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ABSTRACT: FREITAS-SILVA, O.; VENANCIO, A. Aflatoxins and cyclopiazonic
acid producer strains supressed by aqueous ozone. Ozone is a potential
antioxidant substance with effect against microorganism. Four ozone concentrations
(0, 1, 10 and 20 mg/L) were applied for 10 minutes to Aspergillus flavus and A.
parasiticus spores suspensions (10°cfu/mL). Aqueous ozone was effective against
both isolates at the lowest ozone concentration tested. Under the tested conditions,
spores inactivation was from 91 to 100%. All ozone treatments performed effective
fungi control. The two isolates used in these assays were screened for mycotoxin
production by HPLC. The A. flavus strain produced cyclopiazonic acid and Aflatoxin
B:1 and the A. parasiticus strain produced Aflatoxins B;, Bz, Gi and G,. The ozone
effect on these mycotoxins was not evaluated.
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INTRODUCAO

O ozbnio é um gas com alto poder oxidante, conferido pela formacao de radicais
hidroperéxido (HOy), hidroxila (OH) e superéxido ('O,), possui efeitos anti-
microbianos (KIM et al.,, 1999). Inicialmente, seu uso se deu em processos de
purificacdo da agua (TORRES et al., 1996). Em 1982, o ozbnio foi declarado pelo
FDA (Food and Drug Administration) como uma substancia reconhecidamente
segura (GRAS - Generally Recozined as Safe), com uso permitido apenas como
sanificante para agua engarrafada (FDA, 2008). Alguns anos mais tarde, sua
utilizacdo foi extendida aos alimentos (KIM et al., 1999; GIL; TOMAS-BARBERAN,
2005). Atualmente, o oz6nio vem ganhando destaque na sanificacdo de alimentos
em substituicdo ao cloro, jA que este apresenta problemas de contaminacdo
ambiental e ocupacional, devido a formacdo de subprodutos altamente téxicos e
cancerigenos: os trialometanos (THMs). Entretanto, para que esta substituicdo
ocorra de forma segura sob o ponto de vista microbiolégico, econémico e de salde
sdo necessarios estudos adicionais. Em temperaturas ambiente e refrigerada, o
0z6nio é um gas com odor caracteristico podendo ser detectado pelo olfato humano,
em concentracdes que variam entre 0,02 e 0,04 ppm (KIM et al., 1999; KHADRE, et
al., 2001). Sua alta capacidade oxidante é conferida por seu potencial de oxidacdo
de -2,07 volts (V), que o torna 1,5 vezes mais forte e eficaz que o cloro e outros
sanificantes contra varias espécies de microorganismos (FORNEY, 2003; KIM et al.,
1999; XU, 1999). A solubilidade do ozbnio em agua nao ocorre completamente e
depende de fatores como pressédo parcial e temperatura, pureza da agua; na medida
em que a presenca de minerais e matéria organica pode exercer a fungdo de
catalizadores do ozb6nio aumentando sua decomposi¢cdao (KHADRE et al., 2001).
Com meia-vida curta, aproximadamente 20 minutos em temperatura ambiente (XU,
1999), sua estabilidade em solucdes aquosas € afetada pelo valor do pH, numa
relacdo inversamente proporcional. O tipo de microorganismo, bem como a idade da
cultura, a densidade da populacao tratada, presenca de compostos na solugdo com
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demanda de Os, formas de aplicagdo do Os, acuracidade dos métodos de
quantificagdo de ozdnio e procedimento para avaliar a eficacia antimicrobiana sao
aspectos apontados por alguns estudos que podem interferir na sensibilidade do
microorganismo ao O (KIM et al., 1999; KHADRE, et al., 2001). Quanto ao efeito do
o0z6nio nas micotoxinas foi evidenciado o potencial do ozénio gas e aquoso nas
aflatoxinas B1, e G; (Mycotoxins: Risks in Plant, Animal, and Human Systems, 2003;
MCCKENZIE et al., 1997, ), em milho contaminado houve uma redugéo de 92% das
aflatoxinas, sem recontaminagdo de micotoxinas apos o tratamento com o 0z0Onio
(PRUDENTE JR.; KING, 2002). Tendo em vista que o 0zbnio € um potente sanitizante
de aplicacdo promissora e que algumas agroindustrias ja vém utilizando-o em seu
processo de sanificacédo, este trabalho busca avaliar o efeito do 0z6nio em solucéo
aguosa sobre a inativacdo de esporos de Aspergillus flavus e de A. parasiticus,
produtores de aflatoxinas e de acido ciclopiazénico.

MATERIAIS E METODOS

Dois isolados de Aspergillus do grupo flavus, provenientes de castanha-do-brasil,
foram utilizados na verificacdo dos efeitos fungicida de Ozdénio. As culturas fungicas
foram crescidas em MEA (extrato de malte agar), por 7dias/25 °C. Os fungos foram
testados quanto a producao de aflatoxinas e acido ciclopiazénico em Cromatografia
liqguida de alta eficiéncia (CLAE). Foi preparada em agua peptonada uma suspensao
de conidios com cerca de 300 esporos, separadas em duas aliquotas: uma para
tratamento com Ozonio e outra de controle. Um mL de suspensao de esporos foi
filtrada e adicionada 0z6nio aquoso, a diferentes concentracdes. Apés 10 minutos de
contacto, a suspensao foi filtrada (filtro 0,2 nm) e o filtro plaqueado diretamente em
MEA (extrato de malte &gar). Apos 5 dias, determinou-se as unidades formadoras de
colonia e calculou-se a taxa de inativacdo, pelo quociente entre os valores obtidos
para cada tratamento e o valor no controle. A concentracdo de ozbénio em agua foi
de 20, 10 e 1 mg/L, além do controle 0 mg/L (agua destilada refrigerada). A agua
saturada com ozonio foi preparada por borbulhamento de gas, gerado pela
passagem de oxigénio extra seco através de um reator (Modelo COM-CD-HF-4)
durante 10 min (poténcia do gerador a 100%; caudal gasoso de 25 L/hora) em frasco
com 1000 mL de &gua ultrapura autoclavada e refrigerada em banho de gelo, de
modo a manter a solugdo a uma temperatura de 2 °C. A concentracédo de final de
ozbnio em &gua foi determinada pelo indice colorimétrico em espectrofotometro,
com medigédo a 258 nm (BADER; HOIGNE, 1981).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O isolado castl (A. flavus) produziu acido ciclopiazdénico e AFB;, enquanto o isolado
cast 2 (A. parasiticus) produziu AFB;, AFB,, AFG; e AFG,, caracteristicas comuns
aos fungos testados. Quanto ao uso do ozbnio, as taxas de inativacdo obtidas
(Tabela 1) variaram entre entre 91 e 100%, para as concentracbes de o0zobnio
testadas. Os resultados obtidos foram similares aos de BEUCHAT et al. (1999)
guando avaliaram a sensibilidade de A. flavus e A. parasiticus ao vapor de oz6nio. O
gue permite concluir que o ozénio é eficaz no controle das estirpes testadas. Por ter
0 ozbnio demonstrado eficaz controle de conidios de A.flavus e A.parasiticus, 0 uso
do mesmo em solucdo aquosa pode ser recomendado para o controle de Aspergilli
produtores de micotoxinas. Entretanto, sdo necesséarios experimentos adicionais
para o ajuste do método para utilizacdo em packing house de castanha-do-brasil.
Principalmente, quanto ao ajuste da concentracao do produto em relacdo a matriz
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vegetal, contabilizacdo do custo / beneficio e limitacbes, entre as quais o
comprometimento da vida Gtil do produto tratado, a salde das pessoas expostas ao
ozbnio no ambiente de trabalho e ajuste de dosagem e monitorizacdo das
concentracdes, para o controle efetivo de fungos produtores de aflatoxinas.

Tabela 1- Taxas de inativacdo de conidios em funcéo da concentracdo de Ozonio aquoso (média de
duas determinacdes)

ConcentragBoes de Ozbnio Taxa de Inactivacdo (%)
(mg /L) A. flavus A. parasiticus
1 94 91

10 96 100

20 92 98
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