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RESUMO

PORTO, Yuri Duarte. Ozonizacdo em canjiquinha de milho e seu efeito nos niveis de
aflatoxinas, contagem de fungos e qualidade do alimento. 2017. 74 p. Dissertagédo
(Mestrado em Ciéncia de Alimentos) — Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia
de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2017.

O milho é um dos cereais mais cultivados no Brasil e estd exposto a contaminagdo por
micotoxinas que sdo metabdlitos toxicos secundarios produzidos por fungos. A adocdo de
sistemas de gestdo da qualidade durante a cadeia de producdo de milho é essencial para
garantir a seguranca do alimento quanto a contaminacdo por micotoxinas. Contudo, ha
possibilidade desses metabolicos reconhecidamente carcinogénicos ja encontrarem-se na
matriz. Dai a busca por solucdes alternativas capazes de reduzir a contaminacdo para niveis
seguros pela aplicacdo de tecnologias emergentes tem sido intensa. Os métodos de
descontaminacdo de alimento devem obedecer algumas premissas como: inativar, destruir, ou
remover as toxinas; ndo produzir residuos toxicos; manter o valor nutricional e a
aceitabilidade do produto. O oz6nio atende quase todas estas caracteristicas, é reconhecido
pelo United States Food and Drug Administration (FDA) como uma substancia GRAS
(Geralmente Reconhecido como Seguro) para uso como sanitizante no processamento de
alimentos. Desde entdo sua utilizacdo tem sido pesquisada em diversos tipos de alimentos,
incluindo cereais contaminados por micotoxinas. A canjiquinha de milho é um alimento
cultural de facil aquisicdo pelo consumidor brasileiro pelo baixo preco, além de representar
um potencial risco de exposicao por contaminacdo com aflatoxinas. Neste estudo, aliquotas de
amostras de canjiquinha foram inoculadas concentracdes de 10° UFC/g de conidios de
Aspergillus spp. e Fusarium spp. previamente isolados do alimento. Outras aliquotas foram
contaminadas com aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 na concentracdo de 50 pg/kg para cada. A
aplicacdo de ozo6nio gasoso foi testada em diferentes combinagdes de tempo de exposigéo,
concentracdo do ozénio e massa de canjiquinha, sendo essas as varidveis independentes
pesquisadas. Apds tratamento por ozonizacdo, para avaliacdo dos efeitos sobre as
concentracdes de aflatoxinas, as amostras foram analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detec¢do por fluorescéncia (sistema CLAE-DF) com derivatizacdo pré-coluna
(C1g) por acido trifluoroacético (TFA). O método analitico utilizado neste estudo foi
otimizado e pardmetros como a exatiddo, precisdo, linearidade da faixa de trabalho,
seletividade, limites de deteccdo e limites de quantificacdo do método analitico foram
previamente avaliados. Adicionalmente efetuaram-se ensaios para quantificacdo das
aflatoxinas em amostras comerciais de canjiquinha de milho. O método mostrou-se adequado
e apresentando valores de recuperacdo dentro da faixa de 80-110% com coeficiente de
variagdo menor que 15%, sendo os limites de deteccdo e quantificagdo iguais a 0,8 e 3,6
Mg/Kg, respectivamente, para cada uma das aflatoxinas. O isolamento de fungos foi realizado
de acordo com as normas do Ministério da Agricultura. Assim a avaliacdo da eficacia da
ozonizagdo gasoso sobre os niveis de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 e sobre a contaminagéo
microbiana dos grdos de canjiquinha apresentou reducbes de até 57% nos niveis de
aflatoxinas. A contagem de fungos totais teve uma reducéo de cerca de 3,0 ciclos log UFC/g e
a contagem total de mesofilos foram reduzidas a niveis ndo detectaveis. Estes resultados
demonstraram que a ozonizacdo € uma alternativa eficaz para reduzir a contaminacgéo
microbiana e a concentracdo de aflatoxinas em canjiquinha de milho e, consequentemente,
melhora a seguranca desse produto.

Palavras-chave: Canjiquinha, Oz6nio, Aflatoxinas



ABSTRACT

PORTO, Yuri Duarte. Ozonation on corn grits and its effects on aflatoxins levels, fungi
counts and food quality. 2017. 74 p. Dissertation (Master in Food Science) - Instituto de
Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ. 2017.

Corn is one of the most cultivated cereals in Brazil and it is susceptible to contamination by
mycotoxins that are toxic secondary metabolites produced by fungi. An adoption of quality
management systems during a corn production chain is essential to ensure food safety
concerning mycotoxin contamination. However, there is a possibility that these recognized
carcinogenic metabolites may already be found in the matrix. Hence the search for alternative
solutions capable of reducing contamination to safe levels by the application of emerging
technologies has been intense. The methods of decontamination of foods must to obey some
premises as: inactivate, destroy or remove the toxins; do not produce others toxic waste;
maintain the nutritional value and acceptability of the product. Ozone, which meets almost all
of these characteristics, is recognized by the Food and Drug Administration as a GRAS
(Generally Recognized as Safe) product for use as a sanitizer in food processing. Since then
its use has been investigated in several types of food, including cereals contaminated by
mycotoxins. Corn canjiquinha is a cultural food easily accessible by Brazilian consumers at
low prices, as well as posing a potential risk of exposure due to contamination with aflatoxins.
In this study, aliquots of canjiquinha samples were inoculated with concentrations of 10°
CFU/g conidia of Aspergillus spp. and Fusarium spp. previously isolated from this food.
Other aliquots were contaminated with aflatoxins B1, B2, G1 and G2 at a concentration of 50
ug/kg for each. The application of gaseous ozone was tested in different combinations of
exposure time, ozone concentration and canjiquinha mass, being these independent variables
investigated. After treatment by ozonation, to evaluate the effects on aflatoxin concentrations,
the samples were analyzed by high-performance liquid chromatography with fluorescence
detection (HPLC-FD system) with pre-column derivatization (Cyg) by trifluoroacetic acid
(TFA). The analytical method used in this study was optimized and parameters such as
accuracy, precision, linearity, selectivity, limits of detection and limits of quantification of the
analytical method were previously evaluated. Additionally, aflatoxin quantification tests were
carried out on commercial samples of corn kernels. The method was adequate and presented
recovery values within the range of 80-110% with a coefficient of variation of less than 15%,
with detection and quantification limits equal to 0.8 and 3.6 pg/kg, respectively, for each of
the aflatoxins. Isolation of fungi was carried out according to the criteria of the Brazilian
Ministry of Agriculture. Thus, the efficacy of gaseous ozonation on aflatoxin levels B1, B2,
G1 and G2 and on microbial contamination of canjiquinha grains showed reductions of up to
57% in aflatoxin levels. The total fungal count had a reduction of about 3.0 log cycles UFC/g
and the total counts of mesophiles were reduced to undetectable levels. These results
demonstrated that ozonation is an effective alternative to reduce microbial contamination and
the concentration of aflatoxins in corn kernels and, consequently, can improves the safety of
this product.

Keywords: Corn grits, Ozone, Aflatoxins
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos maiores produtores de milho do mundo, ficando apenas atras dos
Estados Unidos e China. A estimativa de producéo de milho para o ano de 2017 é cerca de 87
milhGes de toneladas, bem como para os estoques finais da safra 2016/2017 estdo previstos
cerca de 15 milhdes de toneladas, o maior a ser registrado. No centro sul do pais encontram-se
o0s estados que mais contribuem com a producéo nacional, sendo eles 0 Mato Grosso, Parana e
Minas Gerais (CONAB, 2017).

Os graos do milho sdo extensivamente utilizados como alimento humano e animal
devido as suas qualidades nutricionais, como seu alto teor de amido, proteinas, &cidos graxos,
vitaminas e minerais (NUSS & TANUMIHARDJO, 2011; FAO, 1992). Apesar de
reconhecido valor nutricional, mundialmente o segmento de alimentagdo animal é o principal
destino dado ao milho. Esse consumo é representado pela avicultura, bovinocultura,
aquicultura e suinocultura, onde o milho é um dos principais ingredientes nas racGes
(EMBRAPA, 2017).

Por ser um pais predominantemente de clima tropical, 0 armazenamento de grdos no
Brasil pode favorecer o crescimento de fungos toxigénicos nos grdos de milho e seus
derivados, quando ndo realizado de forma correta. A presenca desses fungos pode resultar em
perdas econdmicas, por tornar o grdo improprio para consumo, afetando sua qualidade, além
dos danos que as micotoxinas produzidas por algumas espécies de fungo podem causar a
salde humana e animal, configurando um problema de interesse em salde publica. Para
contornar esse tipo de problema e evitar a contaminacdo dos graos por fungos potencialmente
toxigénicos é necessario realizar os procedimentos de Boas Praticas Agricolas como a de
manuseio adequado durante as fases de colheita, pos-colheita, armazenamento, transporte,
distribuicdo comercializacdo e consumo, pois em qualquer dessas etapas pode-se haver
contaminagdo microbiolégica (FREITAS-SILVA et al, 2013).

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios e aquelas encontradas com maior
incidéncia no milho s@o sintetizados principalmente por fungos dos géneros Fusarium,
Aspergillus e Penicillium spp (KAWASHIMA & VALENTE SOARES, 2006). As espécies
de Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nominus sdo as principais produtoras das aflatoxinas
B1, B2, G; e Gy, consideradas como as micotoxinas que mais causam danos a saude por
possuir propriedades carcinogénicas, mutagénicas, teratogénicas e imunossupressoras
(ARIANA et al., 2011).

A contaminagdo com micotoxinas nos graos de milho podem ocorrer em qualquer fase
da cadeia produtiva, desde o cultivo do grdo no campo até o armazenamento do produto. A
forma de contaminacéo pode ser direta quando o fungo cresce, sintetiza a micotoxina e ambos
permanecem no produto, ou indireta, quando o fungo é eliminado no processamento, porém a
micotoxina previamente sintetizada permanece no alimento (FREIRE et al., 2007).

Diversas pesquisas tém sido realizadas para busca de métodos alternativos de
descontaminacdo de alimentos que possam ser capazes de remover, destruir ou reduzir as
toxinas a niveis considerados aceitaveis para consumo, sem que os efeitos do tratamento
alterem as caracteristicas quimicas e qualidade daquele alimento. A ozonizagdo tem sido um
método alternativo pesquisado e utilizado para destoxificagdo de micotoxinas e para
eliminagdo de microrganismos em alimentos, onde tem apresentado resultados promissores. O
0z0nio (O3) possui alto poder de oxidacdo, pode ser aplicado na forma gasosa ou dissolvido
em agua (solucdo aquosa), € de facil obtencéo pelo baixo custo de producao, seu produto de
deterioracdo é o oxigénio (O2) ndo deixando residuos toxicos apds sua utilizacdo, quando
utilizado em alimentos altera pouco as caracteristicas quimicas e sensoriais, constituindo uma
alternativa vantajosa na sua utilizacdo pela industria de alimentos. Este gas estd sendo
utilizado na agropecuéria, tanto na manipulagéo e processamento de frutas, carnes, lavagem e
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esterilizacdo de vegetais, assim como é utilizado em depositos e silos para proteger e
preservar frutas, hortalicas, carnes e cereais (CHIATONE et al, 2008; ROZADO et al, 2008;
GUZEL-SEYDIM et al, 2004; KIM et al, 1999).

A industria de alimentos produz diversos produtos derivados do milho, alguns dos
mais consumidos no Brasil sdo a farinha de milho, canjica, canjiquinha e o fuba
(GONCALVES et al., 2003). Riscos de contaminacdo por aflatoxinas em produtos derivados
do milho como a canjiquinha e canjica sdo de bastante importancia, pois sdo alimentos de
facil obtencdo pelo preco acessivel, sdo apreciados na culinaria brasileira, além de ser
componente basico na dieta das camadas mais carentes da populacdo (IBGE, 2011). No ano
de 2011 foi estabelecido o limite méximo tolerado de 20 pg/Kg para aflatoxinas totais (B; +
B, + G; + G,) em qualquer produto derivado do milho no pais (BRASIL, 2011). Ainda assim,
pesquisas continuam a mostrar contaminag6es por aflatoxinas principalmente no milho e por
vezes em seus produtos derivados, mesmo dentro dos limites aceitaveis, constitui ampla
exposicao de riscos ndo somente a salde do consumidor humano como também a dos animais
causando efeitos negativos a producdo e a economia (FERREIRA et al., 2013; BENTO et al.,
2012, OLIVEIRA et al., 2010; MATTOS et al., 2009; RAMOS et al., 2008; AMARAL et al.,
2006; KAWASHIMA & VALENTE SOARES, 2006).

Para pesquisa de controle e monitoramento de alimentos expostos constantemente a
contaminacdo é necessaria que técnicas analiticas tenham caracteristicas como sensibilidade,
especificidade, exatidao e precisdo. As metodologias analiticas adotadas na determinagédo de
micotoxinas em alimentos geralmente possuem etapas de extracdo, limpeza, separacao,
deteccdo, quantificacdo e confirmagdo. Aquelas comumente utilizadas nas pesquisas sio a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Cromatografia em Camada Delgada
(CCD) e quite de deteccao baseados em reacdes imonoenzimaticas (ELISA). A escolha do
método utilizado na pesquisa pode depender de diversos fatores como a viabilidade
econdmica, objetivo e objeto da analise e equipe executora (TROMBETE et al., 2014).

Hé& a necessidade de novos estudos visando o aprimoramento de técnicas ja existentes
ou o desenvolvimento de novas tecnologias que auxiliem na melhoria da qualidade quimica
dos alimentos, prevenindo a contamina¢do microbioldgica e formacdo de seus produtos
toxicos. O presente trabalho pretendeu estudar os efeitos da aplicacdo de 0zénio gasoso sobre
a canjiquinha de milho fortificada com as aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 e conidios de
Aspergillus e Fusarium spp de modo a se estabelecer a relacdo entre trés variaveis: (1)
concentracdo do ozonio, (2) tempo de exposicdo pelo ozonio e (3) massa de canjiquinha de
milho ozonizada.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 GERAL:

Avaliar a acdo do 0zbnio gasoso sobre a degradacdo das aflatoxinas em canjiquinha de
milho, sobre a microbiota presente e sobre a influéncia nas caracteristicas quimicas e
sensoriais do alimento.

1.1.2 ESPECIFICOS:

1. Validacdo de metodologia para quantificagdo das aflatoxinas por CLAE-DF com
derivatizacao pré-coluna;

2. Montagem de um prot6tipo em nivel de bancada para ozonizagdo de amostras de
canjiquinha de milho e otimizacdo das condigdes especificas para ozonizacdo da
mesma;
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Avaliar os efeitos da ozonizacdo da canjiquinha de milho correlacionando os
diferentes niveis de concentracdo e tempo de exposicdo pelo ozbdnio, e massa de
canjiquinha ozonizada sobre a reducao dos niveis de aflatoxinas (B1, B2, G1, G2);
Avaliar os efeitos da ozonizacdo da canjiquinha de milho correlacionando os
diferentes niveis de concentracdo e tempo de exposicao pelo ozodnio, e massa de
canjiquinha ozonizada sobre a redugdo de células de fungos dos géneros
Aspergillus e Fusarium spp e microrganismos mesofilos totais;

Avaliar a ocorréncia de aflatoxinas em amostras comerciais de canjiquinha e
canjica de milho adquiridos no mercado varejista do Rio de Janeiro — RJ, e
caracterizar o risco de exposi¢do do consumidor brasileiro a aflatoxina B1 pela
dieta destes produtos;

Avaliar os efeitos da 0zonizacdo na qualidade fisico-quimica da canjiquinha;
Avaliar a qualidade sensorial sobre os efeitos da ozonizagdo no aroma e aparéncia
da canjiquinha.



2 REVISAO DE LITERARURA
2.1 Milho

O milho (Zea mays) € uma monocotiledonea e teve origem nas Ameéricas,
possivelmente no México, América Central ou Sudoeste dos Estados Unidos, se espalhando
por mais paises latino-americanos. Cultivado de maneira ainda primitiva cerca de 3000 a 3500
a.C. nos planaltos mexicanos, o milho chegou ao Peru dois mil anos depois e desempenhou
papel fundamental como alimento que garantiu desenvolvimento e sobrevivéncia de
densidades populacionais da civilizacdo pré-colombiana (LERAYER; MARQUES, 2006).
Apds os eventos do descobrimento do continente americano, o milho foi levado para a Europa
e mais tarde passou a ser plantado em escala comercial difundindo-se pelo mundo abrangendo
terras cultivaveis para essa cultura desde a latitude de 58° norte (RUssia) até 40° sul
(Argentina) (FORNASIERI-FILHO, 2007).

No Brasil, o cultivo do milho ¢é considerado uma das principais culturas produzidas no
pais. Estima-se que em 2017 aproximadamente 87 milhGes de ton de grdos serdo produzidas,
quantidade suficiente para representar o terceiro lugar no ranking mundial de produtores.
Além disso, a producdo desta cultura na agricultura brasileira ganha importante destaque na
economia, onde ocupa uma das maiores areas plantadas dentre as culturas agricolas. As
principais regides produtoras de milho no Brasil sdo o norte do Parand, o Triangulo Mineiro,
oeste de Sdo Paulo e Vale do Taquari, no Rio Grande do Sul. Apesar da elevada producao
nacional € importante ressaltar que as importacdes desse cereal ainda sdo realizadas para
atender completamente as necessidades internas (ABIMILHO, 2017).

A producéo de milho no Brasil tem-se caracterizado pela divisdo da producéo em duas
épocas de plantio. Os plantios de verdo, ou primeira safra, sdo realizados na época tradicional,
durante o periodo chuvoso, que varia entre fins de agosto, na regido Sul, até os meses de
outubro/novembro, no Sudeste e Centro-Oeste. Na regido Nordeste, esse periodo ocorre no
inicio do ano. A safrinha refere-se ao milho de sequeiro, plantado extemporaneamente, em
fevereiro ou marco, quase sempre depois da soja precoce, predominantemente na regido
Centro-Oeste e nos estados do Parana e Sdo Paulo (EMBRAPA — MILHO E SORGO, 2007).

Estudos das projecOes de producdo do cereal de milho realizado pela Assessoria de
Gestdo Estratégica do Mapa indicam aumento de 19,11 milhdes de toneladas entre a safra de
2008/2009 e 2019/2020. O Brasil estd entre os paises que terdo aumento significativo das
exportacdes de milho, ao lado da Argentina. O crescimento sera obtido por meio de ganhos de
produtividade. Enquanto a producdo de milho estd projetada para crescer 2,67% ao ano nos
préximos anos, a area plantada devera aumentar 0,73%, (MAPA, 2013).

O milho traz em sua composi¢cdo vitaminas A e do complexo B, proteinas,
carboidratos, célcio, ferro, fdésforo, potéssio, Oleo e grandes quantidades de acUcares,
gorduras, celulose e calorias. As porcentagens podem ser encontradas na média de 73% de
carboidratos, 8-13,7% de proteina, 4-5,4% de 4&cidos graxos, o restante de minerais e
vitaminas (NUSS & TANUMIHARDJO, 2011; FAO, 1992). Essa constituicdo propicia que
esse cereal seja utilizado para alimentacdo animal na forma “in natura” como forragem
conservada para o periodo de seca, na fabricacdo de farelos e também na alimentacdo
humana, como amido, farinhas e 6leo, além de participar como matéria prima de muitos
outros tipos de produtos (GWIRTZ & GARCIA CASAL, 2014; NAMA, 2014).

A falta de Boas Préticas Agricolas (BPA) associadas as condi¢des tropicais de
temperatura e umidade elevadas propicia o desenvolvimento fungico, principalmente no
milho, que constitui um Otimo substrato, rico em carboidratos. Durante o armazenamento,
essa atividade fungica, pode levar a rapida deterioracdo na qualidade nutricional dos graos e a
contaminacgéo por micotoxinas (FREITAS-SILVA et al., 2013; MAGAN; ALDRED, 2007).



2.2 Fungos Toxigénicos

Os fungos tém sido evidenciados como responsaveis por perdas econémicas de
relevancia quando se trata da producdo de alimentos, representado uma série de prejuizos
econdmicos em todo o mundo (SCUSSEL et al., 2010). O impacto causado principalmente
pela toxina produzida por diversos géneros de fungos abrange desde a queda na produtividade
animal até sérios problemas para salide humana pela ingestdo dos alimentos contaminados
(FEDERN et al., 2013; RITTER et al., 2011, FREIRE et al., 2007). Fungos produtores de
micotoxinas podem ser classificados como fungos de campo que compbe a micobiota do
alimento antes da colheita; fungos de armazenamento que se desenvolvem durante o
armazenamento do alimento e sdo 0s principais responsaveis pela deterioracdo dos cereais,
matérias primas e das ragdes, e fungos de decomposicdo que sdo 0s que tornam os alimentos
improprios para o consumo (SCUSSEL et al., 2010; MIiDIO, MARTINS, 2000).

Os principais fungos toxigénicos pertencem aos géneros Aspergillus, Fusarium,
Penicillium que sdo considerados os de maior importancia para alimentos e ragdes, por serem
0s mais frequentes e os maiores produtores de micotoxinas (MURATORI et al, 2013; ZAIN,
2011). Os fungos com potencial toxigénico em graos de milho apontam uma perceptiva
predominancia do género Fusarium, seguido de Penicillium e Aspergillus como
contaminantes desse cereal e em seus derivados (CARDOSO et al., 2011; MAZIERO &
BERSOT, 2010; GOULART & FIALHO, 1999).

No Brasil, as micotoxinas comumente encontradas sdo produzidas principalmente por
espécies de Fusarium (fumonisinas e zearalenona), seguido de Penicillium (ocratoxina A) e
Aspergillus (aflatoxinas e ocratoxina A) (KAWASHIMA; SOARES, 2006). Na Tabela 1 s&o
apresentadas as principais espéecies responsaveis pela producdo de micotoxinas em alimentos.



Tabela 1 - Principais espécies responsaveis pela producéo de micotoxinas.

Micotoxinas Espécies produtoras (exemplo)
Aflatoxinas Aspergillus flavus; A. parasiticus
Ocratoxina A Aspergillus ochraceous; A. alliaceus; A. niger; A.

carbonarius
Penicillium verrucosum; P. nordicum

Tricotecenos Fusarium spp.
Myrotherium sp.
Trichothecium sp.
Calonectria sp.
Stachybotrys sp.
Cephalosporium sp.
Verticimonosporium sp.

Deoxinivalenol (DON)  Fusarium roseum; F. graminearum

Zearalenona F. graminearum; e outros Fusarium spp.
Fumonisinas Fusarium moliniforme; Fusarium proliferatum
Citrinina Penicillium citrininum; P. expansum; P. verrucosum
Acido penicilico A. ochraceus; P. aurantiogriseum; P. viridicatum
Patulina P. expansum; P. griseofulvum; A. clavatus
Esterigmatocistina Aspergillus versicolor; Esmericella nidullans

Acido tenuazonico Alternaria alternata

Penitrem A Penicillium crustosum

Alcaldides do Ergot Claviceps spp.

Acido ciclopiazonico A. flavus; A. tamarii; P. commune

Fonte: SERRA, 2005

O género Aspergillus habita uma ampla variedade de ambientes como o solo e 0s
alimentos. Algumas espécies tém importancia econdmica na producdo alimenticia, porém
também podem causar impacto negativo na economia tanto pela producédo de toxinas potentes,
quanto pela deterioracdo de alimentos (RIIBEIRO et al., 2003). Essas micotoxinas sdo
principalmente produzidas pelas espécies Aspergillus flavus e A. parasiticus que sdo
amplamente distribuidos no ambiente e potencialmente capazes de produzir contaminacao
direta em uma grande variedade de alimentos como cereais, tortas de oleaginosas, mandioca,



arroz, frutas, frutos desidratados, produtos de salsicharia, vinhos, leguminosas, leite e
derivados (FERNANDEZ-CRUZ et al., 2010; REDDY et al., 2009; ROIGE et al., 2009).

2.3 Micotoxinas

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por fungos que podem
contaminar os grdos de cereais no campo, durante a colheita e no armazenamento, em
condigBes bioclimaticas favoraveis como chuvas excessivas, danos por insetos, estresse da
planta e armazenamento inadequado (FREITAS-SILVA et al., 2013). A molécula das
micotoxinas apresenta de modo geral grande estabilidade quimica que permite sua
permanéncia no alimento mesmo apos a remocao dos fungos pelos processos normais de
industrializacdo como congelamento, pasteurizagdo, cozimento, secagem e salga (TRISTAN,
2002).

A ocorréncia de micotoxinas € de grande importancia na area de alimentos, pois afeta
0 agronegocio de muitos paises interferindo ou até mesmo impedindo a exportacdo, além de
causar reducdo na producdo animal e agricola além de afetar de forma prejudicial a saude
humana (LEUNG et al., 2006; PEREIRA et al., 2005).

A ingestdo de micotoxinas por seres humanos ocorre principalmente pelo consumo de
produtos oriundos de vegetais contaminados, porém alimentos como o leite, queijo, carnes e
outros produtos derivados de origem animal também podem oferecer esse risco que agrava
preocupacdo em saude publica devido a possiveis danos a saide como doencgas autoimune
apresentando propriedades alergénicas, teratogénicos, carcinogénicos e mutagénicos
(FERNANDEZ-CRUZ et al., 2010; REDDY et al., 2009; ROSSETTO et al, 2005).

As micotoxinas passiveis de serem encontradas em grdos de milho sdo a fumonisina e
zearalenona, produzidas por espécies do género Fusarium, e também as aflatoxinas e
ocratoxina, produzidas por espécies do género Aspergillus (LUO et al., 2014; FERREIRA et
al., 2013; OLIVEIRA et al, 2010; MORENO et al., 2009; KAWASHIMA & VALENTE-
SOARES, 2006; SEKIYAMA et al. 2005).

2.4 Aflatoxinas

Durante a década de 60 uma doenga denominada “Turkey X atacava € matava
milhares de aves na Inglaterra causando prejuizos econémicos. Inicialmente foi julgada como
uma doenca de carater nutricional, porque tortas de amendoim eram utilizadas como ragdo
para perus e estava associada com o aparecimento da doenca. Depois o fator da causa foi
associada ao fungo Aspergillus flavus, que posteriormente foi nomeada como aflatoxina, um
dos mais potentes carcindgenos conhecidos no mundo (JEWERS et al; 1990).

As principais aflatoxinas conhecidas sdo denominadas de B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1
(AFG1l) e G2 (AFG2), com base na cor azul e verde, respectivamente, através da
fluorescéncia delas sob a luz ultravioleta; e na sua mobilidade durante a realizagdo de
cromatografia de camada delgada (PITT & HOCKING, 2009). As aflatoxinas sdo moléculas
heterociclicos caracterizados pela fusdo de residuos de dihidrofurano ou tetrahidrofurano a
uma molécula de cumarina. Existe diferenca estrutural entre as moléculas de AFG e AFB,
pois enquanto a AFG possui um anel 6-lactona, a AFB possui um anel ciclopentanona
(D"MELLO, 2003), como € mostrado na Figura 1.

A aflatoxina B1 é a mais prevalente e biologicamente ativa dentre as aflatoxinas, e
considerada de potente acdo hepatotoxica e carcinogénica, além de ser um imunossupressor
natural conhecido por afetar humanos e animais (FERREIRA et al, 2006; WILLIAMS et al.,
2004; CREPPY, 2002). Duas outras micotoxinas M1 (AFM1) e M2 (AFM2) foram detectadas



no leite, urina e fezes de mamiferos, resultantes do metabolismo das toxinas Bl e B2,
respectivamente (FONSECA, 1999).

0 0

AFB2

AFG1 AFG2

Figura 1 — Estruturas quimicas das aflatoxinas (IARC, 2002)

Devido ao potencial risco & saude humana, os niveis de aflatoxinas e outras
micotoxinas passaram a ser monitoradas por um ndmero crescente de paises que passaram a
regulamentar seus limites méaximos permitidos em diversos produtos de alimentos e ragdes
(FAO, 2004).

Considerando a toxicidade das aflatoxinas, o Brasil através do Ministério da Saude,
estabeleceu através da resolucdo RDC n° 7, em concordancia com o Ministério da
Agricultura, o limite maximo de 20 pg/kg, dado pela somatéria de B1+B2+G1+G2, sendo
valido para amendoim (com casca, descascado, cru ou tostado), pasta de amendoim (ou
manteiga de amendoim) e milho em grdo (inteiro, partido, amassado, moido, farinhas e
sémolas) e 50 pg/kg para ragdo animal (BRASIL, 2011).

2.5 Descontaminacéo em Alimentos

Os processos de descontaminacdo em alimentos dependem principalmente de fatores
como a caracteristica do alimento, viabilidade do processo tecnologico e o tipo de
contaminacg&o. Estes procedimentos podem compreender remog&o fisica, quimica ou bioldgica
buscando manter o wvalor nutricional e a aceitabilidade do produto, ndo alterar
significantemente as propriedades tecnoldgicas do produto e, se possivel, destruir os esporos
dos fungos (POZZI et al., 2002). Contudo, as aflatoxinas possuem a caracteristica de poderosa
termoestabilidade, portanto procedimentos de remogéo fisica amplamente utilizada como a
inativacdo térmica reduzem modestamente os niveis destas toxinas (PARK, 1993). Segundo
Araujo et al (1999), para inativacdo completa das aflatoxinas deve ser alcangado o ponto de
fusdo de 237-289 °C, porém essa temperatura de aguecimento é inaceitavel no processamento
de alimentos.



O procedimento tecnoldgico de ozonizacdo tem ganhando destaque na higienizacéo de
alimentos. Sua agdo é baseada na destrui¢do dos microrganismos através da oxidacdo de seus
componentes celulares vitais, sendo a superficie da celula apontada como principal alvo acédo
do ozénio. Dentre outras vantagens de sua utilizacdo no processamento de alimentos de
origem vegetal e animal estdo a garantia na higiene, cor, odor e aspecto visual, sem deixar
residuos que possam provocar reacfes indesejaveis, pois o excesso do ozénio é auto
decomposto rapidamente produzindo oxigénio e assim ndo resta residuo no alimento. Além de
melhorar a qualidade e realca o sabor da maioria dos alimentos pereciveis, oxidando residuos
de pesticidas e neutralizando gases de amonia e etileno produzidos durante os processos de
amadurecimento e decomposi¢do (CHIATONE et al, 2008; JAKSCH et al., 2004).

2.6 Caracteristicas do Ozo6nio

O ozbnio é um potente oxidante, solivel em agua e de solubilidade crescente com a
reducdo da temperatura (CHOI; NIELSEN, 2005). Ele se autodecompde rapidamente; na
forma gasosa, sua meia-vida é de 12 horas. Sua auto decomposicdao produz O, e inimeros
radicais livres de hidroxila que caracterizam o elevado poder de oxidacdo, ndo deixando
residuos no alimento (TIWARI et al., 2010; DI BERNARDO & DANTAS, 2005).

O ozénio é formado naturalmente na estratosfera em pequenas quantidades (0,05
mg/L) pela acdo da radiacéo ultravioleta do sol sobre o oxigénio. Uma pequena quantidade de
ozo6nio também é formada na troposfera como subproduto das reacbes fotoguimicas entre
hidrocarbonetos, oxigénio e nitrogénio que séo lancados por automdveis, industrias, florestas
e acdo vulcanica (PRESTES, 2007).

Os primeiros relatos sobre o 0zonio datam final do século XVIII, onde se observou
qgue a descarga elétrica em ar resulta em um odor irritante bastante caracteristico e que
também foi observado durante a eletrolise da dgua. Contudo somente em meados do século
XIX que o ozénio foi isolado durante experimentos de eletrélise da agua a partir de solugdes
acidas (SILVA et al, 2011; LAPOLLI et al., 2003).

O o0zbnio é um gas extremamente instavel e parcialmente solivel em agua, porém da
mesma forma que outros gases, sua solubilidade aumenta a medida que a temperatura
diminui. Possui odor penetrante e é facilmente detectavel em concentragBes muito baixas
(0,01 a 0,05 mg/L) (SILVA et al, 2011; DI BERNARDO & DANTAS, 2005; LAPOLLI et
al., 2003). Em temperatura ambiente, com baixas concentragfes o 0zonio se apresenta como
um gas incolor, mas se estiver em concentracGes altas 0 gas ozbnio apresenta-se numa
coloragéo de tom azulado (FREITAS-SILVA et al, 2013a).

Quando comparado a outros agentes oxidantes, o 0zbnio se destaca pelo elevado
potencial de oxidacao e ocupa a posi¢cdo de segundo mais poderoso agente oxidante, perdendo
apenas para o fluor. Essa caracteristica de alto poder de oxidacéo reflete diretamente na alta
capacidade de desinfeccdo e esterilizacdo, permitindo que seu uso como agente sanitizante
possa ocorrer com menor tempo de contato e até em baixas concentragdes (SILVA et al,
2011; LAPOLLI et al.,, 2003). Na Tabela 2 e Tabela 3 pode-se observar os valores dos
potenciais de oxidacdo de diferentes agentes oxidantes, e propriedades fisico-quimicas do
0zOnio, respectivamente.



Tabela 2: Agentes oxidantes e respectivos potenciais de oxidagéo.

Agente oxidante Potencial de oxidacdo (mV)
Fluor 3,06
Oz6nio 2,07
Perdxido de hidrogénio 1,78
Permanganato 1,67
Dioxido de cloro 1,50
Hipoclorito 1,49
Cloro 1,36

Fonte: Greene e Seydim (2004).

Tabela 3: Propriedades fisico-quimicas do ozénio

Propriedades fisico-quimicas

Massa molar 48 Da

Massa especifica (0°C e 101,3 kPa) 2,154 kg/m®
Ponto de ebulicéo -111,9+0,3°C
Ponto de fuséo -192,5+0,3°C
Solubilidade em agua a 0°C 20 g/m?
Solubilidade em agua a 30°C 1,5 g/m®
Temperatura critica -12,1°C
Pressao critica 5,53 MPa

Fonte: Greene e Seydim (2004).
2.7 Geracao do Ozénio

Devido a maior estabilidade do oxigénio, a molécula de oz6nio sofre um processo de
dissociacdo espontanea com o tempo resultando novamente na formacdo do oxigénio
(LANGLAIS et al., 1991). A decomposicao do 0zdnio ndo resulta em espécies nocivas ja que
0 mesmo € espontaneamente convertido em molécula de oxigénio; a sua instabilidade (t% =
20 a 90 minutos, dependendo do ambiente) requer que ele seja produzido no seu local de
aplicacdo reduzindo assim gastos e perigos relacionados como seu transporte e estocagem
(ARMOR, 1999).

A Figura 2 mostra as quatro formas canonicas do hibrido de ressonancia representativo
da molécula de ozbdnio propostas por Bailey (1978):

'5"._-':-'1 L,_i_..-_._ e i
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Figura 2: Formas candnicas do hibrido de ressonancia representativo da molécula de ozénio.

A molécula de ozbnio € gerada pela combinacdo de um &tomo de oxigénio com uma
molécula de oxigénio, por meio de uma forte reacdo endotérmica e ndo espontanea (VIDAL,
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2003). A reacdo quimica global para geracdo do oz6nio a partir do oxigénio pode ser descrita
pela Equacdo 1:

Equagdo 1: 3 0; « 2 O3 AH =+ 284,5 kJ/mol

Para utilizacdo pratica do ozonio foram desenvolvidos diferentes métodos para sua
obtencdo e alguns processos para sua geracdo ficaram conhecidos, tal como descarga elétrica
em oxigénio, eletrélises na dgua, ou termal, fotoquimica ou radioquimica. Para a industria o
0zonio é usado principalmente do oxigénio puro ou o oxigénio da atmosfera no processo de
descarga elétrica ou corona (IGLESIAS, 2002). Contudo os processos que utilizam oxigénio
puro como insumo tém capacidade de geracdo de ozénio de 1,7 a 2,5 vezes aquela obtida
quando o ar atmosférico é utilizado (IGLESIAS, 2002).

O processo corona € realizado através de um gerador de ozénio constituido por dois
eletrodos submetidos a uma elevada diferenca de potencial (aproximadamente 1000V). O
ozbnio é gerado pela passagem de ar ou oxigénio puro entre os dois eletrodos. Quando 0s
elétrons possuem energia suficiente para dissociar a molécula de oxigénio, comegam a ocorrer
colisbes, que causam a dissociacdo do oxigénio e a consequente formacdo do ozbnio
(RUSSEL et al, 1999; USEPA, 1999).

Na Figura 3, pode-se observar um esquema de um gerador de 0zonio pelo processo
corona.

CALOR.

:

ELETRODO DE ALTA VOLTAGEM

CORONA
ca () o,— e 0. SDIFLETRICO

GAP DE DESCARGA
ELETRODO TEREA

;

CALOR

Figura 3: Esquema do sistema tipo descarga corona de geracao de ozonio.
Fonte: Adaptado de USEPA (1999).

2.8 Aplicagdo do Ozénio

O processo de desinfeccdo para obtencdo de dgua potavel foi o maior triunfo da saude
publica do século XX. A acdo germicida do ozonio foi evidenciada na Franga, no final do
século XIX, quando este gis comecou a ser utilizado como desinfetante no tratamento de
agua. As técnicas de ozonizagdo foram desenvolvidas mais significativamente nos ultimos 40
anos, particularmente na Franga, na Alemanha Ocidental e na Suica (LAPOLLI et al., 2003).

Em 1982, o ozdnio foi considerado como um produto seguro (“General Recognized
As Safe” - GRAS) para o tratamento de garrafas de agua pela FDA (Food and Drug
Administration). Ainda na década de 90, os Estados Unidos indicaram 0 0zonio como uma
substancia GRAS para aplicacdo direta em produtos alimenticios. Dessa maneira houve um
crescente interesse na aplicacdo de ozonio no processamento de alimentos devido ao seu alto
poder sanitizante e pela sua rapida degradacdo, ndo deixando residuos nos alimentos tratados
(GRAHAM, 1997; KIM et al, 1999; GUZEL-SEYDIM et al., 2004a, 2004b; FREITAS-
SILVA & VENANCIO, 2010). Essas sdo propriedades intrinsecas que 0 0zdnio possui que
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permitem a ingestdo de alimentos submetidos ao processo de ozonizagdo sem trazer riscos a
satide (MANCUSO, 2003; NAITO; TAKAHARA, 2006).

O poder de desinfeccdo do ozonio € explicado pela combinacdo entre sua habilidade
de se difundir através de membranas bioldgicas e seu alto potencial de oxidacdo (2,07 volts)
(KOLTUNSKI; PLUMRIDGE, 2000). A inativacdo da microbiota em alimentos por 0z6nio
depende muito da natureza e da composicdo da superficie dos alimentos, do tipo de
contaminacdo microbiana, bem como o grau de associacdo de microrganismos com alimentos
(KIM et al., 1999; FREITAS-SILVA et al, 2013b).

O caréater fortemente oxidante da molécula de ozénio lhe confere habilidade para
reagir com grande variedade de grupos funcionais organicos e organometélicos, originando
subprodutos de menor peso molecular, considerdveis ainda mais biodegradaveis que seus
precursores. Sua presenca pode remover substancias responsaveis pela cor, gosto e odor, além
de microrganismos resistentes a outras técnicas de desinfeccao e tragos de metais de transicao
(MAUSTELLER, 1989).

A oxidacdo de compostos organicos e inorganicos durante o processo de ozonizagado
pode ocorrer via 0zénio molecular através de uma reacao direta predominante em meio acido
ou via radical hidroxila, por meio de uma reacdo indireta predominante em meio alcalino
(KIM, 1999 et al).

2.9 Descontaminacéao pela A¢éo do Ozbénio

O espectro de acdo do oz6nio é amplo, agindo contra bactérias, fungos, virus e
protozoarios, incluindo esporos de fungos e bactérias, além da possibilidade de degradar
micotoxinas. O efeito antimicrobiano do o0z6nio deve-se as suas fortes propriedades de
oxidacdo de componentes celulares tais como grupos sulfidril e aminoacidos de enzimas,
peptideos, proteinas e &cidos graxos poli-insaturados, e a sua capacidade de se difundir
através das membranas celulares (TIWARI et al., 2010). A parede celular dos fungos e
bactérias € composta por camadas que contém carboidratos, proteina e glicoproteina alem de
pontes de enxofre, tornando-os alvo a oxidacdo pelo ozonio. O oz6nio dissolvido ou seus
radicais livres danificam as membranas, causando ruptura celular e dispersdao do citoplasma.
Além disso, pode ainda danificar proteinas e DNA reagir com as células presente no
citoplasma, levando a um desequilibrio entre as componentes da célula e assim a sua morte,
além de incapacita-las de executar as fun¢Bes naturais (EL-DESOUKY et al, 2012;
KOMANA- PALLI; LAU, 1998).

A destruicdo de esporos parece ser resultado da degradacéo das camadas que revestem
0s esporos, expondo o cortex a acdo do ozénio (KHADRE; KOUSEF, 2001). A ozonizagdo é
também usada como método de fumigacdo, destruindo pragas, especialmente insetos (WU et.
al., 2007; TIWARI et al., 2010).

O tratamento com ozbnio pode diminuir a contagem de mesofilos aerdbicos,
coliformes e clostridios sulfito redutores, além de melhorar a qualidade de armazenamento. A
exemplo de um estudo realizado com carne transportada, as carcacas foram tratadas por nove
dias com 0,03 ppm de ozbnio a 1,6°C e 95% de umidade relativa, ndo apresentaram
crescimento bacteriano na superficie das pecas (KIM et al., 1999). A utilizacdo de agua de
lavagem ozonizada a 2,1 ppm pulverizada em carcacas de frango reduziu em 95% a contagem
microbiana, sem afetar a coloracéo, o sabor e o odor da carne (TORRES et al., 1996).

O processo de descontaminagdo por ozonio também ja foi testado tanto em outros
alimentos solidos como em frutas (BIALKA; DEMIRCI, 2007; SELMA et al., 2008;
NAJAFI, KHODA-PARAST, 2009), pescados (GONCALVES, 2009) e gréos (TIWARI et
al., 2010; FREITAS-SILVA, 2013; LUO et al, 2014), quanto em pasteurizacdo de produtos
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liquidos, como cidra de macd (STEENSTRUP; FLOROS, 2004) e suco de laranja (PATIL et
al., 2009).

O uso do ozdnio também tem se mostrado uma eficiente ferramenta de ajuda na
conservacao de alimentos. Quando se trata de armazenagem de grdos é importante ressaltar
que muito sobre a aplicacdo de o0z6nio esta limitado a estudos laboratoriais e experimentais
(ROZADO, 2013; IBANOGLU, 2002). O mesmo pode ser afirmado quanto ao uso do 0zonio
na prevencdo da degradacdo por fungos de produtos armazenados. Pesquisas sobre seu uso
tém sido realizadas na forma de 0z6nio aquoso contando apenas com testes in vitro, com
culturas puras e em sistemas modelo (ZOTTI et al., 2008).

Estudando a eficAcia do ozbnio como fumigante para desinfestacdo de milho
armazenado, Strait (1998) e Kells et al. (2001) constataram que o processo de fumigacdo com
0zOnio apresenta duas fases distintas: na primeira fase, ocorre uma réapida decomposicdo e
movimentacao lenta através da massa de grdos com baixa taxa de decomposicao, pois nesse
momento, 0s sitios ativos responsaveis pela decomposicdo do o0zbdnio estdo saturados.
Segundo esses mesmos autores, a taxa de saturacdo depende da velocidade ou do fluxo de
injecdo do ozbnio no meio. Esse movimento inicial do 0zonio através da massa de gréos é
impedido por fenbmenos descritos como demanda de ozdnio do meio que neste caso € 0
milho (KIM et al., 1999).

Durante o processo de fumigacao, o gas 0zonio se move ao longo da camada de graos
devido o processo de difusdo, e as moléculas se deslocam através da massa de grdos, dos
pontos de maior concentracdo para 0s de menor concentracdo até atingir o equilibrio. Mendez
et al. (2003) afirmaram que a taxa de penetracdo do gas 0z6nio na massa de grdos nao é
constante. Entre os fatores que afetam tal propriedade do gas, destacam-se o tempo de
exposicao, as propriedades do produto, o teor de agua e a altura da coluna de massa do
produto (KIM et al., 1999; RAILA et al., 2006).

2.10 Consideragdes Sobre a Aplicacdo do Ozoénio

Da mesma maneira que a aplicacdo do ozonio pode proporcionar diversas vantagens
derivadas de suas caracteristicas intrinsecas, ha possibilidades de implicacdes ou limitacdes
no que diz respeito a sua utilizacdo (KIM et al, 1999). Como exemplo disso, ja foi observado
que o tempo de exposicdo necessario para o controle de pragas depende de fatores como a
temperatura da massa de grédos e a camada em que 0s insetos podem estar localizados. O quéo
proximo o alvo estiver do ponto de injecdo do gas ozonio também foi um importante fator
observado (ROZADO, 2008).

Existe importante preocupacao sobre modificagdes indesejaveis que podem ocorrer na
qualidade do alimento ap6s o processo de tratamento com o 0z6nio, possivelmente alterando
suas caracteristicas quimicas, sensoriais e tecnoldgicas (KIM et al, 1999). Ja foi revelado em
pesquisa que o tratamento com 0z6nio aquoso em concentracdes de 6,7 mg.L™ por 10 min em
pimentas negras houve oxidacdo de alguns &cidos graxos volateis que reflete na perda de
qualidade do alimento (ZHAO & CRANSTON, 1995). Também ja foi observado que ha uma
sensibilidade relativa das diferentes vitaminas para aplicagdo de ozonio. Esse importante fator
é dependente do tipo de alimento e a combinagdo do tempo de exposicao ao tratamento pelo
0zonio. Desta forma mais estudos sdo necessarios para validar o efeito da aplicagdo do 0z6nio
sobre as proteinas, gorduras e carboidratos, alem disso, o tratamento com 0 0zénio seja na
forma aquosa ou gasosa pode interferir significativamente no tempo de vida til dos alimentos
(CULLEN et al., 2009).

A utilizag&o do ozonio vai variar de acordo com as condi¢es do meio, como o tipo de
alimento, a quantidade de matéria organica presente, o tempo de contato com o ozénio, pH,
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temperatura e pela presenca ou auséncia de aditivos quimicos (FREITAS-SILVA, 2013;
CAMPOS et al., 2005; GUZEL-SEYDIM et al., 2004; KIM et al, 1999).

Para maior eficiéncia de ozonizacao devem ser considerados alguns fatores como: a) o
tipo de microrganismo como alvo dos efeitos do 0z6nio, b) a idade da cultura em questéo, c) a
densidade da populacdo que sera tratada com o0zénio, d) se hd ou ndo presenca de compostos
na solugcdo com demanda de ozonio, €) a forma de aplicagdo do oz6nio, f) a validagéo dos
métodos de quantificacdo de o0zbnio e g) o procedimento para avaliar a eficacia
antimicrobiana. Todos esses sdo fatores apontados por estudos que podem interferir na
sensibilidade do microrganismo ao ozénio (KHADRE et al., 2001; KIM et al., 1999).

De acordo com Allen et al. (2003), outros fatores foram observados durante a
validacdo do efeito fungicida do ozénio gasoso durante armazenagem de cevada. Nesse
estudo foi verificada como existente a relacdo entre o tempo de contato, a concentragdo de
ozo6nio no ar, atividade de agua do alimento e o fator temperatura sobre o desempenho
fungicida na cevada. O resultado dessa pesquisa apontou inativacao de 96% dos esporos apos
cinco minutos de exposic¢ao ao 0zonio.

Estudos sobre a aplicacdo do ozénio também apresentam resultados desfavoraveis. Ja
foi revelado que em testes in vitro, 0 0zonio ndo era letal a todos os esporos fungicos e nem
apresentava capacidade de germinacgéo prejudicada (PALOU et al., 2001). Anos mais tarde foi
observado o efeito in vitro do ozoénio sobre o fungo da espécie Aspergillus niger, conhecido
por causar a podriddo negra da cebola. Como resultado foi constatado que o 0z6nio induziu a
germinacdo dos esporos (VIJAYANANDRAJ et al., 2006). Ainda, em pesquisa anterior foi
observado que a sensibilidade de esporos a acdo do 0z6nio como agente oxidante depende da
espécie do fungo, morfologia de esporos, substrato, umidade e da dosagem de ozbnio
utilizada no processo (HIBBEN; STOTZKY, 1969).

2.11 Aplicacao do Ozonio em Alimentos Contaminados com Micotoxinas

A ozonizacdo é um método de oxidacdo e pode ser utilizado para descontaminacdo das
aflatoxinas em alimentos (FREITAS-SILVA, 2013). Muitos métodos fisicos e quimicos como
0 aguecimento por micro-ondas e tratamento com amdnia tem sido recomendado para
descontaminacdo de alimentos por aflatoxinas, inclusive o tratamento pelo o0zonio
(PRUDENTE; KING, 2002). Diversos estudos tém demonstrado que a ozonizagao € capaz de
reduzir com eficicia os niveis de contaminacdo por micotoxinas em diferentes alimentos
como castanha-do-brasil, amendoim, figos secos, além dos grdos de milho e arroz (FREITAS-
SILVA, 2013; ALENCAR et al., 2012; ZORLUGENC et al., 2008, PRUDENTE & KING,
2002). Além de reducdo na contagem de microrganismos totais quando exposto em graos, o
ozonio produzido eletroquimicamente é capaz de degradar aflatoxinas, fumonisina,
ocratoxina, patulina, desoxinivalenol e zearalenona (TIWARI et al., 2010; YOUNG et al.,
2006).

Ao contrario do tratamento pela aménia ou de outros métodos considerados
convencionais, a aplicagdo do oz6nio € uma técnica que vem sendo muito estudada por
apresentar vantagens que permitem sua aplicagdo de forma eficaz na destruicdo das
aflatoxinas. E um método de oxidacdo capaz de reagir com grande variedade de grupos
funcionais constituintes da molécula das aflatoxinas (FREITAS-SILVA; VENANCIO, 2010;
YOUNG et al., 2006). Ja se tem apresentado o mecanismo de degradacéo da aflatoxina Bl
pela acdo do 0z6nio, onde ha reacdo do 0z6nio na dupla ligacdo entre os carbonos Cg-Cy do
terminal furano da aflatoxina B1, fator responsavel pela acédo toxica, produzindo ao final da
reacdo aldeidos, cetonas, acidos e dioxido de carbono (MCKENZIE et al.,1998).

Os primeiros estudos de aplicacdo de 0z6nio na degradacdo de micotoxinas em gréos
contaminados surgiram no final da década de 1960. Foi relatado que o o0zénio gasoso (25
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mg/min) reduziu as concentragdes de aflatoxinas totais em farelo de algoddo e farelo de
amendoim em até 91% (DWARAKANATH et al.,1968). Em pesquisa com gréos de milho, o
ozonio gasoso foi utilizado para tratamento em gréos contaminado artificialmente com
aflatoxinas e/ou naturalmente contaminados. Foi observada uma répida degradacdo das
aflatoxinas B1 e G1, porém a B2 e G2 apresentaram-se mais resistentes a oxidacéo,
necessitando de niveis mais elevados de o0zbnio para sua degradacdo (MCKENZIE et
al.,1997). Anos mais tarde foi evidenciado que a ozonizacdo reduziu em 92% o nivel de
aflatoxinas em gréos de milho contaminado com 587 ppb, e foi demonstrado ainda que a
aflatoxina degradada néo volta a sua forma original, indicando a permanéncia do processo de
ozonizagdo (PRUDENTE; KING, 2002).

A ozonizacdo da castanha-do-brasil como controle da incidéncia de aflatoxinas
promoveu uma degradacéo eficaz dos grupos B e G, com redugdo também na contagem total
de fungos, sendo uma técnica ainda promissora no controle de diferentes grupos de
micotoxinas (GIORDANO, 2009).

De forma também preventiva, alguns autores ainda citam o uso do 0zodnio no controle
de fungos na pos-colheita de certos vegetais como o café, prevenindo a formacdo de
ocratoxina A (OTA), principal micotoxina encontrada no fruto (SUSLOW, 2004; SUAREZ-
QUIROZ et al., 2004).

Em outro estudo foi avaliado o processo de ozonizacdo e sua eficicia sobre a
degradacdo das aflatoxinas em grdos amendoim. As amostras foram misturadas com
concentracdes conhecidas das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 submetidas a 0zoniza¢do gasosa
em diferentes temperaturas (25, 50, 75 °C) e tempos de exposi¢do (5, 10, 15 min). Os
resultados mostraram que a eficiéncia da ozonizacdo aumentou com temperaturas mais
elevadas e maior tempo de tratamento, resultando na reducdo de 56-77 % da aflatoxina B1 e
61-80 % de reducdo da aflatoxina B2 (PROCTOR et al., 2004).

Em outro estudo foi avaliado a eficacia do ozonio gasoso e dgua ozonizada sobre a
carga microbiana e o teor de aflatoxina B1 de figos secos, expostos a 13,8 mg/L de ozbnio
gasoso e 1,7 mg/L de agua ozonizada durante 7.5, 15 e 30 min de exposicdo. A aplicacdo de
0zO6nio por 15 min foi suficiente para a inativacdo de todos os fungos. As amostras que foram
contaminadas artificialmente também foram tratadas com 0zénio gasoso e dgua ozonizada por
30, 60 e 180 min, respectivamente. Em ambos os tratamentos, a degradacéo de aflatoxina B1,
aumentou com aumento do tempo de exposi¢do. Os resultados indicaram que 0 0zonio gasoso
foi mais eficaz do que a agua ozonizada para a reducdo da aflatoxina B1, enquanto a agua
ozonizada foi mais eficaz para diminuir a carga microbiana (ZORLUGENC et al., 2008).

Yeoh et al (2014) analisaram os efeitos do ozonio nas populacdes microbianas de
mamao recém cortados, desse modo o tratamento pela ozonizacao reduziu de maneira muito
efetiva as contagens de coliformes com reducdes de 0,39 a 1,12 log x 10 UFC/g, além de
relatarem também reducdes de 0,22 a 0,33 log UFC/g para contagem de bactérias mesofilas.

Mendez et al (2003) avaliaram a performance do processo de 0zonizagcdo em graos
armazenados e relataram sobre os desafios do 0zénio e sua alta reatividade até que o mesmo
saturasse e fosse capaz de interagir com toda a massa de graos na coluna de seu experimento.
Dessa maneira eles relataram as fases de interagdo do 0zodnio, sendo a primeira fase quando o
0zOnio interage com toda a superficie do grdo e no caso do milho por ser um grdo
consideravelmente poroso essa interagdo € grande, entdo conforme esses sitios de reagdo que
degradam o oz6nio diminuindo sua concentracdo vao sendo eliminados considera-se como
fase dois 0 momento em que 0 0zénio passa a circular com poucas degradagdes livremente
entre 0s graos.

Em outro estudo, o ozdnio que foi capaz de reduzir em até 95% as aflatoxinas em
amostras de milho, foi observado que perus alimentados com milho contaminado tratado com
0zOnio ndo mostraram efeitos nocivos em relacdo aos perus alimentados com milho
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contaminado ndo tratado, este fato evidencia mais uma vez a seguranca da aplicacdo de
0zo6nio em alimentos (MCKENZIE et al., 1998).

2.12 Seguranca da aplicacgéo e legislacio

O aumento da preocupagdo com problemas ambientais tem estimulado varias
pesquisas no sentido de desenvolver produtos quimicos ndo agressivos e também visando
melhorar a tecnologia existente (Green Chemical Processes ou Processos Quimicos Limpos)
de modo a minimizar ou evitar 0 impacto da atividade industrial no ambiente. Segundo
Moraes e Turolla (2004), a questdo ambiental criou forcas nos Gltimos anos. O poder publico
em seus VAarios niveis, as empresas e toda a sociedade civil estdo cada vez mais conscientes do
problema que a deterioracdo ou 0 uso ndo sustentavel do meio ambiente pode causar a
humanidade. No Brasil, particularmente, a questdo ambiental encontra-se hoje incorporada na
agenda politica e no planejamento empresarial. Além disso, ha crescente aumento por parte da
populacdo de consumidores cada vez mais conscientes que exigem uma preocupacao e
demanda de produtos mais seguros e com menor impacto a0 meio ambiente e a salde da
populacdo (BEIRAO-DA-COSTA et al, 2014).

O ozbnio possui elevado potencial de oxidacdo. Essa caracteristica, dentre outras,
confere ao 0z6nio sua aplicabilidade como uma tecnologia capaz de reduzir e/ou remover
inimeros parametros de poluicdo ambiental, tais como cor, concentracdo de fendis, toxicidade
entre outros. Com o crescimento da industrializacdo ocorrido ao longo dos anos e o
concomitante aumento da demanda de produtos quimicos, intensificaram-se 0s problemas
relacionados com a liberacdo de poluentes no meio ambiente (DE PINHO; CEDRAZ, 2011).
Contudo, a toxidade & um critério de extrema importancia para aprovar o 0zdnio no
processamento de alimentos. Os efeitos primarios do 0zénio em humanos estao relacionados
com o trato respiratorio. Sintomas de toxidade incluem dor de cabeca, tontura, sensacéo de
ardéncia nos olhos e garganta, sensacdo de odor pungente e tosse. Em baixas concentragdes o
0z6nio ndo € um gas extremamente tdxico, mas em altas concentracdes pode ser letal
(RUSSEL et al, 1999).

No Brasil ainda ndo existe legislacdo especifica que oriente aplicacbes do 0zbénio na
area alimenticia (SILVA et al., 2011), porém o consumo de alimentos tratados com ozonio
ndo causa qualquer efeito tdxico a saude humana e animal. No entanto, deve-se tomar cuidado
na manipulagdo do gas, pois, em altas concentracfes no ambiente, pode causar efeitos toxicos
e até levar a morte. O nivel méximo de exposicdo é de 0,6 mg/m® durante 10 min., sendo
possivel detectar o cheiro caracteristico do 0zénio em concentracdes de 0,02 mg/m® (GUZEL-
SEYDIM, 2004). Os limites de tolerancia ocupacional de ozénio em até 48 horas de trabalho
por semana sdo de 0,08 mL/m® ou de 0,16 mg/m®, segundo a NR 15 da Portaria MTB n°
3.214, de 08 de junho de 1978, que aprova as Normas Regulamentadoras - NR - do Capitulo
V, Titulo 11, da Consolidacdo das Leis do Trabalho, relativas a Seguranca e Medicina do
Trabalho, (BRASIL, 1978). Em 2001, foi também aprovado como aditivo direto em alimentos
(KHADRE et al., 2001).

O ozb6nio pode causar sintomas de toxicidade através do sistema respiratorio, tais
sintomas podem ser dor de cabeca, tontura, sensacdo de queimacdo na regido dos olhos,
irritacdo na garganta e tosse, assim a alta toxicidade do ozbnio ao ser humano torna
extremamente perigosa sua inalagcdo. Caso 0 0z6nio seja aspirado, dependendo da quantidade
inalada e do tempo de exposicdo, deve-se sempre respeitar as restricdes aplicadas quanto a
exposic¢do humana (GUZEL-SEYDIM et al, 2004).

No Brasil, a portaria da ANVISA Nr. 25/76 publicada no Diario Oficial da Unido em
09/11/1977 regulamenta o uso do 0z6nio. O uso do 0z6nio de maneira segura é de suma
importancia, pois na sua aplicacdo em industrias de alimentos ha necesséria implantagdo de
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sistemas detectores e de eliminacéo residuais no ambiente de trabalho (ROZADO et al, 2013).
Além disso as pessoas que trabalham com implantacdo e sistemas de ozonizagdo devem
possuir acompanhamento médico regular (FREITAS-SILVA et al, 2013).

2.13 Avaliacéo de risco da exposi¢cdo humana a aflatoxinas na dieta

A avaliacdo de risco tem como objetivo estimar a probabilidade da ocorréncia de um
efeito adverso apos a exposicdo humana a substancias potencialmente toxicas presentes na
dieta, como as aflatoxinas (IPCS, 2009).

Primeiro identifica-se a natureza do efeito adverso causado pela exposi¢cdo humana a
uma determinada substancia, depois tenta estabelecer uma relacdo quantitativa entre a
exposicdo e a substancia em estudo (relagdo dose/resposta) (IPCS, 2009; JARDIM,;
CALDAS, 2009).

Para substancias genotdxicas, como as aflatoxinas recomenda-se que a exposi¢do seja
mantida no nivel mais baixo possivel (ALARA — As low as reasonably achievable) (IPCS,
2009). Contudo, parametros toxicoldgicos para avaliacdo de risco quantitativo a aflatoxinas
podem ser obtidos através da benchmark dose (BMDL, o limite inferior desta estimativa)
(JECFA, 1999, 2006).

Para avaliacdo da exposicdo ao contaminante na dieta, leva-se em consideracdo a
concentragdo da substancia no alimento e o padréo de consumo dos alimentos. Os dados de
concentracdo podem ser obtidos em estudos de monitoramento de alimentos ou utilizando os
limites legais (LM) como base (IPCS, 2009). Os dados de consumo de alimentos podem ser
obtidos, por exemplo, dos dados de disponibilidade de alimentos no domicilio (POF —
Pesquisa de Orcamentos Familiares — IBGE) (IBGE, 2011). O célculo da ingestdo pode ser
realizado por modelos deterministicos (valores pontuais de concentragdo e consumo, como
médias ou percentis), como mostrado na equacéo 2 (IPCS, 2009).

A caracterizacdo do risco para as aflatoxinas pode ser realizada através do célculo da
margem de exposicdo (MOE), como mostrado na equacdo 3 (JARDIM; CALDAS, 2009),
onde a referéncia toxicoldgica utilizada é a BMDL,o estimada pelo EFSA (European Food
Safety Authority) no valor de 0,17ug/kg pc/dia, para aflatoxina B1. Quanto maior a MOE
calculada, menor a preocupacdo, contudo valores abaixo de 10000 podem indicar risco a
salde humana e necessidade de medidas de providéncia pelos érgdos responsaveis (EFSA,
2005).

concentracio da substancia X consumo do alimento

Exposigio = Equacéo 2

peso corpbéreo

MOE — referéncia toxicolbgica Equac;éo 3

estimativa de exposicao

2.14 Ocorréncia de aflatoxinas em produtos derivados do milho

Nas cidades de Maringa e Miralva — PR, Amaral et al (2006) detectaram que 5,7% das
suas amostras de diferentes produtos derivados do milho (n=123) estavam contaminadas por
aflatoxinas, onde identificaram 1 amostra de canjiquinha (n=17) e 1 amostra de canjica de
milho (n=12) contaminadas por aflatoxinas, sendo sua prevaléncia de contaminacéo estando
atras apenas dos alimentos fuba e farinha de milho também analisados nesse trabalho. Em
Recife — PE, Kawashima e Valente Soares (2006) também analisaram diferentes produtos
derivados do milho (n=74) e obtiveram resultados semelhantes ao detectar 6,75% de
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contaminacdo por aflatoxinas, sendo a maior incidéncia verificada na identificacdo de 3
amostras de canjiquinha (n=12) e 1 amostra de canjica (n=9) contaminadas por aflatoxinas B1
e B2, contudo ndo foram detectas nenhuma contaminacéo por aflatoxina G1 nem G2. Numa
pesquisa com varias marcas de trés diferentes produtos derivados do milho (n=16) vendidas
nos mercados da cidade de Sete Lagoas — MG, Ferreira et al (2013) identificaram
contaminag&o por aflatoxinas em 11 amostras, sendo 3 amostras positivas para aflatoxinas em
trés diferentes marcas de canjiquinha (n=6), com a prevaléncia de contaminacdo estando
apenas atras do fuba de milho também pesquisado nesse trabalho.

Da mesma forma, Sekiyama et al (2005) também pesquisaram a presenca de
aflatoxinas em varios outros produtos derivados do milho (n=121), exceto canjiquinha e
canjica de milho, e encontraram uma baixa incidéncia de contaminacdo ao detectar que 2
amostras de milho de pipoca e 1 amostra de grdos de milho estavam contaminadas por
aflatoxinas B1 e B2.

Os valores de aflatoxinas totais encontradas nos produtos contaminados milho de
pipoca (n=2/24) e graos de milho (n=1/7), pesquisados por Sekiyama et al (2005), foram de
10,4 a 59 pg/Kg e 21,3 pg/Kg, respectivamente, considerando que nessa pesquisa 0s autores
ndo fornecem nenhum valor sobre as aflatoxinas G1 e G2 para o somatério das aflatoxinas
totais. Oliveira et al (2010) revelaram uma variagdo de contaminagéo por aflatoxinas totais de
1,0 a 2,6 ppb nas amostras de milho crioulo contaminados (n=7/10). Bento et al (2012)
revelaram as variagdes de aflatoxinas totais encontradas nas suas amostras de grédos de milho
contaminados (n=18/84) nos valores de 1 a 108,7 pg/Kg, enquanto cada aflatoxina
individualmente teve seu valor descrito com variacbes de 1 a 84,1, 1a4,6,1a226el1al8
pg/Kg para as aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, respectivamente.

Na pesquisa de aflatoxinas em produtos derivados do milho realizada por Kawashima
e Valente Soares (2006), os maiores valores de contaminacgdo por aflatoxina B1 encontrados
por esses autores foram de 20 pg/Kg, 16 pg/Kg e 11 pg/Kg e para aflatoxina B2 foram de 3
Mg/Kg, ndo detectado e 1 pg/Kg para os produtos de quirera, canjica branca e quirera fina,
respectivamente. Esses autores ndo detectaram a presenca de aflatoxinas G1 e G2 e a maior
contaminagédo por aflatoxinas totais foi em uma amostra de quirera na concentra¢éo de 23,3
ng/Kg. Amaral et al (2006) revelaram 23,9 pug/Kg e 13,3 ug/Kg como os maiores valores de
contaminacéo por aflatoxinas totais encontrados nos produtos canjiquinha e canjica de milho,
respectivamente. Nas amostras de canjiquinha identificadas contaminadas por aflatoxinas
totais na pesquisa de Ferreira et al (2013), esses autores revelam concentracdo maxima de 1,1
Hg/Kg de contaminacédo por aflatoxinas totais.

Nos diversos produtos derivados de milho pesquisados por Sekiyama et al (2005),
esses autores revelaram a contaminacdo méaxima pela aflatoxina B1 na concentracdo de 59
Mg/Kg no produto milho para pipoca e 21,3 pg/Kg para grédos de milho, ambos os produtos
também apresentaram contaminagdo maxima por aflatoxina B2 no valor de 2,4 ng/Kg, porém
esses autores ndo informaram sobre detecgdo das aflatoxinas G1 e G2. Nos grdos de milho
crioulo avaliados por Oliveira et al (2010) foi revelado contaminacdo méxima por aflatoxinas
totais no valor de 2,6 ppb, enquanto nos grdos de milho armazenados para consumo
analisados por Bento et al (2012) a concentracdo maxima de contaminacao por aflatoxina B1
foi revelada no valor de 84,1 ug/Kg, seguida pela aflatoxina G1 no valor de 22,6 pg/Kg,
depois aflatoxina B2 e aflatoxina G2 nos valores de maximos de 4,6 e 1,8 ug/Kg,
respectivamente.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Padrdes, solventes e reagentes

Os padrdes das aflatoxinas B1 (5 mg), B2, G1 e G2 (1 mg) utilizados foram da Sigma-
Aldrich (St. Louis, Missouri, USA). As soluges estoques (100 pg.mL™) e de trabalho (50
pg/mL) foram preparadas de acordo com AOAC (1990). As aliquotas da solucdo padrdo em
acetonitrila foram secas sob atmosfera de N, e diluidas em metanol para a obtencdo das
solugdes estoques, que foram armazenadas em freezer. As solucgdes de trabalho foram obtidas
por meio da dilui¢do de aliquotas da solugdo estoque em metanol e armazenadas em frascos
ambar a 5°C. Foram confirmadas por absorvancias a 362 nm utilizando um espectrofotémetro
Shimadzu UV-1201 (Kyoto, Japan) (AOAC, 1990).

A 4gua utilizada foi obtida por sistema de purificacdo Milli-Q® (Millipore).
Acetonitrila e metanol grau HPLC/UV foram usados na fase mével e preparo das solucGes
padrdes e foram adquiridos da Tedia (Sdo Paulo, SP, Brasil), os demais solventes de extracéo
e reagentes foram de grau analitico, Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil). Para filtracdo das
amostras foi utilizado papel filtro Whatman (qualitativo, n® 1) e membrana de 13 mm em
PVDF, com poros de 0,45 um (Durapore® 13 mm, Millipore).

3.2. Amostras
3.2.1 Canjiquinha de milho

Foram adquiridos 150 Kg de canjiquinha de milho de uma industria de alimentos,
dividida e embalada de fabrica em sacos de polipropileno de 25 Kg cada. Entdo foram
armazenadas em cilindros plasticos de 100 L em temperatura ambiente até a utilizacdo nos
experimentos.

3.2.2 Amostras comerciais de canjiquinha de milho e canjica branca

Durante os meses de Junho a Setembro de 2014 foram coletadas 46 unidades de 500 g
das principais marcas de canjiquinha e canjica de milho comercializadas no municipio do Rio
de Janeiro, RJ. Para tal foram escolhidos dez bairros de maneira aleatoria. As 46 unidades
estdo divididas em dois tipos de produto: canjiquinha de milho (n;= 19) e canjica de milho
(n,= 27). O critério adotado para a coleta foi a escolha de que cada unidade deveria pertencer
a um lote diferente.

3.3 Parametros de validagdo estudados

Para verificar o desempenho do método analitico utilizado na determinacdo de
aflatoxinas, foram avaliados os seguintes parametros: seletividade, linearidade, recuperagéo
precisdo, limites de detecgéo e quantificacdo. Todos os estudos foram conduzidos de acordo
com as recomendacdes da SANTE (2016) Comunidade Europeia.

Seletividade é a capacidade de um método mensurar exatamente uma substancia na
presenca de outros componentes da matriz. Neste estudo, ela foi avaliada pela auséncia de
interferentes nos mesmos tempos de retencdo de cada uma das aflatoxinas.

A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico da resposta do sistema
cromatografico em funcdo da concentracdo do analito e € verificada pela equagdo da regressao
linear e o coeficiente de determinacdo (R?). Neste caso, foi realizada a padronizacao externa
através de curva analitica de 5 pontos de diferentes concentracdes dos padrfes para as quatro
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aflatoxinas (B1, B2, G1, G2) em metanol. Cada curva foi preparada em quintuplicata e
injetada em cinco dias diferentes.

Para analise da % recuperacdo foram realizados ensaios de recuperacdo onde
utilizadas amostras em que ndo foram detectadas a presenca das quatro aflatoxinas. Nesses
ensaios as amostras foram fortificadas com solucdo padrdo das quatro aflatoxinas em trés
niveis de concentracdo para cada aflatoxina (5 pg/Kg, 20 pg/Kg e 50 pg/Kg), com trés
repeticdes em cada nivel de adicdo. O célculo da recuperacdo para cada aflatoxina foi
realizado através da relacdo entre as quantidades adicionada (tedrica) e quantificada apos
extracao (experimental).

As recuperacOes foram calculadas através da seguinte formula:

o _ Cexp
)6 rec = % X 100

Onde “Cexp” ¢é a concentragdo determinada experimentalmente e “Cteo” € a
concentracdo tedrica adicionada.

O parametro precisdo foi expresso pelo coeficiente de variacdo relativo (CV) como
resultado da repetitividade obtida pelos ensaios de recuperacdo de cada nivel de fortificacéo,
adotando a variagdo maxima de 10% entre as repeticbes. A precisdo do presente método
analitico proposto foi expressa como o coeficiente de variacdo (CV) das medidas realizadas
de acordo com a formula:

s
CV ==x100
X

Onde “s” € o desvio padrdo e “X” a concentracdo média determinada. O valor maximo
aceitavel para o CV é de até 20% (SANTE, 2016).

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) podem ser definidos como as
menores concentragdes do analito que se pode, respectivamente, detectar e quantificar. Foram
calculados através da adicdo de concentracbes decrescentes das quatro aflatoxinas nas
amostras submetidas a extracdo e posterior quantificagdo por CLAE-DF até a menor
concentracdo detectavel (LD) e quantificavel (LQ) sob condicdes adequadas de repetitividade
(n= 4, CV <10%). O sinal produzido em forma de pico em resposta as diferentes
concentragcdes do analito (quatro aflatoxinas) segue a razéo de 3:1 e de 10:1 parao LD e o
LQ, respectivamente.

3.4 Metodologia de extracdo adotada

259 de canjiquinha de milho foram misturados e pesados em frasco Erlenmeyer, em
sequida foram adicionados 67,5 mL de metanol (PA) e 7,5 mL de solugdo aquosa KCI 4%
(m/v), vedando o frasco e agitando por 1h (Orbit Shaker, modelo 3520). Apoés agitacdo foram
adicionados no mesmo frasco 75 mL de CuSO4 10% (m/v) e 7,5 g de celite, homogeneizado
com bastdo de vidro por 1 min. Apds a precipitacdo, o extrato foi filtrado em papel filtro
qualitativo recolhendo-se 75 mL. O filtrado foi entdo transferido para o funil de separacao
previamente acrescido de 75 mL de agua destilada. Foram adicionados 25 mL de hexano
(PA), duas vezes, e agitando vigorosamente por 1 min. A fase hexanica (superior) foi
descartada, em seguida foram adicionados ao baldo duas por¢des de 25 mL de cloroférmio
(PA), agitando vigorosamente por mais 1 min. A fase cloroférmica (inferior) foi recolhida e
evaporada em banho-maria a 65°C sob fluxo de ar e protecéo da luz. Com reducéo do volume

20



quase no final da secagem o extrato foi transferido quantitativamente para frasco ambar, de 3
mL e entdo levado a residuo sob fluxo de N.

3.5 Derivatizacao das aflatoxinas

O extrato foi ressuspendido com 600 uL de acetonitrila (PA), submetido a banho de
ultrassom por 30 s. Logo ap6s foi adicionado 1200 uL da solucdo derivatizante previamente
preparada e constituida por agua deionizada, acido trifluoracético e acetonitrila (7: 2: 1,
viviv). O frasco foi vedado e submetido a banho-maria a 65°C por 9 min para reagéo de
derivatizacdo (AOAC, 2005). Por fim o extrato foi filtrado em membrana Millipore 0,45 um e
submetido a injecdo no sistema cromatografico.

3.6 Quantificacdo das aflatoxinas e condi¢bes cromatograficas

A quantificacdo das aflatoxinas foi realizada em sistema CLAE-DF, utilizando-se a
deteccédo por fluorescéncia (Agillent 1100 Series (Waldbronn, Alemanha), injetor Rheodyne
(20 pL), coluna Cyg Ace (250 mm x 4,6 mm, 5 um), derivatizacdo pré-coluna como descrito
no item 2.2.2 e fase movel em modo isocratico composta por agua, metanol e acetonitrila a
70: 20: 10 (v/viv), em fluxo de 1,0 mL/min. Os valores de excitacdo e de emissdo foram de
365 nm e 450 nm, respectivamente, com leitura em valor de ganho 13.

3.7 Deteccéo de aflatoxinas nas amostras comerciais

Aliquotas de cada amostra comercial (item 3.2.2) foram preparadas para deteccdo e
quantificacdo de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 por CLAE-DF como descrito nos itens 3.4, 3.5,
3.6 e realizadas no Laboratério de Micotoxinas do Departamento de Microbiologia e
Imunologia Veterinaria — Instituto de Veterinaria — UFRRJ.

3.7.1 Caracterizacdo do risco de exposicdo pela aflatoxina B1 em diferentes
grupos de consumidores

Os dados de disponibilidade de alimento foram obtidos da Pesquisa de Orcamento
Familiar (POF) 2008-2009 fornecido pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2011).

Para estimativa da exposi¢do humana a aflatoxina B1 presente no alimento pesquisado
foram utilizados trés dados essenciais: a concentracdo da substancia no alimento (mg/kg), o
consumo do alimento (kg) e o peso corpdreo (kg) (individual ou da populagdo em estudo). A
estimativa da exposicdo, dada em mg/kg peso corporeo, pode ser definida de uma maneira
geral pela Equacgéo (1):

concentragio da substancia X consumo do alimento

Exposicao = Equacéo (1)

peso corpbéreo

Para caracterizar o risco da exposicdo a substancias carcinogénicas e genotoxicas,
como a aflatoxina B1, foi realizado o célculo da Margem de Exposi¢do (MOE), utilizando a
BMDL,o (benchmark dose lower confidence limit) no valor de 0,17ug/kg pc/dia como
referéncia toxicoldgica para aflatoxina B1 (EFSA, 2007). Valores da MOE calculada menores
que 10.000 podem indicar preocupagdo em saude publica (EFSA, 2005). O célculo foi
realizado conforme a Equacéo (2):
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MOE = referéncia toxicolbgica Equagéo (2)

estimativa de exposicao

3.8 Condicdes do processo de ozonizagao

Os ensaios de ozonizacdo foram realizados no Laboratério de Residuos e
Contaminantes da Embrapa Agroindustria de Alimentos, Rio de Janeiro — RJ.

Para a realizacdo dos ensaios de ozonizacgdo, foi elaborado um protétipo composto por
um cilindro de oxigénio de alto grau de pureza (oxigénio premier 99,99%, AirProducts, Rio
de Janeiro, RJ), com vélvula de regulagem de fluxo de O, acoplado ao ozonizador
Ozone&Life 3.0 RM (Figura 4), trés cilindros de PVC (60 x 15 cm, comprimento X diametro)
e, uma sequéncia de trés frascos lavadores de gas, preenchidos com iodeto de potassio 2%.

Os graos de canjiquinha de milho foram acondicionados no interior dos cilindros, 0s
quais foram suspensos a 10 cm do fundo através de um suporte de silicone e tecido de
poliamida. Todas as valvulas e demais conexdes utilizadas no protétipo eram de cobre e as
mangueiras de silicone. A vedacdo do sistema, quando necessaria, foi realizada com cola de
silicone. A Figura 5 demonstra o esquema do sistema de ozonizacgéo utilizado e na Figura 6 é
apresentada uma imagem do sistema elaborado e utilizado na presente pesquisa.

Figura 4 - Gerador de Oz6nio Modelo O&L3.0 RM.
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Figura 5 — Esquema ilustrado do sistema de ozonizagdo dos gréos de canjiquinha de milho.

Figura 6 — Sistema de ozonizacédo utilizado na pesquisa: 1- Cilindro de O, com valvula de
controle de fluxo. 2- Ozonizador. 3- Cilindros de PVC contendo grdos de canjiquinha de
milho. 4- Valvulas de cobre. 5 - Frascos com solucdo de iodeto de potassio.

Foi determinado para a presente pesquisa trés diferentes concentracfes de Oz para 0S
ensaios. Para tal o ozonizador teve a posi¢do do dosador fixada no nimero 2 (producéao de 20
mg/L), nimero 4 (producdo de 40 mg/L) e nimero 8 (producdo 60 mg/L). Essas
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concentracdes foram determinadas conforme a realizacdo de testes preliminares, entdo,
fixando o fluxo de oxigénio para 0,5 L/min, utilizacdo de oxigénio de alto grau de pureza
como insumo para producdo de O3 e utilizando o método iodométrico para quantificacdo da
producdo de O3 (APHA, 1998).

A metodologia utilizada para a confirmacgédo da concentracdo de ozénio produzido foi
por titulometria APHA (1998). Consiste no borbulhamento com 0z6nio gasoso em uma
solucdo de iodeto de potassio (KI) a 2%, ocorrendo a alcalinizacdo da solugdo. A solucao
ozonizada é entdo acidificada com &cido sulfarico 1 N, liberando o iodo (I,). Imediatamente
apos a formacao de I, é realizada a titulacdo com tiossulfato de sodio (Na,S,03), até que a
solucdo atinja coloragcdo amarelo claro. Apds, adiciona-se solucdo indicadora de amido,
tornando a solucdo azulada. Procede-se novamente a titulagdo até que a mesma se torne
transparente. A seguir é descrito o passo-a-passo da quantificacao:

1 - Preparar 400 mL de solucdo de iodeto de potéssio a 2 %; 2 - Programar 0 equipamento
para a concentracao desejada, borbulhar a solu¢cdo com O3 por 2 minutos; 3 - Ap6s o0 tempo de
contato, coletar 200 mL da solucdo ozonizada; 4 - Acidificar os 200 mL com 4 mL de acido
sulfurico 1N (fixacdo); 5 - Titular a solu¢do com tiossulfato de sédio 0,005 M até atingir
coloracdo amarelo claro; 6 - Adicionar 2 mL de solugdo de amido, tornando a amostra
azulada; 7 - Continuar a titulacdo com tiossulfato de sédio até que a amostra fique
transparente; 8 - Anotar o volume de tiossulfato de s6dio 0,005 M gasto na titulacdo e calcular
a producédo de ozénio em g O3/h e em mg/L. 9 — Calcular também a concentracdo de 0zoénio
presente no frasco lavador (off-gas) e somar ao resultado obtido no passo 8.

3.9 Ensaio para ozonizagéo

3.9.1 Delineamento experimental

A ozonizacdo da canjiquinha de milho foi realizada através de um planejamento
fatorial completo 2% (trés varidveis independentes), onde foram testadas diferentes
combinagbes de concentracdo de 0zonio (em mg/L), tempo de exposicdo da canjiquinha ao
processo (em min) e massa de canjiquinha (em Kg). Foram incluidos 3 repeti¢cbes no ponto
central, totalizando 11 ensaios. Na Tabela 4 ¢é apresentada a matriz do DCCR.

Tabela 4 — Matriz do delineamento experimental com valores codificados e reais

Concentracao Tempo de Massa de
Ensaios de ozénio exposicao milho (Kg)
(mg/L) (min)

1 -1 (20) -1 (120) -1(1)
2 -1 (20) +1 (480) -1(1)
3 +1 (60) -1 (120) -1(1)
4 +1 (60) +1 (480) -1(1)
5 -1 (20) -1 (120) +1 (5)
6 -1 (20) +1 (480) +1 (5)
7 +1 (60) -1 (120) +1 (5)
8 +1 (60) +1 (480) +1 (5)
9 0 (40) 0 (300) 0@3)
10 0 (40) 0 (300) 03
11 0 (40) 0 (300) 0(3)
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As variaveis independentes foram estipuladas com base em publicacbes envolvendo
ozonizacgdo de diferentes gréos visando a degradacdo de micotoxinas. As variaveis foram: 1 —
Concentracdo do oz6nio (de 20 a 60 mg/L), 2 — tempo de exposi¢do da canjiquinha de milho
ao processo (de 120 a 480 min), 3 — Massa de canjiquinha de milho (de 1 a 5 Kg). A
avaliacdo dos resultados foi realizada por metodologia de superficie de resposta, de acordo
com Rodrigues e Lemma (2009) e Calado e Montgomery (2003), usando o software
STATISCA® 7.0. Como controles, foram utilizadas amostras de 3 Kg de canjiquinha de
milho, submetidas aos mesmos processos que as amostras dos 11 ensaios, no entanto, oS
controles foram expostos ao oxigénio durante 480 min, sem producéao de ozonio.

3.9.2 Contaminacao das amostras com fungos

Foi realizada no Laboratério de Micotoxinas do Departamento de Microbiologia e
Imunologia Veterinaria — Instituto de Veterinaria — UFRRJ. No mesmo laboratorio foram
realizadas também as etapas descritas no item 3.10.

Previamente foram utilizadas aliquotas de canjiquinha de milho (item 3.2.1) para
isolamento de acordo com as recomendacGes de Samson et al. (2010). Para tal foram
utilizados 25 g de grdos, diluidos em 225 mL de solucdo salina peptonada 0,1%, agitados
manualmente por 1 min e entdo aliquotas de 0,1 mL foram semeadas em superficie nos meios
de cultura Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar (DRBC), Malt Extract Agar (MEA)
e Potato Dextrose Agar (PDA) Himedia®, nas diluicdes 102, 10° e 10™. As placas contendo
os inoculos foram incubadas a 25 °C durante 5 dias.

As colbnias tipicas de Aspergillus spp e Fusarium spp foram repicadas para outras
placas contendo meio PDA e identificadas em nivel de género com auxilio de microscopio
(Olympus, BX51, Melville, USA), através das caracteristicas morfologicas. Apos
identificacdo, as colonias foram repicadas para tubos contendo meio PDA inclinado e,
novamente incubadas a 25 °C por 5 dias para a producdo de biomassa. Apds esse periodo,
foram adicionados aos tubos contendo agar inclinado 3 mL de agua destilada estéril contendo
0,01% de Tween. Os tubos foram homogeneizados em vortex (IKA C-MAG HS7) por 30 seg
e a solucdo contendo suspencdo de conidios, fragmentos de micélio e agar foram filtradas em
gaze estéril.

Os conidios presentes no filtrado foram entdo quantificados (em n°® de conidios/mL)
utilizando cdmara de Neubauer, de acordo com metodologia recomendada por Menezes e
Silva-Hanlin (1997). Quando necessario, a diluicdo da solucdo foi realizada adicionando agua
destilada esterilizada, sendo novamente realizada a contagem em camara de Neubauer.
Quantidades suficientes em pL da solugdo contendo os conidios foram adicionadas em
amostras de 25 g de canjiquinha de milho, homogeneizados, para que fosse obtida a
quantidade final de 1,0 x 10° conidios/g de amostra.

As amostras contaminadas com os conidios foram entdo embaladas em tecido de
organza (100% poliamida) e armazenadas a -5 °C até a realizacdo dos experimentos de
0zonizagéo.

Todos esses procedimentos foram realizados em camara de seguranca bioldgica.

3.9.3 Contaminacéo das amostras com aflatoxinas

A contaminacdo de cada aliquota de amostra de canjiquinha de milho (item 3.2.1) foi
realizada com as solucdes de trabalho preparadas como descrito no item 3.1. Dessa maneira as
solucBes de aflatoxinas metanodlicas, com concentragBes proximas a 5 pg/mL, de cada uma
das aflatoxinas, foram adicionadas em cada uma das amostras de 25 g de canjiquinha de
milho (item 3.2.1), para que fosse obtida a concentracdo de 50 pg/Kg de cada uma das
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aflatoxinas. As amostras foram embaladas em tecido de organza (100% poliamida) e
armazenadas a -10 °C até a realizacdo dos experimentos de 0zonizag&o.

3.10 Avaliacdo microbioldgica dos efeitos da ozonizagéo
3.10.1 Fungos filamentosos totais

Para avaliar se o processo de ozonizagdo promoveu reducdo na contagem de fungos
apos a ozonizacdo, foram realizadas determinacdo de fungos totais em meio DRBC. Os
procedimentos de analise adotados foram de acordo com o método oficial para contagem de
fungos filamentosos em alimentos, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) (IN 62 de 2003).

As amostras de 25 g de canjiquinha de milho contaminadas com conidios de Fusarium
spp e Aspergillus spp (item 3.9.2) que foram ozonizadas e, as amostras controle, também
contendo 25 g de canjiquinha de milho, foram transferidas para erlenmeyers de 500 mL e
entdo adicionados 225 mL de solucdo salina peptonada 0,1%. Cada amostra foi
homogeneizada por aproximadamente 60 s, sendo essa a diluicdo 10™. A partir de tal, foram
efetuadas as diluicBes 102, 10°, 10™ e 10®, utilizando tubos de solucdo salina peptonada
contendo 9 mL.

O plaqueamento no meio DRBC foi realizado em superficie, com inéculos de 0,1 mL
e incubados a 25° C durante 5 dias em incubadora B.O.D. Apos este periodo foi realizada a
contagem total de coldnias e os resultados foram expressos em CFU / g de grdos de
canjiquinha de milho.

A anélise estatistica dos resultados foi realizada por Anélise de Variancia (ANAVA) e
estatistica descritiva, utilizando o software Sisvar 5.0 (UFLA).

3.10.2 Microrganismos mesdfilos totais

Essa andlise foi realizada de acordo com o método oficial do MAPA (2003) para
contagem padrdo em placa, a qual se baseia ha semeadura da amostra em Agar padrdo para
contagem (PCA) seguida de incubacdo em temperatura de 36 = 1°C por 48 h, conforme os
procedimentos a seguir. De cada amostra de 25 g de canjiquinha de milho ozonizada foi
preparada a diluicdo 10, depois foram transferidas individualmente para o frasco
Erlenmeyer, onde foram adicionados 225 mL de solugdo salina peptonada 0,1%
homogeneizadas por aproximadamente 60 s. A partir dessa diluicdo inicial (10™) foram
efetuadas as demais diluicdes até chegar a diluicdo 10 com solugdo salina peptonada 0,1%.
Depois, cada uma das dilui¢ces foi semeada, em triplicata, em placas de Petri estéreis onde
foram adicionados 20 mL de meio PCA previamente fundido mantido em banho-maria a
45°C e homogeneizada o Agar com o0 indculo com movimento em “8”. Em seguida as placas
de Petri foram deixadas em superficie plana para solidificagdo do meio com o indculo e
incubadas invertidas na B.O.D a 36°C por 48h. Apos este periodo, as colonias totais foram
contadas e os resultados foram expressos em CFU / g de graos de canjiquinha de milho.

3.10.3 Concentracgdes de aflatoxinas
Foram avaliados os efeitos da 0zonizagdo nos niveis das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2
presentes nas amostras contaminadas (item 3.9.3). Cada amostra foi submetida a metodologia

de extracdo e quantificagdo de aflatoxinas por CLAE-DF estabelecidas nos itens 3.4, 3.5 e 3.6,
respectivamente.
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3.11 Efeitos da ozonizacéo nas caracteristicas fisico-quimicas da canjiquinha de milho

Para as analises a seguir foram colhidas aliquotas de cada amostra de canjiquinha de
milho da massa ozonizada, como descrito no delineamento experimental (item 3.9.1). Todas
foram realizadas no Laboratério de Micotoxinas do Centro Nacional de Pesquisa de
Tecnologia Agroindustrial de Alimentos — CTAA da Embrapa Agroinddstria de Alimentos,
Rio de Janeiro — RJ.

3.11.1 Determinacao do pH

Foi utilizado um potenciémetro para determinagédo direta e precisa do pH (Metronal,
modelo E 120). A metodologia utilizada na presente pesquisa foi a 017/IV Determinacgéo do
pH preconizada pelo Instituto Adolf Lutz (1AL, 2008). Foram pesados 10 g de cada amostra
em um béquer, em triplicata, depois foram diluidas com 100 mL de &gua deionizada e
homogeneizadas com auxilio de bastdo de vidro até que as particulas ficassem uniformemente
suspensas. Em seguida, apds calibracdo do potencidmetro com solucBes padrdo, a
determinacdo do pH das amostras foram realizadas conforme as instru¢cbes do manual do
fabricante.

3.11.2 Determinacéo da acidez total titulavel

A metodologia utilizada no presente trabalho foi a 016/1\VV Acidez preconizada pelo
Instituto Adolf Lutz (IAL, 2008), seguindo os seguintes procedimentos. Foram pesadas 5g de
cada amostra, em triplicata, e transferidas individualmente em frasco de Erlenmeyer de 125
mL com auxilio de 50 mL de agua deionizada. Em seguida, em cada amostra, foram
adicionadas 4 gotas de solucdo de fenolftaleina e fez-se a titulacdo com solucdo de hidréxido
de s6dio 0,1 M com auxilio de pipeta volumétrica de 10 mL até atingir a coloracdo rosea.
Entdo foram anotados os volumes gastos e os calculos efetuados conforme a equacéo abaixo:

Equacao:

x f

%4
% acidez total = P c

x 100 (V|P)

V = volume da solucéo de hidréxido de sddio 0,1 ou 0,01 M gasto na titulagdo (mL)

f = fator da solucéo de hidroxido de sédio 0,1 ou 0,01 M

P = peso da amostra usado na titulacao (g)

¢ = corregéo para solugédo de NaOH 1 M, 10 para solugdo NaOH 0,1 M e 100 para
solugdo NaOH 0,01 M.

3.11.3 Determinacao do teor de umidade e atividade de 4gua

A metodologia utilizada no presente trabalho foi a 012/IV Perda dor dessecacéo
(umidade) — Secagem direta em estufa a 105°C, preconizada pelo Instituto Adolf Lutz (IAL,
2008), seguindo os seguintes procedimentos. Em balanca analitica foram pesados 10 g de
cada amostra ozonizada, também, a amostra controle e o branco, todos em triplicata, sendo
acondicionados individualmente em graal de porcelana, previamente taradas. Todas as
amostras foram levadas para secagem direta em estufa e submetidas a temperatura de 105°C
por um periodo de 3 horas. Apos término deste periodo, as amostras foram acondicionadas em
dessecador com silica para resfriar atée a temperatura ambiente. Apds resfriamento, as
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amostras foram pesadas novamente e o calculo de determinacdo da umidade seguiu como a
equacéo abaixo.
Equacéo:

N
% Umidade = 7 x 100 (plp)

N = perda de massa da amostra (g)
P = peso da amostra (g)

Para determinacdo de atividade de &gua foi utilizando um equipamento Aqualab CX-
2T (Decagon Devices Inc., EUA) com metodologia de acordo com o procedimento dos
fabricantes.

3.11.4 Avaliagéo da influéncia na cor

Essa andlise foi realizada 14 dias ap0s a ozonizacdo das amostras. A analise
instrumental de cor foi procedida através de colorimetro digital Konica Minolta (CR-400) em
sistema tridimensional L a* b*, sistema CIELAB. Onde L* indica a luminosidade que varia
entre valor O (para uma amostra preta; minima refletancia) e 100 (amostra branca; maxima
refletdncia), a* consiste no eixo que vai do vermelho (valores positivos) ao verde (valores
negativos) e o b* que vai do amarelo (valores positivos) ao azul (valores negativos). Com
resultados expressos em angulo Hue (angulo da intensidade da cor (h)). Para cada amostra
foram realizadas 10 leituras. A calibracdo do equipamento foi realizada com o disco branco
(100) do equipamento ap0s a leitura de cada tratamento.

3.11.5 Avaliacao das caracteristicas sensoriais

Esse estudo foi realizado 14 dias apds a ozonizacdo das amostras com aprovagdo no
comité de ética da UFRRJ (nimero do processo 23083.000030/2015-33).

Foi realizado um teste sensorial para atestar a possibilidade de alteracbes no aroma e
na aparéncia da canjiquinha de milho apds o tratamento pelo ozénio. Desse modo, 25
provadores treinados avaliaram através de um painel um total de quatro amostras, sendo uma
delas a amostra controle ndo ozonizada utilizada como referéncia e mais outras trés amostras
codificadas que foram ozonizadas. Essas amostras ozonizadas foram colhidas de diferentes
tratamentos, sendo uma que foi submetida a baixa exposicdo ao O3 (tratamento 5), uma que
foi submetida a média exposicdo ao Os (tratamento 9) e uma que foi submetida a alta
exposicdo ao Oj (tratamento 4). Para a avaliagcdo, os provadores utilizaram uma escala
numerada de 1 a 5 para qualificar a existéncia ou ndo de diferenga entre as amostras
codificadas e o controle. A numeracéo seguiu da seguinte forma: 1 — nenhuma diferenga; 2 —
pouca diferencga; 3 — moderada diferenca; 4- muita diferenca e; 5- extremamente diferente. Ao
final do estudo cada provador realizou duas avaliagdes somando um total de 50 respostas.

3.12 Andlise estatistica
Os resultados foram analisados utilizando estatistica descritiva e Andlise de Variancia

(ANOVA) com comparacdo das médias por Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Todos os dados foram tratados no Software Sisvar® 5.1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Amostras

Aliquotas de canjiquinha de milho (item 3.2) foram utilizadas previamente para
realizacdo da validacdo intralaboratorial de metodologia de extragdo para quantificagdo de
aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de
fluorescéncia (CLAE-DF), definida e descrita nos itens 3.4, 3.5 e 3.6.

Apols a definicdo da metodologia de extracdo e quantificacdo por CLAE-DF das
alflatoxinas pela validacao intralaboratorial, aliquotas finalmente foram preparadas para 0s
ensaios de ozonizagao como descritos no item 3.10.

4.2 Método

Os resultados mostraram que a metodologia de extracdo de aflatoxinas para
canjiquinha de milho, baseada no método multimicotoxinas proposto por Rodriguez Amaya e
Valente Soares (1989) adaptada as condicBes laboratoriais da presente pesquisa para
quantificacdo por CLAE-DF foi adequada em todos os parametros de validacdo analisados.

4.2.1 Métodos testados para a extracao e quantificacdo das aflatoxinas

Foi necessario inicialmente definir uma metodologia para determinacdo e
quantificacdo de aflatoxinas por CLAE-DF mais adequada de acordo com as condi¢des de
analises disponiveis no laboratério. Dessa forma, foram selecionadas duas metodologias de
extracdo mais utilizadas no Brasil e essas foram avaliadas com objetivo de obter a mais
adequada para a extracdo de aflatoxinas em gréos de milho. Os critérios iniciais adotados para
a escolha da metodologia foram a taxa de recuperacdo e a seletividade do método. A primeira
metodologia testada e adaptada é preconizada pelo Instituto Adolfo Lutz (2008), realizando
extracdo com cloroférmio, remocdo dos interferentes por filtracdo, particdo liquido-liquido
com metanol-agua-hexano e metanol-agua-cloroférmio, derivatizacdo pré-coluna com acido
trifluoroacético e quantificacdo por CLAE-DF.

A segunda metodologia foi adaptada a partir do método multimicotoxinas proposto
por Valente Soares e Rodriguez-Amaya (1989), consistindo na extracdo com metanol e
cloreto de potassio, purificacdo por filtracdo, precipitacdo com sulfato de cobre, adigcdo de
celite e particdo liquido-liqguido com metanol-agua-hexano e metanol-a4gua-cloroférmio,
derivatizacdo pré-coluna com solucdo composta por acido trifluoroacético e quantificacéo por
CLAE-DF. Esta foi a metodologia que mais se apresentou satisfatoria as condicOes
laboratoriais para a presente pesquisa.

4.2.2 Validagédo dos parametros analiticos

Os resultados de recuperacéo e repetitividade estdo apresentados na Tabela 6. Todos
os valores de recuperagdo encontram-se dentro das faixas preconizadas pela Comisséo
Europeia, bem como coeficiente de variacdo (EC, 2006) para cada uma das aflatoxinas em
todos os niveis de fortificacdo analisados (5, 20 e 50 pg/Kg), com variagdo maxima abaixo de
10 %.

Recuperacao
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A metodologia de extracdo de aflatoxinas utilizada no presente trabalho também foi
adotada por diversos pesquisadores para identificar a presenca dessas micotoxinas em
matrizes ou produtos derivados do milho.

Mattos et al (2009) afirmaram ter obtido recuperacdo média superior a 71,7% para
cada uma das aflatoxinas com esta metodologia. Resultados semelhantes foram obtidos por
outros pesquisadores, que também quantificaram as aflatoxinas, por cromatografia de camada
delgada (CCD) (SEKIYAMA et al, 2005; KAWASHIMA & VALENTE SOARES, 2006;
AMARAL et al, 2006). Utilizando a metodologia de extracdo proposta por Mallmann et al
(2000) com quantificacdo por CLAE-DF, Bento et al (2012) encontraram valores de
recuperacédo, das aflatoxinas B1 e G1 semelhantes, porém para B2 e G2 foram inferiores,
sendo 63,2% e 58,9%, respectivamente.

Neste estudo, a utilizacdo de CLAE-DF associada ao método de extracdo escolhido,
propiciou a obtencdo de percentagens de recuperacdo nas faixas de 83,8 a 107, 6 %, valores
estes que estdo dentro das recomendacOes da UE. De forma mais precisa, 0S ensaios de
recuperacdo das quatro toxinas apresentaram % Rec. Média para B1 - 95,4%; B2 - 95,3 %; G1
- 100,2 %; G2 - 88,2 %, além de coeficiente de variagdo (%CV) de 7, 68. Estes resultados se
encontram na Tabela 5. Considerando que os limites estabelecidos pela SANTE (2016) onde a
faixa de recuperacdo aceitavel é de 70 a 120% e o coeficiente de variacdo deve ser < 20%, 0s
resultados obtidos estdo de acordo com os critérios de validacdo exigidos pela UE tornando
valida e aceita a metodologia empregada neste trabalho.

Tabela 5: Média dos ensaios de recuperagdo em canjiquinha de milho adicionadas com 5, 20
e 50 pug/Kg de cada uma das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.

Aatoana NV e oricagio  Reaeratin a0 ov e

5 85,7 %

B1 20 96,1 % 9.4 10,55
50 105,1 %
5 89,7 %

B2 20 88,5 % 9.3 11,23
50 107,6 %
5 95,1 %

Gl 20 101,3 % 1002 4,60
50 1041 %
5 90,9 %

G2 20 83,8 % 88,2 436
50 89,6 %
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'Média referente a quatro extragdes para cada nivel de fortificacao.
Linearidade
Neste pardmetro, pode-se observar que na curva analitica de cada uma das quatro

aflatoxinas apresentaram coeficientes de correlacdo (R?) com valores entre 0,9911 e 0,9995
(Figura 7).

20000,0 y = 50765x - 460,8
R2=0,996
18000,0 ®AFG2a @AFB2a ®AFG2 @AFB2 [
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Figura 7: Curvas analiticas obtidas por padronizacdo externa através de 5 pontos de
diferentes concentracdes dos padrdes das aflatoxinas.

E recomendado pela ANVISA (2003) que esse valor seja de 0,99 para coeficiente de
correlacdo, enquanto o INMETRO (2003) estipula valor acima de 0,90. Sendo assim, foi
constatado que a metodologia utilizada neste estudo atende as recomendacGes destes 6rgaos
com relacdo a linearidade dos resultados.

Limites de deteccéo e de quantificacéo

Nas condic¢Bes experimentais adotadas, os limites de deteccdo do método foram de 0,8
Mg/Kg para todas as aflatoxinas, valores bem proximos aos descritos por Kawashima &
Valente Soares (2006), entretanto outros autores adotaram valores variados e ligeiramente
superiores a estes (SEKIYAMA et al, 2005; AMARAL et al, 2006).

O limite de quantificagdo do método utilizado neste estudo, foi de 3,6 pg/Kg, para
todas as 4 aflatoxinas avaliadas resultados estdo apresentados no Tabela 6. Valores estes,
superiores aos obtidos por Mattos et al (2009) que obtiveram valores ligeiramente mais
sensiveis como 2,08, 0,84 e 3,04 pg/Kg para as aflatoxinas B1, B2 e G2, respectivamente.

Visto que na legislacdo nacional o limite para os niveis de aflatoxinas no tipo de
amostra analisada nessa pesquisa € de 20 pg/Kg, € portanto aceitavel os LD e LQ obtidos com
0 método utilizado ou seja, podem ser considerados suficientes para a avaliagdo das amostras
de mercado.

O método adotado e utilizado nesse estudo mostrou ser sensivel, seletivo, preciso e
com valores de recuperacdo acima de 80 % para cada uma das aflatoxinas em amostras de
matriz de milho. Desta forma esta metodologia pode ser considerada adequada para extracao e
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quantificacdo de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 por CLAE-DF em amostras de canjiquinha e
canjica de milho.

Tabela 6: Faixa de trabalho, equacéo da reta, coeficiente de determinacéo (R?) e limites de
deteccdo e quantificacdo de metodologia para quantificacdo de aflatoxinas em canjiquinha.

Faixa
. de Equacao 2 LD LQ
Aflatoxina trabalho y=ax+b R (Mg/KQ) (M9/KQ)
(H9/KQ)

B, y = 39864x — 676,9 0,991

G y = 16286x — 247,11 0,995
316_50’0 0,8 3,6

G, y =21092x — 213,34 0,999

B, y = 50765x — 460,8 0,996

4.3 Calibracdo do ozonizador e quantificacdo do ozdnio produzido

Apbs a realizacdo de testes preliminares foi constatado que, nas condicdes
experimentais da presente pesquisa, a producdo de ozonio indicada pelo fabricante do
equipamento ozonizador foi diferente da producéo real quantificada pelo método iodomeétrico.
Portanto, foi fixado o fluxo de oxigénio para 0,5 L/min e, a Unica outra variavel controlavel
utilizada para a variacdo de producdo de ozonio foi a posicdo do dosador de descarga elétrica,
o qual varia de 0 a 10. Conforme apresentado na Figura 8, 0 aumento da posi¢do do dosador é
proporcional ao aumento da producdo de ozonio.

1.3
1.8
17
L6 .
L5 "
1.4

1.3
1.2
11

E2=09708 o

0.9
0.3

07 -
0.6 23
0.5 o

0.4

0.3
0.2
0.1

Producio de ozénio (g/h)

Posigio do Dosador

Figura 8 — Producédo de ozonio (g/h) a partir da variacdo da posicdo do dosador de voltagem
do ozonizador.
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O ozbnio utilizado nos experimentos foi produzido por processo eletroquimico,
utilizando o equipamento Ozone&L.ife 3.0 RM que possui capacidade de produgdo de até 3,0
g de Os/h. A concentracdo é regulada manualmente, através do dosador de frequéncia, com 10
posicoes e pelo regulador de fluxo de oxigénio que foram utilizadas para a calibragdo do fluxo
para obtencdo da concentracdo de Oz a ser utilizada. A partir de tais parametros foi possivel
definir a concentracdo desejada de 0zonio, conforme apresentado na Tabela 7.

A producdo de ozonio pode variar devido a pureza do oxigénio, estabilidade da
corrente elétrica e outros fatores externos ao experimento. Sendo assim, a confirmagdo da
producdo do O3 foi realizada ap6s metodologia adequada.

Tabela 7 — Calibracdo do ozonizador para producao de diferentes concentracdes de 0zonio
(mg/L).

Producdo aproximada de O3 (mg/L) a partir da variacdo de O, (L/min)”

Posicédo do 0,al,0 0, a3/4 0,al/2 0,alld 0,al/8
dosador L.min™ L.min™ L.min™ L.min™ L.min™
1 0,5 15 2 6 8
2 4 6 9 17 26
3 7 11 15 26 39
4 10 14 20 34 49
5 13 18 26 42 57
6 17 22 32 49 64
7 20 27 38 55 75
8 25 31 45 61 82
9 28 34 48 67 88
10 30 36 50 72 95

“Dados obtidos do fabricante do equipamento.
4.4 Determinacdo de aflatoxinas em amostras comerciais

No Brasil, a legislagdo vigente para aflatoxinas em produtos derivados do milho é para
aflatoxinas totais (B1 + B2 + G1 + G2) com limite maximo de 20 ug/Kg determinado pela
ANVISA (BRASIL, 2011). Nessa pesquisa foram analisadas 19 amostras do produto
canjiquinha e 27 amostras do produto canjica branca, totalizando 46 amostras. Foi detectada a
contaminacdo com pelo menos uma das quatro aflatoxinas em 22 amostras (47,8%) do total
analisado. Os resultados estdo expressos na Tabela 8.

Tabela 8: Incidéncia das aflatoxinas nas amostras comerciais analisadas

Amostras Amostras Incidéncia (n° positivas/total)

Produto Positi Analisad
osItivas nalisadas B1 B2 G1 G2
Canjiquinha 10 19 7/19 719 NdY19 2/19
Canjica branca 12 27 927 627  2/27  4/27
TOTAL 22 46 16/46 13/46  2/46  6/46

INd — nio detectado.
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Em pesquisa nos centros comerciais de cidades de outros estados do Brasil, alguns
autores também relataram a incidéncia de aflatoxinas em canjiquinha e canjica de milho além
da presenca das mesmas em outros produtos derivados do milho, ou em gréos também, porém
a amostragem pesquisada por esses autores sobre produtos semelhantes ao do presente
trabalho foi menor.

A contaminacéo por aflatoxinas totais variou em concentragdes de 0,3 a 8,9 ug/Kg. Os
resultados estdo expressos na Tabela 9 e Tabela 10. Outras pesquisas revelaram valores
bastante variados na contagem de aflatoxinas totais e, considerando aqueles que incluiram
canjiquinha e canjica de milho, tém-se o valor de 23,9 ug/Kg e 13,3 pug/Kg para aflatoxinas
totais para as Unicas amostras contaminadas desses dois produtos, respectivamente
(AMARAL et al, 2006). Kawashima e Valente Soares (2006) revelaram variacdes
contaminacdo por aflatoxinas totais de valores até 11, 16 e 20 pg/Kg para os produtos
contaminados de quirera fina (n=1/6), canjica (n=1/9) e quirera (n=2/6), respectivamente.
Enquanto Ferreira et al (2013) revelaram valores mais baixos de contaminagéo por aflatoxinas
totais variando entre 0,008 a 1,1 pug/Kg nos produtos de canjiquinha contaminados (n=3/6).

Na cidade de Campina Grande — PB, Mattos et al (2009) analisaram 40 amostras de
grdos de milho destinados a uma empresa alimenticia, ndo detectaram nenhuma contaminacéo
por aflatoxinas totais, porém esses autores ndao descartaram a presenca das mesmas apontando
principalmente a possibilidade de haver baixos indices de concentracdo como o maior fator de
dificuldade para detec¢do através da metodologia adotada naquela pesquisa.

Oliveira et al (2010) avaliaram a contaminacdo por aflatoxinas totais em amostras de
diferentes variedades de milho crioulo (n=10) para consumo originadas em trés diferentes
municipios do Parand e em Pelotas — RS. Esses autores detectaram a contaminacao por
aflatoxinas totais em 70% das amostras.

No estado do Mato Grosso — MT, Bento et al. (2012) pesquisaram a ocorréncia de
aflatoxinas em grdos de milho (n=84) em diversas regides (norte, sul, leste, oeste)
comparando duas safras de anos diferentes, onde detectaram contaminagdo positiva para
aflatoxinas totais em 21,4% das amostras, ou seja, 18 estavam contaminadas.

Das aflatoxinas pesquisadas, a forma Bl foi detectada com maior frequéncia,
ocorrendo em 16 (72,7 %) das 22 amostras positivas analisadas, variando suas concentracfes
entre 0,3 a 7,1 pg/Kg. A forma B2 foi a segunda em maior ocorréncia dentre as positivas,
totalizando 13 (59,1 %) amostras com concentracdes variando de 0,3 a 1,8 pug/Kg. Outros
trabalhos também revelam a frequéncia maior por presenca da forma Bl seguida pela B2;
Kawashima e Valente Soares (2006) revelaram ainda valores maiores em variages de
contaminacéo por aflatoxinas B1 e B2 na canjiquinha (de “nédo detectado” a 20 pug/Kg) e na
canjica de milho (de “ndo detectado” a 16 pg/Kg). Sekiyama et al (2005), em outros produtos
de milho também revelaram a mesma ordem de prevalente de frequéncia, com variacGes de
contaminacgéo aflatoxina B1 entre 8 a 59 ug/Kg e aflatoxina B2 em 2,4 pg/Kg. Essa mesma
ordem de prevaléncia foram evidenciadas nos grdos de milho pesquisados por Bento et al
(2012), onde as concentracdes de aflatoxina B1 foram entre 1 a 84,1 pug/Kg e aflatoxina B2
entre 1 a 4,6 pg/Kg.

As aflatoxinas G2 e G1 ocorreram em 6 (27,3 %) e 2 (9,1 %) das amostras positivas
em concentracGes que variaram de 1,0 a 2,3 ng/Kg e 2,4 a 5,0 pg/Kg, respectivamente.
Nenhuma outra pesquisa revela uma frequéncia maior de deteccéo pela forma G2 seguida pela
aflatoxina G1, como foi encontrada no presente trabalho. Bento et al (2012) revelaram as
variagdes de contaminacdo nos graos de milho por aflatoxina G1 em niveis entre 4,8 a 22,6
Mg/Kg e aflatoxina G2 em niveis entre 1 a 1,8 pug/Kg, mas ndo informam qual dessas duas
aflatoxinas foi detectada com maior frequéncia.
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Tabela 9: Niveis de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 e aflatoxinas totais nas amostras positivas

Aflatoxina B1 Aflatoxina B2 Aflatoxina G1 Aflatoxina G2 AFLASs Totais
/K /K /K /K /K
(Lg/Kg) (Mg/Kg) (Lg/Kg) (M9/KQ) (Lg/Kg) (M9/KQ) (Lg/Kg) (Mg/Kg) (Lg/Kg) (M9/KQ)
Canjiquinha 0,3-2,6 1,65 1,3-16 1,38 Nd* Nd* 1,5-1,8 1,65 0,3-39 2,55
%a”“ca 19-71 3.25 03-18 117 24-50 3.74 10-23 1,52 16-89 417
ranca
Total 03-71 2,61 03-18 1,29 Nd! - 5,0 3,74 1,0-23 1,57 03-89 3,44

INd - n3o detectado.
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Tabela 10: Concentracao de aflatoxinas B1, B2, G1, G2 e aflatoxinas totais detectadas em
cada amostra positiva

Aflatoxinas (ug/Kg) Aflatoxinas

Produto N Totais
B1 B2 G1 G2 (Lg/Kg)

1 2,6 1,3 3,9

2 2,5 1,4 1 3,9

3 26 13 Nd 3.9

4 2,6 1,3 3,9
Canjiquinha 2 2899 . 0,806
6 031 Nd 0,31

7 114 1,14

8 1,6 1,8 34

9 Nd 1,4 Nd* 1,5 2,9

10 1,4 Nd* 1,4

1 2,6 1,4 2,4 Nd* 6,4

2 3,0 1,4 1 4.4

3 71 18 Nd 8.9

4 193 032 Nd* 1,03 3,28

5 3,0 3,0

Canjica branca 6 2,9 1 2,9
7 2,8 Nd 2,8

8 2,7 2,7

9 3,3 3,3

10 1,5 N 1,7 3,2

11 Nd* 0,64 1,04 1,68

12 Nd* 5,09 2,349 7,439

INd - nio detectado.

A concentracdo média da contaminacdo de aflatoxinas totais nas 46 amostras
analisadas foi 1,64 pg/Kg. Esse foi um valor relativamente maior comparativamente com o
estudo de Amaral et al (2006) que revelaram a concentracdo média de contaminacdo por
aflatoxinas totais nas suas amostras analisadas no valor de 0,62 pg/Kg. Contudo, Kawashima
e Valente Soares (2006) encontraram valores mais proximos como 1,4 pg/Kg e também
Oliveira et al (2010) ao revelar o valor de 1,27 pbb.

A média de contaminacdo por aflatoxinas totais considerando apenas as amostras
positivas foi encontrada no presente trabalho foi no valor de 3,44 ug/Kg. Talvez por conta do
namero consideravelmente menor de amostras contaminadas, outros pesquisadores
consequentemente encontraram valores medios de contaminagdo por aflatoxinas totais em
nameros superiores como 6,4 pg/Kg (AMARAL et al, 2006), 16 pug/Kg (KAWASHIMA,;
VALENTE SOARES, 2006) e 1,8 ppb (OLIVEIRA et al., 2010).

A concentracdo média de contaminagdo pela aflatoxina Bl total nas 46 amostras
analisadas foi 0,91 pg/Kg. Valores semelhantes foram encontrados por outros pesquisadores
como 0,85 pg/Kg (KAWASHIMA & VALENTE SOARES, 2006) e 0,82 pg/Kg (OLIVEIRA
et al, 2010), ao passo que valores relativamente menores como 0,45 pg/Kg (SEKIYAMA et
al, 2005) e 0,57 pg/Kg (AMARAL et al, 2006) também foram encontrados. Considerando
apenas as amostras positivas, a concentracdo encontrada pela presenca da aflatoxina B1 no
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presente trabalho foi 2,62 pg/Kg. Analisando dessa maneira, os valores encontrados para
concentracéo de aflatoxina B1 somente nas amostras positivas por outros pesquisadores foram
consideravelmente maiores como 3,85 pg/Kg (OLIVEIRA et al, 2010), 16 ug/Kg
(KAWASHIMA & VALENTE SOARES, 2006) e 18,26 ug/Kg (SEKIYAMA et al, 2005).

Dentre as amostras positivas, as concentracbes mais altas detectadas para cada
aflatoxina, bem como na contagem de aflatoxinas totais, foram encontradas na canjica branca.
De forma diferente, Amaral et al (2006) apontam a canjiquinha como alimento com as
contagens mais altas para aflatoxinas totais sobre a canjica branca. Kawashima e Valente
Soares (2006) revelam resultados semelhantes de superioridade pela canjiquinha sobre a
canjica branca na contaminagdo por aflatoxinas totais, também na contaminacdo por
aflatoxina B1 seguida pela aflatoxina B2. Na pesquisa de outros diversos produtos derivados
do milho, Sekiyama et al (2005) revelaram apenas os produtos milho de pipoca e gréos de
milho como o0s que tinham contaminacdo por aflatoxinas, dessa maneira a maior
contaminagdo por aflatoxinas totais encontrada foi no milho de pipoca e em ambos o0s
produtos a aflatoxina B1 foi encontrada com maiores concentracfes seguida pela aflatoxina
B2. Bento et al (2012) analisou e comparou o nivel de contaminacgdo por aflatoxinas em gréos
de milho de duas diferentes safras, na primeira safra eles também revelaram maior
concentracdo de aflatoxina B1 seguida pela B2, contudo as amostras de grdos de milho
provenientes da segunda safra revelaram maior concentracdo da aflatoxina B1 seguida pela
aflatoxina G1.

O maior valor detectado para aflatoxina B1 foi a concentracdo de 7,1 pg/Kg, para
aflatoxina B2 foi 1,8 pg/Kg, para aflatoxina G1 e G2 os valores foram 5,09 e 2,349 ug/Kag,
respectivamente, e aflatoxinas totais foi 8,9 pg/Kg.

Na canjiquinha ndo foi detectada a presenca da aflatoxina G1 em nenhuma das
amostras analisadas e a contaminacdo maxima detectada para aflatoxinas totais foi de 3,9
Hg/Kg. Comparando com a literatura consultada néo detectaram aflatoxinas G1 e G2 ao passo
gue em outras pesquisas que analisam canjiquinha e canjica de milho, os autores néo
informam esses dados ao priorizar as informacdes quanto as aflatoxinas B1 e B2 enfocando
também os resultados nas aflatoxinas totais (SEKIYAMA et al, 2005; KAWASHIMA &
VALENTE SOARES, 2006; AMARAL et al, 2006; OLIVEIRA et al, 2010; FERREIRA et al,
2013). Da mesma forma, os resultados da pesquisa de Sekiyama et al (2005) em varios
produtos derivados do milho ndo informam quanto a contaminacdo por aflatoxinas G1 e G2.
Enquanto que os gréos de milho analisados por Mattos et al (2009) néo foi detectada nenhuma
presenca das aflatoxinas, nos graos de milho armazenados analisados por Bento et al (2012) é
revelado que amostras de uma das safras continham presenca das aflatoxinas G1 e G2.

Das 22 amostras positivas para aflatoxinas, nenhuma ultrapassou os limites maximos
de contaminacdo por aflatoxinas totais de acordo com os critérios adotados pela legislacao
nacional vigente que estabelece o valor de até 20 ug/Kg (BRASIL, 2011). Comparando esses
mesmos resultados tomando como critério aquele estabelecido pela legislacdo da Comisséo
Europeia (2006), onde o limite maximo permitido de contaminacdo por aflatoxinas totais em
produtos derivados do milho é de 5 pg/Kg, trés amostras de canjica branca estariam acima do
limite permitido, enquanto muitas outras amostras estariam préximas a este limite.

Embora alguns pesquisadores tenham utilizado metodologia de extragéo de aflatoxinas
semelhante ao presente trabalho e terem quantificado as mesmas por outra técnica como a
cromatografia de camada delgada (CCD), eles revelaram reduzida quantidade de amostras
positivas, porém detectaram amostras contaminadas em concentra¢des acima da permitida por
lei (BRASIL, 2011). Também, nos outros trabalhos nota-se menor quantidade de amostras de
canjiquinha e canjica de milho, pois os autores analisaram diversos tipos de produtos
derivados do milho.
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Das 123 amostras analisadas por Amaral et al (2006), 7 encontravam-se com
contaminacédo para aflatoxinas totais, onde 5 eram do produto fubg, 1 de canjica de milho, e
finalmente 1 canjiquinha na concentracdo de 43 pg/Kg para aflatoxinas totais, sendo entédo
identificada como a unica amostra encontrada com concentra¢es de contaminacdo acima do
limite da legislacdo. De forma semelhante Kawashima e Valente Soares (2006) analisaram 74
amostras revelando que 5 continham contaminacgéo por aflatoxinas totais sendo os produtos, 1
quirera fina, 1 canjica, 2 quireras e 1 farinha de milho, e dessas amostras contaminadas 1
quirera (23,3 pg/Kg) e 1 farinha de milho (21,5 pg/Kg) extrapolaram as concentragdes
méaximas de contaminacdo permitidas por lei. Sekiyama et al (2005) pesquisaram diferentes
produtos derivados do milho sem incluir canjiquinha nem canjica branca e das suas 121
amostras analisadas, apenas 3 estavam contaminadas, sendo elas 1 amostra de graos de milho
(23,7 pg/Kg) e 2 amostras de milho de pipoca com uma delas na concentragéo de 59 pg/Kg,
portanto esses autores detectaram duas amostras com contaminacdo por aflatoxinas totais
acima do permitido por lei. Por outro lado, Mattos et al (2009) analisaram 40 amostras de
grdos de milho destinados a uma industria alimenticia e ndo detectaram nenhuma
contaminag&o por aflatoxinas totais.

Sé&o diversos os trabalhos de pesquisa de micotoxinas em produtos derivados do milho
que revelaram e apontaram que os niveis de contaminacdo por aflatoxinas totais detectados
nesses mesmos produtos derivados sdo encontrados comumente com baixa frequéncia de
contaminagdo e também em baixos niveis de contaminacdo quando comparados ao que pode
ser detectado no milho em grdo citados de outras pesquisas (SEKIYAMA et al, 2005;
AMARAL et al, 2006; KAWASHIMA & VALENTE SOARES, 2006; MATTOS et al, 2009;
BENTO et al, 2012, FERREIRA et al, 2013).

Moraes (2009) descreve que no processo de moagem do milho podem ser separados
mecanicamente o endosperma, pericarpo e 0 gérmem do milho, sendo a partir desse
processamento que se obtém um produto derivado como a canjiquinha, farinha e fuba de
milho. Sendo o pericarpo a camada mais externa do gréo, Ferreira et al (2013) discutem que o
essa estrutura poderia funcionar como uma barreira no sentido de dificultar o acesso do fungo
ao endosperma que entdo poderia resultar na diminuicdo dos teores de micotoxinas em
produtos processados como a canjiquinha, fuba e farinha de milho analisados na pesquisa
deles, em relacdo a gréos inteiros. Seguindo esse raciocinio, Scudamore e Patel (2000)
observaram que ao realizarem uma limpeza nos grdos de milho apds o processo de moagem
houve uma reducdo de 40% na concentracdo de aflatoxinas em relacdo as concentragdes
iniciais detectadas nessas mesmas amostras. Dessa forma se poderiam explicar parcialmente
os resultados revelados nessa e em outras pesquisas de analise e detec¢do de aflatoxinas com
baixas concentra¢es em produtos derivados do milho comparados a resultados analisados nos
gréos de milho. Contudo, mais estudos sdo necessarios para esclarecer essa grande diferenca
das concentracGes de aflatoxinas detectadas entre os produtos derivados do milho processados
e 0s grdos ndo processados, visto que os resultados das pesquisas relacionadas podem ser
considerados ainda variéveis, além do mais s&o diversas as condicOes e fatores para que haja
crescimento de fungo e sintese de micotoxina pelo mesmo para que contamine o gréo de
milho ou o produto derivado (FREIRE et al, 2007). Vale citar que, por exemplo, Mattos et al
(2009) analisaram 40 amostras de gréos de milho destinados a uma industria alimenticia e néo
detectaram nenhuma amostra positiva para aflatoxinas totais por CCD.

Os baixos niveis de contaminacdo por aflatoxinas totais encontrados no presente
trabalho corroboram com os resultados revelados e discutidos em outras pesquisas, onde o
maior nivel de contaminacao por aflatoxinas totais encontrado dentre as amostras positivas foi
no valor de 8,9 ng/Kg, valor esse ainda menor que o encontrado por outros pesquisadores em
produtos derivados do milho e consideravelmente menor do que o encontrado em pesquisas
com grdos de milho, por exemplo, dos pesquisadores Sekiyama et al (2005) e Bento et al

38



(2012) que revelaram amostras positivas para aflatoxinas totais em niveis de 23,7ug/Kg e
108,7ug/Kg, respectivamente.

4.4.1 Consumo do Milho

No ano de 2011, o IBGE fez uma andlise do consumo alimentar pessoal no Brasil
através da ultima e mais recente publicacdo da Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF —
2008-2009). Na pesquisa em questdo foram levantados 105 alimentos ou grupos de alimentos
mais consumidos por pessoa. De acordo com a classificacdo dos alimentos, no grupo milho e
preparacOes, esta contido a canjiquinha de milho, enquanto a canjica branca esta contida no
grupo doce a base de leite. Na Tabela 11 esta representado o consumo médio per capita dos
alimentos mais consumidos comparados aos alimentos no presente estudo.

Tabela 11 — Consumo alimentar médio per capita dos diferentes alimentos mais consumidos
no Brasil (IBGE, 2011).

Posicéo Alimento ou Grupo de Alimento Consumo diario per capita

(g/dia)
1 Café 215,1
2 Feijdo 182,9
3 Arroz 160,3
4 Suco/refresco/suco em po reconstituido 145,0
5 Refrigerante 94,7
6 Carne bovina 63,2
7 Péo de sal 53,0
8 Sopas e caldos 50,3
9 Aves 36,5
10 Macarrdo e preparacdes a base de macarrédo 36,3
11 Leite integral 34,7
12 Cha 31,3
13 Cerveja 31,1
14 Peixe fresco e preparacgdes 23,4
15 Laranja 20,6
16 Milho e preparagdes 20,4
42 Doces a base de leite 55

Baseado nessas informagdes mais recentes pode-se representar melhor a realidade
nacional no que tange a exposi¢do do consumidor & aflatoxina B1 nos produtos derivados do
milho. Primeiramente foi realizado o célculo da concentracdo média de aflatoxina B;
detectada de cada grupo de produto no presente estudo (canjiquinha e canjica branca). Em
seguida foi possivel obter a estimativa da exposi¢do pela aflatoxina B1 adotando 70 Kg como
sendo o peso médio da populacdo adulta e para consumo alimentar médio per capita (IBGE,
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2011). E finalmente foi realizada a caracterizacdo do risco pelo céalculo da MOE. Os
resultados estdo expressos na Tabela 12.

Tabela 12 — Consumo alimentar médio per capita nacional, concentracdo média de aflatoxina
B, detectada na canjiquinha do presente estudo, estimativa da exposicéo e caracterizacdo do
risco.

Consumo  Concentragao

lassificacs l dia d Estimativa s
Alimento Classificacdo a imentar média de da Caracterizacéo
em estudo POF - IBGE médio per AFB; EXD0SiCAO do Risco
(2011) capita detectada ( b /Kg) (MOE)
(g/dia) (ug/Kg) Ho™9
Canjiquinha _Milho e 20,4 0,66 0,19 x 10° ~ 900
preparacdes
Canjica Doces a base 5,5 1,09 0,85 x 10 ~ 2000

branca de leite

A MOE indica o nivel de prioridade para a¢cdes de gerenciamento do risco e quanto
maior a MOE calculada, menor a preocupacdo e, geralmente, valores abaixo de 10000 tem
sido proposto como indicacdo de risco preocupante sob a Otica de saude publica (EFSA,
2005). Dessa forma, os resultados da caracterizacdo do risco, baseando-se na média nacional
de consumo per capita, indicam que ambos os alimentos estudados representam riscos a
salde da populacdo pela exposicéo crénica da aflatoxina B1 pela dieta de alimentos derivados
do milho, podendo aumentar a incidéncia do carcinoma hepatocelular, entdo necessitam de
atencdo mesmo que nenhuma das amostras tenha ficado acima dos limites permitidos pela
legislacdo nacional (BRASIL, 2011). A canjica branca, apesar de ter apresentado maior indice
de contaminacdo médio de concentracdo de aflatoxina B1 e aflatoxinas totais, comparado a
canjiquinha no mesmo estudo, constituiu menor risco a saude, porém ainda preocupante.

Ainda utilizando a pesquisa feita pelo IBGE (2011) foi possivel melhorar a
interpretacdo sobre exposicdo de aflatoxina Bl pelo consumo per capita de produtos
derivados do milho em diferentes tipos de grupos de consumidores que estdo representados
nas Tabelas 13, 14 e 15, analisando quais tipos de consumidores estdo mais expostos aos
riscos.

Tabela 13 — Consumo alimentar médio per capita por zona.

Classificagao Consumo alimentar médio per capita

Alimento POE — IBGE (g/dia)
em estudo (2011) Urbano Rural
Canjiquinha _ Vilnoe 15,8 43,6
preparacGes
Canjica Doces a base 5.4 6.0

branca de leite
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Tabela 14 — Consumo alimentar médio per capita por grandes regides.

Classificacéo

Consumo alimentar médio per capita (g/dia)

Alimento
POF - IBGE
em estudo (2011) Norte  Nordeste Sudeste  Sul ~ CoNUO-
oeste
Canjiquinha _Miho e 8,1 50,9 7.4 12,8 9,2
preparacdes
Canjica Doces a base 3.2 5.4 5.6 5.8 6.4

branca de leite

Tabela 15 — Consumo alimentar médio per capita por classes de rendimento total e variagcdo

patrimonial familiar per capita.

Classificacao

Consumo alimentar médio per capita (g/dia)

Alimento ; ;
em estudo POF—IBGE  Ats 206 Mais de Mais de Mais de
(2011) R$ 296 a 571 571a 1.089 R$
R$ 1.089 R$ '
Canjiquinha Mo e 36,0 21,2 10,4 88
preparacoes
Canjica Doces a base 48 47 5.3 76
branca de leite

* Foi considerado R$ 415,00 como salario minimo vigente em 15 de janeiro de 2009, data de
referéncia dessa pesquisa (IBGE, 2011).

De acordo com os dados de pesquisa do IBGE (2011), observa-se que 0 consumo
alimentar médio per capita do grupo de alimentos milho e preparacfes, onde a canjiquinha
estd contida, é consideravelmente maior na regido nordeste, seguido por consumidores da
zona rural e pessoas com menor renda, inclusive, estdo acima da média nacional. Dessa forma
é possivel identificar melhor quais sdo os consumidores brasileiros que estdo mais expostos
aos riscos de contaminagdo alimentar por aflatoxina B1l. Os resultados encontram-se na

Tabela 16.
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Tabela 16 — Resultados da estimativa da exposicao e caracterizacdo do risco de aflatoxina B1
nos diferentes grupos expostos, segundo consumo diério per capita de milho e preparacdes
(IBGE, 2011) nos niveis medios de contaminacédo de aflatoxina B1 detectados nesse estudo.

Consumo diario Estimativa da Caracterizacéo do
Exposicdo a AFB; per capita Exposicao (ug/Kg) Risco
(g/dia) (MOE)
Nordeste 50,9 0,48 x 103 ~ 355
Rural 46,6 0,44 x 103 ~ 386
Renda até 296 R$ 36,0 0,34 x 10° ~ 500
Renda entre 296 e 3 _
£71 RS 21,2 0,20 x 10 850
Média nacional 20,4 0,19 x 103 ~900
Urbano 15,8 0,15x 103 ~1133
Sul 12,8 0,12 x 103 ~ 1417
Renda entre 571 e 3 N
1.089 R$ 10,4 0,10 x 10 1700
Centro-oeste 9.2 0,09 x 103 ~ 1889
Renda superior a -3 B
1089 RS 8,8 0,08 x 10 2125
Norte 8,1 0,07 x 103 ~ 2428
Sudeste 7.4 0,06 x 103 ~ 2833

A Tabela 16 representa em ordem decrescente o consumo médio diario per capita de
milho e preparacdes de diferentes grupos de consumidores, bem como a média nacional. De
maneira Obvia, o valor do resultado do calculo da MOE por aflatoxina B1 sera inversamente
proporcional para aquele grupo que consome em maior quantidade, porém significa maior
preocupacdo com relagdo ao risco. Mais uma vez considerando que mesmo as 19 amostras de
canjiquinha estejam com contaminagdo de aflatoxinas totais dentro dos limites estabelecidos
pela legislacdo nacional vigente de 20 pg (ANVISA, 2011), a MOE nos indica que ha riscos a
salde pela ingestdo de aflatoxina B1.

Da mesma forma é facil delimitar quem sdo 0s grupos de consumidores com a sua
salde mais exposta a contaminacdo por aflatoxina B1. S&o eles, os consumidores da regido
nordeste, do meio rural e aqueles que possuem a menor renda. A MOE calculada para
aflatoxina B1 desses grupos esta abaixo da MOE de aflatoxina B1 nacional. 1sso demonstra
também o fato de que um alimento de milho, como a canjiquinha, pode mais facilmente
chegar a mesa do consumidor por se tratar de um produto acessivel e barato deixando esses
grupos de consumidores mais expostos aos riscos de contaminagao pela aflatoxina B1.

Com relacdo as 27 amostras de canjica branca analisadas no presente trabalho,
também foi calculado a estimativa de exposicao e a caracterizacao de risco pela aflatoxina B1,
a qual foi incluida como pertencente ao grupo de doces a base de leite, segundo IBGE (2011),
visto na Tabela 17.
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Tabela 17 — Resultados da estimativa da exposicao e caracterizacdo do risco de aflatoxina B1
nos diferentes grupos expostos pela aflatoxina B1, segundo consumo diério per capita dos
alimentos a base de leite (IBGE, 2011).

Consumo diario Estimativa da Caracterizacéo do
Grupo estudado per capita Exposicao (ug/Kg) Risco
(g/dia) (MOE)
Re”f%;‘gpsgor a 7.6 0,12 x 10 ~ 1417
Centro-oeste 6,4 0,10 x 10 ~ 1700
Rural 6,0 0,93 x 10™ ~ 1828
Sul 5,8 0,90 x 10™ ~ 1889
Sudeste 5,6 0,87 x 10 ~ 1954
Média nacional 55 0,85 x 10™ ~ 2000
Nordeste 5,4 0,84 x 10™ ~ 2024
Urbano 5,4 0,84 x 10" ~ 2024
Re”‘iéoe;;r;;’?l ¢ 53 0,82 x 10* ~ 2073
Renda até 296 R$ 4,8 0,75 x 10™ ~ 2267
Re”dg;";‘tée;% ¢ 4,7 0,73 x 10 ~ 2329
Norte 3,2 0,50 x 10™ ~ 3400

Os resultados demonstram que todos os grupos de consumidores possuem niveis de
preocupacao de aflatoxina B1 com riscos a salde, assim como a média nacional. Com relacéo
a quantidade de consumo médio per capita de cada grupo nota-se diferencas do mesmo em
comparagdo ao consumo de um alimento mais barato, como a canjiquinha. A canjica branca
esta no grupo de alimentos de doces a base de leite (IBGE, 2011) e analisando o conjunto sao
comparativamente produtos mais caros que a canjiquinha. O fato do grupo de consumidores
com a maior renda serem 0s que mais consomem este tipo de produto pode corroborar com
esta afirmativa. Os doces a base de leite podem trazer outro tipo de risco a saude do
consumidor que é a aflatoxina M1 que é o metabdlito hidroxilado da aflatoxina B1. De
qualquer maneira, mesmo que a canjica branca seja apenas um dos produtos classificados pelo
IBGE (2011) no grupo de alimentos de doces a base de leite, certamente este produto
contribui bastante para exposicao de aflatoxinas totais e aflatoxina B1 a saude do consumidor.

Embora as aflatoxinas em alimentos siga o principio ALARA (As Low as Reasonably
Achievable) de presentes em niveis tdo baixos quanto razoavelmente possivel (EFSA, 2012),
pesquisadores ressaltam que mesmo detectando niveis de aflatoxinas totais abaixo da
legislacdo a atencdo aos possiveis riscos a saude pode ser também verificada através da do
calculo da Ingestdo Diéria Provavel Média (IDPy) da aflatoxina B1. Alguns autores inclusive
comparam a IDPy a Ingestdo Média Toleravel (IDT) de 0,15 ng/Kg p.c./dia proposta por
Kuiper-Goodman (1995), onde encontraram valores de ingestdo superiores aos “toleraveis”
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(SECKIYAMA et al, 2005; KAWASHIMA & VALENTE-SOARES, 2006; AMARAL et al,
2006; FERREIRA et al, 2013).

Ainda, Amaral et al (2006) destacaram o fuba como principal produto do milho
consumido pela populagdo de baixa renda (IBGE, 2003). Nessa pesquisa, 0s autores
encontraram o valor da IDPy do fuba como sendo 0,21 ng/Kg p.c./dia para familias de menor
renda, mostrando que esse valor era quatro vezes superior a IDPy comparadas aquelas de
familias de maior renda. Além disso, verificaram diferencas da IDPy comparando-se diversas
regides do Brasil, sendo a regido nordeste com o maior indice de IDPy, no valor de 0,26
ng/Kg p.c./dia.

4.5 Influéncia da ozonizacéo nos niveis de aflatoxinas

A andlise por CLAE-DF das amostras de canjiquinha ozonizados, através da
combinacdo de diferentes valores das varidveis tempo de exposi¢do, concentracdo de 0zonio e
massa de grdos, mostrou valores diferentes de reducbes de aflatoxinas entre os 11 ensaios
avaliados. As redugdes mais significativas de aflatoxinas foram nos ensaios 4 e 8, onde foram
utilizadas as concentracfes mais elevadas de Oz (60 mg/L) e maior tempo de exposicao (8h).
A maior reducdo de aflatoxinas totais foi obtida no ensaio 4, correspondendo a 55,4%. As
maiores reducdes obtidas para as quatro aflatoxinas estudadas foram 57,0%, 30,0%, 54,6% e
36,1% para Bl, B2, G1 e G2, respectivamente, e também foram obtidas no ensaio 4. A
aflatoxina B2 foi a menos influenciada pela ozonizacdo em todos os ensaios. A Figura 9
mostra os resultados obtidos para cada aflatoxina em todos os ensaios, considerando a
amostra de controle como referéncia.

Na Tabela 18 s&o mostrados os resultados dos niveis de aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 e
aflatoxinas totais na amostra controle e nas amostras ozonizadas.
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Tabela 18 — Niveis de aflatoxinas presentes na amostra de milho controle e nas amostras
ozonizadas

Valores de aflatoxinas (em pg/Kg)
B1 B2 G1 G2  Totais'
C 52,8 53,7 521 46,8 2054

Ensaios

1 31,9 475 313 39,9 150,6
2 32,8 443 32,6 34,7 1443
3 36,4 442 350 350 150,6
4 22,7 37,6 23,7 29,9 1138
5 38,7 532 37,3 449 1741
6 35,8 51,3 36,1 39,3 162,5
7 29,9 46,9 28,7 36,9 1423
8 25,8 37,0 27,7 310 1216
9 30,4 442 29,5 355 1396
10 32,1 46,4 32,6 343 1454

11 29,2 46,7 30,4 334 139,7

! Somatorio das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.

As concentracdes de todas aflatoxinas avaliadas foram menores no ensaio 4,
evidenciando uma maior degradacdo dessas devido as condi¢cGes mais drasticas do ensaio (O3
na concentracdo de 60 mg/L, exposi¢cdo por tempo de 8h e massa de gréos correspondente a 1
Kg). Considerando a amostra controle como referéncia (0% de degradacao), foram calculados
os niveis de reducdo de cada micotoxina e também das aflatoxinas totais, as quais estdo
apresentadas na Figura 9. Como pode ser observado na Figura 9, além do ensaio 4, foram
obtidas as maiores reduc6es nos niveis de aflatoxinas totais na amostra do ensaio 8, atingindo
até pouco mais 40% de degradacao para aflatoxinas totais, sendo principalmente degradada a
aflatoxina B1 com pouco mais de 50% em nivel de degradacdo. Dessa forma, pode-se
observar que as maiores redugdes nos niveis das aflatoxinas foram obtidas nos ensaios que
possuiram a maior concentragdo de ozonio (60mg/L) e o maior tempo de exposic¢do (8 h),
independente da massa de graos utilizada (1 Kg no ensaio 4 e 5 Kg no ensaio 8).
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Figura 9 — Reducdo de aflatoxinas, expressos em %, ap0s ozonizacdo. A amostra controle foi
utilizada como referéncia (0% de degradacéo)

Luo et al (2014) analisaram a degradacdo de aflatoxinas por ozonio em amostras de
milho com dois diferentes teores de umidade. Seus melhores resultados de degradacdo foram
obtidos quando submeteram suas amostras de milho com umidade a 13,47% a exposicdo do
0z6nio em concentracdes de 40, 65, e 90 mg/L durante 40 min, obtendo taxas de degradacdo
de aflatoxina B1 em 41,1, 56,2, e 88,1%, respectivamente. Esses mesmos autores trataram
farinha de milho com ozbnio e ap6s 60 minutos de tratamento na concentracdo de 75 mg/L, as
taxas de degradacdo das aflatoxinas B1, G1, e B2 atingiram 78,76%, 72,09% e 70,73%,
enguanto as taxas de degradacdo de aflatoxinas totais atingiu 77,29% (LUO et al, 2013). Chen
et al (2014) otimizaram condicdes para desintoxicar aflatoxinas em amendoim por 0zonizagédo
e verificaram melhores taxas de degradacdo das mesmas com exposi¢do de ozoénio a uma
concentracdo de 6,0 mg/L durante 30 min, onde as taxas de degradacdo na contagem de
aflatoxinas totais e aflatoxina B1 foram 65,8% e 65,9%, respectivamente. Trombete et al
(2016) ozonizaram amostras de grédos de trigo e revelaram seus melhores resultados ao
realizarem o tratamento em concentra¢fes do ozénio em 60 mg/L por um periodo de 5 h,
obtendo as maiores reducdes para as quatro aflatoxinas em 54,4%, 63,2%, 40,3% e 34,0%
para G1, B1, B2 e G2, respectivamente.

Em todos os 11 ensaios avaliados, os niveis de degradacdo foram maiores e
semelhantes nas aflatoxinas G1 e B1, sendo a forma G2 mais resistente que essas e a B2 mais
resistente a ozonizacdo dentre todas estudadas. Essa diferenca de degradacdo entre as
aflatoxinas revela uma caracteristica de maior estabilidade pelas formas B2 e G2 frente ao
poder oxidativo do ozonio. McKenzie et al. (1997) ja haviam observado maior resisténcia de
aflatoxina B2 e G2 em relagdo a B1 e G2 pela presenca de ligaces duplas na posi¢cdo C8-C9
que as formas Bl e G1 possuem em sua estrutura, onde hd a acdo oxidante do ozonio
indicando maior sensibilidade das mesmas. Essa maior estabilidade das formas B2 e G2
comparadas as formas B1 e G1 frente a acdo oxidativa do 0zdnio tambem foi relatada em
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outras pesquisas (TROMBETE et al, 2016; CHEN et al, 2014; LUO et al, 2014; TIWARI et
al, 2010).

Nesse trabalho, através do planejamento fatorial completo 23, foi possivel estudar os
efeitos de cada varidvel independente utilizada no estudo, bem como suas interacGes. Através
da analise de variancia, foram considerados significativos os parametros com p-valores
menores que 5% (p <0,05). Conforme apresentado no grafico de Pareto (Figura 10), as
variaveis X; (concentracdo de 0z6nio), X, (tempo), X3 (massa de gréos) e as interagdes X1.X3
foram significativas na reducdo dos niveis de aflatoxinas totais, dentro das condicdes
estudadas. A interacdo X;.X; apresentou p-valor correspondente a 0,051 e foi considerada um
termo marginalmente significativo, ndo sendo eliminada na construgdo do modelo
matematico. A Figura 10 representa, através do diagrama de Pareto, 0s termos considerados
significativos (p < 0,05) e ndo significativos (p> 0,05) pela ANAVA.

e

11.004

(2)Concentracéo (mg/L)

(2)Tempo (min) % / / %8.0%4%
7
1by3 %

(3)Massa de gréos (Kg) -4.39596
4

1by2 % // %4 220996

1%2*3 Z -2.2964
.
_

4.483441

-

2by3 -1.11539

p=.05
Figura 10 — Grafico de Pareto para a variavel degradacéo de aflatoxinas totais.

A partir do Diagrama de Pareto, percebe-se que o termo que mais influenciou a
degradacdo das aflatoxinas foi a concentragdo do 0zodnio, seguido do tempo de exposicdo do
milho ao processo. Outros pesquisadores também revelaram em seus resultados que os efeitos
desintoxicantes em alimentos pela acdo do o0z6nio sobre as aflatoxinas também tornava-se
mais evidente conforme o aumento da concentracdo de 0zbnio e 0 tempo de exposicéo
utilizados no tratamento (TROMBETE et al, 2016; LUO et al, 2014; CHEN et al 2014; LUO
et al 2013; MENDEZ et al, 2003). As duas fases sobre a interacdo do oz6nio em gréos de
milho ja tinham sido descritas anteriormente (MENDEZ et al, 2003; KELLS et al, 2001;
STRAIT, et al 1998) pode explicar que em altas concentracfes de 0zonio mais rapidamente 0s
sitios de degradacdo sdo eliminados e 0 0zénio possa interagir com toda a massa de graos.

Para a elaboracdo do modelo matematico que representa a degradacao de aflatoxinas
totais pela ozonizagdo, foi utilizado o modelo sem o0s pardmetros estatisticamente n&o
significativos, com excecdo da interacdo X;.X, que foi considerada marginalmente
significativa. O modelo possuiu um percentual de variacio ajustado R?91.47%. A equaco X é
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0 modelo codificado obtido que descreve as superficies de resposta da degradacdo de
aflatoxinas através da ozonizacao, expresso em % de degradacdo, onde: X; = Concentracdo
do ozénio (mg/L), X, = Tempo de exposi¢cdo dos grdos (em min), e X3 = Massa de graos
utilizado no processo (Kg).

Neste caso a equacdo de degradacdo fica transcrita da seguinte maneira:

% Degradacdo de AF =29.8 + 6.3 X3+ 4.6 X, —2.5 X3+ 2.4 X1. X, + 2.5 X1 X3
Na Figura 11 sdo apresentadas as superficies de resposta e o grafico de médias que

representam a degradacdo de aflatoxinas, através da ozonizagdo, nas condi¢des experimentais
estudadas nesse trabalho.

Tempo (min)
Massa de graos (Kg)

I 45
I 40
35 g
30 - I 20
15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65gmos 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65pgyis

Concentragdo (mg/L) Concentracéo (mg/L)

Figura 11 — Superficies de resposta para a degradacdo de aflatoxinas, através da ozonizagao.
Influéncia das variaveis independentes tempo e concentracdo (a esquerda, Figura 11A) e
massa e concentracao (a direita, Figura 11B).

Conforme apresentado na Figura 11A, aumentando a concentracdo de ozénio até um

nivel préximo de 60 mg/L e aumentando o tempo de exposi¢cdo do milho ao processo proximo
de 480 min, é possivel obter a regido maxima de degradacdo de aflatoxinas nas condicGes
estudadas. O ensaio 4 com concentracdo de 60 pg/L ozbnio e 480 minutos de tempo de
exposicdo representa tais condigdes, através do qual foi atingido os niveis méaximos de
degradacéo de aflatoxinas (54% para G1, 57% para B1, 36% para G2 e 30% para B2).
Ja a Figura 11B demonstra que, a massa de grdos somente influencia quando sdo utilizadas
concentracdes baixas de o0zo6nio, corroborando com o que foi descrito sobre as fases de
interacdo do 0z6nio com a massa na pesquisa de Mendez et al (2003). Da mesma forma,
Trombete et al (2016) relataram que a massa de grdos influenciaram negativamente na
reducdo de aflatoxinas tratados com ozonio. E Steponavicius et al (2012) ao investigar sobre a
penetracdo do ozbnio entre os grdos relataram que a concentracdo de o0z6nio diminui
conforme o tratamento em amostras com massa maior.

Entdo, no presente trabalho, quando utilizadas altas concentracdes de ozénio (acima de
50 mg/L), a massa de graos pouco influencia. Assim, usando uma concentracao alta de ozonio
a massa de grdos € rapidamente saturada, independente se for utilizada 1 Kg ou se foi
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utilizado 5 Kg para as condi¢cbes experimentais aqui apresentadas, pois o nivel de saturacéo
0zoOnio n&o foi avaliado experimentalmente.

Analisando as duas Figuras 11, pode-se observar que nas condicGes experimentais
estudadas, a melhor condicéo para a degradacgéo de aflatoxinas totais em canjiquinha de milho
pode ser obtida usando a concentracdo de oz6nio de 60 mg/L, durante 8 h, independente da
massa de milho utilizada (1 a 5 Kg).

4.6 Efeitos da ozonizagéo na reducéo de fungos filamentosos totais

Apl6s a ozonizagdo das amostras, foram realizadas as contagens de fungos
filamentosos totais, nas amostras de canjiquinha de milho adicionadas de conidios, a fim de
avaliar o efeito do processo na reducgdo fangica. Os resultados encontrados estdo apresentados
na Tabela 19 e ilustrados na Figura 12.

Tabela 19 — Contagem de fungos filamentosos totais em amostras ozonizadas e amostras
controle

Amostras adicionadas com Amostras adicionadas com

Ensaios conidios de Fusarium spp conidios de Aspergillus spp

Contagem Resultados Contagem Resultados

UFC/g 10910 No/N UFC/g 10910 No/N
1 5,0x10* 1,10 5,4x10* 1,08
2 5,5x10° 1,34 6,5x10° 1,33
3 1,2x10° 1,64 1,5x10° 1,62
4 6,5x10" 2,77 3,1x10° 2,04
5 4,6x10* 1,08 3,0x10* 1,14
6 3,5x10* 1,11 1,6x10* 1,21
7 4,2x10° 1,39 3,4x10* 1,12
8 5,9x10° 1,33 2,6x10° 1,49
9 3,9x10* 1,11 1,5x10* 1,22
10 4,3x10* 1,09 1,5x10* 1,21
11 6,3x10* 1,05 6,2x10* 1,08
ct 1,1x10° 1,00 1,2x10° 1,00

' Amostra controle, ndo ozonizada. Limite de quantificacdo do método: 1x10* UFC/g
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Figura 12 — Contagem de fungos filamentosos totais (logiy UFC/g), em amostras de
canjiquinha de milho ozonizadas e amostras controle. A — Amostras adicionadas de conidios
de Fusarium spp. B — Amostras adicionadas de conidios de Aspergillus spp.

Percebe-se através da Figura 12 que nas amostras onde foram adicionados conidios de
Fusarium spp (amostras A) e Aspergillus spp e entdo ozonizadas (amostras B), as menores
contagens de fungos totais foram obtidas nos ensaios 4 e 3. Nesses ensaios foram utilizadas
concentracdes altas de ozonio (60 mg/L), onde foi observado que as maiores reducées
fangicas foram obtidas quando utilizadas altas concentracfes de Os;. Como descrito em outras
pesquisas de aplicacdo de ozénio em diversas condi¢cdes de concentracdo, obtendo melhores
resultados sobre a degradacdo de fungos conforme maior concentragcdo do ozénio. O ozénio
foi efetivo no controle de Fusarium verticillioides em milho armazenado (MILONA K. et al,
2014), Fusarium graminearum e Penicillium citrininum (SAVI & SCUSSEL, 2014),
Fusarium spp e Aspergillus spp em grdos de trigo (TROMBETE et al, 2016), Aspergillus
flavus também em gréos de trigo (EL-DESOUKY et al, 2012), Penicillium spp e Aspergillus
spp em graos de arroz (SANTOS et al, 2016).

Para a avaliacdo dos efeitos das variaveis independentes estudadas na reducdo da
contagem de fungos filamentosos totais nas amostras de canjiquinha de milho, foram
considerados os resultados em UFC/g expressos como logl0 No/N. A partir da ANAVA foi
possivel conhecer quais foram os termos que influenciaram significativamente (p< 0,05) a
reducdo dos fungos das amostras contaminadas com Aspergillus spp e Fusarium spp,
conforme apresentado nos graficos de Pareto (Figuras 13 e 14).
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A partir do Diagrama de Pareto, percebe-se que o termo que mais influenciou
positivamente a reducdo fungica, tanto nas amostras contaminadas com conidios de Fusarium
spp quanto nas adicionadas de Aspergillus foi a concentracdo do ozonio. A variavel tempo de
exposicao também teve influéncia positiva (p <0,05), enquanto a massa de grdos influenciou
de forma negativa em ambos os estudos, ou seja, quanto maior a quantidade de graos, menor é
a reducdo fungica. Outros autores também revelaram essas mesmas relaces positivas de
concentracdo de ozénio e tempo de exposicdo em relacdo a degradacdo de fungos, como
também acrescentaram que a quantidade de massa de graos interferem de maneira negativa,
guanto maior a massa mais degradacdo do ozonio diminuindo sua concentra¢do para agir na
oxidacdo das estruturas dos microrganismos (SANTOS et al, 2016; TROMBETE et al, 2016;
LUO et al, 2014; CHEN et al 2014; LUO et al 2013; MENDEZ et al, 2003).

Em ambos os estudos de reducdo fangica ndo foi possivel a obtencdo das superficies
de resposta, pois o percentual de variacdo ajustado R? foi baixo, correspondendo a 73,4% para
as amostras de Fusarium spp e 55.8% para amostras de Aspergillus spp. Portanto, as
superficies de resposta ndo representariam a realidade do experimento. Dessa forma, 0s
resultados foram representados e avaliados apenas pelo grafico de médias (Figuras 15 e 16).
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Figura 15 — Gréafico de médias para a variavel reducdo de fungos totais em amostras
adicionadas de conidios de Fusarium spp
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Figura 16 — Grafico de médias para a variavel reducdo de fungos totais em amostras
adicionadas de conidios de Aspergillus spp

A partir dos graficos de médias percebe-se que a maior reducdo fingica, tanto nas
amostras adicionadas de conidios de Aspergillus spp quanto nas amostras adicionadas de
Fusarium spp, é obtida quando utilizadas menor quantidade de gréos (1 Kg), maior tempo de
exposicao (480 min) e maior concentracdo de ozonio (60 mg/L). Dessa maneira, 0 0z6nio em
altas concentracGes eliminam rapidamente os sitios de degradacdo presente na superficie do
grdo que diminuiria suas concentracdes e passa a interagir livremente entre 0s graos
aumentando sua capacidade oxidativa frente as células fungicas, da mesma maneira que agiria
nas aflatoxinas.

4.7 Efeitos da ozonizagdo na contagem de microrganismos mesofilos totais
A contagem total de meséfilos foi realizada nas amostras ozonizadas sem

contaminacéo artificial. As amostras de canjiquinha de milho ozonizadas e controle foram
analisadas e a contagem de mesofilos totais esta apresentada na Tabela 20.
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Tabela 20 — Resultado da contagem de microrganismos mesofilicos totais em amostras de
canjiquinha de milho ozonizadas e amostra padréo

Ensaios Contagem (UFC/g)

4,0x10°
<LQ

<LQ
<LQ!

-

7,0x10*
1,6x10?
1,1x10?

<LQ
1,4x10?

© o0 N o o1 B~ w DN

1,3x10?

[EEN
o

11 1,2x10?
Controle 3.4x10°

!Limite de quantificacdo do método: 1x10' UFC/g

Devido a alguns ensaios terem apresentado resultados negativos (ndo houve nenhuma
colbnia na placa), ndo foi possivel fazer avaliacdo estatistica. Em alguns ensaios a 0zonizagao
reduziu o nmero de CFU / g para abaixo do limite de determinag&o do método (1x10' UFC /
g). A amostra de controle tinha uma contagem correspondente a 3,4x10% CFU / g, enquanto
gue no tratamento 5, que utilizou a menor concentracdo de Oz, a contagem original foi
reduzida para 7,0x10" CFU / g de canjiquinha de milho. Esta reducéo das células microbianas
pelo Os; pode estar relacionada a alteragbes do metabolismo celular, levando a apoptose e
estresse oxidativo, 0 que torna esta tecnologia muito interessante para o controle do
desenvolvimento de fungos e bactérias toxigénicas, que estdo entre 0s principais problemas de
contaminacéo alimentar (SAVI & SCUSSEL 2014).

Na inativacdo das bactérias pelo 0zdnio o primeiro alvo da oxidacdo é a membrana
celular, contudo ha evidencias de que o o0zOnio possa também agir sobre a atividade
enzimética das bactérias. A oxidagdo e a inativacdo pelo 0z6nio pode ser considerada uma
reacdo rapida e ndo tdo especificas em relacdo aos constituintes celulares, pois ja foram
relatadas que o ozdnio também pode reagir com as bases puricas e pirimidicas dos acidos
nucléicos da Escherichia coli (LAPOLLI et al., 2003).

Outros autores avaliaram a eficacia da ozonizagcdo em alimentos e verificaram a
eficacia do poder oxidante do ozonio sobre as bactérias. Cardoso et al (2015) relataram que
suas amostras de carcacas suinas foram submetidas a dois periodos de quatro horas de
aplicacdo de até 5 ppm de 0zonio durante o periodo de resfriamento (16 horas a 3°C) e ap0s 0
tratamento houve reducédo significativa (p<0,05) de mesdfilos aerébios. Couto et al (2014)
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verificou a acdo do 0zonio sobre Staphylococcus aureus em leite desnatado e leite integral,
nas concentracbes de 34,7 e 44,8 mg/L e a partir dos 20 minutos de tratamento por
0zonizagdo, as reducdes foram significativamente maiores.

4.8 Resultados da analise de qualidade
4.8.1 Avaliacéo sensorial

Os resultados da andlise sensorial, realizado através do método de comparagédo
multipla para aroma estdo apresentados na Figura 17.

Amostras

3.346

Controle E11 E4 E5

Amostras

Figura 17 - Notas médias de diferenca obtidas em escala variando de 1-nenhuma diferenca a
5- extremamente diferente, pelo método de comparagdo multipla para o parametro “aroma”.

Todas as amostras foram consideradas significativamente diferentes do controle,
apresentando notas médias entre 3,35 e 4,54 que sdo representadas na escala como uma
diferenca entre moderada e extrema.

amostra e5 - nota 3,34 representada na escala como moderadamente diferente
amostra ell - nota 3,9 representada na escala como muito diferente
amostra e4 - nota 4,54 representada na escala como uma diferenga entre muita e extrema

Todas as amostras diferiram do controle (p< 0,05). Provavel oxidacdo lipidica é a
diferenca foi causada por “aroma de ranco”.

Os resultados da andlise sensorial, realizado através do método de comparagdo
multipla para aparéncia geral estdo apresentados na Figura 18.
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NOTAS MEDIAS SEGUNDO ESCALA DE DIFERENGA

1,8
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Figura 18 - Notas médias de diferenca obtidas em escala variando de 1-nenhuma diferenca a
5- extremamente diferente, pelo método de comparagdo multipla para o parametro “aparéncia
geral”.

Apenas a amostra e4 foi considerada significativamente diferente do controle,
apresentando nota média de 1,6 que € representada na escala como uma diferenca entre ligeira
e moderada. A variacdo de cor ocorreu, provavelmente, pela oxidacdo dos carotenoides do
milho, tornando esse mais branco.

4.8.2 Resultado da analise de cor

O valor L* deu diferenca no ensaio 4, pois este valor aumentou e foi 0 Unico que
diferenciou do controle. Essa diferencga significativa entre a luminosidade L* da amostra
ozonizada do ensaio 4 e a amostra controle indicam aumento da intensidade do branco, ou
seja, houve degradacdo significativa dos carotenoides responsaveis pela cor natural do milho.
Assim aumentou o L*, pois a canjiquinha ficou mais branca. O valor de a* nao foi
estatisticamente diferente (p >0,05), pois se trata da tonalidade verde ausente no milho.
Contudo o valor de b* foi menor no ensaio 4, pois o valor de b refere-se a0 amarelo que
diminuiu com o tratamento pelo oz6nio fazendo o milho perder a cor amarela promovida
pelos compostos bioativos carotenoides. No entanto, estas coordenadas devem ser analisadas
juntamente com L*, pois assim indicaria se os grdos ficaram brancos ou ndo. A canjiquinha
seria considerada branca conforme os valores de a* estivessem mais proximos de zero e 0s
valores de luminosidade de 100 (ORTOLAN et al., 2010).

Os carotenoides sdao uma familia de mais de 600 compostos lipossolUveis encontrados
nas plantas conferindo cor as folhas e frutos (BRITTON et al., 2004; AMBROSIO et al.,
2006). O grédo de milho possui menor concentragdo de carotenoides quando comparado a
outros alimentos, porém ainda € considerado um alimento com fontes de carotenoides
(RODRIGUEZ-AMAYA et al, 2001). Os principais carotenoides encontrados nos grdos de
milho séo as xantofilas (luteina, betacriptoxantina e zeaxantina) e os carotenos (betacaroteno,
alfacaroteno e betazeacaroteno) (JANICK BUCKNER et al., 1999). A capacidade do ozonio
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em branquear ou descolorir pigmento, tal como os carotendides, € uma de suas caracteristicas
mais conhecidas. No milho a cor amarela esta relacionada com a presenca de carotenoides 0s
quais sdo facilmente oxidados por agentes oxidantes como o ozénio (TIWARI et al., 2008).
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Figura 19 — Resultados da analise de colorimetria. Parametro L*.
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Figura 20 — Resultados da anélise de colorimetria. Parametro a*.
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Figura 21 — Resultados da anélise de colorimetria. Parametro b*.
4.8.3 Acidez total titulavel

A determinacdo de acidez pode fornecer informacdes sobre o estado de conservacao
de um produto alimenticio, pois qualquer processo de decomposicdo pode alterar
concentracdo dos ions de hidrogénio. Houve diferenca entre as amostras. O ensaio 4
apresentou o menor valor devido as condi¢gdes mais extremas de 0zonizagdo apresentados no
presente trabalho, onde este tratamento foi realizado com menor massa de grdos (1Kg), maior
tempo de exposicao pelo 0zénio (8 h) e maior concentracdo de ozénio (60 mg/L). As amostras
5, 6, 7 e 9 ndo diferenciaram do controle. Quando ocorre oxidacdo do alimento, altera quase
sempre a concentracdo dos ions de hidrogénio, entdo a acidez é aumentada (1AL, 2008).
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Figura 22 — Resultados da anélise de acidez total titulavel.
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4.8.4 pH

Houve diferenca significativa (p <0,05). O ensaio 4 apresentou 0 menor valor devido
as condicOes mais extremas de ozonizagdo apresentados no presente trabalho, onde este
tratamento foi realizado com menor massa de grdos (1Kg), maior tempo de exposicdo pelo
0zo6nio (8 h) e maior concentragdo de ozonio (60 mg/L). A diferenca significativa entre o pH
da canjiquinha controle e as demais amostras ozonizadas em diferentes concentracGes de
0z0nio (20, 40 e 60 mg/L) pode ser atribuida a oxidagao dos lipidios, produzindo assim acidos
graxos, que sdo diretamente relacionados com a reducdo da qualidade final dos produtos
(GUZEL-SEYDIM et al., 2004).
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Figura 23 — Resultados da andlise de pH.
4.8.5 Umidade e atividade de agua

A umidade corresponde a perda em peso sofrida pelo produto quando aquecido em
condicBes nas quais a agua € removida e, possivelmente, outras substancias que se volatilizam
nessas condi¢des também sédo removidas. O residuo obtido no aquecimento direto é chamado
de residuo seco. Nao houve diferenca significativa (p >0,05). O teor de umidade do utilizado
no presente estudo foi muito baixo (9,5 £ 0,4%). Quanto maior o teor de umidade, maior sera
0 potencial de degradacdo das micotoxinas, devido a formagdo de radicais ‘OH de forte
capacidade de oxidacdo, como demonstrado por EI-Desouky et al. (2012). Preferimos usar um
baixo teor de umidade, uma vez que é a condicdo sob a qual o grdo de milho é armazenado na
industria de alimentos, e porque este alimento ainda ndo foi estudado sobre ozonizacdo. Luo
et al (2014) verificaram que a a¢do oxidante do ozdnio sobre a aflatoxina B; foi mais eficiente
quando tratado o milho numa umidade menor comparando suas condi¢fes de tratamento.
Esses mesmos autores revelaram ainda que depois do tratamento de farinha de milho exposta
a concentracfes de 15, 30, 45 e 75 mg/L de ozono durante 60 minutos, houve diminuicéo da
umidade de 17,4% para menos de 15% (LUO et al, 2013).
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos pode-se afirmar que o desenvolvimento da
metodologia visando analise de um produto derivado do milho com uma técnica mais precisa
e confiavel como a CLAE-DF mostrou vantagens quanto a sensibilidade na deteccdo de
aflatoxinas. Assim, desde a etapa de extracdo pelo método adaptado quanto a etapa de
quantificacdo aflatoxinas em canjiquinha e canjica de milho por CLAE-DF ofereceram
resultados satisfatérios, com pardmetros de validacdo avaliados pela presente pesquisa
estando adequados de acordo com critérios oficiais adotados.

Do total de 46 amostras de mercado analisadas, 22 (47,8%) foram positivas para pelo
menos uma aflatoxina. Nenhuma amostra foi detectada com os niveis de contaminacédo para
aflatoxinas totais acima da vigente legislacéo brasileira (20 pg/Kg), contudo quase metade do
total de amostras analisadas apresentou contaminacdo com pelo menos uma das quatro
aflatoxinas, principalmente aflatoxina B1, que possui maior potencial patogénico dentre as
aflatoxinas. Dessa maneira, mesmo gue a contaminacao esteja em quantidades aceitaveis, as
aflatoxinas podem causar problemas de satide em médio ou longo prazo.

A partir do célculo da Margem de Exposicdo (MOE) foi possivel caracterizar e avaliar
0 risco de exposicdo da aflatoxina B1 nos diferentes tipos de grupos consumidores apontando
aqueles mais susceptiveis. Embora esse fator ndo seja uma quantificacdo do risco, ele pode ser
usado para indicar o nivel de preocupacao em saude publica, fornecendo dados para subsidiar
a ANVISA em suas acOes de gerenciamento de risco da exposicdo e garantir alimento seguro
para a populagdo, e para dar suporte informativo aos consumidores para decisdes pessoais de
estilo de vida no consumo de alimentos.

A ozonizagdo gasosa mostrou-se como tecnologia ndo térmica eficaz para reduzir a
contaminacdo aflatoxina e microbiana em canjiquinha de milho. Foi verificado que os
tratamentos de ozonizacdo mais drasticos estudados alcancaram melhores resultados na
reducdo de contaminacdo, sendo influéncias positivas, quanto a maior concentragdo de
0z6nio, maior tempo de exposicdo ao 0z6nio e menor massa de graos para interacdo com o
ozonio. Utilizando diferentes concentracdes de 0zonio, foi possivel obter reducbes de 54,6%,
57,0%, 36,1% e 30,0% para as aflatoxinas G1, B1l, G2 e B2, respectivamente. A
contaminacdo fangica foi reduzida em torno de 3 ciclos log CFU/g. Verificou-se 0 mesmo
efeito microbicida na contagem total de mesofilos.

Uma vez que o grdo de milho é uma matéria-prima utilizada para produzir uma grande
variedade de alimentos, a 0zonizagdo gasosa pode ser considerada uma opgao promissora para
melhorar sua seguranca, reduzindo efetivamente aflatoxinas e a contaminagdo microbiana.
Contudo, mais pesquisas precisam ser realizadas e analisadas quanto a qualidade fisico-
quimica da canjiquinha, também com relacdo a aceitabilidade do produto pelo consumidor,
devido diferenga sensorialmente detectada entre a canjiquinha ozonizada e a ndo tratada.
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