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Processo de Ozonizagdo Gasosa em Milho
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e na Degradacao de Aflatoxinas

Otniel Freitas-Silva’
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Resumo - O presente trabalho estudou o efeito da aplicacao de ozbénio gasoso
sobre a degradacgao das aflatoxinas AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 em milho, em
trés diferentes condi¢cdes experimentais, de modo a se avaliar a viabilidade
de um sistema-protétipo proposto para ozonizagdo. A ozonizagdo gasosa
mostrou-se uma tecnologia ndo térmica eficaz para reduzir a contaminagao
por aflatoxinas em milho triturado. Os tratamentos com ozonizagao mais
drasticos, ou seja, aqueles com maior concentragcao de ozénio, maior tempo
de exposicdo e menor massa de graos, apresentaram melhores resultados
na redugdo da contaminacdo por aflatoxinas totais, alcangcando valores
proximos a 45%. Portanto, o sistema de ozonizagdo proposto mostrou-se
eficaz nas condi¢cdes estudadas, podendo servir de modelo para utilizagao
em silos de armazenamento de milho e de outros tipos de alimentos.

Termos para indexagéao: descontaminagao de micotoxinas, ozbnio, Zea mays
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Process of Gaseous Ozonization in Corn and its Effect
on Mycobiota Reduction and Aflatoxin Degradation

Abstract — The present work studied the effects of the application of gaseous
ozone on the degradation of aflatoxins AFB1, AFB2, AFG1 and AFG2 in corn,
in three different experimental conditions, in order to evaluate the viability of
a proposed prototype system for ozonization. Gaseous ozonation has proved
to be an effective non-thermal technology to reduce aflatoxin contamination
in ground corn. The more drastic ozonation treatments, i.e., those with higher
ozone concentration, longer exposure time and lower grain mass, showed
better results in the reduction of contamination by total aflatoxins, reaching
values near to 45%. Therefore, the proposed ozonation system proved to be
effective under the studied conditions and could serve as a model for use in
storage silos of corn and other types of food.

Index terms: aflatoxin decontamination, ozone, Zea mays
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Introducao

O Brasil € um dos maiores produtores de milho do mundo, ficando
atras apenas dos Estados Unidos e China. Na regidao Centro-Sul do pais
encontram-se os estados que mais contribuem com a produc¢do nacional:
Mato Grosso, Parana e Minas Gerais (ABIMILHO, 2019). A estimativa de
oferta de milho para o ano de 2019 é de cerca de 109 milhdes de toneladas
e para os estoques finais da safra estdo previstos cerca de 12 milhdes de
toneladas (ABIMILHO, 2019).

Os graos de milho sédo extensivamente utilizados como alimento humano
e animal, devido as suas qualidades nutricionais, como seu alto teor de
amido, proteinas, acidos graxos, vitaminas e minerais (Nuss; Tanumihardjo,
2011; FAO, 1992). Apesar do reconhecido valor nutricional, mundialmente
o segmento de alimentagdo animal é o principal destino dado ao milho.
Este consumo é representado pela avicultura, bovinocultura, aquicultura
e suinocultura, sendo o milho um dos principais ingredientes nas ragdes
(ABIMILHO, 2019).

Por ser um pais predominantemente de clima tropical, o armazenamento
de graos no Brasil pode favorecer o crescimento de fungos toxigénicos nos
gréos de milho e seus derivados, quando nao realizado de forma correta. A
presenga desses fungos pode resultar em perdas econdémicas, por tornar o
gréo improéprio para consumo, afetando sua qualidade, além dos danos que
as micotoxinas produzidas por algumas espécies de fungo podem causar
a saude humana e animal, configurando um problema de saude publica.
Para contornar este tipo de problema e evitar a contaminagéo dos graos por
fungos potencialmente toxigénicos, € necessario realizar os procedimentos
de Boas Praticas Agricolas, como a de manuseio adequado durante as
fases de colheita, pds-colheita, armazenamento, transporte, distribuigao,
comercializagdo e consumo, pois em qualquer dessas etapas pode haver
contaminagéo microbiolégica (Freitas-Silva et al., 2013).

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios e as encontradas com maior
incidéncia no milho sdo biossintetizadas principalmente por fungos dos
géneros Fusarium, Aspergillus e Penicillium (Kawashima; Soares, 2006). As
espécies de Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nominus sdo as principais
produtoras das aflatoxinas AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2, consideradas como as
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micotoxinas que mais causam danos a saude por apresentarem propriedades
carcinogénicas, mutagénicas, teratogénicas e imunossupressoras (Arana et
al., 2011).

A contaminagdo por micotoxinas nos grédos de milho pode ocorrer em
qualquer fase da cadeia produtiva, desde o cultivo do grao no campo até o
armazenamento do produto. Aforma de contaminagao 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 na busca de métodos alternativos
de descontaminagao de alimentos, que sejam 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 a qualidade do
alimento. A ozonizagao € um método alternativo que vem sendo pesquisado
e utilizado para redugéo de micotoxinas e para eliminagcao de microrganismos
em alimentos, apresentando resultados promissores. O ozbnio (O3) possui
alto poder de oxidagao, pode ser aplicado na forma gasosa ou dissolvido em
agua (solugdo aquosa) e é de facil obtencao pelo baixo custo de produgéo.
Seu produto de deterioragdo é o oxigénio (O2), ndo deixando residuos
téxicos apds sua utilizagdo. Quando utilizado em alimentos, promove poucas
alteragdes em suas caracteristicas quimicas e sensoriais, constituindo uma
alternativa vantajosa na sua utilizacao pela industria de alimentos. Este gas
esta sendo utilizado na agropecuaria, tanto na manipulagéo e processamento
de frutas, carnes, lavagem e esterilizagdo de vegetais, assim como em
depdsitos e silos, para proteger e preservar frutas, hortalicas, carnes e cereais
(Santos et al., 2016; Sanchez et al., 2016; Rodrigues et al., 2015; Chiatone et
al., 2008; Rozado et al., 2008; Guzel-Seydim et al., 2004).

Riscos de contaminagdo por aflatoxinas em produtos derivados do
milho, como a canjiquinha e canjica, sdo de bastante importancia, pois sao
alimentos de facil obtencao pelo prego acessivel, apreciados na culinaria
brasileira, além de serem componentes basicos na dieta das camadas mais
carentes da populacdo (IBGE, 2011). No ano de 2011 foi estabelecido o
limite maximo tolerado de 20 pg kg™ para aflatoxinas totais (AFB1 + AFB2
+ AFG1 + AFG2) em qualquer produto derivado do milho no pais (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2011). Ainda assim, pesquisas continuam
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a mostrar contaminacgdes por aflatoxinas, principalmente no milho e, por
vezes, em seus produtos derivados. Mesmo dentro dos limites aceitaveis,
esta contaminagdo constitui ampla exposicdo de riscos nao somente a
saude humana como também a dos animais, causando efeitos negativos na
producédo e na 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; Soares, 2006).

Assim, ha a necessidade de novos estudos visando o aprimoramento
de técnicas ja existentes ou o desenvolvimento de novas tecnologias que
auxiliem na melhoria da qualidade dos alimentos, prevenindo a contaminagao
microbiolégica e a formagao de seus metabdlitos toxicos. O presente trabalho
estudou os efeitos da aplicagéo de 0zénio gasoso sobre a canjiquinha de milho
contaminada artificialmente com as aflatoxinas AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2,
considerando trés diferentes condigbes experimentais de descontaminagéo, a
fim de se estabelecer a viabilidade de um sistema-protétipo para ozonizagao.

Material e Métodos

AMOSTRAS DE MILHO

150 kg de milho triturado (gritz) foram adquiridos de uma industria de
alimentos no Estado do Rio de Janeiro, condicionados e distribuidos em
diferentes sacos de polipropileno de 25 kg. A medida que se necessitava de
material para os ensaios, o produto ensacado era transferido para um cilindro
plastico de 10 L, mantido a temperatura ambiente. Para analise dos efeitos
do processo de ozonizagao sobre as aflatoxinas, foram preparados dois
pacotes de 25 g de milho triturado embalados em tecido de organza (100%
poliamida), para cada ensaio. As amostras fortificadas foram produzidas pela
adicao das solugdes padrao certificadas das quatro aflatoxinas (AFB1, AFB2,
AFG1 e AFG2) a cada pacote de 25 g de milho triturado. Estas amostras
fortificadas apresentavam concentragao final de 50 ug kg-1 para cada uma
das aflatoxinas e foram armazenadas a -20 °C até a realizagdo dos ensaios
de ozonizagao.

PROCESSO DE OZONIZAGAO

Foi construido um protétipo composto por trés cilindros de PVC (60 x 15
cm, altura x didmetro), representando trés silos, com tampas removiveis,
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dispostos lado a lado e conectados paralelamente entre si por mangueiras
de silicone. No interior dos cilindros foi instalada uma grade de arame
galvanizado com tecido de organza (100% poliamida), localizada 10 cm
acima da base, com a fungéo de suportar toda a massa de milho triturado.
Para cada ensaio, executado em um cilindro, dois pacotes com 25 g das
amostras fortificadas foram posicionados abaixo dos 450 g finais da massa
total dos gréos triturados a serem ozonizados.

O ozonizador (O&L 3.0 RM, Ozone & Life, Brasil) e o cilindro de oxigénio
de alto grau de pureza (99,99%) foram ligados ao sistema, bem como a uma
sequéncia de trés frascos lavadores de gas, preenchidos com iodeto de
potassio 2%. O ozénio formado pelo gerador foi aplicado pela parte inferior
de cada um dos cilindros. Apds este segmento, como sistema de seguranca,
foram colocados trés frascos lavadores, cada um deles contendo 400 mL de
iodeto de potassio 2%.

Foram posicionados conectores e valvulas de gas estrategicamente ao
longo do protétipo, o que permitiu a possibilidade do gas ozbnio passar
em cada silo individualmente. No presente estudo, para cada ensaio foi
utilizado um silo por vez. Todavia, todos os cilindros podem ser utilizados
simultaneamente neste processo, o que permite a ozonizagéo de diferentes
amostras e o aumento da capacidade do sistema.

O processo de ozonizagéo se iniciou fazendo passar, primeiramente, um
fluxo de oxigénio, e, logo a seguir, o gerador de ozobnio foi ligado para iniciar
0 processo de ozonizagao.

Apos cada ensaio de ozonizagéo, o fluxo de O, foi interrompido, as valvulas
de gas posicionadas na entrada e saida do silo utilizado foram fechadas e o
mesmo foi mantido fechado por mais uma hora antes de ser aberto. Entao,
os pacotes de amostras fortificadas foram recolhidos e acondicionados até o
momento da analise. Em seguida, outro silo foi utilizado para outro ensaio.
Todo o processo de ozonizagao esta representado na Figura 1.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As ozonizagbes foram realizadas utilizando os trés silos experimentais
preenchidos com o milho triturado apoiado pelo disco feito de tecido de
poliamida. Os pacotes contendo as amostras contaminadas com aflatoxinas
foram colocados abaixo dos ultimos 450 g da massa total de milho triturado,



Processo de Ozonizagdo Gasosa em Milho e seu Efeito na Redugédo da Micobiota e na Degradacéo de Aflatoxinas 1

Foto: O. Freitas Silva

Figura 1. Protétipo-sistema de ozonizagao instalado dentro de uma capela de labo-
ratorio. 1- Cilindro de O2 com valvula de controle de fluxo. 2- Ozonizador. 3- Cilindros
de PVC contendo milho triturado. 4- Valvulas de cobre. 5 - Frascos com solugao de
iodeto de potassio.

adicionados para cobrir completamente os pacotes. O gas ozénio foi passado
através dos graos de milho em trés condigdes diferentes: C1: 20 mg L' de O,,
120 min de exposigéo, 5 kg de gréos de milho (baixa exposi¢ao), C2: 40 mg
L' de O,, 300 min de exposi¢éo, 3 kg de gréos de milho (exposi¢do média)
e C3: 60 mg L' de O,, 480 min de exposi¢ao, 1 kg de gréos de milho (alta
exposicao). Estas condigdes foram selecionadas com base em alguns estudos
que investigaram os efeitos do O, na qualidade dos gréos de cereais. Para
cada condicdo, duas repeticdes foram realizadas. Para cada réplica, apenas
um cilindro foi utilizado, enquanto os outros dois permaneceram fechados.
Para alcangar tais niveis de produgéo de O,, o fluxo de oxigénio do cilindro foi
mantido em 0,5 L min™ e o ozonizador teve a posi¢do do dosador fixada nos
nameros 2, 4 e 8, respectivamente. Essas concentragdes foram determinadas
por meio de testes preliminares de curva de calibragédo utilizando o método
iodométrico para quantificagédo da produgédo de O, (APHA, 1998). Para as
amostras controle, apenas O, foi passado através dos graos na mesma taxa de
fluxo que nas condigdes experimentais (0,5 L min'). Todos os procedimentos
experimentais de ozonizagédo foram conduzidos no laboratério, a temperatura
ambiente de 25 °C, dentro de uma capela de exaustao (Figura 1).



12 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 31

ANALISE DAS AFLATOXINAS

Para avaliacdo dos niveis de degradagédo das aflatoxinas foi adotada
a metodologia de extracdo de acordo com Instituto Adolfo Lutz (2008) e
Trombete et al. (2014), com adaptagbes descritas a seguir. Amostras de 25 g
de graos de milho (moido e homogeneizado) fortificado foram extraidas com
67,5 mL de metanol e 7,5 mL de cloreto de potassio 4% (m/v). Em seguida
procedeu-se a adigdo de 75 mL de sulfato de cobre 10% (m/v) e 7,5 g de
celite para purificagdo. Apos filtracdo desta solugdo em papel de filtro, 75
mL foram recolhidos e, em seguida, submetidos a extracao liquido-liquido
com metanol-agua-hexano (75: 75: 50, v/v/v), seguida por metanol-agua-
cloroférmio (75: 75: 50, v/v/v), recolhendo-se a fase em cloroférmio, que foi
levada a secura sob fluxo de N,. A derivatizagéo pré-coluna desta solugao
foi efetuada de acordo com a Association Of Official Analytical Chemists
(2005), utilizando solugéo de agua - acido trifluoroacético - acetonitrila (7:
2: 1, vivlv) a 65 °C por 9 min. A quantificacdo das aflatoxinas foi realizada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecc¢ao por fluorescéncia
(CLAE-DFL), usando padronizacdo externa. Os ensaios de recuperagao
das quatro aflatoxinas na matriz estudada - milho triturado, para os niveis
de concentracdo de 5, 20 e 50 ug kg, mostraram valores compreendidos
entre 90% e 110% para cada uma das aflatoxinas. Os limites de detecgao
(LD) e quantifica¢do (LQ) do método para as quatro aflatoxinas determinados
experimentalmente mostraram resultados na faixa de 0,8 a 3,6 ug kg™.

O sistema de CLAE-DFL (Agillent 1100 Series, Waldbronn, Alemanha)
usou a detecgao por fluorescéncia com excitagdo em 365 nm e emissao em
450 nm, injetor Rheodyne (20 uL), coluna C18 (Ace, 250 mm X 4,6 mm, 5 um)
e fase movel constituida de agua ultra-pura, metanol e acetonitrila (70: 20: 10,
v/viv), com fluxo de 1,0 mL min"' em modo isocratico.

TEOR DE UMIDADE E ATIVIDADE DE AGUA (A,)

O teor de umidade foi determinado de acordo com American Association
of Cereal Chemists (1981), utilizando 20 g de amostra previamente moida e
seca a 130 °C por 1 h. A Aw foi verificada utilizando um analisador Aqualab
CX-2T (Decagon Devices Inc., EUA).



Processo de Ozonizagdo Gasosa em Milho e seu Efeito na Redugédo da Micobiota e na Degradacéo de Aflatoxinas 13

ANALISE ESTATISTICA

Para verificar a diferenca significativa entre as trés condigbes de
ozonizagdo aplicadas, foi realizada a ANOVA seguida do teste de Tukey,
utilizando o software Sisvar® 5.0. Analises estatisticas descritivas também
foram realizadas usando este software.

Resultados e Discussao

O processo de ozonizagdo de graos de milho triturado proposto neste
experimento se mostrou seguro quanto ao risco de exposi¢do do gas ozdnio
fora do ambiente controlado de trabalho e eficiente quanto a reducéo dos
niveis de contaminacéo por aflatoxinas. Todo material utilizado para condugéo
do gas ozobnio sobre os grédos de milho - cilindros de PVC, mangueiras de
silicone, conexdes e valvulas em cobre, suporte e invélucro em poliamida
(organza) dos pacotes de amostra fortificada com aflatoxinas - demonstraram
resisténcia e durabilidade frente as caracteristicas quimicas agressivas do
gas ozobnio, durante e apds todos os ensaios do processo de ozonizagao.

O sistema de seguranga montado com a solugéo de iodeto de potassio
nos frascos de lavadores de gas ao final do processo de ozonizagao
conseguiu impedir que o excesso de ozbnio fosse liberado no meio ambiente,
demonstrando sua eficacia para uso em escala de bancada.

O experimento permitiu avaliar diferentes condicbes do processo de
ozonizagdo sobre niveis de aflatoxinas que naturalmente podem estar
presentes em alimentos contendo milho. A analise por CLAE-DFL das
aflatoxinas mostrou ser uma ferramenta adequada para se avaliar o nivel de
eficacia de todo processo de descontaminagao pelo gas ozonio.

As amostras de milho triturado mostraram diferentes valores de reducgéo
dos niveis de aflatoxinas nos diferentes ensaios realizados.

Os pacotes contendo as amostras de milho fortificado foram posicionados,
estrategicamente, na posicdo mais ao topo da massa de graos no silo. Isto
permitiu que o milho destes pacotes pudesse sofrer a agdo do O, ao longo do
processo, servindo assim como um “sensor” capaz de medir a degradagao
das aflatoxinas.
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O controle consistiu em realizar exatamente o mesmo experimento, com
0 ozonizador desligado, ou seja, ndo havia geragao de O,, apenas oxigénio
percorrendo por todo sistema.

Na Figura 2 estdo apresentados os diferentes niveis de aflatoxinas AFB,,
AFB,, AFG, e AFG, encontradas nas amostras controle submetidas somente
ao fluxo de O,, e nas amostras submetidas ao processo de ozonizag&o. As
maiores redugdes foram encontradas no ensaio C3, onde foram utilizadas as
concentragdes mais elevadas de O, (60 mg L"), maior tempo de exposi¢ao
(480 min) e menor quantidade de massa de graos de milho (1 kg). Os

d d
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Figura 2. Efeitos da ozonizagdo gasosa aplicada a grédos de milho triturado sobre os
niveis de aflatoxina. AFB,, AFG,, AFB,, e AFG, - tipos de aflatoxinas; C1: 20 mg L' de
0O,, 120 min de exposigao, 5 kg de graos de milho; C2: 40 mg L'de 0O,, 300 min de expo-
si¢éo, 3 kg de graos de milho; C,: 60 mg L' de O,, 480 min de exposicéo, 1 kg de graos
de milho; Controle: sem aplicagdo de Ozoénio. Letras diferentes em condig¢des diferentes
para a mesma diferenca estatistica média de aflatoxina (p <0,05) pelo teste de Tukey.
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maiores valores de redug&o alcangados para as AFB,, AFG,, AFB,, e AFG,
corresponderam a 57,0%, 54,5%, 30,0% e 36,1%, respectivamente, obtidos
no ensaio C3. Portanto, a AFB, foi a que menos reduziu seus niveis perante
acao do ozoénio em todos os ensaios. Os resultados obtidos no tratamento
C1, que utilizou a menor concentragédo de O, (20 mg L"), menor tempo de
exposicao (120 min) e maior massa de graos de milho (5 kg), néo diferiu (p>
0,05) das amostras controle em relagéo aos niveis de AFB,, e AFG,,.

As variaveis que mais influenciaram na degradagao das aflatoxinas foram
a concentragdo do ozbnio e o tempo de exposicdo ao processo. Outros
pesquisadores também relataram que a agdo do ozbnio sobre as aflatoxinas
em alimentos tornava-se mais evidente conforme o aumento da concentracao
de ozb6nio e o tempo de exposicéo utilizados nos ensaios (Trombete et al.,
2017; Luo et al., 2014a; Chen et al., 2014; Luo et al., 2014b; Mendez et al.,
2003). Trombete et al. (2017) relataram que a massa de graos influenciou
negativamente na reducao de aflatoxinas no tratamento com ozénio, enquanto
Steponavicius et al. (2012), ao investigar sobre a penetragao do ozbnio entre
0s graos, relataram que a concentragédo de ozénio diminuiu quando massas
maiores foram tratadas.

Conclusao

Aozonizagdo gasosa mostrou-se umatecnologia ndo térmica eficaz para
reduzir a contaminacdo por aflatoxinas em milho triturado. Foi verificado
que os tratamentos de ozonizagao mais drasticos estudados alcangaram
melhores resultados na redugdo da contaminagéo por aflatoxinas totais,
alcangando cerca de 45% quando se empregou maior concentragéo de
ozbnio, maior tempo de exposicdo e menor massa de graos para interagao
com o ozbnio. Portanto, o sistema de ozonizagéo proposto, nas condi¢cdes
experimentais avaliadas, mostrou-se eficaz, podendo servir de modelo
para estudos de ozonizagdo gasosa em outros tipos de graos ou alimentos.
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