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RESUMO

O trigo é atualmente uma das principais fontes de nutrientes para a populagéo
mundial, o que justifica a grande importancia econdmica da cultura no cenario de
producao de graos. A seguranca desse cereal e de produtos derivados pode ser
comprometida pela ocorréncia de micotoxinas, originadas desde o cultivo no campo
até as etapas de processamento. As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios
toxicos produzidos por fungos filamentosos, especialmente os dos géneros
Aspergillus, Penicillium e Fusarium. A exposi¢gao a esses compostos pode resultar
em nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, carcinogenicidade, entre outros. As principais
micotoxinas relacionadas a cultura do trigo e que possuem Limites Maximos
Tolerados (LMTs) estabelecidos por agéncias reguladoras sao o desoxinivalenol
(DON), aflatoxinas (em particular, AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2), ocratoxina A (OTA) e
zearalenona (ZEA). Essas micotoxinas s&o produzidas por fungos como Fusarium
graminearum, Aspergillus flavus, Penicillium verrucosum, Fusarium
pseudograminearum, contemplados por diversos estudos na literatura quanto a sua
inducdo a toxicidade. O objetivo deste estudo foi caracterizar, por meio de uma
revisao sistematica, a ocorréncia de fungos e micotoxinas em trigo e o efeito do uso
da tecnologia de ozonizagao sobre o controle e redu¢do dos mesmos na cultura do
trigo. Foram abordados também os mecanismos envolvidos na redugéo de fungos e
micotoxinas, aspectos regulatorios e perspectivas para uso dessa tecnologia no
processamento de alimentos. O uso do ozénio (O3) surge como uma estratégia para
controle de fungos e redugdo nos niveis de micotoxinas em alimentos. O ozénio
possui alto potencial oxidante, penetrabilidade e capacidade de acgao direta na
parede celular de microrganismos. Além disso, a tecnologia de ozonizagao €
considerada ambientalmente amigavel, visto que o 0zénio se dissocia no oxigénio e
nao deixa residuos nos alimentos. Verificou-se que poucos estudos tém se dedicado
a avaliagdo do efeito da ozonizagdo sobre fungos e micotoxinas presentes
especialmente em trigo e derivados. O ozbnio tem se mostrado eficiente para fins
de descontaminagdo, alcangando niveis de redugao superiores a 90% para fungos e
micotoxinas e assegurando concentragdes finais abaixo dos limites maximos
regulamentados pela legislagao brasileira. Foram relatadas reduc¢des de 3,0 e 3,1 log
nas contagens de Fusarium spp. e Aspergillus spp, respectivamente, apos aplicagao

do ozbnio em trigo. Entre as variaveis analisadas, as que mais influenciam no



tratamento frente ao controle do nivel de micotoxinas e contagem de fungos foram a
concentragédo de O, seguida pelo tempo de exposigdo e tamanho da massa de
graos. Os maiores niveis de redugdo se originaram da aplicagdo das maiores
concentragbes de O;. Concluiu-se que a ozonizagdo € um método considerado
eficiente na redugdo de contaminagao de graos de trigo por fungos filamentosos e

micotoxinas.

Palavras-chave: Aflatoxinas, Aflatoxina B1, Desoxinivalenol, Ozdnio, Zearalenona.
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1 INTRODUGAO

A cultura do trigo apresenta grande relevancia na produgdo mundial de graos.
Em conjunto com o arroz e o milho, o trigo integra o quadro dos cereais mais
cultivados no mundo (CONAB, 2022). A grande popularidade da cultura esta
atrelada a diversidade de cultivares e a possibilidade de emprega-las na fabricagao
de uma extensa gama de alimentos. A produ¢cdo mundial de trigo totaliza cerca de
778,8 milhdes de toneladas anualmente e estima-se que no Brasil, 78% do gréos
processados deem origem a farinha de trigo, que posteriormente é destinada as
industrias de panificagdo, massas e biscoitos (USDA, 2021; ABITRIGO, 2021).

A ocorréncia de micotoxinas em cereais e seus derivados decorrente da
contaminagao por fungos é comumente relatada na literatura (ALSHANNAQ, YU,
2017). As micotoxinas sao metabdlitos secundarios téxicos produzidos por fungos
filamentosos, especialmente os dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium
(Sweeney, 1998). O controle da contaminagdo por micotoxinas surge como um
desafio importante do ponto de vista de seguranga alimentar e manutencédo da
saude da populacdo, uma vez que a implementagcdo de boas praticas agricolas
(BPA's), de armazenamento e processamento nem sempre sdo suficientes para
garantir a auséncia destes compostos. A ingestdo de tais metabdlitos pode
ocasionar uma série de efeitos adversos a saude de humanos e animais. As
complicagbes dependem diretamente da natureza da micotoxina e do nivel de
contaminagao (FUNG, CLARK, 2004). Entre os efeitos cronicos e agudos de maior
recorréncia estdo 0s  genotoxicos, hepatotdxicos, imunossupressores,
carcinogénicos e teratogénicos (SMITH, 2016).

Os fungos do género Fusarium sao responsaveis pela producdo das
principais micotoxinas relacionadas ao trigo, como €& o caso do desoxinivalenol
(DON) e zearalenona (ZEA). O DON é a micotoxina mais recorrente na cultura,
encontra-se disseminado nas principais regides produtoras em niveis significativos
(TIBOLA, FERNANDES, 2020). O género Aspergillus responde pela produgao das
aflatoxinas (AFs) e ocratoxina A (OTA), que sao repetidamente encontradas em trigo
e produtos a base de trigo. Essas micotoxinas possuem limites maximos
estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que segue

apresentando redugdes gradativas nos limites maximos permitidos para algumas



12

micotoxinas ao longo dos anos a fim de restringir a contaminagao e proteger a saude
dos consumidores.

Nesse contexto, novas tecnologias estdo sendo aplicadas com intuito de
promover reducdes nos niveis de micotoxinas em alimentos contaminados, incluindo
o uso de radiagao, enzimas, adsorventes e a ozonizagao (LUZ et al., 2022). O uso
do ozbnio surge como uma alternativa promissora de redugdo na contaminagao,
uma vez que possui alta capacidade oxidante e a decomposi¢ao do composto nao
deixa residuos nos alimentos, gerando como produto final o oxigénio. Resultados
positivos frente ao uso da ozonizagcdo para controle de micotoxinas tém sido
relatados na literatura; especialmente em frutas, vegetais frescos e cereais
(TROMBETE, 2016). A tecnologia pode ser aplicada na forma gasosa ou por meio
de agua ozonizada. Para armazenamento de graos e controle de fungos e
micotoxinas, 0 uso do gas € mais relatado. Enquanto o uso de 0zbnio em meio
aquoso esta mais relacionado a higienizagao de frutas e hortalicas e umidificagao
de cereais em etapa anterior ao processo de moagem (COELHO et al., 2015).

A degradacdo dos compostos toxicos ocorre por meio da reagao do ozénio
molecular (O;) ou radicais hidroxil com os contaminantes, ocasionando a
degradacéao e geracgao de produtos de baixo peso molecular com reduzida toxicidade
e atividade biolégica. Uma das principais vantagens relacionadas ao uso do ozdnio
em detrimento de outros agentes oxidantes é o reconhecimento como uma
“tecnologia ambientalmente amigavel” no que tange a produgéo e aplicagéo (LUO et
al., 2014; TROMBETE, 2016; O'DONNELL et al., 2012).

A presenga de micotoxinas no trigo € inevitdvel em muitos casos,
principalmente pelas caracteristicas da infec¢ao fungica, que se distribui ao longo do
grao desde as camadas mais externas (LEE et al., 1987). Dessa forma, é essencial
gque mecanismos alternativos de reducdo desses compostos, como € o caso da
o0zonizagao, sejam aprofundados a fim de garantir que alimentos seguros cheguem a

mesa dos consumidores.

2 OBJETIVOS

Apresentar, com base em dados da literatura, o estado da arte relacionado a

ocorréncia de fungos e micotoxinas e do uso do ozbénio em alimentos, bem como
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investigar o efeito do uso da tecnologia de ozonizagao sobre o controle e redugao

de fungos e das principais micotoxinas encontradas na cultura do trigo.

3 METODOLOGIA

Este trabalho consiste em uma revisdo bibliografica, um método que tem
como finalidade sintetizar os resultados obtidos por pesquisas realizadas
anteriormente sobre o tema proposto. A consulta aos artigos ocorreu por meio das
bases de dados “Web of Science”, “Pubmed” e Biblioteca SciELO durante o periodo
de maio até setembro de 2022. Combinagdes entre as palavras-chaves “wheat,
mycotoxin, methods to reduce mycotoxins, fungus, ozone, deoxynivalenol,
zearalenone, aflatoxin, Fusarium” foram utilizadas com o intuito de filtrar os materiais
de interesse. Consideraram-se aptas as publicacbes realizadas a partir do ano de
2012. Os trabalhos foram elencados a partir de leitura criteriosa do resumo e do

material na integra, e julgados conforme a pertinéncia ao tema proposto.

4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 O TRIGO NA ALIMENTAGAO HUMANA

O trigo (Triticum aestivum L.) € um cereal amplamente cultivado e possui
grande importancia econdmica e nutricional. Atualmente, o trigo € considerado o
segundo alimento mais consumido no mundo, alcangando um consumo anual de
aproximadamente 791 milhdes de toneladas (FAO, 2021; USDA, 2021). O consumo
expressivo através da dieta se justifica pela contribuicdo significativa que esse
alimento detém como fonte direta de energia, proteinas, vitaminas, minerais e fibras
(MCKEOWN et al., 2013).

A produg¢ao mundial de trigo atingiu cerca de 778,8 toneladas safra relativa ao
periodo de 2021/2022. A Tabela 1 apresenta o ranking dos dez maiores produtores
mundiais. Juntos, estes paises somam aproximadamente 645,1 milhdes de
toneladas, equivalente a 82,8% do percentual global. O Brasil atualmente integra a
décima quinta posicdo no ranking, com produgdo estimada de 7,7 milhdes de
toneladas (USDA, 2021; CONAB, 2022). Em ambito nacional, a regiao Sul concentra

aproximadamente 90% da produgao brasileira de trigo, sendo o estado do Paranéa o
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estado que apresenta os maiores numeros, seguido pelo Rio Grande do Sul
(CONAB, 2022).

Tabela 1- Maiores Produtores Mundiais de Trigo Safra 2021/2022 (1000T).

Posicao Pais Volume (1000 T)
1 Unido Européia 138,4
2 China 135,9
3 india 109,5
4 Russia 75,2
5 Estados Unidos 44,7
6 Australia 36,3
7 Ucrania 33
8 Paquistao 27,4
9 Argentina 221
10 Canada 21,6

Fonte: USDA - Junho/2022.

Praticamente todo o trigo produzido € destinado a moagem com o intuito de
ser transformado em farinha e posteriormente, aplicado na fabricacdo de paes,
massas, bolos, biscoitos, entre outros. No Brasil, a maior parte da producao interna é
absorvida pela industria de panificagdo (46,9%), enquanto o uso doméstico faz
abrange cerca de 18,7% e o restante € consumido pela industrias de massas
(17,9%), biscoitos (11,9%) e outros (4,5%) (ABITRIGO, 2020).

4.2 FUNGOS PRODUTORES DE MICOTOXINAS EM TRIGO

A microbiota dos graos de trigo € composta por uma diversidade de fungos
filamentosos. Os fungos sdo ubiquos, estdo distribuidos na natureza, no solo, ar,
agua de irrigagao, entre outros. Todas essas podem ser consideradas potenciais
fontes de contaminagdo em cereais, sendo recorrentemente aproveitadas por fungos
dos géneros Fusarium, Aspergillus e Penicillium. Frequentemente, as infecgdes
fungicas se iniciam no campo e sdo levadas até os locais de armazenamento dos
graos. Ao encontrar condi¢gbes propicias, especialmente umidade e temperatura

elevadas, pequenas quantidades de esporos fungicos sao capazes de germinar e se
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multiplicar rapidamente, ocasionando deterioragdo dos grdos e sintese de
micotoxinas (MORETTI, PASCALE, LOGRIECO, 2019).

Durante o cultivo no campo, fungos toxigénicos podem atuar de outras
maneiras. Algumas espécies do complexo Fusarium graminearum atuam como
patdogenos nas plantas, estando relacionadas a ocorréncia de uma das doencgas
mais importantes no trigo, a Fusarium Head Blight (FHB) ou fusariose. O inicio da
infeccdo fungica se concentra na ocasiao de extrusdo das anteras sob temperatura
6tima de 20 a 30°C, caracterizando o estadio de florescimento como o mais sensivel
a contaminacgdo pelo patogeno. Apos a infec¢do, o fungo se propaga por meio dos
raquis e é possivel perceber a senescéncia prematura de espiguetas infectadas. Por
vezes as infecgdes fungicas ocorrem tardiamente, durante o enchimento dos graos,
gerando menores impactos na produtividade mas contribuindo para aumentar os
niveis de micotoxinas no produto final (DEL PONTE et al, 2004). Os principais
patdogenos associados a doenga sdao membros do complexo, porém outros
patégenos como F. culmorum, F. avenaceum, F. poae e F. cerealis também podem
ocasiona-la (AOKI et al., 2012; VALVERDE-BOGANTES et al., 2019). As espécies
de Fusarium causadoras da FHB sdo capazes de sintetizar as substancias toxicas
ainda no processo de colonizagdo dos gréos, afetando n&o so6 a produtividade como
a seguranga e a qualidade do produto. A qualidade é reduzida quando os graos
ficam murchos, descoloridos e ocorre a degradacdo das proteinas em razdo da
infecgao fungica. Micotoxinas do grupo dos tricotecenos (desoxinivalenol e nivalenol)
e a zearalenona sio as principais toxinas produzidas pelas espécies causadoras de
fusariose.

Alguns fungos também se desenvolvem na planta durante a senescéncia ou
em condi¢des de estresse, como é o caso do Aspergillus flavus. O Aspergillus flavus,
assim como o Aspergillus parasiticus sdo as principais espécies relacionadas a
producdo de aflatoxinas (BENNETT, KLICH, 2003). Enquanto A. flavus é capaz de
produzir as aflatoxinas B1, B2, o A. parasiticus sintetiza também as aflatoxinas G1 e
G2. Da mesma forma, as aflatoxinas podem ser produzidas por A. nomius, A.
pseudotamarii, A. bombycis, A. toxicarius, A. minisclerotigenes, A. parvisclerotigenus
e A. arachidicola, e manifestadas sobretudo, em areas de clima tropical e subtropical
(SAMSON et al., 2006).

Existem fungos que colonizam a planta e predispde o trigo a contaminacgao

por micotoxinas apds a colheita, a exemplo do Penicillium verrucosum,
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predominantemente vinculado a producdo de ocratoxina A em cereais em climas
temperados ou frios (PITT, HOCKING, 1997). O P. verrucosum €& uma espécie
saprofita, que se instala no solo e consegue se desenvolver em condi¢gdes de
reduzida atividade de agua e, até mesmo em residuos de outras culturas. O fungo
em questdo é capaz de colonizar os gréos durante a etapa de secagem tardia e em
situagdes de pos-colheita deficitaria, se beneficiando de bolsées de umidade para a
producédo de OTA. Em partes mais quentes e tropicais no mundo, a OTA também
pode ser produzida por algumas espécies de Aspergillus, como A. ochraceus, A.
alliaceus, A. carbonarius, A. niger e A. melleus (BAYMAN et al., 2002). Ha relatos de
ocorréncia de outros fungos toxigénicos na cultura do trigo, contudo, os
apresentados até entdo demonstram maior relevancia na producdo de micotoxinas

legisladas.

4.3 OCORRENCIA DE MICOTOXINAS EM TRIGO

4.3.1 Micotoxinas

As micotoxinas sao metabdlitos secundarios  produzidos por diversas
espécies de fungos filamentosos, especialmente dos géneros Aspergillus, Penicillium
e Fusarium. Em condigbes propicias de umidade e temperatura estes fungos podem
se desenvolver nas plantas durante o cultivo no campo ou nas etapas subsequentes,
de armazenamento, transporte e processamento dos graos (EFSA, 2012;
SWEENEY, 1998; ALSHANNAQ, YU, 2017). A combinagédo de temperaturas entre
20 e 30°C e umidade relativa do ar na faixa de 75 a 95% proporciona circunstancias
favoraveis para o crescimento fungico. Porém, a produg¢ao de micotoxinas nao esta
condicionada apenas & presenca de fungos. E necessario que ocorram oscilacdes
em tais parametros para que os compostos toxicos sejam produzidos (ANFOSSI et
al., 2016).

O consumo de alimentos contaminados por micotoxinas pode implicar no
comprometimento da saude humana e animal. A exposi¢céo a tais compostos toxicos
esta relacionada ao surgimento de efeitos de genotoxicidade, nefrotoxicidade,
hepatotoxicidade, imunossupresséo, carcinogenicidade e disturbios gastrointestinais
(HUSSEIN, BRASSEL, 2001; SMITH, 2016; AGRIOPOULOU et al., 2020).
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Entre as micotoxinas mais relacionadas a contaminagcdo de alimentos é
possivel destacar as aflatoxinas (AFs), ocratoxina (OTA), fumonisina B1 (FB1),
desoxinivalenol (DON), nivalenol (NIV), zearalenona (ZEA) e toxinas T-2 e HT-2
(HUSSEIN, BRASSEL, 2001; LIEW, 2018). A Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre o Cancer (IARC) classifica as aflatoxinas B1, G1, B2 e G2 no grupo 1, que
engloba os compostos considerados carcinogénicos para humanos. A OTA e
fumonisina integram o grupo 2B, sendo consideradas possivelmente carcinogénicas
para humanos. Enquanto, DON, ZEA e toxinas T-2 e HT-2 fazem parte do grupo 3,
tratando-se de substéncias n&o classificaveis quanto a sua carcinogenicidade para
humanos (IARC, 2020). A Figura 1 apresenta a estrutura quimica das principais

micotoxinas encontradas em cereais no mundo.

Figura 1- Estrutura quimica das principais micotoxinas encontradas em cereais.
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Fonte: PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov).

Estima-se que cerca de 25% da produgdo agricola mundial esteja

contaminada por micotoxinas (ESKOLA et al., 2020). Do ponto de vista econémico, a


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

18

presencga destes metabdlitos resulta em perdas significativas na produc¢ao de graos,
descarte de alimentos e ragcdes improprias para consumo, prejuizos na saude de
animais, e consequentemente, reducao de produtividade da pecuaria e aumento de
custos com analises e regulamentacao (CHELI et al., 2013).

A maioria das micotoxinas sdo compostos quimica e termicamente estaveis, o que
justifica a dificuldade de eliminagdo durante o processamento de alimentos.
Processos como cocg¢ao, assamento, fritura e pasteurizagdo nem sempre sao
suficientes para eliminar a presenca de micotoxinas no produto final (KAUSHIK,
2015). Dessa forma, o conhecimento referente a outros mecanismos de redugéo
vém sendo aprofundado a fim de minimizar a chegada desses compostos até o prato
dos consumidores. Entre eles, ressalta-se 0 uso do oz6nio como uma alternativa

viavel.

4.3.2 Caracterizagao das principais micotoxinas encontradas no trigo e
efeitos téxicos relacionados

4.3.2.1 Desoxinivalenol (DON)

Os tricotecenos (TCTs) s&o o grupo que engloba micotoxinas com
diversificadas estruturas quimicas. Sao divididos em quatro tipos diferentes (A, B, C
e D) conforme as disposi¢des que ocorrem em torno da estrutura central. As toxinas
T-2 e HT-2 se encontram no tipo A, enquanto o tipo B € constantemente relacionado
ao desoxinivalenol (DON). Tipos C e D nao incluem tricotecenos significativos para o
cultivo de cereais (MARIN et al., 2013).

Tricotecenos sédo produzidos especialmente por fungos do género Fusarium.
Do ponto de vista econdmico, os fungos mais importantes produtores de TCTs sado o
Fusarium graminearum e o Fusarium culmorum. Eles sdo considerados patogenos
causadores da doenga Fusarium Head Blight (ou fusariose) que infecta o trigo e
outros cereais de inverno, originando diversos danos nos cultivos e perdas
relacionadas a qualidade dos graos (SON, LEE, 2012).

Entre as micotoxinas produzidas por Fusarium, o DON é a mais distribuida
ao redor do mundo. O DON é conhecido também como “vomitoxina”, em razéo da

recorréncia da manifestacdo de vOmitos como sintoma. Contudo, outros efeitos
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também estdo relacionados a essa micotoxina, entre eles diarréia, dor abdominal,
dores de cabeca e febre (SOBROVA et al., 2010). A toxicidade de DON é expressa
devido a facilidade do metabdlito penetrar nas bicamadas lipidicas da membrana
celular e reagir com DNA, RNA e organelas celulares. O principal mecanismo que
DON utiliza para induzir a toxicidade € a inibicdo da sintese proteica ribossomal e
posterior ruptura da sintese de DNA e RNA (WANNEMACHER et al, 1991;
ALSHANNAQ, YU, 2017; RICHARD, 2017).

A dose letal (LDsy), que usualmente serve como indicador da toxicidade
aguda, varia entre 46 e 78 mg/kg para o desoxinivalenol. Além disso, os efeitos
cronicos decorrentes da exposi¢cao a esta micotoxina incluem redugéo do ganho de

peso e de eficiéncia nutricional e anorexia (PESTKA, 2004).

4.3.2.2 Zearalenona (ZEA)

A ZEA é uma micotoxina caracterizada como uma lactona macrociclica do
acido B-resorcilico, produzida por espécies do género Fusarium que incluem o F.
graminearum, F. semitectum, F. pseudograminearum (BHATNAGAR, 2002; PISTOL,
2014). Esta micotoxina exibe uma semelhancga estrutural com o horménio estrogénio
e por isso, € comumente associada a sua forte atividade estrogénica e efeitos
decorrentes dessa caracteristica. A ZEA compete pela ligagdo com os receptores de
estrogénio (ERa and ERB) em animais, o que resulta em lesdes ao sistema
reprodutor e efeitos como infertilidade, hiperestrogenismo, reducao na producao de
leite, atrofia dos ovarios, entre outros (KOWALSKA, 2016; ZINEDINE et al., 2007).

E recorrente a contaminag&do por ZEA em culturas como o trigo, milho, aveia e
centeio, bem como a ocorréncia simultanea dessa micotoxina com o desoxinivalenol.
Da mesma forma, a producédo de ZEA ¢é auxiliada pela instauracédo de condi¢des de
alta umidade e baixas temperaturas (YAZAR, OMURTAG, 2008).

4.3.2.3 Aflatoxinas (AFs)

As AFs sdo metabdlitos secundarios toxicos produzidos por fungos do género

Aspergillus, principalmente A. flavus e A. parasiticus e A. nomius. O A. flavus produz
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apenas os tipos de aflatoxinas B1 (AFB1) e B2 (AFB2), enquanto o A. parasiticus é
capaz de produzir os quatro tipos mais estudados que sao as aflatoxinas B1, B2, G1
e G2 (BENNETT, KLICH, 2003; ALSHANNAQ, YU, 2017). A contaminagéo por
aflatoxinas € comum em regides umidas e com temperaturas elevadas e acomete
uma grande variedade de alimentos como o milho, arroz, cevada, trigo, amendoim,
nozes e até mesmo o leite animal, pela ocorréncia da aflatoxina M1 (AFM1)
(WILSON et al., 2002; BOEVRE et al., 2012; ALSHANNAQ, YU, 2017).

O grupo das aflatoxinas compreende diferentes estruturas quimicas. As
moléculas das aflatoxinas constituem-se de um anel ciclopentanona ou lactona
condensado a uma molécula de bifurano cumarina. A AFB1 possui um anel
ciclopentanona e uma ligagédo dupla entre os carbonos C8 e C9 em apenas um dos
anéis furano e por isso, se diferencia estruturalmente das demais (NORDIN, 1995).
Ela é reconhecida por ser a mais toxica e mais recorrente em casos de
contaminacgao de alimentos entre o grupo das aflatoxinas.

Os efeitos mais relacionados a exposicdo as aflatoxinas sado a
carcinogenicidade, teratogenicidade, hepatotoxicidade, = mutagenicidade e
imunossupressao. O principal 6rgao afetado pela agéo das aflatoxinas no organismo
€ o figado (BENNETT, KLICH, 2003). Isso se justifica pelo fato de as aflatoxinas
serem metabolizadas no figado pelas enzimas do citocromo P450. No caso da
AFB1, ocorre a biotransformacdo em AFB1-8,9-epoxido e este composto se liga
covalentemente ao DNA, formando adutos (ALSHANNAQ, YU, 2017).

4.3.2.4 Ocratoxina A (OTA)

Entre as micotoxinas que compdem o grupo das ocratoxinas, a OTA é a que
apresenta maior relevancia, especialmente por manifestar maior toxicidade. A
estrutura molecular da OTA consiste em uma R-fenilalanina que se liga a uma
isocumarina por meio de ligacdo amida. Tal estrutura exibe semelhanga com o
aminoacido essencial fenilalanina e interfere na atividade da fenilalanina hidroxilase
nos rins e no figado, prejudicando a sintese proteica. Além disso, ela é capaz de
inibir a sintese de RNA e DNA (ZANIC-GRUBISC et al., 2000; EFSA, 2006). A
presenca de uma molécula de cloro em sua estrutura é responsavel por potencializar
seu carater toxico (MURPHY et al., 2006).
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A OTA expressa nefrotoxicidade e hepatotoxicidade aguda. Contudo, ela
também € considerada genotdxica, neurotdxica, teratogénica e embriotoxica em
humanos e animais (EFSA, 2006). No que diz respeito a eliminagdo desta
micotoxina, a mesma apresenta grande estabilidade em ambientes acidos e pode
tolerar processamentos térmicos realizados em altas temperaturas (BENNETT,
KLICH, 2003).

4.3.3 Ocorréncias de Micotoxinas em trigo em diversos paises no mundo

As micotoxinas produzidas por fungos do género Fusarium representam as
principais ocorréncias relacionadas ao trigo em termos de relevancia dos niveis
encontrados e potencial toxico para saude humana e animal. Os niveis de
contaminagao em trigo apresentam grande variabilidade em fungcdo das condigdes
climaticas enfrentadas nas diferentes regides de cultivo, safra, variedade de
cultivares, entre outros. Apesar disso, o DON tem sido a micotoxina mais relatada
como contaminante em trigo e produtos a base de trigo ao redor do mundo, ele
encontra-se disseminado nas principais regides produtoras, geralmente em altos
niveis. Na Europa, estima-se que o DON esteja presente em cerca de 50% das
amostras analisadas. Tal ocorréncia é seguida pela ZEA e outras micotoxinas que
integram o grupo dos tricotecenos como NIV, toxinas T-2 e HT-2 (CHELI et al., 2013;
VISCONTI, PASCALE, 2010).

A contaminacdo por AFs, especialmente dos grupos B e G, vem sendo
constantemente identificada em niveis elevados no trigo e alimentos relacionados,
sobretudo em paises que contam com temperaturas elevadas (MARTINS, 2015).

Além das micotoxinas mencionadas, a OTA e as fumonisinas, especialmente
a FB1, apresentam grande importédncia no que diz respeito a ocorréncia de
micotoxinas em cereais, incluindo o trigo e sdo comumente citadas na literatura
(ZEBIRI et al., 2018; ROOHI et al., 2012).

A ocorréncia simultdnea de micotoxinas também ¢é frequente em cereais e
produtos relacionados, sendo relatada em diversas regides do mundo. O fato
decorre da possibilidade de um alimento estar contaminado por varios fungos ao
mesmo tempo, tais fungos, em sua maioria, sdo capazes de produzir multiplos

metabdlitos simultaneamente.
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A Tabela 2 expde uma sintese geral de alguns resultados publicados em

estudos que avaliaram

a ocorréncia de micotoxinas em trigo produzido em

diferentes paises. Os estudos selecionados contemplaram a avaliagdo de DON,

ZEA, OTA e AFs.

Tabela 2- Ocorréncia de micotoxinas em trigo produzido em diversos paises.

Amostras positivas/

Micotoxina Local Total de amostras Referéncia
Sérvia 94/103 Stankovic et al. (2012)
Brasil 64/65 Del Ponte et al. (2012)
Austria 95/166 Rodrigues & Naehrer (2012)
DON China 615/672 Liu et al. (2016)
China 27/30 Zhang et al. (2015)
Brasil 55/100 Duffeck et al. (2017)
Italia 28/47 Alkadri et al. (2014)
Roménia 38/52 Alexa et al. (2013)
Brasil 39/100 Duffeck et al. (2017)
ZEA Brasil 48/150 Tralamazza et al. (2016)
Malasia 6/20 Soleinmany et al. (2012)
Croacia 35/51 Pleadin et al.(2013)
india 29/50 Kumar et al. (2012)
Siria 12/40 Alkadri et al. (2014)
OTA Roménia 33/52 Alexa et al. (2013)
Maléasia 40/100 Soleimany et al. (2012)
Lituania 8/8 Mankevi€iené et al. (2014)
AFs Catar 717 lkuwari et al. (2022)
Malasia 15/20 Soleimany et al. (2012)
AFB1 Egito 12/36 Hathout et al. (2020)
Croécia 15/201 Pleadin et al.(2015)

Fonte: Elaborado pelo autor.

No Brasil, Duffeck et al. (2017) estimou os niveis de DON, ZEA e OTA a partir

da analise de 100 amostras de trigo coletadas em trés estados brasileiros (Parana,

Rio Grande do Sul e Sdo Paulo). Dois desses estados estdo localizados na regido

sul, que concentra os maiores numeros de produgédo nacional, configurando uma
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analise importante sobre o cenario brasileiro frente a contaminagao por micotoxinas.
Constatou-se que cerca de 55% das amostras estavam contaminadas por DON e
39% das amostras por ZEA, em niveis médios de 795,2 pg/kg e 79,78 pg/kg,
respectivamente. Enquanto a OTA nao foi detectada nas amostras. Os niveis de
ambas as micotoxinas foram considerados seguros para consumo humano, uma vez
que a legislacéo brasileira prevé limites de DON e ZEA em grédos de trigo para
processamento de até 2000 e 400 pg/kg (BRASIL, 2022).

Abaixo estao retratadas as distribuicdes dos niveis de DON (Figura 2A) e ZEA
(Figura 2B) analisados por cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplado a
espectrometria de massas (UHPLC-MS/MS) em 78 municipios dos estados citados.
Os circulos representam a localizagao geografica dos municipios e o tamanho dos

mesmos € proporcional aos niveis médios da micotoxina encontrada no local.

Figura 2 - Distribuigdo dos niveis de (A) Desoxinivalenol e (B) Zearalenona em amostras
de trigo de 78 municipios brasileiros.
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4.3.4 Legislagao e limites de tolerancia de micotoxinas em trigo

O comércio internacional de commodities agricolas, impulsionado pelo avango
da globalizagcédo, amplia a entrada de micotoxinas na cadeia alimentar e intensifica a
necessidade de discussdo sobre a harmonizacdo legislativa (BRYDEN, 2012).
Nesse sentido, muitos paises tém buscado consolidar regulamenta¢gées com intuito
de garantir controle sobre contaminagdo de micotoxinas na alimentacdo humana e
animal. Em nivel internacional, alguns 6rgaos sao responsaveis por avaliar os riscos
relacionados a contaminagcédo e consequente exposi¢ao a estes compostos, sdo eles
o Comité Conjunto da FAO/WHO sobre Aditivos Alimentares (JECFA, Joint Expert
Committee on Food Additives), a Organizagao para Agricultura e Alimentagao (FAO,
Food and Agriculture Organization) e o conselho cientifico da Organizagao Mundial
da Saude (WHO, World Health Organization), ambos vinculados a Organizagao das
Nagdes Unidas (ONU).

A legislacdo considerada a mais rigorosa para micotoxinas em alimentos é
seguida pela Unido Europeia desde 2006. A mesma estabelece que o limite maximo
de DON em cereais é de 1250 ug/kg, enquanto para ZEA é de 100 ug/kg para gréos
de cereais destinados ao consumo humano e animal. As aflatoxinas e OTA possuem
limite maximo toleravel em cereais e produtos derivados de 4 pg/kg e 3 ug/kg,
respectivamente (EUROPEAN COMMISSION, 2006).

Os Estados Unidos contam com um limite maximo tolerado (LMT) de DON em
graos de trigo destinados ao consumo humano € de 1.000 upg/kg, enquanto no
Canada o LMT de DON é de 2.000 ug/kg (FDA, 2011; CANADA, 2020).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece limites
maximos tolerados (LMT) para a presenca de micotoxinas em alimentos a nivel
nacional por meio da Instrugdo Normativa n° 160 de 1 de julho de 2022. A fim de
proteger a saude dos consumidores, os limites estabelecidos pela ANVISA tém se
tornado cada vez mais restritivos ao longo dos anos. A Tabela 3 apresenta as
redugdes gradativas dos LMTs estabelecidos para alimentos a base de trigo
destinados ao consumo humano até o ano de 2022. O LMT estabelecido para DON
em trigo ndo processado é de 2.000 ug/kg e para a ZEA é de 400 pg/kg. No caso da
OTA e aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2), esses limites sado estabelecidos para a classe
que compreende cereais para processamento e cereais e produtos de cereais,

apresentando os valores de 20 pg/kg e 5 pg/kg respectivamente (BRASIL, 2022).



Tabela 3 - Limites maximos tolerados para alimentos a base de trigo.
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Micotoxinas

Alimentos

LMT

(ng/kg)

LMT

(ng/kg)

LMT
(ng/kg)

LMT

(ng/kg)

LMT
(ng/kg)

2011

2012

2017

2019

2022

Desoxinivalenol
(DON)

Alimentos a base de
cereais para
alimentacgao infantil

200

200

200

200

200

Trigo em gréos para
posterior
processamento

3000

3000

2000

Trigo integral, trigo
para quibe, farinha de
trigo integral e farelo
de trigo

2000

1250

1000

1250

Produtos derivados
de trigo: farinha,
massa, crackers,
biscoitos e pao

1750

1000

750

1000

Zearalenona
(ZEA)

Alimentos a base de
cereais para
alimentagao infantil

20

20

20

20

20

Trigo em gréos para
posterior
processamento

400

400

400

Trigo integral, farinha
de trigo integral e
farelo de trigo

400

200

200

200

Produtos derivados
de trigo: farinha,
massa, crackers,
biscoitos e pao

200

100

100

100

Ocratoxina A
(OTA)

Alimentos a base de
cereais para
alimentacgao infantil

Cereais e produtos
derivados de cereais

10

10

10

10

Cereais para posterior
processamento

20

20

20

Aflatoxinas
(AFLA) B1, B2,
G1, G2

Cereais e produtos
de cereais

Alimentos a base de
cereais para
alimentacgao infantil
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Fonte: ANVISA

4.4 0 USO DO 0ZONIO EM ALIMENTOS

4.4.1 Ozo6nio

O ozbnio (O3) tem estrutura composta por trés atomos de oxigénio, formada
pela dissociagdao de moléculas de O, que produz radicais livres altamente reativos.
Tais radicais interagem com as demais moléculas de oxigénio presentes e dao
origem ao O, (Figura 3) (ALMEIDA et al., 2004). A palavra “ozénio” € derivada do
grego “ozein” que significa “aquilo que cheira”, ressaltando seu odor forte e
caracteristico, que pode ser percebido pelo olfato humano em concentragbes que
variam entre 0,002 e 0,004 ppm (KHADRE et al., 2001; LAPOLLI et al., 2003).

Figura 3 - Formacao da molécula de ozbnio.
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Fonte: ALEXANDRE, 2018.

A substancia é encontrada em estado liquido na temperatura de -111,9 °C e
s6lido em -192,7°C (MAHAPATRA; MUTHUKUMARAPPAN; JULSON, 2005). Em
temperatura ambiente o 0z6nio se mantém na forma de um gas instavel que se

degrada rapidamente, embora possua um tempo de meia-vida mais longo no estado
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gasoso do que em solugdo aquosa. A solubilidade do ozbénio em agua € afetada
diretamente pela temperatura, diminuindo conforme ocorre um aumento na
temperatura (HILL, RICE, 1982). As propriedades fisicas apresentadas na Tabela 4
validam a poderosa acao oxidante e o potencial de desinfeccdo do ozbnio, que é
capaz de destruir ligagdes duplas em compostos organicos e gerar produtos simples
de baixo peso molecular (CHANDRAVARNAN; AGYEI; ALI, 2022).

Tabela 4 - Propriedades fisicas do ozbnio.

Propriedades Fisicas Valores
Ponto de ebulicao -111.9 °C
Densidade 2.14 kg/m3
Entalpia de formagéao 144.7 kJ/mol
Ponto de fusdo -192.7°C
Peso molecular 47.9982 g/mol
Solubilidade em agua 3 ppm (a 20°C)

Fonte: MAHAPATRA; MUTHUKUMARAPPAN; JULSON, 2005.

O uso de ozébnio tem sido fortemente difundido para fins de descontaminacgéao
de alimentos como frutas e vegetais frescos, sucos, cereais e farinhas. A aplicagéo
para sanitizacdo e desinfeccdo de equipamentos utilizados nos processamento de
alimentos, superficies e materiais de embalagem também é considerada efetiva e
segura (FREITAS-SILVA, VENANCIO, 2010).

Em relacdo a outros agentes oxidantes, o uso do ozdnio apresenta a
vantagem de ser reconhecido como uma “tecnologia ambientalmente amigavel” no
que diz respeito a sua produgcao e aplicagdo, uma vez que ele se dissocia no
oxigénio e nao deixa residuos no alimento. Contudo, a caracteristica de rapida
dissociagao esta associada a grande instabilidade atribuida ao o0z6nio em estado
gasoso (HOIGNE, 1998). Ainda na década de noventa, o composto foi reconhecido
pela Administragcdo de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos (FDA, US
Food and Drug Administration) como uma substancia segura (GRAS, do inglés:
Generally Recognized as Safe) (FDA, 2001).

Na natureza, o ozdnio € formado em niveis baixos na camada da estratosfera
pela acdo da radiacdo ultravioleta oriunda dos raios solares no oxigénio. Outra

parcela pequena é gerada na troposfera, proveniente das reagdes fotoquimicas que
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ocorrem entre hidrocarbonetos, oxigénio e nitrogénio decorrentes da agdo humana,

vulcanica ou pelas florestas (KIM et al., 1999).

4.4.2 Mecanismos quimicos da ozonizagao

O processo de ozonizagao, responsavel pela oxidacdo de compostos
organicos e inorganicos depende de diversos fatores para que ocorra de forma
eficaz. Dentre eles podem ser citados o tempo de exposicdo ao ozbnio, a
concentragdo, forma de aplicagao, teor de umidade do alimento, entre outros (LI et
al., 2012).

As reacbes que envolvem a ozonizacdo sao variadas e podem ocorrer
simultaneamente por dois mecanismos distintos. O processo pode se dar por reagao
indireta, em que a decomposi¢do ocorre via reacdo em cadeia que resulta na
producao de radicais livres hidroxila, ou por reacdo direta, através de reacdes
seletivas com as substancias presentes na matriz.

Na reacao direta, o ozénio molecular pode atuar como um agente eletrofilico,
nucleofilico ou como um dipolo em razdo de sua estrutura molecular. Geralmente, o
ozbénio promove um ataque eletrofilico aos compostos com ligagdes duplas C=C,
grupos funcionais especificos (OH, CH e OCH;) e aqueles que contém atomos com
densidade de carga negativa (N, P, O e S) (CHIATTONE et al., 2008; O'DONNELL
et. al., 2012). A reacao de oxidagao que ocorre de forma direta é seletiva e, por isso,
apresenta cinética mais lenta, com valores de variam entre 10" e 10® L mol™ s
(GOTTSCHALK et al., 2010). Os compostos aromaticos com grupos substituintes
desativantes, como o cloro, apresentam reagdes de ozondlise mais lentas quando
comparados aos ativantes, como € o caso das hidroxilas, enaltecendo as diferengas
decorrentes das espécies envolvidas. Além disso, compostos orgénicos encontrados
na forma dissociada tendem a reagir mais rapidamente com o ozénio do que formas
neutras (MCMURRY, 2005; MAHMOUD, FREIRE, 2006).

A via de reacéao indireta do ozénio em meio aquoso resulta na desintegracao
da molécula de ozénio em radicais hidroxila (OH) com alto potencial de oxidagao em
razdo da presenca de elétrons desemparelhados na estrutura. O principal
impulsionador da decomposi¢cdo da molécula de o0zbnio € o anion hidroxila (OH"),

uma vez que a reagao entre o O; e OH" incita a ocorréncia de uma série de outras
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reacdes radicalares. Um processo de oxidagcdo do ozbnio que se da através de
reacoes indiretas pode ser muito complexo e levar a formagao de varias espécies
primarias altamente reativas (MAO, SMITH, 1995; GOTTSCHALK et al., 2010).

O radical hidroxila reage utilizando trés mecanismos: por meio da abstracao
de hidrogénio, transferéncia de elétrons e adi¢cao de radicais. A desinfec¢do ocorre
essencialmente via ozdnio molecular, enquanto a oxidagao pode ocorrer também via
radicais hidroxila (ALMEIDA et al., 2004). A Figura 4 ilustra de forma simplificada os

mecanismos de reacao direto e indireto do ozdnio com a matéria organica.

Figura 4 - Mecanismos de reagdo direto e indireto do 0zénio com a matéria organica em
meio aquoso (MO = matéria organica; MOox= matéria organica oxidada).
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Fonte: GOTTSCHALK et al., 2010.

O;

4.4.3 Mecanismo de reducao de microrganismos e micotoxinas através

da ozonizagao

Em alimentos, o ozbénio pode ser aplicado na forma de gas ou em meio

aquoso. No armazenamento de graos, o uso do gas € tratado como um método



30

eficaz para desinfestacdo de insetos e pragas, controle de contaminagao por fungos
e micotoxinas (WANG et al., 2016). Além disso, a injegdo do gas permite que o
ambiente se mantenha esterilizado, mesmo com oscilagbes de temperatura e
umidade, nao interferindo na qualidade dos graos (CHIATTONE et al., 2008). A
producdo de agua ozonizada € destinada principalmente para uso em processos de
higienizacdo de frutas e hortalicas, bem como, em alguns cereais que necessitam
de acondicionamento em alta umidade antes do processo de moagem (IBANOGLU,
2001; COELHO et al., 2015).

O ozbnio é conhecido por sua atuagdo contra diversos microrganismos em
cereais e produtos a base de cereais em funcido de suas propriedades
antimicrobianas. Entre as microrganismos inativados podem ser citadas bactérias
como coliformes e Staphylococcus e alguns géneros de fungos como Aspergillus,
Penicillium, Curvularia, Fusarium e Rhizopus (DE ALENCAR et al., 2012; SAVI,
PIACENTINI; SCUSSEL, 2014).

Dois mecanismos principais estdo envolvidos na inativacdo de
microrganismos pelo ozénio. O primeiro trata-se da oxidagao de grupos sulfidrila e
grupos de aminoacidos proprios das proteinas, peptideos e enzimas presentes nos
microrganismos e transformacdo em peptideos menores. O segundo, envolve a
oxidagao de acidos graxos poliinsaturados em peroxidos acidos (VICTORIN, 1992).
A inativagcdo envolve a acdo do do ozébnio frente a diversos constituintes da
membrana e parede celular, bem como do conteudo celular, a exemplo de algumas
enzimas e acidos nucleicos. A atividade do ozénio na membrana celular ocorre
através da oxidagdo de glicolipideos, glicoproteinas e enzimas, alterando a
permeabilidade e consequentemente, facilitando a desintegragao e a ocorréncia da
lise celular. Ao atuar no material nuclear dos microrganismos, o 0zénio também é
capaz de alterar as bases puricas e pirimidicas dos acidos nucleicos e provocar a
destruicdo do DNA celular (SILVA, et al., 2011; SCOTT, 1975). A Figura 5 ilustra um

esquema simplificado da inativagao microbiana por meio da ozonizagéao.

Figura 5 - Esquema representativo da inativagdo de microrganismos através da
0zonizacgao.
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Figura 5 - Esquema representativo da inativagdo de microrganismos através da ozonizagéo.
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Fonte: SIVARANJANI et al., 2021.

Os estudos que analisaram o comportamento do composto frente aos
esporos, sugerem que o ozOnio inativa os esporos por meio da degradagao dos
componentes externos, que representam cerca de 50% do volume total da estrutura
(KHADRE et al. 2001). Além disso, constatou-se que o ozbénio ndo elimina os
esporos através de danos no DNA, mas sim através intervengdo na capacidade
germinativa dos esporos (YOUNG, SETLOW, 2004).

No que diz respeito ao mecanismo de degradagdo de micotoxinas, ele
baseia-se na reacdo do ozdnio com os produtos das micotoxinas presentes na
matriz, assumindo a formagao posterior de produtos de baixo peso molecular e
toxicidade reduzida (SIVARANJANI et al., 2021). No caso das aflatoxinas AFB1 e
AFG1, por exemplo, o O; reage através da ligagdo dupla C8-C9 do terminal dos
anéis de furano por meio de ataque eletrofilico, gerando produtos intermediarios. As
moléculas de micotoxinas usualmente sdo convertidas em acidos organicos,
aldeidos e cetonas (MCKENZIE et al., 1997). A sensibilidade das micotoxinas em
relagdo ao uso do ozdnio € variavel, dependendo diretamente da estrutura e arranjo
das moléculas. Algumas micotoxinas como a AFB2 e AFG2 ndo possuem dupla
ligacdo no terminal do anel furano, tornando-as menos reativas e mais resistentes a
ozonizagao (TROMBETE et al., 2017; PORTO et al., 2019).

O desencadeamento da decomposi¢cao de micotoxinas depende do teor de

umidade do gréo, da concentragdo de ozonio e do tempo de exposi¢ado. De acordo
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com Qi et al. (2016), o aumento no teor de umidade da massa de graos induz uma
maior eficacia no tratamento, uma vez que a presenca de umidade provoca a maior
geracao de ions reativos. Contudo, tal relacdo ndao pode ser generalizada, levando
em consideracao as particularidades e variagdes nas propriedades de superficie da
matriz tratada (SIVARANJANI et al., 2021). A temperatura também é considerada um
fator relevante, visto que o tempo de meia-vida do ozbdnio é reduzido em altas
temperaturas, o que ocasiona uma decomposicdo acelerada do composto na

presencga de oxigénio (MILLER et al, 2013).

4.4.4 Legislagao no Brasil e no mundo para uso de Oz6nio em alimentos

A reivindicacdo por novas formas de processamento e conservagao de
alimentos, que produzam baixo impacto ambiental e promovam a preservagao da
saude dos consumidores é uma realidade. A regulamentagéo de tais praticas por
meio de legislagdes especificas € um mecanismo importante para incentivar a
implementacgao de tecnologias nas industrias de forma segura.

Comercialmente, o ozbénio tem sido usado desde 1906 para o tratamento de
agua potavel na Franga, mais precisamente na cidade de Nice (HILL, RICE, 1982).
Contudo, a progressao do ponto de vista regulatorio apresenta um historico recente,
especialmente para uso em alimentos.

Os Estados Unidos regulamentaram o uso de oz6nio em alimentos como
agente antimicrobiano no ano de 2001 por meio de emenda ao Regulamento de
Aditivos Alimentares da FDA (Titulo 21 do Cédigo de Regulamentos Federais, parte
173) (FDA, 2001). Autorizou-se a aplicagdo do ozbnio na forma de gas ou dissolvido
em agua, indicando que seu uso pode fornecer pelo menos duas reducodes
logaritmicas nos niveis microbianos. A legislagdo ndo se refere aos limites maximos
de ozbnio permitidos, uma vez que o composto ndo deixa residuos. Da mesma
forma, o Servico de Inspecao e Seguranca Alimentar (FSIS, Food Safety and
Inspection Service), agéncia que pertence ao Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos declarou aceitavel o uso do ozénio em produtos carneos e avicolas
através da Diretiva FSIS 7120.1 de 17 de fevereiro de 2002 (USDA, 2002).

A partir destas decisdes o potencial e a funcionalidade do ozénio comegaram

a ser explorados pelas industrias de processamento de alimentos nos EUA
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(HAMPSON, 2001). Atualmente o ozbénio tem sido empregado no pais para fins de
descontaminacgéo de superficies, materiais de embalagem, areas de armazenamento
de alimentos, desinfecgcédo de aguas, aumento de vida util de produtos frescos, entre
outros (MAHAPATRA et al., 2005).

No que diz respeito a regulamentagcdo de equipamentos, os fabricantes de
maquinas geradoras de 0z0nio sdo obrigados a registrar os geradores junto ao US
Environmental Protection Agency (EPA), recebendo um selo de registro que deve
ser anexado a cada equipamento (O’'DONNELL, 2012).

As legislagcdes americanas servem de referéncia para diversos paises, como
€ o caso do Canada. O pais permite que o 0zbnio seja usado na fabricagcdo de
vinhos e sidra na fungdo de agente de maturagdo, bem como para tratamento e
sanitizacdo de agua mineral ou de nascente, desde que respeite algumas condi¢des
como a que requer que o gerador ndo introduza ozénio no ar em um nivel superior a
0,05 ppm (CANADA, 2007). A Health Canada permite o uso de agua fracamente
ozonizada para processamento de frutas e legumes frescos, desde que os niveis
nao ultrapassem o limite de 2 ppm. Além disso, as normas que regem os aditivos
alimentares exigem que o ozo6nio adicionado seja relacionado na lista de
ingredientes e no caso de agua engarrafada, conste uma declaragéo na parte frontal
do rétulo do produto indicando a aplicagao (CANADA, 2022).

Na Australia e Nova Zelandia nao ha restricbes ao uso de ozbénio desde que
sejam seguidas as Boas Praticas de Fabricacdo. No Japao, o ozdnio foi aprovado no
processamento de alimentos ainda na década de 1990. Hoje, mais de 100.000
plantas de tratamento de alimentos usando ozénio estao instaladas no pais (NAITO,
TAKAHARA, 2006).

A Uniado Europeia ndo conta com uma legislacdo especifica para o uso de
ozbnio. Entretanto, as diretrizes impostas pela Diretiva 2000/13, que indica a
necessidade da informacdo de tratamentos sofridos pelo produto no rétulo e o
Regulamento de Novos Alimentos 258/97, que estabelece regras sobre a
autorizagcao de pré-comercializagdo para “novos alimentos” se aplicam ao uso do
ozoénio.

Ao redor do mundo, o desdobramento de acdes regulatérias para o uso direto
de ozbénio no processamento de alimentos ainda esta em progresso. Na maioria dos

paises, as empresas processadoras que almejam o uso da tecnologia de ozonizagao
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devem consultar as agéncias reguladoras para apurar a presenga de restricoes
regulatérias para o fim desejado.

No Brasil a aplicagao direta do ozénio em alimentos esta permitida para o
tratamento de agua por meio da Portaria n° 888, de 4 maio de 2021, que dispde
sobre controle e a potabilidade da agua para consumo humano e também, para a
desinfec¢do de produtos organicos mediante a IN 18, de 28 de maio de 2009. Para o
tratamento da agua, sdo estabelecidos parametros de concentracdo de ozbnio e
tempo de contato de 0,34 mg min/L para temperatura média de agua igual a 15°C, a
variar conforme a temperatura adotada. Enquanto para desinfeccdo de produtos
organicos, ndao ha limitacdo de uso (BRASIL, 2021; MAPA, 2009). As demais
extensdes devem ser requeridas junto a ANVISA.

Considerando todos os casos em que nao ha concentracao limite para
aplicacao de ozbénio em alimentos, conta-se com diretrizes estabelecidas pela 372
Conferéncia Governamental Americana de Higienistas Industriais (ACGIH) que
definiu o limite de 0,2 mg de Oz/m? para uma exposigao de 8h de trabalho/dia e pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) que recomenda 0,1 mg/m?® para um regime
de 8h de trabalho/dia (FDA, 2014; WHO, 2006; TROMBETE, 2016).

4.5 0 USO DO 0ZONIO PARA CONTROLE DE FUNGOS E MICOTOXINAS
EM TRIGO

4.5.1 Producao industrial de Ozénio

A alta instabilidade e rapida dissociacdo do ozbdnio sugere que a geragao e
aplicagcao do composto seja realizada no mesmo local, estabelecendo a necessidade
de uso imediato logo apés a produgdo (RICE, NETZER, 1982). Na industria
alimenticia a geragao do ozénio ocorre essencialmente por dois métodos. Um deles
consiste na passagem de um gas com presencga de moléculas de oxigénio através
de uma fonte de radiacdo ultravioleta (UV), sendo conhecido por método
fotoquimico. Enquanto no segundo método, as moléculas de oxigénio sao
submetidas a um campo elétrico de alta energia, dando origem a chamada descarga
de corona (O'DONNELL et al., 2012).
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Embora sejam menos convencionais, outros métodos vém sendo
desenvolvidos para a producdo de ozbOnio, entre eles é possivel citar a eletrdlise,
radioquimica e a reagao de fésforo elementar com agua. Contudo, esses processos
ainda nao consolidaram todas as premissas necessarias para se tornarem
economicamente viaveis no que tange a implementagao no mercado processador de
alimentos.

Para a maioria das aplicagdes do 0zOnio no processamento de alimentos,
seja em pequena, média ou grande escala, a geragao do composto ocorre através
da descarga de corona (CARLINS et al.,, 1982). A produgcdo do ozdnio via efeito
corona pode envolver variadas tecnologias, mas todas apresentam principios de
operacao semelhantes. A operagao dos ozonizadores se baseia na passagem de um
gas seco, livre de contaminantes, que contém oxigénio, através de um campo
elétrico de alta energia estabelecido entre dois eletrodos. O ozonizador do tipo
corona € geometricamente comparavel a um capacitor, em que um eletrodo da
estrutura serve como aterramento e o outro atua como meio dielétrico (portador de

corrente) (Figura 6).

Figura 6- Principio de geracao de ozénio pelo método de descarga eletroquimica (efeito
corona).
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Fonte: CASTRO, 2010.

A aplicacdo de uma grande diferenga de potencial provoca a passagem de
elétrons entre os dois eletrodos e a energia € parcialmente absorvida pelas
moléculas de oxigénio. As moléculas de oxigénio sdo forcadas a se separar,

formando radicais de oxigénio atdbmico que podem se combinar com moléculas
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intactas de oxigénio para produzir ozénio molecular O; (LANGLAIS et al., 1991). A
seguinte relagdo é capaz de representar de forma simplificada a produgao de ozénio

por meio de descarga de corona:

e+ 0, - 200 + ¢ (Eq. 1)

Os +0,+M - O, + M* (Eq. 2)

em que M simboliza uma molécula de gas inerte, que age para retirar o excesso de
energia absorvido pelo 0zbnio logo apés o encontro bimolecular. O processo se
desencadeia quando elétrons livres de alta energia dissociam a molécula de
oxigénio através de colisédo e posteriormente, o ozbnio se forma através de uma
colisdo em que o gas inerte absorve o excesso de energia gerado (BENSON,1959;
CASTRO, 2010).

A producdo de ozbnio através do método fotoquimico se baseia no
mecanismo de dissociagdo de moléculas de oxigénio em seu estado fundamental
(O,) através da absorcdo de radiagdo eletromagnética pelos dois atomos de
oxigénio. Em seguida, ocorre a reagdo entre o atomo dissociado de oxigénio e
moléculas de oxigénio, originando as moléculas de ozénio (O;) (GROTH, PHYS,
1937). A formagado do ozénio nesse caso pode ser representada pelas seguintes

reagoes:
O,+hv—->20e (Eq.3)
O. + 02 il 03 (Eq 4)
em que é a energia do féton.
O espectro eletromagnético representa uma escala que mede as radiagdes
emitidas em fungdo do comprimento das ondas eletromagnéticas (A). A luz UV
apresenta comprimentos de onda menores do que os encontrados na faixa de luz

visivel, por isso, é considerada imperceptivel aos olhos humanos. Para o processo

de producdo referido anteriormente, a energia envolvida corresponde a um
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comprimento de onda de 185 nm, em que cada féton absorvido produz dois radicais
de oxigénio. E importante salientar que a aplicagdo de comprimentos de onda
superiores sao capazes de produzir outros resultados. O comprimento de 254 nm,
por exemplo, apresenta capacidade de promover mudangas no DNA de
microrganismos e impedir a reproduc¢ao dos mesmos (VORONOV, 2008).

As lampadas UV de mercurio de baixa pressao sdo usadas tanto para a
inativagdo direta de microrganismos e contaminantes quanto para a produgao de
ozbénio. Entretanto, em comprimentos de onda ideais para inativacdo de
microrganismos (254 nm), o efeito frente a produgdo de ozbnio pode ser contrario,
ocasionando a destruicdo das moléculas de O;. Ainda assim, € muito comum que
ocorra a produgao de comprimentos de onda grandes o suficiente para promogéao da
fotélise do ozbénio em paralelo a sua formagéao (GROTH, PHYS, 1937).

De acordo com O’Donnell et al. (2012), um sistema de ozonizagdo completo

consiste na presenga das seguintes subunidades:

e concentrador de oxigénio ou tratamento de ar;

e gerador de ozbnio;

e controlador de 0z6nio dissolvido com medidores de vacuo, pressao e vazao;

e injetor de ozbnio/agua, tanque de contato e saida de gas;

e bomba de reforgo e linhas para entrada de agua e saida de agua contendo ozénio;

e quebra de vacuo para prevencgao de refluxo.

A qualidade do gas que alimenta um gerador de 0z6nio pode ser um aspecto
critico, especialmente se a produgao ocorrer através de descarga de corona. O ar
atmosférico contém nitrogénio, vapor d' agua, gases de hidrocarbonetos
(provenientes da queima de combustiveis fosseis) e alguns contaminantes. Uma vez
que o ozbnio entra em contato com tais compostos, ele é capaz de reagir
rapidamente, ocasionando a incrustacdo de superficies dielétricas, diminuigcdo do
desempenho e consequente aumento da necessidade de manutengdo do
equipamento (O'DONNELL et al., 2012).

Ao fim da produgdo, o ozbénio pode ser aplicado ainda na fase gasosa
diretamente no alimento a ser tratado, ou pode ser borbulhado em agua, originando
a agua ozonizada. Ao ser borbulhado, o ozénio se dissolve parcialmente e forma

radicais hidroxil (-OH) que sdo capazes de oxidar contaminantes com maior eficacia
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do que ozénio em estado gasoso. Nessa situagao, a principal variavel de controle é
a solubilidade parcial de o0zbénio em agua, sendo ela influenciada por diversos
parametros como temperatura, pH, forga ibnica, presenca de substancias faciimente
oxidadas pelo ozénio e a auto decomposicao do ozénio nas fases liquida e gasosa
(TAKAHASHI et al., 2007).

4.5.2 Efeito observado no controle de fungos e micotoxinas pela

aplicagao do ozénio em graos de trigo

O desenvolvimento fungico em graos esta relacionado a diversos fatores, que
incluem condi¢gées climaticas, adogdo de determinadas praticas de manejo,
resisténcia da planta a agcdo de patdgenos, tempo de inoculagdo e condigbes de
armazenamento (EDWARDS, 2004). E constatado que no periodo pés-colheita, a
secagem dos graos e a manutengdo de teores de umidade proximos a 14% sao
artificios que ajudam na redugao do crescimento de fungos e consequentemente, na
producao de micotoxinas (MAGAN, ALDRED, 2007).

O ozbnio contribui para o processo de secagem e sua adequada aplicagao
pode reduzir o tempo de secagem dos graos em até 25%. A dispersao de ozénio
através do processo de secagem pode nao sé inibir o desenvolvimento de fungos,
como alterar a sua composicao (TARUSHKIN et al., 2001; RAILA et al., 2006).

Segundo Raila et al. (2006), o éxito na desinfeccao de graos por meio da
ozonizagdo esta interligado a concentragdo de o0zbnio aplicada, duragcdo da
exposic¢ao, altura do monte de gréos, teor de umidade e concentragdo de 0z6nio na
saida. Ainda assim, outros fatores que devem ser levados em consideragdo séo a
intensidade de dispersdao do ozbnio e absor¢cdo pelos graos, que dependem
diretamente das propriedades dos produtos tratados (KIM; YOUSEF; DAVE, 1999).

Mendez et al. (2003) indicou que a taxa de penetragdo de 0zbnio, quando
aplicada a uma massa de graos, nao € constante. Quanto maior for a dispersao de
fungos, mais lentamente o 0z6nio penetra nos graos. A massa geralmente comecga a
ser ventilada pelas camadas inferiores, fazendo com que o conteudo de umidade e a
presenga de microrganismos diminuam, e dessa forma, a absor¢ao do ozdnio pelas

camadas superiores se inicie. A absor¢gdo € maior nas camadas superiores da
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massa de grédos, € influenciada também pela velocidade de ar fornecido e
temperatura observada (ZVICEVICIUS et al., 2005).

A destruicao de fungos presentes na superficie do grao pelo ozénio € mais
eficaz em presenga de teores de umidade superiores a 14%, uma vez que maiores
teores de umidade induzem maior atividade de agua no gréo. A presencga de agua
livre pode potencialmente aumentar a decomposicdo do ozénio e acarretar na
formacdo de radicais oxidantes aptos a reagir rapidamente com compostos
organicos, tais como aminoacidos presentes nas proteinas, enzimas e peptideos do
microrganismo e também com as micotoxinas produzidas (KHADRE et al., 2001).

Nesse caso, condigbes de alta umidade e calor, prejudiciais aos graos por
favorecerem o desenvolvimento de microrganismos, acabam aumentando o efeito
fungicida do ozénio. Wu et al. (2006) investigaram a eficacia do ozénio gasoso na
inativagdo de esporos fungicos associados ao trigo sob diversas condi¢cbes de
operagao. A aplicacido de ozdnio em condicdes de 330 ppm durante 5 minutos foi
suficiente para inativar 96,9% dos esporos em graos de trigo com teor de umidade
de aproximadamente 22%. A Tabela 5 compara os resultados apresentados por Wu
et al. (2006) para redugdo de esporos sob diferentes condigbes de umidade e

temperatura.

Tabela 5 - Percentual de sobrevivéncia de esporos em razdo da umidade e temperatura em
graos de trigo.

% de sobrevivéncia de esporos

Condigoes de ozonizagao

(Temperatura, umidade do grao) T T +30
20°C 16,10% 30,1 26,5
20°C 19,30% 9,2 5,2
20°C 21,90% 3,1 0
10°C 16,10% 38,9 n.d
40°C 16,10% 9,7 n.d

n.d - ndo determinado
Fonte: WU et al., 2006.
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A Tabela 6 apresenta uma compilagao de estudos realizados sobre a reducao
de fungos toxigénicos em trigo a partir do uso do ozénio em diferentes condi¢des de

tratamento:

Tabela 6- Efeitos do tratamento com ozbnio sobre os niveis de fungos em trigo.

Fungo Condicoes Nivel de Reducgao Referéncia

Fusarium 91,8% de esporos

60 umol/mol por 30 min Savi et al. (2014)

graminearum viaveis
40 mg/L por 20 min 95.6% El-Desouky et al. (2012)
Aspergillus :
60 pmol/mol por 180 min 100%
flavus
60 pymol/mol por 30 min 87.8%
Savi, Piacentini e Scussel (2014)
H o

Penicillium 60 pmol/mol por 30 min 73.4%

cHInUM &) Lmolimol por 180 min 100%
ASpSepr g’”“s 60 mg/L por 300 min 100% Trombete et al. (2017)
Fusarium spp. 60 mg/L por 300 min 100% Trombete et al. (2017)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Savi, Piacentini e Scussel (2014) avaliaram o tempo de exposi¢cédo e as
condi¢gbes de tratamento para reduzir a contagem de A. flavus em graos de trigo. O
estudo relatou que o crescimento do fungo foi significativamente reduzido apés 30
minutos de exposicdo ao O; em concentragcdes de 40 e 60 pmol/mol. Em relagao ao
grupo controle (44x10" UFC/g), ocorreu inibigdo de esporos em niveis de 80,7 e
87,8% pelo uso de ozbdnio nas concentragbes de 40 e 60 pmol/mol reduzindo a
contaminagao para 8,5x10" e 5,35x10" UFC/g, respectivamente. Contudo, apds 180
minutos apenas a exposi¢do ao Oz a 60 pymol/mol inibiu totalmente o crescimento de
A. flavus (Figura 7). O fungo apresentou um comportamento resistente ao tratamento
mas os resultados demonstraram que a exposi¢cao ao O, reduziu a germinagao de

conidios, causou a morte de hifas e alteragées morfoldgicas paralelas.
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Savi et al. (2014) relataram a reducéo significativa de F. graminearum em
graos de trigo apos 30 minutos de exposi¢do ao O; em concentragdes de 40 e 60
pgmol/mol. Os niveis de reducdo de esporos viaveis chegaram a 74,5% e 91,8% pela
aplicagdo do tratamento nas respectivas concentragbes, chegando a 12,5x10" e
4x10" UFC/g. Apds 180 minutos de exposigdo ao O, ndo foi relatado crescimento de

F. graminearum nas placas de teste em ambas concentragdes (Figura 8).

Figura 7- Efeito do gas oz6nio no crescimento de A. flavus em diferentes concentragdes e
tempos de exposi¢ao (40 e 60 umol/mol; 30—180 min).
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Fonte: SAVI; PIACENTINI; SCUSSEL, 2014.

Figura 8- Efeito do gas ozénio no crescimento de F. graminearum em diferentes
concentracdes e tempos de exposicao (40 e 60 umol/mol; 30—180 min).
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Fonte: SAVI et al., 2014.
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Trombete et al. (2017) avaliaram a reducdo da contagem total de Fusarium
spp. e Aspergillus spp em graos de trigo por meio da ozonizagao. O experimento foi
realizado a partir de um design fatorial 23, com combinagdes de trés variaveis
independentes: concentragdo de ozdnio, tempo de exposi¢do e massa de graos. As
maiores redugdes ocorreram em condi¢cdes de tratamento que despenderam alta
concentracao de Oj, longo tempo de exposicao e baixa massa de graos. A maior
reducdo foi verificada apos a com aplicacdo de 60 mg/L de O; por 300 minutos,
gerando decréscimos de 3,0 e 3,1 log nas contagens de Fusarium spp. e Aspergillus
spp, respectivamente.

A reducao das concentragdes de micotoxinas em trigo tem sido avaliada tanto
em amostras naturalmente contaminadas (LI; GUAN; BIAN, 2014; WANG et al.,
2016) quanto naquelas contaminadas artificialmente por meio de padrbes de
micotoxinas (SAVI et al., 2014; TROMBETE et al., 2017; SUN et al., 2016). E
importante ressaltar as diferencas que existem entre ambas, uma vez que as
amostras naturalmente contaminadas refletem as condicdes reais de distribuicdo das
micotoxinas na produgdo de grdaos. A contaminacdo artificial ocorre através do
contato do grao com solugao que contém padrao da micotoxina ou pela inoculagao
dos esporos de fungos toxigénicos, concentrando as toxinas majoritariamente nas
camadas externas. A ocorréncia natural de fungos e micotoxinas ocorre nas
camadas mais externas, em concentragcées bem superiores, e também se distribuem
ao longo do conteudo do grao (LEE et al., 1987).

A Tabela 7 apresenta um compilado de resultados relatados por estudos que

abordam a reduc¢ao de micotoxinas em trigo.

Tabela 7- Efeitos do tratamento com ozbnio sobre os niveis de micotoxinas em trigo.

Nivel de

Micotoxina Condicoes ~ Referéncia
Reducgao
60 pmol/mol por 180 min 100% Savi et al. (2014)
DON 75 mg/L por 90 min 53,48% Wang et al. (2016)

100 mg/L por 60 min 78,66% Wang et al. (2016)
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60 mg/L por 300 min 64,30% Trombete et al. (2017)
60 mg/L por 12 h 57,30% Li, Guan e Bian (2014)
80 mg/L por 10 min 74,86% Sun et al. (2016)
20 mg/L por 20 min 86,70% El-Desouky et al. (2012)
40 mg/L por 20 min 96,66% El-Desouky et al. (2012)
AFB1
60 pmol/mol por 180 min 94,60% Savi, Piacentini e Scussel (2014)
60 mg/L por 300 min 63,20% Trombete et al. (2017)
60 mg/L por 300 min 54,40% Trombete et al. (2017)
AFG1
60 pmol/mol por 180 min 80,00% Savi, Piacentini e Scussel (2014)
60 mg/L por 300 min 34,00% Trombete et al. (2017)
AFB2
60 pmol/mol por 180 min 84,50% Savi, Piacentini e Scussel (2014)
60 pmol/mol por 180 min 81,00% Savi, Piacentini e Scussel (2014)
AFG2
60 mg/L por 300 min 40,30% Trombete et al. (2017)
AFs (Aflatoxinas 60 mg/L por 300 min 48,00% Trombete et al. (2017)

totais)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Wang et al. (2016) avaliaram a redugcdo de DON em gréaos de trigo e farinha

de trigo integral contendo diferentes teores de umidade por meio da aplicacdo de

ozonio. O teor primario de DON no trigo avaliado foi de 3,98, 3,93 e 3,89 mg/kg com

teores de umidade de 11,79%, 16,29% e 20,10%, respectivamente. Amostras de

trigo com os maiores teores de umidade apresentaram as maiores redugdes de

DON, demonstrando ser um fator critico para a degradagdo da micotoxina. Nessa

situacdo, o aumento de umidade para 20,10% ocasionou uma queda na

concentragdo de DON para 2,27 mg/kg, representando uma redugéo de 58,35% no

conteudo de DON. De forma analoga, a menor reagado entre o ozdnio aplicado e a

farinha de trigo integral ocorreu na presenga do menor conteudo de umidade
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(11,79%). Sob as mesmas condi¢cdes de tratamento, a redugdo da micotoxina em
gréaos de trigo foi inferior quando comparada a farinha de trigo integral.

Inicialmente acreditava-se que a ma distribuicdo da umidade nas amostras
poderia resultar na coagulagdo da farinha, limitando a agdo do ozbnio. Contudo,
constatou-se que a moagem pode liberar DON aderido no interior dos gréos,
ocasionando maior exposi¢do da micotoxina. Além disso, a porosidade dos granulos
e o efeito sinérgico entre a exposi¢cao das micotoxinas pela moagem e a aplicagao
do ozénio poderiam favorecer a redugcdo de DON. O comportamento do ozénio
frente a diferentes teores de umidade em graos de trigo e farinha de trigo esta

representado pelas figuras 9A e B, respectivamente.

Figura 9 - Efeito do tratamento com 0z6nio sobre os niveis de DON em (A) graos de trigo e
(B) farinha de trigo com diferentes teores de umidade.
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Fonte: WANG ef al., 2016.

Wang et al. (2016) também avaliaram o efeito do tempo de exposi¢cdo ao
tratamento com ozénio. Uma exposi¢géo ao 0zdénio em concentragdo de 100 mg/L por
60 minutos proporcionou uma taxa de degradacédo de DON de 78,66% em farinha
de trigo integral, a maior redugao entre todas as condi¢gbes avaliadas. Enquanto a
exposicao ao ozdénio por 45 minutos reduziu em aproximadamente 75% os niveis
iniciais de DON, gerando uma estreita diferenca. No caso dos graos de trigo sob
exposicao a 100 mg/L de ozbnio durante 60 minutos, a reducao foi de cerca de
58,3%, indicando que a DON é mais facilmente degradada em farinha de trigo

integral do que em gréos de trigo. Esse fato pode ser atribuido a diferencas entre
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propriedades das matrizes e a taxa de fluxo de oxigénio. A figura 10 expde as

diferencas relatadas pela exposi¢cao ao ozénio durante diferentes tempos.

Figura 10 - Efeito de diferentes concentragdes e tempos de exposi¢cao sobre os
niveis de DON em (A) gréos de trigo e (B) farinha de trigo.
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Fonte: WANG et al., 2016.

Savi, Piacentini e Scussel (2014) constataram que o tratamento com 60
pgmol/mol por 180 minutos foi capaz de reduzir os niveis de AFLs de maneira
significativa. Em comparagdo com o grupo controle, AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2
apresentaram reducdes nos niveis de contaminacédo de 94,6, 84,5, 80,0 e 81,0%,
respectivamente. Em concentragdo de O; inferior (40 umol/mol) durante o mesmo
tempo de exposicao, apenas AFB1 e AFB2 reduziram significativamente, partindo de
94,6 e 84,5 pg/kg para 43,78 e 68,79 ug/kg, apresentando redugbes de 88,6 e
74,8%, nesta ordem. Entre as AFLs, AFB1 e AFB2 apresentaram os melhores
resultados em relagdo ao tratamento nas duas concentragbes (40 e 60 pmol/mol),
apresentando redugdes importantes mesmo apdés 30 minutos de exposigao.
Relatou-se que a aplicacdo do O; em ambas as concentragdes nao provocou
alteragdes em diversos atributos relacionados a qualidade dos gréaos de trigo, com a
oxidagao isolada do amido, peroxidagao lipidica, perfil de proteina total e germinagéo
de sementes.

Para Trombete et al. (2017), as redugdes mais expressivas de DON e
aflatoxinas totais em trigo ocorreram em tratamentos que despenderam as maiores

concentragbes de O,;, em geral cerca de 60 mg/L de O;. Foram testadas as
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concentragbes de 10, 35 e 60 mg/L em tempos de exposi¢cdo de 120, 210 e 300
minutos. As quedas chegaram a 64,3% e 48,0% para DON e AFs, respectivamente,
pela exposicdo a 60 mg/L de ozdnio por 300 minutos. Entre as quatro aflatoxinas
contempladas pelo estudo (AFG1, AFB1, AFG2 e AFB2), a AFB2 foi a menos
influenciada pela ozonizagdo em todas as condi¢des de tratamento, sua melhor
resposta de redugado correspondeu a 34%, em condigéo intensa de 60 mg/L de O;
por 300 minutos. Relatou-se que as variaveis que mais influenciaram nas redugdes
dos niveis de micotoxinas foram a concentracdo de O; seguida pelo tempo de
exposicao. A variavel massa de graos teve uma influéncia negativa nas redugdes,
especialmente em AFs sob uma baixa concentracdo de O; (10 mg/L) e curto tempo
de exposic¢ao (120 min), contudo, tal influéncia nao foi estatisticamente significativa.
Steponavicius et al. (2012) ja haviam descrito sobre a importancia da variavel massa
de graos para ozonizagao, confirmando que a concentragdo de O; diminui com o
aumento da altura do monte de gréos, de acordo com uma relagdo exponencial e
justificando a influéncia negativa na redugéo de micotoxinas.

De acordo com Savi et al. (2014), a acao de O; frente a reducéo dos niveis de
DON em graos de trigo demonstrou-se eficiente pela aplicagdo de 60 umol/mol por
180 minutos. A contaminacdo por DON foi reduzida até o limite de deteccéo e
avaliada em duas partes diferentes do gréo, o pericarpo e o endosperma. O
tratamento ndo produziu alteragbes nas caracteristicas fisicas e bioquimicas dos
graos de trigo integral.

Sun et al. (2016) analisou a taxa de degradagédo de DON, sua detoxificagao e
aparecimento de subprodutos pelo uso de ozbdnio aquoso saturado em gréaos
contaminados, entre eles os graos de trigo. Ozénio em uma concentragdo de 80
mg/L foi aplicado aos grdos enquanto as concentragbes dos padroes de DON
variaram entre 1,0 mg/L e 20 mg/L. A reagdo com o0z0nio causou a rapida
degradagdo da micotoxina, que inicialmente ocorreu de forma mais acelerada em
situacdo de baixas concentragdes. O trabalho indicou que o tempo de tratamento
prolongado ocasiona aumento na taxa de degradagao da micotoxina, como pode ser
observado no grafico abaixo, oriundo da aplicacdo de 80 mg/L de ozbnio em

diferentes intervalos de tempo (Figura 11).
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Figura 11- Efeitos da aplicagdo de ozénio em concentragéo de 80 mg/L e diferentes tempos
de exposigao na degradagao do padrao de DON.
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Fonte: SUN et al., 2016.

Observou-se que nas mesmas condi¢gdes de tratamento, quanto menores as
razdes solido-liquido, mais rapido ocorreu a degradacdo da DON no trigo. Do
mesmo modo, a degradacdo aumenta ao passo que ocorre aumento na
concentracdo de ozdnio e tempo de exposi¢ao. Por meio de aplicacdo de ozbnio a
80 mg/L durante 10 minutos a temperatura ambiente, ocorreu redugao de 74,86% no
conteudo de DON presente no trigo, passando de 2,18 mg/kg para 0,55 mg/kg
(SUN et al., 2016).

Sun et al. (2020) analisaram possiveis produtos de degradagdo de DON
originados pela aplicagcdo de o0zbnio aquoso em graos de trigo contaminados
artificialmente. Os resultados demonstraram que dois produtos de degradagéao
surgiram em poucos minutos apos a aplicagao de ozonio sob baixas concentragdes
(10 mg/L). Apés 48 horas os produtos desapareceram completamente. A molécula
de DON pode ter sido submetida a abertura do anel de ligacdo dupla
carbono-carbono, tendo a destruicdo da estrutura do fragmento alavancada pela

energia por ozonizagao.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

A contaminagado de cereais por micotoxinas € uma realidade que ainda
apresenta dificuldades de enfrentamento em razdo da falta de solu¢des seguras e
diretas para controle nos periodos pré e pés-colheita e, pela crescente demanda por
métodos eficientes que atuem sem deixar residuos quimicos nos alimentos. A
0ozonizagao surge como uma tecnologia emergente nao térmica capaz de agir sobre
diferentes matrizes alimenticias, degradando compostos e mitigando efeitos de
toxicidade.

Neste trabalho, dados publicados na literatura sobre a ocorréncia de fungos
toxigénicos e micotoxinas em trigo foram apresentados, bem como, resultados
relacionados aos efeitos da aplicacdo da tecnologia de ozonizacédo sobre a redugao
desses niveis em gréos de trigo.

O ozb6nio se mostrou eficiente para fins de descontaminagao, alcancando
niveis de reducdo superiores a 90% para fungos e micotoxinas e assegurando
concentracdes finais abaixo dos limites maximos regulamentados pela legislagao
brasileira. Entre as variaveis que mais influenciam no éxito do tratamento frente a
degradagdo de micotoxinas e redugdées na contagem de fungos, pode ser citada,
primeiramente, a concentragao de O;, seguida pelo tempo de exposigao e tamanho
da massa de graos. Quanto maiores as concentragdes de ozonio aplicadas aliadas a
um longo tempo de contato, maior sera a interagdo do ozdnio com a massa de graos
e consequentemente, maiores serdo as redugdes. A massa de graos € uma variavel
critica, uma vez que a concentragdo de O, diminui com o0 aumento da altura massa.
Da mesma forma, constatou-se que teores de umidade de grdos mais elevados
favorecem o efeito fungicida do ozénio devido a formagao de radicais hidroxil.

Portanto, a ozonizagdo € um método promissor para controle de fungos e
micotoxinas em trigo. Contudo, o trabalho ndo se aprofundou na caracterizagao de
produtos de degradagdao das micotoxinas formados durante o tratamento. Para
abordagem deste topico e dos possiveis efeitos dos compostos formados sobre a
saude humana e animal sdo necessarios mais estudos que contemplem analises

toxicolégicas in vivo e in vitro.
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Cabe salientar que a qualidade sensorial final e o conteudo nutricional dos
graos sao afetados em niveis quase insignificantes pela aplicagdo do ozénio. Séo
percebidas alteragdes de cor nos graos e inativagado de algumas enzimas, podendo
esses efeitos serem reduzidos pela otimizacdo do processo. Entretanto, os custos
voltados para implantagdo de geradores de 0z6nio sdo elevados, especialmente no
que tange a extensao de instalagbes de armazenamento de graos, representando
uma barreira para disseminagao da tecnologia.

Desse modo, ainda s&o necessarias melhorias no processo de geracgao e
aplicacdo do ozbnio, a fim de tornar a implementagdo mais tangivel em escala
industrial e a aplicagdo mais segura através da definicdo de parametros de controle

especificos.
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