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RESUMO

ALENCAR, Ernandes Rodrigues de, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa,
novembro de 2009. Processo de ozonizagdo de amendoim (Arachis
hypogaea L.): cinética de decomposicdo, efeito fungicida e
detoxificante de aflatoxinas e aspectos qualitativos. Orientadora: Léda
Rita D’Antonino Faroni. Co-Orientadores: Paulo Roberto Cecon e Marcio
Arédes Martins.

Este trabalho teve por objetivos avaliar a cinética de decomposi¢cao do
gas ozbnio, o efeito do gas como agente fungicida e detoxificante sobre
aflatoxinas e possiveis alteragdes qualitativas nos graos de amendoim e no
Oleo bruto extraido desses grdos em decorréncia do processo de ozonizagao.
O trabalho, realizado no Setor de Pré-Processamento e Armazenamento de
Produtos Agricolas do Departamento de Engenharia Agricola e no Laboratoério
de Embalagens, do Departamento de Tecnologia de Alimentos, ambos na
Universidade Federal de Vigosa, consistiu de trés etapas. Na primeira etapa,
avaliou-se a cinética de decomposi¢cdo do ozdnio, utilizando-se amostras de 1
kg de amendoim, com teores de agua de 7,1 e 10,5% (b.u.), acondicionadas
em recipientes de vidro com capacidade de 3 L. Os graos de amendoim foram
ozonizados na concentragédo de 450 ug L™, nas temperaturas de 25 e 35 °C e
vazbes do gas de 1,0 e 3,0 L min™'. Determinou-se o tempo de saturacéo
quantificando-se a concentracao residual do ozénio, pelo método iodométrico,
apds a passagem do gas pela massa de graos, até que ela se mantivesse
constante. A cinética de decomposi¢cdao do ozénio foi avaliada depois da
saturagdo da massa de grdos com o gas. Obteve-se a concentragao residual
do ozbnio, depois de periodos de repouso, durante 0s quais 0 gas reagia no
meio poroso, e dessa forma, era decomposto. O modelo cinético de primeira
ordem foi ajustado aos dados da concentracao residual de 0z6nio em funcao
do tempo, apos linearizacdo. A partir dos valores da constante da taxa de
decomposicao foi possivel obter a meia vida do ozénio em grdos de amendoim.
Na segunda etapa, graos de amendoim com teor de agua de aproximadamente
9,0% (b.u.) foram expostos ao gas ozénio para avaliagéo do efeito fungicida e
da capacidade detoxificante desse gas sobre aflatoxinas. No processo de
ozonizag3o, utilizaram-se concentracdes de 13 e 21 mg L™, temperatura de 25

°C, vazdo do gas de 1,0 L min™' e periodos de ozonizacdo de 0, 24, 48, 72 e 96

viii



h. Avaliou-se o efeito do gas ozbnio na contagem de fungos totais e das
espécies potencialmente aflatoxigénicas Asperqillus flavus e A. parasiticus,
pela técnica de diluigdo, e na infeccdo interna dos grédos por esses
microorganismos, pela técnica de plaqueamento direto. Observaram-se, em
nivel microscopico, as alteragdes morfolégicas ocorridas nos fungos devido a
exposicdo ao gas ozobnio. Para avaliar a capacidade detoxificante do gas
o0zbénio, em cada combinagao de concentragao do gas e periodo de exposicao,
quantificou-se o teor de aflatoxinas totais e de aflatoxina B1 nos graos de
amendoim por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Na terceira etapa,
avaliou-se a qualidade dos graos de amendoim ozonizados e do 6leo bruto
extraido desses graos. Utilizaram-se graos com teor de agua em torno de 8,0%
(b.u.), e no processo de ozonizagdo concentragdes do gas ozénio de0, 13 e 21
mg L™, vazdo de 1,0 L min™ e periodos de exposicdo de 0, 24, 48, 72 e 96 h.
No tratamento controle, os graos foram expostos ao gas oxigénio. Na avaliagao
da qualidade dos graos de amendoim, foram analisados os parametros teor de
agua, condutividade elétrica da solugdo que continha os graos, teor de lipidios
e coloragdo dos graos. Os parametros qualitativos do 6leo bruto extraido dos
graos de amendoim analisados foram o teor de acidos graxos livres, o indice
de peroxido e o indice de iodo. Para os graos de amendoim com teor de agua
de 7,1% (b.u.), nas temperaturas de 25 e 35 °C e vazdes de 1,0 e 3,0 L min™,
os valores obtidos de tempo de saturagcdo do gas ozbnio permaneceram na
faixa entre 173 e 192 min, com concentracdo de saturagdo de
aproximadamente 260 pg L. Para os grdos com teor de agua de 10,5%
b.u., obteve-se maior concentracao residual do gas ozbénio na
temperatura de 25 °C, sendo igual a 190 ug L™'. O maior valor obtido para o
tempo de meia vida foi igual a 7,7 min, para os graos ozonizados na
temperatura de 25 °C, enquanto para aqueles com 10,5% de teor de agua, na
temperatura de 35 °C, foi de 3,2 min. O ozénio foi eficiente no controle de
fungos potencialmente aflatoxigénicos em grdos de amendoim, com redugéo
superior a trés ciclos log, na concentracéo de 21 mg L™ e periodo de exposigao
de 96 h. Com relagao ao poder detoxificante do gas ozénio, ocorreu redugao no
teor de aflatoxinas totais e aflatoxina B1 de aproximadamente 30 e 25%,
respectivamente, para os graos expostos ao gas na concentragao de 21 mg LT,

depois de 96 h de exposicdo. Em geral, ndo ocorreu alteragdo da qualidade



dos graos de amendoim e do dleo bruto extraido desses gréaos, devido a
exposicdo ao ozénio. Concluiu-se a partir dos resultados obtidos que no
processo de decomposicdo do gas ozbénio em grédos de amendoim, o fator
determinante é a temperatura. Um aumento de 10 °C na temperatura dos graos
implica decréscimo de, pelo menos, 43% no tempo de meia vida do gas. O
ozbnio € uma importante alternativa para amendoim no que se refere a
segurancga alimentar, pois é eficiente no controle dos fungos potencialmente
aflatoxigénicos e pode atuar na redugao dos niveis de aflatoxinas do produto. O
processo de ozonizagao, na concentragdo de até 21 mg L™, por até 96 h, nao
afeta a qualidade dos graos de amendoim e do d6leo bruto extraido desses

graos.



ABSTRACT

ALENCAR, Ernandes Rodrigues de, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa,
November, 2009. Ozonation process of peanuts (Arachis hypogaea L.):
decomposition kinetics, fungicidal and aflatoxin detoxification effects
and qualitative aspects. Adviser: Léda Rita D’Antonino Faroni. Co-
Advisers: Paulo Roberto Cecon and Marcio Arédes Martins.

The objective of this study was to evaluate decomposition kinetics of
ozone gas, the effect of this gas as a fungicide agent and detoxificant against
aflatoxins and possible quantitative alterations on peanuts and crude oil
extracted from these nuts after undergoing the ozonation process. This study,
performed in the Sector of Pre-processing and Storage of Agricultural Products
pertaining to the Department of Agricultural Engineering and the Laboratory of
Packaging of the Department of Food Technology, both of the Universidade
Federal de Vicosa, was composed of three stages. In the fist stage,
decomposition kinetics of ozone was evaluated using 1 kg peanut samples with
moisture contents of 7.1 and 10.5% (w.b.), stored in 3 L glass recipients. The
peanuts were ozonized at the concentration of 450 ug L™, at temperatures of 25
and 35°C and gas flows of 1.0 and 3.0 L min™". Saturation time was determined
and residual concentration of ozone was quantified by the iodometric method
after passing the gas through the peanut mass until becoming constant.
Decomposition kinetics of ozone was evaluated after saturation of the peanut
mass with the gas. A residual concentration of ozone was obtained, followed by
repose periods in which the gas reacted with the porous medium and was
therefore decomposed. The first order kinetic model was adjusted to the data
for residual ozone concentration in function of time, after linearization. From the
values of the decomposition rate it was possible to obtain a half-life for ozone in
peanuts. In the second stage, peanuts with moisture contents of approximately
9.0% (w.b.) were exposed to ozone gas for evaluation of its effect as a fungicide
and detoxifying ability on aflatoxins. In the ozonation process, concentrations of
13 and 21 mg L, temperature of 25 °C, gas flow rate of 1.0 L min™ and
ozonation periods of 0, 24, 48, 72 and 96 h were used. The effect of ozone gas
on the count of total fungi and the potentially aflatoxigenic species Aspergillus

flavus and A. parasiticus was evaluated by the dilution technique, and in internal

Xi



infection of peanuts by these microorganisms, by the direct plating technique. It
was observed on the microscopic level that morphological alterations occurred
in the fungi due to exposure to ozone gas. To evaluate detoxification
effectiveness of ozone gas, in each combination of gas concentration and
exposure period, the concentrations of total aflatoxins and aflatoxin B1 in the
peanuts were quantified by high performance liquid chromatography. In the third
stage, quality of the ozonized peanuts and crude extracted oil was evaluated.
Peanuts with moisture contents of 8.0% (w.b.) were used, and the ozonation
process utilized ozone gas concentrations of 0, 13 and 21 mg L™, flow rate of
1.0 L min™ and exposure periods of 0, 24, 48, 72 and 96 h. For treatment of the
control, peanuts were exposed to oxygen gas. Evaluation of peanut quality
consisted of analysis for moisture content, electrical conductivity of the solution
containing the peanuts, lipid concentration and peanut color. The qualitative
parameters of the crude oil extracted from the peanuts analyzed were the
concentration of free fatty acids, peroxide index and iodine index. For the
peanuts with moisture contents of 7.1% (w.b.), at the temperatures of 25 and
35°C and flow rates of 1.0 and 3.0 L min™", the values obtained for ozone gas
saturation time remained between 173 and 192 min, with a saturation
concentration of approximately 260 ug L. For the peanuts with moisture
contents of 10.5% (w.b.), a greater concentration of residual ozone gas was
obtained at the temperature of 25°C, equal to 190 ug L". The greatest value
obtained of half-life was equal to 7.7 min, for the peanuts ozonized at 25°C,
while for those with moisture content of 10.5%, at the temperature of 35°C, half-
life was 3.2 min. Ozone was efficient for the control of potentially aflatoxigenic
fungi in peanuts, with reduction greater than three log cycles at the
concentration of 21 mg L™ and exposure period of 96 h. In general, there was
no alteration in quality of the peanuts or crude oil extracted due to exposure to
ozone. It was concluded that from the obtained results that the decomposition
process of ozone gas in peanuts, the determining factor is temperature. A 10°C
temperature increase of the peanuts implicated a decrease of at least 43% on
the half-live of the gas. Ozone is an important alternative for peanuts when
referring to food safety since it is efficient in the control of potentially

aflatoxigenic fungi and can actuate in the reduction of aflatoxin levels of the

Xii



product. The ozonation process, at a concentration of up to 21 mg L™ and for up

to 96 h does not affect quality of peanuts and crude oil extracted from peanuts.
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INTRODUGAO GERAL

A produgdo mundial 2008/09 de amendoim (Arachis hypogaea L.) foi
estimada em aproximadamente 33 milhdes de toneladas (USDA, 2009). Nessa
safra, os principais produtores de amendoim foram China e india, com 42,0 e
18% da producdo mundial, respectivamente. O Brasil ainda ocupa uma
modesta posicdo entre os paises produtores de grdaos de amendoim, com
estimativa de producdo para a safra 2009/10 de cerca de 290 mil toneladas
(BRASIL, 2009).

Em escala global, cerca de 8 milhdes de toneladas anuais dos graos de
amendoim sdo destinados ao consumo como alimento “in natura” ou
industrializado, e 15 a 18 milhdes sdo esmagados para fabricacdo de dleo
comestivel. O Japao, a Indonésia e os paises europeus importam anualmente
cerca de 1 milhdo de toneladas de graos para confeitaria. Estados Unidos e
China, além de produtores, sdo grandes consumidores de amendoim como
alimento, consumindo juntos cerca de 3 milhdes de toneladas. Nos Estados
Unidos, além de outras utilizacbes em confeitaria, cerca de 500 mil toneladas
sdo destinadas especificamente a fabricagdo da pasta ou manteiga de
amendoim (“peanut butter’), consumida diariamente em sanduiches, em
substituigho a manteigas ou margarinas convencionais (BRASIL, 2007). No
Brasil, o consumo de amendoim é da ordem de 100 mil toneladas de
graos/ano.

Uma das principais caracteristicas do amendoim é seu alto valor
nutricional, e € uma importante fonte de dleo e proteina vegetal, com destaque
para os elementos folato, niacina, vitamina e acidos graxos essenciais (YEH et
al., 2002). Deve-se destacar, entretanto, que os grdos de amendoim s&o
substratos ideais para o desenvolvimento de fungos, que, além de causar
degradacdo dos nutrientes, podem produzir as aflatoxinas, metabdlitos
secundarios téxicos aos homens e animais (SABINO et al., 1989). A sintese
das aflatoxinas ocorre naturalmente e é atribuida aos fungos das espécies
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e também por Aspergillus nomius em
outras matérias-primas, como milho e algodéao (PITT, 2000; BLESA et al., 2003;
EHRLICH et al., 2007). Dente os fatores que afetam a contaminacdo de

amendoim e derivados por aflatoxinas destacam-se as praticas agricolas



durante as etapas de plantio, colheita, secagem, transporte e armazenamento
(OLIVEIRA et al., 2009).

Os fungos das espécies A. flavus e A. parasiticus, segundo Payne
(1998), sao os dois produtores de aflatoxinas em graos e subprodutos agricolas
e podem ser encontradas tanto no solo como no ar. Ainda de acordo com esse
autor, essas espécies potencialmente aflatoxigénicas sao frequentemente
considerados fungos de armazenamento, todavia, em certas regides,
principalmente nas de clima tropical, podem colonizar os gréos ainda no
campo. No campo, os dois principais parametros que afetam a producgao de
aflatoxinas em amendoim s&o temperatura e estresse hidrico. Temperaturas na
faixa de 28 e 34 °C associadas a estresse hidrico durante a formacao das
vagens do amendoim s&o favoraveis a infec¢ao pelos fungos e a produgéo de
aflatoxinas (CRAUFURD et al., 2006; BATTILANI et al., 2008). Durante o
armazenamento, a producao de aflatoxinas é afetada por diversos parametros,
dentre os quais atividade de agua, temperatura, presen¢a de danos mecanicos
e ocasionados por insetos, composi¢do nutricional, composi¢do do gas
intergranular, competicdo entre espécies, dentre outros (SHAPIRA e PASTER,
2004). A sintese de aflatoxinas por A. flavus ocorre em temperaturas entre 15 e
37 °C, sendo mais acentuada na faixa entre 20 e 30 °C (FAO, 2001). De acordo
com GQALENI et al. (1997), a temperatura e a atividade de agua 6timas para a
sintese de aflatoxinas por A. flavus séo 30 °C e 0,996, respectivamente. Vale
ressaltar que as condicdes climaticas verificadas no territério brasileiro sao
ideais para o desenvolvimento desses fungos, particularmente em amendoim e
derivados (RODRIGUEZ-AMAYA e SABINO, 2002; OLIVEIRA et al., 2009).

A presenga de aflatoxinas em alimentos € um sério problema mundial no
que se refere a saude publica, a agricultura e a economia (AMARAL et al.,
2006; OZDEMIR e OZILGEN, 2007). Por muitos anos, os fungos foram
conhecidos pela sua capacidade de produzir metabdlitos toxicos, porém, seus
efeitos foram ignorados, tornando as micotoxicoses negligenciadas. Entretanto,
tal situacao foi alterada drasticamente em 1960, devido a um surto, conhecido
como ‘“turkey-X disease”, que provocou alta mortalidade em perus na
Inglaterra. Durante a epidemia, cerca de 100.000 perus morreram apos o
consumo de torta de amendoim acrescentada a ragéo, proveniente do Brasil.

ApoOs analises quimicas e microbiolégicas, foram detectados quatro metabdlitos



secundarios do fungo Aspergillus flavus, denominados Aflatoxina B1 (AFB1),
Aflatoxina B2 (AFB2), Aflatoxina G1 (AFG1) e Aflatoxina G2 (AFG2) (JEWERS,
1990).

As aflatoxinas se destacam por apresentar alta toxidez, aguda e cronica,
em animais, incluindo o homem, podendo ocasionar danos no figado, como
cirroses e indugao de tumores, além de efeitos mutagénicos e teratogénicos
(ABDULKADAR et al., 2000). De acordo com Deshpande (2002), as aflatoxinas
correspondem a um grupo de aproximadamente 20 metabdlitos de fungos,
incluindo AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 (Figura 1). AFB1 e AFG1 apresentam
maior atividade carcinogénica que AFB2 e AFG2, sendo a AFB1 a de maior
toxicidade e um dos mais potentes hepatocarcinégenos naturais (COULOMBE,
1991; OLIVEIRA e GERMANO, 1997).

O~ch, O~ch,

Aflatoxina B1 Aflatoxina B2

O~cH, O~cH,

Aflatoxina G1 Aflatoxina G2

Figura 1 — Estruturas quimicas das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.

A sensibilidade aos efeitos toxicos das aflatoxinas, segundo Oliveira et
al. (2004), varia consideravelmente entre as diferentes espécies. Com relagao
as espécies exploradas na avicultura comercial, a susceptibilidade é maior em
patos, seguida pelos perus, gansos, faisbes e frangos (MULLER et al., 1970).
Para aves, a dose efetiva das aflatoxinas para a indugcéao de hepatocarcinomas
situa-se entre 10 e 30 ppb de AFB1 na dieta (WOGAN et al., 1992). Numa

mesma especie, a relagdo dose-resposta, de acordo com Coulombe (1991),



pode variar em funcéo da raga, sexo, idade, dentre outros fatores. Em frangos,
MARIANI (1998) relata que o efeito das aflatoxinas é maior na fase inicial de
crescimento, ou seja, quando as aves ingerem aflatoxinas nos primeiros 21
dias de idade.

As aflatoxinas sao extremamente tdxicas a aves, devido a rapida
absorcdo desse composto pelo trato gastrointestinal, sendo um problema
frequente na produgao avicola (SANTURIO, 2000; STRINGHINI et al. 2000).
Uma vez absorvidas, as aflatoxinas sdo imediatamente ligadas, de forma
reversivel, a albumina e, em menor escala, a outras proteinas. Formas de
aflatoxinas ligadas e nao ligadas a proteinas séricas espalham-se pelos
tecidos, especialmente o figado. Apds serem depositadas no figado, as
aflatoxinas sdo biotransformadas pelo sistema microssomal hepatico em
metabdlitos muito toxicos, como 2,3-epdxido de aflatoxinas.

A toxicidade das aflatoxinas em frangos é caracterizada pela diminuicéo
das concentracdes de proteina total, albumina, colesterol, glicose, acido urico,
fosforo inorgénico e calcio, pelo aumento da atividade enzimatica da alanina
amino transferase (ALT) e aspartato amino transferase (AST), indicativos de
lesbes hepaticas (BALACHANDRAN e RAMARKRISHNAN, 1987; AMER,
1998; SANTURIO, 1999; FERREIRA et al., 2006) e pela reducao dos glébulos
brancos (MARIN et al., 2003). Podem ser citados, também, outros efeitos da
acao toxica como o decréscimo no ganho de peso, além de anorexia,
depressao, desuniformidade da estatura, anemia, esteatorréia, aumento da
incidéncia de problemas de penas, lesbes no nervo ciatico, redugcdo do peso
das penas, dentre outros (SANTURIO, 2000; GIACOMINI et al., 2006).

O quadro clinico da aflatoxicose, de acordo com Ferreira et al. (2006),
esta diretamente relacionado ao grau de contaminagcéo do produto, tempo de
exposi¢cao e quantidade de racdo contaminada por aflatoxinas ingerida pelos
animais e seu estado nutricional. Suinos e caninos sdo as espécies mais
sensiveis, sendo, normalmente, os animais jovens, os mais afetados pelas
aflatoxicoses (MALLMANN et al., 1994; ZLOTOWSKI et al., 2004; YU et al.,
2005; AKANDE et al., 2006), e a reducado da taxa de desenvolvimento dos
animais, a maior consequéncia de aflatoxicose crénica (PIER, 1992).

No que se refere a capacidade das aflatoxinas de ocasionar cancer em

humanos, varios estudos foram realizadas entre a década de 60 e a década de



80, com o intuito de estabelecer correlagbes entre dieta contendo aflatoxinas e
risco de adquirir cancer de figado primario. Deve-se destacar que a maioria dos
estudos foi realizada em paises em desenvolvimento da Africa Subsaariana ou
da Asia, onde é comum a incidéncia de cancer de figado. Apesar das
limitagdes referentes a metodologia adotada nesses estudos, os resultados
obtidos indicaram maior incidéncia de cancer de figado primario nas regides
onde havia maior ingestdo de aflatoxinas. Em 1992, a Agéncia Internacional de
Pesquisa do Cancer (AIPC), diante de todos os estudos relevantes, concluiu
que havia evidéncias suficientes da carcinogenicidade em humanos da
aflatoxina B1 e das aflatoxinas totais (IARC, 1993; IARC, 2002). Vale ressaltar
que ha muitos relatos na literatura que indicam altos niveis de contaminagao
por aflatoxinas em grdos muito utilizados na dieta da populagdo de paises
africanos e asiaticos, como amendoim, milho e arroz (POLYCHRONAKI, 2007).

Ressalta-se que cada vez mais as diversas nagdes estabelecem
regulamentagdes rigorosas referentes a presenca de micotoxinas tanto para
alimentagdo humana quanto para animal. De acordo com Egmond e Jonker
(2006), o numero de paises que possuem tais regulamentagdes cresce
continuamente e em 2004 cerca de 100 paises apresentavam limites
especificos para varias combinagcdes de micotoxinas e commodities.
Gradualmente algumas comunidades econémicas, como a Unido Europeia e o
Mercosul, estabeleceram legislagbes comuns dentro de cada bloco.
Especialmente no caso da Unido Europeia, num curto periodo, entraram em
vigor regulamentos severos para muitas combinagdes de toxina/commodity.
Este tipo de procedimento adotado em um bloco econémico ndo acarreta
impacto somente entre seus associados, mas, também, em seus parceiros
comerciais e ainda nas nagdes que pretendem aderir ao grupo. Em se tratando
de aflatoxinas, o FDA (US Food and Drug Administration) estabelece limite de
20 ppb para produtos destinados a alimentagdo humana, exceto para o leite,
cujo limite € de 0,5 ppb (FDA, 2007). No caso do leite, os limites sado altamente
variaveis, dependendo, inclusive, do grau de desenvolvimento econdmico dos
paises, como afirmam Kaniou-Grigoriadou et al. (2005). De acordo com esses
autores, enquanto a Unido Europeia estabeleceu limite de 0,05 ppb para leite
cru, outras nagcdes permitem maior concentracdo da toxina no produto, como

no caso da Nigéria, com limite de 1,0 ppb. No Brasil, as aflatoxinas sdo as



unicas micotoxinas cujos niveis maximos em alimentos estdo previstos na
Legislacdo (CALDAS et al, 2002). O Ministério da Saude, por meio da
Resolugdo - RDC n° 274, de 15 de outubro de 2002, estabeleceu como limite
maximo 20 ppb de aflatoxinas totais (AFB1 + AFB2 + AFG1 + AFG2) em
amendoim (com casca, descascado, cru ou tostado), pasta de amendoim,
milho em grao (inteiro, partido, amassado, moido), farinhas ou sémolas de
milho, destinados ao consumo (BRASIL, 2002).

O processo de prevencao e controle dos diversos tipos de micotoxinas,
ap6s mais de 40 anos da sua descoberta, ainda ndao apresentou um modelo
seguro, eficaz e de solugao definitiva (PRADO et al., 2006). Muitas micotoxinas
se destacam por apresentar significativa estabilidade quimica, acarretando sua
persisténcia no produto, mesmo apos a remogao dos fungos durante as etapas
do processamento (BITTENCOURT, 2005).

Existem dois processos basicos no controle de micotoxinas em
alimentos: descontaminacao e detoxificagao (OZDEMIR e OZILGEN, 2007).
O processo de descontaminacdo € definido como a remocgao fisica das
unidades contaminadas. Por outro lado, a detoxificagdo € a remocédo ou
destruicdo da toxina nas unidades contaminadas. Para as aflatoxinas, em
decorréncia da impossibilidade de evitar algum grau de contaminagdo, uma
variedade de estratégias tem sido proposta com o intuito de detoxificagao de
alimentos (RITCHIE, 2002). De acordo com Shapira e Paster (2004), um
processo de detoxificacdo ideal deve inativar, destruir ou remover a toxina
completamente ou reduzir sua concentragdo em niveis aceitaveis; nao produzir
residuos téxicos na matéria-prima ou subproduto; preservar o valor nutricional
do alimento; destruir micélios e esporos de fungos de modo a evitar a producéo
da toxina; ser eficiente economicamente; ser de facil uso e aprovado por
agéncias reguladoras.

As estratégias de detoxificacdo incluem métodos de inativacao térmica,
irradiagcéo, extragdo com solvente, inativagdo microbiolégica, métodos quimicos
de inativacao e fermentacdo. Os métodos quimicos de inativacdo tém sido
amplamente testados devido a grande capacidade de degradacgao e inativagao
das aflatoxinas (RITCHEI, 2002). Entretanto, apesar da significativa capacidade
das substancias quimicas de eliminar as aflatoxinas, na maioria das vezes tais

métodos sao inviaveis tecnicamente e economicamente, ou ainda



proporcionam formacéo de residuos toéxicos, ou alteram a composi¢cao nutritiva
dos alimentos. Dentre os métodos quimicos apresentados, destacam-se a
detoxificagdo com amdnia e a reagdo com bissulfito de sédio, que apresentam
efetiva capacidade detoxificante (KOLTUN, 1986; BOZOGLU, 2006; OZDEMIR
e ZILGEN, 2007). Particularmente, a detoxificacdo de aflatoxinas com aménia
em alimentos é um procedimento aprovado em paises como Estados Unidos,
Franca, Senegal e Inglaterra, custando tal processo entre 5 e 10% do valor da
commodity (COKER, 1998; HUWIG et al., 2001). Uma alternativa que vem
sendo apresentada para prevengao e controle de micotoxinas e em especial as
aflatoxinas € o gas ozénio.

O gas ozbnio (O3), ou oxigénio triatbmico, € uma forma alotropica do
oxigénio, que pode ser produzida naturalmente como resultado de relampagos
ou radiagao ultravioleta (KIM et al., 1999a). Sinteticamente, o gas ozénio pode
ser gerado pelo método de descarga por efeito corona. Durante a geragao do
ozébnio, moléculas de oxigénio (O,) sao dissociadas, produzindo radicais livres
altamente reativos, que reagem com outras moléculas de oxigénio, formando o
O3, conforme mostrado na Figura 2 (NOVAK e YUAN, 2007).
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Figura 2 - Mecanismo de formagao do gas ozénio a partir de moléculas de
oxigénio (NOVAK e YUAN, 2007).

Historicamente, o oz6nio foi descoberto por Schonbein em 1840,

seguido por uma patente nos Estados Unidos emitida por Fewson em 1888,



que tratava da remocao de odores provenientes de esgotos. A primeira
desinfec¢cao de agua com ozdnio data de 1906, na Francga, e o primeiro sistema
de tratamento de agua com uso do ozdénio, em escala comercial, foi instalado
em 1940, nos Estados Unidos. Dentre as caracteristicas do ozénio, pode ser
destacado que esse gas € altamente reativo; € necessario que seja gerado no
proprio local de aplicacédo; apresenta alta a solubilidade em agua em baixa
temperatura e pH; tem como produto final de sua decomposi¢cao o oxigénio; é
um efetivo agente oxidante contra uma variedade de microorganismos
(GRAHAM, 1997; NOVAK e YUAN, 2007).

A ozonizagao tem sido utilizada na Europa para sanitizar agua destinada
ao consumo humano. Atualmente, utiliza-se essa tecnologia para outros fins,
como para o tratamento de agua de piscinas; para a sanitizacdo de galdes de
agua, de superficies de alimentos, de plantas e de equipamentos de
processamento de alimentos; para a desinfecgdo de carcagas; na conservagao
de frutas e de verduras; e no controle de insetos-praga de graos armazenados
(HSIEH et al., 1998; MENDEZ et al., 2003; PEREIRA et al., 2008; SOUSA et
al., 2008).

No que tange ao uso do gas ozbénio na prevengao da produgédo das
aflatoxinas em alimentos, o gas oz6nio, que é um forte agente antimicrobiano,
pode atuar na inativagdo ou inibicdo do desenvolvimento de espécies de
fungos potencialmente aflatoxigénicas nas diversas commodities. Sabe-se que
em produtos agricolas o gas ozoénio inibe ou retarda o desenvolvimento de
fungos dos géneros Fusarium, Geotrichum, Myrothecium e Mucor, dentre
outros (RAILA et al., 2006; WU et al., 2006), além de outros microorganismos,
como virus e bactérias (KIM et al., 1999b; KHADRE et al., 2001; AGUAYO et
al., 2006; OZTEKIN et al., 2006; WHANGCHAI et al., 2006).

Além de apresentar grande capacidade de inativar microorganismos e
dessa forma ser capaz de prevenir a formacao das aflatoxinas, o gas ozbnio
tem sido proposto como agente na degradagdo de micotoxinas. Na literatura
encontram-se relatos que mencionam o gas ozbénio como agente capaz de
degradar as aflatoxinas, fumonisina, ochratoxina, patulina, deoxinivalenol e
zearalenona (MCKENZIE et al., 1997; YOUNG et al., 2006). A capacidade de o
gas ozbnio, produzido eletroquimicamente, eliminar aflatoxinas em gréos de

milho foi verificada por Mckenzie et al. (1998), que confirmaram a detoxificagao



alimentando perus com dieta a base de produtos ozonizados ou nao.
Observou-se alta capacidade detoxificante do gas ozénio e dieta contendo
grédos de milho inicialmente contaminados com aflatoxinas e posteriormente
ozonizados nao afetou o desenvolvimento dos perus. A eficacia do processo de
ozonizagao na degradacao de aflatoxina em graos de milho com teor de agua
entre 10 e 12% b.u. foi verificada por Prudente e King (2002). O gas ozénio foi
aplicado na massa de grdos com vazdo de 2 L min™', sendo observada uma
reducdo de 92% na concentragao de aflatoxinas no produto. Inan et al. (2007)
estudaram o poder detoxificante do gas 0z6nio sobre aflatoxinas em pimentao.
Foram utilizadas trés concentracdes do gas ozdnio (16; 33 e 66 mg L) e
quatro periodos de exposicao (7,5; 15; 30 e 60 min). Os autores observaram
uma reducdo de 80 e 90% de Aflatoxina B1, apés 60 min, para as
concentracdes do gas ozonio de 33 e 66 mg L™, respectivamente. Ressalta-se
ainda que o 0zOnio nao altera a composigao nutricional dos cereais e que nao
sdo formados metabdlitos prejudiciais a saude humana e animal (KIM et al.,
2003; MENDEZ et al., 2003; YOUNG et al., 2006).

Em vista da extensa aplicabilidade da ozonizagdo na industria de
alimentos, vale destacar os cuidados necessarios no que tange a seguranga do
trabalho durante as atividades ou operagbes em que os individuos ficam ou
podem ficar expostos ao gas oz6nio. Na Figura 3 sdo apresentados os limites
referentes aos graus de toxicidade do gas ozénio. Verifica-se que a exposi¢cao
a concentracdes acima de 10.000 ppm, normalmente adotadas nas industrias,

podem levar a morte.
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Fonte: <http://www.lenntech.com/ozone-and-humans.htm> Acesso: dez. 2009.

De acordo com Khadre et al. (2001), o uso de um sistema seguro é de
importancia primaria para aplicacdo do ozénio na industria de alimentos.
Sistemas de detecg¢ao e destruicdo do gas o0zobnio residual sdo essenciais para
a segurangca dos trabalhadores. Esses autores afirmaram que se faz
necessaria a instalacdo no local de ozonizagdo de um detector com célula
ajustada para medi¢cado da concentragdo do gas na faixa entre 0,01 a 100 ppm.
Outro dispositivo que é de suma importancia € o destruidor térmico ou catalitico
de ozb6nio que deve ser instalado com a finalidade de acelerar a decomposi¢céo
do gas residual na saida do sistema (DAMEZ et al., 1991).

No que se refere as regulamentagcdes governamentais que tratam dos
niveis aceitaveis de concentracdo e periodo de exposicdo ao ozbnio, tem-se
que nos Estados Unidos um individuo pode ficar exposto a concentragdo do
gas de 0,1 ppm por até 8 h por dia (CRF, 1997). Na Europa, o limite
estabelecido para exposi¢cao de individuos ao gas ozonio é de 0,06 ppm por até
(WHO, 2000). A

Regulamentadora N° 15, Portaria N° 3.214/78, estabelece limite de exposi¢cao

8 horas legislagédo brasileira, por meio da Norma
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de trabalhadores ao gas oz6nio, que é de 0,08 ppm ou 0,16 mg m™, para
jornada semanal de trabalho de até 48 h, sendo maximo o grau de
insalubridade a ser considerado no caso de sua caracterizagdo (BRASIL,
1978).

Diante do exposto, objetivou-se com o presente trabalho avaliar a
cinética de decomposicdo do gas ozbnio, o efeito desse gas como agente
fungicida e detoxificante de aflatoxinas e possiveis alteracbes qualitativas nos
graos de amendoim e no oleo bruto extraido desses graos em decorréncia do
processo de ozonizagao.

As informacbes obtidas foram sistematizadas em trés capitulos. O
Capitulo 1 refere-se a cinética de decomposi¢céo do gas ozdnio em graos de
amendoim, observando-se o efeito de diferentes teores de agua, temperatura e
vazao de entrada do gas. No Capitulo 2, estudou-se o efeito do gas ozénio
como agente fungicida e detoxificante sobre aflatoxinas nos graos de
amendoim. No Capitulo 3, avaliou-se o efeito da aplicagdo do gas ozbénio na

qualidade de grdos de amendoim e do 6leo bruto extraido desses gréos.
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Primeiro Capitulo

CINETICA DA DECOMPOSIGCAO DO GAS 0ZONIO EM AMENDOIM (Arachis
hypogaea L.)
ERNANDES RODRIGUES DE ALENCAR'
' Departamento de Engenharia Agricola
Universidade Federal de Vigosa, CEP 36.570-000, Vicosa, Minas Gerais, Brasil

e-mail: ernandes.alencar@ufv.br

RESUMO

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a cinética de
decomposicdo do gas ozénio em graos de amendoim. Para avaliar a cinética
de decomposi¢cao do ozoénio utilizaram-se amostras de 1 kg de amendoim, com
teores de agua de 7,1 e 10,5% base umida (b.u.), acondicionadas em
recipientes de vidro com capacidade de 3 L. Os grédos de amendoim foram
ozonizados na concentracdo de 450 pg L™, nas temperaturas de 25 e 35 °C e
vazdes do gas de 1,0 e 3,0 L min~'. Determinou-se o tempo de saturacgao,
quantificando-se a concentragao residual do ozénio apds a passagem do gas
pela massa de graos, até que a mesma se mantivesse constante. A cinética de
decomposicao do ozdnio foi avaliada depois da saturagdo da massa de graos
com o gas. Nessa etapa, obteve-se a concentracao residual do ozdénio, depois
de periodos de repouso, durante os quais 0 gas reagia no meio poroso, e
dessa forma, era decomposto. Um modelo cinético de primeira ordem foi
ajustado aos dados da concentragdo residual de 0z6nio em fungdo do tempo,
apos linearizagao. A partir dos valores da constante da taxa de decomposigao,
definida como a inclinacdo da reta referente ao modelo cinético de primeira
ordem linearizado, foi possivel obter a meia vida do ozénio em graos de
amendoim. Para os grdos de amendoim com teor de agua de 7,1% (b.u.), nas
temperaturas de 25 e 35 °C e vazdes de 1,0 e 3,0 L min™", os valores obtidos
de tempo de saturagao do gas ozdnio permaneceram na faixa entre 173 e 192
min, com concentracdo de saturacdo de aproximadamente 260 ug L. Para os

graos com teor de agua de 10,5% b.u., obteve-se maior concentragao
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residual do gas ozénio na temperatura de 25 °C, sendo igual a 190 pg L.
No que se refere ao tempo de meia vida do gas 0z6nio, o maior valor obtido foi
equivalente a 7,7 min para os graos ozonizados na temperatura de 25 °C,
enquanto para aqueles com 10,5% de teor de agua, na temperatura de 35 °C,
foi de 3,2 min. Concluiu-se que, no processo de decomposi¢do do o0zbnio em
graos de amendoim, o fator determinante é a temperatura. Um aumento de 10
°C na temperatura dos graos implica decréscimo de, pelo menos, 43% no

tempo de meia vida do gas.

Palavras-chave: Concentracdo de saturacdo, tempo de saturagao, tempo de

meia vida.
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DECOMPOSITION KINETICS OF OZONE GAS IN PEANUTS (Arachis
hypogaea L.)

ABSTRACT

This study was developed with the objective of analyzing decomposition
kinetics of ozone gas in peanuts. To evaluate decomposition kinetics of ozone,
1 kg of peanuts was used with moisture contents between 7.1 and 10.5% (w.b.),
stored in a glass recipient with volume of 3 L. The peanuts were ozonized at a
concentration of 450 pg L™, at temperatures of 25 and 35 °C and gas flow rates
of 1.0 and 3.0 L min'. Saturation time was determined and residual
concentration of ozone was quantified after passing the gas through the peanut
mass until becoming constant. Decomposition kinetics of the ozone was
evaluated after saturation of the peanut mass with gas. In this stage, residual
ozone concentration was obtained after repose periods, during which the gas
reacted in the porous medium and therefore, was decomposed. A first order
kinetic model was adjusted to the residual ozone concentration data in function
of time, after linearization. From the values of the decomposition rate, defined
as the slope of the line referring to the linearized first order kinetic model, it was
possible to obtain a half-life for ozone in peanuts. For the peanuts with moisture
contents of 7.1% (w.b.), at the temperatures of 25 and 35°C and flow rates of
1.0 and 3.0 L min™", the values obtained for ozone gas saturation time remained
between 173 and 192 min, with a saturation concentration of approximately 260
ug L. For the peanuts with moisture contents of 10.5% (w.b.), a greater
concentration of residual ozone gas was obtained at the temperature of 25°C,
equal to 190 pg L. When referring to half-life, the greatest value obtained was
equal to 7.7 min, for the peanuts ozonized at 25°C, while for those with moisture
content of 10.5%, at the temperature of 35°C, half-life was 3.2 min. It was
concluded that in the decomposition process of ozone gas in peanuts, the
determining factor is temperature. A 10°C temperature increase of the peanuts

implicated a decrease of at least 43% on the half-live of the gas.

Keywords: Saturation concentration, saturation time, half-life.
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1.  INTRODUGAO

O amendoim possui alto valor nutricional e seus grdaos sao largamente
utilizados, e € uma importante fonte de éleo e proteina vegetal, com destaque
para os elementos folato, niacina, vitamina e acidos graxos essenciais (YEH et
al., 2002). Em virtude disso, a obtengcdo de um produto dentro dos padrdes de
qualidade é de fundamental importancia, pois 0 amendoim €& um substrato
ideal para o desenvolvimento de fungos toxigénicos, que, além de causar
degradagdo dos nutrientes, produzem metabdlitos secundarios téxicos aos
homens e animais (SABINO et al., 1989). A contaminacdo do amendoim por
fungos, para Chiou (1997), € uma preocupagdo para processadores e
consumidores devido a sua associagdo com a deterioracdo da qualidade e
com a producgdo de aflatoxinas. As aflatoxinas afetam diretamente a qualidade
do amendoim e seus derivados, tanto para consumo humano como para
consumo animal (PRADO et al., 1999). Nesse sentido, tem-se proposto o
ozénio tanto como fungicida, atuando como agente preventivo no processo de
producdo dessa toxina, ou como agente curativo, atuando na detoxificagao do
produto (MCKENZIE et al., 1997; MCKENZIE et al., 1998; HSIEH et al., 1998;
PRUDENTE e KING, 2002; GUZEL-SEYDIM et al., 2004; WU et al., 2006;
YOUNG et al., 2006).

O ozbnio é uma molécula instavel formada pela adicdo de um atomo de
oxigénio a molécula diatbmica de oxigénio. Esse gas, dentre os compostos
geralmente utilizados, destaca-se por apresentar o segundo maior potencial de
oxidagao (2,07 mV), sendo superado somente pelo fluor (MUSTAFA, 1990;
GUZEL-SEYDIM et al., 2004). Essa caracteristica torna o ozénio um forte
agente antimicrobiano com grande aplicabilidade na industria de alimentos e
um dos mais potentes sanitizantes. Normalmente, s&o necessarias baixas
concentracbes de ozbnio e curto tempo de contato para inativar bactérias,
fungos, leveduras, parasitas e virus, porém a suscetibilidade dos
microrganismos a esse gas varia com o estado fisiolégico da cultura, pH do
meio, temperatura, teor de agua, carga organica, presenga de aditivos, entre
outros fatores (KHADRE et al., 2001; PUIA e FLORIAN, 2004; SUSLOW, 2004;
STUCKI et al., 2005; PASCUAL et al., 2007; YUK et al., 2007; AKBAS e
OZDEMIR, 2008; Selma et al.,, 2008). Outro importante aspecto a ser
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mencionado € que o ozénio foi classificado como GRAS (Generally Recognized
as Safe) nos Estados Unidos e liberado pelo FDA (Food and Drug
Administration) para uso direto em alimentos, tanto na forma gasosa quanto
dissolvido em agua, como agente antimicrobiano (FDA, 2001).

Dentre as vantagens da aplicagdo do ozénio, tem-se o fato de que o gas
pode ser gerado no local de aplicacdo, ndo necessitando de recipientes para
armazenamento como para outros produtos quimicos, além de apresentar alta
reatividade e ndo apresentar especificidade a um grupo de microrganismos e o
produto final de sua decomposicao é oxigénio (NOVAK e YUAN, 2007).

A alta reatividade do ozbnio é atribuida a configuragao eletrénica da
molécula (BELTRAN, 2005). O ozénio pode se caracterizar tanto como agente
eletrofilico como nucleofilico. Como agente eletrofilico, o ozbénio apresenta
auséncia de elétrons em um dos orbitais dos atomos de sua molécula. Quando
ha excesso de elétrons em um dos orbitais dos atomos da molécula do ozénio,
0 gas é um agente nucleofilico.

Em alimentos, o ozbnio reage rapidamente e, consequentemente,
decompde-se com a producdo de oxigénio, sem a presenga de residuo toxico
(KHADRE et al., 2001; CULLEN et al., 2009). Em agua, dentre os fatores que
afetam a decomposi¢cdo do ozdnio, destacam-se o pH e a temperatura. Em
temperaturas ou pH elevados, acelera-se o processo de decomposi¢cdo do
0z6nio em uma variedade de radicais livres (CSEFALVAY et al., 2007; NOVAK
e YUAN, 2007; ERSHOV e MOROZQV, 2009).

Apesar de serem encontrados na literatura muitos relatos referente a
degradacdo do ozbénio em agua e também ao efeito da aplicagdo dessa
tecnologia na preservagédo de alimentos, ha caréncia de estudos que tratem,
por exemplo, do tempo de saturagéo, ou seja, o tempo necessario para que a
concentracdo do gas ozobnio aplicada permanega constante, e de parametros
da cinética de decomposicdo do ozdnio em meios porosos, como o tempo de
meia vida, que é o tempo necessario para que a concentragdo desse gas se
reduza a metade. Esses parametros sido importantes na predicdo da
distribuicdo do ozénio em um determinado meio poroso, na avaliacdo da
viabilidade técnica do processo de ozonizagdao e para dimensionar sistemas

industriais com a utilizagado do gas ozénio.
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Diante do contexto apresentado, objetivou-se com este trabalho
determinar a concentragdo e o tempo de saturacdo do ozbnio e avaliar a

cinética de decomposicédo desse gas em graos de amendoim.
2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Setor de Pré-Processamento e
Armazenamento de Produtos Agricolas do Departamento de Engenharia
Agricola — DEA, pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), em Vigosa-MG.

Para determinar a concentracdo e o tempo de saturagdo e avaliar a
cinética de decomposi¢cado do gas ozonio, foram utilizados grdos de amendoim
(Arachis hypogaea L.), com teores de agua de 7,1 e 10,5% base umida (b.u.),
nas temperaturas de 25 e 35 °C.

O teor de agua dos graos de amendoim foi determinado pelo método
gravimétrico em estufa com circulagao forgada de ar e temperatura de 130+1 °C
por 6 h (ASAE, 2002).

O gas ozébnio foi obtido por meio de um gerador de ozénio baseado no
método de Descarga por Barreira Dielétrica (DBD) desenvolvido pelo
Departamento de Fisica do Instituto Tecnolégico de Aeronautica (ITA), Séao
José dos Campos, SP (Figura 1). No processo de geragdo do ozbnio, foi
utilizado como insumo o oxigénio com grau de pureza de 90+3%, isento de

umidade, obtido do concentrador Mark 5 Plus Oxygen Concentrator.
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Figura 1 - Gerador de ozonio.
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A concentragao de ozobnio foi determinada pelo método iodomeétrico,
descrito por Clescerl et al. (2000), que consiste no borbulhamento do o0zdnio
em 50 mL de solugédo de iodeto de potassio (KI) 1 N, com produg¢do de lodo
(I2). Para garantir o deslocamento da reagdo para a produgdo de I, foi
necessario acidificar o meio com 2,5 mL de acido sulfurico (H,SO4) 1 N. A
solucéo foi entdo titulada com tiossulfato de sédio (NaxS2,03 ) 0,005 N, com uso

de solugao de amido 1% como indicador.

21. Tempo de saturagcao e cinética de decomposicdo do ozdénio em

graos de amendoim

Para determinar o tempo de saturacdo do gas ozbnio em graos de
amendoim, fez-se a injecdo do gas, na concentracdo de 450 ug L', em
recipientes de vidro, com capacidade de 3,25 L, contendo 1 kg de graos. Nessa
etapa, as vazdes de entrada do gas foram de 1,0 e 3,0 L min™'. Determinou-se
a concentragao residual do gas apos a passagem pelo produto, em intervalos
de tempos regulares, até que ela se mantivesse constante, para as diferentes
combinagdes de teor de agua, temperatura e vazao do gas, seguindo método
proposto por Santos et al. (2007). Para relacionar concentragao residual do gas
ozbnio com o tempo, realizou-se ajuste da equacgado sigmoidal aos dados

obtidos (Equagao 1):

C{W‘a_b),c} Equacéao 1
em que

C = concentragéo do gas ozdnio (ug L™);

t = tempo (s);

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

A partir dos valores das constantes b e ¢, de acordo com Venegas et al.
(1998), foi possivel obter o tempo de saturacédo para cada combinacao de teor
de agua, temperatura e vazéo do gas (Equacgéao 2):

tsat =b+2c Equacéo 2
em que

tsat = tempo de saturacéo (s).
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A cinética de decomposicao foi avaliada depois da saturacdo do meio
poroso com o ozénio, quantificando-se a concentracado residual do gas, apds
intervalos de tempo durante os quais acontecia a decomposi¢cao do ozénio.
Apds cada intervalo, estabelecia-se novamente a concentracdo de saturacio.
Esse procedimento foi repetido até que o ozénio residual ndo pudesse ser
quantificado pelo método iodométrico. Na avaliagdo da cinética de
decomposicdo, utilizou-se apenas a vazao de entrada do gas de 1 L min™

O modelo cinético de primeira ordem, Equagéao 3, foi ajustado aos dados
da concentragdo de ozénio em fungéo do tempo (WRIGHT, 2004). O ajuste do
modelo de cinética de decomposi¢cdo, apds linearizagdo, Equacado 4, foi
realizado por meio de analise de regressdao. A constante da taxa de
decomposicéo (k) € dada pela inclinacdo da reta depois do ajuste dos modelos

integrados e linearizados.

ac_ —kC Equacéao 3

dt

INnC=InC, — kt Equacéo 4
em que

C = concentragdo do gas ozonio (ug L™);
t = tempo (s);
k = constante de reacdo de decomposicdo (s™).

C, = 0zdnio injetado na massa de produto no tempo inicial (ug L™).

A partir dos valores da constante da taxa de decomposigao, foi possivel
obter o tempo de meia vida (t12) do 0zénio em grédos de amendoim, que, para o
modelo cinético de primeira ordem, é definido pela Equacédo 5 (WRIGHT,
2004):

In 2 .
ty, = e Equacéao 5

O experimento foi realizado em esquema fatorial 2 x 2 x 2, sendo dois
teores de agua (7,1 e 10,5%), duas temperaturas (25 e 35 °C) e duas vazdes
do gas (1,0 e 3,0 L min™), no delineamento inteiramente casualizado, com trés

repeticoes.
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Para a obtencdo das equacgdes de regressao e plotagem dos graficos,
referentes ao tempo de saturacdo e taxa de decomposic¢ao, utilizou-se o

software SigmaPlot 2001.

3. RESULTADOS

Na Figura 2, sdo apresentadas as curvas referentes a concentracédo de
ozbénio em fungdo do tempo de exposicao, durante o processo de saturacao
dos graos de amendoim, nas diferentes combinagbes de teor de agua,
temperatura e vazdées do gas. Apresentam-se, na Tabela 1, as equagbes de
regressao ajustadas e os seus respectivos coeficientes de determinacao, que

relacionam o ozdnio residual e o tempo de exposi¢gédo ao gas.
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Figura 2 - Concentragao residual do ozénio (ug L'1) em fungdo do tempo
durante o processo de saturagcéo dos graos de amendoim com 7,1

(A) e 10,5 (B) % (b.u.) de teor de agua, nas temperaturas de 25 e
35 °C e vazées de 1,0 e 3,0 L min™.
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Tabela 1 - Equacbes de regressdo ajustadas e respectivos coeficientes de
determinagdo (R?) para concentracdo residual do ozénio (ug L™)
durante o processo de saturacdo dos graos de amendoim com 7,1
e 10,5% (b.u.) de teor de agua nas temperaturas de 25 e 35 °C e

vazdes de 1,0 e 3,0 L min™’

Teorde Temp. Vazédo Equagdes 2 tsat Csat

, R : -
agua (%) (°C) (L min™) ajustadas (min) (ng L™
j__ 29083
25 1 _(X—12192J 098 192 256

35,08
1
296,53
25 3 Y _(><—9292J 0,96 175 261
40,82
1+ e
71 29589
y = X — 12539
35 1 | 3203 0,97 190 260
1+ e
- 286,59
y = x — 107,58
35 3 | os274 0,98 173 253
1+ e
;- 211,10
1 (x - 18492) 098 230 186
1 22,58
25
j__ 21582
3 (x-5258) 093 111 190
] 29,22
10,5
;o 155,18
1 (x - 19282) 098 228 137
- 17,57
35
j 15080
3 3 X‘77832 0,97 126 133
1o\ 2376

tsat = Tempo de saturagao

Csat = Concentragéo de saturagéo
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Para os grdaos de amendoim com teor de agua de 7,1% (b.u.), nas
temperaturas de 25 e 35 °C e vazdes de 1,0 e 3,0 L min™" (Tabela 1), verifica-se
os valores obtidos de tempo de saturagcdo do gas ozbnio permaneceram na
faixa entre 173 e 192 min. A concentracédo de saturagdo do gas ozonio foi de
aproximadamente 260 pg L', para todas as combinaces de teor de agua,
temperatura e vazdo do gas. Destaca-se que esse valor de concentragéo
residual do 0zénio obtido corresponde a 58% do inicial, que foi de 450 pg L.

Com relagao aos graos com teor de agua de 10,5% b.u., na temperatura
de 25 °C, Tabela 1, obteve-se tempo de saturacdo de 230 e 111 min, para
vazao de 1,0 e 3,0 L min™", respectivamente, com concentracéo residual do gas
de aproximadamente 190 png L. Esse valor obtido equivale a 42% da
concentracgdo inicial do gas ozénio. Para os grédos ozonizados na temperatura
de 35 °C, a concentracdo residual do ozbnio obtida na saturacdo foi de
aproximadamente 135 pg L™, o que representa 28% da concentragao inicial,
com tempos de saturagdo de 228 e 126 min e vazdes do gas de 1,0 e 3,0 mg L™,
respectivamente.

No que tange ao modelo cinético, verifica-se que o de primeira ordem,
na forma linearizada, Figura 3, representou adequadamente a decomposi¢ao
do ozbnio em graos de amendoim em funcdo do tempo. Na Tabela 2,
apresentam-se as constantes da taxa de decomposicao (k), definidas como as
inclinacbes das retas, nas diferentes combinagdes de temperatura e teor de
agua.

O processo de decomposigado do ozénio (Tabela 2) foi mais acelerado
com a elevagao da temperatura. Para os grdos de amendoim ozonizados na
temperatura de 35 °C, os valores de k foram de 0,156 e 0,215 min™' para os

teores de agua de 7,1 e 10,2%, respectivamente.
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Figura 3 - Modelo cinético de primeira ordem ajustado aos dados observados

de concentragao residual de ozdnio, apds saturacdo, em amendoim
com 7,1 e 10,5% (b.u.) de teor de agua nas temperaturas de 25 e
35 °C.

Tabela 2 - Equagbes de regressdo ajustadas em funcdo do tempo para a
concentracao residual do gas ozénio em graos de amendoim em
diferentes combinagcbes de teor de agua e temperatura e seus

respectivos coeficientes de determinacéo (r?)

Teor de agua (%) Temperatura (°C) Equacdes ajustadas r?
) 25 y =5383-0,090 x 0,91
35 y =5,420-0,156" x 0,83
25 y =5316-0,094" x 0,94
10,5 .
35 y =5393-0,215 x 0,98

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

No que se refere ao tempo de meia vida do ozbnio em grdos de
amendoim (Tabela 3), os maiores valores obtidos ocorreram na temperatura de

25 °C, sendo equivalentes a 7,7 e 7,4 min para os teores de agua de 7,1 e
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10,5%, respectivamente. Os menores valores de tempo de meia vida foram

obtidos para os gréos ozonizados na temperatura de 35 °C.

Tabela 3 - Tempo de meia vida do ozbnio apds a saturagdo dos graos de
amendoim ozonizados nas diferentes combinagdes de teores de

agua e temperatura

Teor de agua (%) Temperatura (°C)  Tempo de meia vida (min)
25 7,7
7,1
35 4,4
25 7,4
10,5
35 3,2

4, DISCUSSAO

Na forma gasosa, o 0z6nio apresenta reatividade 100 vezes maior que o
cloro, e um dos fatores que afetam a cinética de decomposigédo desse gas é a
temperatura. De acordo com Novak e Yuan (2007), a 20 °C, o ozbnio na forma
gasosa apresenta tempo de meia vida menor que 20 min. Em agua destilada a
20 °C, o tempo de meia vida do ozénio dissolvido é geralmente considerado
entre 20 e 30 min, e com a elevagcdo da temperatura ha decréscimo desse
valor, de tal forma que a 35 °C se situa entre 8 e 10 min (CULLEN et al.,
2009).

Nesse estudo, no que se refere a concentragcéo e ao tempo de saturagao
do ozbénio em graos de amendoim, a medida que se eleva o teor de agua dos
graos, maior € a influéncia dos parametros temperatura e vazao do gas, como
apresentado na Figura 2. Nos grdos com teor de agua de 7,1% obteve-se
praticamente o mesmo comportamento no que se refere a concentragéo e ao
tempo de saturacao. Por outro lado, para os graos de amendoim com 10,5% de
teor de agua, a medida que se elevou a temperatura e se reduziu a vazéo de
entrada do gas, observou-se maior tempo de saturagdo e menor concentragéo
residual do oz6nio. Essa tendéncia pode ser explicada pelo fato de que o teor

de agua é um fator determinante no processo de adsor¢ao do gas ozénio em
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superficies (KERSTIENS e LENDZIAN, 1989; GRONTOFT et al., 2004). Dessa
forma, a elevagcdo do teor de agua favoreceu a adsor¢gdo do o0zdénio pela
superficie dos grdos de amendoim e consequentemente aumentou a
reatividade do gas. Vale destacar que a variavel teor de agua deve ser
considerada no processo de ozonizagao, quando se utiliza o gas, por exemplo,
como agente fungicida. De acordo com Raila et al. (2006) maior eficiéncia do
ozbnio no controle de fungos é obtida em produtos com maior teor de agua.
Destaca-se ainda que os valores de tempo de saturagdo para gréos de
amendoim, em todas as combinagdes de teor de agua, temperatura e vazao do
gas, sao superiores ao observado por Santos et al. (2007) para graos de milho.
Esses autores obtiveram tempo de saturacdo de 70 min para os grédos com
12,8% de teor de agua, na temperatura de 25 °C e vazao de 4,6 L min™.

O comportamento observado da concentracido residual do ozénio nos
graos de amendoim durante o processo de saturagdo, nas diferentes
combinacdes de teor de agua, temperatura e vazdo do gas, esta de acordo
com Strait (1998), Kells et al (2001) e Mendez et al. (2003). Segundo esses
autores, o movimento do 0z6nio na massa de graos apresenta duas fases. Na
fase 1, o ozbnio reage com sitios ativos na superficie do produto no inicio da
ozonizagao, ocorrendo degradacdo do o0zbnio e, consequentemente,
eliminagao desses sitios ativos. Uma vez que esses elementos sao eliminados,
0 gas se move através do meio poroso, com taxa de degradagao reduzida. E
quando é atingido esse estado, ocorre a fase 2 do processo.

No que se refere a cinética de decomposicédo (Tabela 3), o fator
temperatura foi determinante. Para os graos com teor de agua de 7,1 e 10,5%,
inicialmente saturados, um acréscimo de 10 °C na temperatura resultou num
aumento do valor da constante da taxa de decomposicédo equivalente a 73,3 e
128,7%, respectivamente. Consequentemente, 0 menor tempo de meia vida foi
obtido para os grdaos com teor de agua de 10,5%, na temperatura de 35 °C.
Esses resultados estdo de acordo com Wright (2004), que afirma que em
muitas reagdes quimicas ha acréscimo da constante da taxa de decomposicao
a medida que se eleva a temperatura. Comportamento semelhante foi
evidenciado em agua por Cséfalvay et al. (2007), que observaram que um
acréscimo de 10 °C na temperatura da agua acarreta em duplicagdo do valor

da taxa de reagdo do ozbnio. Santos et al. (2007) obtiveram tempo de meia
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vida igual a 5,57 min para milho com teor de agua de 12,8% na temperatura de
25 °C. Comparativamente, esse valor de tempo de meia vida para milho &
inferior aos obtidos nos grédos de amendoim com 7,1 e 10,5% de teor de agua,

na temperatura de 25 °C.

5. CONCLUSOES

A analise dos dados e a interpretacédo dos resultados obtidos permitiram
concluir que o comportamento do 0zénio, durante o processo de saturagao em
graos de amendoim, depende dos parametros teor de agua, temperatura e
vazado do gas. A medida que se eleva o teor de agua dos gréos e a temperatura
obtém-se menores valores de concentracédo de saturacdo do ozonio.

No processo de decomposi¢do do ozénio em graos de amendoim, o
fator determinante é a temperatura. Um aumento de 10 °C na temperatura dos

graos implica decréscimo de pelo menos 43% no tempo de meia vida do gas.
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EFICACIA DO 0ZONIO COMO AGENTE FUNGICIDA E DETOXIFICANTE DE
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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito fungicida e detoxificante
do gas ozbnio sobre aflatoxinas em grdos de amendoim. No processo de
ozonizagao, 1 kg de graos de amendoim, acondicionados em frascos de vidro
com capacidade de 3 L, a temperatura de 25 °C, foram ozonizados nas
concentragdes de 13 e 21 mg L™, vaz&o do gasde 10L min™', por periodos de
0, 24, 48, 72 e 96 h. Avaliou-se o efeito do gas ozénio na contagem de fungos
totais e das espécies potencialmente aflatoxigénicas Aspergillus flavus e A.
parasiticus, pela técnica de diluigdo, e na infeccéo interna dos graos por esses
microorganismos, pela técnica de plaqueamento direto. Para avaliar a
capacidade detoxificante do gas 0z6nio, em cada combinagao de concentracéo
do gas e periodo de exposicao, quantificou-se, por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, o teor de aflatoxinas totais e de aflatoxina B1 nos gréos de
amendoim. O gas ozébnio foi eficiente no controle de fungos totais e das
espécies potencialmente aflatoxigénicas em grédos de amendoim, com redugéo
superior a trés ciclos log na contagem dos microorganismos, na concentragcéo
de 21 mg L™ e 96 h de exposicdo. Verificou-se ainda reducédo no percentual de
graos infectados internamente pelos fungos, com tendéncia mais acentuada
nos graos expostos ao gas ozénio na concentragao de 21 mg L™". Com relacéo
ao poder detoxificante do gas ozénio, ocorreu redugéo no teor de aflatoxinas
totais e aflatoxina B1 de aproximadamente 30 e 25%, respectivamente, para os
gréos expostos ao gas na concentracdo de 21 mg L™, por 96 h. Concluiu-se

que o ozbnio € uma importante alternativa para detoxificacdo de amendoim, no
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que se refere a seguranca alimentar, pois € eficiente no controle dos fungos
potencialmente aflatoxigénicos e atua na reducéo dos niveis de aflatoxinas nos

graos.

Palavras-chave: Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, o0zonizagao,

seguranga alimentar.
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EFFECTIVENESS OF OZONE AS A FUNGICIDAL AGENT AND AFLATOXIN
DETOXICANT IN PEANUTS

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the fungicidal and detoxificant
effect of ozone gas on aflatoxins in peanuts. In the ozonation process, 1 kg of
peanuts, stored in 3 L glass flasks, at 25°C, were ozonized at concentrations of
13 and 21 mg L™, gas flow rate of 1.0 L min™", for periods of 0, 24, 48, 72 and 96
h. The effect of ozone gas on the total fungal count and potentially aflatoxigenic
species Aspergillus flavus and A. parasiticus was evaluated by the dilution
technique, and in internal infection of peanuts by these microorganisms, by the
direct plating technique. To evaluate detoxification effectiveness of ozone gas,
in each combination of gas concentration and exposure period, the
concentrations of total aflatoxins and aflatoxin B1 in the peanuts were quantified
by high performance liquid chromatography. Ozone was efficient for the control
of potentially aflatoxigenic fungi in peanuts, with reduction greater than three log
cycles at the concentration of 21 mg L™ and exposure period of 96 h. Reduction
in the percentage of peanuts infected internally by the fungi was also verified,
with more accentuated tendency in peanuts exposed to ozone gas as the
concentration of 21 mg L™. In relation to the detoxificant force of ozone gas,
there was a reduction in the concentration of total aflatoxins and aflatoxin B1 by
approximately 30 and 25%, respectively, for peanuts exposed to gas at the
concentration of 21 mg L™, for 96 h. It was concluded that ozone is an important
alternative for detoxification of peanuts when referring to food safety since it is
efficient in the control of potentially aflatoxigenic fungi and can actuate in the

reduction of aflatoxin levels of the product.

Keywords: Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, ozonation, food safety.
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1.  INTRODUGAO

A contaminagdo do amendoim por fungos, para Chiou (1997), € uma
preocupacao para processadores e consumidores, devido a associacdo desses
microrganismos com a deterioragdo da qualidade e com a producédo de
micotoxinas. Dentre os diversos tipos de micotoxinas, as aflatoxinas se
destacam por apresentar alta toxidez aguda e crdénica em animais, incluindo o
homem, podendo ocasionar danos ao figado, como cirroses e carcinoma
hepatocelular, além de efeitos teratogénicos (ABDULKADAR et al., 2000).
Estes compostos sao produzidos principalmente pelas espécies Aspergillus
flavus, Aspergillus parasiticus e também por Aspergillus nomius (PITT, 2000;
BLESA et al.,, 2003; EHRLICH et al., 2007). Enquanto A. flavus produz
predominantemente aflatoxinas B1 e B2, A. parasiticus € capaz de sintetizar
adicionalmente as aflatoxinas G1 e G2 (PAYNE, 1998). As principais culturas
susceptiveis a contaminacgao por aflatoxinas sao a do milho, a do algodao e a
do amendoim (BAGLEY, 1979).

As espécies potencialmente aflatoxigénicas, A. flavus e A. parasiticus,
podem ser encontradas tanto no solo como no ar, e sao classificadas como
fungos de campo e de armazenamento, ou seja, esses microorganismos sao
capazes de infectar os graos na pré e na pos-colheita. No campo, temperaturas
na faixa de 28 e 34 °C associadas a estresse hidrico durante a formagao das
vagens do amendoim s&o favoraveis a infecgao pelos fungos e a produgéo de
aflatoxinas (CRAUFURD et al., 2006; BATTILANI et al., 2008). Durante o
armazenamento, a producdo de aflatoxinas é afetada por diversos fatores,
dentre os quais se destacam temperatura e atividade de agua. A sintese de
aflatoxinas por A. flavus ocorre em temperaturas entre 15 e 37 °C, sendo mais
acentuada na faixa entre 20 e 30 °C (FAO, 2001). De acordo com GQALENI et
al. (1997), a temperatura e a atividade de agua o6timas para a sintese de
aflatoxinas por A. flavus sdo 30 °C e 0,996, respectivamente.

O processo de prevencao e controle dos diversos tipos de micotoxinas
desde a década de 60, e em especial das aflatoxinas, ainda ndo apresentou
um modelo seguro, eficaz e de solugao definitiva (PRADO et al., 2006). Nesse
contexto, existem dois processos basicos para a redugdo dos niveis de

micotoxinas em alimentos: descontaminagdo e detoxificacdo (OZDEMIR e
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OZILGEN, 2007). O processo de descontaminacao é definido como a remogao
fisica das unidades contaminadas e a detoxificacdo € a remogao ou destruicéo
da toxina das unidades contaminadas. Os métodos quimicos de remogao tém
sido amplamente testados devido a grande capacidade de degradagédo e
inativacao das aflatoxinas (RITCHIE, 2002). Entretanto, apesar da significativa
capacidade das substancias quimicas de eliminar as aflatoxinas, na maioria
das vezes tais métodos s&o inviaveis tecnicamente e economicamente,
proporcionam formacgao de residuos toxicos, ou ainda alteram a composicao
nutritiva dos alimentos. Uma alternativa que vem sendo apresentada na
prevencao e controle de contaminagao de alimentos por aflatoxinas é o gas
ozbnio, que pode ser utilizado como agente fungicida e como detoxificante
(MCKENZIE et al., 1997; PRUDENTE e KING, 2002; ZOOTI et al., 2009).

O gas o0zb6nio pode atuar na inativagao ou inibigdo do desenvolvimento
de microorganismos. Na literatura ha diversos relatos que descrevem o efeito
do ozbnio sobre microorganismos, dentre os quais, os fungos dos géneros
Aspergillus, Fusarium, Geotrichum, Myrothecium, Alternaria e Mucor (RAILA et
al., 2006; WU et al., 2006; ZOTTI et al., 2009), além virus, protozoarios e
bactérias (KIM et al., 1999; KHADRE et al.,, 2001; AGUAYO et al., 2006;
OZTEKIN et al., 2006; WHANGCHAI et al, 2006). A inativagdo de
microorganismos pelo ozoénio, segundo Cullen et al. (2009), € atribuida,
principalmente, a ruptura do envoltério celular e posterior dispersdo dos
constituintes citoplasmaticos, uma vez que esse gas apresenta alto poder
oxidante. Essa capacidade do ozdnio de inativar ou inibir o desenvolvimento
dos microorganismos €& fundamental sob ponto de vista de seguranca
alimentar, pois pode representarumaforma de controle de fungos potencialmente
aflatoxigénicos e, consequentemente, de prevengao da sintese de aflatoxinas.

A ozonizagdo também é proposta como tecnologia capaz de degradar
micotoxinas, dentre as quais as aflatoxinas, fumonisinas, ochratoxina, patulina,
deoxinivalenol e zearalenona (MCKENZIE et al., 1997; YOUNG et al., 2006).
Mckenzie et al. (1998) apresentaram o mecanismo de degradacdo da aflatoxina
B1 pelo ozénio e os produtos finais da reagcédo sao aldeidos, cetonas, acidos e
didéxido de carbono (Figura 1). De acordo com esses autores, o 0zbénio reage
com a ligagao dupla C8-C9 do terminal furano da aflatoxina B1. Vale ressaltar

que a capacidade toxigénica, carcinogénica e teratogénica da aflatoxina B1 &
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associado a presenga do terminal furano (WOGAN et al., 1971; DESHPANDE,
2002).

Aldeidos
J —= Cetonas
Acidos
Aflatoxina B1 Aflatoxina maolozonida Aflatoxina ozonida

Figura 1 — Mecanismo de degradagdo da Aflatoxina B1 pelo gas ozénio
(MCKENZIE et al. (1998).

A capacidade de o gas ozénio eliminar aflatoxinas em graos de milho foi
confirmada por Mckenzie et al. (1998), que alimentaram perus com dieta
contendo milho contaminado com a micotoxina, tratado ou ndo com o gas
ozbnio. Os autores observaram alta capacidade detoxificante do ozénio, e a
dieta com o milho detoxificado com o gas néo afetou o desenvolvimento das
aves. A eficacia do gas ozonio (148-179 mg L") na degradacdo de aflatoxinas
também foi avaliada por Prudente e King (2002), que obtiveram reducéo de
92% no teor de aflatoxinas em graos de milho.

Tendo em vista que a ozonizacao representa uma alternativa no controle
de aflatoxinas em alimentos, uma vez que pode atuar como agente fungicida e
na reducdo dos niveis de aflatoxinas, e que a presenca dessa micotoxina no
amendoim é considerada importante do ponto de vista de saude publica,
objetivou-se nesse trabalho avaliar o efeito fungicida e detoxificante do gas

ozobnio sobre aflatoxinas em grédos de amendoim.
2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Setor de Pré-Processamento e
Armazenamento de Produtos Agricolas do Departamento de Engenharia
Agricola — DEA e no Laboratério de Embalagens, do Departamento de
Tecnologia de Alimentos — DTA, ambos na Universidade Federal de Vigosa, em
Vigosa-MG.

Para a avaliagdo do efeito fungicida e detoxificante do gas ozoénio

utilizaram-se grédos de amendoim com teor de dgua de 8,0% base umida (b.u.),
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que continham fungos potencialmente aflatoxigénicos e que apresentavam
nivel de aflatoxinas inferior a 20 ppb, que € o limite maximo estabelecido pela
legislacdo brasileira para amendoim (BRASIL, 2002). Para a obtencgéo de graos
contaminados com aflatoxinas acima de 20 ppb, adotou-se metodologia
proposta por Prudente (2008) modificada. Grdos de amendoim foram
acondicionados por um periodo de 10 dias em camara climatica a temperatura
de 283 °C e umidade relativa de 95+2%, condicbes consideradas 6timas para
o crescimento dos fungos aflatoxigénicos e producdo de aflatoxinas (DIENER e
DAVIS, 1967; SCHROEDER e HEIN JR., 1967). Ao final desse processo, além
da quantificagdo das aflatoxinas, 200 ppb, ajustou-se o teor de agua dos graos
para 9,0% b.u. por meio de secagem, em secador de camada fixa, utilizando-se
apenas ar ambiente.

A determinacdo do teor de agua dos graos de amendoim foi realizada
em estufa com circulagao forcada de ar a temperatura de 130+1 °C por 6 h
(ASAE, 2002). Depois da determinagcdo do teor de agua, foi realizada a
desinfecg¢ao da estufa com hipoclorito de sodio 3,0%.

O gas ozébnio foi obtido por meio de um gerador de ozénio baseado no
método de Descarga por Barreira Dielétrica (DBD) desenvolvido pelo
Departamento de Fisica do Instituto Tecnolégico de Aeronautica (ITA), Sao
José dos Campos, SP. No processo de geragcédo do ozénio, foi utilizado como
insumo o oxigénio com grau de pureza de 90+£3%, isento de umidade, obtido do
concentrador Mark 5 Plus Oxygen Concentrator.

A concentragdo de ozobnio foi determinada pelo método iodomeétrico,
descrito por Clescerl et al. (2000), que consiste no borbulhamento do 0zdnio
em 50 mL de solugédo de iodeto de potassio (KI) 1 N, com produg¢do de lodo
(I2). Para garantir o deslocamento da reagdo para a produgdo de I, foi
necessario acidificar o meio com 2,5 mL de acido sulfurico (H,SO4) 1 N. A
solucéo foi entao titulada com tiossulfato de sédio (NaxS2,03 ) 0,005 N, com uso
de solucdo de amido 1% como indicador.

No processo de ozonizagédo, amostras de 1 kg de graos de amendoim,
previamente contaminadas, foram acondicionadas em frascos de vidro com
capacidade de 3 L, a temperatura de 25 °C, e ozonizadas nas concentragdes
de 13 e 21 mg L™, vazdo do gas de 1,0 L min™, por periodos de 0, 24, 48, 72 e
96 h.
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2.1. Avaliagao do efeito fungicida do gas oz6nio em graos de amendoim

Para avaliacdo do efeito fungicida do gas oz6nio nos graos de
amendoim utilizaram-se dois métodos de quantificagdo de fungos: o de diluicdo
em placas e o de plaqueamento direto (PITT e HOCKING, 2009).

No método de diluicdo em placas, 25 g de graos foram previamente
diluidos em 225 mL de agua peptonada a 0,1%. No plagueamento, foram
utilizadas as diluicdes 107", 102, 10° e 10™. No método de plaqueamento direto
foram utilizados 10 grdos de amendoim, previamente desinfectados com
hipoclorito de sédio 0,4%. Para a quantificagdo de fungos totais nos gréos de
amendoim, tanto no método de diluigdo em placas quanto no de plaqueamento
direto, utilizou-se o meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) acidificado
com acido tartarico a 10%, tendo sido as placas incubadas por 5 dias em
camaras climaticas a 25 °C (DOWNES e ITO, 2001). Para a quantificagdo das
espécies potencialmente aflatoxigénicas, A. flavus e A. parasiticus, foi utilizado
o meio de cultura Aspergillus flavus e parasiticus Agar (AFPA), e as placas
foram incubadas por 42 h a 30 °C (PITT et al., 1983). Os resultados referentes
ao método de diluicado foram obtidos em termos de unidades formadoras de
colénias por grama (UFC g'), enquanto os referentes ao método de
plagueamento direto foram expressos em porcentagem de gréos infectados
pelos fungos.

O efeito do ozbdnio nos fungos foi analisado em microscopio Optico
OLYMPUS BX 50 com camara clara e sistema de captura de imagem

acoplado, utilizando-se objetiva de 40x.

2.2. Avaliacdo da capacidade detoxificante do gas ozénio sobre

aflatoxinas em graos de amendoim

Para avaliar a capacidade detoxificante do gas ozénio, quantificou-se o
teor de aflatoxinas totais e de aflatoxina B1, por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), nos grédos de amendoim ozonizados em duas
concentracdes, 13 e 21 mg L™, e em periodos de exposicdo ao gas de 0, 24,
48,72 € 96 h.

Amostras de 50 g de graos triturados de amendoim, obtidas de cada
combinagdo, concentragdo do gas versus periodo de exposigao, foram

distribuidas em Erlenmeyer de 250 mL. Apdos a adigao de 100 mL de solugéo
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metanol:agua (80:20 v:v), os frascos foram agitados em mesa agitadora
TECNAL TE - 141, por 30 min. Posteriormente, procedeu-se a filtracdo da
amostra em papel Whatman n° 4. Transferiu-se 2 mL do filtrado para béquer de
50 mL e adicionou-se 14 mL de tampéao fosfato (pH = 7,2). A mistura (amostra
+ tampao) foi passada pela coluna de imunoafinidade AflaStar (3 mL) - Romer
Labs. Em seguida, a coluna foi lavada com 20 mL de tampao fosfato.
Finalmente, efetuou-se a eluicdo das aflatoxinas, com 1,5 mL de metanol e 1,5
mL de agua milique. O eluato foi coletado em frasco ambar.

A andlise cromatografica foi realizada segundo a metodologia descrita
por Blesa et al., (2003). Utilizou-se equipamento LC-10AT VP com detector de
fluorescéncia (excitagdo: 362 mm e emissao: 465 nm) e com coluna C-18 (5
um, 150 mm x 4.6 mm). A fase modvel utilizada foi agua:metanol:acetonitrila
(60:20:20 v:v:v) com fluxo de 1 mL min™, sendo injetados 100 uL de amostra. A
derivatizagao pos-coluna foi realizada com célula eletroquimica Kobra Cell®. A
quantificacao das aflatoxinas foi realizada pelo céalculo da area dos picos de

cada tipo da micotoxina utilizando-se o software CLASS-VP, versio 6.12.

Delineamento Experimental

O experimento foi realizado em esquema de parcelas subdivididas,
tendo nas parcelas as concentracdes (13 e 21 mg L") e nas subparcelas os
periodos de exposicdo ao gas (0, 24, 48, 72 e 96 h), no delineamento
inteiramente casualizado, com trés repeticdes. Inicialmente realizou-se analise
de variancia a 5% de probabilidade e, posteriormente, analise de regressédo. Na
analise de variancia, utilizou o Software SAEG 9.0 (SAEG, 2007). Para a
obtengdo das equacbes de regressao e plotagem dos graficos, utilizou-se o

software SigmaPlot 2001.
3. RESULTADOS

Apresentam-se, na Tabela 1, os valores médios do teor de agua dos
grdos de amendoim ozonizados nas concentracdes de 13 e 21 mg L e
periodos de exposigao do gas de 0, 24, 48, 72 e 96 h. Verifica-se redugao do
teor de agua dos graos a medida que se elevou o periodo de exposigédo ao gas,

para ambas a concentragdes utilizadas.
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Tabela 1 - Valores médios de teor de agua dos graos de amendoim expostos
ao gas 0zonio nas concentragdes de 13 e 21 mg L™ e em diferentes

periodos de exposi¢cao

Concentragao de Periodo de exposicao (h)
ozoénio (mg L™ 0 24 48 72 96
13 9,2 6,1 55 5,2 5,1
21 9,2 6,8 6,0 5,6 53

O efeito do gas ozédnio, nas concentracdes de 13 e 21 mg L™ e em
diferentes periodos de exposi¢cédo, na contagem de fungos totais e de A. flavus
e A. parasiticus em grdos de amendoim, € apresentado nas Figuras 2 e 3,
respectivamente. Ocorreu decréscimo significativo (p < 0,05) na contagem de
fungos totais (Figura 2) a medida que se elevou o periodo de exposi¢cédo dos
graos ao gas ozodnio. Obteve-se reducado na contagem de fungos totais superior
a 2 e 3 ciclos log quando os graos de amendoim foram ozonizados nas
concentragdes de 13 e 21 mg L™, respectivamente, pelo periodo de exposicéo
de 96 h.

Comportamento semelhante foi observado na contagem das espécies
potencialmente aflatoxigénicas em graos de amendoim ozonizados. Obteve-se
reducao significativa (p<0,05) na contagem de A. flavus e A. parasiticus (Figura
3) com o aumento da concentragdo e do periodo de exposi¢do ao gas ozénio.
O decréscimo na contagem de A. flavus e A. parasiticus foi de
aproximadamente 3 ciclos log quando os grdaos de amendoim foram
ozonizados na concentragao de 21 mg L™ e periodo de exposicdo de 96 h.

Encontram-se, na Tabela 2, as equagbdes de regressdes ajustadas e
seus respectivos coeficientes de determinagdo referentes a contagem de
fungos totais e de A. flavus e A. parasiticus em graos de amendoim expostos
ao gas 0zonio nas concentracdes de 13 e 21 mg L™, em diferentes periodos de

exposicao.
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Figura 2 - Contagem de fungos totais em graos de amendoim expostos ao gas
o0z6nio, nas concentragdes 13 e 21 mg L™ e em diferentes periodos

de exposicao.
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Figura 3 - Contagem de Aspergillus flavus e Asperqillus parasiticus em graos de
amendoim expostos ao gas 0zbénio, nas concentragdes 13 e 21 mg L

e em diferentes periodos de exposigao.
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Tabela 2 - Equacgdes de regressao ajustadas e seus respectivos coeficientes de
determinacdo (R?) referentes & contagem de fungos totais e de
Aspergillus flavus e Asperqgillus parasiticus em graos de amendoim
expostos ao gas ozdnio, nas concentragbes de 13 e 21 mg L' e em

diferentes periodos de exposicao

Concentracao de

_ 1 Equacdes ajustadas R?
ozénio (mg L™)
13 y = 3,438 + 2,769e(70:039%) 0,99
Fungos totais
21 y = 2,560 + 3,584(0:033) 0,96
A flavus e A. 13 y = 3,524 +2,427¢004™) 0,98
parasiticus 21 y = 3,125+ 2,980e( 075 0,98

Apresenta-se, nas Figuras 4 e 5, o percentual de grdos de amendoim
infectados por fungos e pelas espécies A. flavus e A. parasiticus em diferentes
periodos de exposi¢cédo ao gas ozdnio, nas concentragcdes de 13 e 21 mg L.

O percentual de graos de amendoim infectados por fungos e pelas
espécies A. flavus e A. parasiticus reduziu significativamente (p < 0,05) quando
os graos foram ozonizados nas concentraces de 13 e 21 mg L™ a medida que
se elevou o periodo de exposi¢do. A redugao no percentual de graos infectados
foi mais acentuada nos grdos ozonizados na concentracdo de 21 mg L™, com
40 e 20% de graos infectados por fungos (Figura 4) e por A. flavus e A.
parasiticus (Figura 5), respectivamente, quando o periodo de exposi¢ao foi de
96 h.

As equacgdes de regressodes ajustadas e seus respectivos coeficientes de
determinacao referentes ao percentual de grdos de amendoim infectados por
fungos totais e por A. flavus e A. parasiticus, em diferentes periodos de
exposicdo de exposicdo ao gas 0zdnio, nas concentragdes de 13 e 21 mg L™,

encontram-se na Tabela 3.
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Figura 4 - Porcentagem de infecgao interna por fungos em graos de amendoim
expostos ao gas ozénio nas concentragdes de 13 e 21 mg L" e em

diferentes periodos de exposicdo de exposigao.
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Figura 5 - Porcentagem de infecgao interna por Aspergillus flavus e Aspergillus
parasiticus em grdaos de amendoim expostos ao gas 0zOnio nas
concentracdes de 13 e 21 mg L e em diferentes periodos de

exposig¢ao de exposicao.
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Tabela 3 - Equacdes de regressao ajustadas e seus respectivos coeficientes de
determinacdo (R?) referentes ao percentual de gréos infectados por
fungos e por Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus em
decorréncia da aplicagdo do gas ozénio nas concentracdes de 13 e

21 mg L e em diferentes periodos de exposicdo

Concentracgao de

_ 1 Equacdes ajustadas R?
ozbénio (mg L™)
13 y = 105,489¢(~0,006x) 0,84
Fungos
21 y = 93,646¢(0:010%) 0,90
A. flavus e A. 13 y =112,668¢!0013%) 0,79
parasiticus 21 J = 95,9576(—0,028x) 0,96

Apresentam-se, na Figura 6, aspectos morfolégicos, obtidos por
microscopia oOptica, do fungo do género Aspergillus coletado em gréos de
amendoim expostos ou ndo ao gas ozdénio na concentragao de 21 mg L por
96 h. Nota-se que ocorreu despigmentagdo do fungo, associada a
desorganizagdo na estrutura do microorganismo. A despigmentacdo é
confirmada nas Figuras 7, 8 e 9, nas quais se verifica alteragdo na coloragéo
das colbénias dos fungos nos gréos, independentemente da concentragéo e do
periodo de exposi¢ao ao gas. Nos graos nao tratados, permaneceu a coloragao
esverdeada, enquanto que naqueles expostos ao gas ozbnio, nas diferentes
concentracbes e periodos de exposi¢cao, observou-se branqueamento das

colbnias fungicas.
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Figura 6 — Aspectos morfoldgicos, obtidos por microscopia 6ptica com objetiva
de 40x, de Aspergillus spp. antes (A) e apos (B) a exposi¢ao ao gas
0z6nio, na concentragdo de 21 mg L™, por 96 h.
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Figura 8 - Grados de amendoim apds o processo de ozonizagdo nas

concentracdes de 13 (A) e 21 (B) mg L™, por 24 h.
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Figura 9 - Grdos de amendoim apds o processo de ozonizagdo nas

concentracdes de 13 (A) e 21 (B) mg L™, por 96 h.

Os teores de aflatoxinas totais e de aflatoxinas B1 nos gréos de
amendoim ozonizados nas concentracdes de 21 e 13 mg L™, em diferentes
periodos de exposicdo, sao apresentados nas Figuras 10 e 11,
respectivamente. Observa-se reducgado significativa (p<0,05) no teor de
aflatoxinas totais e aflatoxinas B1 com aumento do periodo de exposigdo, com
decréscimo mais acentuado nos graos ozonizados na concentragao de 21 mg
L. Vale ressaltar que nos graos expostos ao gas ozénio na concentragao de
21 mg L™, por 96 h, ocorreu reducdo nos teores de aflatoxinas totais e
aflatoxina B1 equivalente a 30 e 25%, respectivamente.

Encontram-se na Tabela 4, as equacgbes de regressbes ajustadas e
respectivos coeficientes de determinacido referentes ao teor de aflatoxinas
totais e de aflatoxina B1 em grdos de amendoim ozonizados nas

concentracdes de 13 e 21 mg L', em diferentes periodos de exposigao.
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Figura 10 - Teor de aflatoxinas totais (ppb) em graos de amendoim expostos ao
gas ozdnio, nas concentragdes 13 e 21 mg L e em diferentes

periodos de exposic¢ao.
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Figura 11 - Teor de aflatoxina B1 (ppb) em graos de amendoim expostos ao
gas ozonio, nas concentracdes 13 e 21 mg L™ e em diferentes

periodos de exposicao.
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Tabela 4 - Equagdes de regressdo ajustadas e respectivos coeficientes de
determinagdo () referentes ao teor de aflatoxinas totais e de
aflatoxina B1 em grdos de amendoim expostos ao gas 0z6nio, nas

concentracdes 13 e 21 mg L' e em diferentes periodos de

exposigao
Concentragéo B . )
) Equacdes ajustadas r
(mgL™)
Aflatoxinas 13 y =193,836 - 0,361 *x 0,98
totais 21 y =190,734 - 0,596 * *x 0,96
13 y =181,123 -0,352 * *x 0,98
Aflatoxina B1

21 y =174,083 - 0,447 * x 0,86

**Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

4, DISCUSSAO

A eficacia do 0z6nio como agente antimicrobiano tem sido estudada por
diversos autores, e esse gas € considerado um dos mais potentes sanitizantes
conhecidos, por apresentar largo espectro antimicrobiano e ser eficiente no
controle de fungos, bactérias, virus e protozoarios, além de esporos de fungos
e de bactérias (KHADRE et al., 2001; AKBAS e OZDEMIR, 2006; WU et al.,
2006). Dentre as espécies ja estudadas e que apresentaram sensibilidade ao
ozébnio, destacam-se as bactérias Salmonella typhimurium, Escherichia coli e
Listeria monocytogenes; os fungos Asperqillus niger, Aspergillus parasiticus,
Aspergillus fumigatus, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium oxysporum; e
o protozoario Cyptosporidium parvum, dente outros (RESTANO et al., 1995;
QUINN et al., 1996; BEUCHAT et al., 1999; KIM e YOUSEF, 2000; KELLS et
al., 2001; IGURA et al., 2004; RAILA et al., 2006; HUDSON e SHARMA, 2009).
Diante disso, é importante destacar que cada microorganismo apresenta
sensibilidade inerente ao ozbnio, de tal forma que as bactérias sdo mais
sensiveis que fungos e leveduras; bactérias gram-positivas sdo mais sensiveis
que as gram-negativas; e 0s esporos sao mais resistentes que as células
vegetativas (PASCUAL et al., 2007).
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Os resultados obtidos referentes a redugdo na contagem de fungos
totais e de A.flavus e A. parasiticus nos graos de amendoim ozonizados, assim
como o decréscimo de graos infectados (Figuras 1, 2, 3 e 4), podem ser
atribuidos ao alto poder oxidativo do gas. Ciccarese et al. (2007) também
observaram reducgao significativa da infecgao fungica em graos de trigo, aveia e
ervilha devido a exposicdo ao gas ozoOnio. Dentre os fungos avaliados por
esses autores, destacam-se os dos géneros Asperqillus, Penicillium, Alternaria
e Fusarium.

A inativacdo ou inibicdo do desenvolvimento de microrganismos pelo
ozonio, a partir da oxidagdo de componentes celulares vitais, € um processo
complexo, em que o0 gas atua sobre constituintes da membrana e da parede
celular, como os acidos graxos insaturados, assim como elementos do
conteudo celular, como enzimas e acidos nucléicos. Os microorganismos séo
inativados pelo rompimento da célula, em decorréncia da acédo do ozénio
molecular ou dos radicais livres gerados durante a decomposi¢cdo do gas
(GUZEL-SEYDIM et al., 2004; PASCUAL et al., 2007; CULLEN et al., 2009).
Victorin (1992) afirmou que existem dois mecanismos do ozénio na destrui¢cdo
de biomoléculas. No primeiro mecanismo o ozbnio oxida grupos sulfidrila e
aminoacidos de enzimas, proteinas e peptideos. No segundo mecanismo
ocorre a agao do gas como agente oxidante de acidos graxos poli-insaturados
a peroxiacidos.

A descoloragdo dos fungos no amendoim ozonizado, conforme
evidenciado nas Figuras 5, 6, 7 e 8, pode ser atribuida a oxidagdo dos
pigmentos dos microorganismos. Zooti et al. (2009) também observaram
descoloragao de coldnias de A. niger e A. flavus, em decorréncia da exposi¢céao
ao ozbnio. Esses autores atribuiram a descoloragdo da espécie A. niger a
destruicdo da melanina, um pigmento de alto peso molecular formado pela
polimerizagcdo oxidativa de compostos fendlicos. Quanto ao A. flavus, a
descoloragao foi atribuida a destruigdo de pigmentos do grupo antraquinona,
responsavel pela coloragdo amarelada da espécie e que, segundo Shier et al.
(2005), sao intermediarios necessarios para a sintese de aflatoxinas.

O gas ozbnio, além de alternativa para controle de microrganismos, tem
sido proposto como agente na degradacdo de micotoxinas, dentre essas as
aflatoxinas (MCKENZIE et al., 1997; MCKENZIE et al. 1998; PRUDENTE e
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KING, 2002; YOUNG et al.,, 2006; INAN et al.,, 2007; ZORLUGENC et al.,
2008).

Ressalta-se que apesar de ter ocorrido decréscimo significativo no teor
de aflatoxinas totais e aflatoxina B1, em decorréncia do tratamento com ozénio,
nas duas concentragdes utilizadas do gas, conforme apresentado nas Figuras
9 e 10, os graos de amendoim ainda apresentaram nivel da micotoxina acima
do permitido na legislacao brasileira, cujo limite de aflatoxinas totais (B1 + B2 +
G1 + G2) é de 20 ppb (BRASIL, 2002).

A reducao depois de 96 h de exposicdo do produto ao o0zbnio na
concentragdo de 21 mg L™ foi de aproximadamente 30 e 25% para aflatoxinas
totais e aflatoxina B1, respectivamente. Comparativamente Proctor et al.
(2004), obtiveram reducédo de aflatoxina B1 equivalente a aproximadamente
70% em grdos de amendoim, depois de aplicagdo de 4,2% (~60 mg L") de
ozbnio a 25 °C, por 15 min. Vale destacar que o amendoim utilizado pelos
autores foi contaminado artificialmente, e dessa forma, a micotoxina
encontrava-se somente na superficie dos graos. A distribuicdo de aflatoxinas
em graos nao é uniforme e, de acordo com Cucullu et al. (1966) a micotoxina
pode estar presente em todo cotilédone. Segundo Lee et al. (1967), ha duas
hipéteses para explicar a distribuicdo dessa micotoxina nos graos. A primeira
hipétese indica que ha difusdo das aflatoxinas da parte superficial para o
interior dos gréos; a segunda, que ocorre sintese da micotoxina no interior do
cotilédone. De acordo com a segunda hipétese, os fungos aflatoxigénicos
penetram nos graos, com posterior sintese das aflatoxinas.

Outro fator que pode ter influenciado a eficiéncia do 0zdnio no processo
de detoxificacdo de aflatoxinas é o teor de agua do produto. No processo de
geragao do gas ozébnio, utilizou-se oxigénio isento de umidade, e dessa forma,
os graos de amendoim apresentaram decréscimo no teor de agua, uma vez
que apresentam alta higroscopicidade. Sabe-se que o teor de agua do produto
afeta sobremaneira a eficiéncia do ozénio como agente antimicrobiano (RAILA
et al., 2006), entretanto o efeito dessa variavel no processo de detoxificagdo de

aflatoxinas precisa ser elucidado.
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5. CONCLUSOES

Pode-se concluir, pelos resultados obtidos, que o gas ozbnio, nas
concentracdes de 13 e 21 mg L™, é eficiente como agente fungicida, atuando
no controle das espécies potencialmente produtoras de aflatoxinas A. flavus e
A. parasiticus. Quanto ao teor de aflatoxinas totais e aflatoxina B1, o
decréscimo mais acentuado foi obtido para os graos de amendoim
ozonizados na concentracdo de 21 mg L™'. A maior redugéo nos teores de
aflatoxinas totais e de aflatoxina B1 ocorreu nos gréos expostos ao gas ozénio
de 21 mg L™, por 96 h.
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RESUMO

Considerando o potencial do gas ozénio na prevengéo e na redugao dos
niveis de aflatoxinas em alimentos, o propdsito desse trabalho foi avaliar o
efeito imediato do ozénio na qualidade dos graos de amendoim e do 6leo bruto
extraido desses graos. Utilizaram-se amostras de 1 kg de amendoim, com teor
de aproximadamente 8,0% b.u., acondicionadas em recipientes de vidro com
capacidade de 3 L. No processo de ozonizagao utilizaram-se as concentragdes
do gas ozénio de 13 e 21 mg L', temperatura de 25 °C, periodos de
ozonizagdo de 0, 24, 48, 72 e 96 h e vazdo do gas de 1,0 L min™. No
tratamento controle, os gréos foram expostos ao gas oxigénio. Para avaliagéo
da qualidade dos graos de amendoim foram analisados os parametros de teor
de agua, condutividade elétrica da solugdo que continha os graos, teor de
lipidios e coloragao dos graos. Para a avaliagdo da qualidade do 6leo bruto
extraido dos graos de amendoim quantificaram-se o teor de acidos graxos
livres, o indice de perdxido e o indice de iodo. Em geral, ndo ocorreu alteragao
da qualidade do amendoim devido a exposi¢cao ao ozbnio, exceto para a
variavel coloracdo dos graos, sendo a descoloragao observada atribuida a
despigmentagdo da pelicula que envolve os graos. Com relagédo aos
parametros relacionados ao 6leo bruto extraido dos grédos de amendoim, ndo
ocorreram alteragbes qualitativas devido a exposicdo ao gas ozdnio,
independentemente da concentragao e periodo de exposigcédo. Concluiu-se que,

apesar de ocorrer despigmentacdo da pelicula que envolve os graos de
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amendoim, a qualidade dos graos e do 6leo bruto extraido ndo é afetada pela

exposi¢cao ao gas ozoénio em concentragdes de até 21 mg L™, por até 96 h.

Palavras-chave: Ozonizagdo, qualidade dos graos, qualidade do 6leo bruto.
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EFFECT OF THE OZONATION PROCESS ON THE QUALITY OF PEANUTS
AND CRUDE OIL

ABSTRACT

Considering the potential of ozone gas in the prevention and reduction of
aflatoxins in foods, the purpose of this study was to evaluate the immediate
effect of ozone on the quality of peanuts and crude oil extracted from peanuts.
Peanut samples of 1 kg were used, with a moisture content of 8.0% w.b. and
stored in 3 L glass recipients. The ozonation process utilized ozone gas
concentrations of 13 and 21 mg L™, temperature of 25 °C, exposure periods of
0, 24, 48, 72 and 96 h, and a flow rate of 1.0 L min™'. In the control treatment,
peanuts were exposed to oxygen gas. Evaluation of peanut quality consisted of
analysis for moisture content, electrical conductivity of the solution containing
the peanuts, lipid concentration and peanut color. The qualitative parameters of
the crude oil extracted from the peanuts analyzed were the concentration of free
fatty acids, peroxide index and iodine index. In general there was no alteration
in peanut quality due to ozone, except for the coloration of the peanuts, being
that discoloring observed was attributed to depigmentation of the skin which
surrounds the peanut. In regards to parameters related to the crude oil
extracted from the peanut, there were no qualitative alterations due to ozone
gas exposure, independent of concentration and exposure period. It was
concluded that, despite depigmentation of the skin surrounding the peanuts,
quality of the peanuts and the extracted crude oil is not affected by exposure to

ozone gas at concentrations up to 21 mg L™, for up to 96 h.

Keywords: Ozonation, peanut quality, crude oil quality.
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1.  INTRODUGAO

O gas ozbénio (O3) € uma forma alotropica do oxigénio que pode ser
produzida sinteticamente por descarga eletroquimica. Durante o processo de
producado desse gas, moléculas de oxigénio (O3) sao dissociadas, produzindo
radicais livres altamente reativos, os quais reagem com outras moléculas de
oxigénio, resultando no gas ozonio (NOVAK E YUAN, 2007).

Caracteristicas como alta reatividade e penetrabilidade e decomposigcao
espontanea em um produto n&o téxico (oxigénio) fazem do gas ozénio uma
importante alternativa na industria de alimentos. Outra caracteristica
fundamental € o seu alto potencial oxidativo, o que o torna um dos mais
potentes sanitizantes conhecidos e um forte agente antimicrobiano. Em 2001, o
FDA (US Food and Drug Administration) aprovou o uso do ozénio como agente
antimicrobiano em alimentos, tanto na fase gasosa como dissolvido em agua
(FDA, 2001). O tempo de exposigdo necessario para inativagdao de
microrganismos depende da espécie microbiana e da concentragdo do ozénio,
e uma concentragdo menor que 0,02 mg L™ é suficiente para tratar agua pura.
O gas age diretamente sobre os microrganismos e destrdi seu envoltorio
celular (SUSLOW, 2004; STUCKI et al., 2005).

A ozonizagao tem sido utilizada na Europa para sanitizar agua destinada
ao consumo humano. Atualmente, utiliza-se essa tecnologia para outros fins,
como para o tratamento de agua de piscinas; para a sanitizagdo de galdes de
agua, de superficies de alimentos, de plantas e de equipamentos de
processamento de alimentos; para a desinfeccdo de carcagas; na conservagao
de frutas e de verduras; no controle de insetos-praga de grdos armazenados; e
na reducdo dos niveis de aflatoxinas em alimentos (MCKENZIE et al., 1997;
MCKENZIE et al. 1998; HSIEH et al., 1998; PRUDENTE e KING, 2002;
MENDEZ et al., 2003; PEREIRA et al., 2008; SOUSA et al., 2008).

A capacidade do ozénio de inativar ou inibir o desenvolvimento de
microorganismos e reduzir os niveis de aflatoxinas em alimentos torna esse
gas uma importante alternativa para o amendoim, sob o ponto de vista de
segurancga alimentar. O amendoim, que apresenta alto valor nutricional, é tido
como substrato ideal para o desenvolvimento dos fungos produtores de

aflatoxinas Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nomius, e a presenga dessa
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micotoxina € um dos fatores que mais comprometem a qualidade do amendoim
(SABINO et al., 1989; PITT, 2000; BLESA et al., 2003; EHRLICH et al., 2007;
NAKAI et al., 2008). As aflatoxinas produzidas por esses fungos sdo compostos
altamente carcinogénicos, teratogénicos e mutagénicos, sendo que as quatro
principais micotoxinas primarias sao aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 (LI et al.,
2009). Dessas quatro micotoxinas primarias, a aflatoxina B1 apresenta maior
toxicidade e é considerada a de maior potencial carcinogénico, classificada
pela Agéncia Internacional de Pesquisa de Cancer como composto do grupo |,
ou seja, com potencial para causar carcinoma hepatocelular primario em
humanos (IARC, 1993; WILLIAMS et al., 2004; BAIRD et al., 2006).

Tendo em vista que o ozdnio pode ser uma alternativa para o controle de
qualidade do amendoim, sob o ponto de vista de seguranga alimentar, atuando
tanto na inibicdo de fungos potencialmente aflatoxigénicos como na redugéo
dos niveis de aflatoxinas, sdo necessarios trabalhos nos quais se avalie o
efeito desse gas na qualidade dos graos e subprodutos do amendoim. Justifica-
se essa necessidade pelo fato de o gas ozobnio ser capaz, segundo Victorin
(1992), de oxidar componentes celulares orgéanicos, como aminoacidos e
acidos graxos poli-insaturados. Diante disso é necessario que sejam
estabelecidas concentragdes do gas e periodos de exposicao adequados, de
tal forma que a qualidade do amendoim seja preservada, no que tange aos
aspectos fisicos e quimicos. Sendo assim, objetivou-se, com esse trabalho,
avaliar a qualidade de graos amendoim e do 6leo bruto extraidos desses graos
apos o processo de ozonizagao em diferentes combinagdes de concentragao e

periodo de exposicao.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Setor de Pré-Processamento e
Armazenamento de Produtos Agricolas do Departamento de Engenharia
Agricola — DEA e no Laboratério de Embalagens do Departamento de
Tecnologia de Alimentos — DTA, ambos na Universidade Federal de Vigosa, em
Vigosa-MG.

Para avaliar o efeito imediato da aplicagdo do gas ozénio em amendoim

(Arachis hypogaea L.) foram utilizados grédos com teor de aproximadamente
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8,0% b.u. A determinagcdo do teor de agua dos grdaos de amendoim foi
realizada em estufa com circulagcao forcada de ar a temperatura de 1302 °C
por 6 h (ASAE, 2002).

O gas ozébnio foi obtido por meio de um gerador de ozénio baseado no
método de Descarga por Barreira Dielétrica (DBD) desenvolvido pelo
Departamento de Fisica do Instituto Tecnoldgico de Aeronautica (ITA), Sao
José dos Campos, SP. No processo de geracado do ozbnio, foi utilizado como
insumo o oxigénio com grau de pureza de 90+£3%, isento de umidade, obtido do
concentrador Mark 5 Plus Oxygen Concentrator.

A concentragdo de ozobnio foi determinada pelo método iodométrico,
descrito por Clescerl et al. (2000), que consiste no borbulhamento do ozbnio
em 50 mL de solugédo de iodeto de potassio (KI) 1 N, com produc¢do de lodo
(I2). Para garantir o deslocamento da reagdo para a produgdo de Iz, foi
necessario acidificar o meio com 2,5 mL de acido sulfurico (H2SO4) 1 N. A
solucéao foi entdo titulada com tiossulfato de sédio (NaxS,03 ) 0,005 N, com uso
de solucédo de amido 1% como indicador.

No processo de ozonizagdo, 1 kg de grédos de amendoim,
acondicionados em frascos de vidro com capacidade de 3 L, a temperatura de
25 °C, foram ozonizados nas concentracdes de 13 e 21 mg L™, vazdo do gas
de 1,0 L min™, por periodos de 0, 24, 48, 72 e 96 h. No tratamento controle (0

mg L"), os graos foram expostos ao gas oxigénio.

2.1. Analises qualitativas dos graos de amendoim ozonizados
Teor de agua

Para determinac&o do teor de agua dos grdos de amendoim, utilizou-se
o método de estufa com circulagéo forgcada de ar, a temperatura de 130+1 °C,
por 6 h, conforme recomendagdes da ASAE (2002), método S401.1.

Teor de lipidios

A determinacao do teor de lipidios dos grados de amendoim, previamente
moidos, foi realizada de acordo com as normas AOCS (1993), método Ac 3-44,
em aparelho de soxhlet, durante 6 h, utilizando éter de petréleo como solvente.
Depois da extragao da fragao lipidica, foi feita a remogao do solvente residual,

colocando-se os balbes contendo o 6leo de amendoim extraido em estufa com
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recirculacédo de ar, por cerca de uma hora. A massa de lipidios foi obtida pela
diferengca entre a massa do baldo com e sem o 6leo extraido dos graos de
amendoim.

Para a correcdo de possiveis distorcbes na quantificacdo do teor de
lipidios em razao da variagao do teor de agua dos graos durante o processo de
ozonizagao, determinou-se o teor de agua da farinha de amendoim, de tal
forma que o teor de lipidios fosse expresso em relagdo a massa da matéria
seca utilizada na extragdo. Para determinagao do teor de agua da farinha de
amendoim, utilizou-se o método 930.15 (AOAC, 2000), em estufa com
circulacao forgada de ar e temperatura de 135+1 °C, por 2 h.

O teor de lipidios foi calculado em fungdo da massa da matéria seca da

amostra e da fracao lipidica extraida, de acordo com a Equacao 1,
% de Lipl’dios:L*1OO (1)
m

em que:
L = massa de lipidios na amostra, g; e

m = massa da amostra em termos de matéria seca, g.

Condutividade elétrica

A condutividade elétrica da solugéo contendo os grédos de amendoim foi
feita utilizando-se o “Sistema de Copo” ou “Condutividade de Massa” (VIEIRA
et al., 2001), tendo como finalidade avaliar o aumento da permeabilidade da
membrana, a medida que o grao se deteriora. Os testes foram realizados em
trés repeticées, com 50 grados para cada combinagcédo de concentragdo do gas
versus periodo de exposigdo. Os graos foram pesados e colocados em copos
de plastico de 200 mL, aos quais foram adicionados 75 mL de agua destilada.
Em seguida, os copos foram colocados em uma camara climatica do tipo
B.O.D., em temperatura de 25 °C, durante 24 h. Imediatamente apos este
periodo, os copos foram retirados da camara para medigcdes da condutividade
elétrica da solugdo que continha os graos. As leituras foram feitas em medidor
de condutividade elétrica da marca Tecnopon, modelo CA-150. O valor da
condutividade elétrica (uS cm™) fornecido pelo aparelho foi dividido pela massa

da matéria seca dos gréos (g), obtendo-se valor expresso em uS cm™ g™.
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Cor dos gréos
A avaliagao da cor dos gréaos de amendoim foi realizada com o auxilio

t™ |I, obtendo-se os valores das

do colorimetro triestimulo ColorQues
coordenadas L, a e b do sistema Hunter.

Com os valores das coordenadas L, a e b foi possivel obter parametros
relacionados a tonalidade h (Equagado 2), a saturagcdo da cor ou croma C
(Equacéao 3) e a diferenca de cor AE (Equacéao 4) (LITTLE, 1975, FRANCIS,

1975, MCLELLAN et al., 1995, MASKAN, 2001).

h = arctang(b/a) (2)
C=4/(a’+b?) (3)
AE = \L-Lo +(a—ap)? +(b-bp)2?) (4)
em que:

h = tonalidade da cor;

C = saturagao da cor ou croma;

AE = diferencga de cor;

L = mensuravel em termos de intensidade de branco a preto;

a = mensuravel em termos de intensidade de vermelho e verde; e

b = mensuravel em termos de intensidade de amarelo e azul.

Lo, ap € by séo aos coordenadas obtidas antes do tratamento dos graos de

amendoim.

2.2. Analises qualitativas do 6leo bruto extraido dos graos amendoim

ozonizados

Acidos graxos livres

A determinagao de acidos graxos livres foi realizada de acordo com as
normas AOCS (1993), Método Ca 5a-40. O percentual de acidos graxos livres
(AGL), expresso em % de acido oleico, foi calculado por meio da Equagéo 5,

Nf 28,2 (Va—Vs)
m

AGL =

S

em que,
N = normalidade da solugao de NaOH;

f = fator de corre¢ao da solugao de NaOH;
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Va = volume de NaOH 0,01 N gasto para a amostra, mL;
Vs = volume de NaOH 0,01 N gasto na titulagdo sem amostra de 6leo, mL; e

m = massa da amostra, g.

Indice de peréxido

Determinou-se o indice de perdéxido de acordo com as normas AOCS
(1993), Método Cd 8-53. O indice de peroxido (IP) foi calculado por meio da
Equacéo 6,

_ N f 1000 (Va — Vs)
m

IP

(6)

em que,

IP = indice de perdxido, mEq kg™;

Va = volume de Na,S,03; 0,1N padronizada gasto para na titulagdo da amostra,
mL;

Vs = volume de Na,S;03 0,1N padronizada gasto para na titulagdo sem
amostra de 6leo, mL;

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

f = fator de correcéo da solucédo de Na,S,03; e

m = massa da amostra, g.

Indice de iodo
A determinagdo do indice de iodo foi realizada segundo as normas
AOCS (1993), Método Cd 1b-87. O indice de iodo foi obtido pela Equagéo 7,

1,27 (Vs - Va)
- m

(7)

em que,

| = massa de iodo absorvido por 100 g da amostra, g;

f = fator de correcao da solugao titulante;

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

Va = volume da solugdo de Na»S;03; 0,1 N padronizada gasto para a titulagéo
da amostra, mL; e

m = massa da amostra, g.
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2.3. Delineamento Experimental

O experimento foi realizado em esquema de parcelas subdivididas,
tendo nas parcelas as concentragdes (0, 13 e 21 mg L™) e nas subparcelas os
periodos de exposicdo ao gas (0, 24, 48, 72 e 96 h), no delineamento
inteiramente casualizado, com trés repeticdes. Inicialmente realizou-se analise
de variancia a 5% de probabilidade e, posteriormente, analise de regressao. Na
analise de variancia, utilizou o Software SAEG 9.0 (SAEG, 2007). Para a
obtengdo das equagbes de regressdo e plotagem dos gréficos, utilizou-se o

software SigmaPlot 2001.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Qualidade dos graos de amendoim ozonizados

Apresenta-se, na Figura 1, a curva de regressdo que descreve o
comportamento do teor de agua dos grdos de amendoim nos diferentes
periodos de exposi¢cdo. Independentemente da exposicdo dos graos de
amendoim ao gas oxigénio (controle) e ao gas ozdnio, ocorreu decréscimo
significativo (p<0,05) do teor de agua dos graos nos diferentes periodos de
exposi¢ao. O valor médio estimado do teor de agua dos graos reduziu de 7,6%
para 4,4% quando o periodo de exposigao foi de 96 h.

A redugao do teor de agua dos graos de amendoim (Figura 1) pode ser
explicada pela utilizagdo do oxigénio, isento de umidade, como insumo na
geracdo do ozbnio e no tratamento controle. A perda de agua durante o
processo de ozonizagdo se deve a alta higroscopicidade dos graos de
amendoim. E importante salientar que em outros produtos, como em frutas, o
oz6nio pode reagir com a cuticula, estrutura cuja fungao principal é controlar a
perda de agua por transpiragéo, e com componentes lipoproteicos, acelerando
a perda de agua (RAO et al., 2000).
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Figura 1 - Teor de agua dos graos de amendoim expostos ao oxigénio e ao gas
0z06nio, nas concentragdesde 13e21 mg L™ e em diferentes periodos
de exposicao.

**Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

O teor de lipidios nos graos de amendoim permaneceu em torno de
45%, independentemente da exposi¢do ao gas oxigénio e ao gas ozonio, nos
diferentes periodos de exposigdo (p>0,05). Infere-se, com esse
comportamento, que o gas o0z6nio ndo afeta a constituicdo quimica dos graos
de amendoim. Mendez et al. (2003), ozonizaram graos de milho, soja e trigo,
na concentracdo de 50 ppm, por 30 dias. Esses autores também nao
observaram variagao na constituicdo quimica dos gréos ozonizados, ndo sendo
verificadas alteragdes no teor de aminoacidos e de lipidios.

No que se refere a variavel condutividade elétrica da solucdo que
continha os grdos de amendoim, ndo ocorreu variagdo significativa pela
interagdo concentragdo do gas ozoOnio e periodos de exposi¢cdo e por esses
dois fatores quando analisados separadamente (p>0,05). Os valores médios da
condutividade elétrica da solugdo que continha os graos, expostos ou ndo ao
gas ozonio, nos diferentes periodos de exposi¢do, permaneceram na faixa
entre 80 e 90 uS g cm™.

A variavel condutividade elétrica esta diretamente relacionada a

integridade da membrana celular e a qualidade fisiologica dos graos;
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membranas mal estruturadas e células danificadas estdo associadas ao
processo de deterioragcdo (HESLEHURST, 1988). Os grdos de amendoim
expostos ao gas 0zonio nas concentragdes de 13 e 21 mg L™, por até 96 h, ndo
foram afetados fisiologicamente. Resultados semelhantes referentes a
qualidade fisiolégica de graos foram obtidos por Santos (2008) para milho
exposto ao gas ozoénio na concentragdo de 100 ppm, por 180 min. Ao contrario,
Rozado et al. (2008) observaram aumento significativo da condutividade
elétrica da solugdo que continha os grdos expostos ao gas ozbdnio na
concentracao de 50 ppm, por 264 h.

Com relacdo ao parametro saturacdo de cor, ndo ocorreu variagao
significativa pela interacdo concentragcao do gas ozénio e periodo de exposicao
e por esses dois fatores quando analisados separadamente (p>0,05).
Entretanto, o processo de ozonizagdo dos grdos de amendoim, nas diferentes
combinagdes de concentracdo do gas e periodos de exposigao, ocasionou
variacao significativa (p<0,05) dos parametros tonalidade e diferenca de cor. As
alteragdes nos tonalidade e diferencga de cor, referentes aos graos expostos ao
oxigénio e ao gas 0zdnio, nas concentracdes de 13 e 21 mg L™, em diferentes
periodos de exposicao, sdo apresentados nas Figuras 2 e 3, respectivamente.

As equacobes de regressao ajustadas e seus respectivos coeficientes de
determinagao referentes a tonalidade e a diferengca de cor dos graos de
amendoim expostos ao oxigénio e ao gas oz6nio, nas concentragdes de 13 e
21 mg L7, nos diferentes periodos de exposicdo, sdo apresentadas nas

Tabelas 1 e 2, respectivamente.
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Figura 2 - Curvas de regressao de tonalidade de cor (h) dos graos de
amendoim expostos ao oxigénio e ao gas ozbnio, nas
concentracdes de 13 e 21 mg L e em diferentes periodos de
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Figura 3 - Curvas de regressao de diferenga de cor dos grdos (AE) de
amendoim expostos ao oxigénio e ao gas ozbnio, nas
concentracdes de 13 e 21 mg L e em diferentes periodos de

exposic¢ao (horas).
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Tabela 1 - Equacdes de regressao ajustadas e seus respectivos coeficientes de
determinacdo (r?) referentes & tonalidade de cor (h) dos grdos de
amendoim expostos ao oxigénio e ao gas ozénio, nas concentracdes

de 13e21 mg L™ e em diferentes periodos de exposicdo (horas)

2

Tratamento Equacoes ajustadas r
Oxigénio y = 28184
Oz6nio — 13 mg L™ y = 28,107 + 0,066 * *x 0,89
Ozénio —21 mg L™ y =27,.812+0,079 * *x 0,97

**Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 2 - Equacdes de regressao ajustadas e seus respectivos coeficientes de
determinacdo (R?) referentes a diferenca de cor (AE) dos grdos de
amendoim expostos ao oxigénio e ao gas o0zbnio, nas concentragdes

de 13e21 mg L™ e em diferentes periodos de exposicdo (horas)

Tratamento Equacoes ajustadas R?
Oxigénio y = e0:022x 0,53
Ozo6nio — 13 mg L y = 0/038x 0,97
Oz6nio — 21 mg L™ j = g0041x 0,94

A alteragcdo na cor dos grdaos de amendoim pode ser explicada pela
despigmentacao de sua pelicula, de coloracdo avermelhada, pelo gas ozénio.
Na pelicula desses grdos s&do encontrados pigmentos como taninos,
leucoantocianinas, flavanona e flobafeno (STANSBURY e HOFFPAUIR, 1952).
A despigmentacédo observada na pelicula dos graos pode ser atribuida ao alto
potencial de oxidagcdo do ozoOnio, equivalente a 2,07 mV. Vale ressaltar que o
gas ozlOnio é capaz de degradar diversos compostos organicos em alimentos,
dentre os quais os carotenoides e as antocianinas (MUSTAFA, 1990; HENRY
et al., 2000; GUZEL-SEYDIM et al., 2004; TIWARI, et al., 2009). Outro aspecto
importante € que a capacidade do 0z6nio de descoloragao ou despigmentagcao

torna esse gas, inclusive, uma alternativa na industria de alimentos, como o
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branqueamento da farinha de trigo e do acucar refinado (FERNANDEZ et al.,
2006; LASZLO et al., 2008).

Destaca-se, entretanto, que a alteracdo observada na coloragcao da
pelicula que envolve os graos ndo € determinante do ponto de vista qualitativo,
uma vez que uma das técnicas adotadas para agregar valor ao produto € o
despeliculamento ou blancheamento. Essa técnica é definida por Brasil (2009)
como o procedimento que consiste na eliminagdo, por processo térmico e
mecanico, da pelicula que envolve os grados de amendoim, para atendimento

ao mercado consumidor ou reducio dos niveis de contaminacao e de defeitos.

3.2. Qualidade do 6leo bruto extraido de graos de amendoim
ozonizados

O percentual de acidos graxos livres do éleo bruto permaneceu na faixa
entre 0,90 e 1,10%, independentemente do tratamento com o oxigénio e o gas
ozobnio, nos diferentes periodos de exposicao (p>0,05). Tem-se que os valores
meédios obtidos de acidos graxos livres do oOleo bruto extraido dos graos
expostos ou ndo com gas ozénio permaneceram abaixo do limite exigido pela
Anvisa (1999) para comercializagdo de 6leo bruto de amendoim, que é de
2,00%. Esses resultados confirmam os obtidos por Akbas e Ozdemir (2004),
que n&o observaram aumento do percentual de acidos graxos livres no 6leo bruto
extraido de pistaches ozonizados nas concentragcbes de 5,0, 7,0 e 9,0 mg L, por
periodos de exposigao de até 420 min.

O indice de peroxido do 6leo bruto extraido dos graos de amendoim n&o
variou significativamente em decorréncia da interagdo concentragédo do gas
ozbénio e periodo de exposicdo e desses dois fatores quando analisados
separadamente (p>0,05). Ressalta-se que os valores médios do indice de
perdxido permaneceram abaixo de 10 meqkg™”' de amostra, limite estabelecido
no Brasil para comercializagao de 6leo bruto de amendoim (ANVISA, 1999).
Resultados semelhantes foram obtidos por Faroni et al. (2007) para 6leo bruto
extraido de graos de milho ozonizados na concentragao de 50 ppm, por 168 h.

No que se refere ao parametro indice de iodo do 6leo bruto extraido dos
graos de amendoim, a interagdo concentragdo do gas ozbnio e periodo de

exposicdo nao foi significativa (p>0,05). Também n&o ocorreu variagéo
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significativa devido aos fatores concentracdo do gas ozbnio e periodo de
exposi¢cado quando analisados separadamente. O valor médio do indice de iodo
foi de 96,8 g1,100g™" de amostra, permanecendo, dessa forma, entre os limites
maximo e minimo estabelecidos pela legislagao brasileira para comercializagao
desse subproduto, apesar da alta capacidade do ozénio de oxidar acidos
graxos insaturados (GOMEZ et al., 2008). De acordo com a legislacdo
nacional, o indice de iodo do 6leo bruto de amendoim deve permanecer na
faixa entre 80 e 105 g 1,100 g™ de amostra (ANVISA, 1999). Esses resultados
confirmam Mendez et al. (2003), que nao verificaram variagao significativa no
perfil de acidos graxos saturados e insaturados do 6leo bruto extraido de graos
de milho, de soja e de trigo ozonizados na concentragao de 50 ppm, por 30

dias.
4. CONCLUSOES

A analise e interpretagcdo dos dados permitiram concluir que, apesar do
alto poder oxidante do gas 0z6nio e de sua capacidade de despigmentagéo da
pelicula que envolve os graos de amendoim, a qualidade dos graos e do 6leo
bruto ndo é afetada pelo ozdnio em concentragdes de até 21 mg L™ e periodo

de exposicao de até 96 h.
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RESUMO E CONCLUSOES GERAIS

O presente trabalho foi conduzido no Setor de Pré-Processamento e
Armazenamento de Produtos Agricolas do Departamento de Engenharia
Agricola — DEA e no Laboratério de Embalagens do Departamento de
Tecnologia de Alimentos — DTA, ambos na Universidade Federal de Vigosa, em
Vigcosa-MG.

Objetivou-se com este trabalho avaliar a cinética de decomposi¢cdo do
gas ozbnio; analisar o efeito fungicida e detoxificante do gas ozénio sobre as
aflatoxinas; e avaliar a qualidade de grdos de amendoim e do 6leo bruto
extraido desses graos durante o processo de ozonizagao.

O gas ozbnio foi obtido por meio de um gerador de ozénio baseado no
método de Descarga por Barreira Dielétrica (DBD) desenvolvido pelo
Departamento de Fisica do Instituto Tecnoldgico de Aeronautica (ITA), Sdo
José dos Campos, SP.

Para avaliar a cinética de decomposicdo do ozodnio, foram utilizadas
amostras de 1 kg de amendoim, com teores de 7,1 e 10,5% b.u,
acondicionadas em recipientes de vidro com capacidade de 3 L. Os graos de
amendoim foram ozonizados na concentracdo de 450 ug L™, nas temperaturas
de 25 e 35 °C e vazdes do gas de 1,0 e 3,0 L min™". Determinou-se o tempo de
saturacdo, quantificando-se a concentragcao residual do ozdnio, pelo método
iodométrico, apo6s a passagem do gas pela massa de graos, até que ela se
mantivesse constante. A cinética de decomposi¢cao do ozénio foi avaliada
depois da saturagdo da massa de graos com o gas. Obteve-se a concentragao
residual do ozbnio, depois dos periodos de repouso, durante os quais 0 gas
reagia no meio poroso, e, dessa forma, era decomposto. O modelo cinético de
primeira ordem foi ajustado aos dados da concentragao residual de ozénio em
fungédo do tempo, apds linearizagédo. A partir dos valores da constante da taxa
de decomposigao, foi possivel obter a meia vida do ozbénio em gréos de
amendoim.

O efeito fungicida do gas ozbnio em graos de amendoim foi avaliado
pelos métodos de diluigdo em placas e de plaqueamento direto. Graos de
amendoim com teor de agua de aproximadamente 9,0% b.u. foram expostos ao

gas 0zdnio nas concentracdes de 13 e 21 mg L™, temperatura de 25 °C, vazéo
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do gas de 1,0 L min™ e periodos de ozonizagcdo de 0, 24, 48, 72 e 96 h.
Observaram-se, em microscopio optico, as alteragbes morfolégicas ocorridas
nos fungos devido a exposigdo ao gas ozbnio. Para avaliar a capacidade
detoxificante do o0z6nio, quantificou-se o teor de aflatoxinas totais e de
aflatoxina B1 nos graos de amendoim apds cada periodo de exposi¢cao ao gas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Na avaliacdo da qualidade dos graos de amendoim ozonizados, foram
utilizados grdos com teor de agua em torno de 8,0% b.u., adotando-se no
processo de ozonizagao concentragdes do gas de 0, 13 € 21 mg L™, vazdo de
1,0L min" e periodos de exposicao de 0, 24, 48, 72 e 96 h. Para os graos, os
parametros analisados foram teor de agua, condutividade elétrica da solucao
que continha os gréos, teor de lipidios e coloragao dos graos. Para o 6leo bruto
extraido dos graos, foram avaliados o teor de acidos graxos livres, o indice de
perdxido e o indice de iodo.

As analises e a interpretacdo dos resultados obtidos relacionados a
saturacdo e a cinética de decomposicdo permitiram concluir que o
comportamento do ozbnio durante o processo de saturagdo em gréos de
amendoim depende dos parametros teor de agua do produto, temperatura e
vazao de entrada do gas. No processo de decomposicdo do gas ozbénio em
graos de amendoim, o fator determinante é atemperatura. Um aumento de 10 °C
na temperatura dos graos implica decréscimo de pelo menos 43% no tempo de
meia vida do gas.

Conclui-se, a partir dos dados obtidos referentes ao efeito fungicida e
detoxificante do gas ozbnio sobre as aflatoxinas em grdos de amendoim que o
processo de ozonizagdo de grdos de amendoim é eficiente como agente
fungicida, atuando inclusive no controle das espécies potencialmente
produtoras de aflatoxinas, A. flavus e A. parasiticus, com redugao superior a 3
ciclos log depois 96 h de exposicdo ao gas, na concentragdo de 21 mg L™
Quanto ao teor de aflatoxinas totais e aflatoxina B1, a redu¢do maxima obtida
no amendoim exposto ao gas ozbénio, na concentragao de 21 mg L™ depois de
96 h, foi de aproximadamente 30 e 25%, respectivamente.

Com relagdo ao efeito do gas ozbnio na qualidade dos gréos de
amendoim e do Oleo bruto extraido desses graos, apesar do alto poder

oxidante desse gas e de sua capacidade de despigmentagédo da pelicula que
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envolve os graos de amendoim, a qualidade dos graos e do oleo bruto extraido
nao é afetada pelo gas ozdnio em concentragdes de até 21 mg L' e periodos
de exposicao de 96 h.

Com base no presente estudo, sugerem-se outros trabalhos, entre eles a
avaliacdo do efeito latente do gas oz6nio sobre os fungos ao longo do
armazenamento de graos de amendoim. Além disso, é importante que se
estude a capacidade detoxificante do gas ozonio sobre aflatoxinas em gréaos de
amendoim, adotando-se concentragdes mais elevadas do gas, objetivando o

aumento da eficiéncia da remocao da micotoxina.
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Tabela 1 - Resumo da anélise de variancia referente contagem (UFC g™') de
fungos totais (FT) e de Aspergillus flavus e A. parasiticus (AFP) nos
graos de amendoim ozonizados nas concentragdes de 13 e 21 mg

L™ e periodos de exposicdo de 0, 24, 48, 72 e 96 h

Quadrados Médios

Fonte de Variagao GL

FT AFP
Concentragao do ozénio (CO) 1 1,05* 2,72**
Residuo (a) 4 0,13 0,09
Periodo de exposicao (P) 4 9,00** 7,81**
COxP 4 0,29** 0,19*
Residuo (b) 16 0,02 0,05
CV (%) Parcela 17,70 15,12
CV (%) Subparcela 6,62 11,23

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.

Tabela 2 - Resumo da analise de variancia referente a infecgdo interna (%) por
fungos e por Aspergillus flavus e A. parasiticus (AFP) nos graos de
amendoim ozonizados nas concentracdes de 13 e 21 mg L' e

periodos de exposicao de 0, 24,48, 72e 96 h

Quadrados Médios

Fonte de Variagao GL
FT AFP
Concentragao do ozénio (CO) 1 5.000** 5.796,06**
Residuo (a) 4 66 102,17
Periodo de exposic¢ao (P) 4 4.292** 10.847,17*
COxP 4 620** 1.702,17**
Residuo (b) 16 81 173,73
CV (%) Parcela 11,47 18,19
CV (%) Subparcela 12,71 23,72

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.
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Tabela 3 - Resumo da analise de variancia referente ao teor de aflatoxinas

totais e aflatoxina B1 nos grdos de amendoim ozonizados nas

concentracdes de 13 e 21 mg L™ e periodos de exposicdo de 0, 24,

48,72e 96 h
Fonte de Variagéao GL Quadrados médios
AFT AFB1
Concentragao do ozénio (CO) 1 158,32** 155,51**
Residuo (a) 4 17,86 21,15
Periodo de exposicao (P) 4 2.358,12** 2.419,12**
COxP 4 333,94** 353,45
Residuo (b) 16 47,66 49,79
CV (%) Parcela 2,66 3,17
CV (%) Subparcela 4,34 4,87

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.

Tabela 4 - Resumo da andlise de variancia referente ao teor de agua (%), TA,

teor de lipidios (%), TL, e condutividade elétrica (uS cm g”') da

solugdo que continha os grdos de amendoim ozonizados nas

concentragdes de 0, 13 e 21 mg L™ e periodos de exposicdo de 0,

24,48,72e 96 h

Quadrados Médios

Fonte de Variagao GL
TA TL CE
Concentragéo do ozénio (CO) 2 0,64"° 0,25E-04"  80,37"
Residuo (a) 6 0,57 0,28E-03 56,54
Periodo de exposigdo (P) 4 15,46**  0,38E-04"™  39,64"™
COxP 8 0,49 0,98E-04"° 10,33
Residuo (b) 24 0,23 0,94E-04 53,23
CV (%) Parcela 12,67 3,69 8,88
CV (%) Subparcela 8,10 2,13 8,62

"S N&o significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.
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Tabela 5 - Resumo da analise de variancia referente a saturacdo (C), a

tonalidade (h) e a diferenca de cor dos graos de amendoim

ozonizados nas concentragdes de 0, 13 e 21 mg L™ e periodos de
exposicaode 0,24,48,72e 96 h

Quadrados Médios

Fonte de Variagao GL
Cc h AE

Concentragéo do ozbnio (CO) 2 7,30 58,16** 810,78**
Residuo (a) 6 6,17 9,79 17,74
Periodo de exposigdo (P) 4 3,30™ 34,41** 1.194,75**
COxP 8 2,32™ 7,83* 338,56**
Residuo (b) 24 2,32 3,31 25,62
CV (%) Parcela 12,05 10,28 34,28
CV (%) Subparcela 7,39 5,98 41,18

"® Nao Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.
* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.

Tabela 6 - Resumo da andlise variancia referente ao percentual de acidos
graxos livres, AGL, ao indice de peréxido, IP, ao indice de iodo, Il,
do 6leo bruto extraido dos grdos de amendoim ozonizados nas
concentracdes de 0, 13 e 21 mg L™" e periodos de exposicdo de 0,

24,48,72e 96 h

Quadrados Médios

Fonte de Variagao GL
AGL IP |
Concentragéo do ozbnio (CO) 2 0,57E-02" 0,14 3,80™
Residuo (a) 6 0,12E-01 2,32 8,56
Periodo de exposigéo (P) 4 0,32E-02"° 1,59 " 4,42
COxP 8 0,12E-01"° 0,83" 3,08™
Residuo (b) 24 0,16E-01 3,32 6,82
CV (%) Parcela 11,04 17,07 3,02
CV (%) Subparcela 12,83 20,39 2,70

"® Nao significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
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