em
regides de clima quente e Umido, as maiores densidades ocorrem em regides com
tipos climaticos tropicais chuvosos predominantes e com periodos de estiagem
definidos (MULLER et al., 1995).

A castanheira-do-Brasil pode atingir uma altura que varia entre 45 e 50 m,
didametro a altura do peito (DAP) entre 1 e 3 m, copa com diametro entre 20 e 35 cm,
podendo atingir idade que varia entre 361 e 401 anos. Quando se encontram em
condic¢des naturais, a producao de fruto das arvores se inicia entre 73 e 93 anos e a
producdo maxima é de 240 anos de idade (SCHONGART et al., 2015).

A castanheira-do-Brasil apresenta copa cilindrica e bom corte natural de
galhos, essas caracteristicas silviculturais geram a formacédo de fustes retilineos, o
que a torna desejavel em plantios (SCOLES et al., 2011). A espécie, por ser rustica,
apresenta elevada sobrevivéncia e crescimento rapido em plantios heterogéneos em

areas degradadas pela mineracdo (SALOMAO et al., 2006).

Producao

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de castanha-do-Brasil, sendo o
primeiro a Bolivia. A regido norte € responsavel por 98% da producdo nacional
(IBGE, 2016). De toda essa producao, apenas 1% é destinada ao mercado interno,
0s principais consumidores sdo Alemanha, Inglaterra e Estados Unidos (VIEIRA,
REGITANO-D’ARCE, 1999).



No Brasil, 0 extrativismo da castanha-do-Brasil é caracterizado pela alta
concentracdo em poucos estados. Segundo o IBGE (2016), a producao brasileira de
castanha-do-Brasil no ano de 2012 foi de 38.805 toneladas, o Acre foi o estado com
a maior participacdo com 36,3% da producdo, seguido por Amazonas com 27%,
Pard com 26,9%, Rondbnia com 4,4%, Mato Grosso com 4%, Amapa com 1,1% e
Roraima com 0,3%.

Valor Nutricional

O produto mais importante da Bertholletia excelsa € sua castanha que pode
ser consumida tanto “in natura” ou misturada com outros alimentos. Essa matéria-
prima possui grande diversidade de produtos e subprodutos, inclusive extracao de
Oleo (FREITAS et al., 2007). O grande mercado desse produto é dado devido ao seu
amplo uso na industria alimenticia, pode ser usado na produgdo de farinha
desengordurada, panificagdo, confeitarias, mingaus, bolos, biscoitos, doces,
suplementos proteicos, leites, bebidas dietéticas, sorvetes, entre outros (MARTINS
et al., 2008)

Considerada um alimento nutricionalmente rico, a castanha-do-Brasil é
constituida principalmente por acidos graxos insaturados e proteinas que
apresentam alto valor biolégico. A proteina da castanha é rica em todos o0s
aminoacidos essenciais, principalmente cisteina e metionina (SOUZA; MENEZES,
2004). A composicdo quimica das castanhas apresenta abundancia em lipideos,
proteinas, carboidratos e fibras. Além disso, apresenta altos valores de selénio (Se),
ferro (Fe), magnésio (Mg) e manganés (Mn) que sao interessantes no ponto de vista
nutricional (CHUNHIEG et al., 2008).

Um dos destaques nutricionais da castanha € seu elevado percentual de
selénio, que é um importante antioxidante e vem sendo vinculado a reducdo de

alguns tipos de cancer e outras doencas (CHUNHIEG et al., 2008).



Micotoxinas

De acordo com Baker et al., (2007), micotoxina é um termo utilizado para
designar as toxinas produzidas por fungos filamentosos, e sdo caracterizadas pelo
seu baixo peso molecular e toxicidade em baixas concentracbes. A invasao e
infestacdo fungica e producdo de micotoxinas dependem de diversos fatores pré e
pos-colheita (BILGRAMI; CHOUDHARY, 1998). Ciegler (1978) destacaram como
fatores que afetam a sintese de micotoxinas, variacado entre linhagens dos fungos,
suscetibilidade genética do substrato, temperatura do ambiente, umidade da matéria
prima, composi¢cao quimica da matéria prima, aeracéo e fatores de estresse. Dentre
as diferentes toxinas produzidas por fungos, tem-se aflatoxinas fumonisinas,
tricotecenos, zearalenona, ocratoxina A e patulina. As aflatoxinas, produzidas por
espécies do género Aspergillus, sdo consideradas as mais toxicas dentre as
micotoxinas, destacando-se por serem hepatotéxicas, teratogénicas e mutagénicas
(PINHEIRO, 2004).

Aflatoxinas e importancia para Castanha-do-Brasil

As aflatoxinas sdo produzidas por A. flavus, A. parasiticus e A. nhomius, sendo
as principais Aflatoxina B (AFB1), Aflatoxina B2 (AFB2), Aflatoxina G1 (AFG1l) e
Aflatoxina G2 (AFG2) (FREIRE et al.,, 2007). As aflatoxinas sdo metabdlitos
secundarios carcinogénicos, toxicos e apresentam efeito deletério aos animais e ao
ser humano, podendo causar disturbios neurolégicos, imunolégicos e o
desenvolvimento de céancer hepatico (WANG, 2010). De acordo com Coulombe
(1991), a AFB1 é um dos mais potentes hepatocarcin6genos naturais.

Apesar de se destacar por sua constituicdo nutricional, a castanha-do-Brasil,
por ser um excelente substrato para fungos, estd sujeita a contaminacdo por
micotoxinas, principalmente aflatoxinas, que sédo produzidas por fungos do género
Aspergillus secéao Flavi, A. flavus, A. parasiticus e A. nomius (PAYNE, 1998). Esta
contaminagdo pode ocorrer nas diversas etapas do desenvolvimento da planta,
colheita ou armazenamento (FREIRE et al., 2007).

De acordo com Payne (1998), A. flavus produz predominantemente AFB1 e
AFB2, enquanto que A. parasiticus também sintetiza AFG1 e AFG2. Ainda de acordo



com esse autor, apesar de esses microrganismos serem capazes de sintetizar
aflatoxinas em diferentes matérias-primas, a ocorréncia dessas substancias € mais
comum em milho, amendoim, algoddo e nozes. Essas espécies de fungos sao
frequentes durante o armazenamento, apesar de também serem capazes de
colonizar gréos e sementes ainda no campo.

A castanha-do-Brasil é produzida, principalmente, em sistemas de base
extrativista, com apenas um nuamero reduzido de castanhais localizados nos estados
da regido norte do Brasil. O sistema de producéo tradicional € basicamente focado
em unidades familiares e ndo possui muitos investimentos tecnolégicos. Por causa
desse baixo nivel tecnoldgico da cadeia produtiva, além das condigdes climaticas no
periodo da colheita - o clima caracterizado por umidade relativa de 97% e
temperaturas entre 25 a 30°C - a castanha fica suscetivel a contaminacéo,
principalmente por fungos produtores de aflatoxinas (SOUZA et al, 2004).

No periodo de 1998 a 2003, o Laboratério de Controle e Qualidade e
Seguranca Alimentar (LACQSA) do Laboratério Vegetal (LV) do Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento — MAPA realizou andlise para detectar
aflatoxinas em 491 amostras de castanha-do-brasil, de acordo com os resultados,
236 (48,10%) estavam contaminadas (PINHEIRO, 2004). Estes problemas resultam
em um forte entrave na comercializagdo do produto, principalmente no mercado
externo, devido ao rigoroso controle de qualidade imposto pelos paises europeus e
Estados Unidos (ARRUS et al., 2005).

Diante do risco de saude para o consumidor e objetivando a aquisicdo 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
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 ppb para aflatoxina
Bl 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, 2001), enquanto que no Brasil, foi estabelecido
limite de 10 ppb para quando o produto é direcionado para consumo direto (BRASIL,
2011).
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Diante desse cenario, € fundamental a melhoria do manejo, coleta,
beneficiamento, empacotamento e armazenamento das castanhas, tendo em vista
que a manutencdo do baixo nivel de teor de umidade em todas as fases é
fundamental para se obter um produto de boa qualidade, principalmente por se tratar
de um produto de exportacdo. E de extrema importancia estudos de tecnologias que
possam contribuir para a prevengcao e controle de aflatoxinas em alimentos, em
especial na castanha-do-Brasil (PINHEIRO, 2004).

Embora os fungos possam infectar as culturas ainda no campo, na castanha-
do-Brasil, as contaminagbes geralmente ocorrem primariamente em fungédo de
triagens e secagens inadequadas e/ou armazenamento improprio, pois normalmente
técnicas culturais adequadas séo a solucao para evitar a ocorréncia de fungos antes
da colheita (PINHEIRO, 2004). Para que sejam oferecidas aos consumidores com
seguranca, sao necessarias intervencdes na gestdo de toda cadeia produtiva de
castanha-do-brasil. O processamento e boas praticas nesta etapa constituem a
melhor medida para evitar a contaminacéo e garantir a qualidade (FREITAS-SILVA,
VENANCIO, 2011).

Como estratégia, também pode ser feita a remocdo de castanhas
visivelmente danificadas por insetos, acdo essa que pode reduzir significativamente
o nivel de contaminacdo por aflatoxinas, apesar de que os fungos também podem
estar presentes em castanhas sem danos (BAYMAN et al., 2002). Nas etapas do
processamento, a selecdo visual das castanhas assim como a classificacdo e
demais procedimentos adotados no beneficiamento podem diminuir a contaminacgao
(MARKLINDER et al., 2005).

Ozb6nio

Desde a descoberta das aflatoxinas em 1960, em decorréncia do episodio
denominado a época como Turkey X Disease, varios procedimentos tém sido
propostos com intuito de minimizar a ingestdo de alimentos contaminados por
aflatoxinas (OGUZ et al.,, 2002). Umas das possibilidades é a inativagcdo dos
microrganismos, evitando, dessa forma, a sintese das aflatoxinas nos alimentos.
Uma alternativa que vem sendo apresentada como efetiva na inativacdo dos
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microrganismos em alimentos é o gas ozbnio. O gas ozbnio tem eficacia



comprovada na inibicdo ou retardamento do desenvolvimento de fungos dos
géneros Aspergillus, Fusarium, Geotrichum, Myrothecium e Mucor, dentre outros, em
produtos agricolas (WU et al.,, 2006; ALENCAR et al.,, 2012), além de outros
microrganismos como virus e bactérias (OZTEKIN et al., 2006).

O gas o0zbnio (O3), ou oxigénio triatdmico, é uma forma alotropica do oxigénio,
que pode ser produzida naturalmente como resultado de relampagos ou radiagao
ultravioleta ou de forma sintética pelo método de descarga por efeito corona (KIM et
al., 1999). Na geracdo do ozobnio, segundo Novak e Yuan (2007), moléculas de
oxigénio (O,) quando expostas a descarga elétrica sdo dissociadas, produzindo
radicais livres altamente reativos. Esses radicais livres reagem com outras moléculas

de oxigénio, formando o O3, conforme mostrado na Figura 1.
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Figura 1 - Mecanismo de formacéo do gas o0z6nio a partir de moléculas de oxigénio.
Fonte: NOVAK; YUAN (2007).

De acordo com Novak e Yuan (2007), o ozénio foi descoberto por Schonbein
em 1840. Em 1988, foi emitida patente por Fewson nos Estados Unidos, para
utilizacdo do 0z6nio na remocao de odores provenientes de esgotos. Desde entéo, o
0z6nio tem sido utilizado no tratamento de 4gua, na sanitizacdo de equipamento da
industria de alimentos, degradagédo de pesticida, como método de conservacao de
alimento e no controle de insetos-praga de graos armazenados (HSIEH et al., 1998;
MENDEZ et al., 2003; PEREIRA et al.,, 2008; SOUSA et al., 2008). Dentre as

caracteristicas desse gas, podem ser destacadas o fato que esse gas é altamente
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reativo; é necessario que seja gerado no préprio local de aplicacdo; tem como
produto final de sua decomposi¢cdo o0 oxigénio; é agente oxidante eficaz contra uma
variedade de microrganismos.

A diferenca do oz6nio em relacéo a outros sanificantes € o seu mecanismo de
destruicdo dos microrganismos. O cloro, por exemplo, possui um mecanismo de
acao onde ele atravessa a membrana celular, agindo sobre os elementos vitais
(enzimas, proteinas, DNA e RNA) no interior da célula. Ja o o0zbnio degrada
primariamente a estrutura da membrana (Figura 2), inativando os microrganismos
em menor tempo de contato e inviabilizando sua recuperagdo, 0 mecanismo de
destruicdo é o mesmo para bactérias, fungos e outros microrganismos (KIM et al.,
1999). Ainda de acordo com esses autores, o 0zOnio interage com constituinte da
membrana e paredes celulares, oxidando glicolipidios, glicoproteinas e aminoéacidos,

alterando, dessa forma, a permeabilidade celular e causando sua rapida lise.

Figura 2: Simulagdo computacional da degradagcédo de membrana bacteriana.
1. Bactéria em condicéo original;
2. Membrana da bactéria sendo atacada pelo 0zonio;
3. Oxidacdo da membrana da bactéria;

4 a 6. Ruptura e destruicdo da bactéria
Fonte: SNATURAL (2016).

Outro aspecto que deve ser mencionado é que 0 0z6nio possui largo espectro
antimicrobiano, possuindo capacidade de inativar bactérias gram-negativas e gram-
positivas, células vegetativas e esporos, virus em concentragfes relativamente

baixas e em reduzido tempo de contato (KIM et al, 1999). Estudos comprovam que o

9



carater fortemente oxidante e ndo seletivo do ozdénio lhe confere expressiva eficacia
contra diferentes grupos de microrganismos.

Diante do exposto, tem-se que o0 0zb6nio pode ser utilizado na inativacéo
espécies aflatoxigénicas, evitando a contaminacdo dos alimentos por aflatoxinas.
Destaca-se que esse gas ainda é capaz de degradar micotoxinas. Encontram-se na
literatura relatos que o gas ozénio € indicado como agente capaz de degradar as
aflatoxinas, fumonisina, ochratoxina, patulina, deoxinivalenol e zearalenona
(MCKENZIE et al., 1997; YOUNG et al., 2006; ALENCAR et al., 2012). Ressalta-se
ainda que o 0zobnio ndo altera a composi¢cao nutricional dos cereais e que nao sao
formados metabdlitos prejudiciais & saude humana e animal (KIM et al., 2003;
MENDEZ et al., 2003; YOUNG et al., 2006).

Seguranca ocupacional durante a ozonizacao

O uso de um sistema seguro € de importancia primaria para aplicacdo do
ozo6nio na industria de alimentos. Para que a aplicacdo da ozonizacdo seja segura
para os trabalhadores, faz-se necesséria a utilizacdo de sistemas de detecgdo e
destruicdo do gas ozonio residual. O detector do 0zdnio no ambiente de trabalho
deve ser capaz de medir a concentracdo do gas na faixa entre 0,01 a 100 ppm,
enquanto que o destruidor, que pode ser térmico ou catalitico, deve acelerar o
processo de degradacéo do gas (DAMEZ et al., 1991; KHADRE et al., 2001).

De acordo com Stockinger citado por Kim et al. (2003), pequenas
concentracbes do ozbdnio no ar (0,3 ppm) podem causar desconforto em pessoas
suscetiveis. O trato respiratorio é o principal local de ac&o do gas, no que se refere a
toxicidade, podendo causar congestdo pulmonar, além de sintomas como irritacéo e
secura no nariz, na garganta e nos olhos, além de dor de cabeca. Entretanto,
segundo WHO (2000), a toxicidade elevada ocorre quando se tem exposicéo
continua, elevada concentracdo do gas e maior periodo de exposicdo. Os limites de
toxicidade do ozb6nio em diferentes concentracbes e periodos de exposicdo sdo

apresentados na Figura 3.
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Figura 3. Limites de toxicidade do gas ozbénio em diferentes concentracdes e

periodos de exposicao.
Fonte: O3 Company (2016).

Existem em diversos paises regulamentacbes que tratam dos niveis
aceitdveis de concentragcdo do gas e periodo de exposi¢do, tendo em vista a
seguranca e saude ocupacional dos trabalhadores. Nos Estados Unidos o limite de
concentracdo do gas é de 0,1 ppm por até 8 h por dia (CFR, 2011). Na Europa, o
limite estabelecido para exposicdo de individuos ao gas 0zonio é de 120 ug m=, por
até 8 h (WHO, 2000). No Brasil,

Portaria N° 3.214/78, foi estabelecido limite de exposicdo de trabalhadores ao 0zbnio

por meio da Norma Regulamentadora N° 15,

de 0,08 ppm ou 0,16 mg m™, para jornada semanal de trabalho de até 48 h, sendo
méaximo o grau de insalubridade a ser considerado (BRASIL, 1978).

Diante do exposto, objetivou-se com o presente trabalho avaliar a cinética de
decomposicdo do gas 0z6nio em meio poroso contendo castanha-do-Brasil, o efeito
fungicida e possiveis alteracfes na qualidade do produto. As informacdes obtidas
foram sistematizadas em dois capitulos. O Capitulo 1 refere-se a cinética de
decomposicdo do gas ozbnio em meio poroso contendo castanha-do-Brasil,
observando-se o efeito de diferentes concentracdes do gas. No Capitulo 2, estudou-
se o efeito do gas ozbnio como agente fungicida e o efeito da aplicacdo do gas

0zo6nio na qualidade da castanha-do-Brasil e do 0leo bruto extraido do produto.
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CINETICA DE DECOMPOSICAO DO 0ZONIO EM MEIO POROSO CONTENDO
CASTANHA-DO-BRASIL

RESUMO

A castanha-do-Brasil é extremamente suscetivel a contaminac¢do por aflatoxinas,
sintetizadas principalmente por Aspergillus flavus e A. parasiticus. Uma alternativa
gue vem sendo estudada no controle desses microrganismos € o 0z6nio, que € um
composto altamente reativo, sobretudo em contato com material organico. Dessa
forma, objetivou-se com este trabalho avaliar a cinética de decomposi¢cdo do gas
0z6nio em meio poroso contendo castanha-do-Brasil. Foram utilizadas amostras de
castanha-do-Brasil com umidade em torno de 4,4% b.u. Para avaliar a cinética de
decomposicdo do ozonio, amostras de 1 kg de castanhas-do-Brasil foram expostas
as concentracdes de 2,42 mg L?, 4,38 mgL? 888 mgL”e 13,24 mg L™ evazio de
3,0 L min™, na temperatura de 25 °C. Determinaram-se o tempo e a concentracéo de
saturacado, para cada concentracdo inicial do gas. Os modelos cinéticos de ordem
zero, primeira e segunda ordem foram ajustados aos dados de concentracdo de
0z6nio em funcdo do tempo decomposi¢cédo. Observou-se reducgéo linear do tempo
de saturacdo, enquanto que a concentracdo de saturacdo aumentou linearmente no
meio poroso a medida que se elevou a concentracao inicial do gas. Verificou-se que
o modelo cinético de primeira ordem foi o que apresentou melhor ajuste aos dados
de concentracao residual do ozénio durante o processo de decomposi¢cédo. Concluiu-
se gue a concentracdo inicial do oz6nio influencia linearmente o tempo e a
concentracdo de saturacdo. O modelo cinético de primeira ordem é o0 mais
adequado para o processo de decomposicdo do 0z6nio em meio poroso contendo
castanha-do-Brasil, sendo meia vida equivalente a 4,20 min.

Palavras-chave: Ozonizagdo; Cinética de decomposicdo; Tempo de saturacéo;

Tempo de meia-vida.
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KINETICS OF DECOMPOSITION OF OZONE IN POROUS MEDIUM CONTAINING
BRAZIL NUTS

ABSTRACT

The Brazil nuts are extremely susceptible to aflatoxin contamination, synthesized
mainly by Aspergillus flavus and A. parasiticus. An alternative that has been studied
in the control of these microorganisms in foods is ozone, which is a highly reactive
compound mainly in contact with organic material. The objective of this work was to
evaluate the decomposition kinetics of the ozone gas in a porous medium containing
Brazil nuts. Samples of Brazil nuts with water content of 4.4% w.b. were used. In
order to evaluate the kinetics of ozone decomposition, samples of 1 kg of Brazilian
nuts were exposed to concentrations of 2.42 mg L™, 4.38 mg L™?, 8.88 mg L™ and
13.24 mg L™ and a 3.0 L min™ flow at 25 ° C. The time and saturation concentration
were determined for each initial concentration of the gas. The kinetic models of order
zero, first and second order were adjusted to the ozone concentration data in
function of time of decomposition. A linear reduction of the saturation time was
observed, while the saturation concentration increased linearly in the porous medium
as the initial gas concentration was increased. It was verified that the first order
kinetic model presented the best fit to the residual ozone concentration data during
the decomposition process. It was concluded that the initial ozone concentration
linearly influences the time and saturation concentration. The first-order kinetic model
is the most suitable for the decomposition process of ozone in porous medium
containing Brazil nuts, with half-life equivalent to 4.20 min.

Keywords: Ozonation; Decomposition kinetics; Saturation time; Half-life time.
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INTRODUCAO

A castanha-do-Brasil € produzida, principalmente, em sistema extrativista,
com numero reduzido de castanhais localizados nos estados da regido norte do
Brasil. O sistema de producdo tradicional é familiar e sem muitos investimentos
tecnologicos. Por causa do baixo nivel tecnoldgico da cadeia produtiva e condi¢des
climaticas no periodo da colheita, com clima no local de producdo com umidade
relativa de 90% e entre 25 a 30°C, as castanhas se caracterizam por serem
suscetiveis a contaminacédo, principalmente por fungos produtores de aflatoxinas
(SOUZA et al, 2004).

Uma alternativa que vem sendo apresentada para controle de microrganismos
em alimentos, inclusive daqueles que sdo capazes de produzir as aflatoxinas, € o
gas ozbnio. O gas ozbnio tem capacidade comprovada de inibir ou retardar o
desenvolvimento de fungos (Aspergillus, Fusarium, Geotrichum, Myrothecium e
Mucor), em produtos agricolas (WU et al., 2006; ALENCAR et al., 2012), além de
outros microrganismos como virus e bactérias (OZTEKIN et al., 2006).

O gas ozobnio (Ogz), ou oxigénio triatdmico, € uma forma alotropica do oxigénio,
que pode ser gerado de forma sintética pelo método de descarga por efeito corona
(KIM et al., 1999). Durante a geracdo do Oz, moléculas de oxigénio (O,) séo
dissociadas, produzindo radicais livres altamente reativos, que reagem com outras
moléculas de O,, formando o O3 (NOVAK; YUAN, 2007). Conforme esses autores, 0
O3 se destaca por ser altamente reativo e na forma gasosa (20°C), pode apresentar
meia vida inferior a 20 min, sendo o O, o produto de sua decomposi¢cédo. O processo
de decomposicdo pode ser acelerado quando a ozonizagdo ocorre em meio
contendo materiais organicos, tais como produtos vegetais, e depende de fatores
tais como o tipo de material organico presente no meio, teor de umidade e
temperatura (KIM et al., 1999; ALENCAR et al., 2011; PAES et al., 2017).

A diferenca entre o Oz e outros sanificantes é o mecanismo de destruicao
dos microrganismos. O cloro possui um mecanismo de acdo em que ele atravessa a
membrana celular, agindo sobre os elementos vitais, tais como enzimas, proteinas,
DNA e RNA. Por outro lado, o O3 e os produtos de sua decomposicdo degradam
primeiramente constituintes da membrana e da parede celular, inativando os
microrganismos com menor tempo de contato e inviabilizando sua recuperagéo (KIM

et al., 1999). A acdo antimicrobiana do O3 é decorrente da oxidacdo de constituintes,
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tais como glicolipidios, glicoproteinas e aminoéacidos, alterando a permeabilidade
celular e causando sua rapida lise, além de material nucléico, como timina e citosina
(ISHIZAKI et al., 1981; KIM et al, 1999). Outra vantagem do O3 € que este pode ser
gerado no local de aplicacéo, ndo necessitando de recipientes para armazenamento
como para outros produtos quimicos, além de apresentar alta reatividade e néo
apresentar especificidade a um grupo de microrganismos e o produto final de sua
decomposicédo € O, (NOVAK e YUAN, 2007).

Considerando-se que o O3 é altamente reativo quando em contato com
material organico, é necessario que seja feita a avaliacdo cinética de decomposi¢céo
do gas em meio contendo os diferentes produtos de origem vegetal, determinando
assim parametros como concentracdo, tempo de saturacdo e tempo de meia vida.
Tais parametros sdo fundamentais para a implementacdo da ozonizacdo pela
industria, tendo em vista a avaliacdo da viabilidade técnica e o dimensionamento do
sistema (ALENCAR et al., 2011). Diante do exposto, objetivou-se avaliar a cinética

de decomposicéo do gas 0z6nio em meio poroso contendo castanha-do-Brasil.
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MATERIAL E METODOS

Foi utilizado lote de castanha-do-Brasil com teor de umidade de 4,4% (Safra
2016/17), obtidas da Cooperativa dos Produtores Agropecuarios da regiao Norte do
Estado do Mato Grosso (Coopervia). Utilizaram-se amostras (1 kg) de castanha,
acondicionadas em recipiente de vidro (3,0 L) de tampa rosqueéavel, dotadas de
conexdes para entrada e saida de gas. Depois que o O3 passava pelo meio poroso
contendo o produto, o gas era direcionado para o destruidor térmico (Figura 1). O
gas O3 foi obtido de um gerador de O3z (Modelo 0&L 5.0 RM — Ozone & Life, Sdo
José dos Campos, SP) baseado no método de Descarga por Barreira Dielétrica. No
processo de geragao do Og, foi utilizado como insumo oxigénio (O,) com grau de
pureza de aproximadamente 90%, isento de umidade, obtido de concentrador de O,
acoplado ao gerador de Os.

A concentracao de Oj; foi determinada pelo método iodométrico, descrito por
Clescerl et al. (2000), borbulhando-se o gas contendo ozénio em 50 mL de solucao
de iodeto de potassio (KI) 1 N, com producdo de lodo (I;). Para garantir o
deslocamento da reacgéo para a producdao de I,, a solucao foi acidificada com 2,5 mL
de &cido sulfarico (H,SO4) 1 N, despois foi feita a titulagcdo com tiossulfato de sédio
(Na»S,03) 0,01 N. Como indicador foi utilizada solu¢ao de amido a 1%.

Quantificacﬁ-o _dl_l concentragfio Quantifica¢do da concentragdo
inicisl residual
e /
Tubulagdo
(=]
2
g
b
O
[ =
OZONIZADOR 3
VAZAO: 3,0 L min’! < ,é,
47 . > A
Material Ozonizado, AN
(1 kg de castanha) Saida

Figura 1. Esquema da ozonizacdo de castanha-do-Brasil e quantificacdo da

concentragédo residual do gas.

Foram adotadas as concentracées do gas oz6nio de 2,42 mg L™, 4,38 mg L™,
8,88 mg L' e 13,24 mg L™ adotando-se vazdo de 3,0 L min™, na temperatura de 25

°C. Inicialmente foi avaliado o processo de saturacdo do 0z6nio em meio poroso
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contendo castanha-do-Brasil, quantificando-se a concentragdo residual, pelo método
iodométrico, até que a mesma permanecesse constante.
Para relacionar concentracdo residual do gas ozbénio com o tempo, foi

ajustada equacao sigmoidal aos dados obtidos (Equacéo 1):

a ~
C= {W} Equacao 1

em que
C = concentrac&o do gas ozdnio (mg L™);
t = tempo (min);

a, b e ¢ = sdo as constantes da equacao.

A partir das constantes b e c, foi possivel a obtencédo do tempo de saturagéo
para cada concentracdo do gas e, posteriormente, a concentracdo de saturacao,
conforme Venegas et al. (1998) (Equacéao 2):
tsa=b+2c Equacéao 2

em que, tsg: = tempo de saturacao (min).

A avaliacdo da cinética de decomposi¢do do ozénio foi realizada depois da
saturacdo do meio com o gas, conforme Santos et al., (2007). A concentracao
residual do gas foi quantificada, depois de intervalos de tempo sem injecdo do gas
durante os quais acontecia a decomposicdo do ozénio. Durante o periodo em que
ndo eram realizadas quantificacBes do gas, o 0zbnio residual era direcionado para
destruidor térmico a fim de garantir a seguranca dos manipuladores.

Foram ajustados os modelos cinéticos de ordem zero, de primeira e de
segunda ordens aos dados da concentracdo de ozbnio em funcdo do tempo
(WRIGHT, 2004). Os modelos de cinética de decomposicao e respectivas equacdes

integradas e linearizadas e meias-vidas séo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Modelos de cinética de decomposicao e respectivas equacgdes integradas

e linearizadas e respetivas meias-vidas

Ordem  Equacéo Diferencial Equacéo Integrada e Linearizada Meia-vida
0 £=-k C= Co-kt too= &
dt V27 2k
1 dC INC= InCy-kt In(2)
F ° b= S0
2 dc 2 1 1 1
5r =k c g, b= i,

Fonte: WRIGHT, 2004. C = concentracdo de O; (mgL™); t=  tempo (min); k = constante da taxa de
decomposicdo (min™); e; C, = Concentracdo de O; no tempo inicial (mg L™).

O experimento foi realizado no Delineamento Inteiramente Casualizado,
sendo quatro concentracdes iniciais do gas (2,42, 4,38, 8,88 e 13,24 mg L™), com
trés repeticbes. Para a obtencdo das equacOes de regressdao e plotagem dos

gréficos, foi utilizado o software SigmaPlot 10.0 (Systat, 2006).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Apresentam-se na Figura 2 e Tabela 2 as curvas de regressao referentes ao
processo de saturacdo de meio poroso contendo castanha-do-Brasil pelo ozénio nas
concentracdes de 2,42, 4,38, 8,88 e 13,24 mg L?, na vazdo de 3,0 Lmint e
temperatura de 25 °C, por 60 min. Verificou-se aumento da concentragcao do ozonio
a medida que se elevou o periodo de ozonizacdo para todas as concentracdes
iniciais do gas. Tais resultados podem ser explicados pelo fato de que, inicialmente,
0 o0zoOnio reage com sitios ativos na superficie do produto, ocorrendo rapida
degradacdo do gas e eliminacdo dos sitios ativos (STRAIT, 1998; KELLS et al.,
2001). Ainda de acordo com esses autores, depois da eliminacdo dos sitios ativos, a
taxa de degradacdo do gas no meio poroso diminui, e, consequentemente a
concentracdo no meio poroso tende a aumentar. A tendéncia observada em meio
poroso contendo castanha-do-Brasil foi semelhante ao observado para outros
produtos, tais como amendoim, arroz e farinha de trigo (ALENCAR et al., 2011; RAVI
et al., 2015; PAES et a., 2017).

1
[EEY
AN

i e Cp_242mglL*
5,' 12 1 © Co=438mg L™
E v Co-888mglL?
(@] i -1
2 101 a cp-1324mglL
<8 A
i A
5 6 £
S | 7 Y vV -V
28 A /’/,—’ v
£ 41 o/ o+
S o . .0 O
C /// @) ‘
o 2 O
© o0

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Periodo de ozonizagao (min)

Figura 2. Concentragao residual do 0z6nio durante o processo de saturacédo de meio
poroso contendo castanha-do-Brasil com 4,4% (b.u.) de umidade, em func&o do

periodo de exposicdo, para diferentes concentracdes iniciais do gas.
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Tabela 2. Equacdes de regressdo ajustadas e respectivos coeficientes de
determinacdo (R?) para concentracéo residual do 0zénio (mg L™) durante o processo
de saturacdo de meio poroso contendo castanha-do-Brasil com 4,4% (b.u.) de

umidade, em funcado do periodo de exposicdo, para diferentes concentragdes iniciais

do gas
Concentracgéao Inicial
Equacdes ajustadas R? EPE
(mg L)
. 1,183
2,42 Y= — 72012 0,96 0,0828
1+e'( 10,074 )
o 2,569
4,38 Y= T xi1313) 0,91 0,2560
1+e'( 8,284 )
. 5,497
8,88 Y= —F0.1200 0,95 0,4542
1+e'( 5,596 )
. 1,650
13,24 Y= — (760 0,96 0,5201
1+e'(—3,801 )

EPE — Erro padréo da estimativa.

No que se refere aos valores de tempo de saturacdo, obtidos a partir das
equacdes contidas na Tabela 2, observou-se reducéo linear a medida que se elevou
a concentracdo inicial do gas (Figura 3). Para concentracao inicial do ozénio de 2,42
mg L™, o tempo de saturacéo foi de 40,3 min, enquanto que para 13,24 mg L™, foi
equivalente a 15,2 min. Quanto a concentracdo de saturagéo, houve aumento linear
com a elevacdo da concentracdo inicial do gas. Aumento de 1,0 mg L™ implica no
incremento da concentracdo de saturacdo no meio poroso contendo castanha-do-
Brasil de aproximadamente 0,53 mg L™.

Salienta-se a importancia de se conhecer a concentracdo do 0z6nio no meio
poroso contendo castanha-do-Brasil, pois tal variavel € fundamental para o
estabelecimento de condi¢cdes para o controle de microrganismos e degradacao de
aflatoxinas. As concentragcbes de saturacdo obtidas no presente trabalho, na faixa
entre 0,87 e 6,74 mg L™ s&o superiores a concentracdo do ozonio utilizada por Kells

et al. (2001) em grdos de milho, que foi equivalente a 0,11 mg L™, suficiente para
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provocar reducdo de 63% na infeccdo superficial pela espécie potencialmente

aflatoxigénica Aspergillus parasiticus, depois de trés dias de ozonizacao.

® Tempo de saturagdo

v Concentragdo de saturagao -

50 10 1
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Concentragéo inicial (mg L'l)
Iy, =41 ,282-2,090 x R®=0,89 EPE = 4,4193
ycsm=-0,097+0,528”x R? = 0,99 EPE= 0,2326
Figura 3. Tempo (Tsa) € concentracdo (Csyx) de saturagdo do 0z6Gnio em meio
poroso contendo castanha-do-Brasil com 4,4% (b.u.) de umidade em funcdo da

concentracdo inicial do gas.
* Significativo a 5% de probabilidade. ** Significativo a 1% de probabilidade. EPE — Erro padréo da

estimativa.

As equacdes de regressdo dos diferentes modelos cinéticos ajustados aos
dados de concentragdo residual do ozonio em meio de meio poroso contendo
castanha-do-Brasil em funcdo do periodo de decomposicdo, nas diferentes
concentracbes do gas, encontram-se na Tabela 3. Verificou-se que o modelo
cinético de primeira ordem foi o que apresentou melhor ajuste aos dados de
concentracéo residual do ozonio durante o processo de decomposi¢cado, para todas
as concentracdes iniciais, de acordo com o coeficiente de determinacdo (R?). Outros
autores também observaram resultado semelhante em meio poroso contendo arroz,
milho e farinha de trigo (SANTOS et al., 2007; RAVI et al., 2015; PAES et al., 2017).
Na Figura 4, sdo apresentadas as curvas referentes a concentracdo residual do

0z06nio para o0 modelo cinético de primeira ordem.
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Tabela 3. Equacdes de regressdo dos modelos cinéticos de decomposi¢ao

ajustados aos dados de concentracdo residual do oz6nio em meio de meio poroso

contendo castanha-do-Brasil com 4,4% (b.u.) de umidade, em funcdo do periodo de

decomposicao

Concentragao

Inicial Ordem Equacfes ajustadas R? EPE Meia vida (min)

(mg L™)
0 ¥ =0,360-0,028"x 0,58 0,1505 -

2,42 1 9=-0,298-0,175 x 0,92 10,2777 3,96
2 9=-19,786+10,333 x 0,82 27,5098 -
0 9=1,683-0,136"°x 0,50 0,8481 -

4,38 1 §/=0,333-O,171*x 0,89 0,3223 4,05
2 9=-5,376+2,609x 0,78 7,9065 -
0 9=3,455-0,262"°x 0,56 1,4699 -

8,88 1 9=0,906-0,165 x 0,86 0,4328 4,20
2 9=-0,986+0,500 x 0,79 1,6715 -
0 9=6,688-0,477 x 0,81 11,4565 -

13,24 1 9=1,340-0,151'x 0,89 10,3321 4,59
2 9=-0,722+0,248'x 0,71 11,0227 -

* Significativo a 5% de probabilidade. ** Significativo a 1% de probabilidade. ™ N&o significativo a 5%
de probabilidade. EPE — Erro padrdo da estimativa.
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Figura 4. Curvas de regressdo do modelo cinético de primeira ordem ajustado aos
dados de concentracdo residual do ozénio em funcdo do periodo de decomposicéo,
para diferentes concentragdes iniciais do gas.

A partir dos resultados relacionados aos modelos cinéticos, em que foi
possivel verificar que o modelo cinético de primeira ordem é o que apresenta melhor
ajuste aos dados de concentracdo residual do ozénio, foi possivel obter a meia vida
em meio poroso contendo castanha-do-Brasil, conforme apresentado na Tabela 2. A
constante da taxa de decomposicao permaneceu na faixa entre -0,151 e -0,175 min
! Ressalta-se que que para modelo cinético de primeira ordem, o tempo de meia
vida é independente da concentracao inicial do composto avaliado (WRIGHT, 2004).
Dessa forma, a meia vida do 0zonio em meio poroso contendo castanha-do-Brasil
com 4,4% de umidade, a 25 °C, calculado a partir dos valores obtidos para as
diferentes concentracdes do gas, é equivalente a 4,20+0,28 min.

A meia vida do 0zbnio em meio poroso contendo castanha-do-Brasil é inferior
aos valores obtidos para amendoim, equivalente a 7,1 min (teor de umidade de
7,1%/25 °C), milho igual a 5,57 min (teor de umidade de 12,8%/25 °C) e arroz
equivalente a 13,8 min (teor de umidade de 11,4%/31 °C) (SANTOS et al., 2007;
ALENCAR et al., 2011; RAVI et al.,, 2015). Um dos fatores que provavelmente

favorece a rapida decomposicdo do ozénio quando em contato com castanha-do-
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Brasil é a composicdo, podendo apresentar 15,0-17,0% de proteinas e 63-70% de
lipideos (CHUNHIENG et al., 2008).

CONCLUSOES

A concentragcéo inicial do ozobnio influencia o tempo de saturacdo e a
concentracdo de saturacdo em meio poroso contendo castanha-do-Brasil. A medida
gue se eleva a concentracao inicial do gas, ocorre decréscimo linear do tempo de
saturacdo e aumento linear da concentracdo de saturacdo. Tem-se ainda que o
modelo cinético de primeira ordem é o mais adequado para 0 processo de

decomposicdo, com meia vida equivalente a 4,20 min.

31



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALENCAR, E.R; FARONI, L.R.A; MARTINS, M.A.; COSTA, A.R.; CECON, P.R.
Decomposition kinetics of gaseous ozone in peanuts. Engenharia Agricola, v.31,
n.5, p.930-939, 2011.

ALENCAR, E.R.; FARONI, L.R.D.; SOARES, N.F.F.; SILVA, W.A.; CARVALHO,
M.C.S. Efficacy of ozone as a fungicidal and detoxifying agent of aflatoxins in
peanuts. Journal of the Science of Food and Agriculture, v.92, n.4, p.899-905,
2012.

CHUNHIENG, T.; HAFIDI, A.; PIOCH, D.; BROCHIER, J.; DIDIER, M. Detailed study
of Brazil nut (Bertholletia excelsa) oil micro-compounds: phospholipids, tocopherols
and sterols. Journal of the Brazilian Chemical Society, v.19, n.7, p.1374-1380,
2008.

CLESCERL, L.S.; GREENBERG, A.E.; EATON, A.D. Standard methods for the ex-
729 amination of water and wastewater. Denver: Water Work Association, p.1220,
2000.

ISHIZAKI, K.; SHINRIKI, N.; IKEHATA, A.; UEDA, T. Degradation of Nucleic Acids
with Ozone. |. Degradation of Nucleobases, Ribonucleosides, and Ribonucleoside-
5'-Monophosphates. Chemical Pharmaceutical Bulletin, v.29, n.3, p.868-872,
1981.

KELLS, S.A.; MASON, L.J.; MAIER, D.E.; WOLOSOSHUK, C.P. Efficacy and
fumigation characteristics of ozone in stored maize. Journal of Stored Products
Research, v.37, n.4, p.371-383, 2001.

KIM, J.G.; YOUSEF, A.E.; DAVE, S. Application of ozone for enhancing the
microbiological safety and quality of foods: a review. Journal of Food Protection.
v.62, n.9, p.1071-1087, 1999.

NOVAK, J.S.; YUAN, J.T.C. The ozonation concept: advantages of ozone treatment
and commercial developments. In: Tewari, G.; Juneja, V.K. (Eds.) Advances in
Thermal and Non-Thermal Food Preservation. Ames: Blackwell Publishing, p.185-
193, 2007.

32



OZTEKIN, S.; ZORLUGENC, B.; ZORLUGENC, F.K. Effects of ozone treatment on
microflora of dried figs. Journal of Food Engineering, v.75, n.3, p.396-399, 2006.

PAES, J.L; FARONI, L.R.A; MARTINS, M.A; CECON, P.R; HELENO, F.F. Reaction
kinetics of ozone gas in wheat flour. Engenharia Agricola, v.37, n.3, p. 520-528,
2017.

RAVI, P.; VENKATACHALAM, T.; RAJAMANI, M. Decay rate kinetics of ozone gas in
rice grains. Ozone: Science & Engineering, v.37, n.5, p.450-455, 2015.

SANTOS, J.E.; MARTINS, M.A.; FARONI, L.R.D.; ANDRADE, M.P.; CARVALHO,
M.C.S. Ozonization process: Saturation time, decomposition kinectis and quality of
maize grains (Zea mays L.). In: IOA Conference and Exhibition, 2007, Valéncia.

Proceedings... Valéncia: International Ozone Association, 2007.

SOUZA, J.M.L.; CARTAXO, C.B.C.; LEITE, F.M.N. Manual de seguranca e
qualidade para a cultura da castanha-do-brasil. Brasilia: Embrapa Informacéao

Tecnoldgica, p. 61, 2004.

STRAIT, C. A. Efficacy of ozone to control insects and fungi in stored grain. Purdue
University, West Lafayette, IN, 1998.

SYSTAT. SigmaPlot for Windows Version 10.0. San Jose: Systat Software Inc.,
2006.

VENEGAS, J.G.; HARRIS, R.S; SIMON, B.A. A comprehensive equation for the
pulmonary pressure-volume curve. Journal of Applied Physiology, v.84, n.1,
p.389-395, 1998.

WRIGHT, M.R. An introduction to quemical kinects. 1.ed. New York: John Wiley &
Sons, Ltd., p.441, 2004.

WU, J.; DOAN, H.; CUENCA, M.A. Investigation of gaseous ozone as an anti-fungal
fumigant for stored wheat. Journal of Chemical Technology & Biotechnology,
v.81, n.7, p.1288-1293, 2006.

33



CAPITULO II

EFICACIA DO OZONIO NA INATIVACAO DE FUNGOS EM CASTANHA-DO-
BRASIL E EFEITO NA QUALIDADE

34



EFICACIA DO OZONIO NA INATIVACAO DE FUNGOS EM CASTANHA-DO-
BRASIL E EFEITO NA QUALIDADE

RESUMO

A castanha-do-Brasil se destaca pela sua constituicdo nutricional, porém também é
excelente substrato de fungos, especialmente aqueles capazes de sintetizar
aflatoxinas. Uma técnica que vem sendo proposta no controle de fungos € a
ozonizacao, em funcdo do elevado potencial oxidativo do gas. Diante do exposto,
objetivou-se com o presente trabalho avaliar a eficacia do 0zbnio no controle de
fungos em castanha-do-Brasil e avaliar possiveis efeitos na qualidade do produto.
Para avaliar o efeito do ozénio na inativacdo de fungos, as castanhas-do-Brasil
foram inoculadas com Aspergillus Se¢do Flavi e posteriormente submetidas a
ozonizac&do nas concentracdes de 2,42, 4,38, 8,88 e 13,24 mg L™, por 0, 60 120, 180
e 240 min, vazdo de 3,0 L min?, a 25°C. Para avaliar o efeito na qualidade do
produto, amostras sem inoculacédo foram ozonizadas, foram avaliados a umidade, a
coloracéo, o teor de acidos graxos livres, o indice de perdxido e o indice de acidez
do 6leo bruto, além do perfil lipidico. O 0zénio, em concentracdo de 8,88 mg L™, por
240 min, foi capaz de provocar reducao superior a 3,10 ciclos log na contagem de
Aspergillus. Evidenciou-se alteracdo na estrutura dos microrganismos e na
coloracdo das colbnias. Houve alteracdo na tonalidade e na diferenca de cor a
medida que se elevou o periodo de ozonizacdo. A ozonizacdo ndo alterou a
qualidade de 6leo das castanhas-do-Brasil, assim como o perfil lipidico. Conclui-se,
a partir dos resultados obtidos que o ozénio € eficiente na inativacado de Aspergillus
secao Flavi em castanha-do-Brasil, nas condi¢cdes adotadas no presente estudo, néo
afeta a qualidade do produto, sobretudo no que se refere ao 6leo bruto.
Palavras-chave: Ozonizacdo; Aspergillus Secdo Flavi; Bertholletia excelsa;

Alteracfes qualitativas; Perfil lipidico.
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EFFECTIVENESS OF OZONE IN THE INATIVATION OF FUNGI IN BRAZIL NUTS
AND EFFECT ON QUALITY

ABSTRACT

Brazil nuts stand out for their nutritional constitution, but are also excellent substrates
for fungi, especially those capable of synthesizing aflatoxins. One technique that has
been proposed in the control of fungi is ozonation, due to the high oxidative potential
of the gas. The objective of this work was to evaluate the effectiveness of ozone in
the control of fungi in Brazil nuts and to evaluate possible effects on the quality of the
product. To evaluate the effect of ozone on fungal inactivation, Brazil nuts were
inoculated with Aspergillus section Flavi and subsequently submitted to ozonation at
concentrations of 2,42, 4,38, 8,88 and 13,24 mg L™ !, for periods of 0, 60, 120, 180
and 240 min, flow rate of 3,0 L/min, at a temperature of 25 °C. In order to evaluate
the effect on the quality of the product, samples without inoculation were ozonated,
being evaluated the humidity, color, free fatty acid content, peroxide index and crude
acid acidity index, besides the lipid profile. The ozone, at a concentration of 8.88 mg
L-1, for 240 min, was able to cause reduction greater than 3,10 log cycles in the
Aspergillus count. Changes in the structure of the microorganisms and in the
coloration of the colonies were evidenced. There was a change in tonality and color
difference as the period of ozonation increased. The ozonation did not alter the oil
quality of Brazil nuts, as well as the lipid profile. It is concluded from the results
obtained that ozone is efficient in the inactivation of Aspergillus section Flavi in Brazil
nuts, under the conditions adopted in the present study, and does not affect the
quality of the product, especially with regard to crude oil.

Keywords: Ozonation; Aspergillus section Flavi; Bertholletia excelsa; Qualitative

changes; Lipid profile.
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INTRODUCAO

O produto mais importante da Bertholletia excelsa H.B.K. é sua améndoa,
conhecida como castanha-do-Brasil, que pode ser consumida tanto “in natura” ou
como ingrediente de outros alimentos. Essa matéria-prima possui grande
diversidade de produtos e subprodutos, inclusive 6leo (FREITAS et al., 2007). O
grande mercado desse produto € justificado pelo seu amplo uso na industria
alimenticia, podendo ser usado na producéo de farinha, pao, confeito, mingau, bolo,
biscoito, doce, suplemento proteico, leite, bebida dietética, sorvete, entre outros
(MARTINS et al., 2008).

A composicdo nutricional das castanhas-do-Brasil apresenta abundancia em
lipideos, além de proteinas, carboidratos e fibras, tornando seu valor energético
muito elevado. Além disso, apresenta altos valores de Se, Fe, Mg e Mn, além de
compostos fendlicos, que sdo interessantes no ponto de vista nutricional
(CHUNHIEG et al., 2008; JOHN; SHAHIDI, 2010).

Mesmo se destacando por sua constituicdo nutricional, as castanhas-do-
Brasil, por ser substrato para fungos, estédo sujeitas a contaminacao por micotoxinas,
principalmente aflatoxinas, que sdo extremamente toxicas e carcinogénicas, sendo
produzidas por fungos (Aspergillus secédo Flavi) (MASSI et al., 2014). As aflatoxinas
sdo produzidas principalmente por A. flavus e A. parasiticus (PAYNE, 1998). A.
flavus € capaz de produzir Aflatoxina Bl e Aflatoxina B2, enquanto que A.
parasiticus sintetiza adicionalmente Aflatoxina G1 e Aflatoxina G2. Em produtos de
origem vegetal, essa contaminagcdo pode ocorrer nas diversas etapas do
desenvolvimento da planta, colheita ou armazenamento (FREIRE et al., 2007).

Diante do risco a saude do consumidor e objetivando a aquisicdo de produto
com qualidade nutricional e livres de contaminantes, diversos paises estabeleceram
limite maximo permitido para aflatoxinas, o que implicou o aumento do rigor para
importacdo de castanha-do-Brasil. Tal exigéncia tem como objetivo 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 Uniao Europeia estabeleceu limites maximos de 5 e 10 ppb para aflatoxina
Bl 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, 2001), enquanto que no Brasil, foi estabelecido
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limite de 10 ppb para quando o produto é direcionado para consumo direto (BRASIL,
2011). Diante desse cenério, é fundamental o controle adequado durante todas as
etapas da cadeia produtiva, com o intuito de evitar a contaminacdo das castanhas
por aflatoxinas e atender os padrfes para consumo e comercializacdo, inclusive
para exportagao.

Uma alternativa que vem sendo apresentada como método para o controle de
aflatoxinas em alimentos € o o0z6énio (ZORLUGENC et al.,, 2008; ALENCAR et al.,
2012; CHEN et al.,, 2014). O ozb6nio pode atuar na prevencdo da sintese de
aflatoxinas, em decorréncia de sua comprovada acdo antimicrobiana. A acéo
antimicrobiana do oz6nio é decorrente de seu elevado potencial oxidativo, o que o
torna capaz de oxidar glicolipidios, glicoproteinas e aminoacidos da parede e
membrana celulares, além de outros constituintes do conteudo celular (KIM et al,
1999). Em produtos de origem vegetal, o 0zbnio tem comprovada eficacia na
inibicdo de fungos (Aspergillus, Fusarium, Geotrichum, Myrothecium e Mucor)
(RAILA et al., 2006; WU et al., 2006, ALENCAR et al. 2012; SANCHEZ et al., 2016),
além de como virus e bactérias (KIM et al., 1999; KHADRE et al., 2001; OZTEKIN et
al., 2006; WHANGCHAI et al., 2006).

Apesar de serem encontrados na literatura diversos trabalhos nos quais se
avalia o efeito do 0z6nio sobre diferentes grupos de microrganismos, ha poucos
relatos que abordam a ozonizacdo de castanha-do-Brasil, sobretudo objetivando o
controle de fungos, inclusive daqueles potencialmente aflatoxigénicos. Freitas-Silva
et al. (2013) avaliaram a eficacia da dgua ozonizada no controle de A. flavus em
castanha-do-Brasil e indicaram grande potencial dessa técnica na inativacdo dos
microrganismos. Outro aspecto fundamental é o efeito na qualidade do produto,
sobretudo em funcédo do elevado potencial oxidativo do 0zénio e da composicao das
castanhas-do-Brasil, com aproximadamente 65,0% de lipideos, predominantemente
acidos graxos insaturados (FREITAS; NAVES, 2010).

Considerando-se que a ozonizacdo representa uma alternativa no controle
de fungos e consequentemente na prevencdo de sintese de aflatoxinas, e que a
presenca dessa substancia na castanha-do-Brasil é considerada importante do
ponto de vista de saude publica e comercial, objetivou-se nesse trabalho avaliar a
capacidade do ozodnio de inativar de fungos em castanha-do-Brasil e possiveis

efeitos na qualidade do produto.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado nos Laboratérios de Pré-Processamento e
Armazenamento de Produtos Agricolas, de Leites e derivados e de Analise de
Alimentos, localizados na Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, FAV, e
no Laboratério de Micologia, do Departamento de Fitopatologia, localizado no
Instituto de Ciéncias Biologicas, IB, na Universidade de Brasilia, UnB.

Geracao do ozbénio

O gas ozonio foi obtido por meio de um gerador de ozbénio (Modelo 0&L 5.0
RM — Ozone & Life, S8o José dos Campos, SP, Brasil) baseado no método de
Descarga por Barreira Dielétrica. No processo de geracdo do ozénio, foi utilizado
como insumo oxigénio (O,) com grau de pureza de aproximadamente 90%, isento de
umidade, obtido de concentrador de oxigénio acoplado ao gerador de ozbénio. A
concentracdo de ozébnio foi determinada pelo método iodométrico, descrito por
Clescerl et al. (2000).

Avaliacdo da capacidade do ozénio de inativar espécies de Aspergillus Secao
Flavi em castanha-do-Brasil e efeito na qualidade

Para avaliar a capacidade do ozénio de inativar espécies de Aspergillus
Secdo Flavi, incialmente efetuou-se isolamento e posterior inoculacdo em
castanhas-do-Brasil. Efetuou-se isolamento de Aspergillus Secédo Flavi de graos de
amendoim adquiridos no mercado local. Os graos foram inoculados adotando-se a
técnica de plagueamento direto, utilizando-se o meio de cultura Aspergillus flavus e
parasiticus Agar (AFPA), com incubacdo na temperatura de 30 °C, por 42 h, de
acordo com Pitt e Hocking (2009). Utilizaram-se no isolamento, somente colbnias
com coloracdo alaranjada no verso, caracteristica das espécies potencialmente
aflatoxigénicas A. flavus e A. parasiticus. Na multiplicacdo do inéculo, também foi
utilizado o meio de cultura AFPA.

Para inoculacédo dos fungos nas castanhas-do-Brasil foi adicionado 10 mL de
agua destilada estéril a cada placa, obtendo-se suspenséo de conidios do isolado,
posteriormente ajustada para a concentracdo de 10° conidios mL™. As castanhas-

do-Brasil foram imersas por 10 min na suspensdao de conidios (MICHEL;
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RADCLIFFE, 1995). Depois da inoculagdo, as amostras permaneceram em
temperatura ambiente por sete dias, de tal forma que ocorresse a proliferagdo dos
microrganismaos.

Na ozonizacdo, utilizaram amostras de 100 g de castanhas inoculadas,
individualizadas em sacolas de tules de armacéo. Adotaram-se concentragcoes do
0z6nio equivalentes a 2,42, 4,38, 8,88 e 13,24 mg L™, por periodos de 0, 60 120,
180 e 240 min, vazdo de 3,0 L min™, na temperatura de 25 °C. Depois que 0 0zdnio
passava pelo meio poroso contendo o produto, o gas era direcionado para o
destruidor térmico.

Na avaliacdo da contagem de Aspergillus Secdo Flavi nas castanhas-do-
Brasil foi utilizado o método de quantificacdo de fungos por diluicdo em placas (PITT;
HOCKING, 2009). No método de diluicdo em placas, 25 g de castanha-do-Brasil
foram previamente diluidos em 225 mL de agua peptonada a 0,1%. As diluicbes
utilizadas foram 107, 10% 10° e 10® O meio de cultura e as condicdes de
incubacédo foram os mesmos adotados no isolamento de Aspergillus Secéo Flavi. Os
resultados referentes ao método de diluicdo foram obtidos em termos de unidades
formadoras de coldnias por grama (UFC g™).

O efeito do 0zénio na estrutura dos fungos foi analisado em microscopio 6tico
Leica DM2500 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany), com camara clara e
sistema de captura de imagem acoplado, utilizando-se objetiva de 40x. Para avaliar
o efeito do ozbnio na coloracdo das colénias dos fungos foi utilizado
estereomicroscopio Leica MDG33 com iluminagdo incidente (Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany).

Analises qualitativas das castanhas-do-Brasil ozonizadas

Na avaliacdo de possiveis alteracdes na qualidade de castanhas-do-Brasil
ozonizadas foram avaliados a umidade, coloracdo e variaveis qualitativas do 6leo
bruto. Para avaliacdo da qualidade do 6leo bruto extraido de castanhas ozonizadas
analisaram-se o teor de acidos graxos livres, o indice de peroxido, o indice de iodo e
o perfil lipidico.

Nessa etapa foram ozonizadas amostras de 100 g de castanhas,
provenientes do lote sem inoculacdo de Aspergillus Secdo Flavi, adotando-se
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procedimento semelhante ao utilizado na etapa de avaliagdo do efeito fungicida do

ozonio.
Umidade

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

Coloragéao

A avaliacdo da coloragdo das castanhas-do-Brasil foi realizada no
espectrofotometro Colorquest XE (HunterLab, Reston, United States), obtendo-se os
valores das coordenadas L (mensuravel em termos de intensidade de branco a
preto), a (mensuravel em termos de intensidade de branco a preto) e b (mensuravel
em termos de intensidade de amarelo e azul) do sistema Hunter. A partir das
coordenadas L, a e b foi possivel obter tonalidade de cor h (Equacao 1), a saturacao
da cor ou croma C (Equacao 2) e a diferenca de cor AE (Equacéo 3) (LITTLE, 1975,
FRANCIS, 1975, MCLELLAN et al., 1995, MASKAN, 2001).
h=arctang(b/a) (2)

C=[(a2+b?) 2)

A= J(L-Lo)+(a-20)+(b-bo)’ 3)

em que:
h = tonalidade da cor; C = saturacéo da cor ou croma; AE = diferenca de cor; Lo, ao

e by sdo as coordenadas obtidas antes da ozonizacao das castanhas.

Extrac&o do 6leo bruto

A extracdo de lipidios totais foi realizada pelo método Bligh e Dyer (1959).
Foram pesados 5,0 g de amostra triturada, posteriormente transferidas para o tubo
de 80 mL. Foram adicionados exatamente 10 mL de cloroférmio, 20 mL de metanol
e 8 mL de &gua destilada. Agitou-se a mistura no agitador rotativo por 30 min.
Adicionaram se mais 10 mL de cloroférmio e 10 mL de solucéo de sulfato de sodio a
1,5%. Agitou-se vigorosamente por 2 min e centrifugou-se a 1.000 rpm por dois min.
Em seguida, a camada metandlica superior foi pipetada e descartada. Coletou-se a
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camada inferior, acondicionada, em seguida, em tubo de 30 mL. Filtrou-se a amostra
coletada na camada inferior em funil com papel de filtro qualitativo. O filtrado foi
coletado em um béquer de 50 mL, que foi levado posteriormente a estufa a 40 °C
para a evaporacdo do cloroférmio residual. Esse procedimento foi repetido quatro
vezes para cada amostra, de tal forma que fosse possivel a obtencdo de massa de

Oleo suficiente para as analises qualitativas.
Acidos graxos livres do 6leo bruto

A determinacao de 4cidos graxos livres (AGL) foi realizada de acordo com as
normas AOCS (1993), Método Ca 5a-40. O percentual de acidos graxos livres
(AGL), expresso em mg KOH g, foi calculado por meio da Equacé&o 4,

V, N 56,1

AGL (mg KOH g ') = —

(4)

em que,
Va = volume de KOH 0,01 N gasto para a amostra, mL;
N = normalidade da solugéo de KOH;

f = fator de correcdo da solucdo de KOH; e

m = massa da amostra, g.
indice de peréxido do 6leo bruto

O indice de peroxido (IP) foi determinado de acordo com as normas AOCS
(1993), Método Cd 8-53. O indice de perdxido (IP) foi calculado por meio da
Equacéo 5,

(V,- V) N 1000

IP (mEq kg™") = —

(®)

em que,

IP = indice de peréxido, mEq kg™;

Va = volume de Na,S,0; 0,1N padronizada gasto para a titulagdo da amostra, mL;
Vs = volume de Na,S,03 0,1N padronizada gasto para a titulagdo sem amostra de
Oleo, mL;

N = normalidade da solugcéo de Na,S,0s3;

f = fator de correcdo da solucdo de Na,S,03; e

m = massa da amostra, g.
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indice de iodo

A determinacado do indice de iodo (ll) foi realizada segundo as normas AOCS
(1993), Método Cd 1b-87. O indice de iodo foi obtido pela Equacéao 6,
(V- Va) 1,27 1

m

Il (gl2100g™")= (1)

em que,

Vs = volume da solucdo de Na,S,03 0,1 N padronizada gasto para a titulacdo sem
amostra, mL;

Va = volume da solu¢cdo de Na,S,03; 0,1 N padronizada gasto para a titulacdo da
amostra, mL;

f = fator de correcdo da solucao de Na,S,03; e

m = massa da amostra, g.

Determinacéo do perfil lipidico

Na determinacdo do perfil lipidico foi analisado o 6leo bruto extraido das
castanhas néo ozonizadas e daquelas ozonizadas nas concentracdes de 2,42, 4,38,
8,88 e 13,24 mg L™ por 240 min. Inicialmente foi feita esterificacdo dos &cidos
graxos, a partir do 6leo extraido pelo método Bligh e Dyer (1959), de acordo com
Mendonca et al. (2015). Aliguotas de 20 mg de Oleo bruto foram transferidas para
tubo de ensaio com tampa rosqueavel. Em seguida, adicionava-se 1,5 mL de uma
solucdo de KOH 0,5 N em metanol para a saponificacdo dos acidos graxos. As
amostras foram entdo agitadas em agitador vortex por 1 min. Posteriormente, as
misturas resultantes foram colocadas em banho-maria a 70 °C por 5 min e resfriada
imediatamente em agua corrente. Apds o resfriamento, adicionava-se 2 mL de
solucéo de trifluoreto de boro (BF3, pa), 14% em metanol, seguido de nova agitacéo
mecanica em vortex por 1 min, aquecimento em banho-maria a 70 °C por 5 min e
resfriamento imediato em agua corrente. Depois dessa etapa, adicionava-se as
amostras 2,5 mL de solucdo de NaCl saturado e 1 mL de hexano, seguido de
centrifugacéo por 10 min a 1.200rpm. Para cada amostra, 0 sobrenadante foi
recolhido com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e transferido para outro tubo de
vidro com capacidade de 2 mL, com tampa rosqueavel, septo de silicone e

atmosfera saturada de nitrogénio. As amostras foram armazenadas sob
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congelamento a 18 °C negativos até o momento das andlises por cromatografia
gasosa.

Na analise cromatogréafica, utilizou-se Cromatografo gasoso GC-
2014ATF/SPL (Shimadzu Corp., Japan) com autoinjetor AOC 20i, com detector de
ionizacao de chamas (FID-2014), coluna cromatografica Rt-2560 (Restek, Bellefonte,
PA, USA), com 100 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0.20 um de
espessura do filme. As condi¢cdes cromatograficas estabelecidas foram: modo de
injecdo do tipo Split, com temperatura do injeto igual a 200 °C; a rampa de
aguecimento da coluna foi programada para iniciar com 140 °C, permanecendo a
essa temperatura por 5 min, estabelecendo-se aumento de 5 °C a cada minuto até
atingir 200 °C. A temperatura do detector era de 220 °C, utilizando-se hélio como
gas de arraste, com fluxo na coluna de 1,2 mL min™. A corrida cromatografica foi
equivalente a 45 min. O volume injetado foi de 1 pL.

A identificacdo de cada acido graxo foi feita por comparacdo com o tempo de
retencdo do padréo de &cidos graxos Supelco 37 component FAME mix (Supelco®,
USA). Os resultados foram expressos em g de cada acido graxo, em relacdo a 100 g

dos acidos graxos totais.

Delineamento Experimental

O experimento foi realizado no Esquema Fatorial 4 x 5, sendo quatro
concentracdes do gas (2,42 mg L™, 438 mg L™, 8,88 mg L™ e 13,24 mg L™) e cinco
periodos de ozonizacgéo (0, 1, 2, 3 e 4 h), com trés repeticdes. Foi realizada anélise
de variancia a 5% de probabilidade e, posteriormente, analise de regressdo. Na
analise de variancia, foi utilizado o Software StatPlus v.5 (AnalystSoft Inc, Canada).
Para a obtencdo das equacdes de regressao e plotagem dos graficos, foi utilizado o
software SigmaPlot v.10 (Systat Software Inc, Germany).
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RESULTADOS

Apresentam-se na Figura 1 e na Tabela 1 a contagem de Aspergillus se¢ao
Flavi (log UFC g*) em castanhas-do-Brasil ozonizadas nas concentracées de 2,42,
4,38, 8,88 e 13,24 mg L™ por até 240 min. Verificou-se reducéo significativa (p<0,05)
na contagem dos microrganismos sendo a redugdo mais acentuada nas
concentracdes de 8,88 e 13,24 mg L™. Quando foram utilizadas as concentracdes de
2,42 e 4,38 mg L™, as reduces estimadas na contagem dos microrganismos foram
de 1,38 e de 1,89 ciclos log, respectivamente, depois de 240 min de ozonizacao.
Entretanto, quando se utilizaram as concentracdes de 8,88 e 13,24 mg L™,
obtiveram-se reducfes estimadas superiores a 2,80 ciclos log depois de 60 min.
Para tempo de 240 min reducdo na contagem do microrganismos foi superior a 3,10

ciclos log.

® C=242mglL"
1] © C=438mglL"
v C=888mglL"
0 A C=1324mglL*t
0 60 120 180 240

Periodo de ozonizagao (min)

Figura 1. Contagem de Aspergillus secdo Flavi (log UFC g*) em castanhas-do-Brasil

ozonizadas nas concentragdes de 2,42, 4,38, 8,88 e 13,24 mg L™ por até 240 min.
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Tabela 1. Equacdes de regressédo e respectivos coeficientes de determinacdo de
contagem de Aspergillus secdo Flavi (log UFC g') em castanhas-do-Brasil

ozonizadas nas concentra¢des de 2,42, 4,38, 8,88 e 13,24 mg L™ por até 240 min.

Concentracdo Inicial (mg L™) Equacg0bes ajustadas R? EPE
2,42 9=3,805+1,567e(0.009%) 0,97 0,1304
4,38 9=0,431+4,956¢(0.002) 0,93 0,2512
8,88 9=2,209+3,135e(0.0389) 0,99 0,2183
13,24 9=2,223+3,1193e(0:0420 0,98 0,1998

EPE — Erro padréo da estimativa.

Na Figura 2 sao encontram-se 0s aspectos morfologicos, obtidos por
microscopia Optica, de Aspergillus secdo Flavi coletado em castanhas-do-Brasil
expostas ou hdo ao gas 0z6nio na 13,24 mg L™, por 240 min. Verificou-se alteracdes
na coloracdo dos microrganismos, certamente associada a oxidacdo estruturas
celulares vitais. A alteracdo na coloragdo é confirmada na Figura 3, na qual é
possivel observar alteracdo na coloracdo das colbénias dos fungos depois da
ozonizacdo. Nas castanhas ndo ozonizadas verificou-se coloracdo esverdeada
caracteristica de colénias de Aspergillus secdo Flavi. Entretanto, naquelas

castanhas que foram ozonizadas a coloracdo das colonias dos fungos sofreu

despigmentacdo, com expressivo branqueamento.

Figura 2. Aspectos morfolégicos, obtidos por microscopia Optica com objetiva de
40x, de Aspergillus secédo Flavi coletado em castanhas-do-Brasil antes (A) e depois
(B) da exposicéo ao gas 0z6nio, na concentracdo de 13,24 mg L™, por 240 min.
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Figura 3. Coldnias de Aspergillus secdo Flavi na superficie de castanhas-do-Brasil
antes (A) e depois (B) da exposi¢do ao gas 0zonio, na concentracdo de 13,24 mg L’

! por 240 min.

No que se refere & umidade das castanhas, verificou-se reducéo significativa
(p<0,05) durante o processo de ozonizacdo. Antes do processo de ozonizagao, a
umidade média das castanhas era de 4,40% e depois de 240 min permaneceu
inferior a 4,00% (Figura 4 e Tabela 2).
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Figura 4. Umidade (%) de castanhas-do-Brasil ozonizadas nas concentracdes de
2,42, 4,38, 8,88 e 13,24 mg L., por até 240 min.
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Tabela 2. Equacdes de regressdo e respectivos coeficientes de determinacdo de
umidade (%) de castanhas-do-Brasil ozonizadas nas concentracdes de 2,42, 4,38,
8,88 e 13,24 mg L, por até 240 min.

Concentracdo Inicial (mg L™) Equacdes ajustadas R? EPE
2,42 9=4,016-0,002"°x 0,36 0,3267
4,38 9=4,515-0,004"°x 0,57 0,3724
8,88 9=4,314-0,005 x 0,82 0,1958
13,24 9=4,197-0,002"°x 0,47 0,2109

* Significativo a 5% de probabilidade. ™ N&o significativo a 5% de probabilidade.

Com relacado ao efeito do processo na coloracdo do produto, as variaveis
tonalidade (h), saturagdo (C) e diferenca de cor (AE) variaram significativamente
(p<0,05) em decorréncia do periodo de ozonizacdo independentemente da
concentracdo do gas (Figura 5). A tonalidade (Figura 5A) e a diferenca de cor
(Figura 5C) apresentaram tendéncia de aumento a medida que se elevou o periodo
de ozonizacao. Entretanto, a saturagédo de cor (Figura 5B) n&o apresentou variagao
expressiva durante 240 min de ozonizacdo, permanecendo em todo de 14,70.
Verificou-se ainda variacao significativa (p<0,05) da diferenca de cor quando se
analisou o efeito da concentracdo inicial do gas isoladamente (Figura 6). O valor
médio de diferenca de cor das castanhas expostas a concentracdo de 8,88 mg L™

diferiu dagueles obtidos quando se adotaram as concentracfes de 2,42 e 4,38 mg L~
1
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9,=75,644+4,717(1-e"™)  R?= 0,99 EPE = 0,0339
§.=14,693-0,001"x R?=0,33 EPE= 0,3246
g ,=6,796(1-e"**%) R? = 0,99 EPE = 0,1704

" Significativo a 1% de probabilidade. EPE — Erro padréo da estimativa.
Figura 5. Tonalidade (h), saturacdo (C) e diferenca de cor (AE) em castanhas-do-

Brasil ozonizadas por até 240 min.
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Figura 6. Diferenga de cor (AE) de castanhas-do-Brasil ozonizadas nas
concentracdes de 2,42, 4,38, 8,88 e 13,24 mg L™.

Valores médios seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Com relacdo as variaveis qualitativas do 6leo bruto extraido das castanhas-
do-Brasil; teor de acidos graxos livres, indice de perdxido e indice de iodo, ndo
houve variagcdo significativa (p>0,05) em decorréncia da interagcdo entre
concentracdo do ozénio e periodo de exposicao ao gas, assim como esses fatores
isoladamente. O teor de acidos graxos livres permaneceu na faixa entre 0,66 e 0,84
mg KOH g™, enquanto que o indice de peréxido variaram entre 12,4 e 21,4 mEq kg™.
No que se refere ao indice de iodo, obtiveram-se valores entre 96,7 e 105,8 gl1,100g’
!, No tange ao perfil lipidico do 6leo bruto, ndo houve variacdo significativa (p>0,05)
guando se analisaram o efeito das diferentes concentracdes do ozénio por periodo
de 240 min. Foi possivel guantificar, independentemente da ozonizacdo os acidos
graxos palmitico (C16:0), esteérico (C18:0), oleico (C18:1) e linoleico (C18:2). Para
os acidos graxos C16:0, C18:0, C18:1 e C18:2, independentemente da exposi¢cao ao
ozbnio, obtiveram-se valores médios equivalentes a 14,37, 11,25, 23,94 e 50,35 ¢
100g™, respectivamente. Na figura 7, encontram-se os cromatogramas referentes ao
perfil lipidico do 6leo bruto obtido de castanhas-do-Brasil ndo ozonizadas (A) e
ozonizadas (B) na concentracgéo de 13,24 mg L™, por 240 min.
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Figura 7. Cromatogramas do perfil lipidico do 6leo bruto obtido de castanhas-do-
Brasil ndo ozonizadas (A) e ozonizadas (B) na concentracdo de 13,24 mg L™, por
240 min.
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DISCUSSAO

O gas ozbnio se destaca por apresentar o segundo maior potencial oxidativo
(2,07 mV), dentre as substancias geralmente utilizadas e que apresentam
expressiva capacidade de oxidacdo, sendo inferior somente ao flior (GUZEL-
SEYDIM et al.,, 2004). Essa caracteristica torna a ozonizacdo uma importante
alternativa para o controle de microrganismos, incluindo fungos, bactérias e virus
(KIM et al., 1999). Nesse sentido, no presente estudo foi possivel obter expressiva
reducdo na contagem de Aspergillus secao Flavi (Figura 1) em castanhas-do-Brasil,
ozonizadas nas concentracdes de 8,88 e 13,24 mg L™, para periodo de exposicdo
de 240 min. A reducdo na contagem dos microrganismos nessas condi¢des foi
superior a 3,1 ciclos log. Salienta-se que dentre as espécies que fazem parte do
grupo Aspergillus secao Flavi, estdo A. flavus e A. parasiticus, que sédo as capazes
de sintetizar aflatoxinas, substéancias que se destacam pela elevada
carcinogenicidade (NESCI; ETCHEVERRY, 2002; ASTORECA et al., 2011).

Ressalta-se que na contagem dos fungos presentes nas castanhas
submetidas ou ndo ao processo de ozonizacdo, somente foram consideradas as
colonias que apresentavam coloracdo alaranjada no verso da placa de Petri,
caracteristico das espécies A. flavus e A. parasiticus (PITT; HOCKING, 2009). Dessa
forma, o 0zénio demostrou eficacia na inativagdo de microrganismos potencialmente
aflatoxigénicos em castanha-do-Brasil. Alencar et al. (2012) também observaram
expressivo efeito do ozbnio na inativacdo de Aspergillus spp., com reducdo de
aproximadamente 3,0 ciclos em grédos de amendoim ozonizado, na concentragéo de
21 mg L™, por 96 h.

A inativacdo dos microrganismos durante a ozonizacdo ocorre a partir da
oxidacdo de constituintes da parede e membrana celular e elementos do contetdo
celular, podendo ocorrer lise celular durante a exposicdo ao o0zoOnio. Dentre os
compostos que podem ser oxidados pelo 0zdnio tém-se acidos graxos polisaturados,
polissacarideos, enzimas e materiais nucléicos, como timina e citosina (ISHIZAKI et
al., 1981; KHADRE et al., 2001). E importante destacar que o ozdnio molecular e/ou
radicais gerados durante sua decomposi¢cdo podem atuar no processo de oxidagao
desses constituintes celulares (PASCUAL et al., 2007).

Nas Figuras 2 e 3 € possivel verificar o efeito do 0zénio sobre a coloracéo dos

microrganismos. Houve alteracdo na coloragdo caracteristica dos microrganismos
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certamente em decorréncia da oxidagdo de constituintes celulares. Outros autores
também observaram alteracdo na coloracdo de colbnias de espécies de fungos
durante a ozonizacdo. Zotti et al. (2008) atribuiram a alteracdo na coloracdo de
colénias de A. niger a oxidacdo do pigmento melanina e de A. flavus a oxidagéo de
antraquinona, que de acordo com Shier et al. (2005), € um pigmento intermediério
na sintese de aflatoxinas. Alencar et al. (2012) também observaram alteracdo na
coloracdo de colonias de Aspergillus spp. quando ozonizaram amendoim na
concentracéo de 21 mg L™, por 96 h.

Com relacdo a possiveis alteracfes na qualidade das castanhas-do-Brasil,
observou-se redugéo significativa (p<0,05) da umidade durante a ozonizacao (Figura
4). Tal fato pode ser atribuido a umidade relativa da mistura gasosa contendo 0z6nio
gue passou pelo produto, reduzida durante o processo de concentracdo do oxigénio
antes da geracdo do gas. Dessa forma, tem-se que a reducdo da umidade das
castanhas ndo € decorrente simplesmente da acdo do gas, mas do efeito
predominante da baixa umidade relativa durante a ozonizacdo. Ressalta-se que a
composicdo das castanhas-do-Brasil, com teor de lipideos em torno de 65,0%
(FREITAS; NAVES, 2009), favorece a perda de agua durante a ozonizacao.
Resultado semelhante foi obtido por Alencar et al. (2011) em grdos de amendoim
ozonizados nas concentracées de 13 e 21 mg L™, por até 96 h.

No que se refere a coloracdo das castanhas-do-Brasil, houve variacédo
significativa (p<0,05) quando se analisou o efeito do periodo de ozonizacao
independentemente da concentragdo do gas para a tonalidade, saturacdo e
diferenca de cor (Figura 5). Todavia, somente houve variacdo expressiva para as
variaveis tonalidade e diferenca de cor. Essas alteracdes ao longo do periodo de
ozonizacao podem ser atribuidas a oxidacdo de compostos da pelicula que envolve
as castanhas, de maneira semelhante a observada em grdos de amendoim por
Alencar et al. (2011) e por Sanchez et al. (2016).

A ozonizacdo em concentracdo de até 13,24 mg L™ por até 240 min também
nao afetou a qualidade do 6leo bruto quando consideradas as variaveis teor de
acidos graxos livres, indice de peroxido e indice de iodo. O teor de acidos graxos
livres, que variou entre 0,66 a 0,84 mg KOH g, que é inferior ao limite estabelecido
pelo Codex Alimentarius para 6leo bruto, que é de 4,00 mg KOH g* (FAO, 1999).
Quanto ao indice de peroxido do oleo bruto, cujo limite estabelecido pelo Codex
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Alimentarius é de 15 mEq kg™, obtiveram-se valores entre 12,4 e 21,4 mEq kg™.
Essa faixa de variacdo pode ser atribuida a qualidade inicial da matéria-prima, ndo
devendo, portanto, ser atribuidos ao processo de ozoniza¢do, nas condicdes
adotadas no presente trabalho. O indice de iodo, que mede o grau de instauracéo do
6leo, variou entre 96,7 e 105,8 g1,100g™, ndo sendo afetado significativamente pela
ozonizacao. Esses valores estdo préximos ao obtido por Muniz et al. (2015) para
6leo de castanha-do-Brasil, que foi a 95,0 g1,100g™. Os resultados relacionados a
qualidade do 6leo bruto estdo de acordo com o0s observados por outros autores em
milho e amendoim ozonizados (FARONI et al., 2007; ALENCAR et al., 2011; CHEN
et al., 2014). Por outro lado, Sanchez et al. (2016) observaram aumento do indice de
peréxido do 6leo bruto extraido de grdos de amendoim ozonizados na concentracao

de 6,41 mg L™, por 12 h. Porém esses autores obtiveram valores inferiores a 10 mEq
1

kg™.

A determinacéo do perfil lipidico confirmou que, nas condi¢bes adotadas no
presente estudo, ndo ha alteracao significativa (p>0,05) na qualidade do éleo bruto
extraido de castanhas-do-Brasil ozonizadas. No 6leo bruto, independentemente da
ozonizacao, foram detectados e quantificados os &cidos graxos C16:0, C18:0, C18:1
e C18:2. Dessa forma, mesmo 0 0zonio apresentando elevado potencial oxidativo, a
ozonizacao néo foi capaz de provocar oxidacdo de tal forma a alterar o perfil lipidico
do GOleo. Esse resultado € extremamente importante tendo em vista a manutencéo da
qualidade das castanhas-do-Brasil e o fato de que o 6leo de castanha-do-Brasil €
composto predominantemente por acidos graxos insaturados (FREITAS; NAVES,
2009). Destaca-se que os acidos graxos insaturados sdo suscetiveis a oxidacao, e
ocorrendo tal processo ha alteracdo no odor e flavor (MATZ, 1992). MENDEZ et al.
(2003) também ndo observaram alteragao significativa no perfil lipidico de 6leo bruto
extraido de graos de milho, de soja e de trigo ozonizados na concentracdo de 50
ppm por 30 dias.
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CONCLUSOES

O ozdnio mostrou-se eficiente na inativacdo de Aspergillus secdo Flavi em
castanhas-do-Brasil, sendo capaz de provocar reducao superior a 3,1 ciclos log
quando se adota concentracdo de 8,88 mg L™ e periodo de exposicdo de 240 min.
Dessa forma, a ozonizacdo é uma técnica alternativa na inativacdo de fungos
potencialmente aflatoxigénicos, podendo atuar, portanto, na prevencao da sintese
das aflatoxinas. Em geral, nas condi¢cdes adotadas no presente estudo, o 0zénio ndo
afeta a qualidade do produto, sobretudo no que se refere ao 6leo bruto, inclusive o
perfil lipidico.
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