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Resumo: A contaminago de castanhas por fungos produtores de micotoxinas ¢ considerado um
grave problema de satide publica. Objetivo: Avaliar o efeito fungicida do ozdnio contra fungos
filamentosos isolados de castanhas de caju e do Brasil. Mefodologia: Utilizou-se 10 amostras de
castanhas comercializadas a granel. A pesquisa de fungos foi realizada por meio do método de
diluigdo seriada e plaqueamento em agar Batata Dextrose.A identificacdo dos géneros foi
realizada pela observagdo das caracteristicas macroscopicas e micromorfologicas. Para teste da
eficacia do ozonio, 25g de castanhas foram diluidas em 225 mL de agua peptonada (1%), e foi
exposto ao 0zonio nos tempos 5, 10, 15, 20, 25 ¢ 30 minutos. Em cada tempo, aliquotas de 0,1 mL
foram inoculadas em placas de Petri contendo agar Batata Dextrose, para determinagdo da
concentracdo fungicida minima. Os dados foram analisados por andlise estatisticadescritiva e

inferencial. Resultados: A microbiota fungica foi detectada em todas as amostras analisadas,
sendo isolados Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Curvularia,AbsidiaeRhizopus. Com a
utilizagdo do 0zdnio pode-se constatar redugdo média de 96,5% dos fungos em até 30 minutos de

*Corresponding author:
Danila Fernanda Rodrigues Frias

exposicdo. Conclusdo: A ozonizagdo se mostrou eficiente na inativagdo de fungos filamentosos e
consequentemente, na prevengao da sintese de micotoxinas.
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INTRODUCTION

As espécies de fungos produtoras de micotoxinas sdo
encontradas em todas as partes do mundo e podem se
desenvolver em inimeros substratos, ¢ sob variadas condigdes
de temperatura, umidade e pH. Desta forma, as castanhas
tornam-se sujeitas a agdo desses fungos, durante sua colheita,
beneficiamento, transporte e armazenamento, quando em
condigdes satisfatorias para o seu crescimento.As micotoxinas
compreendem um conjunto de substancias toxicas, produzidas
especialmente por espécies de fungos dos géneros Aspergillus,
Fusarium e Penicillium, que dependendo da quantidade
encontrada nos alimentos, causam graves problemas a satude
humana e animal, por serem capazes de induzir efeitos
carcinogénicos, hepatotoxicos e mutagénicos. Sdo conhecidos
cerca de 400 tipos de micotoxinas, porém apenas algumas sdo
profundamente estudadas.

Dentre elas, as aflatoxinas, produzidas por espécies do género
Aspergillus, por serem consideradas as mais toxicas (Pinheiro,
2004).Dentre todos os produtos agricolas produzidos no
mundo, sabe-se que cerca de 25% estdo contaminados por
alguma micotoxina (EMBRAPA, 2007). Os mais suscetiveis a
contaminagdo, especialmente por aflatoxinas, sdo o amendoim,
milho, algoddo e castanhas, em especial, a castanha-do-Brasil
(COELHO, 2012).Devido a ocorréncia de sérios problemas
causados pelas micotoxinas, os consumidores estdo cada vez
mais preocupados com a qualidade do alimento que consomem
e acabam exigindo produtos mais seguros e que produzam
menor impacto ao meio ambiente ¢ a saude humana. Assim, a
elaboracdo de legislagdes, no que se refere aos niveis maximos
de micotoxinas permitidos, estdo cada vez mais rigidas. Com o
objetivo de evitar a contaminagdo das castanhas por essas
toxinas e atender os padrdes para consumo e comercializago,
¢ fundamental o controle adequado durante todas as etapas da
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produgdo. No Brasil a Resolugdo - RDC n° 7, de 18 de
fevereiro de 2011 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria, dispde sobre os limites maximos tolerados (LMT)
para micotoxinas em alimentos (ANVISA, 2011). Além da
ANVISA, o PNCRC (Plano Nacional de Controle de Residuos
e Contaminantes) também inspeciona e fiscaliza as cadeias
produtivas de alimento, por meio da verificagdo da presenca e
dos niveis de residuos de substdncias nocivas a satde do
consumidor (BRASIL, 2018).Dentre as novas tecnologias no
controle de microrganismos o oz6nio ¢ uma alternativa
ecologicamente correta e economicamente viavel no contexto
da manutengdo e preservacdo da qualidade dos produtos de
origem vegetal. Isso se deve ao fato do mesmo ser um produto
seguro, ndo deixando residuos nos alimentos, diferente de
outros produtos utilizados na desinfec¢ado (CHIATTONE et
al., 2008).Quando comparado a outros agentes oxidantes, o
0zonio se destaca por ser o sanitizante que além de potencial
de oxidacdo, pode entrar em contato com alimento. Em
relacdo ao potencial de oxidacdo so perde para o fluor, dessa
forma, sua elevada capacidade de desinfecg@o e esterilizagdo
lhe permitem uma agdo sanitizante em menor tempo de contato
e concentracdo (SILVA et al., 2011). Sendo assim,
investigacdes de sua atuagdo sobre uma grande variedade de
microrganismos, na forma de células vegetativas ou esporos,
em ambientes industriais e¢ também nos alimentos, tém
despertado especial atencdo de pesquisadores em todo o
mundo (CHIATTONE et al., 2008). Por isso, o objetivo neste
trabalho foi avaliar o efeito fungicida do gas ozonio sobre
fungos filamentosos presentes em castanhas de caju
(Anacardiumoccidentalel..) e do Brasil (Bertholletia excelsa
H.B.K.), visando a oferta de alimentos mais seguros ao
consumidor.

MATERIAL E METODOS

Obtencio e preparo das amostras e analises
microbiolégicas: Foram adquiridas 10 amostras de castanha
de caju e castanha-do-Brasil, sendo 5 de cada tipo, obtidas em
todos os pontos que comercializam esses produtos no
municipio de Fernandopolis, Sdo Paulo, no periodo de outubro
a dezembro de 2019, sendo estas vendidas a granel, sem casca.
As castanhas foram acondicionadas em sacos plasticos
estéreis, armazenadas em caixas isotérmicas e transportadas
at¢é o laboratério de Microbiologia. A identificacdo das
amostras foi realizada da seguinte forma: de 1 a 5 - castanhas
de caju e de 6 a 10 - castanhas-do-Brasil.Para isolamento da
microbiota fingica foi utilizado o método de diluigdo seriada e
plaqueamento. Foram pesados de forma asséptica 25 g de cada
amostra de castanha, em seguida foram trituradas
manualmente e diluidas em 225 mL de dgua peptonada a 1%, ¢
depois procederam-se as diluicdes decimais seriadas
consecutivas (10'1, 10'2, 10% e 10'4), sendo inoculadas aliquotas
de 0,1 mL nas placas de Petri contendo o meio de cultura Agar
Batata Dextrose, em triplicata. As mesmas foram incubadas
em condi¢des de temperatura controlada em estufa B.O.D. a
25° C por 7 dias.

Contagem e identificacio de fungos filamentosos: Apos o
periodo de incubagdo, foi realizada a contagem de colonias e a
corre¢ao pelo fator de diluicdo, a fim de obter o niimero de
unidades formadoras de colonia por grama de castanha
(UFC/g).Visando a identificagdo dos géneros de fungos
filamentosos, foram  observadas as  caracteristicas
macroscopicas das colonias (didmetro, textura, forma, aspecto
da superficie e do reverso, pigmentacdo dos conidios,

produgdo e cor do exsudado).As estruturas micromorfoldgicas,
foram observadas por meio da confec¢do de laminas coradas
com Azul de Algoddo, onde observou-se em microscopio
optico, com aumento total de 400 vezes estruturas como hifas,
corpo de frutificagio e esporos.

Processo de ozonizagdo das castanhas: Para realiza¢do do
processo de ozonizagdo, o ozonio foi obtido por meio de um
gerador corona (Ozone & Life®, MODELO O&L 3.0.RM). O
oxigénio puro foi suprido via cilindro de oxigénio. O 0zo6nio
produzido de forma constante pelo equipamento foi conduzido
por um tubo de silicone para o difusor por meio de pedra
porosa, gerando assim 28 mg.L', em temperatura controlada de
22° C. As amostras de castanhas (25g) assepticamente pesadas
e trituradas foram diluidas em 225 mL de agua peptonada a
1%. O material diluido foi exposto ao ozdnio em diferentes
tempos (0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos), ¢ em cada intervalo
de tempo determinado, aliquotas de 0,1 mL foram retiradas e
inoculadas em triplicata, em placas de Petri contendo agar
Batata Dextrose, para determinagdo da concentragido fungicida
minima (CFM).Apds a inoculagdo, as placas foram incubadas
em temperatura de 25° C por 7 dias, para realizagdo da
quantificagdo de fungos filamentosos, utilizando-se o método
de contagem em placa, com a correcao pelo fator de diluicdo, a
fim de obter o nimero de unidades formadoras de colonia por
grama de castanhas (UFC/g).

Andlise estatistica: Apds a tabulacdo dos dados coletados
posteriormente a ozonizagdo, foram exercidas duas fungdes de
analises estatisticas: descritiva e inferencial. Dessa forma, de
maneira descritiva, foi tragado o perfil da amostra estudada,
contemplando as variaveis analisadas e seus desdobramentos.
Os dados foram replicados de forma absoluta e relativa. No
ambito inferencial, foi tragado como objetivo estatistico, a
analise de independéncia e predicdo entre as variaveis
propostas no escopo do trabalho. Para isso, utilizou-se, dentro
dos padrdes esperados, o Teste de T Pareado. Vale ressaltar,
que os resultados de independéncia entre as variaveis
propostas, se deram por meio de analise entre os valores de p
(significancia). Todas estas analises foram obtidas pelo uso do
Software  SPSS  Statistics (Versdo 23) atreladas as
funcionalidades da ferramenta Excel (versdo 2.016).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento e identificacio de fungos filamentosos
provenientes de amostras de castanha de caju e castanha-
do-Brasil: A microbiota fingica foi detectada em todas as
amostras analisadas, sendo que em 70% destas, mais de um
género foi isolado (Tabela 1). Em pesquisa realizada por Lopes
et al. (2017) também foi detectado 100% das amostras de
castanhas  contaminadas com fungos filamentosos.A
distribuigdo dos fungos em relagdo ao tipo de castanha se
mostrou semelhante no presente trabalho, com uma leve
tendéncia de maior incidéncia do fungo Penicilliumspnas
castanhas-do-Brasil (amostras 6 a 10), como pode ser
observado na Tabela 1. Santurio (2000) afirmou que a
contaminagdo depende do tipo de alimentos, ja que alguns
grios sdo substratos mais aptos que outros para o crescimento
de determinados fungos. O isolamento e a caracterizagdo
morfolégica dos fungos filamentosos encontrados revelaram a
presenca dos seguintes géneros: Aspergillussp, Penicilliumsp,
Cladosporiumsp, Curvulariasp,AbsidiaspeRhizopussp (Figura
1).
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Tabela 1. Género de fungosfilamentosos, por amostra, isolados de castanha de caju e castanha-do-Brasilcomercializadas a granel no
municipio de Fernandépolis, Sao Paulo, 2019

AMOSTRA GENERO ISOLADO
Aspergillussp.
Aspergillussp.; Cladosporiumsp.
Penicilliumsp.,; Aspergillussp.
Curvulariasp.,; Cladosporiumsp.; Aspergillussp.
Aspergillussp.; Cladosporiumsp.
Curvulariasp.; Cladosporium sp.; Aspergillus sp., Penicillium sp.
Absidiasp.
Penicillium sp.; Aspergillus sp.; Cladosporium sp.
Penicilliumsp.; Rhisopussp.

0 Penicilliumsp.

— O 00 1O\ WU A WN —

Fonte:Elaboradapelosautores

Legenda: *A: Absidiasp; B: Aspergillussp, C: Curvulariasp; D: Cladospormmsp, E: Penicilliumsp; F:Rhizopus sp. Obs: As micrografias, que estdo a esquerda
da cultura vista a olho nu, possuem aumento total de 400X.
Fonte:Elaboradapelosautores
Figura 1. Géneros de fungosfilamentososisoladosemcastanhas-do-Brasil e de cajucomercializadas a granel no
municipio de Fernandépolis, Sao Paulo, 2019

70%
50% 50%
' l 20%  10% 10%
-
Q Q Q Q Q
R R U
& \\\ O W& \ o®
& O ° & ys o
W ¢ <

¢

Fonte:Elaboradapelosautores

Figura 2. Géneros de fungosfilamentososemporcentagemmédia de isolamentoencontradosemcastanhas-do-Brasil e de
cajucomercializadas a granel no municipio de Fernandépolis, Sao Paulo, 2019

Tabela 2. Valoresmédiosreferentes a contagem (UFC/g) de fungosfilamentosospresentesemcastanha de caju e castanha-do-
Brasilcomercializadas a granel no municipio de Fernandopolis, submetidasaotratamento com ozonio, 2019.
AMOSTRAS

2000A | 2000A | 100A | 700A | 6O1A 81 A 200A | TO1A 100 A 5A

2B 2B 75 A 1B 1B 20 B 50 B 10 B 7B 3A

o 1B 2B 2B 1B 1B 2C 43 B ac 1C 2A
= 1B 2B 2B 1B 1B 1C 45 BC 1C 1C 1A
= 1B 1B 1B 1B 1B 1C 36 CD 1C 1C 1A
0B 0B 1B 0B 0B 1C 30 DE 1C 1C 1A

0B 0B 1B 0B 0B 1C 24 E 1C 1C 1A

Média | 34048 | 316,14 | 41.1 100,62 | 10214 | 1252 | 6186 | 101,24 3,14 2

DP | 703,18 | 707,06 | 3653 | 2509 | 21223 | 2868 589 | 250,77 3,58 1,58
CV | 206,53% | 223.94% | 88.89% | 249.35% | 207,78% | 228,96% | 9522% | 247,70% | 113,96% | 79,06%

Legenda: *Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas na contagem microbiana, relacionada aos minutos de exposigdo ao 0zonio
quando comparados pelo Teste de T pareado a p<0,05.
Fonte: Elaboradanelosautores
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Tabela 3. Evoluciio do tratamento com o gasozénio, mensuradoemporcentagem, de amostras de castanhas-do-Brasil e de

cajucomercializadas a granel no municipio de Fernandépolis, Sao Paulo, 2019

AL(%) A2(%) A3 (%) A4(%) AS(%) A6(%) AT(%) A8(%) A9(%) Al0(%)
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

5 0,1 0,1 75 0,14 0,16 24,7 25 14 7 60

10 005 0,1 2 0,14 0,16 2,5 24 0,4 1 40

15 005 0,1 2 0,14 0,16 1,25 22,5 0,14 1 20

20 0,05 0,05 1 0,14 0,16 1,25 18 0,14 1 20

25 0 0 1 0 0 1,25 15 0,14 1 20

30 0 0 1 0 0 1,25 12 0,14 1 20

Fonte: Elaboradapelosautores

A Figura 2 apresenta a microbiota em porcentagem média de
isolamento, ressaltando que em 70% das amostras mais de um
género fungico foi isolado. De acordo com a prevaléncia de
fungos filamentosos isolados das amostras analisadas, em 70%
isolou-se o género Aspergillussp, em 50% Penicilliumsp e o
mesmo para Cladosporium sp. Resultados semelhantes foram
encontrados por Calderari (2011), que analisou amostras de
améndoas e cascas de castanha do Brasil, coletadas em
diferentes etapas de processamento no Estado do Amazonas.
Em ambas as amostras coletadas (améndoas e cascas) os
géneros mais frequentes foram: Penicillium, Aspergillus e
Mucor. Martins Junior et al. (2011), estudando a microbiota do
ouri¢o (fruto) e da améndoa (semente) com casca € sem casca,
oriundos de castanheiras do estado do Amapd, isolaram
também com maior incidéncia o género Aspergillus
(Aspergillusflavus, ~ Aspergillusniger, ~ Aspergillusspp.). E
importante ressaltar que esse género tem representantes
produtores de aflatoxinas, que podem desencadear, por efeito
cumulativo, processos carcinogénicos tanto no ser humano
como em animais (PITT & HOCKING, 2009; MARTINS
JUNIOR et al., 2011; SILVA et al., 2015; LOPES et al.,
2017). De acordo ainda com Pitt & Hocking (2009) algumas
espécies de Penicilliumsdo importantes produtoras de
micotoxinas, como a patulina, encontrada frequentemente em
frutas e a citrinina em cereais utilizados para alimentacao
animal.

Moreira et al. (2016) investigando a presenca de aflatoxinas
em 23 amostras de castanha-do-Brasil, comercializadas na
cidade de Fortaleza, em 2013, identificaram por meio de
caracterizagdo  morfoloégica as  seguintes  espécies:
Aspergillusflavus (21,4 %), Aspergillusniger (21,4 %),
Mucorsp (14,3%), Cladosporiumsphaerospermum (14,3%),
Cladosporiumcladosporoides (7,1 %), Fusariumsp(7,1%),
Aspergillusterreus(7,1%).Desta forma, como no presente
trabalho, os géneros Aspergillus e Cladosporium estdo entre os
mais frequentes. O género Cladosporium, isolado de 50% das
amostras nesta pesquisa, ¢ normalmente encontrado como
contaminante e agente de deterioragdo nos alimentos ou
produtos industriais (GUTAROWSKA, 2014). Para os seres
humanos e animais, nem todas as cepas sdo patogénicas,
entretanto  algumas podem provocar  ocasionalmente
feohifomicose cutinea e cerebral independentemente do estado
imunitario do hospedeiro (SOUMAGNE et al., 2015).Pesquisa
realizada por Rodrigues (2016) também corroborou com o
presente trabalho. Avaliando améndoas de castanha-do-Brasil,
o autor identificou os géneros Aspergillusspp. (87,55 %),
Rhizopus  spp. (3,07 %), Penicillium spp. (6,86%),
Curvulariaspp. (1,62%),  Paecilomycesspp. (0,36%),
Trichoderma spp. (0,18%), Acremonium spp. (0,18%) e
Verticilliumspp. (0,18%). Rhizopusspp. ¢ Curvulariaspp.
foram isolados com prevaléncia mais baixa, assim como nessa
pesquisa.

Os fungos do géneroRhizopussdao considerados seguros para
uso alimentar e sdo comumente utilizados na Asia para
produzir produtos alimenticios, € por sua capacidade de
produg¢do de compostos fendlicos (RANDHIR &SHETTY,
2007). Os fungos do género Curvulariaspp, sdo amplamente
distribuidos ao redor do mundo, associados a espécies
vegetais, na forma saprofitica, endofitica ou como parasita
(MOURAO et al., 2017). Maia (2014), avaliando o efeito da
doenga oidio na qualidade da castanha e améndoa de caju,
encontrou esse género nas amostras analisadas, indicando
relagdo com a referida doenca, que nos ultimos anos vem
provocando graves perdas para a cultura do cajueiro. A
contaminagdo das castanhas por esse fungo pode estar
relacionada desse modo com as etapas de pré-colheita, ja que o
mesmo foi associado a essa fitopatologia na referida cultura.
Observou-se no presente trabalho uma possivel relagido entre a
alta ocorréncia de fungos filamentosos nas castanhas
(positividade em 100% das amostras) com a forma com que
sdo comercializadas, pois nos locais de venda de produtos
naturais e supermercados em que foram adquiridas, as mesmas
estavam em constante contato e manipulacdo, ja que sdo
vendidas a granel. De acordo com a Instru¢do Normativa n® 13
de 27/05/2004/MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento) as castanhas podem ser vendidas a granel,
portanto, como qualquer outro alimento, deve-se atender as
condi¢des higiénico-sanitéarias especificadas na portaria n® 326
de 30 de julho de 1997 da Vigilancia sanitaria, visando a
protecdo da satide da populacdo (BRASIL, 2002; BRASIL,
2004). Mesmo observando essas condigdes, o risco de
contaminagdo existe, pois, 0 manuseio constante do local onde
as mesmas s3o0 acondicionadas e a exposi¢do dos pegadores do
produto sdo fatores criticos.

Avaliacdo do efeito do ozonio frente aos fungos
filamentosos isolados de castanha de caju e castanha-do-
Brasil: Os valores médios da quantificacio de fungos
filamentosos nas castanhas frente ao tratamento com 0zo6nio
nos periodos de exposi¢do 0; 5; 10; 15; 20; 25 e 30 minutos
estdo apresentados na Tabela 2, respectivamente.Os resultados
apresentados na Tabela 02 sugerem uma contaminagdo inicial
maior (UFC/g) nas amostras de castanha-de-caju (1 a 5).
Segundo Lima (2013), as améndoas de castanha-de-caju
apresentam  problemas de estabilidade durante o
armazenamento, sendo que o desenvolvimento de
microrganismos pode ocorrer em funcdo do aumento de
umidade. Para minimizar tal circunstancia, deve-se utilizar
embalagens adequadas, que limitem a absor¢ao de umidade do
ambiente. Esse procedimento, porém, ndo foi realizado nas
amostras analisadas neste trabalho, pois eram comercializadas
a granel.Observou-se nas amostras 1; 2; 4; 5; 6; 7, 8 ¢ 9
(Tabela 2) reducdo significativa na contagem de fungos
filamentosos apos 5 minutos de exposi¢do ao o0zdnio,
diferentemente das amostras 3 e 10 que ndo apresentaram tal
redu¢do.Um fato importante a salientar € que para as amostras



39560

International Journal of Development Research, Vol. 10, Issue, 08, pp. 39556-39562, August, 2020

1; 2; 4 e 5 que possuiam fungos dos géneros Curvularia sp.,
Cladosporium sp. e Aspergillus sp., 0 0zOnio apresentou acao
fungicida apdés 25 minutos de exposi¢do, porém, com 5
minutos ja apresentou acdo fungistatica por ndo apresentar
diferenga significativa na quantidade de colonias entre os
tempos seguintes.Vijayanandrajet al. (2006), estudando o
efeito do 0zonio sobre Aspergillusniger, notaram alteragdes na
morfologia do fungo, sendo que os conidios tratados com
ozOnio, produziram coldnias ndo-esporulantes, fato este que
pode explicar o efeito fungicida do o0zonio frente a este género
nesse trabalho.Realizando testes in vitro, Silva & Venancio
(2008) avaliaram a sensibilidade de 4. flavus e A. parasiticus
ao ozonio e obtiveram resultados semelhantes a esta pesquisa
pois as taxas de inativagdo dos fungos variaram entre 98 e
100%, para as concentragdes de 10 e 20 mg.L' de ozénio em
tempo de exposicdo de 10 minutos. Os autores concluiram
dessa forma que o 0zo6nio ¢ eficaz no controle de conidios das
estirpes testadas. Hsieh ef al. (1998) relataram a eficacia de
agua ozonizada para o controle do fungo Curvulariapallescens
por meio da inibi¢do da germinacdo de seus esporos. Ja
Hudson & Sharma (2009), constataram o efeito fungicida do
oz6nio frente a alguns géneros fungicos, dentre eles o
Cladosporium sp.Com relagdo as amostras 3; 6; 8 ¢ 9 cujos
géneros de fungos isolados foram Curvularia sp.,
Cladosporium sp., Aspergillus sp., Penicilliumsp e Rhisopus
sp., 0 0zOnio apresentou efeito fungistatico apds 10 minutos de
acdo, porém sem apresentar efeito fungicida, pois ndo ocorreu
inibi¢do total do crescimento fingico. A colonia que ndo foi
afetada pelo ozonio foi identificada como fungo do género
Penicilliumsp, comprovando novamente a agdo fungicida do
ozonio frente aos outros géneros presentes.Esses resultados
corroboram com de outros autores como Pascual et al. (2007)
que relataram a sensibilidade de microrganismos ao 0zoénio € a
tolerancia maior dos esporos fungicos do que as células
vegetativas. Segundo Naito&Takahara (2006) isso ocorre
provavelmente em fungdo da estrutura da parede e da
membrana celular. Provavelmente caracteristica presente no
género Penicilliumsp.

Corroborando com o resultado nessa pesquisa, Silva (2011), ao
ozonizar grios de trigo, 4 concentragio de 0,54 mg.L', por
periodo de 100 h, nao obteve resultados significativos de efeito
fungicida, em relagdo a inativagdo de esporos de
Penicilliumsp. Assim como Beber-Rodrigues (2013) que
também verificou redug@o na quantidade total de fungos, mas a
resisténcia do género Penicilliumsp. Brito Janior (2013)
destacou que em seu trabalho com grios de arroz ozonizados,
nem todos os esporos fungicos deixaram de germinar, contudo
produziram colonias de tamanho bastante reduzido, esparsas e
com baixo vigor.Mesmo o ozdnio n3o apresentando efeito
fungicida frente aoPenicillium sp., esse fator ndo inviabiliza o
respectivo tratamento, pois apenas uma UFC permaneceu na
amostra. A legislagdo ndo indica a quantidade minima
permitida dos fungos filamentosos em castanhas, apenas a
quantidade de micotoxinas que os mesmos podem produzir. A
quantidade de micotoxina presente nas amostras de castanhas
analisadas nesse trabalho ndo foi pesquisada, porém, Sahabet
al. (2013) afirmaram que a exposi¢do das castanhas a 40 ppm
de ozonio por 10 minutos causa degradacdo significativa das
aflatoxinas, indicando assim o uso do ozonio para
descontaminag@o de sementes contaminadas.A amostra 7, cujo
género fungico isolado foi Absidiasp foi a que apresentou
maior resisténcia ao o0zo6nio, pois ocorreu diminui¢do
significativa de coldnias apds 5 minutos de exposi¢ao, porém o
nimero manteve-se constante com pouca variagdo até os 30

minutos finais do tratamento, sem apresentar efeito fungicida.
De acordo com Khadreetr al. (2001), a inativacdo dos
microrganismos durante a ozonizacdo ocorre a partir da
oxidagdo de constituintes da parede, membrana e componentes
do contetdo celular, podendo ocorrer sua lise durante a
exposicdo a esse gas. Dentre os compostos capazes de serem
oxidados pelo ozonio tem-se acidos graxos poli-insaturados,
polissacarideos, enzimas e componentes nucleicos, como as
bases timina e citosina. Pascual et al. (2007) também
destacaram que o ozdbnio molecular e/ou radicais gerados
durante sua decomposi¢do podem atuar no processo de
oxidacao desses componentes celulares. Dessa forma, notou-se
que o género Absidiasp. demonstrou-se resistente aos
mecanismos de agdo do ozonio.Em relagdo ao género Absidia,
algumas espécies como A. corymbiferae A. Nidulans
sdodescritas como agentes de infec¢des, podendo causar a
zigomicose em pessoas imunodeprimidas, como pacientes com
Aids, neutropénicos, transplantados e leucémicos e ainda,
infec¢do pulmonar em humanos ¢ animais. A segunda espécie
citada ¢ produtora de  esterigmatocistina, uma
micotoxinahepatocarcinogénica que inibe a sintese de DNA
(Hooget al., 2004).

A contaminacao das castanhas por esses fungos esta associada
principalmente as etapas de pré-colheita e armazenamento, ja
que os mesmos estdo associados ao solo e excrementos de
animais herbivoros, como também a alimentos estocados
(Alves, 2016). A Tabela 3 apresenta uma analise descritiva da
evolu¢do do tratamento com ozdnio. Esta tabela contém a
porcentagem de fungos que se manteve viavel a cada tempo de
exposi¢do, considerando-se o tempo 0 como 100% de UFC
viaveis.A partir da analise dos resultados apresentados na
Tabela 3, pode-se constatar que houve redugdo média de
fungos filamentosos com a utilizagdo do o0zdénio em
concentragdo de 28 mg.L', por tempo méaximo de 30 minutos
em 96,5% das UFC. Este tempo maximo foi escolhido com o
proposito de viabilizar o wuso desse método de
descontaminagdo, pois o tempo muito prolongado pode ser
visto como impedimento a adogdo desse procedimento, além
de induzir a uma possivel alteragdo na qualidade do produto
final. Quanto a concentracdo do ozdnio utilizada no
tratamento, foi baseada em outros trabalhos semelhantes a este,
levando-se em consideragdo que uma concentragdo maior
tende a exigir um tempo de exposi¢cdo menor. Oliveira (2018),
avaliando a cinética de decomposi¢do do ozonio e seu efeito
fungicida na castanha-do-Brasil chegou a conclusdo de que
concentragdo inicial do ozonio influencia o tempo de saturagao
do meio contendo a castanha. A medida que se ecleva a
concentrac¢do inicial do gés, ocorre decréscimo linear do tempo
de saturacdo ¢ aumento linear da concentragdo de saturacao.

Outros estudos também confirmam a eficiéncia do 0zo6nio
como agente fungicida. Alencar et al. (2012) comprovaram
esse fato em griaos de amendoim, com inativagdo do fungo
Aspergillus spp., reduzindo aproximadamente 3,0 ciclos log na
concentragdo de 21 mg.L', por 96 h. Brito Junior (2013)
constatou uma reducdo de 78,5 e 98,0% no indice de
ocorréncia de Penicilliumspp e Aspergillusspp em graos de
milho submetidos a ozonizagdo a concentracdo de 2,14 mg.Ll,
por um periodo de 50h, além disso, houve também reducdo em
2,0 ciclos log na contagem de outros fungos filamentosos e
leveduras. Oliveira (2018) realizou um estudo que obteve
expressiva reducdo na contagem de Aspergillusflavus em
castanhas-do-Brasil, ozonizadas nas concentragdes de 8,88 e
13,24 mg.L', em periodo de exposigdo de 240 min. A redugdo
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nessas condi¢des foi superior a 3,1 ciclos log., dessa forma, o
o0zonio demonstrou eficacia na inativagdo de microrganismos
potencialmente aflatoxigénicos. Como as amostras coletadas
para essa pesquisa estavam sendo comercializadas a granel,
sugere-se que os pontos de comercializacdo das castanhas,
tratassem as mesmas com o 0zOnio e as embalassem a vacuo
posteriormente, para garantir assim um produto de melhor
qualidade, ja que esse desinfetante tem se mostrado muito
eficiente na inativagdo de espécies aflatoxigénicas e também
na degradacdo de micotoxinas, como constatado neste trabalho
¢ ja relatado por outros autores (SILVA & VENANCIO, 2008;
TIWARI & MUTHUKUMARAPPAN, 2012; BRITO
JUNIOR, 2013; SAHAB et al., 2013). E importante destacar
que para o uso eficaz e seguro no processamento de alimentos,
a concentracdo de ozoOnio, tempo de exposi¢do e outras
condi¢des de tratamento, devem ser definidos para cada
produto, com avaliagdes preliminares antes do inicio de sua
aplicag@o comercial (COELHO et al., 2015).

Conclusao

Conclui-se que as amostras de castanhas apresentaram alto
indice de contaminag@o por fungos filamentosos, pois todas as
amostras continham pelo menos um género fungico. Desta
forma, representam risco potencial a satde publica, ja que
alguns géneros encontrados sdo possiveis produtores de
micotoxinas. A alta incidéncia destes fungos nas castanhas
demonstra a importancia do monitoramento dos mesmos em
toda a sua cadeia produtiva, até a comercializagdo. A adogdo
de boas praticas devem ser realizadas e podem auxiliar na
reducdo de espécies toxigénicas, assim como a legislacdo deve
ser mais criteriosa, discriminando valores limites desses
fungos nas castanhas, ndo apenas das toxinas que os mesmos
podem produzir.Estudos com esse cunho chamam a atengdo
para uma reflexdo quanto & atuagdo da vigilancia sanitaria e
demais orgdos competentes que objetivem o controle sanitario
dos géneros alimenticios destinados ao consumo humano, bem
como para a sensibilizagdo da sociedade quanto a seguranca
alimentar, principalmente quando se refere a um alimento tdo
apreciado pela populag@o.Os resultados desta pesquisa também
demonstraram que o 0z6nio se mostrou eficiente na inativagéo
dos géneros de fungos filamentosos. Assim, a ozonizag¢do ¢
uma técnica efetiva e segura que pode atuar na
descontaminagdo das castanhas e consequentemente, na
prevencdo da sintese das micotoxinas.Por fim, sugere-se que
os pontos de comercializacdo das castanhas, principalmente as
vendidas a granel, utilizem a técnica de ozonizagcdo nas
mesmas e posteriormente as embalem a vacuo, garantindo
assim um produto de melhor qualidade e seguranca alimentar
para o consumidor.
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