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RESUMO

ALVES, Aline Inacio, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2018.
Reduc¢ao da contaminagao de castanhas por Aspergillus flavus e aflatoxina B1
utilizando tecnologias fisicas. Orientador: Afonso Mota Ramos. Coorientadores:
Ebenézer de Oliveira Silva e Guilherme Julido Zocolo.

A contaminagao por aflatoxinas é um problema sério no Brasil principalmente devido
as condigdes climaticas (umidade e alta temperatura), as praticas de agricultura e as
condigdes de estocagem, sendo a Aflatoxina B1 (AFB1) a de maior potencial
carcinogénico. Os graos e castanhas sdo os principais alvos dos fungos
responsaveis pela producdo desta toxina. Visando a solu¢cdo deste problema o
objetivo deste trabalho foi estudar a aplicagdo de luz ultravioleta pulsada (UV-p) e
plasma frio a baixa pressao (PFBP), na eliminagcado do fungo Aspergillus flavus e na
reducdo da Aflatoxina B1 em solugdo aquosa e em castanhas de caju e do Brasil.
Inicialmente, A. flavus foi artificialmente inoculado em castanhas de Caju e do Brasil
que foram tratadas com PFBP por 30 minutos e UV-p com fluéncia de 12 J-cm?,
ApoGs o tratamento com plasma, a inativagdo de A. flavus em castanha do Brasil foi
de 4 ciclos log e em castanha de Caju foi de 3 ciclo log. As castanhas tratadas com
UV-p tiveram redugédo de 4 ciclos logs para os dois tratamentos. A Aflatoxina B1 em
solucao aquosa foi tratada com UV-p e PFBP e obteve-se reducao de 95% e 84%,
respectivamente. A degradagdo da AFB1 mostrou seguir uma cinética de reacao de
primeira ordem (R? 2 0,95). Apos o tratamento com UV-p foram identificados
formacdo de 4 compostos e para o PFBP 2 compostos foram formados e
identificados utilizando cromatografia liquida de ultra-desempenho - espectrometria
de massa acoplado ao sistema de Quadrupolo / Tempo de Voo (UPLC-Q-TOF MS).
A toxicidade da AFB1 usando Artemia Salina foi significativamente diminuida. Por
ultimo foi realizado um estudo com as castanhas que foram inoculadas com AFB1 e
tratadas. O tratamento de 12J-cm? de UV-p reduziu 58% de AFB1 em Caju e 91%
em castanha do Brasil. O PFBP reduziu 73% de AFB1 em Caju e 65,3% em
castanha do Brasil. Foram realizadas avaliagbes de compostos fendlicos,
capacidade antioxidante e oxidacdo lipidica nas castanhas antes e apds os
tratamentos. Nao houve alteracdo na capacidade antioxidante e indice de peréxido.

Houve alteracdo na acidez das castanhas de caju e quanto aos compostos fendlicos
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observou-se reducdo nas duas castanhas apds aplicar o PFBP. Os resultados
obtidos sugerem que as tecnologias tem um potencial promissor para degradar,

desintoxicar produtos contaminados com AFB1.



ABSTRACT

ALVES, Aline Inacio, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2018.
Reduction of nuts contamination by Aspergillus flavus and aflatoxin B1 using
physical technologies. Adviser. Afonso Mota Ramos. Co-advisers: Ebenézer de
Oliveira Silva and Guilherme Julido Zocolo.

Aflatoxin contamination is a serious problem in Brazil, mainly due to climatic
conditions (humidity and high temperature), agriculture practices and storage
conditions, with Aflatoxin B1 (AFB1) being the most carcinogenic potential. Grains
and nuts are the main targets of fungi responsible for the production of this toxin.
Aiming at this problem, the objective of this work was to study the application of
pulsed ultraviolet light (UV-p) and cold plasma at low pressure (PFBP), elimination of
Aspergillus flavus fungus and degradation of Aflatoxin B1 in aqueous solution and in
cashew nuts and of Brazil. Initially, A. flavus was artificially inoculated in caju and
Brazil nuts that were treated with PFBP for 30 minutes and UV-p with 12 J-cm™
fluence. After treatment with plasma, the inactivation of A. flavus in Brazil nut was 4
log cycles and in cashew was 3 log cycle. Those treated with UV-p had a reduction of
4 log cycles for the two types of nuts. Aflatoxin B1 in aqueous solution was treated
with UV-p and PFBP and obtained reduction of 95% and 84%, respectively. The
degradation of AFB1 showed a first-order reaction kinetics (R®> = 0.95). After
treatment with UV-p, formation of 4 compounds was identified and for PFBP 2
compounds were formed and identified using ultra-performance liquid
chromatography - mass spectrometry coupled to the Quadripole / Flight Time (UPLC-
Q-TOF MS). The toxicity of AFB1 using Artemia Salina was significantly decreased.
Finally, a study was carried out with the nuts that were inoculated with AFB1 and
treated. Treatment of 12J-cm™ of UV-p reduced 58% of AFB1 in caju and 91% in
Brazil nuts. PFBP reduced 73% of AFB1 in caju and 65.3% in Brazil nuts.
Evaluations of phenolic compounds, antioxidant capacity and lipid oxidation in nuts
before and after treatments. There was no change in antioxidant capacity and
peroxide index. There was a small change in the acidity of the cashew nuts and, as
for the phenolic compounds, there was a reduction in the two nuts after applying the
PFBP. The results obtained suggest that the technologies have a promising potential

to degrade, detoxify products contaminated with AFB1.



CAPITULOI

INTRODUGAO GERAL

Contaminacao por aflatoxinas (AF) € um dos principais problemas para graos
armazenados, nozes sem casca, leite e frutas secas, principalmente porque séo
susceptiveis a colonizagao por fungos filamentosos. Os fungos Asperqgillus flavus (A.
flavus) e Aspergillus parasiticus (A. parasiticus) ocorrem como contaminagao natural,
e produzem aflatoxinas como metabdlitos secundarios (MOLYNEUX et al., 2007;
WANG et al.,, 2016). Produtores se esforgam para minimizar o crescimento de
fungos e produgdo de aflatoxina em castanhas do Brasil e de caju, devido as
condigbes climaticas que favorecem a produgdo da toxina (De MELLO e SCUSSEL,
2009; PACHECO et al., 2010).

A incidéncia destas toxinas em commodities agricolas tem impacto negativo
sobre a economia das regides afetadas, especialmente nos paises em
desenvolvimento onde a colheita e a pds-colheita sdo realizadas sem a preocupagao
com a prevencéo de crescimento de fungos (GRIESSLER e ENCARNACAO, 2009;
BOVO, CORASSIN, OLIVEIRA, 2010; ATAYDE et al., 2014).

Com o aumento do conhecimento e consciéncia de que a aflatoxina € uma
poderosa fonte de riscos para a saude para os homens e animais, um grande
esforgo tem sido feito para eliminar completamente a toxina ou reduzir o seu teor em
alimentos e ragdes para niveis significativamente mais baixos (RUSTOM, 1997;
ATAYDE et al., 2014). Valores esses estabelecidos pela legislagdo como inferiores a
20 pg-kg' para alimentos (Brasil, 1996).

A Agéncia Internacional de Investigagdo de Céncer (IARC) classificou a
aflatoxina B1 (AFB1) no Grupo | como um carcinogéneo humano (IARC, 1997).
Todos os animais, especialmente aves, gado e peixes, podem ser vulneraveis a
toxicidade aguda de AFB1 a partir de alimentos contaminados (EATON e
GROOPMAN, 1994).

Uma variedade de tratamentos quimicos (incluindo aménia, peroxido de
hidrogénio, bissulfito de sddio, cloro, 0zbnio, acidos e alcalinos) e tratamentos fisicos
(incluindo irradiacédo gama, calor, radiacao de micro-ondas e ultravioleta e luz visivel)

tém sido estudados para descontaminar produtos com aflatoxinas e eliminar fungos,
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mas todos tém limitagbes significativas devido a falta de adequacdo para uso em
alimentos solidos, degradacéo incompleta, retencao de toxicidade residual, alteragao
quimica de nutrientes no substrato alimentar, ou a criacédo de subprodutos residuais
indesejaveis (SAMARAJEEWA et al., 1990; WANG et al., 2016).

Luz ultravioleta pulsada (UV-p) € uma tecnologia "n&o-térmica" aprovada pelo
FDA (FDA, 1996) com o potencial de ser usado em processos convencionais. A
tecnologia UV-p cria curtos pulsos, de alta intensidade de amplo espectro de luz
branca. Os espectros completos incluem ultravioleta, visivel e infravermelho.
Pesquisadores descobriram o potencial da aplicagdo de UV-p na degradacéo de
micotoxinas, como por exemplo, Moreau et al. (2011), relataram a degradacéo de
zearalenona, desoxinivalenol, Aflatoxina AFB1 e Ocratoxina. No entanto, a
degradacéao de aflatoxinas por tratamento UV-p em castanhas nao foi testado.

Outra tecnologia que pode ser testada como uma forma de degradacdo de
micotoxinas é o plasma a frio que € um gas parcialmente ionizado (SCHOLTZ et al.,
2015). Tem como aplicagdo evitar formagdo de biofiimes e eliminar micro-
organismos, € utilizado em materiais que sao sensiveis aos produtos quimicos e/ou
calor, evitando que substancias quimicas deixem componentes remanescentes na
superficie (KRAMER et al., 2015). Micro-organismos, como Penicillium e Aspergillus,
séo inativados por meio de plasma (SOUSKOVA et al., 2011; PARK et al., 2012).
Novas aplicacdes de plasma frio tém sido propostas no setor de processamento de
alimentos, como a degradagao da atividade enzimatica, em alguns casos com a
consequente melhoria da qualidade visual do produto (PANKAJ, MISRA, CULLEN,
2013; SUROWSKY et al., 2013; TAPPI et al., 2014).

O objetivo deste trabalho foi estudar as tecnologias UV-p e o PFBP, aplicadas
na degradagao da aflatoxina B1, fazendo um estudo inicial com Aspergillus flavus,
uma avaliacdo cinética da degradagdo da aflatoxina B1 e a utilizagdo das
tecnologias para descontaminar castanhas de caju e castanhas do Brasil
contaminadas com a micotoxina, assim como o impacto dos tratamentos nas

caracteristicas fisicas e quimicas das castanhas.



OBJETIVOS

Objetivo Geral
Avaliar a eficiéncia das técnicas de luz ultravioleta pulsada (UV-p) e Plasma

frio a baixa pressdo (PFBP) como um tratamento para reduzir a concentragao
Aflatoxina B1 e reduzir a contagem Aspergillus flavus em castanha de caju e

castanha do Brasil.

Objetivos Especificos
e Avaliar o crescimento de Aspergillus flavus antes e apds tratamento com UV-p e

PFBP em solucéo.

e Avaliar o crescimento de Aspergillus flavus em castanha do Brasil e de caju
antes e apos tratamento com UV-p e PFBP.

e Estudar a cinética de degradagao da aflatoxinas B1 em solugéo tratada com UV-
p e PFBP.

e Estudar a toxicidade da Aflatoxina B1 apds o tratamento com UV-p e PFBP.

e Quantificar a degradacdo de Aflatoxina B1 nas castanhas antes e apos
tratamento com UV-p e PFBP.

¢ Avaliar a capacidade antioxidante, os compostos fendlicos nas castanhas antes
e apos tratamento com UV-p e PFBP.

e Analisar a estabilidade a oxidacdo do 6leo das castanhas antes e apds o

tratamento com UV-p e PFBP.



JUSTIFICATIVA

Observa-se um aumento na preocupagao dos consumidores quanto a
qualidade dos alimentos. Alguns alimentos oferecem maior risco devido a
contaminagao e consequente producao de toxinas. Exemplo disso sé&o as castanhas
que quando contaminadas por um grupo de fungos da familia Aspergillus, podem ter
presenca de aflatoxina que € uma toxina carcinogénica. Sendo assim, existe uma
legislagcao especifica que regula a presenca desta toxina em alimentos e deve ser
obedecida.

Apds a contaminagao e produgao da toxina o produto torna-se improprio para
o0 consumo, o desenvolvimento de tecnologias para descontamina-los ajudariam na
reducdo das perdas de alimentos, principalmente de produtos de alto valor
agregado, como € o caso das castanhas.



CONTEUDO DO TRABALHO

Este trabalho esta divido em cinco capitulos, sendo um capitulo introdutério,
trés no formato de artigo cientifico, contendo as discussdes sobre o tema proposto e
um capitulo de conclusdes gerais.

O primeiro capitulo apresenta informagdes necessarias para melhor
compreensao do trabalho desenvolvido e engloba uma introdugéo geral sobre o
assunto a ser abordado e seus objetivos gerais e especificos.

O segundo capitulo consiste no estudo do uso das tecnologias de UV-p e
Plasma frio a baixa pressao (PFBP) na eliminacdo de Aspergillus flavus em meio
BDA e nas castanhas de caju e do Brasil.

No terceiro capitulo é abordada a cinética de degradagédo da toxina quando
empregado o PFBP e a UV-p e os produtos de degradacao.

No quarto capitulo se propde avaliar a aplicacdo da UV-p e do PFBP na
degradagdo da aflatoxina B1 nas castanhas de caju e do Brasil.

O capitulo referente as conclusdes gerais aborda os principais achados dos
trés capitulos, resumindo os mesmos com enfoque nos objetivos inicialmente

propostos.
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CAPIiTULO Il

AVALIAGAO DA RESISTENCIA DE ASPERGILLUS FLAVUS AOS
TRATAMENTOS DE LUZ ULTRAVIOLETA PULSADA E PLASMA FRIO A BAIXA
PRESSAO

RESUMO

O efeito do plasma frio a baixa pressao (PFBP) e da luz ultravioleta pulsada
(UV-p) no crescimento de Aspergillus flavus (A. flavus) foram investigadas como
uma alternativa aos tratamentos quimicos e térmicos. Primeiramente estudou-se a
aplicacao de diferentes tratamentos em suspensdes de esporos de A. flavus, para
definir os melhores tratamentos de UV-p e PFBP. Entado, A. flavus foi artificialmente
inoculado em castanhas de caju e do Brasil que foram tratadas com PFBP por 30
minutos e UV-p com fluéncia de 12 J-cm™. Apds o tratamento com PFBP, a reduc&o
de A. flavus em castanha do Brasil foi de 4 ciclos log e 3 ciclos na castanha de caju,
e as tratadas com UV-p tiveram redugdo de 4 ciclos logs para os dois tipos de
castanhas. Estes resultados sugerem que o plasma frio e UV-p podem ser
considerados métodos alternativos para a redugao da contaminacédo de alimentos,

devido ao seu potencial de redugao de A. flavus.

Palavras-chave: Castanha de caju, Castanha do Brasil, esporos e

descontaminacao.

ABSTRACT

The effect of cold plasma at low pressure (PFBP) and pulsed ultraviolet light
(UV-p) on the growth of Aspergillus flavus (A. flavus) was investigated as an
alternative to chemical and thermal treatments. Firstly the application of different
treatments on spore suspensions of A. flavus was studied to define the best UV-
and PFBP treatments. Then, A. flavus was artificially inoculated in cashew and Brazil
nuts that were treated with PFBP for 30 minutes and UV-p at 12 J-cm™. After
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treatment with PFBP, the reduction of A. flavus in Brazil nuts was 4 log cycles and 3
cycles in cashew nuts, and those treated with UV-p had a reduction of 4 log cycles
for both types of nuts. These results suggest that cold plasma and UV-p may be
considered as alternative methods for reducing food contamination due to its

potential for A. flavus reduction.

Key words: Cashew nuts, Brazil nuts, spores and decontamination.

INTRODUGAO

Os fungos filamentosos destroem cerca de 10% da colheita mundial,
contaminando alimentos e ragdes com micotoxinas (Nierman et al., 2015). O
Aspergillus flavus, em particular, € um fungo sapréfito onipresente encontrado em
solos em todo o mundo. Foi descrito pela primeira vez em 1809, mas teve destaque
em 1962, como resultado da doenga X em Perus, que matou milhares de aves
domésticas (Nesbitt et al., 1962). O surto da doenga X em Perus levou a descoberta
da aflatoxina, uma micotoxina fungica que contaminou a ragdao de aves. Desde
entdo, A. flavus e aflatoxina tiveram enormes impactos econémicos e de saude em

todo o mundo (Amaike e Keller, 2011).

A. flavus sobrevive como conidios ou esclerodios no solo e detritos organicos.
(Horn et al., 2009). Os esporos de Aspergillus flavus estdo presentes no ar, no solo,
nos restos de plantas e nos gréos colhidos, sendo estes mais resistentes que sua
forma vegetativa. O Aspergillus flavus produz aflatoxinas B1 e B2 e causa
contaminagao por aflatoxinas nas lavouras de graos, pré-colheita, pos-colheita e

durante o armazenamento (Klich, 2007).

A. flavus coloniza e produz aflatoxinas (existem varias formas de aflatoxina
com a aflatoxina B1 sendo a mais carcinogénica), o controle da contaminag&o por
aflatoxina das culturas é vital. Embora a aflatoxina seja notada como o principal
metabdlito causador de doencas humanas, o fungo produz varios metabdlitos

toxicos que também podem afetar a saude (Amare e Keller, 2014).

Varios métodos foram desenvolvidos para a inibicdo do crescimento de
fungos e producdo de micotoxinas (Basaran et al., 2008). Entre elas pode-se
10



destacar o plasma frio a baixa pressao (PFBP) e a Luz ultravioleta pulsada (UV-p),

que sao tecnologias fisicas n&do térmicas.

O plasma frio € um gas ionizado contendo atomos ou moléculas em um
estado metaestavel com uma carga elétrica liquida zero (Misra et al., 2016). O efeito
do plasma frio foi estudado em varios micro-organismos como bactérias (Lee et al.,
2006; Ohkawa et al., 2006) e fungos como Aspergillus parasiticus e Aspergillus
flavus (Basaran et al., 2008 e Suhem et al., 2013). As espécies reativas superam o
sistema de defesa natural dos micro-organismos resultando em danos ao DNA,

proteinas, lipidios e membranas (Yong et al., 2014).

A implementagdo de UV-p para inativar micro-organismos ganhou interesse
por ser um tratamento de curta duracao (Krishnamurthy et al., 2010). A acédo da UV-
p ocorre devido a efeitos fotoquimicos (formacdo de dimeros de pirimidina),
fototérmico (aquecimento devido a energia transmitida pela luz) e fotofisico
(encolhimento da membrana) (Gomez-Lépez et al., 2007; Wekhof, 2000; Ferrario et
al., 2013; Krishnamurthy et al., 2010).

A eliminagdao do fungo antes que as toxinas sejam produzidas deve ser a
meta real, e ndo a remogao das toxinas produzidas uma vez. E, portanto, de grande
interesse desenvolver métodos ou processos pos-colheita novos, praticos e
econdmicos para reduzir ou, se possivel, eliminar completamente o fungo antes que

as aflatoxinas sejam produzidas durante o armazenamento (Basaran et al., 2008).

Dentro desse contexto, o objetivo deste estudo foi analisar a resposta dos
esporos de Aspergillus flavus in vitro e inoculados em castanhas de caju e do Brasil

apos tratamento com PFBP e UV-p.

MATERIAL E METODOS

Aplicagao do Tratamento de luz ultravioleta pulsada

Para os tratamentos com UV-p, foi utilizada uma camara UV-p (SteriBeam,
modelo XeMaticA-2LXL) com duas ldampadas de xénon posicionadas lateralmente,
com capacidade para um pulso a cada 15 segundos e energia de 0,3 J-cm™pulso™

(para pulsos com 100% de poténcia das lampadas). Foram utilizadas as fluéncias de
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6, 9 e 12 J-cm™. Para escolha dos tratamentos considerou-se o maximo permitido
pela FDA de 12 J-cm™ (FDA, 2018).

Aplicagao do tratamento de plasma frio a baixa pressao

Os tratamentos de plasma a frio foram realizados utilizando um sistema de
plasma de bancada PE-100 (Plasma Etch, EUA) e poténcia de 30 W. O plasma foi
gerado com ar sintético (grau FID 4.5, pureza 99,95%, White Martins, Brasil),
aplicando um campo elétrico de 80 kHz através do eletrodo. O processo foi realizado
no modo plasma indireto, o que significa que o plasma foi gerado e depois
alimentado na camara de processamento, que continha a amostra. Apds testes
preliminares foi usada taxa de fluxo de gas de 30 mL-min™'. Os tratamentos foram

realizados durante 10, 20, 30 e 40 min sob condi¢des de vacuo (30 kPa).

Preparo da suspensao de esporos

A cepa de Aspergillus flavus foi obtida junto Fundagdo André Tosello. Os
esporos foram obtidos do micélio crescido em um agar dextrose batata a 27 °C
durante 7 dias e foram coletados inundando a superficie das placas com agua estéril
(Baker, 1970). Depois de contar os esporos, usando camara de Neubauer, a
suspensdo mae foi padronizada em concentragdes de 10° esporos-mL™" com agua

estéril.

Aplicacao PFBP e UV-p em suspensao de A. flavus

Os tratamentos de UV-p nas fluéncias de 6, 9 e 12 J-cm™, foram aplicados
nas suspensdes (5 mL) de esporos 10° esporos'mL™’. A suspensdo tratada foi
inoculada em placas contendo BDA e apds 2 dias a 27° C foi realizada contagem de
numero de coldnias. O controle consistia da suspensao de esporos 10* es.poros-mL'1
sem aplicar UV-p.

Para o tratamento com PFBP a suspensdo de esporos foi seca em
temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C) em placas de petri em capela de
fluxo laminar e em seguida exposta ao tratamento com PFBP nos diferentes tempos.
Apos o tratamento foi realizada a suspensao (5 mL) dos esporos com agua estéril e
entdo foi inoculado (1 mL) em placas contendo BDA e depois de 2 dias a 27° C foi
realizada contagem de numero de coldnias. Para o controle foi realizado o mesmo

processo, mas sem aplicagao do PFBP.
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Avaliagao UV-p e PFBP em castanhas com Aspergillus flavus

As castanhas foram higienizadas com solugdo de hipoclorito de sédio 2 %,
enxaguou-se trés vezes em agua destilada estéril e secou-se com papel absorvente
estéril. Depois disso, as castanhas foram secas em capela de fluxo laminar por 12
horas (Selcuk et al., 2008). Entédo aplicou-se a suspensao de esporos de Aspergillus
flavus na concentracdo de 10° esporos'mL™. As castanhas contaminadas foram
expostas a energia de 12 J-cm™ utilizando o UV-p e PFBP com fluxo de 30 mL-min™
durante 30 minutos. As castanhas do controle ndo foram expostas aos tratamentos.
Apos tratadas foram realizadas as anadlises de crescimento de fungos por meio de
contagem do numero de coldnias utilizando placas contendo BDA que foram

incubadas durante 48 horas a 27 °C.

Analise Estatistica

Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualizado,
5 repeticbes em triplicata. Os dados obtidos foram interpretados por analise de
variancia (ANOVA) utilizando teste F ao nivel probabilidade de 5%. Quando os
resultados apresentaram diferenga significativa pelo teste F entre as amostras foi
utilizado teste de Tukey para comparagdo de médias. Para a execugao da analise
estatistica foi utilizado o programa Statistical Analysis Systems (SAS), versao 9.2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas Figuras 1 e 2 estdo apresentadas as curvas de reducéo de esporos de
Aspergillus flavus na suspenséao tratados por UV-p e PFBP. A contagem inicial de
esporos de A. flavus foi de 3,5 x 10° UFC-g'1. O Tratamento de UV-p com 6 J-cm™
reduziu os esporos de A. flavus em 1-log e com 12 J-cm? em 5-log, resultado

apresentado na Figura 1.
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Tratamentos

Figura 1. Média e intervalo de confianga para redugdo de Aspergillus flavus nos

diferentes tratamentos UV-p.

No trabalho de Gomez-Lopez et al. (2005), utilizando UV-p em placas com
agar contendo A. flavus obtiveram uma reducao de 1-log a distancia de 8 cm e 3-log

a distancia de 4 cm, quando aplicado 50 pulsos e cada pulso 7J.

A inativacdo microbiana por exposicdo a UV-p é atribuida ao efeito do
espectro amplo de UV e da densidade de energia aplicada com o tratamento, que
por sua vez se relaciona com o comprimento do pulso e a alta poténcia de pico do
pulso. A luz UV induz a formagdo de dimeros de pirimidinas (GIESE e DARBY,
2000) que inibem a formagcdo de um novo DNA no processo de replicagdo das
células, inativando o micro-organismo afetado (BOLTON e LINDEN, 2003).A
composicao do espectro emitido da fonte UV-p afeta significativamente a eficacia do
tratamento (Marquenie et al., 2003a, b). A exposi¢do aos comprimentos de onda UV
entre 100 e 280 nm (UV-Continua) tem sido usada em uma ampla gama de
aplicagdes antimicrobianas, incluindo desinfecgdo de agua, ar, superficies e
alimentos (Bintsis et al., 2000; Wright et al., 2000; Koutchma et al., 2004).

No tratamento com PFBP utilizando 10 min e 20 min ocorreu reducao de 1-
log. E nos tempos de 30min e 40 min houve uma redugao de 4-log. Como pode ser

observado na Figura 2.
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Figura 2. Média e intervalo de confianga para redugdo de Asperqgillus flavus nos

diferentes tratamentos PFBP.

Suhem et al. (2013), ndo observaram germinagéo de A. flavus no meio depois
de um tratamento de plasma em 40 W durante 25 min. No entanto, a poténcia de 20
W e o tempo de exposicdo de 5 e 15 min, resultaram em um aumento do
crescimento de A. flavus em aproximadamente 1 a 2 log10 ufc / ml em relagdo ao

controle (sem tratamento com plasma).

As espécies antimicrobianas produzidas durante o tratamento com plasma
dependem de qual gas € aplicado no sistema. Outros fatores que interferem nas
taxas de inativagdo sdo a poténcia e o tipo de equipamento (Marsili et al., 2002).
Durante o tratamento com plasma sdo geradas espécies quimicas altamente
reativas, ions e radiagdes UV, e estes tém capacidade de inativar micro-organismos
através de diferentes mecanismos (Laroussi et al, 2003;. Moisan et al., 2001).
Boxhammer et al. (2012) relataram que o plasma frio utilizando o ar & a fonte de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) e a
interacdo de ambas as espécies resulta em maior eficiéncia de inativagao. O grau de
sobrevivéncia de um esporo no ambiente hostil do plasma de ar é diretamente
dependente da integridade de seu revestimento protetor. Devido ao seu baixo teor
de agua, os esporos podem resistir a temperaturas elevadas de forma eficaz. No
entanto, no plasma de ar, os radicais de oxigénio oferecem um ambiente oxidativo,

onde as proteinas do revestimento de esporos podem ser desnaturadas, e 0 esporo
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fica vulneravel ao ataque dos radicais gerados pelo plasma. Outro mecanismo é o
acumulo de particulas carregadas na superficie dos esporos e o bombardeio
continuo de radicais na superficie do esporo que causa a ruptura da parede celular

(Gaunt, Beggs e Georghiou, 2006).

Um mecanismo importante de desinfecgdo, que consiste no rompimento das
paredes celulares ou das membranas celulares dos micro-organismos, apos o
tratamento com plasma foi confirmado por Yang et al. (2009). No experimento de
Suhem et al. (2013), a estrutura de A. flavus foi danificada pelo plasma atmosférico
frio, onde os conidioforos e a vesicula foram quebrados, demonstrando a eficacia da

inativagao de A. flavus por um jato de plasma atmosférico frio.

Os resultados deste estudo indicaram que em solugao a eliminagao fungica
completa pela UV-p aconteceu quando foi aplicado 12 J-cm™, e para o PFBP com
fluxo de 30 mL-min™" ocorreu uma reducdo de 4-log apos 30 min de tratamento,

permanecendo essa redugao de 4-log apos 40 min.

Na Figura 3 estdo apresentados os resultados da redugéo na contagem de A.
flavus em castanhas do Brasil inoculadas com esporos de A. flavus e tratadas com
UV-p e PFBP. Como pode ser observado, as castanhas do Brasil contaminadas e
tratadas com PFBP e UV-p apresentaram redugao de 4-logs.

6.0

5.5

5.0
45
4.0

3.5
3.0

Log UFC

25
2.0
1.5 —
1.0
0.5

F =1550,1; p=0,00000

Controle UV-p Plasma Frio
Tratamentos

Figura 3. Média e intervalo de confianga para redugcdo de Aspergillus flavus em

castanhas do Brasil nos diferentes tratamentos.
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A diferenca entre o presente trabalho e os demais, tem relagdo com o
equipamento utilizado, a fluéncia, o tempo, a distancia utilizada na aplicacdo do
tratamento e a cepa de A. flavus utilizada, devido a diferencas de fendtipos e
gendtipos. No caso do tratamento de alimentos, a eficiéncia depende fortemente das
propriedades especificas dos alimentos, condigcdes de tratamento e equipamentos
utilizados (Oms-Oliu et al., 2010; Rowan et al., 2015). A eficiéncia dos tratamentos
de inativagao da UV-p depende da fluéncia aplicada, que pode ser controlada pela
intensidade de descarga aplicada, a distancia entre a amostra e a lampada de flash,

bem como o numero de ldampadas (Kramer et al., 2017).

Assim como em outros trabalhos utilizando UV-p, um dos problemas que
ocorrem é o0 sombreamento, pois a tecnologia de UV-p é superficial, e por isso
quanto mais regular a superficie melhor o resultado. Os conidios inoculados podem
nao ter sido submetidos a um tratamento homogéneo, porque nem todos os lados
das castanhas foram expostos a radiagao; além disso, os micro-organismos podem
nao ter sido distribuidos uniformemente na superficie do grédo e os fungos poderiam
ter sido internalizados nas castanhas, ou poderiam estar presentes em
irregularidades ou lesdes na superficie das castanhas, impedindo o contato entre
eles e a radiagao (Zenklusen et al., 2018; Alzamora et al., 2016; Gémez-Lopez et al.,
2007).

Um tratamento UV-p foi aplicado para inativar esporos de A. niger em farinha
de milho obtendo-se uma redugéo de 4-log nas condigdes de voltagem de 3800 V,
distancia de 3 cm, 5,6J-cm™ por pulso e tempo de 100 s (Jun et al., 2003). O
impacto da UV-p na reducédo de conidios de Aspergillus carbonarius e Aspergillus
flavus em graos de cevada foi estudado por Zenklusen et al. (2018). A redugéao
maxima na populagao fungica foi de 1,2-1,7 ciclos log para pulsos de luz intensos

até 18,0 J-cm™.

Na Figura 4 estao apresentados os resultados da redugdo na contagem de A.
flavus em castanhas do Caju inoculadas com esporos de A. flavus e tratadas com
UV-p e PFBP. As castanhas de caju contaminadas e tratadas com PFBP e UV-p

apresentaram reducgédo 3 e 4 log, respectivamente.
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Figura 4. Média e intervalo de confianga para redugdo de Aspergillus flavus em

castanhas de Caju nos diferentes tratamentos.

Basaran et al. (2008), trabalharam com plasma frio a baixa presséo, utilizando
gases de ar e hexafluoreto de enxofre (SF6), a poténcia total aplicada foi de 300 W.
Utilizando inicialmente concentragdo de 6 x 10° UFC-g'1 de A. parasiticus, o plasma
de gases de ar por 5 min resultou em uma redugao de 1 log de A. parasiticus e mais
5 min de tratamento resultaram em reducdo adicional de 1 log. A aplicagéo de
plasma SF6 foi mais efetiva, resultando em aproximadamente uma diminui¢cao de 5
log na populagdo fungica para a mesma duragdo. Diferentes resultados foram
obtidos em amendoim e pistache, em comparagcédo com avelas. A duragao total do
tratamento de 5 min de plasma SF6 permitiu redugdes microbianas da ordem de 3 a

6 logs de UFC-g”', dependendo da amostra.

No estudo de Devi et al. (2017), foi encontrado resultados diferentes aos
deste, devido condi¢cdes de trabalho diferentes. Houve 97,9% e 99,3% de redugao
no crescimento de A. parasiticus e A. flavus, respectivamente, quando tratados em
poténcias de 60 W. Foi observado desintegragao completa da membrana de esporos
fungicos devido a eletroporagdo e a corrosdo causada pelas espécies reativas do

plasma.

Os resultados obtidos no estudo da aplicacdo do PFBP na reducdo de

espécies de Aspergillus foram diferentes de outros trabalhos que também aplicam
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essa técnica. A diferenga entre os resultados ocorre devido aos diferentes gases
utilizados, o equipamento e a poténcia.

CONCLUSOES

No caso do PFBP os resultados tecnologia dependem principalmente do tipo
de gas de alimentacdo e aparelho de plasma usado. E na UV-p a fluéncia, nimero
de pulsos, distdncia da amostra em relagcao a lampada. Nas solug¢des de esporos de
A. flavus tratadas com UV-p ocorreu redugao de até 4 ciclos log do fungo em meio
BDA e a solugdo de esporos tratada com plasma houve reducédo de 4 ciclos no
crescimento em meio BDA. A. flavus inoculados em castanhas de caju e castanhas
do Brasil que foram tratadas com PFBP apresentaram reducéo de 3 e 4 ciclos log
respectivamente e quando tratadas com UV-p a reducdo foi de 4 ciclos log para
ambas as castanhas. Considerando os resultados obtidos, as técnicas utilizadas
podem ser uma alternativa para substituir o processo térmico para reduzir a

contaminagao fungica.
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CAPITULO I

AVALIAGAO DA UTILIZAGAO DA LUZ ULTRAVIOLETA PULSADA E PLASMA
FRIO A BAIXA PRESSAO NA DEGRADAGAO DA AFLATOXINA B1

RESUMO

A luz ultravioleta pulsada (UV-p) e o plasma frio a baixa pressdo (PFBP) séo
novas tecnologias com potencial para degradar e desintoxicar alimentos
contaminados por aflatoxinas. O estudo de degradac&o da Aflatoxina B1 (AFB1) em
solugédo aquosa foi realizado utilizando UV-p e PFBP em diferentes concentragdes
iniciais de AFB1. Na concentracdo inicial de 2 pg-mL'1 de AFB1 tratamento UV-p
reduziu 95% a concentracdo de AFB1; enquanto no tratamento com PFBP a
reducao foi de 84 % para concentracao inicial de 5 ug-mL™. A degradacéo da AFB1
mostrou seguir uma cinética de reacdo de primeira ordem (R? = 0,95). Apds o
tratamento com UV-p foram formados 4 compostos de degradacgao e apods o PFBP 2
compostos que foram identificados, com base em cromatografia liquida de ultra-
desempenho - espectrometria de massa acoplado ao sistema de Quadrupolo /
Tempo de Voo (UPLC-Q-TOF MS). Como os tratamentos resultaram na degradacao
da AFB1 in situ, a toxicidade dos subprodutos residuais de AFB1 apds os
tratamentos foram avaliados. A toxicidade foi estimada utilizando o teste de
letalidade de artémia (Artemia salina). A toxicidade da AFB1 foi significativamente
(p<0,05) diminuida, os produtos de degradagdo foram menos téxicos que a AFB1.
Os resultados obtidos sugerem que as tecnologias tem um potencial promissor para
reduzir a AFB1.

Palavras-chave: Cinética de degradacao, UPLC-QTOF e Artemia Salina.

ABSTRACT

Pulsed ultraviolet light (UV-p) and cold plasma at low pressure (PFBP) are
new technologies with the potential to degrade and detoxify food contaminated by
aflatoxins. A degradation study of Aflatoxin B1 (AFB1) in aqueous solution was

performed using UV-p and PFBP at different initial concentrations of AFB1. At the
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initial concentration of 2 pg-mL'1 of AFB1 UV-p treatment reduced 95% to AFB1;
while for PFBP the reduction was 84% at the initial concentration of 5 pg-mL™. The
degradation of AFB1 showed a first order reaction kinetics (R®> = 0.95). After
treatment with UV-p 4 compounds were formed and for the PFBP 2 compounds were
identified, based on low mass error and high correspondence property by ultra-
performance liquid chromatography - mass spectrometry coupled to the Quadruple /
Flight Time (UPLC-Q-TOF MS). As the treatments resulted in the degradation of
AFB1 in situ, the toxicity of residual AFB1 by-products after the treatments were
evaluated. Toxicity was estimated using the Artemia saline lethality test. The toxicity
of AFB1 was significantly decreased. The results obtained suggest that the
technologies have a promising potential to degrade, detoxify and inactivate AFB1.

Key words: Degradation kinetics, UPLC-QTOF and Artemia salina.

INTRODUGAO

As aflatoxinas s&o micotoxinas, bisfuranocumarinas derivadas de um
decacetideo. Sao metabdlitos secundarios, produzidos por algumas cepas de fungos
filamentosos do género Aspergillus (A.), principalmente das espécies A. flavus e A.
parasiticus e eventualmente por A. nomius. Estes fungos crescem rapidamente sob
condigbes favoraveis de temperatura e de umidade nos gréos, sementes e uma
grande variedade de outros alimentos (Hayes et al., 1984; Oliveira e Germano, 1997,
Frisvad et al., 2007). Sao 17 compostos similares designados pelo termo aflatoxina,
porém, os principais tipos de interesse médico-sanitario sdo identificados como B1,
B2, G1 e G2 (Organizacion Panamericana de la Salud, 1983). O A. flavus produz
apenas aflatoxinas do grupo B, enquanto as outras duas espécies produzem
aflatoxinas dos grupos B e G (Creppy, 2002; Baptista et al., 2002).

A aflatoxina B1 é considerada a mais toxica e com maior poder carcinogénico
dentre as micotoxinas (larc, 2002; Pereira E Santos, 2011), além de ser também a
mais frequentemente encontrada em alimentos.

Varios tratamentos quimicos, fisicos e bioldgicos tém sido estudados para
degradar aflatoxinas e eliminar a viabilidade dos fungos, mas todos tém limitagbes
significativas devido a falta de adequagcdo para uso em alimentos sélidos,

degradacao incompleta, retencdo de toxicidade residual, alteragdo quimica de
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nutrientes no substrato alimentar, ou a criacdo de subprodutos residuais
indesejaveis (Samarajeewa et al., 1990; Wang et al., 2016).

Luz ultravioleta pulsada (UV-p) € uma tecnologia ndo térmica que utiliza
pulsos de luz de alta poténcia e curta duragéo (1 us - 0,1 s) e um amplo espectro de
luz policromatica de UV para infravermelho proximo (100 -1100 nm), emitida por
ldmpadas de flash de gas inerte (Oms-Oliu, Martin-Belloso e Soliva-Fortuny, 2010).
Essa tecnologia, conhecida desde os anos 1980, foi aprovada pela Food and Drug
Administration (FDA) em 1996. A utilizacdo de UV-p é uma alternativa ao tratamento
com luz ultravioleta continua, por ser rapida e com auséncia de compostos residuais
e quimicos (Oms-Oliu et al., 2009).

Plasma é o quarto estado da matéria, que é um gas ionizado contendo
atomos ou moléculas em um estado metaestavel com uma carga elétrica liquida
zero (Misra et al., 2016; Devi et al., 2017). As espécies oxidativas produzidas
durante a descarga (reativas de oxigénio e as espécies de nitrogénio) podem causar
a peroxidagao de lipidios e a oxidagao de proteinas e de DNA (Montie et al., 2000).
As espécies quimicas reativas geradas a partir do nitrogénio no ar tém a capacidade
de inativar micro-organismos. A geragado dessas espécies depende dos parametros
criticos de controle, tais como a pressao de gas, composi¢ao, temperatura, teor de
umidade e propriedades de excitagdo do plasma (Arjunan e Clyne, 2011; Ehlbeck et
al. 2011.; Misra et al. 2011, Du et al 2012).

Considerando as vantagens das tecnologias de UV-p e PFBP, o objetivo
deste trabalho foi comparar e avaliar a eficiéncia das duas tecnologias estudando
niveis de energia diferentes e tempos diferentes por meio da cinética de degradagao

e a toxicidade da Aflatoxina B1 apds aplicado os tratamentos.

MATERIAL E METODOS

Aplicagao do Tratamento de luz ultravioleta pulsada

Para os tratamentos de luz UV-p, foi utilizada uma camara UV-p (SteriBeam,
modelo XeMaticA-2LXL) com duas lampadas de xénon posicionadas lateralmente,
com capacidade para um pulso a cada 15 segundos e energia de 0,3 J-cm™ pulso'1
(para pulsos com 100% de poténcia das lampadas). Foram utilizadas as fluéncias de
6, 9 e 12 J-cm™. Para escolha dos tratamentos considerou-se o maximo permitido

pela FDA de 12 J-cm? (FDA, 2018).
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Aplicagao do Tratamento do plasma frio a baixa pressao

Os tratamentos de plasma a frio foram realizados utilizando um sistema de
plasma de mesa PE-100 (Plasma Etch, EUA). O plasma foi gerado em Ar sintético e
nitrogénio (grau FID 4.5, pureza 99,95%, White Martins, Brasil) aplicando um campo
elétrico de 80 kHz através do eletrodo. O processo foi realizado no modo plasma
indireto, o que significa que o plasma foi gerado e depois alimentado na camara de
processamento, que continha a amostra. Usou-se o fluxo de 30 mL-min™" de gas para
formagao do plasma, e os tratamentos foram realizados nos tempos de 10, 20 e 30

min sob condi¢gdes de vacuo (30 kPa).

Cinética de degradacao da Aflatoxina B1 por UV-p e PFBP

Solugdes estoque padrio (200 mg-L™") de AFB1 foi preparada em metanol e
armazenada sob refrigeracdo a 4 + 2 -C. Solugbes de trabalho de AFB1 com
concentragodes iniciais de 0,2, 2 e 5 ppm foram preparadas de acordo com Liu et al.
(2010).

Para avaliar a degradagao utilizando UV-p, as solugdes aquosas de AFB1 em
trés concentragdes diferentes (0,2; 2 e 5 mg-L™), foram irradiadas com lampadas
Xenon em fluéncias diferentes (0, 6, 9 e 12 J-cm™).

Utilizando PFBP, as solugcbes aquosas de AFB1 em trés concentragdes
diferentes (0,2; 2 e 5 mg-L™"), foram expostas ao plasma gerado utilizando ar
sintético em fluxos de 30 mL-min™' em trés diferentes tempos (10, 20 e 30 min).

Apoés aplicado os tratamentos as amostras foram coletadas e analisadas
quantitativamente diretamente pelo UPLC-QDa para a quantidade de compostos de
interesse restante na solucgéao.

A constante de velocidade de reacao (k) e tempo de meia-vida (t12) foram
determinados conforme o modelo da cinética adequado para quantificagdo da
aflatoxinas apds os tratamentos serem aplicados. Para calcular a constante de
velocidade de reacgao utilizou-se a equacéo 1 e o tempo de meia-vida equagéo 2 (Liu
e Lu, 2008).

C=Cy Xexp(—=k Xt) (1)

ty, = In2/k (2)
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Analise instrumental e quantificagao

A analise foi realizada em um sistema Acquity UPLC (Waters), acoplado a um
sistema de Quadrupolo/UV-Vis. As corridas cromatograficas foram realizadas em
uma coluna Waters Acquity UPLC BEH (150 x 2,1 milimetros, 1,7 um), temperatura
fixa de 40 °C, fases mdveis, agua com 0,1% de acido férmico (A) e acetonitrila com
0,1% de acido férmico (B), gradiente variando de 2% a 100% B (9 min), fluxo de

0,4 mL-min™" e volume de injecao de 5 pl.

Analise cromatografica dos produtos de degradacao da Aflatoxina B1

A analise foi realizada em um sistema Acquity UPLC (Waters), acoplado a um
sistema de Quadrupolo / Tempo de Voo (QToF, Waters) pertencente a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA. As corridas cromatograficas foram
realizadas em uma coluna Waters Acquity UPLC BEH (150 x 2,1 milimetros, 1,7 um),
temperatura fixa de 40 °C, fases moveis agua com 0,1% de &acido férmico (A) e
acetonitrila com 0,1% de acido formico (B), gradiente variando de 2% a 95% B (15
min), fluxo de 0,4 mL-min™" e volume de injecédo de 5 .

O modo ESI foi usado na faixa de 110-1180 Da, temperatura da fonte fixa a
120 °C, temperatura de dessolvatagdo 350 °C, fluxo do gas dessolvatagido de
500 L-h™", cone de extracdo de 0,5V, voltagem capilar de 2,6 kV. Leucina encefalina
foi utilizada como lock mass. O modo de aquisicdo foi MSE. O instrumento foi

controlado pelo software Masslynx 4.1 (Waters Corporation).

Toxicidade por meio do bioensaio com Artemia salina

Os ovos de Artemia salina foram colocados em solugdo salina 3%, em
temperatura ambiente (25 °C), com aeragao por 24 horas para a eclosdo dos ovos.

Para avaliagdo da toxicidade da Aflatoxina B1, foram preparadas
concentragbes distintas AFB1, 0,01; 0,03; 0,3; 1; 2; 4; 10 e 30,0 pg-mL'1. De cada
concentracgdo foi retirada uma aliquota de 30 mL e em seguida adicionada 10 larvas
de Artemia salina. Apds 24 horas, verificou-se quantas larvas permaneciam vivas. A
porcentagem de mortalidade foi relativamente ajustada a porcentagem de controle
da mortalidade, seguindo a féormula de Abbot (Huber, 1984):

Pi—C

P=— (3)
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onde Pi é a resposta dose n&o-zero observada e C é a mortalidade do controle.

No experimento, o teste outlier foi realizado em dados, usando o método
Dixon. Os valores duvidosos da mortalidade foram eliminados e os valores validos
foram utilizados para o calculo da média, que é a média da mortalidade corrigida,
definida como o eixo y. Os logaritmos das concentragbes correspondentes foram
definidos como eixo x. Nos parametros da curva dose-resposta (DRC) de AFB1,
aplicou-se a regressao nao linear (GraphPad Prism versao 6.0; GraphPad Software,
San Diego, CA, EUA) utilizando o modelo Dse-Resp:

A2 — A1 (4)

E = A1
* (1 + 10 exp(logx — C) p)

A expressao da fungao inversa é:

- log(E — A1) —log(A2 — E) (5)
- p — logx

Em que A1, A2 sdo linhas assintéticas inferiores e superiores da DRC; log x é

a ordenada do ponto médio da DRC; e p é o gradiente do ponto médio da DRC.

Para avaliacado da toxicidade, foram preparadas solugdes contendo Aflatoxina
B1 (2 pg-mL'1), as solugdes foram tratadas com UV-p e PFBP. De cada solugéao foi
retirada uma aliquota de 30 mL e em seguida adicionada 10 larvas de Artemia
salina. A toxicidade da AFB1 foi avaliada pela mortalidade das Artemias salinas
registrada a cada 12 h até atingir 50% de sobrevivéncia expressos como DLs, (dose
letal média). O teste foi acompanhado de um controle negativo, somente com agua
salina e outro controle contendo a AFB1 sem tratamento. Todos os ensaios foram
realizados em ftriplicata. Os dados foram analisados pelo programa Graphpad Prism

(versao 6.0)

Analise Estatistica

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, com 4

tratamentos e 5 repeticdes. A analise de variancia foi calculada e a significancia do
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teste F foi avaliada ao nivel de 5% de probabilidade. As médias foram comparadas
pelo intervalo de confiangca e as diferengcas apresentadas graficamente. Quando
necessario foi realizada analise de regressao. Para os calculos estatisticos foi

utilizado o programa Statistical Analysis Systems (SAS), versao 9.2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Degradacdo de AFB1 em varias concentragdes iniciais e cinéticas

As porcentagens de AFB1 nas trés concentragdes (0,2; 2 e 5 mgL™”)
diminuiram com o tempo de exposi¢cédo a UV-p, e a taxa de degradagao apds aplicar
12 J-cm™ atingiu 87,25%; 92,18% e 94,47% para as concentragdes de 0,2; 2 e 5
mg-L™" de AFB1 respectivamente. Ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) na
porcentagem residual entre as 3 concentragdes, implicando que a quantidade inicial
de AFB1 no regime selecionado nédo teve efeito sobre a degradacédo de AFB1. Wang
et al. (2018), encontrou reducéo de 96,6 % + 4,8% de AFB1 em farelo de arroz apos
12 segundos utilizando intensidade de 2,86 W-cm™ por segundo, valor este proximo
ao encontrado no presente trabalho. E Moreau et al. (2011), observou redugao de
92,7% de AFB1 em solugao aplicando 8 J-em™,

Moreau et al. (2011) relataram que as regides visivel e infravermelha do UV-p
nao contribuiram para os processos fotoquimicos responsaveis pela degradacéo de
micotoxinas. Assim, o espectro de comprimento de onda UV e intensidade luminosa
da UV-p sdo os principais fatores responsaveis pela degradacgao de aflatoxinas.

O efeito das concentragdes iniciais de AFB1 por UV-p esta apresentado na
Figura 1. A concentragdo inicial de AFB1 foi de 0,2 mg-L"; 2,0 mg'L" e 5,0 mg:L™,
respectivamente. Os declinios observados na curva de degradagdo decorrem do

processo de degradagao causado pela UV-p.
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Figura 1 - Curva de degradacdo da AFB1 em solugdo em varias
concentragdes iniciais usando UV-p.

Pode-se observar que nédo houve diferenga significativa de trés taxas de
fotodegradacdo de AFB1 em cada intervalo de tempo nas trés curvas de degradacéo
(p> 0,05), indicando que nao ha efeito da concentragdo inicial na faixa selecionada
na fotodegradacao do AFB1, que esta de acordo com a caracteristica do modelo de
cinética de primeira ordem (Liu e Lu, 2008; Liu et al., 2011).

Portanto, observa-se que a cinética da degradagcdo de AFB1 no UV-p foi
melhor descrita com modelo cinético dinamico de primeira ordem. A variagcédo da
concentracdo de AFB1 com o tempo de irradiagao pode ser observado na Figura 2,
e 0s parametros obtidos sdo mostrados na Tabela 1. A relagédo linear entre Ln
(Ct/Cp) e tempo indicaram que a degradacdo de AFB1 seguiu cinética de primeira
ordem. Na Tabela 1, observa-se o valor de R®> de 0,98 para o modelo cinético de
reagdo de primeira ordem. Ao comparar o R% o erro quadratico médio, pode-se
concluir que o modelo cinético de reagcdo de primeira ordem apresentou um bom
ajuste para descrever a degradagao de AFB1. Sendo assim, a concentragao inicial
nao esta relacionada com k, que € uma caracteristica da cinética de reacdo de
primeira ordem. Liu et al. (2010), encontrou para AFB1um modelo cinético de
primeira ordem e Wang et al. (2018), encontrou para AFB1 um modelo de segunda

ordem utilizando AFB1 em meio sdélido para aplicagéo do tratamento.
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Figura 2 — Cinética de degradacao da AFB1 em varias concentragdes iniciais usando
UV-p.

O tempo de meia-vida t1, da AFB1, ou seja o tempo necessaria para que sua
concentracdo decaia para metade de seu valor inicial, € calculado pela equacao:
t12=1In 2 / k. Isto pode ser observado na Tabela 1 que os valores de k e ty, séo
quase o mesmo para diferentes concentragdes iniciais de AFB1 e que ambos nao

tem relacdo com a concentragdo inicial de AFB1 (Liu et al., 2010).

Tabela 1: Parametros cinéticos de AFB1 em diferentes concentracdes iniciais

usando UV-p

Concentracdes Equagéo R? K (min™) T12 (Min)
iniciais

0,2 mg-L” Ln(Cy/Ct) = -0.19392*t 0,980 -0.19392 3,57
2mg-L" Ln(Co/Ct) = -0,24270%t 0,996 -0,24270 2,86
5mg-L” Ln(Cy/Ct) = -0,26957*t 0,992 -0,26957 2,57

De acordo com a Figura 3, pode-se observar que nenhuma alteragédo no
conteudo de AFB1 no controle foi registrada, durante todo o periodo experimental.
As porcentagens de AFB1 nas trés concentragbes diminuiram acentuadamente ao

longo do tempo de exposigao ao plasma, e a taxa de degradacédo apés 30 minutos
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de tratamento atingiu 77,86%; 84,04% e 83,03% para as concentragbes de 0,2; 2 e 5
mg-L™ respectivamente.
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Figura 3 - Curva de degradacado da AFB1 em varias concentragdes iniciais
usando PFBP.

Wang et al.(2015), conseguiram reducédo de 88,3 % de AFB1 usando plasma
de baixa temperatura por frequéncia de radio. Basaran et al. (2008), obtiveram
reducdo de 88,96% na AFB1 usando plasma frio a baixa pressdo (15 Pa). Estes
resultados estdo de acordo com os do presente trabalho, sendo mais elevados
devido a diferenga nos equipamentos e voltagem empregada, pois quanto maior a
intensidade de voltagem maior a degradacgao (Shi et al., 2017).

O efeito da concentragao inicial na degradacédo de AFB1 por Plasma frio é
apresentada na Figura 3. As concentragdes iniciais AFB1 foram 0,2, 2,0 € 5,0 mg-L'1,
e nao houve detecgdo de alteracdes apresentadas nas analises no branco com
diferentes concentragbes (resultados exemplificados por um referente a uma
concentragcédo inicial de 2 mg-L'1 mostrados na Fig. 3). Portanto, os declinios
observados na curva de degradagdo surgem do processo de degradagao. Pode-se
observar que nado ha diferenga significativa (p>0,05) nas trés curvas de degradacgao,
indicando que ndo ha efeito da concentracdo inicial, o que esta de acordo com a
caracteristica do modelo de cinética de primeira ordem.

Para explorar o comportamento de degradacao de AFB1 por plasma frio, a
cinética de degradacéo foi estudada. O comportamento da degradagao cinética com

o tempo de exposicdo em funcdo da quantidade inicial de AFB1 é mostrado na
34



Figura 4 e os parametros estudados estao listados na Tabela 2. A relagdo linear
entre In (Ct/Cp) e o tempo de exposi¢cdo indicou que a degradagdo seguiu uma
reacdo de primeira ordem (R®> 0,96), dada pela equacdo C; = Coe™, em que Cq e Ct
foram a quantidade de AFB1 restante no tempo 0 e t, e k foi a constante de primeira
ordem. O tempo de meia-vida t, da AFB1, foi calculado de acordo com a equagao
t12=0,693/k. Pode ser visto na Tabela 2 que os valores de k e ty» foram nao

diferiram para diferentes quantidades iniciais de AFB1.
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Figura 4— Cinética de degradacao da AFB1 em varias concentragdes iniciais usando
PFBP.

Tabela 2 - Parametros cinéticos de AFB1 em diferentes concentracdes iniciais
usando PFBP

Concentracdes Equagao R? K(min™)  tq; (min)
iniciais

0,2 mg-L” Ln(Co/Cy) = -0,04362*t 0,953 -0,04362 15,89
2mg-L" Ln(Cy/Cy) = -0,05113* 0,934 -0,05113 13,55
5mg-L” Ln(Cy/Cy) = -0,04927* 0,931 -0,04927 14,07

No trabalho de Shi et al. (2017) usando plasma frio atmosférico de alta
voltagem (200 W e 50 Hz gerando 90 kV) explicaram a degradacao da AFB1 com
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modelo de primeira ordem. Wang et al. (2015), também encontraram um modelo de
primeira ordem para a degradacdo de AFB1 usando plasma de baixa temperatura

por frequéncia de radio.

Tanto no tratamento com o UV-p e com PFBP, o meio da reacgao influencia a
taxa de reacao. Cooper et al. (1989) relataram que em meio aquoso a luz ultravioleta
poderia produzir particulas ativas, como elétrons hidratados, oxigénio de estado
unico, radical perdxi, radical hidroxila e perdxido de hidrogénio, que promoviam a
degradagéo de micro-organismos. No caso do Plasma os ions gerados pelo plasma

interagem com as moléculas de agua formando espécies reativas.

Formacgao dos produtos de degradacao da AFB1

Produtos de degradacao Aflatoxina B1 tratada com UV-p

Como mostrado na Figura 5, a AFB1 é degradada, levando a formagao de
novos compostos denotados 'A’, 'B', 'C' e 'D', que ndo foram detectados no controle
(Figura 6). Os espectros de absorgédo ultravioleta destes quatro compostos sao
semelhantes aos do AFB1. Assim, estes novos compostos foram considerados como

produtos de degradacao da AFB1.

AFB1
6.58
] 557
B
701 C D
| 208 A 017
4 497 8.25
'1 T T T T Lo | SN LA N N N N N B B B B -|_|me
2.00 4.00 6.00 5.00 10.00

Figura 5: Cromatograma com produtos de degradagdo da AFB1 em solugdo apés

tratamento com UV-p.
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A analise de UPLC-MS sugeriu que A (massa molecular m/z 331,08), B
(m/z 219,17), C (m/z 279,09) e D (m/z 237,11) foram os produtos da degradacéo de
AFB1. Para o componente AFB1, m/z = 313,07 estava em boa concordancia com a
massa molecular do composto original (AFB1). Massas precisas, formulas
moleculares, erro de massa (mDa e ppm), equivalentes de dupla ligagdo (DBE) e
valor de i-FIT (normal) (a probabilidade de o padrdo isotopico da composi¢céo
elementar corresponder a um cluster de picos no espectro), destas quatro moléculas
protonadas, sdao mostradas na Tabela 3 usando a ferramenta de composi¢cao
elementar incorporada no software MassLynx 4.1. As especificagbes do Synapt Q-
TOF indicam um erro de massa maximo de 10 ppm para o intervalo de massas
discutido neste artigo. Neste trabalho, a massa exata e a formula molecular do ion
parente foram usadas como outra massa para verificar a precisao do sistema Synapt
Q-TOF. Como ¢é aparente na Tabela 3, a massa experimental do ion parental (AFB1)
dado pelo sistema Synapt Q-TOF & 313,0690, que € 2,2 mDa menor que a massa
tedrica, 313,0712, e a formula molecular proposta, C17H1306, € a mesmo que a
férmula molecular tedrica. Os erros de massa dos trés produtos de degradacgéao
foram todos inferiores a 10 ppm e os seus valores i-FIT (Norm) foram todos 0, o que
indicou pelo menos 95% de confianga na precisdo da composigéo sugerida.

Pode-se deduzir que uma reacdo de fotoadicdo induzida por agua pode
ocorrer na ligagéo C (8) —C (9) que produz A a partir de AFB1. A ligagao C (8) —C (9)
e a ligacédo O (1) -C (14) sao dois sitios ativos de AFB1(Samarajeewa et al., 1990) e
sdo faceis de serem reduzidos para ligagdes saturadas mais estaveis na reacgéo
fotoquimica; assim, esses trés produtos de fotorredugao ou fotoadicdo, seriam mais
estaveis do que o composto original. Esses principios fotoquimicos foram usados
aqui para propor a via de fotodegradacao de AFB1 (Liu et al., 2010).

Os produtos de degradagao deste estudo diferem dos produtos encontrados
por Liu et al. (2016), usando irradiagdo. Apenas um produto (m/z 331) deste trabalho
assemelhasse ao de Liu et al. (2010).

As fragmentagdes destes compostos precursores sdo mostradas como
inser¢des na Figura 7. As massas precisas e férmulas moleculares dos ions (Tabela
3) foram obtidas utilizando o software MassLynx 4.1.
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Tabela 3: Férmulas propostas para AFB1 e seus produtos de degradacédo da UV-p
obtidos usando Q-TOF-MS

Composto Massa Massa Erro massa DBE Foérmula i-FIT  i-FIT
observada calculada mDa ppm molecular (normal)
(m/z) (m/z)

AFB1 313,0690 313,0712 -2,2 -7,0 11,5  C47H4306 166,5 0,0

A 331,0783 331,0818 -3,5 -10,6 10,5  C47H4504 159,7 0,0

B 219,1736 219,1749 -1,3 -5,9 4,5 C15H230 118,7 0,0

C 279,0931 279,0927 0,4 1,4 -1,5 C7H+9041 653 0,0

D 237,1139 237,1127 1,2 5,1 55 CyHi7O4, 56,1 0,0
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Figura 7: Espectros TOF MS-MS e proposta de fragmentagado de produtos de

degradacao na presenca de irradiagdo UV-p. As fragmentagdes propostas sao
mostrado como uma insercgao.
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Produtos de degradacao Aflatoxina B1 tratada com Plasma frio a baixa

pressao

Na Figura 8 apresenta-se um cromatograma de uma amostra de AFB1 e
os compostos formados apos o tratamento com PFBP. Na Figura 9 estdo os
cromatogramas totais de ions da amostra de AFB1 nado tratada e de uma
amostra tratada pelo PFBP em diferentes tempos.

100+
0.80

_ 263
WJ 295 5 56 771 822

200 400 800 800  10.00

Time

Figura 8: Cromatograma com produtos de degradacdo da AFB1 apds

tratamento com PFBP.

Na Figura 9 observa-se alteracdo no valor da resposta para AFB1 e
produtos de degradagdo com aumento do tempo de tratamento com Plasma.
Com o aumento do tempo de tratamento verifica-se que a AFB1 foi
gradualmente decomposta. O pico que surge com o tempo de retengdo de
8,22 minutos, depois de 10 minutos de tratamento, diminuiu com o tempo
sugerindo que este pode ser um produto de reagdo intermediario, que foi
posteriormente convertido em outros produtos de degradagao.

As féormulas moleculares dos produtos de degradacdo da AFB1, por
plasma estao resumidos na Tabela 4. Comparado com a massa teorica obtidos
a partir da formula molecular proposta, a massa determinada por meio de TOF-
MS tinha menos de 10 ppm erro. Os resultados mostraram que desde que as
massas do produto sejam determinadas com precisdo, a composicao
elementar poderia ser determinada considerando todas as possiveis
composi¢oes elementares.

Como o tratamento de Plasma frio € um processo nao térmico, a

temperatura da amostra, durante o tratamento com plasma, fica em torno de
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40 ° C, que estd bem abaixo da temperatura (160°C) necessaria para a
decomposicao termica de AFB1 (Wang et al., 2016). A intensidade de emisséo
de luz Ultravioleta durante aplicagdo do plasma frio atmosférico € menor que
50 pW-cm™ (Laroussi e Leipold, 2005), que é mais baixo do que o necessario
(1820 a 1300 pW - cm™) para degradacéo da aflatoxina (Liu et al., 2010), sendo
assim, insignificante. Acredita-se que as espécies reativas geradas pelo gas
utilizado durante o tratamento com plasma é responsavel pela degradagao da
aflatoxina. Quando o ar foi aplicado como gas, espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio foram geradas, as quais foram responsaveis pela eliminagcao de
patogenos de origem alimentar, pesticidas, e outros compostos quimicos
indesejaveis. (McClurkin-Moore et al., 2017; Misra et al., 2014a e Misra et al.,
2014b).

Shi et al. (2017), acreditam que as espécies reativas de oxigénio, em vez
das espécies de nitrogénio, desempenham um papel importante na degradacéo
da aflatoxina durante tratamento com plasma frio atmosférico de alta voltagem.
Isso se deve a menor degradagao observada quando a aflatoxina foi tratada
com nitrogénio puro do que com ar, e com menores concentragées de ozénio e
com outras espécies oxidantes geradas em nitrogénio gasoso do que no ar.
Além disso, os autores ndo encontram molécula de nitrogénio nos produtos de
degradacdo da AFB1 apds o tratamento, o que também foi constatado no
presente estudo.

Diferentes métodos de geragéo de plasma, tais como plasma de argbnio
induzido por micro-ondas, plasma de gas nitrogénio por indugdo estatica,
plasma frio por radio frequéncia, e Plasma frio atmosférico, geram plasma com
diferentes perfis reativos envolvendo diferentes mecanismos de reacédo para
degradagao da aflatoxina (Shi et al., 2017).

Os produtos encontrados neste trabalho diferem dos produtos
encontrados no trabalho de plasma frio por radiofrequéncia (Wang et a., 2015)
gerado com ar. No entanto, dois produtos apresentados neste estudo (m/z 261
e 305), sédo iguais aos encontrados em um trabalho utilizando plasma frio
atmosférico de alta voltagem (Shi et al. 2017). O OH « e H - radicais foram
gerados e também foram relatados como principais espécies reativas para

degradacéao de aflatoxinas para ambos trabalhos.
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Tabela 4: Férmulas propostas para AFB1 e seus produtos de degradagédo com
PFBP obtidos usando Q-TOF-MS

Composto Massa Massa Erro massa DBE Foérmula i-FIT  i-FIT
observada calculada mDa ppm molecular (normal)
(m/z) (m/2)

AFB1 313,0739 313,0712 2,7 8,6 11,5  Cy7H4306 115,0 0,0

A 261,1363 261,1338 2,5 9,6 2,5 C12H2106 71,4 0,0

B 305,1622 305,1600 2,2 7,2 2,5 C14H2507 67,0 0,0

Na Figura 10 sdo apresentadas as fragmentagcbes dos compostos formados

apos aplicagao do tratamento do PFBP.
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Figura 10: Espectros TOF MS-MS e proposta de fragmentagcédo de produtos de
degradacdo na presengca de irradiagdo Plasma frio. As fragmentag¢des
propostas sdo mostrado como uma insergao.
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Ensaio de Toxicidade

A toxicidade de AFB1 foi medida para estabelecer a concentragdo de
aflatoxina B1 letal para 50% dos nauplios apés 24 h (LT50). O DRC completo
para AFB1 é mostrado na Figura 11, e os valores de LT 50 como calculados
pela regressdo do modelo Dose-Resp s&o mostrados na Tabela 5. A maior
toxicidade de AFB1 ¢ evidente nos valores de LT50 de 1,409 pg- mL™.

150 7
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Figura 11: Curva de Dose-resposta de toxicidade de AFB1 tratada com luz

pulsada e plasma frio usando Artémia Salina.

Tabela 5: Parametros coletivos para DRC de AFB1 para Artemia Salina.

Parametros da Regressao
Amostra  A1° A2° Log x° p° R LCs0.-24n (ug'mL™)
AFB1 7,333 106,9 0,1489 1,781 0,9834 1,409

@ A1, A2, sao linhas assintéticas da curva de regressao.
® logx é a ordenada do ponto médio da curva de regressao.
°p é o gradiente do ponto médio da curva de regresséo.

O efeito do UV-p e Plasma na toxicidade de AFB1 foi determinado
utilizando o ensaio de letalidade da Artemia Salina em que o tempo necessario
para uma taxa de mortalidade de 50% (LT50). Como mostrado na Figura 12 a

toxicidade de 1,5 ug- mL™" aflatoxina na Artemia Salina foi evidente com os
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valores mais baixos de 43,5 h para AFB1. No entanto, a reducéo na toxicidade
das aflatoxinas apds tratamento com UV-p e Plasma foi evidente na
recuperacao dos valores de LT50 apds o tratamento para 61,5 h para UV-p e
56,25 h para Plasma. Houve diferenga significativa (a <0,05) no tempo de
sobrevida entre os tratamentos controle, UV-p e Plasma. Estes resultados
estdo de acordo com os de Wang et al. (2016), que afirma que nos tempos
alcancados de sobrevida, ocorreu a degradacdo completa da toxicidade da

AFB1 pelos tratamentos empregados.
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Figura 12: Efeito da luz pulsada e do Plasma no LT50 de Artemia salina pelo

tratamento de AFB1 para tempos diferentes (P <0,05).

O sistema de anel de furofurano nas aflatoxinas esta associado ao alto
nivel de citotoxicidade desses compostos. Os efeitos toxicos das aflatoxinas
causam um dano sistémico aos animais, resultante da inibicado da sintese de
RNA e DNA e da interferéncia na sintese de proteinas. Devido a redugao da
toxicidade pelos tratamentos é provavel que os tratamentos tenham causado
degradagdo do sistema de anéis criticos furofurano nestes compostos (Wang et
al., 2016).

CONCLUSOES

Conclui-se que os tratamentos com UV-p e plasma frio a baixa pressao

sdo tecnologias promissora na degradacéo da aflatoxina B1. Demonstrou-se
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que a degradacao de AFB1 por UV-p e Plasma frio a baixa pressdo segue
cinética da reagdo de primeira ordem (R2> 0,95). Quatro produtos de
degradacdo de AFB1 em solugdo aquosa foram identificados por UPLC-Q-
TOF/MS, para tratamento com UV-p e dois para o Plasma. O ensaio com
Artemia Salina foi empregado para avaliar a toxicidade residual dos produtos
de degradacédo de AFB1 em solugdo aquosa, e os resultados indicaram que a
Toxicidade das amostras tratadas diminuiu significativamente em comparagao
com amostras nao tratadas, mas nao desapareceram completamente,
permitindo sua utilizagcdo em Alimentos por serem tecnologias fisicas e devido

a alta porcentagem de degradacao e redugao da toxicidade.
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CAPIiTULO IV

AVALIAGAO DAS CASTANHAS DO BRASIL E DE CAJU CONTAMINADAS
COM AFLATOXINA B1 E TRATADAS COM LUZ ULTRAVIOLETA PULSADA
E PLASMA FRIO A BAIXA PRESSAO

RESUMO

As castanhas de caju e do Brasil sdo alimentos muito consumidos
devido sua composi¢ao e funcionalidade. As castanhas sdo produtos muito
suscetiveis ao ataque de fungos e produgdo de micotoxinas, como a aflatoxina
produzida por Aspergillus flavus. Muitas técnicas tém sido estudadas para
evitar o crescimento de fungos e reduziu a formagdo de micotoxinas. No
presente estudo foram utilizadas a luz pulsada (UV-p) e o Plasma frio a baixa
pressdo (PFBP) para descontaminar castanhas de caju e do Brasil
contaminadas com Aflatoxina B1 (AFB1). As castanhas foram inoculadas com
aflatoxina AFB1, em seguida tratadas com UV-p e PFBP. O tratamento de
12J-cm™ de UV-p reduziu 58% de AFB1 em castanha de caju e 91% em
castanha do Brasil. O PFBP reduziu 73% de AFB1 em castanha de caju e
65,3% em castanha do Brasil. Foram feitas avaliagbes nos compostos
fendlicos, capacidade antioxidante e oxidagéo lipidica das castanhas antes e
ap6s os tratamentos. Ndo houve alteragdo no indice de perdoxido e na
capacidade antioxidante da castanha do Brasil. Houve pequena alteragdo na
acidez das castanhas de caju e quanto aos compostos fendlicos observou-se
reducao do seu teor nas duas castanhas apds aplicar o PFBP. Os resultados
obtidos sugerem que a tecnologia UV-p e PFBP tem um potencial promissor
para degradar aflatoxinas em castanhas.

Palavras-chave: ABTS, descontaminag¢ao, micotoxinas e polifendis.
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ABSTRACT

Cashew nuts and Brazil nuts are heavily consumed due to their
composition and functionality. Chestnuts are very susceptible to fungal attack
and mycotoxin production, such as aflatoxin produced by Aspergillus flavus.
Many techniques have been studied to prevent fungal growth and reduce the
formation of mycotoxins. In the present study, pulsed light (UV-p) and cold
plasma at low pressure (PFBP) were used to decontaminate cashew nuts and
Brazil nuts contaminated with Aflatoxin B1 (AFB1). The nuts were inoculated
with aflatoxin AFB1, then treated with UV-p and PFBP. The treatment of
12J-cm™ of UV-p reduced 58% of AFB1 in cashew and 91% in Brazil chestnut.
Cold PFBP reduced 73% of AFB1 in cashew and 65.3% in Brazil nut. UV-p
results in the degradation of aflatoxin, phenolic compounds, antioxidant capacity
and lipid oxidation were evaluated in the nuts before and after treatments.
There was no change in antioxidant capacity and peroxide index. There was a
small change in the acidity of the cashew nuts and, as for the phenolic
compounds, there was a reduction in the two nuts after applying the PFBP. The
results obtained suggest that UV-p and PFBP technology has a promising
potential to degrade aflatoxins in nuts.

Key words: ABTS, decontamination, mycotoxins and polyphenols.

INTRODUGAO

Muitos alimentos como grédos, milho, nozes, amendoim, carogo de
algodao, pistache, castanha do Brasil, dentre outros, s&o suscetiveis a
contaminagdo pelo fungo filamentoso Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus, que produzem aflatoxinas como metabdlitos. Pelo menos 18
aflatoxinas diferentes ja foram isoladas, mas a Aflatoxina B1 (AFB1) é a que
mais preocupa devido a suas propriedades toxicas e cancerigenas (Yu et al.,
2005; Wang et al., 2016).

As castanhas do Brasil e de caju sdao commodities importantes de
exportagao e também consumidas no pais devido aos beneficios apresentados,

em fungdo da sua composi¢ao nutricional. Entretanto a castanha pode conter
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um composto toxico conhecido como aflatoxina, que é produzida devido ao
ataque de fungos, durante a produgdo, transporte e armazenamento
inadequados, favorecendo a produgdo de micotoxinas (aflatoxinas) (Brasil,
2010; Milhome et al., 2014; Amazénia, 2014).

Aflatoxinas causam numerosos efeitos agudos ou cronicos, tais como
carcinogenicidade, indugdo de tumores, teratogenicidade, genotoxicidade,
cirrose hepatica aguda, disturbios hormonais, comprometimento do sistema
nervoso dentre outros (Eaton e Gallagher, 1994; Lougheed et al., 1995;
Oyelami et al., 1997; Yu e Yuan 2004).

Muitas técnicas tém sido estudadas para evitar o crescimento de fungos
e redugdo da formacdo de micotoxinas. Estes incluem métodos fisicos (por
exemplo, irradiacao), tratamentos quimicos (aménia, peroxido de hidrogénio,
etileno e outros) e métodos de controle biolégico (Samarajeewa et al., 1990;
Gunterus et al., 2007; Wang et al., 2016).

Luz pulsada (UV-p) é uma tecnologia "ndo-térmica" aprovada pelo FDA
(FDA, 1996), que consiste em curtos pulsos, de alta intensidade e de amplo
espectro de radiacdo. Moreau et al. (2011) relataram degradacéo de
zearalenona, desoxinivalenol, Aflatoxina AFB1 e Ocratoxina.

O plasma frio, também é uma tecnologia "n&o-térmica", que é um gas
parcialmente ionizado (Scholtz et al., 2015). Tem como aplicagdo evitar
formacao de biofilmes e eliminar micro-organismos, € utilizado em materiais
gue sao sensiveis aos produtos quimicos e/ou calor, evitando que substancias
quimicas deixem componentes remanescentes na superficie (Kramer et al.,
2015). Novas aplicagbes de plasma frio tém sido propostas no setor de
processamento de alimentos, como a degradagao da atividade enzimatica, em
alguns casos com melhora na qualidade do produto (Pankaj et al., 2013;
Surowsky et al., 2013; Tappi et al., 2014).

Assim, neste trabalho sera utilizado a Luz Pulsada e o Plasma Frio para
degradar aflatoxina em castanhas de caju e castanhas do Brasil, de forma que
esses tratamentos causem minimas alteracbes nas caracteristicas fisicas e

quimicas das castanhas.
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MATERIAL E METODOS

Tratamento de Luz pulsada

Para os tratamentos de luz UV-p, foi utilizada uma camara UV-p
(SteriBeam, modelo XeMaticA-2LXL) com duas lampadas de xénon
posicionadas lateralmente, com capacidade para um pulso a cada 15 segundos
e energia de 0,3 J.cm?pulso’ (para pulsos com 100% de poténcia das

lampadas).

Tratamento por plasma a frio

Os tratamentos de plasma a frio foram realizados utilizando um sistema
de plasma de mesa PE-100 (Plasma Etch, EUA). O plasma foi gerado em Ar
sintético e nitrogénio (grau FID 4.5, pureza 99,95%, White Martins, Brasil),
aplicando um campo elétrico de 80 kHz através do eletrodo. O processo foi
realizado no modo plasma indireto, o que significa que o plasma foi gerado e

depois alimentado na camara de processamento, que continha a amostra.

Avaliagao UV-p e PFBP em castanhas de caju e do Brasil com AFB1

Solugdes estoque padrio (200 mg-L”') de AFB1 foi preparada em
acetonitrila e armazenada a 4 £ 2 -C em local escuro refrigerado. Solugdes de
trabalho de AFB1 com concentragdo de 25 pg-kg'1foi preparada a partir da
solugao estoque.

As castanhas foram descontaminadas com solu¢do de hipoclorito de
soédio 2%, enxaguou-se trés vezes em agua destilada estéril e secou-se com
papel absorvente estéril. Depois disso, as castanhas foram secas sob uma
capa de fluxo laminar por varias horas (Selcuk et al., 2008). Entao aplicou-se a
solucdo contendo AFB1 (25 pug-kg™') e nas castanhas do tratamento controle
aplicou-se agua destilada. As castanhas contaminadas com Aflatoxina B1
foram expostas a energia de 12J-cm™ utilizando UV-p e plasma de ar sintético
com fluxo de 30 mL-min” durante 30 minutos. As castanhas tratadas passaram
pelo processo de extragdo da Aflatoxina B1 por meio de uma coluna de
imunoafinidade e a Aflatoxina do extrato foi quantificada utilizando UPLC-QDa.

56



Extracao Aflatoxina das castanhas

Para extracao da Aflatoxina, foi pesada 25 g da amostra moida com 5g
de cloreto de sodio (NaCl) e colocada em triturador adicionado 125 mL de
Metanol:agua (60:40). A mistura foi realizada em liquidificador por 1 minuto e
depois filtrada em recipiente limpo. Foi pipetado 20 mL do extrato filtrado e
diluido em 20 mL de agua purificada. O extrato diluido foi filtrado através de
filtro de microfibra de vidro em recipiente limpo. 10 mL do extrato foi eluido
através da coluna imunoafinidade (Aflatest®) a uma taxa de 0,1 mL por
segundo, em seguida foi injetado 20 mL de agua purificada a uma taxa de 2
gotas por segundo. E em seguida 1 mL de metanol grau HPLC a uma taxa de 1
gota por segundo e recolher o eluato em cubeta, adicionar 1 mL de agua
purificada e injetar no HPLC (Manual Aflatest, 2016).

Quantificagcao AFB1

A analise foi realizada em um sistema Acquity UPLC (Waters), acoplado
a um sistema de Quadrupolo/Uv-Vis. As corridas cromatograficas foram
realizadas em uma coluna Waters Acquity UPLC BEH (150 x 2,1 milimetros,
1,7 um), temperatura fixa de 40 °C, fases mdveis, agua com 0,1% de &acido
férmico (A) e acetonitrila com 0,1% de acido férmico (B), gradiente variando de

2% a 100% B (9 min), fluxo de 0,4 mL-min™" e volume de injecéo de 5 .

Efeito UV-p e plasma em castanhas

Capacidade antioxidante

Para analise de capacidade antioxidante foi utilizado o método de
sequestro do radical ABTS - 2,2'-Azinobis-bis (3 ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid) que foi primeiramente proposto por Miller et al. (1993), seguindo-se
algumas modificagdes sugeridas por Rufino et al. (2007a).

Para preparo da curva em ambiente escuro, transferiu-se uma
aliquota de 30 pL das solugdes de trolox (100 uM, 500 uM, 1.000 uM, 1.500 M
e 2.000 pM) para tubos de ensaios e, em seguida, adicionou-se 3,0 mL de
solugédo do radical ABTS em agitador de tubos, o qual foi homogeneizado e
realizado a leitura apos 6 minutos em espectrofotometro (Cary 50 Bio — Varian
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UV-Visible spectrophotometer) a 734 nm, utilizando alcool etilico como branco
(RUFINO et al. 2007a).

A partir do extrato elaborado, preparou-se trés diluicdes diferentes
em tubos de ensaio, em triplicata. Adicionou-se 30 pL de cada diluicdo nos
tubos e acrescentou-se 3,0 mL do radical ABTS, homogeneizando-se.

Esperou-se 6 minutos para realizar a leitura (RUFINO et al., 2007a).

Compostos fendlicos

Obtencgao dos extratos

Foram pesados 4 gramas de castanha triturada em tubos de
centrifuga, adicionou-se 4 mL de metanol P.A. 50% que ficaram em repouso
por 60 minutos no escuro. Em seguida centrifugou-se durante 15 minutos a
15000 rpm. O sobrenadante foi filtrado e recolhido em um baldo de 10 mL e foi
adicionado ao residuo 4 mL de acetona P.A. 70% e ficou em repouso por 60
minutos no escuro e entdo centrifugado a 15000 rpm por 15 minutos,
sobrenadante foi recolhido no mesmo baldo de 10 mL e completado com agua

destilada.
Determinacéao dos polifendis extraiveis totais

Seguiu-se a metodologia conforme descrito por Larrauri et al. (1997)
com modificagbes para uso em microplaca. Inicialmente, foi preparada a curva
padrao do acido galico com uma solugao inicial na concentragado de 100 pg/mL
fazendo diluigbes sucessivas, resultando em concentragbes de 0 a 50 pg/mL.
Posteriormente, adicionou-se 250 yL de cada diluicdo em tubos de ensaios
juntamente com Folin Ciocalteau (250 pL), 500 pL do carbonato de sodio 20%
e 500 pL de agua destilada. A mistura foi homogeneizada em um agitador de
tubos e deixada para repousar por 30 minutos. Passado o tempo, realizou-se a
leitura em espectrofotbmetro (Cary 50 Bio - Varian UV-Visible
spectrophotometer) em microplacas em absorbancia de 700 nm. Utilizou-se
como o zero a agua destilada. Finalmente, os dados das absorbancias e suas
concentragbes foram plotados em planilha, onde as concentragbes de acido
galico (ug) se localizam no eixo X e as respectivas absorbancias no eixo Y,

para prosseguir o calculo da equagao da reta.
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Em tubos foi preparado 250 uL do extrato e para o branco 250 pL de
agua, adicionar nos tubos 250 pL do reativo de Fenol Folin Ciocateau, 500uL
de solugdo de Carbonato de sédio anidro 20%, 500 pyL de agua destilada, os
tubos foram homogeneizados e deixados sob-repouso no escuro por 30
minutos. A mistura (300 pL) foi transferida para microplacas e a leitura foi

realizada em espectrofotdmetro com leitor de microplaca a 700 nm.

Oxidagao lipidica
Primeiramente foi realizada a extragao a frio do 6leo das castanhas

por meio de prensa hidraulica MA098/50A/1 (Marconi, Piracicaba, Brazil). Apos

a extragao do 6leo foram realizadas a analise de acidez e indice de perdxido.
Determinacéo do indice Acidez

Pesou-se 2 g da amostra em frasco Erlenmeyer de 125 mL.
Adicionou-se 25 mL de solugdo de éter-alcool (2:1) neutra e duas gotas do
indicador fenolftaleina. Titulou-se com solu¢ao de hidroxido de sédio 0,1 M ou
0,01 M até o aparecimento da coloragao rosea, a qual devera persistir por 30
segundos (Instituto Adolf Lutz, 1985). Foi utilizada a equagéo 1 para calculo do

indice de acidez:

V'xfx561
P

(1)

= indice de acidez

Em que: V é o volume gasto na titulagao; f € o fator da solugao de

hidroxido de sddio; P é o numero de gramas da amostra.
Determinacao do indice de Peréxido

Pesou-se (5 + 0,05) g da amostra em um frasco Erlenmeyer de 250
mL (ou 125 mL). Adicionou-se 30 mL da solug&o acido acético-cloroférmio 3:1
e agitou-se até a dissolucdo da amostra. Adicionou-se 0,5 mL da solugéo
saturada de Kl e deixou-se em repouso ao abrigo da luz por exatamente um
minuto. Acrescentou-se 30 mL de agua e titulou-se com solugéo de tiossulfato
de sodio 0,1 N ou 0,01 N, com constante agitagdo. Continuou-se a titulagcao até
qgue a coloracdo amarela tivesse quase desaparecida. Adicionou-se 0,5 mL de
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solugdo de amido indicadora e continuou-se a titulacdo até o completo
desaparecimento da coloragdo azul. Preparou-se uma prova em branco, nas
mesmas condicoes e titulou-se. A equacéao 2 foi utilizada para calculo do indice

de peroxido (IP):

_(A=B)X N x fx1000 (2)

IP
p

Em que : A = n° de mL da solugédo de tiossulfato de sédio 0,1 (ou
0,01 N) gasto na titulagdo da amostra; B = n° de mL da solugao de tiossulfato
de sodio 0,1 (ou 0,01 N) gasto na titulagdo do branco; N = normalidade da
solucao de tiossulfato de sddio; f = fator da solugao de tiossulfato de sddio; P =

n° de g da amostra.
Analise estatistica

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado,
com 3 tratamentos e 5 repeticdes. A andlise de variancia foi calculada e a
significancia do teste F foi avaliada ao nivel de 5% de probabilidade. As médias
foram comparadas pelo intervalo de confianga e as diferengas foram
apresentadas graficamente. Para os calculos estatisticos foi o programa

Statistical Analysis Systems (SAS), versao 9.2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentragdes de AFB1 em castanhas de caju e castanhas Brasil
apos os tratamentos de UV-p e PFBP estdo apresentadas nas Figuras 1 e 2.
As castanhas de caju irradiadas por UV-p com 12 J-cm™ apresentaram uma
reducéo de 58% na AFB1 (de 25 para 10 pg-kg'1) e de 73% reducéo na AFB1
(de 25 para 6 pg-kg™) quando tratada com PFBP (fluxo de 30 de ar sintético por
30 minutos). As castanhas do Brasil irradiadas por UV-p com 12 J-cm™
apresentaram uma reducdo de 91% na AFB1 (de 24,8 para 2,5 pg-kg'1) e
65,3% de reducédo na AFB1 (de 24,8 para 8,6 pg-kg'1) quando tratada com
PFBP (fluxo de 30 de ar sintético por 30 minutos).
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Figura 1. Média e intervalo de confianga para Aflatoxina B1 das castanhas de

caju nos diferentes tratamentos.
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Figura 2. Média e intervalo de confianga para Aflatoxina B1 das castanhas do

Brasil nos diferentes tratamentos.

Na Figura 1, pode-se observar que houve diferenga significativa (p<0,05)
entre as castanhas tratadas e as que nao foram tratadas, ndo havendo
diferenga estatistica (p>0,05) entre os dois tratamentos aplicados. Sendo
assim, no caso da castanha de caju, os dois tratamentos poderiam ser
empregados com o objetivo de reduzir a concentragdao de AFB1. No caso da
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castanha do Brasil, (Figura 2), houve diferenga entre as castanhas nao tratadas

e as tratadas e as tratadas com UV-p e PFBP também diferiram.

A taxa de degradacdo da aflatoxina em castanha de caju foi maior no
tratamento com plasma que na UV-p. Para castanha do Brasil a taxa de
degradacao foi maior quando se aplicou UV-p. A eficiéncia do tratamento de
UV-p é influenciada pela superficie do produto analisada. Isso porque observa-
se que o tratamento foi mais eficiente na castanha do Brasil que na castanha
de caju, que apresenta mais ranhuras e uma superficie menos uniforme. Este
“Efeito sombra” influencia consideravelmente a eficacia do tratamento com UV-
p, sendo um desafio a ser superado (Wang et al., 2016). O plasma facilmente
se espalha em pequenas cavidades, uniformemente, dissipando seu conteudo
de espécies reativas através da superficie exposta (Kramer et al., 2015).

Tratamento de irradiagdo de Luz pulsada em arroz usando fluéncia de
84,4 J-cm™ obteve uma reducdo de 75% na concentragdo de aflatoxina e em
farelo de arroz com fluéncia de 16,1 J-cm™ a redugéo foi de 90,3% (Wang et
al.,, 2016). Para o tratamento UV-p no presente estudo, uma fluéncia de
12 J-cm™ houve uma reducéo de 53% na castanha de caju e 91% na castanha
do Brasil. A diferenga na concentragao final de aflatoxina se deve a diferenca
na fluéncia aplicada. A eficacia da degradacgao da aflatoxina foi atribuida a alta
intensidade do UV-p, mas o amplo espectro de comprimentos de onda no UV-p

também foi um fator que influenciou a taxa de degradacao da aflatoxina.

Shi et al. (2017), observaram que a aflatoxina no milho foi degradada em
62% e 82% por 1 e 10 min de tratamento com PFBP de alta voltagem com
umidade relativa do ar de 40%, respectivamente. Siciliano et al. (2016), usando
plasma frio atmosférico com 1000 W por 12 min obtiveram redugao de 70% de

Aflatoxina em avelas.

Basaran et al. (2008), estudaram o efeito do plasma sobre a degradagao
de aflatoxinas em pistache, nozes e amendoim, e o tratamento de 20 min de
plasma com poténcia de 300 W, resultou em uma redugao de 50% no total de
aflatoxinas (AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2). Park et al. (2007) relataram que as
aflatoxinas foram completamente removidas apés 5 s de aplicagéo do plasma

de argbnio induzido por micro-ondas, a pressao atmosférica. Estes resultados
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sugerem que sistemas de plasma podem ter fortes potenciais para degradar
micotoxinas e podem ser utilizados de forma eficaz na conservagdo de
alimentos. Devi et al. (2017), trabalhando com plasma frio, em 40 W e 15 min e
60 W e 12 min, obteve, em amendoins tratados com plasma mais de 70% e

90% de redugao no conteudo de AFB1, respectivamente.

Os resultados diferem do presente trabalho, devido a diferengca no
modelo do equipamento, poténcia utilizada e tipo do gas utilizado na formagao
do plasma, haja vista que a composicdo do gas e a poténcia interferem no

resultado do plasma.

Nas Figuras 3 e 4 estdo apresentados os resultados para compostos
fendlicos em castanhas de caju e do Brasil antes e apds os tratamentos de
plasma frio e Luz pulsada. O resultado para castanha de caju in natura esta de
acordo com o encontrado por Chandrasekara e Shahidi (2011) e o de castanha
do Brasil assemelha-se com ao encontrado por John e Shahidi (2010). Valores
de compostos fendlicos inferiores aos relatados por Kornsteiner et al. (2006),
pode estar relacionado a fatores agrondmicos e ambientais, pois 0s mesmos
desempenham papéis importantes na composicao fendlica (Tomas-Barberan et
al., 2001).
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Figura 3. Média e intervalo de confianga para compostos fendlicos das

castanhas de caju nos diferentes tratamentos.
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Figura 4. Média e intervalo de confianga para compostos fenodlicos das

castanhas do Brasil nos diferentes tratamentos.

As castanhas de caju tratadas apresentaram diferenga significativa
(p<0,05) em relacdo ao controle, pois observa-se uma redugdo na
concentracdo de compostos fendlicos das castanhas tratadas, de 51% para
UV-p e 46% para PFBP. Para castanha do Brasil, as castanhas tratadas com
UV-p ndo apresentou diferenca estatistica (p>0,05) em relagdo a castanha nao
tratada e a tratada com plasma diferiu estatisticamente das demais,

apresentando reducgao de 33% de compostos fendlicos em relagdo ao controle.

Em um trabalho com cogumelos em que se aplicou UV-p, foi constatada
que a aplicacado de UV-p nao teve um impacto sobre o conteudo fendlico inicial
de cogumelos frescos cortados. No tratamento de 28 J-cm™ foi observado
reducao substancial em comparagdo com outros tratamentos. Este fenbmeno
poderia ser associado com uma aceleragdo da descompartimentalizagao
celular, que permite compostos fendlicos entrar em contato com tirosina e

outros radicais livres. (Oms-Oliu et al., 2010).

Sob condi¢des de luz em excesso, as respostas defensivas de frutas
dependem da genética, intensidade de radiagdo, tempo de exposi¢ao e como
da maturidade fisiolégica (Gonzalez-Aguilar et al., 2010). No entanto, as

respostas das plantas a radiagcao UV s&o altamente dependentes das espécies
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frutiferas, fase ontogénica, dose de UV, e da superficie exposta (Venditti e

D'hallewin, 2014).

Os trabalhos de Grzegorzewski et al. (2010, 2011), consideram o efeito
do plasma frio sobre o conteudo fendlico total de alface-de-cordeiro. Os autores
observaram que o tratamento provocou uma redugdo do teor de fendlico na
folha, embora a matriz de planta atuou como uma protegédo contra a oxidagao
de compostos bioativos por espécies reativas geradas pelo plasma. Embora o
mecanismo ainda ndo esteja claro, estima-se que a degradagdo é uma
resposta da capacidade conhecida de compostos fendlicos de eliminar os

radicais livres (capacidade antioxidante) (Makris e Rossiter, 2002).

Nas Figuras 5 e 6 estdo apresentadas as médias da capacidade
antioxidante das castanhas de caju e do Brasil antes e apds tratamento com
Luz pulsada e Plasma frio. Ndo foi observada diferenca estatistica (p>0,05)
entre o controle e os tratamentos para a castanha do Brasil. Os tratamentos
nao interferiram na capacidade desses compostos considerados antioxidantes
da castanha do Brasil. Em relagdo a castanha de caju foi observada diferenca

(p<0,05) em relagéo aos outros tratamentos.
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Figura 5. Média e intervalo de confianga para capacidade antioxidante das

castanhas de caju nos diferentes tratamentos.

65



45000

40000

35000

30000

25000

Capacidade antioxidante ( pMm trolox.g™)

20000

F =4,8302; p-valor = 0,02891

15000
Controle UV-p Plasma Frio
Tratamentos
Figura 6. Média e intervalo de confianga para capacidade antioxidante das

castanhas do Brasil nos diferentes tratamentos.

A reducado da capacidade antioxidante pode ser explicada devido o
mecanismos de defesa da planta que consiste em reduzir os radicais livres.
Pois em alguns casos o tratamento pode ser severo no tecido das plantas
causando a descompartimentalizacdo celular que permitem compostos
fendlicos e outros, entrarem em contato com outras substancias que reduzem

sua capacidade antioxidante.

Jagadeesh et al. (2011) observou que tratamento pés-colheita com UV-C
nao teve efeito significativo (p>0,05) sobre o capacidade antioxidante de
tomates e cogumelos (Guan, Fanb e Yan, 2012). Considera-se que a
capacidade antioxidante esta relacionada com os compostos fendlicos
presentes, sendo assim, a redugdo da capacidade antioxidante do presente
trabalho pode estar relacionado a redugdo encontrada nos compostos

fendlicos.

Pasquali et al. (2016), aplicaram a tecnologia de Plasma frio (15 ou 30
min), em radicchio e verificaram que a capacidade antioxidante obtida pelas
técnicas de ABTS e ORAC nao diminuiu significativamente (p>0,05) e
concluiram que o plasma frio ndo afetou a concentragdo de compostos

fendlicos.
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Ramazzina et al. (2015), mostaram que os tratamentos de plasma, de 10
e 20 min nao tiveram efeito significativo sobre a capacidade antioxidante e teor
de antioxidantes de kiwis recém-cortados. Mesmo que as espécies reativas no
plasma poderia ter causado a oxidagdo de compostos fendlicos individuais
responsaveis pela atividade antioxidante de kiwis minimamente processado,

este efeito foi neutralizada por mecanismos de resposta do tecido.

Propriedades biolégicas de compostos fendlicos resultam de sua
capacidade de agir como sequestradores de radicais livres e terminar as

reagdes em cadeia que ocorrem durante a oxidagao (Liu et al., 2000).

As castanhas sao ricas em lipideos e por isso foi estudado a oxidagao
de lipideos por meio da analise de acidez e perdxido no éleo das castanhas.
Nao houve alteracéo no indice de perdxido apds os tratamentos de UV-p e
PFBP nas castanhas de Caju e do Brasil. Nao foi observada diferenga (p>0,05)
na acidez do 6leo da castanha do Brasil apds os tratamentos (Figura 8). Para
castanha de Caju foi observado aumento na acidez do éleo apds o tratamento
com UV-p (Figura 7). O aumento observado pode ser devido a agao de
enzimas lipidicas liberadas das células da fruta e favorecido pela intensidade
do tratamento com UV-p (Elez-Martinez et al., 2005).
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Figura 7. Média e intervalo de confianga para o indice de acidez das castanhas

de caju nos diferentes tratamentos.
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Figura 8. Média e intervalo de confianga para o indice de acidez das castanhas

do Brasil nos diferentes tratamentos.

Varios resultados de estudos indicaram que a peroxidagédo de lipideos
de membrana ocorrem com irradiacdo UV-proximo, e que o grau de
peroxidacgao esta relacionado com o grau de insaturagado dos acidos graxos, e
aumenta com o aumento da intensidade da radiacdo (CHAMBERLAIN e
MOSS, 1987; KRAMER et al., 1991).

O plasma frio aplicado em alimentos ricos em acidos graxos também
podem causar a oxidagcao do acido linolénico, pois as espécies reativas e o

efeito da luz ultravioleta que sdo o mecanismo de efeito do Plasma.

A partir dos resultados sugere-se que UV-p ndo afetou (p>0,05) a
estabilidade da fragao lipidica, o que poderia estar relacionado com a presenca
de antioxidantes (por exemplo, tocoferdis, polifendis), ainda n&do degradados
pelos tratamentos. Resisténcia a oxidacdo do o6leo contido em matrizes
complexas como frutas vem de um equilibrio delicado entre substancias pro-
oxidantes, antioxidantes e condi¢cdes de processo, que poderia favorecer ou
retardar a oxidagao lipidica (Nicoli et al.,1999; Wagner et al., 2002; Aguil6-
Aguayo et al., 2014).

No presente trabalho foram encontrados resultados diferentes para as

castanhas de caju e castanhas do Brasil e as diferengcas das respostas
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observadas devem-se as peculiaridades da matriz estudada, fisiologia e

superficie exposta, sendo necessarios mais estudos para diferentes alimentos.

Portanto, a ndo alteragdo ou pequenas alteragbes em compostos
presentes nas castanhas apds a aplicacdo dos tratamentos UV-p e PFBP é
uma caracteristica satisfatéria das técnicas. Pois se espera que as tecnologias
resolvam o problema sem causar alteragcbes na composi¢do quimica dos

alimentos.

CONCLUSOES

Houve redugéo na concentracéo de aflatoxina B1 de castanhas de caju e
do Brasil tratadas com UV-p e Plasma frio. O tratamento de Plasma apresentou
0 mesmo comportamento na reducéo da AFB1 para os dois tipos de castanha.
O tratamento de UV-p apresentou maior redugdo da AFB1 na castanha do

Brasil o que se deve a maior regularidade na superficie de contato.

Para as duas castanhas tratadas com Plasma houve ocorreu redugao
dos compostos fendlicos, devido a provavel acdo dos radicais livres gerados
pelo plasma. A UV-p causou redugdo de compostos fendlicos na castanha de
caju, que pode ter ocorrido devido a composigdo desta. Os tratamentos
utilizados na pesquisa n&o alteraram a capacidade antioxidante das castanhas
do Brasil. Nao foi observada alteracdo na concentracdo de Peroxido apds os
tratamentos e somente a acidez do 6leo das castanhas de caju tratadas com

UV-p tiveram aumento.
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CAPIiTULO V

CONCLUSOES GERAIS

Com base nos estudos desenvolvidos pode-se concluir que:

As tecnologias de UV-p e Plasma foram eficientes em reduzir Aspergillus
flavus em solugdo aquosa e quando o fungo estava inoculado nas castanhas
de caju e do Brasil também foi constatada redugdo maxima de 4 ciclos log na
concentracado de A. flavus, mas em propor¢cdo menor que em solugado aquosa

devido a morfologia das castanhas.

No estudo com a AFB1 em solugao aquosa as tecnologias de UV-p e
Plasma degradaram a AFB1 a niveis de 95% e 84% respectivamente e
produtos da degradagao foram encontrados com auxilio do UPLC-Q-TOF MS.
A toxicidade da AFB1 apds tratamento foi significantemente diminuida,

demostrando que o residual da degradacgéo apresenta menor letalidade.

Ao realizar o estudo da AFB1 aplicada nas castanhas de caju e do Brasil
observou-se reducdo da micotoxina nas castanhas tratadas. E ao avaliar
algumas caracteristicas quimicas das castanhas apdés tratamento, verificou-se
reducdo dos compostos fendlicos e capacidade antioxidante, devido a provavel
acao dos radicais livres gerados pelo plasma. No entanto, a acidez do 6leo das

castanhas nao apresentaram alteragéo.

Portanto com base nestes relatos, as tecnologias de UV-p e plasma frio
podem ser consideradas ferramentas promissoras na degradagdo de
compostos indesejaveis como a AFB1 e na eliminagdo de micro-organismos,
sem causar grandes alteragcbes em algumas caracteristicas quimicas do

alimento.
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