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RESUMO

Durante seu processamento, amêndoas de cacau são expostas a condições que

propiciam o crescimento de fungos filamentosos responsáveis pela síntese de

micotoxinas, gerando perda de qualidade e riscos ao consumo. Desse modo, faz-se

necessário adotar medidas para evitar a proliferação desses fungos, sem que a

qualidade seja comprometida. O presente estudo teve como objetivos: caracterizar o

processo de saturação do ozônio em amêndoas de cacau; determinar o efeito do

ozônio no percentual de infecção por Aspergilus flavus e Aspergillus niger em

amêndoas de cacau em diferentes concentrações do gás e períodos de exposição; e

analisar possíveis efeitos da ozonização na qualidade das amêndoas de cacau. No

processo de ozonização foi adotada a vazão específica de ar de 1 m3 min-1 t-1, a 20

ºC, três diferentes concentrações de entrada (1,60, 3,10 e 7,00 mg L-1) e quatro

tempos de exposição (3, 6, 9 e 12 h). O tempo saturação e a concentração da

saturação referente à concentração de entrada de 1,6 mg L-1 foram de 0,51 h e 0,94

mg L-1, respectivamente. Com a concentração de entrada de 3,10 mg L-1, o tempo de

saturação foi de 0,35 h, e a concentração de saturação foi de 2,02 mg L-1. Para a

concentração de entrada de 7,00 mg L-1, o tempo saturação foi de 0,33 h e a

concentração de saturação foi de 3,78 mg L-1. O ozônio mostrou-se eficaz na

inativação fúngica, reduzindo a infecção inicial em 44,50% para Aspergillus flavus e

61,60% para A. niger após 3 horas de exposição, independentemente da

concentração aplicada. A ozonização não promoveu alterações significativas nos

parâmetros de teor de água, acidez titulável, capacidade antioxidante e tonalidade

de cor das amêndoas. Observou-se, entretanto, redução no pH após 12 horas de

tratamento com 7,00 mg L-1 de ozônio. O teor de compostos fenólicos totais

aumentou em relação ao controle em todas as concentrações testadas, atingindo o

máximo de 854,23 ± 4,82 mg equivalentes de ácido gálico por 100 g-1 após 3 h de

exposição na concentração de 7,00 mg L-1. Embora não tenham ocorrido diferenças

significativas no teor de antocianinas ao longo do tempo dentro de cada

concentração, após 12 h de ozonização, as amêndoas tratadas com 3,10 mg L-

1 apresentaram maior valor (26,51 ± 7,40 mg 100 g-1) em comparação às

concentrações de 1,60 mg L-1 (13,97 ± 2,54) e 7,00 mg L-1 (17,57 ± 3,68). O

tratamento com 7,00 mg L-1 também resultou em valor de croma ligeiramente
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superior (7,45 ± 0,74) em relação às concentrações de 1,60 e 3,10 mg L-1 (6,45 ±

0,62 e 6,77 ± 0,65), respectivamente. Conclui-se que: (i) o processo de saturação do

ozônio nas amêndoas apresentou comportamento crescente até a estabilização,

com tempo e concentração de saturação proporcionais à concentração de entrada;

(ii) a infecção por A. flavus e A. niger pode ser significativamente reduzida com

1,60–7,00 mg L-1 de ozônio por 3 h de exposição; (iii) o tratamento, especialmente

nas concentrações de 3,10 e 7,00 mg L-1, pode elevar os teores de compostos

fenólicos totais e antocianinas nas amêndoas de cacau.

Palavras-chave: ozonização; Theobroma cacao L; compostos fenólicos; controle de

fungos



ABSTRACT

During processing, cocoa beans are exposed to conditions that favor the growth of

filamentous fungi responsible for mycotoxin synthesis, leading to quality loss and

potential health risks. Therefore, it is essential to adopt control measures to prevent

fungal proliferation without compromising product quality. The present study aimed to

characterize the ozone saturation process in cocoa beans; determine the effect of

ozone on the infection rate by Aspergillus flavus and Aspergillus niger under different

gas concentrations and exposure times; and evaluate possible effects of ozonation

on the quality attributes of cocoa beans. Ozonation was performed using a specific

air flow rate of 1.00 m³ min-1 t-1 at 20 °C, with three inlet ozone concentrations (1.60,

3.10, and 7.00 mg L-1) and four exposure periods (3, 6, 9, and 12 h). For the inlet

concentration of 1.60 mg L-1, the saturation time and corresponding saturation

concentration were 0.51 h and 0.94 mg L-1, respectively. At 3.10 mg L-1, the

saturation time was 0.35 h and the saturation concentration 2.02 mg L-1; while at 7.00

mg L-1, the saturation time and concentration were 0.33 h and 3.78 mg L-1,

respectively. Ozone proved effective in fungal inactivation, reducing initial infection by

44.50% for A. flavus and 61.60% for A. niger after 3 hours of exposure, regardless of

the concentration used. Ozonation did not cause significant changes in moisture

content, titratable acidity, antioxidant capacity, or color tone of the beans. However, a

pH reduction was observed after 12 hours of treatment with 7.00 mg L-1 ozone. The

total phenolic content increased in all concentrations compared to the control,

reaching a maximum of 854.23 ± 4.82 mg gallic acid equivalents per 100 g-1 after 3 h

of exposure at 7.00 mg L-1. Although no significant differences in anthocyanin content

were observed within each concentration over time, after 12 h of ozonation, beans

treated with 3.10 mg L-1 showed the highest value (26.51 ± 7.40 mg 100 g-1)

compared to 1.60 mg L-1 (13.97 ± 2.54) and 7.00 mg L-1 (17.57 ± 3.68). The

treatment with 7.00 mg L-1 also resulted in a slightly higher chroma (C*) value (7.45 ±

0.74) than those obtained with 1.60 mg L-1 (6.45 ± 0.62) and 3.10 mg L-1 (6.77 ±

0.65). It can be concluded that: (i) the ozone saturation process in cocoa beans

showed a progressive increase until stabilization, with saturation time and

concentration proportional to the inlet concentration; (ii) fungal infection by A. flavus

and A. niger can be significantly reduced using 1.60-7.00 mg
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L-1 ozone for 3 h of exposure; (iii) treatment, particularly at 3.10 and 7.00 mg L-1, can
enhance total phenolic and anthocyanin contents in cocoa beans.

Keywords: ozonation; Theobroma cacao L; phenolic compounds; fungal control
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1. INTRODUÇÃO 

 
A espécie Theobroma cacao L., originária da bacia Amazônica, é conhecida 

pela produção de amêndoas amplamente utilizadas na indústria de alimentos, 

especialmente na fabricação de chocolate e seus derivados (COPETTI et al., 2014; 

SCHWAN e WHEALS, 2004). Atualmente, a produção de cacau está concentrada na 

África Ocidental, sendo a Costa do Marfim, Gana, Indonésia, Nigéria, Camarões e 

Brasil os principais países produtores (FAO, 2023). Em 2022, o mercado de amêndoas 

de cacau movimentou US$ 8,29 bilhões, sendo o quarto lugar em valor comercializado 

dentre as culturas tropicais (OEC, 2022; BRENES et al., 2023). 

As amêndoas de cacau apresentam elevada concentração de compostos 

fenólicos, especialmente flavonoides, reconhecidos por uma ampla gama de efeitos 

benéficos à saúde. Entre eles destaca-se a atividade antioxidante (responsável por 

neutralizar radicais livres), antimicrobiana, anti-inflamatória, antitrombótica, anti-

hipertensiva, anticarcinogênica, antialérgica, imunomoduladora e cardioprotetora. Em 

razão desse conjunto de propriedades, o cacau é considerado um alimento com 

elevado potencial funcional (ŻYŻELEWICZ et al., 2020). 

Devido à exigência da planta por climas tropicais, países com altas 

temperaturas e umidade relativa altas concentram a maior parte da produção. Há uma 

crescente preocupação global com a contaminação destes alimentos por fungos e 

seus metabólitos, cujo crescimento é influenciado pelas condições climáticas. Dados 

da Agência Internacional de pesquisa sobre câncer (IARC), apontam que 

aproximadamente 500 milhões de pessoas em regiões tropicais da África 

Subsaariana, América Latina e Ásia estão expostas a altos níveis de micotoxinas. 

(NEME e MOHAMMED, 2017; WILD et al., 2015). 

Conforme destacado por Delgado-Ospina et al. (2021), as amêndoas de cacau 

são expostas a agentes microbianos ao longo de todo seu processamento. Durante a 

colheita, os frutos, cuja parte interna é considerada estéril, são quebrados, e as 

sementes, ainda envoltas pela polpa mucilaginosa, são transportadas para estruturas 

específicas onde ocorre a fermentação. Segundo Copetti et al. (2014) as primeiras 

contaminações por agentes microbianos, como fungos filamentosos, têm início a partir 

do contato com os trabalhadores e as ferramentas utilizadas durante a colheita. 

Uma etapa essencial no processamento do cacau é a fermentação. Na fase 

inicial, a fermentação do cacau é responsável pela acidificação do meio e aumento da 
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temperatura (COPETTI et al., 2014). Contudo, a partir do quinto dia de fermentação, 

observa-se a formação de esporos de fungos filamentosos, que podem estabelecer-

se durante a secagem e armazenamento e comprometer a qualidade das amêndoas 

(SCHWAN e WHEALS, 2004; ROMANENS et al., 2019; MARWATI et al., 2024). 

A secagem das amêndoas de cacau é frequentemente feita sob exposição ao 

sol (TARDZENYUY et al., 2020). Essa prática é popular entre pequenos agricultores 

devido aos elevados custos da secagem mecânica, que muitas vezes é considerada 

inviável neste setor (DZELAGHA et al., 2020). No entanto, a secagem ao sol pode 

favorecer a contaminação fúngica, uma vez que expõe as amêndoas a condições de 

elevada temperatura e umidade relativa, criando um ambiente propício ao 

desenvolvimento de fungos indesejáveis (COPETTI et al., 2014). Em estudo com 

amêndoas de cacau provenientes da África, Akinfala et al. (2020) constataram a 

ocorrência de espécies como Aspergillus niger e Penicillium citrinum logo após a 

fermentação, e durante a secagem e armazenamento. 

As espécies de fungos ocratoxigênicas Aspergillus niger, Aspergillus 

carbonarius e Aspergillus ochraceus, assim como ocratoxina A, foram detectadas nas 

etapas do processamento do cacau em estudo realizado por Copetti et al. (2010), com 

maior incidência durante a secagem e armazenamento. Níveis de ocratoxina A 

também foram detectados em produtos derivados do cacau e chocolate originados de 

amêndoas de vários países, em concentrações baixas (BONVEHÍ, 2004; COPETTI et 

al., 2013). A ocratoxina A é classificada pela Agência Internacional de Pesquisa sobre 

o Câncer (IARC), como um agente do grupo 2B, ou seja, possivelmente carcinogênico 

para humanos (IARC, 1993). 

Pires et al. (2019) constataram que 16% das amostras de cacau brasileiras 

analisadas em seu estudo continham níveis detectáveis de aflatoxinas, metabólitos 

produzidos por cepas de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus. As aflatoxinas 

são classificadas como carcinógenos de classe 1A pela IARC (IARC, 2012), e a sua 

exposição, tanto aguda quanto crônica, pode ter impactos significativos em grupos 

vulneráveis, especialmente crianças (MEDINA et al., 2014). 

Devido aos graves riscos à saúde associados à exposição a micotoxinas, 

estabeleceram-se limites máximos dessas substâncias em alimentos importados em 

diversos países. Conforme estabelecido pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA), o nível máximo tolerado para ocratoxina A e aflatoxinas totais em 

amêndoas de cacau no Brasil é de 10 μg.kg-1 para ambas as micotoxinas (BRASIL, 
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2021). A União Europeia estabelece um limite máximo de 3,0 μg.kg-1 para ocorrência 

de ocratoxina A em cacau em pó (EU, 2023). 

Conforme demonstrado por Janik et al. (2020) e Agriopoulou et al. (2020), as 

micotoxinas podem ser resistentes à altas temperaturas, pressão, radiação e 

solventes químicos.  Fleurat-Lessard (2017) sugere que o controle da atividade 

fúngica durante o armazenamento é uma estratégia viável para prevenir a síntese de 

micotoxinas prejudiciais à saúde humana e animal. Nesse contexto, tratamentos 

biológicos, físicos e químicos estão sendo estudados para eliminação de fungos 

toxigênicos (FLEURAT-LESSARD, 2017; MOHAPATRA et al., 2017). 

O ozônio (O3) tem demonstrado eficácia na redução da contagem de fungos e 

diminuição da contaminação por micotoxinas em alimentos (ALENCAR et al., 2012; 

CONTE et al., 2020; DEMIRCI et al., 2023). O principal alvo desse tratamento é a 

parede celular dos microrganismos, em que a reação de oxidação provocada pelo 

ozônio causa o extravasamento do conteúdo intracelular. Além disso, o ozônio 

promove a oxidação de glicoproteínas e glicolipídios da membrana celular (XUE et al., 

2023).  

Devido à sua alta instabilidade, o ozônio gasoso se decompõe rapidamente em 

oxigênio, sem deixar resíduos na massa de grãos. Assim, o ozônio emerge como uma 

alternativa interessante para a descontaminação de amêndoas de cacau, as quais são 

altamente sensíveis a aromas e resíduos que comprometem sua qualidade 

(FREITAS-SILVA et al., 2013; COPETTi et al., 2014; DZELAGHA et al., 2020). 

Embora o ozônio em sua forma gasosa e dissolvido em água tenham 

demonstrado eficácia no controle de fungos e micotoxinas em diversos produtos 

agrícolas (SAVI et al., 2014; ISIKBER e ATHANASSIOU, 2015; AFSAH‐HEJRI et al., 

2020; GOMES et al., 2023; BHAVITHA et al., 2024), a pesquisa sobre o uso desse 

gás em amêndoas de cacau ainda é limitada. Portanto, é necessário avaliar os efeitos 

desse tratamento na descontaminação de amêndoas de cacau e se o ozônio pode 

afetar suas características físicas e químicas, de tal forma a influenciar a sua 

comercialização. 

Desse modo, o presente estudo teve como objetivos: (i) caracterizar o processo 

de saturação do ozônio em meio poroso com amêndoas de cacau; (ii) determinar o 

efeito do ozônio no percentual de infecção por A. flavus e A. niger em amêndoas de 

cacau em diferentes concentrações do gás e períodos de exposição; (iii) analisar 

possíveis efeitos da ozonização na qualidade das amêndoas de cacau submetidas 
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aos tratamentos. Os resultados obtidos no trabalho podem contribuir para o 

desenvolvimento e a consolidação de um novo método de desinfecção de amêndoas 

de cacau, visando à segurança alimentar frente ao risco de contaminação por 

micotoxinas. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Matéria Prima  

Foram utilizadas amêndoas de cacau fermentadas e secas, com teor de água 

de aproximadamente 8,0% base úmida (b.u.). As amêndoas foram adquiridas na 

Cooperativa dos cacauicultores do Sul da Bahia (COOPERCABRUCA), Itabuna – BA. 

 

2.2. Obtenção do ozônio e método de quantificação 

A ozonização foi realizada no Laboratório de Pós-colheita da Universidade 

Federal de Viçosa - UFV, em Viçosa-MG. Foi utilizado gerador de ozônio da marca 

Ozone & Life, modelo O&L3.ORM, utilizando-se como insumo ar oxigênio (O2), obtido 

de concentrador de oxigênio medicinal. A quantificação do O3 foi feita por meio do 

método iodométrico com titulação indireta, conforme descrito por Eaton et al. (2000). 

 

2.3 Determinação do processo de saturação 

Inicialmente, amostras de 2,00 kg de amêndoas de cacau foram dispostas em 

protótipo cilíndrico de PVC, de 0,17 m de altura e 0,30 m de diâmetro, dotado de tela 

metálica perfurada, posicionada a 0,05 m do fundo, permitindo a passagem de ar 

através das amêndoas. Foram determinados o tempo de saturação e a concentração 

de saturação. Para isso, o gás foi injetado a partir da base do protótipo, adotando-se 

vazão de entrada de 1,00 m³∙min⁻¹∙t⁻¹, mantendo-se a temperatura de 20 °C e 

concentrações de entrada de 1,60, 3,10 e 7,00 mg L-1. Tais concentrações foram 

obtidas a partir das posições 0, 1 e 2 do dosador acoplado ao gerador de ozônio, 

respectivamente. A concentração de saída do gás foi medida após sua passagem pelo 

produto, em intervalos de tempo regulares até a estabilização, conforme o método 

proposto por Santos et al. (2007). Para relacionar a concentração de saída do gás 

ozônio com o tempo, os dados obtidos foram ajustados à equação sigmoidal (Equação 

1). 

 𝐶 = [ 𝑎
1 + 𝑒−𝑡−𝑏𝑐 ] Equação 1 

 

Em que: 



18 

 

 

 

C = concentração do gás ozônio (mg L-1); t = tempo (min); a, b e c = parâmetros da 

equação.  

 

Após a determinação dos parâmetros a, b e c, o tempo de saturação para 

amêndoas de cacau foi obtido através da equação 2. 

 𝑡𝑆𝑎𝑡 =  𝑏 + 2𝑐 Equação 2 

Em que: 

 tSat = tempo de saturação (min)  

 

2.4 Efeito do ozônio no controle de Aspergillus flavus e Aspergillus niger  

 

2.4.1 Inoculação das amêndoas de cacau com A. flavus e A. niger 

Para a inoculação foram utilizados isolados das espécies A. flavus e A. niger. 

O A. flavus foi cultivado em meio de cultura extrato de malte ágar (MEA) por trinta 

dias, e o A. niger foi cultivado por sete dias, em arroz cozido. Em seguida, adicionou-

se água destilada estéril com tween ao material, que foi filtrado para obtenção de uma 

suspensão concentrada de esporos. A suspensão foi homogeneizada e retirada uma 

alíquota para contagem dos esporos, sob microscópio, em câmara de Neubauer. Por 

meio de diluições, a suspensão foi ajustada em 10⁶ esporos.mL-1. Foram utilizadas 

amostras de 2,00 kg de amêndoas de cacau para inoculação dos fungos A. flavus e 

A. niger. Cada amostra foi inicialmente imersa em solução de hipoclorito de sódio a 

1% por um minuto, com o objetivo de eliminar a microbiota natural. Em seguida, as 

amêndoas foram mergulhadas nas suspensões de esporos por 10 minutos e, depois, 

secas em exaustor sob fluxo de ar constante. Foram separadas as amostras controle 

(inoculadas e sem ozonização) e amostras tratadas com ozônio em diferentes 

concentrações e tempos de exposição. Todas as amostras foram mantidas em 

câmara fria, em 5 ± 3°C até a realização dos tratamentos. 

 

2.4.2 Ozonização das amêndoas de cacau  

Nessa etapa, foi adotado procedimento descrito no item 2.3. Em um protótipo 

de PVC cilíndrico (Figura 1), foram adicionados de 2,00 kg de amêndoas de cacau, 

em 3 repetições. Para ajuste da umidade relativa do ar de ozonização, utilizou-se uma 
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câmara hermética com bandejas contendo solução salina de cloreto de sódio e água 

na proporção de 5:10 v/v. Em cada ozonização, foram utilizadas amostras de 30 g, 

divididas em duas subamostras de 15 g, previamente inoculadas com Aspergillus 

flavus e Aspergillus niger. As subamostras foram acondicionadas em duas bolsas de 

tecido tule (15 g por bolsa) e distribuídas aleatoriamente dentro da massa de grãos no 

protótipo. As amostras foram expostas ao gás em 3 concentrações de entrada (1,60; 

3,10 e 7,00 mg. L-1) e 5 diferentes tempos de exposição: 0 (não tratadas), 3, 6, 9 e 12 

h. Após os tratamentos, as amostras foram mantidas em câmara fria, em 5 ± 3°C até 

a realização das demais análises. 

  

Figura 1 - Esquema experimental adotado com a disposição dos equipamentos e 

protótipo para realização da aplicação de ozônio em amêndoas de cacau.    
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2.4.3 Determinação do percentual de infecção por A. flavus e A. niger 

Após a ozonização, as amêndoas contidas nas bolsas de tecido tule foram 

acondicionadas em sacos plásticos zip lock 0,60x8,50 cm e quebradas com auxílio de 

um alicate, separando as cascas dos nibs. Com auxílio de uma pinça estéril foram 

retirados fragmentos de nibs dos sacos plásticos, de diâmetros semelhantes, para 

verificar a porcentagem de infecção das amêndoas.  

O percentual de amêndoas infectadas foi determinado pelo método de 

plaqueamento direto em meios de cultura seletivos. Para amostras inoculadas com A. 

niger, utilizou-se o meio Batata Dextrose Ágar (BDA) acidificado com ácido tartárico a 

10% (PITT e HOCKING, 2009), enquanto para A. flavus empregou-se o meio 

Aspergillus flavus and parasiticus Ágar (AFPA). Em cada placa de Petri foram 

dispostos 10 fragmentos de amêndoas. Após o plaqueamento, as placas foram 

incubadas em BOD a 25 °C por 5 dias para amostras em meio BDA, e 30 °C por 48 h 

para as amostras em meio AFPA.  

A determinação da porcentagem de fragmentos infectados nas placas 

contendo meio BDA baseou-se na observação de colônias com características 

morfológicas típicas de A. niger. Já nas placas com meio AFPA, consideraram-se 

infectados os fragmentos que apresentaram colônias com coloração amarelada no 

verso da placa, que caracterizam colônias de A. flavus nesse meio de cultura (PITT e 

HOCKING, 2009). Os resultados foram expressos como a porcentagem de 

fragmentos infectados. 

 

2.5 Qualidade das amêndoas de cacau expostas ou não ao ozônio 

 

2.5.1. Composição físico-química das amêndoas  

O teor de água para amêndoas de cacau foi determinado utilizando-se estufa 

com circulação de ar, à temperatura de 105±2 ºC até o peso constante, de acordo com 

a metodologia descrita por Brasil (2009). O pH das amostras foi determinado de 

acordo com o método 31.1.07 da Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 

1985).  Foram pesadas 5,00 g de amêndoas de cacau trituradas em liquidificador 

PH900 (Philco, Curitiba, Brasil) e adicionadas em béquer com 50 mL de água 

destilada. A mistura foi agitada em agitador magnético por 2 min e a leitura do pH foi 

feita a em pHmetro de bancada modelo K39-1410A (Kasvi, São José dos Pinhais, 

Brasil). A acidez total titulável foi determinada segundo método 312/IV do Instituto 
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Adolfo Lutz (IAL, 2008), utilizando-se solução de hidróxido de sódio a 0,10 N 

padronizada. 

 

2.5.2 Cor 

A análise da cor das amêndoas de cacau submetidas ou não a ozonização foi 

feita em colorímetro modelo CR410 (Konica Minolta, Osaka, Japão), obtendo-se as 

coordenadas L*, a* e b* do sistema Hunter. Os valores das coordenadas L*, a* e b* 

foram utilizados para calcular a tonalidade de cor (h*) (Equação 3), a saturação de cor 

ou croma (C*) (Equação 4), e a diferença de cor (ΔE*) (Equação 5). ℎ ∗= 𝑎𝑟𝑐𝑡𝑔 (𝑏 ∗𝑎 ∗) 
Equação 3 

𝐶 ∗= √𝑎 ∗2+ 𝑏 ∗2  Equação 4 

 𝛥E ∗ = √(𝐿 ∗ −𝐿 ∗0)2 + (𝑎 ∗ −𝑎 ∗0)2+(𝑏 ∗ −𝑏 ∗0)2  Equação 5 

 

Em que: 

L*, a* e b*: Coordenadas das amostras expostas ao ozônio; L*0, a*0 e b*0: 

Coordenadas das amostras que não foram expostas ao ozônio. 

 

2.5.3. Antocianinas, compostos fenólicos totais e capacidade antioxidante 

2.5.3.1 Preparo dos extratos  

Utilizaram-se amostras de 1,00 g de amêndoas trituradas e adicionadas em 10 

mL de solvente composto por etanol e água na proporção de 80:20 (v/v). A mistura foi 

agitada em agitador rotativo por 1 h a 80 rpm e, em seguida, centrifugada a 5000 rpm 

por 10 min. O sobrenadante foi coletado para as demais análises. 

 

2.5.3.2 Antocianinas 

A quantificação de antocianinas foi feita de acordo com a metodologia de Fuleki 

e Francis (1968). Alíquotas do extrato foram diluídas em solução etanol-HCl 1,5 N 

(85:15, v/v), e transferidas para microplaca. A quantificação das antocianinas foi 

realizada por espectrofotometria, utilizando-se leitor de microplacas (Thermo Fisher 

Scientific, Multiskan Skyhigh), medindo-se a absorbância a 535 nm. Os valores de 

absorbância foram corrigidos pela subtração da leitura do branco (etanol-HCl 1,5 N). 
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A concentração de antocianinas foi expressa em mg de equivalentes de cianidina-3-

glicosídeo por 100 g de amostra, utilizando-se a Equação 6. 

 

 

Em que: 

C’: Teor de antocianinas totais (mg eq.de cianidina-3-glicosideo/100g); 

A: Absorbância em 535 nm; 

FD: Fator de diluição do extrato; 

b: Expessura do poço de microplaca (0,7 cm). 

 

2.5.3.3 Compostos fenólicos totais 

A quantificação dos compostos fenólicos totais dos extratos foi realizada 

segundo a metodologia de Singleton e Rossi (1965), adaptada por Cândido et al. 

(2015). Alíquotas de 500 µL de uma solução de carbonato de sódio a 7,50% foram 

adicionadas a 100 µL do extrato etanólico diluído em proporção de 1:10. A mistura foi 

agitada por 3 min e, em seguida, adicionou-se 400 µL da solução do reagente de 

Folin-Ciocalteu (diluído 1:10). A reação foi mantida protegida da luz durante 1 h. Após 

esse período, as leituras de absorbância foram realizadas a 760 nm, utilizando leitor 

de microplacas (Thermo Fisher Scientific, Multiskan Skyhigh). Para essa análise, 

utilizou-se uma curva padrão de ácido gálico, e os resultados foram expressos em mg 

de equivalentes de ácido gálico por g de amostra (mg EAG g⁻¹ de amostra). 

 

2.5.3.4 Capacidade antioxidante 

2.5.3.4.1 Capacidade antioxidante por método DPPH 

A análise da capacidade antioxidante pelo método de eliminação do radical livre 2,2-

difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) foi realizada utilizando a metodologia de Brand-Williams 

et al. (1995) com modificações, mais recentemente adaptada por Cândido et al. 

(2015). Primeiramente, foi preparada a curva padrão do radical DPPH, usando etanol 

80% (v/v) como branco. Foram preparadas quatro diluições diferentes em triplicata 

utilizando os extratos obtidos de cada amostra. Em seguida, 100 μL de cada diluição 

preparada da amostra foram transferidos para poços de 2 mL em uma microplaca, e 

C’= (A. FD. 449,2)/(26900.b) *10 
 

Equação 6 
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adicionou-se 700 μL da solução de DPPH (0,1 µmol/L). As absorbâncias das misturas 

foram determinadas a 517 nm após 1 h de reação. A atividade antioxidante foi 

calculada utilizando curvas padrão de Trolox, e os resultados foram expressos como 

µmol de equivalentes de Trolox por g de amostra (µM TE∙g⁻¹).  
 

2.5.3.4.2 Capacidade antioxidante por método ABTS 

A capacidade antioxidante pelo método de captura do radical Ácido 2,2´-

azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) (ABTS) foi realizada utilizando a 

metodologia de Re et al. (1999), com modificações de Cândido et al. (2015). O radical 

ABTS foi obtido pela reação de soluções na mesma proporção de 7 mM de ABTS e 

2,45 mM de persulfato de potássio. A solução foi colocada em banho-maria a 50 °C 

por 15 minutos. Após esse período, a solução foi diluída com etanol a 80% até atingir 

absorbância de 0,700 ± 0,005 a 734 nm. Para a análise, 100 µL da diluição do extrato 

da amostra foram misturados com 700 µL da solução do radical ABTS, permanecendo 

em reação por 6 min. As leituras de absorbância foram realizadas a 734 nm em leitor 

de microplacas. Foram utilizadas quatro diluições diferentes do extrato em etanol 80% 

para a construção da curva da amostra. A curva padrão de Trolox também foi 

construída para elaboração dos cálculos. Os resultados foram expressos em µmol de 

equivalentes de Trolox por g de amostra (µM TE∙g⁻¹). 
 

2.6 Delineamento Experimental 

 

Foi adotado Delineamento Inteiramente Casualizado com três repetições. Para 

o processo de saturação, foram adotadas três concentrações do ozônio, sendo 1,60; 

3,10 e 7,00 mg L-1. Quanto ao efeito do ozônio na inativação de A. flavus e A. niger e 

na qualidade de amêndoas de cacau, foi adotado esquema fatorial 3x5, sendo três 

concentrações do ozônio (1,60 3,10 e 7,00 mg L-1) e cinco tempo de exposição (0, 3, 

6, 9 e 12 h). Inicialmente foi realizada Análise de Variância, e posteriormente teste de 

Tukey a 5% de probabilidade ou análise de regressão. Foram utilizados o software 

StatPlus 5.0 (AnalystSoft Inc), para a análise de variância e teste Tukey, e o software 

SigmaPlot versão 10.0 (Systat Software Inc), para a obtenção das equações de 

regressão e plotagem dos gráficos. 
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3. RESULTADOS 

 

3.1 Processo de saturação do ozônio 

 
A quantificação da concentração residual de ozônio em função do tempo de 

exposição foi realizada para amêndoas de cacau submetidas a três diferentes 

concentrações de entrada do gás (C₀), a saber: 1,60 mg L⁻¹, 3,10 mg L⁻¹ e 7,00 mg 

L⁻¹, sob uma vazão específica de 1 m³ min⁻¹ t⁻¹ (Figura 2 e Tabela 1). Ajustou-se 

equações de regressão aos dados, as quais permitiram estimar parâmetros relevantes 

ao processo, como o tempo de saturação (tSat), a concentração de saturação (CSat), 

bem como a razão entre a CSat e a concentração de entrada (C₀).  
As curvas de regressão ajustadas apresentaram elevados coeficientes de 

determinação (R²), demonstrando a adequação dos modelos propostos à descrição 

do comportamento da concentração residual em função do tempo de ozonização. 

Especificamente, os valores de R² foram de 0,95 para a concentração de entrada de 

1,60 mg L⁻¹, 0,94 para 3,10 mg L⁻¹ e 0,92 para 7,00 mg L⁻¹.  
No que se refere ao tempo de saturação (tSat), identificou-se uma redução 

expressiva desse parâmetro com o aumento da concentração de entrada. Para C₀ de 

1,60 mg L⁻¹, o tempo de saturação foi estimado em 0,51 h; para C₀ de 3,10 mg L⁻¹, 
em 0,35 h; e para C₀ de 7,00 mg L⁻¹, 0,33 h. Essa tendência evidencia que 

concentrações mais elevadas de ozônio promovem uma saturação mais rápida no 

sistema. 

A concentração de saturação (CSat) apresentou aumento gradual conforme o 

acréscimo da concentração de entrada, a tingindo os valores de 0,94 mg L⁻¹, 2,02 mg 

L⁻¹ e 3,78 mg L⁻¹ para C₀ de 1,60 mg L⁻¹, 3,10 mg L⁻¹ e 7,00 mg L⁻¹, respectivamente. 

Tal comportamento era esperado, uma vez que maiores concentrações de entrada 

implicam em maiores concentrações residuais ao final do processo de saturação. No 

entanto, é importante observar a relação entre a concentração de saturação e a 

concentração de entrada, expressa pela razão Cₛ ₐₜ /C₀, que fornece uma estimativa 

da fração de ozônio que efetivamente permanece no sistema após o período de 

exposição. Essa razão variou de forma não linear entre os tratamentos, sendo de 0,59 

para C₀ de 1,60 mg L⁻¹, 0,65 para C₀ de 3,10 mg L⁻¹ e 0,54 para C₀ de 7,00 mg L⁻¹.  
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Figura 2. Curvas de regressão de concentração residual do ozônio em função do 

período de exposição em amêndoas de cacau, para concentrações de entrada de 

1,60, 3,10 e 7,00 mg L-1 (C0) e vazão específica de 1 m3 min-1 t-1. 

 

 

Tabela 1. Equações de regressão e coeficientes de determinação (R2) de 

concentração residual do ozônio em função do período de exposição em amêndoas 

de cacau, para concentrações de entrada de 1,60, 3,10 e 7,00 mg L-1 (C0) e vazão 

específica de 1 m3 min-1 t-1. 

Concentração de 
entrada (mg L-1) 

Equações ajustadas R2 EPE tSat (h)  CSat 
(mg L-1) 

CSat/ 
C0 

1,60 ŷ = 
1,0678

1+e-(x-0,2784
0,1151 ) 0,95 0,0862 0,51 0,94 0,59 

3,10 ŷ = 
2,2906

1+e-(x-0,2023
0,0745 ) 0,94 0,1857 0,35 2,02 0,65 

7,00 ŷ = 
4,2889

1+e-(x-0,1952
0,0711 ) 0,92 0,4159 0,33 3,78 0,54 

EPE – Erro padrão da estimativa; tSat – tempo de saturação (h); CSat – concentração de saturação (mg L-1); CSat/ 

C0 – relação entre CSat e C0. 
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3.2 Infecção por Aspergillus flavus e Aspergillus niger 

 

De acordo com a análise de variância, não houve variação significativa do 

percentual de infecção por A. flavus e por A. niger (p>0,05) nas amêndoas de cacau, 

em decorrência da interação entre concentração de entrada e período de ozonização. 

Verificou-se diferença significativa (p<0,05) somente em decorrência do período de 

ozonização, independentemente da concentração de entrada do gás.  

Na Figura 3 e na Tabela 2, é possível observar as curvas de regressão e as 

equações de regressão, respectivamente, para ambos as espécies de fungos nas 

amêndoas de cacau, ao longo do período de ozonização de 12 h. As equações de 

regressão apresentaram bom ajuste aos dados experimentais, com R² de 0,97 para 

A. flavus e 0,99 para A. niger, e erros padrão da estimativa (EPE) de 4,14 e 2,53, 

respectivamente. 

 

Figura 3. Curvas de regressão referentes ao percentual de infecção por A. flavus e 

por A. niger em amêndoas de cacau, em função do período de ozonização, 

independentemente da concentração do ozônio, na vazão específica de 1 m³ min-1 t-1 
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Tabela 2. Equações de regressão referentes ao percentual de infecção por A. flavus 

e por A. niger em função do período de ozonização (x), independentemente da 

concentração do ozônio, na vazão específica de 1 m³ min-1 t-1 

Espécie Equações ajustadas R2 EPE 
A. flavus ŷ=23,75+40,36e-0,41x 0,97 4,14 

A. niger ŷ=22,85+38,82e-1,28x 0,99 2,53 

EPE – Erro padrão da estimativa 

 

Para A. flavus, o percentual de infecção inicial (tempo zero) foi estimado em 

64,10%, com redução progressiva para 35,50% após 3 h de exposição ao ozônio, 

independentemente da concentração do gás. Esse resultado indica redução estimada 

de 44,50%, em relação ao percentual de infecção inicial. Para A. niger, estimou-se o 

percentual de infecção inicial em 61,70%, com redução para 23,70% ao final do 

mesmo período, o que equivale a uma redução de aproximadamente 61,60%, em 

percentual de infecção inicial. Esses resultados indicam que o tratamento com ozônio, 

independentemente das concentrações de entrada, foi eficiente na diminuição da 

atividade fúngica das duas espécies avaliadas, com desempenho superior para A. 

niger. É importante mencionar que depois de 3 h de ozonização, o percentual de 

infecção por A. flavus e por A. niger nas amêndoas de cacau permaneceram 

praticamente constantes.  

 

3.3 Qualidade das amêndoas de cacau expostas ou não ao ozônio 

 

No que se refere a qualidade das amêndoas de cacau expostas ao ozônio, 

obteve-se variação significativa (p<0,05), em decorrência da interação entre 

concentração de entrada e período de ozonização, quando se consideram as variáveis 

pH, teor de fenólicos totais e teor de antocianinas totais. Por outro lado, o croma ou 

saturação de cor (C*) variou significativamente (p<0,05) em decorrência da 

concentração do ozônio isoladamente. A luminosidade (L*) e a diferença de cor 

também variaram significativamente em decorrência do período de ozonização, 

independentemente da concentração de entrada do gás. Ademais, as variáveis teor 

de água, acidez titulável, tonalidade de cor (h*) e capacidade antioxidante pelos 

métodos DPPH e ABTS não variaram significativamente devido à interação entre 
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concentração de entrada e período de ozonização, assim como os fatores 

isoladamente. 

Na Tabela 3, são apresentados os valores obtidos para as variáveis pH, 

fenólicos totais (mg EAG 100 g-1) e antocianinas totais (mg eq. cianidina-3-glicosídeo 

100 g-1), nas amêndoas de cacau, nas diferentes combinações de concentração de 

entrada do gás e período de ozonização, na vazão específica de 1 m3 min-1 t-1. 

Os valores de pH das amêndoas de cacau tratadas com ozônio não 

apresentaram alterações significativas nas concentrações de entrada de 1,60 mg L⁻¹ 

e 3,10 mg L⁻¹, mantendo-se próximos ao valor inicial de 5,68, ao longo das 12 h. No 

entanto, na maior concentração de entrada (7,0 mg L⁻¹), observou-se redução 

significativa do pH após 3 e 9 h (5,61 e 5,62, respectivamente), com valor mínimo de 

5,46, depois de 12 h, o que pode indicar ligeira acidificação pelo tratamento. 

O teor de fenólicos totais aumentou em todos os tratamentos ao longo do 

tempo, sendo mais expressivo nas concentrações de entrada do ozônio de 3,10 e 7,00 

mg L⁻¹. Na concentração de entrada de 7,00 mg L⁻¹, o teor de fenólicos totais atingiu 

854,23 mg EAG 100 g-1, depois de 6 h de tratamento. Nessa concentração de entrada, 

o teor de fenólicos totais se manteve elevado até 9 h (831,73 mg EAG 100 g-1), com 

ligeira redução depois de 12 h. Para a concentração de entrada de 3,10 mg L⁻¹, foi 

observado pico de 801,68 mg EAG 100 g-1, depois de 9 h. Em contrapartida, na 

concentração de entrada de 1,60 mg L⁻¹, verificou-se pico de 633,96±14,83 mg EAG 

100 g-1 nas primeiras 3 h, e redução significativa depois de 9 h (569,08±12,6 mg EAG 

100 g-1). No que se refere às antocianinas totais, quando se adotou a concentração 

de entrada de 3,10 mg L⁻¹, os valores médios foram superiores em relação as demais 

concentrações depois de 9 e 12 h, atingindo 26,51 mg eq. cianidina-3-glicosídeo 100 

g-1. Nas concentrações de entrada de 7,00 mg L⁻¹ e 1,60 mg L⁻¹, observou-se que os 

valores médios mantiveram-se constantes ao longo da ozonização 
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Tabela 3. Valores médio de pH e teores de fenólicos totais e de antocianinas totais em amêndoas de cacau ozonizadas, nas 

concentrações de 1,30; 3,10 e 7,00 mg L-1, por até 12 h, na vazão específica de 1 m3 min-1 t-1 

Médias seguidas por mesma letra maiúscula na coluna ou minúscula na linha não diferem estatisticamente (0>0,05), pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Concentração de 

entrada (mg L-1) 
Período de ozonização (horas) 

 0 3 6 9 12 

 pH 

1,60 5,68±0,02Aa 5,72±0,03Aa 5,67±0,03Aa 5,65±0,05ABa 5,70±0,06Aa 

3,10 5,68±0,02Aa 5,74±0,05Aa 5,68±0,04Aa 5,74±0,11Aa 5,75±0,10Aa 

7,00 5,68±0,02Aa 5,61±0,05Ba 5,67±0,08Aa 5,62±0,02Ba 5,46±0,02Bb 

 Teor de fenólicos totais (mg EAG 100 g-1) 

1,60 576,14±42,76Ab 633,96±14,83Aa 622,71±15,40Aa 569,08±12,61Ab 534,48±4,31Ab 

3,10 576,14±42,76Ab 614,81±10,01Ab 585,36±11,01Ab 801,68±3,01Ba 755,59±6,26Ba 

7,00 576,14±42,76Ac 722,55±6,88Bb 854,23±4,82Ba 831,73±10,60Ba 741,22±26,64Bb 

Teor de antocianinas totais (mg eq. cianidina-3-glicosídeo 100g-1) 

1,60 17,55±3,11Aa 19,14±2,42Aa 17,92±2,09Aa 16,47±3,06Aa 13,97±2,54Aa 

3,10 17,55±3,11Aa 17,04±3,80Aa 17,24±3,54Aa 26,11±3,65Ba 26,51±7,40Ba 

7,00 17,55±3,11Aa 20,74±1,51Aa 24,60±5,20Aa 21,68±7,37ABa 17,57±3,68Aa 
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Os valores médios referentes as variáveis L* (luminosidade) e ∆E* (diferença 

de cor) nas amêndoas de cacau, nos diferentes períodos de ozonização, 

independentemente da concentração de entrada do ozônio, são apresentados na 

Tabela 4. A variável L* aumentou significativamente (p<0,05) depois 3 h de exposição 

ao ozônio, em comparação com as amostras não ozonizadas (0 h), passando de 53,34 

para 55,14. Os valores de L* das amêndoas, referentes aos demais períodos de 

ozonização, não diferiram estatisticamente daquele obtido nas amostras não 

ozonizadas. A variável ΔE*, que representa a diferença total de cor, apresentou 

variações entre 1,97 e 2,78, sem diferenças estatísticas significativas ao longo do 

tempo. 

 

Tabela 4. Valores médios de luminosidade (L*) e diferença de cor (∆E*) em amêndoas 

de cacau, em função do período de ozonização, independentemente da concentração 

do ozônio, na vazão específica de 1 m3 min-1 t-1. 

Variável 
Período de ozonização 

0 3 6 9 12 

L* 53,34±1,41b 55,14±1,02a 54,68±0,53ab 54,44±1,35ab 55,09±0,60a 

∆E* - 2,78±0,80a 2,20±1,07a 1,97±1,19a 2,56±0,70a 

Médias seguidas por mesma letra minúscula na linha não diferem estatisticamente (0>0,05), pelo teste 
de Tukey a 5% de probabilidade. 
 

No que se refere ao croma (C*), o tempo de exposição não resultou em 

diferenças estatísticas, portanto foi realizada comparação de médias obtidas nas 

diferentes concentrações de entrada de ozônio, independentemente do tempo de 

exposição (Figura 4). As concentrações de 1,60 e 3,10 mg L-1 apresentaram valores 

de croma (C*) estatisticamente iguais, sendo equivalentes a 6,45±0,62 e 6,77±0,65 

respectivamente. Em contrapartida, a concentração de 7,00 mg L-1 resultou valor 

médio de croma ligeiramente maior, de 7,45±0,74. 
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Figura 4. Valores médios de croma (C*) em amêndoas de cacau, em diferentes 

concentrações de entrada do ozônio, independentemente do período de ozonização, 

na vazão específica de 1 m3 min-1 t-1 

 

 

Médias seguidas por mesma letra minúscula não diferem estatisticamente (p>0,05), pelo teste de Tukey 

a 5% de probabilidade. 

 

Na Tabela 5, apresentam-se os valores médios de teor de água, acidez titulável, 

tonalidade de cor (h*) e capacidade antioxidante para os métodos ABTS e DPPH em 

amêndoas de cacau ozonizadas nas concentrações de 1,30; 3,10 e 7,00 mg L-1, por 

até 12 h, na vazão específica de 1 m3 min-1 t-1. 

Os valores médios de teor de água nas amêndoas variaram entre 7,29 ± 0,09% 

e 7,68 ± 0,19% (Tabela 5), sem diferenças significativas (p>0,05), nas diferentes 

concentrações de ozônio e período de exposição. De forma semelhante, os valores 

médios de acidez titulável oscilaram entre 0,33 ± 0,01 e 0,42 ± 0,07 g de ácido acético 

por 100 g de amostra, sem diferenças significativas. Os valores de tonalidade de cor 

variaram de 37,69±0,88 a 43,54±1,14. 

Não foi possível observar diferenças significativas (p>0,05) entre as médias da 

capacidade antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS em amêndoas de cacau 

ozonizadas. Os valores não apresentaram alterações em nenhuma das condições 
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avaliadas, independentemente da concentração inicial de ozônio ou do tempo de 

exposição. 

Tabela 5. Valores médios de teor de água, acidez titulável, tonalidade de cor (h*) e 

capacidade antioxidante para os métodos ABTS e DPPH em amêndoas de cacau 

ozonizadas nas concentrações de 1,30; 3,10 e 7,00 mg L-1, por até 12 h, na vazão 

específica de 1 m3 min-1 t-1 

Médias seguidas por mesma letra maiúscula na coluna ou minúscula na linha não diferem 

estatisticamente (0>0,05), pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

Concentração 

de entrada 

(mg L-1) 

Período de ozonização (horas) 

0 3 6 9 12 

 Teor de água (% b.u.) 

1,60 7,56±0,12Aa 7,59±0,17Aa 7,48±0,41Aa 7,34±0,05Aa 7,39±0,47Aa 

3,10 7,56±0,12Aa 7,49±0,15Aa 7,68±0,19Aa 7,50±0,28Aa 7,50±0,18Aa 

7,00 7,56±0,12Aa 7,39±0,08Aa 7,37±0,16Aa 7,29±0,09Aa 7,33±0,14Aa 

 Acidez titulável (g ácido acético 100 g-1) 

1,60 0,36±0,09Aa 0,33±0,01Aa 0,39±0,11Aa 0,38±0,08Aa 0,42±0,05Aa 

3,10 0,36±0,09Aa 0,41±0,04Aa 0,38±0,01Aa 0,42±0,07Aa 0,37±0,02Aa 

7,00 0,36±0,09Aa 0,35±0,06Aa 0,34±0,05Aa 0,40±0,11Aa 0,41±0,08Aa 

 h* 

1,60 42,82±3,96Aa 41,46±2,64Aa 43,54±1,14Aa 43,19±2,47Aa 41,91±2,40Aa 

3,10 42,82±3,96Aa 41,91±2,47Aa 37,69±0,88Ba 41,66±1,21Aa 40,67±0,22Aa 

7,00 42,82±3,96Aa 40,77±2,88Aa 41,98±3,16ABa 42,35±2,07Aa 42,14±2,00Aa 

Capacidade Antioxidante (µM TE g-1) 

 ABTS  

1,60 9,97±0,93Aa 9,41±0,81Aa 8,82±1,31Aa 11,41±4,91Aa 9,63±3,75Aa 

3,10 9,97±0,93Aa 11,84±5,47Aa 8,91±1,30Aa 10,55±0,89Aa 10,69±1,63Aa 

7,00 9,97±0,93Aa 9,25±3,47Aa 10,67±0,82Aa 11,33±4,42Aa 9,11±1,31Aa 

 DPPH 

1,60 9,50±0,75Aa  9,58±0,82Aa 9,89±0,27Aa 9,98±1,94Aa 9,62±1,46Aa 

3,10 9,50±0,75Aa 9,65±0,78Aa 9,08±0,38Aa 10,19±1,05Aa 8,88±0,89Aa 

7,00 9,50±0,75Aa 10,19±0,71Aa 9,76±1,50Aa 9,47±1,97Aa 10,22±0,63Aa 
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4. DISCUSSÃO 

 

No presente estudo, caracterizou-se o processo de saturação do gás ozônio 

em um meio poroso composto por amêndoas de cacau, utilizando concentrações de 

entrada de 1,60; 3,10 e 7,00 mg L⁻¹ (Tabela 1 e Figura 1). Observou-se que 

concentrações mais elevadas do gás aceleraram o processo de saturação nas 

amêndoas de cacau e resultaram em maiores valores de concentração de saturação 

(CSat). O comportamento observado, com uma fase inicial de acúmulo rápido de 

ozônio seguido por estabilização da concentração residual (Figura 1), está de acordo 

com o relatado por Kells et al. (2001) e Mendez et al. (2003). Segundo esses autores, 

nas fases iniciais da ozonização, o gás reage preferencialmente com compostos da 

superfície dos grãos, promovendo sua rápida degradação e resultando em menor 

concentração residual. À medida que o ozônio penetra no espaço intergranular, sua 

taxa de reação com o substrato diminui, promovendo maior estabilidade na 

concentração acumulada. Tal padrão de comportamento tem sido amplamente 

descrito na literatura para produtos agrícolas com estrutura porosa, como amendoim, 

milho-pipoca e feijão-caupi (ALENCAR et al., 2011; SILVA et al., 2019; ABREU et al., 

2022). 

A porcentagem de infecção por A. flavus e A. niger foi avaliada ao longo do 

tempo de exposição ao ozônio. Observou-se uma redução acentuada na infecção por 

ambas as espécies de fungos nas primeiras três horas de tratamento, sendo de 

aproximadamente 44,50% para A. flavus e 61,60% para A. niger, em relação aos 

percentuais de infecção inicial. Os percentuais de infecção mantiveram-se 

estabilizados ao longo da ozonização. Esse comportamento reforça a eficácia da 

ozonização como estratégia para redução de microrganismos em produtos 

armazenados. 

Resultados semelhantes foram relatados por Kreibich et al. (2016), que 

observaram uma redução de 86,80% nas unidades formadoras de colônia (UFC) de 

A. flavus em amêndoas de cacau submetidas ao ozônio na concentração de 60 µmol 

mol⁻¹. De forma análoga, Gomes et al. (2023) registraram inibição de 87% no 

crescimento de Aspergillus spp. em grãos de amendoim após 240 min de exposição 

contínua a ozônio (0,21 mol m⁻³), com fluxo de 15 L min⁻¹. Ainda, Sitoe et al. (2023), 

utilizando injeções de ozônio a baixa pressão (1,0 L min⁻¹) em grãos de feijão, 

reportaram redução da infecção por A. flavus de 100% para 30%, conforme análise 
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por plaqueamento direto. Tais resultados corroboram o potencial da tecnologia de 

ozonização para o controle de fungos micotoxigênicos em produtos agrícolas. 

Com base nos dados do presente estudo e em evidências da literatura, 

observa-se que mesmo concentrações moderadas de ozônio possuem potencial 

fungicida relevante. No entanto, parâmetros como vazão e tempo de exposição devem 

ser otimizados em estudos futuros para ampliar a eficiência do tratamento. 

A análise do teor de água nas amêndoas indicou que a ozonização não 

promoveu variações significativas. É possível inferir, a partir desse resultado, que a 

umidificação do ar foi eficiente para obter umidade relativa estável, o que favoreceu a 

preservação do teor de água durante a ozonização. Da mesma forma, não foram 

observadas alterações relevantes no pH e na acidez titulável das amostras, o que 

demonstra que as condições de ozonização não comprometeram a estabilidade ácido-

base do produto. (ABREU et. al., 2022; LI et al., 2022). 

Em relação ao teor de compostos fenólicos totais, observou-se um aumento 

significativo associado à interação entre o tempo de exposição e a concentração de 

ozônio. Em produtos vegetais frescos, essa tendência tem sido relacionada a reações 

enzimáticas desencadeadas pelo estresse oxidativo gerado pela ozonização. Li et al. 

(2022), ao estudarem pitayas tratadas com ozônio, identificaram a indução da 

expressão de enzimas-chave na via dos fenólicos, como a antocianina sintase, a 

chalcona sintase (relacionada à biossíntese de flavonoides e isoflavonoides) e a 4-

cumaroil-CoA ligase, envolvida na formação de ligninas e outros compostos fenólicos. 

Río Segade et al. (2020) também demonstraram que o ozônio pode ativar 

enzimas antioxidantes, como a superóxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase 

e guaiacol peroxidase, ao passo que inibe a atividade da polifenoloxidase, enzima 

associada à degradação de fenólicos. Zardzewiały et al. (2025) observaram aumento 

de aproximadamente 10% no teor de compostos fenólicos em tomates após exposição 

a ozônio gasoso a 2 ppm por 1,5-3 minutos, efeito atribuído à ativação de rotas 

biossintéticas desencadeadas pelo estresse oxidativo. 

No presente estudo, amêndoas tratadas com 3,10 mg·L⁻¹ de ozônio por 9 a 12h 

apresentaram teores de antocianinas totais superiores em comparação com aquelas 

tratadas com 1,60 mg·L⁻¹. Resultados semelhantes foram reportados por Piechowiak 

et al. (2020a) em framboesas armazenadas sob atmosfera com ozônio, nas quais se 

observou aumento nas antocianinas após sete dias de armazenamento, em contraste 

com a estabilidade ou redução no grupo controle. Em estudo com mirtilos, Piechowiak 
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et al. (2020b) identificaram aumento da atividade da enzima fenilalanina amônia-liase 

(PAL), responsável pela conversão de fenilalanina em ácido trans-cinâmico, precursor 

de compostos fenólicos, incluindo antocianinas. 

Outro mecanismo que pode explicar o aumento no teor de compostos fenólicos 

após o tratamento é a ozonólise. O ozônio (O₃) é uma molécula altamente reativa que 

se liga às ligações duplas presentes nos anéis aromáticos dos polifenóis, quebrando 

essas estruturas. Essa reação provoca a formação de compostos menores e mais 

reativos, como ácidos carboxílicos, aldeídos e quinonas (KAUR et al., 2022). 

No estudo de Kalyanaraman et al. (2015), a ozonização foi aplicada em um 

extrato de acácia-negra, rico em taninos condensados, que simulava efluente da 

indústria de curtume vegetal. Os autores observaram que o ozônio atacou os anéis 

aromáticos dos taninos, fragmentando as moléculas e gerando compostos menores e 

mais solúveis. Esses produtos aumentaram a biodegradabilidade do efluente, 

mostrando que o ozônio pode quebrar estruturas polifenólicas complexas em 

subprodutos menos tóxicos. 

Os taninos condensados (ou proantocianidinas) são encontrados em células 

taníferas das sementes, tanto nos cotilédones quanto na casca. No cacau, por 

exemplo, eles são formados por flavanóis como catequina e epicatequina, que se 

unem formando polímeros. (BRILLOUET e HUE, 2017). 

Durante a exposição ao ozônio, as proantocianidinas podem sofrer quebra das 

cadeias, reduzindo o tamanho das moléculas e liberando flavanóis monoméricos, 

como a epicatequina. Río Segade et al. (2020) observaram esse efeito em uvas 

submetidas à oxidação, onde a quebra dos taninos condensados resultou em maior 

liberação de monômeros fenólicos. Dessa forma, quando o ozônio quebra os taninos 

em unidades menores, há maior exposição de grupos de hidroxila fenólicos, o que 

aumenta a biodisponibilidade e a reatividade dos compostos. Esse efeito pode explicar 

o aumento no teor de compostos fenólicos totais observados no presente estudo. 

Jackowska et al. (2019) observaram aumento do teor de compostos fenólicos 

no óleo de colza após o tratamento das sementes com ozônio, passando de 14,3 mg 

para 16,9 mg de ácido sinápico por grama, além de uma leve redução no teor de 

vitamina E. Segundo os autores, o ozônio provocou a liberação de fenóis antes ligados 

a outros componentes, aumentando sua concentração total. 

Embora tenha ocorrido um aumento no teor de compostos fenólicos totais no 

presente estudo, os valores de capacidade antioxidante permaneceram relativamente 
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estáveis nos ensaios ABTS e DPPH. Essa estabilidade sugere que os compostos 

antioxidantes originais não foram completamente degradados, mas sim convertidos 

em moléculas menores, preservando, em grande parte, sua atividade redutora de 

radicais. Assim, ocorreu uma modificação estrutural, e não uma perda do potencial 

antioxidante (SACHADYN-KRÓL e AGRIOPOULOU, 2020; LI et al., 2022). 

No presente estudo, o teor de antocianinas observado na maior concentração 

(7,0 mg·L⁻¹) após 12 h foi inferior aos registrados com 3,10 mg·L⁻¹, indicando que 

exposições prolongadas a concentrações elevadas podem promover degradação 

oxidativa desses pigmentos. Segundo Sachadyn-Król e Agriopoulou (2020), 

exposições curtas e controladas ao ozônio tendem a preservar ou estimular a síntese 

de antioxidantes; por outro lado, a ozonização prolongada pode induzir reações 

deletérias e perdas significativas desses compostos. 

Quanto aos atributos de cor, observou-se um leve aumento na luminosidade 

(L*) após 3 h (55,14) e 12 horas (55,09) de ozonização, em relação ao controle (53,34). 

Amostras tratadas com 7,00 mg·L⁻¹ também apresentaram valores mais elevados de 

croma (C*), sugerindo intensificação da saturação da cor. Esse efeito já foi descrito 

em amendoim (ALENCAR et al., 2011) e castanha-do-Brasil (OLIVEIRA et al., 2020). 

Esses autores indicaram que essas alterações podem estar associadas a degradação 

de pigmentos presentes nas películas que envolvem os produtos. 

Os valores de ∆E* variaram entre 1,97 e 2,78, indicando que as alterações de 

cor foram discretas. Segundo Altmann et al. (2022), valores de ∆E* inferiores a 3 são, 

em geral, imperceptíveis ao olho humano. Assim, os dados indicam que o ozônio, 

quando aplicado de forma controlada, não compromete a coloração das amêndoas.  

Neste estudo, diferentes concentrações e tempos de exposição ao ozônio 

foram avaliados quanto à infecção fúngica, e alterações na qualidade das amêndoas 

de cacau. Para estudos futuros, recomenda-se investigar a viabilidade econômica e 

ambiental da utilização do ozônio na cadeia produtiva do cacau, bem como seus 

efeitos em produtos derivados, como chocolate, pó de cacau e manteiga. Além disso, 

análises mais detalhadas, incluindo a atividade de enzimas associadas à síntese de 

compostos fenólicos, a quantificação de taninos totais e compostos aromáticos, são 

necessárias para elucidar de forma mais precisa o impacto da ozonização sobre os 

componentes químicos de interesse funcional e comercial das amêndoas. 
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5. CONCLUSÕES  

 

No presente estudo, o ozônio gasoso (O3) foi testado como mecanismo de 

descontaminação em amêndoas de cacau. Assim, para as condições em que este 

trabalho foi conduzido, conclui-se que: 

 

i. O processo de saturação do ozônio nas amêndoas de cacau seguiu uma 

dinâmica crescente até atingir estabilização, com tempo e concentração de 

saturação proporcionais à concentração de entrada. Concentrações mais 

elevadas exigiram maior tempo para saturação. 

ii. A infecção pelos fungos A. flavus e A. niger pode ter redução expressiva, 

adotando-se concentrações de entrada entre 1,60 mg L-1 e 7,00 mg L-1, 

associadas a 3 h de exposição ao gás. 

iii. O teor de água, a acidez titulável e a capacidade antioxidante das amêndoas 

não foram alterados pelo tratamento com ozônio. 

iv. Observou-se redução do pH nas amêndoas tratadas com 7,00 mg L⁻¹ de ozônio 

durante 12 horas de exposição. 

v. A saturação de cor (C*) variou significativamente em função da concentração 

de ozônio, enquanto a luminosidade (L*) e a diferença total de cor (ΔE*) 

apresentaram variações sutis ao longo do tempo de exposição, sem impacto 

visual perceptível. 

vi. O tratamento de amêndoas de cacau com ozônio na concentração de 1,60 mg 

L-1 e 3 h de exposição não resultam em alterações na qualidade.  

vii. O tratamento de amêndoas de cacau com ozônio, especialmente nas 

concentrações de 3,10 e 7,00 mg L-1, pode ocasionar aumento dos teores de 

compostos fenólicos totais e antocianinas, sem, no entanto, implicar em 

aumento da capacidade antioxidante.  
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