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RESUMO: Objetivou-se com este trabalho avaliar a eficacia do ozbnio como agente
fungicida e possivel alteracbes qualitativas em gréos de amendoim. Na o0zonizac¢do dos grdos
foram utilizadas amostras de 300 g, adotando-se a concentragcdo do gas de 3.960 ppm, por
periodos de exposicdo de 0, 120 e 240 min. Na analise microbioldgica dos grdos ozonizados
foi utilizado o método de diluicdo em placas. Para avaliagdo da qualidade dos grdos de
amendoim foram analisados os parametros de teor de &gua e condutividade elétrica. Para a
avaliacdo da qualidade do dleo bruto extraido dos grdos de amendoim quantificaram-se o teor
de &cidos graxos livres e o indice de peroxido. O gas ozdnio foi eficiente no controle de
fungos totais e das espécies potencialmente aflatoxigénicas Aspergillus flavus e A.
parasiticus em grdos de amendoim, com reducéo superior a 2,4 e 3,0 ciclos log na contagem
dos microorganismos, na concentracdo de 3.960 ppm e 240 min de exposi¢do. A qualidade
dos gréos e do 6leo bruto ndo foi afetada significativamente em decorréncia da exposicéo ao
0zbnio, na concentracdo de 3.960 ppm, por até 240 min. Concluiu-se que o 0zdnio é uma
importante alternativa no controle de fungos, incluindo espécies potencialmente
aflatoxigénicos, em grdos de amendoim.
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EFFICACY OF OZONE ON CONTROL OF FUNGI IN PEANUT

ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate the efficacy of ozone as a fungicidal
agent and possible qualitative changes in peanut. In the ozonation, peanut samples of 300 g
were used, adopting the gas concentration of 3,960 ppm, for exposure periods of 0, 120 and
240 min. The effect of ozone gas on the total fungal count and potentially aflatoxigenic
species Aspergillus flavus and A. parasiticus was evaluated by the dilution technique.
Evaluation of peanut quality consisted of analysis for moisture content and electrical
conductivity. The qualitative parameters of the crude oil extracted from the peanuts analyzed
were the concentration of free fatty acids and peroxide index. Ozone was efficient for the
control of total fungi and Aspergillus flavus e A. parasiticus in peanuts, with reduction greater
than 2.4 and 3.0 log cycles at the concentration of 3,960 ppm and exposure period of 240 min,
respectively. The quality of grain and crude oil was not significantly affected as a result of
exposure to ozone at a concentration of 3,960 ppm for up to 240 min. It was concluded that
ozone is an important alternative in the control of fungi, including potentially aflatoxigenic
species in peanut kernels.
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INTRODUCAO

Os gréos de amendoim séo substratos ideais para o desenvolvimento de fungos, que,
além de causar degradacdo dos nutrientes, podem produzir as aflatoxinas, metabolitos
secundérios toxicos aos homens e animais (SABINO et al., 1989). Os fungos das espécies A.
flavus e A. parasiticus, segundo PAYNE (1998), séo principais produtores de aflatoxinas em
grdos e subprodutos agricolas e podem ser encontradas tanto no solo como no ar, sendo
classificados como fungos de campo e de armazenamento.

No campo, os dois principais parametros que afetam a producdo de aflatoxinas em
amendoim sdo temperatura e estresse hidrico. De acordo com CRAUFURD et al. (2006),
temperaturas na faixa de 28 e 34 °C associadas a estresse hidrico durante a formacdo das
vagens do amendoim sdo favoraveis a infeccdo pelos fungos e & producdo de aflatoxinas.
Durante o armazenamento, a producdo de aflatoxinas é afetada por diversos pardmetros,
dentre os quais atividade de agua, temperatura, presenca de danos mecéanicos e ocasionados
por insetos, composi¢cdo nutricional, composicdo do ar intergranular, dentre outros
(SHAPIRA e PASTER, 2004).

As aflatoxinas se destacam por apresentar alta toxidez, aguda e cronica, em animais,
incluindo o homem, podendo ocasionar danos no figado, como cirroses e indugdo de tumores,
além de efeitos mutagénicos e teratogénicos (ABDULKADAR et al., 2000). De acordo com
DESHPANDE (2002), as aflatoxinas correspondem a um grupo de aproximadamente 20
metabdlitos de fungos, incluindo AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2. AFB1 e AFGL1 apresentam
maior atividade carcinogénica que AFB2 e AFG2, sendo a AFB1 a de maior toxicidade e um
dos mais potentes hepatocarcindgenos naturais (COULOMBE, 1991; OLIVEIRA e
GERMANO, 1997).

Uma alternativa que vem sendo apresentada para a prevengdo e o controle de
contaminacdo de alimentos por aflatoxinas é o gas ozbnio. O oz6nio (O3) é uma forma
alotropica do oxigénio, que pode ser produzida naturalmente como resultado de relampagos
ou radiacdo ultravioleta (KIM et al., 1999). Em se tratando de gréos de amendoim, 0 0zbnio
pode atuar como agente fungicida (ZOOTI et al., 2009). Esse gas pode evitar e/ou inibir o
desenvolvimento dos fungos potencialmente aflatoxigénicos e, consequentemente, diminuir o
risco de producéo de aflatoxinas durante as etapas pds-colheita.

Encontram-se, na literatura, diversos relatos que descrevem o efeito do oz6nio sobre
microrganismos, dentre os quais, 0s fungos dos géneros Aspergillus, Fusarium, Geotrichum,
Myrothecium, Alternaria, Penicillium, Botrytis e Mucor (RAILA et al., 2006; ZOTTI et al.,
2009), além de virus, protozoarios e bactérias (KHADRE et al., 2001). A inativacdo de
microorganismos pelo g&s ozbnio, segundo CULLEN et al. (2009), é atribuida,
principalmente, & ruptura do envoltério celular e posterior dispersdo dos constituintes
citoplasmaticos, uma vez que esse gas apresenta alto poder oxidante. Essa capacidade do
ozonio de inativar ou inibir o desenvolvimento dos microrganismos é fundamental sob ponto
de vista de seguranca alimentar, pois pode representar uma forma de controle de fungos
potencialmente aflatoxigénicos e, consequentemente, de prevencdo da sintese de aflatoxinas.
Destaca-se que o oz6nio, dentre 0s compostos geralmente utilizados como sanitizantes,
apresenta o segundo maior potencial de oxidagdo (2,07 mV), sendo superado somente pelo
flior (MUSTAFA, 1990; GUZEL-SEYDIM et al., 2004).

Em vista do exposto, objetiva-se com este trabalho avaliar a eficacia do 0zdnio como
agente fungicida em grdos de amendoim e possiveis alteracdes qualitativas no produto.

MATERIAL E METODOS
O trabalho foi realizado nos Laboratérios de Pré-Processamento e Armazenamento de
Produtos Agricolas e de Microbiologia e Alimentos, da Faculdade de Agronomia e Medicina



Veterinaria da Universidade de Brasilia, UnB.

Utilizaram-se dois lotes de grdos de amendoim no experimento. O primeiro lote, com
teor de 4gua em torno de 10,0% (b.u.) e que apresentava elevada contagem de fungos totais e
de fungos potencialmente aflatoxigénicos, foi utilizado na avaliagdo do efeito fungicida do
gas 0zonio. O segundo lote, com ter o de 4gua em torno de 6,6%, foi utilizado na avaliacéo
qualitativa do produto exposto ao 0zonio.

Na ozonizagdo dos grdos foram utilizadas amostras de 300 g, adotando-se a
concentracdo do gas equivalente a 3.960 ppm, e valores de umidade relativa de 75%, por
periodos de exposicdo ao gas de 0, 120 e 240 min. Para a obtengdo do valor de umidade
relativa (UR) desejado, ap0s a geracdo do gés, a mistura gasosa passou por solucdo saturada
de Cloreto de Sdédio (NaCl, 75% de UR), seguindo metodologia proposta por OZKAN et al.
(2011).

Nas andlises microbioldgicas dos grédos de amendoim ozonizados foi utilizado o método
de diluicdo em placas (PITT e HOCKING, 2009). No método de diluigdo em placas, 25 g de
gréos foram previamente diluidos em 225 mL de &gua peptonada a 0,1%. Para a quantificacéo
de fungos totais nos grdos de amendoim, tanto no método de diluicdo em placas quanto no de
plagueamento direto, utilizou-se 0 meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) acidificado
com 4cido tartérico a 10%, tendo sido as placas incubadas por 5 dias em cadmaras climaticas a
25 °C (DOWNES e ITO, 2001). Para a quantificacdo das espécies potencialmente
aflatoxigénicas, A. flavus e A. parasiticus, foi utilizado o meio de cultura Aspergillus flavus e
parasiticus Agar (AFPA), e as placas incubadas por 42 h a 30 °C (PITT et al., 1983). Os
resultados foram obtidos em termos de unidades formadoras de colénias por grama (UFC g™).

Na avaliacdo de possiveis alteracdes qualitativas nos grdos em funcdo da exposi¢do ao
gas ozonio, analisou-se a qualidade dos grdos, pelas variaveis: teor de 4gua e condutividade
elétrica, e do Oleo bruto extraido do amendoim ozonizado, pelas varidveis teor de acidos
graxos livres, indice de perdxido e indice fotométrico de cor.

Para determinacdo do teor de 4gua dos grdos de amendoim, utilizou-se o método de
estufa com circulacdo forcada de ar, a temperatura de 130°1 °C, por 6 h, conforme
recomendacdes da ASAE (2002), método S401.1. A condutividade elétrica da solucéo
contendo os grdos de amendoim foi feita utilizando-se o “Sistema de Copo” ou
“Condutividade de Massa” (VIEIRA et al., 2001).

O o6leo bruto foi obtido de acordo com as normas AOCS (1993), método Ac 3-44, em
aparelho de soxhlet, durante 6 h, utilizando éter de petroleo como solvente. As variaveis
qualitativas do 6leo bruto teor de &cidos graxos livres e indice de perdxido foram avaliadas de
acordo com as normas AOCS (1993), Métodos Ca 5a-40 e Cd 8-53, respectivamente.

O experimento serd realizado no delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticdes. Com relagdo aos dados referentes as varidveis qualitativas, inicialmente realizou-
se andlise de variancia a 5% de probabilidade e, posteriormente, teste de média (Teste de
Tukey), quando obtida diferenga significativa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 sio apresentados os valores médios de contagem log(UFC g™) de fungos
totais e de fungos potencialmente aflatoxigénicos A. flavus e A. parasiticus em gréos de
amendoim ozonizados, na concentracdo de 3.960 ppm, na temperatura de 25 °C, por até 4
horas.

Verificou-se redugdes de 1,75 e 2,45 ciclos log na contagem de fungos totais nos graos
ozonizados por 120 e 240 min, respectivamente. Com relacdo & contagem de fungos
potencialmente aflatoxigénicos A. flavus e A. parasiticus, obteve-se reducdo méxima de 3,08
ciclos log para gréos ozonizados por 240 min.



TABELA 1. Valores médios de log (UFC g™) para fungos totais e fungos potencialmente
aflatoxigénicos referentes aos grdos de amendoim ozonizados na concentracao
de 3.960 ppm, na temperatura de 25 °C, por até 240 min

Contagem log(UFC g™

Tempo de ozonizagdo (min)

Fungos totais A. flavus e A. parasiticus
0 6,58 6,57
120 4,83 4,65
240 4,13 3,49

Os resultados obtidos referentes a reducdo na contagem de fungos totais e de A.flavus
e A. parasiticus nos grdos de amendoim ozonizados podem ser atribuidos ao alto poder
oxidativo do gés ozonio. CICCARESE et al. (2007) também observaram reducéo significativa
da infeccdo fungica em grdos de trigo, aveia e ervilha devido & exposicdo ao gas ozdnio.
Dentre os fungos avaliados por esses autores, destacam-se os dos géneros Aspergillus,
Penicillium, Alternaria e Fusarium. ALENCAR et al. (2012) obtiveram decréscimo na
contagem de A. flavus e A. parasiticus de aproximadamente 3 ciclos log quando os gréos de
amendoim foram ozonizados na concentracdo de 9.828 ppm e periodo de exposicéo de 96 h.
Entretanto, esse autores ndo aumentaram a umidade relativa da mistura gasosa depois da
geracdo do ozdnio. Destaca-se que umidade relativa € um pardmetro que afeta a eficacia do
0zonio como agente antimicrobiano (OZKAN et al., 2011). Maiores valores de umidade
relativa possibilita maior eficacia do 0zdnio na inibicéo dos microrganismos.

A inativacdo ou inibigdo do desenvolvimento de microrganismos pelo oz6nio, a partir
da oxidacdo de componentes celulares vitais, € um processo complexo, em que 0 gas atua
sobre constituintes da membrana e da parede celular, como os &cidos graxos insaturados;
assim como elementos do contetddo celular, como enzimas e 4acidos nucléicos. Os
microrganismos sdo inativados pelo rompimento da célula, em decorréncia da acéo do ozonio
molecular ou dos radicais livres gerados durante a decomposicéo do gas (GUZEL-SEYDIM
etal., 2004; PASCUAL et al., 2007; CULLEN et al., 2009).

Apresentam-se, na Tabela 2, os valores médios referentes as varidveis qualitativas dos
gréos, teor de 4gua e condutividade elétrica dos gréos, e do 6leo bruto, teor de acidos graxos
livres e indice de peroxido. A qualidade dos gréos néo foi afetada significativamente (p>0,05)
pela exposicdo ao 0zdnio, na concentracdo de 3.960 ppm, por até 240 min, de acordo com as
variaveis teor de 4gua e condutividade elétrica. Da mesma forma, as variaveis qualitativas do
6leo bruto extraido dos gréos ozonizados ndo variaram significativamente (p>0,05) em
decorréncia da ozonizacdo. Resultados semelhantes foram obtidos por ALENCAR et al.
(2011) que ozonizaram grdos de amendoim nas concentracdes de 13 e 21 mg L™, por até 96 h.
AKBAS e OZDEMIR (2004) também ndo observaram aumento do percentual de acidos graxos
livres no 6leo bruto extraido de pistaches ozonizados nas concentragdes de 5,0, 7,0e 9,0 mg Lt
por periodos de exposi¢do de até 420 min. FARONI et al. (2007) ozonizaram gréos de milho,
na concentracdo de 50 ppm, por até 168 h, e ndo observaram incremento do indice de
perdxido do bleo bruto.



Tabela 2. Valores médios de teor de &gua, condutividade elétrica (CE), teor de &cidos graxos
livres (AGL) e indice de perdxido (IP), referentes aos amendoins ozonizados na
concentracdo de 3.960 ppm, na temperatura de 25 °C, por até 4 horas

Tempo de Teor de &gua (%) CE AGL IP
o0zonizagao (min) b.u. (uScm?gh (%) (meq kg™)
0 6,58 56,31 1,04 2,51
120 6,53 54,45 1,04 3,37
240 6,60 55,05 0,94 3,30
CONCLUSOES

Os resultados obtidos, nas condicdes adotadas no trabalho, permitiram concluir que o
ozbnio € capaz de provocar reducdo de até 3 ciclos log em contagem de fungos
potencialmente aflatoxigénicos. Além disso, a exposi¢do ao 0zonio ndo afeta a qualidade dos
grdos de amendoim e do 6leo bruto dos gréos, sendo uma importante alternativa no controle
de fungos, incluindo os potencialmente aflatoxigénicos, em gréaos de amendoim.
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