UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ZOOTECNIA E ENGENHARIA DE ALIMENTOS

AMANDA BEZERRA GONCALVES BASSO

Descontaminacao de aflatoxina B1 por tecnologias combinadas: efeitos da

fermentacédo e aplicacdo de ultrassom em massa alimenticia a base de trigo

T —————————————————————————
Pirassununga

2022



AMANDA BEZERRA GONCALVES BASSO

Descontaminacgéo de aflatoxina B1 por tecnologias combinadas: efeitos da
fermentacédo e aplicagdo de ultrassom em massa alimenticia a base de trigo

(Versao corrigida)

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos da
Universidade de Sao Paulo, como parte dos
requisitos para a obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias do Programa de
Mestrado em Ciéncias da Engenharia de

Alimentos.

Area de Concentracdo: Ciéncias da

Engenharia de Alimentos

Orientador: Prof. Dr. Carlos Augusto
Fernandes de Oliveira

_ e e e
Pirassununga
2022



Ficha catalografica elaborada pelo
Servigo de Biblioteca e Informagio, FZEA/USP,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Bassa, Amanda Bezerra Gongalves

B322d Descontaminagdo de aflatoxina Bl por tecnologias
combinadas: efeitos da fermentagdo e aplicacdo de
ultrassom em massa alimenticia & base de trigo f
Amanda Bezerra Gongalves Basso ; orientador Carlos

Bugusto Fernandes de Oliveira. -- Pirassunungsa,
2022,

34 £,

Dissertagdo (Mestrado - Programa de Pos-Graduacgdo
em Engenharia de Alimentos) —-— Faculdade de

Zootecnia & Engenharia de Alimentos, Universidade
de S3o Pauleo.

1, Aflatexina Bl. 2, Massas. 3. Ultrassom. 4.
Fermentagcdo. 5. Descontaminacdo . I. Oliveira, Carlos
Augusto Fernandes de, orient. II. Titulo.

Permitida a cHpia total ou parcial deste documento, desde gue citada a fonte - o autor



AMANDA BEZERRA GONCALVES BASSO

Descontaminacgéo de aflatoxina B1 por tecnologias combinadas: Efeitos da
fermentacéo e aplicagdo de ultrassom em massa alimenticia a base de trigo

Dissertagdo apresentado a Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos da
Universidade de S&o Paulo, como parte dos
requisitos para a obtencéo do titulo de Mestre
em Ciéncias.

Area de concentraco: Ciéncias da Engenharia
de Alimentos

Data da aprovacao__/__/

Banca Examinadora:

Prof. Dr.

Instituicao:

Presidente da banca examinadora

Prof. Dr.

Instituicao:

Prof. Dr.

Instituicao:




AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por ter me ajudado a conquistar mais esse
sonho, por me dar perseveranga e por nunca soltar da minha mé&o e me deixar desistir

de nada.

Ao meu esposo Jeferson que sempre é o primeiro a me apoiar em tudo, em todos
0S meus sonhos, sempre me fazendo acreditar no meu potencial. A minha cunhada
Jaqueline, que sempre acreditou em mim, e sempre esteve ao meu lado me ajudando
em tudo. Ao meu pai, que me disse uma vez que estudar é uma das coisas mais
importantes que existem, pois podem nos tirar 0 que quiserem, menos aquilo que
aprendemos, obrigada pai, nunca me esquecerei disso. A minha mée que sempre esta
presente em todos os momentos da minha vida, e aos meus avos que sempre me

incentivaram a estudar e nunca desistir.

Ao meu orientador Professor Carlos Augusto Fernandes de Oliveira, por toda sua

paciéncia, por seus ensinamentos e orientacdo durante meu mestrado.

A Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos — FZEA/USP, por ter me
acolhido, ter me proporcionado experiéncias tao incriveis e ter me ensinado tanto nessa

caminhada. Ao Dr. Sher Ali, gue me ajudou muito na reta final da minha dissertagao.

Ao laboratério de Microbiologia e Micotoxicologia de Alimentos — LMMA/FZEA-
USP, em especial a Roice por todo auxilio e ensinamento durante todo meu

experimento.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento

de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) - Cadigo de Financiamento 001.



RESUMO

BASSO, A. B. G. Descontaminacédo de aflatoxina B1 por tecnologias combinadas:
Efeitos da fermentacéo e aplicacdo de ultrassom em massa alimenticia a base de
trigo. 2022. 34f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2022.

Considerando a resisténcia da aflatoxina B1 (AFB1) aos processamentos industriais
comumente aplicados aos alimentos, este trabalho teve como objetivo conduzir um
estudo preliminar sobre o efeito de tecnologias combinadas, fermentacdo e aplicacao
de ultrassom, para reduzir os niveis de AFB1 em massa alimenticia a base de farinha
de trigo, e avaliar algumas caracteristicas fisico-quimicas do produto apés a aplicacéo
dos referidos processos. Os ensaios de descontaminacao foram realizados utilizando-
se amostras de massa a base de farinha de trigo previamente contaminadas com 50
ng/g de AFB1. O tratamento com ultrassom foi realizado através da imerséo de frascos
contendo amostras previamente fermentadas (28°C e 85% umidade relativa, por 18 h)
em banho de ultrassom (40 kHz; 100 W/cm?), o qual foi mantido em temperatura de
35°C por 10, 30 e 60 min. Foram também preparadas amostras ndo fermentadas
contendo AFB:1 e submetidas aos mesmos tratamentos com ultrassom, assim como 0s
controles positivos (amostras contaminadas com AFB1) e negativos (amostras nao
contaminadas com AFB1) e ndo submetidos a nenhum tratamento. Todos os
tratamentos foram preparados em triplicata. As massas nado fermentadas contaminadas
demonstraram uma reducéo de 50,0 ng/g (valor nominal) para 48,21 ng/g no tempo de
tratamento O de ultrassom, chegando a 26,99 ng/g no tempo de 60 minutos de aplicacéo
de ultrassom. As amostras que foram tratadas com as combina¢cfes de ultrassom e
fermentacdo demonstraram menores niveis de AFB1, de 50,0 ng/g (valor nominal) para
46,67 ng/g no tempo 0, e para 19,33 ug/kg no tempo de 60 minutos de ultrassom. Os
percentuais de reducao nos niveis de AFB1 variaram de 3,6 a 46,0% nas massas nao
fermentadas, e de 6,7 a 61,7% nas massas fermentadas. Adicionalmente, os
tratamentos com ultrassom utilizados no experimento, nos tempos de 10 e 20 minutos,
nao interferiram com a acidez titulavel, demonstrando que o ultrassom € uma técnica
promissora para descontaminacdo de massas a base de trigo contaminadas com

aflatoxinas. Estudos futuros s&o necessarios para estabelecer outros parametros, tais



como a temperatura e o pH do produto, visando a otimizacdo do processo de
descontaminacdo da AFB1, bem como avaliar possiveis efeitos do ultrassom sobre as

caracteristicas sensoriais dos produtos a base de trigo.

Palavras-chave: AFB1, massas, ultrassom, fermentacédo, descontaminacéo, HPLC.



ABSTRACT

BASSO, A. B. G. Decontamination of aflatoxin B1 by combined technologies:
Effects of fermentation and application of ultrasound in of wheat-based dough.
2022. tantas 34f. M.Sc. Dissertation — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2022.

Considering the resistance of aflatoxin B1 (AFB1) to processing technologies commonly
applied to foods, this work aimed to conduct a preliminary investigation on the effect of
combined technologies, fermentation and application of ultrasound, to reduce the levels
of AFB1 in wheat flour-based doughs, as well to evaluate some physical and chemical
characteristics of the product after the application of these processes. Decontamination
assays were performed using dough samples previously contaminated with 50 ng/g of
AFBa1. The ultrasound treatment was performed by soaking flasks containing previously
fermented samples (28°C and 85% relative humidity for 18 h) in an ultrasound bath (40
kHz; 100 W/cm?), which was kept at a temperature of 35°C for 10, 30 and 60 min. Non-
fermented samples containing AFB1 were submitted to the same ultrasound treatments,
as well as positive (AFBi-contaminated samples) and negative (samples not
contaminated with AFB1) and not submitted to any treatment were also prepared. All
treatments were prepared in triplicate. Non-fermented doughs had reduced AFB: levels,
from 50.0 ng/g (nominal value) to 48.21 ng/g at treatment O of ultrasound, reaching to
26.99 ng/g at 60 minutes of ultrasound treatment. Samples treated with combined
ultrasound and fermentation had lower AFBa1 levels, from 50.0 ng/g (nominal value) to
46.67 ng/g at treatment 0, and to 19.33 ng/g at 60 minutes of ultrasound. Percentage
reductions of AFB: levels varied between 3.6 and 46.0% in non-fermented doughs, and
from 6.7 to 61.7% in fermented doughs. In addition, the ultrasound treatments used in
the experiment at 10 and 20 minutes did not interfere with titratable acidity, hence
demonstrating that ultrasound is a promising technique for the decontamination of
wheat-based doughs contaminated with aflatoxins. Future studies are needed to
determine other parameters, such as temperature and pH of the product, to optimize the
decontamination process of AFB1, as well as to evaluate possible effects of ultrasound
on the sensory attributes of wheat-based products.

Keywords: AFB1, pasta, ultrasound, fermentation, decontamination, HPLC.
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1. INTRODUGAO

As aflatoxinas sdo metabdlitos toxicos secundarios produzidos por espécies de
Aspergillus, principalmente Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus nomius,
0s quais se desenvolvem naturalmente em produtos alimenticios (OLIVEIRA et al., 2014).
Trata-se de substancias carcinogénicas, teratogénicas e hepatotoxicas (SAAD-HUSSEIN et
al., 2016), sendo que a aflatoxina B1 (AFB1) é a mais frequentemente encontrada em
alimentos e racOes, além de apresentar maior toxicidade. A AFB1 foi classificada pela
Agéncia internacional de Pesquisas em Cancer (EFSA, 2004; ANTTILA et al., 2002) como
pertencente ao grupo 1, ou seja, carcinogénica para seres humanos (SCHRENK et al., 2020;
EFSA, 2004). Elas ndo sdo destruidas mesmo apdés o tratamento térmico ou processamento
(CAMPAGNOLLO et al., 2016). Sendo assim, seu controle deve ser realizado utilizando-se
duas abordagens: a primeira delas € a prevencao da contaminacéo e do crescimento fungico
em alimentos e racfes e a segunda € a detoxificagdo dos compostos téxicos produzidos
pelos fungos. Na primeira abordagem, se encaixam os métodos de melhoria das préticas
agricolas, agentes antifUngicos, engenharia genética e controle das condi¢cdes de
armazenamento de graos (CORASSIN et al., 2013). Na segunda abordagem se encaixam
métodos de descontaminacdo fisicos, quimicos e biolégicos, sendo que estes devem
objetivar a completa inativacdo, destruicdo ou remoc¢ao da toxina, além de ndo produzir ou
deixar residuos toxicos nos alimentos e preservar seu valor nutritivo (AGRIOPOULOU et al.,
2020). Em patrticular, os métodos fisicos de descontaminac¢ao envolvem procedimentos tais
como inativacao térmica, irradiacao e aplicacédo de ultrassom em alimentos, com a finalidade
de degradar as toxinas (GRENIER et al., 2014).

A presente pesquisa trata da aplicagcéo do ultrassom em conjunto com a fermentacéo
para descontaminacdo das massas a base de trigo, tendo em vista que esta possibilidade
ja foi abordada recentemente na literatura, mas este trabalho destaca-se pela abordagem
préatica da técnica proposta. Vale ressaltar o grande diferencial desta presente pesquisa que
associa a fermentacdo da massa juntamente com a aplicacdo do ultrassom, visando a
combinacdo dessas duas técnicas para a diminuicdo das aflatoxinas (GAVAHIAN et al.,
2021). O trigo destaca-se por sua alta capacidade de aplicacdo em diversos produtos, ocupa

0 segundo lugar na producdo em escala mundial de cereais alimenticios, ficando atras



apenas do milho. Empregado diariamente na elaboracéo de paes, biscoitos, bolos e massas,
o trigo é considerado de grande importancia para a saude dado seu grande proposito
nutricional (SOUZA et al., 2020). As massas fermentadas, sédo produzidas, basicamente, a
partir de duas substancias vitais para a alimentacdo humana: o amido e o gluten, o amido é
um carboidrato que gera energia para o0 organismo, e o gliten é um tipo de proteina presente
em alguns cereais, como o trigo, o centeio, 0 malte e a cevada, que é responsavel pela
consisténcia macia que estamos adaptados a apreciar nas massas (MA et al., 2022; XIONG
et al.,, 2021; BIESIEKIERSKI, 2017; DANTAS, 2016; SCHEUER, et al., 2011). Dada sua
importancia na alimentacdo em nivel mundial, a descontaminacao do trigo ganha relevancia
cientifica, econdbmica e social. Ha informacdes plausiveis sobre o efeito da fermentacdo
sobre os niveis de aflatoxinas em massas alimenticias fermentadas, mostrando grande
gueda de aflatoxinas apds a fermentacdo (NOROOZI et al., 2022; RASHID HUDU et al.,
2022; ROCHA, 2021).

Com grande potencial de descontaminacéo, o ultrassom € uma tecnologia inovadora
com efeitos promissores a longo prazo na area de alimentos (COMARELLA, 2012; DUMUTA
et al., 2022; OLIVEIRA, 2017). Sado ondas de som com frequéncia sonora superior as
detectadas pelo ouvido humano (20 KHz) (BYLER, 2018; OLIVEIRA, 2017). Divididas em
ultrassom de alta frequéncia e baixa intensidade (>1 MHz, < 1 W cm) e ultrassom de baixa
frequéncia e alta intensidade (20-100 KHz com 10-1000 W cm2), ambos séo utilizados na
tecnologia de alimentos (BYLER, 2018; ALARCON-ROJO et al., 2015). Sendo propagadas
através de uma série de ondas conhecidas como cavita¢ao acustica, a qual produz bolhas
de gas microscopicas em solucdes, induzidas pela diferenca de presséo que ao implodirem
realizam um aumento brusco de temperatura (BYLER, 2018; RAMPELOTTO, 2012).

Alguns estudos demonstraram a capacidade do ultrassom em inativar
microrganismos e enzimas deteriorantes e patogénicas presentes em produtos lacteos e
sucos de frutas, devido as formacbBes gasosas, pois aumentam a permeabilidade da
membrana, desnaturam o DNA e proteina, além de modificar a morfologia celular, podendo
também inibir ou estimular atividades biolégicas (BYLER, 2018; COMARELLA, 2012).

Por ser uma tecnologia emergente de descontaminacdo, e por nado produzir
contaminantes secundarios, o0 ultrassom tém demonstrado efeitos positivos frente a

degradacdo das micotoxinas nos alimentos, e também efeitos significativos da interacao
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entre a fermentacao e a desintoxicacao para diminuicao das mesmas. Nos estudos atuais,
destaca-se que o uso do ultrassom sobre as aflatoxinas reduz significativamente a
bioatividade e a toxicidade da AFB1, pois, ele interrompe o vinculo duplo C8=C9 no anel
furano, modificando o anel de lactona do grupo metoxi (GAVAHIAN et al., 2021; LIU et al.,
2019).

O ultrassom de alta intensidade j& vem sendo utilizado em produtos alimenticios,
devido a capacidade de operar em temperaturas mais baixas que a pasteurizacao
convencional, desta forma, possibilita a reducdo de alteracfes fisico-quimicas que sao
ocasionadas pelo calor. Considerando que o ultrassom é uma tecnologia recente no
processamento de alimentos, este trabalho tem, portanto, o objetivo de avaliar os efeitos de
tecnologias combinadas, fermentacdo e aplicacdo de ultrassom, sobre os niveis de AFB1
em massa alimenticia a base de farinha de trigo, além de avaliar as caracteristicas fisico-

guimicas do produto apos a aplicacdo dos referidos processos.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos de tecnologias combinadas, fermentacao e aplicagcéo de ultrassom,

sobre os niveis de AFB1 em massa alimenticia a base de farinha de trigo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Verificar os niveis de AFB:1 em massa a base de trigo submetida a diferentes
intensidades do processo de ultrassom e;
b) Avaliar algumas caracteristicas fisico-quimicas do produto apdés a aplicacdo dos

referidos processos.



11

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Caracteristicas gerais das aflatoxinas

As aflatoxinas compreendem o grupo mais importante de micotoxinas, devido ao seu
alto potencial de toxicidade e ampla distribuicdo em alimentos. O termo micotoxina é
originario da palavra grega "Mykes", que significa fungo, e do latim "Toxicum", que significa
toxina ou veneno (AGRIOPOULOU et al., 2020). As micotoxinas sao classificadas como o
mais importante fator de risco ndo-infeccioso e crénico alimentar, sendo superior ao dos
contaminantes sintéticos, toxinas de plantas, aditivos alimentares ou residuos de
agrotéxicos. Homem e animais podem ser levados a quadros de intoxicacdo aguda ou
cronica através da ingestdo de micotoxinas, sendo a condicdo patologica resultante desta
ingestdo denominada micotoxicose (BOGANTES et al., 2004). Fatores que afetam a
magnitude dessa toxicidade em seres humanos ou animais incluem o tipo da espécie,
modos de agdo, metabolismo e mecanismos de defesa (MAZIERO et al., 2010).

As espécies de fungos produtores de aflatoxinas pertencem ao género Aspergillus,
principalmente Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus (OLIVEIRA et al., 1997). As
aflatoxinas sdo metabdlitos produzidos por cepas dessas espécies de forma secundaria.
Existem condi¢des que precisam ser favoraveis para o desenvolvimento desses fungos, tais
como a umidade, temperatura, o pH e a quantidade de oxigénio disponivel no local
(GUERRA et al., 2012).

Com as alteracdes climaticas disponiveis, os fungos podem se desenvolver e produzir
as micotoxinas que sdo seus contaminantes naturais, e extremamente toxicos, capazes de
desenvolver toxicidade aguda e crbnica, acarretando o desenvolvimento de doencas
imunossupressoras e carcinoma hepatocelular (ASSUNCAO et al., 2018). Dentre os tipos
de aflatoxinas existentes, as de maior interesse médico sdo as identificadas como aflatoxina
B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1) e G2 (AFG2) (GIANG et al., 2020). Essa definicdo decorre
das cores observadas quando estas toxinas sao expostas a luz ultravioleta. As aflatoxinas
identificadas como “B” (do Inglés “blue”) apresentam cor azul, e as identificadas como “G”
(do Inglés “green”) séo identificadas pela cor verde (TESSARI et al., 2012).

Segundo TESSARI et al. (2012), quanto a natureza quimica das aflatoxinas, vale

ressaltar que elas sao bisfuranocumarinas, derivadas de um decacetideo atraves da via
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biossintética dos policetideos, na qual a unidade C2 é perdida durante a formacéo de anéis
bisfuranos. As aflatoxinas B2 e G2 s&o dihidroderivados de Bi e Gi, respectivamente. TING
et al. (2020), esclarecem que a aflatoxina B1 se destaca por ser altamente detectada em
alimentos contaminados por fungos, e por ser identificada como um dos mais fortes
compostos mutagénicos e carcinogénicos hepaticos, sendo mais toxicas que as demais
aflatoxinas (TING et al., 2020). As principais caracteristicas fisico-quimicas das aflatoxinas

encontram-se na Tabela 1, enquanto a Figura 1 apresenta as suas estruturas quimicas.

Tabela 1 — Principais caracteristicas fisico-quimicas das aflatoxinas.

Tipo de aflatoxina Férmula Peso Molecular Ponto de Fuséao °C
estrutural

Serie 1 - difuro-cumaro-ciclo-pentanonas

AFB1 C17H1206 312 268-269

AFB2 C17H140s6 314 286-289
Serie 2 - difuro-cumaro-lactonas

AFG1 C17H1206 328 244-246

AFG2 C17H1407 330 237-240

Fonte: Adaptado de Urrego Novoa (2006).

Figura 1 - Estrutura quimica das aflatoxinas Bi, B2, Gi1 e Go.

Fonte: Rocha (2021)
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3.2. Aspectos de toxicidade das aflatoxinas

As aflatoxinas entram facilmente no organismo devido ao seu baixo peso molecular.
Geralmente elas sdo absorvidas ap0s ingestédo oral, e devido a sua alta lipossolubilidade,
elas sdo absorvidas no sistema gastrintestinal, e distribuidas em diferentes 6rgaos do corpo
(SAKATA et al., 2011). Apds serem absorvidas, as aflatoxinas chegam ao figado, onde séo
biotransformadas pelo sistema enzimatico das oxidases pertencentes a familia de enzimas
do citocromo P-450, que atua no sistema metabdlico de drogas e toxinas (FERREIRA et al.,
2006). Essa biotransformacédo € um processo complexo, pois envolve diversas vias como a
epoxidacéo, hidroxilacdo, desmetilacdo e reducdo. A epoxidacdo é um processo que pode
ser definido como a juncéo de diversas reacfes exotérmicas que ocorrem em algumas fases
liguidas com transferéncia de massa (QUADROS, 2015). Ela juntamente com a
biotransformacéo priméaria da AFBz1, inclui também o-desalquilacdo que origina a AFP1,
reduzindo a aflatoxicol e a hidroxilacao, resultando em AFM1, AFQ1 e AFB2,, resultando nas
principais reacfes das aflatoxinas no metabolismo, que é a hidroxilagdo, oxidacdo e
desmetilacdo (SAKATA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 1997).

A hidroxilagdo que ocorre para formar as aflatoxinas, permite a conjugacdo com
acidos glicurdénico ou sulfatos, que por serem solUveis em &gua, auxiliam na sua
consequente excrecdo através da urina ou bile, seguido pela excrecao nas fezes (OLIVEIRA
etal., 1997). E a desmetilacéo e a reducdo que séo etapas finais do processo consistem em
reducédo do grupo metil da molécula diminuindo o seu tamanho (PEREIRA, 2007).

Por  apresentar efeitos  carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos,
imunosupressivos e hepatotoxicos, as aflatoxinas oferecem sérios riscos a sadude humana
e animal (NORONHA et al., 2020; GONCALVES, 2017), que sao influenciados por fatores
como espécie, sexo, idade, estado nutricional, efeito de outros produtos quimicos, dose e
periodo de exposicdo do organismo a toxina (FERREIRA et al.,, 2006; EFSA, 2004). A
International Agency for Research on Cancer, classifica a AFBi como pertencente ao Grupo
1, carcinogénica para humanos (EFSA, 2004; ANTTILA et al., 2002).
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As aflatoxinas possuem grande capacidade de manifestar efeitos toxicos no
organismo, porém, para a AFB1 manifestar esse efeito precisa sofrer ativacdo metabolica,
sua forma ativada (Figura 2) € um composto denominado AFB1-epoxido (8,9-0xido de AFB1),
gue reage rapidamente com as macromoléculas como do acido desoxirribonucleico (DNA),
acido ribonucleico (RNA) e proteinas, e a ligacdo dessa forma ativada com o DNA resulta
na formagdo de uma adutoadlatoxina-N’- guanina, quais sdo responsaveis pela primeira
lesdo ocasionada pelas aflatoxinas ao DNA. A ligacdo da 8,9-6xido de AFB1, acarreta na
modificacdo da estrutura do DNA e da sua atividade biolégica, originando mecanismos
basicos de efeitos mutagénicos e neoplasias (MALLMANN et al., 1994; FORRESTER et al.,
1990).

Figura 2 - Conversdo da AFB1 na forma ativa e toxica.
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Fonte: Pefa et al. (2007).

3.3. Ocorréncia de Aflatoxinas em Trigo e Produtos Derivados

A Food and Agriculture Organization (FAO) estima que cerca de um quarto dos
alimentos no mundo estejam contaminados com micotoxinas, podendo ser veiculadas para
homens e animais por meio de produtos agricolas, ra¢cfes industrializadas, produtos de
origem animal, queijos curados por fungos e alimentos fermentados, entre outros
(BERNARDI et al., 2018). Nesse universo, representando aproximadamente 30% da

producéo global de gréos, o trigo é destinado a elaboragcédo de produtos alimenticios para
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humanos e animais, e também para produtos ndo alimenticios como a geracéo de energia
renovavel. Varios trabalhos ja demonstraram que a ocorréncia de micotoxinas é maior no
trigo moido, em comparacdo com a farinha branca, o que aumenta ainda mais a
preocupacao com a producao dos alimentos integrais. No Brasil, a ocorréncia de aflatoxinas
em trigos e derivados pode variar de 1 a 20ug segundo o ministério da saude (item 3.4 -
tabela 2) (Ministério da saude, 2021; BERNARDI et al., 2018).

A contaminacdo de alimentos por fungos pode ocasionar, além de problemas de
saude, perdas econbmicas irreparaveis como nas perdas diretas de produtos agricolas,
reducdo na produtividade, doengas humanas e diminui¢do da produtividade de animais por
morte, além dos custos de desintoxicacdo para adequar produtos aos limites da legislacéo
(BERNARDI et al., 2018).

Portanto, a contaminacdo do trigo por aflatoxinas representa a possibilidade de
prejuizos tanto para a saude humana e animal, quanto para a propria cadeia produtiva ao
acarretar diminuicdo da produtividade, morte de animais e aumento dos custos para
beneficiamento do trigo e producao de seus derivados, situacdo que é regulamentada por

orgaos competentes em todo o mundo e no Brasil.
3.4. Limites de Tolerancia para Aflatoxinas em Trigo e Produtos Derivados

A Tabela 2 apresenta os limites de tolerancia para aflatoxinas em produtos
alimenticios a base de trigo em alguns paises americanos, asiaticos e europeus no ano de
2013. Os dados apresentados por Oliveira e Corassin (2013) demonstram que na maioria
dos paises, os limites sédo determinados pelo total de aflatoxinas e variam entre 4 e 30ug.
No Brasil esses limites sdo determinados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
vinculada ao Ministério da Saude, mais especificamente pelas Resolu¢cdo RDC n° 487, de
26 de marco de 2021 que dispbe sobre os limites maximos tolerados (LMT) de
contaminantes em alimentos, 0s principios gerais para o seu estabelecimento e os métodos
de andlise para fins de avaliacdo de conformidade (Ministério da saude, 2021) e pela
Instrugdo Normativa - n° 88, de 26 de margo de 2021 que estabelece os limites maximos

tolerados (LMT) de contaminantes em alimentos (Ministério da salde, 2021).
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Tabela 2 - Limites de tolerancia para aflatoxinas (AF) em produtos alimenticios a base de trigo em

alguns paises.

Pais Produto Alimenticio Aflatoxina Limite (ug/kg)
EUA Todos os alimentos, exceto leite Total de AF 20
Bdsnia e Herzegovina Trigo AFB;e AFG: 1
China Bolo, biscoito de massa e pao AFB1 5
india Todos os produtos alimenticios Total de AF 30
Unido Europeia Produtos destinados ao consumo Total de AF 4
humano direto ou como ingredientes em
alimentos
Chile Todos os alimentos Total de AF 5
Japao Todos os alimentos AFB; 10
Israel Outros alimentos (excluidos nozes, Total de AF 15
amendoim, farinha de milho, figos, seus
produtos, leites e produtos lacteos)
México Cereais e produtos de cereais Total de AF 20

Fonte: Oliveira e Corassin (2013, p. 7)

De acordo com a Instrucdo Normativa n. 88 (Ministério da saude, 2021), os limites

maximos para aflatoxinas no trigo e seus derivados no Brasil sdo aqueles descritos na

Tabela 3.

Tabela 3 - Limites maximos tolerados para aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 em cereais e derivados.

Produto Alimenticio

Limite (ug/kg)

Alimentos a base de cereais para alimentacado infantil (lactentes e
criancas de primeira infancia)
Cereais e produtos de cereais, exceto milho e derivados, incluindo

cavada maltada

Milho, milho em gré&o inteiro, partido, amassado ou moido, farinhas
ou sémolas de milho

1

5

20

Fonte: Adaptado Ministério da saude (2021).

O Brasil determina os limites com base no total das aflatoxinas contidas nos produtos

alimenticios, considerando também que tais limites diminuem a medida que os alimentos

vao sendo processados. Ou seja, a descontaminacdo do trigo e seus derivados é parte

importante do processo de produgéo de alimentos e, consequentemente a satde humana e
animal (ANVISA, 2021).
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3.5. Métodos de descontaminacédo para Aflatoxinas

Existem varios métodos de descontaminacéo para aflatoxinas, dentre eles podemos
destacar os métodos fisicos, quimicos e bioldgicos, sendo que estes devem ter como
objetivo a completa inativacdo, destruicdo ou remoc¢éo da toxina, além de ndo produzir ou
deixar residuos toxicos nos alimentos e preservar seu valor nutritivo, entre outras
(AGRIOPOULOU et al., 2020). Em particular, os métodos fisicos de descontaminacéo
envolvem procedimentos como separacdo mecanica e de densidade, inativacdo por calor,
luz UV, radiacdo ionizante ou extracdo de solvente, os métodos quimicos podem-se
destacar como aplicacdo de hipoclorito de sédio e gas cloro, agentes antioxidantes ou
agentes hidroliticos, e por fim os métodos biolégicos como aplicacdo de leveduras,
filamentos de fungos, algas, por antibiose, competicdo de nutrientes e espaco, entre outros
(GRENIER et al., 2014).

Os métodos de descontaminacao visam a diminuicao dos efeitos destrutivos e toxicos
das aflatoxinas nos alimentos. A aplicacéo de irradiacéo solar, raios gama e luz ultravioleta,
ja sdo amplamente utilizados como forma de descontaminacédo de produtos, sendo que a
irradiacao utilizada nos alimentos € um processo fisico que utiliza a exposi¢ao dos alimentos
a um dos trés tipos de energia ionizante, sendo elas, a radiacdo gama, raios-X ou feixe de
elétrons. Cardo (2014) destaca que visando aumentar o rendimento do produto, o uso de
ultrassom vem cada vez mais sendo utilizado como forma de descontaminacdo de
aflatoxinas nos alimentos, podendo ser definido como uma tecnologia inovadora com efeitos
promissores na érea de alimentos.

O ultrassom é propagado através de ondas que podem ser divididas em ultrassom
de alta frequéncia e baixa intensidade (>1 MHz, < 1 W cm?) e ultrassom de baixa frequéncia
e alta intensidade (20-100 KHz com 10-1000 W cm™) que produzem bolhas de gas
microscépicas em solugdes que induzidas pela diferenca de presséo que quando implodem,
resultam em um aumento brusco de temperatura (ALVES, 2013).

Alguns estudos demonstraram a capacidade do ultrassom em inativar microrganismos
e enzimas deteriorantes e patogénicas presentes em produtos lacteos e sucos de frutas,

devido as formacdes gasosas, pois aumentam a permeabilidade da membrana, desnaturam
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o DNA e proteina, além de modificar a morfologia celular, podendo também inibir ou
estimular atividades biolégicas (BYLER, 2018; COMARELLA, 2012).

Segundo LIU et al. (2019), o ultrassom aplicado a aflatoxina mostra-se um método
promissor para a descontaminacao e degradacdo da AFB1. Adicionalmente, a associacao
de tecnologias combinadas como o uso de ultrassom e fermentacdo pode ser mais eficiente
para descontaminacgdo de aflatoxinas em alimentos, considerando os efeitos combinados
destas técnicas, além de apresentarem custos relativamente baixos (GAVAHIAN et al.,
2021).

3.6. Técnicas analiticas para a determinacao de Aflatoxinas

A técnica mais frequentemente utilizada para a determinacdo das aflatoxinas nos
alimentos € a cromatografia liquida com deteccdo por fluorescéncia. O método de
cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo dos componentes de uma mistura.
Essa técnica se destaca devido a sua facilidade em efetuar a separacao, identificacdo e
guantificacdo das espécies quimicas, por si mesma ou em conjunto com outras técnicas
instrumentais de analise (MOTTA et al., 2010).

A cromatografia liquida, consiste na separacéo, identificacdo e quantificagdo dos
componentes de uma amostra (JUNIOR et al., 2021). Ela tem como base a diferenca de
solubilidade dos analitos entre a sua fase mével, liquida e estacionaria, e neste trabalho vale
ressaltar, que na fase estacionéaria foi utilizada como base liquido/liquido. Mesmo se
tratando de um excelente método fisico-quimico de separacéo, para a analise quantitativa
e qualitativa ela necessita de uma técnica confirmatéria que detecta o analito de interesse,
e o detector ideal deve ser sensivel a pequenas mudancas na concentracao do analito, que
forneca uma resposta clara. Os tipos de detectores variam entre ultravioleta, de indice de
refracdo, de fluorescéncia e de espectrometria de massas (JANISCH et al., 2022).

A espectrometria de massas também vem sendo aplicada para qualificar e quantificar
a presenca de micotoxinas em alimentos e outras matrizes. Esta técnica analisa os atomos
e as moléculas por meio da relagdo massa/carga (m/z) dos ions de analitos no estado

gasoso, apos separacao em um sistema de cromatografia liquida (JUNIOR et al., 2021).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

Amostras de farinha de trigo foram adquiridas no comércio varejista. Foi utilizado
padréo de AFB1 (SIGMA-ALDRICH) previamente dissolvido em acetonitrila, o qual foi diluido
de maneira a obter uma solucao de trabalho contendo 1,0 ug AFB1/mL. Esta solucéo foi
utilizada no preparo das massas contaminadas utilizadas nos ensaios de descontaminacéo,
contendo 50 ng/g de AFB1. ApoOs transferir aliquotas convenientes da solucéo de trabalho e
da farinha para um béquer, o contetudo foi misturado e em seguida deixado em estufa a 50°
C para evaporacdo do solvente. O equipamento de ultrassom utilizado (SolidSteel,
Piracicaba, SP) possui frequéncia igual a 40 kHz e poténcia de 100 W. As analises de AFB:1
nas amostras foram realizadas em um sistema de cromatografia liquida (Shimadzu®),
equipado com detector de fluorescéncia (excitacdo: 360 nm e emissao: 440 nm) e coluna
Kinetex C18 (Phenomenex, Torrance, CA, USA) de 4,6 x 150 mm, 2,6 uym, precedida de
pré-coluna Shim-pack (5 um) 4 x 10 mm, disponivel no Laboratério de Microbiologia e
Micotoxicologia de Alimentos da FZEA/USP.

4.2. Preparacdo das massas a base de farinha de trigo
Com base na literatura disponivel (FARIDI, 1994), a formula¢do das massas de trigo

foi preparada de acordo com a Tabela 4.

Tabela 4 - Formulacao das massas experimentais a base de trigo.

Ingredientes Massa (%)
Farinha 100 g
Agua 50 mL
Levedura 109
Gordura vegetal 14 mL
Sal 08¢
Bicarbonato de s6dio 15¢

Fonte: Faridi (1994).
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Os testes de acidez titulavel total (TTA) foram utilizados como indicadores do
processo de fermentacdo (Li et al., 2013). A farinha, o bicarbonato de sédio, a gordura
vegetal, o sal, e o fermento seco instantaneo (contendo Saccharomyces cerevisiae) foram
misturados em um recipiente com peso final de 167,3 g, a massa foi feita em duplicata com
peso total de 334,6 g (que foi controlada para a base de micotoxinas de contaminagao
primaria). A massa foi fermentada a 28°C e 85% e umidade relativa, em um armario de
fermentacdo por no minimo 18 horas. ApGs esse tempo de fermentacdo, a massa controle
sem fermentacdo e a massa fermentada foram avaliadas conforme protocolo de

descontaminacéao.

4.3. Ensaio de descontaminacédo de aflatoxina B1

Os ensaios de descontaminacao da AFB1 nas massas alimenticias foram realizados
conforme descrito por Liu et al. (2019), (itens 4.1 e 4.2) com algumas modificagdes.
Aliguotas de 100 g de massa foram preparadas segundo a receita descrita acima (Tabela
4), sendo uma delas armazenada em freezer a -20° C, constituindo o controle negativo (sem
adicdo de AFB:1 e sem fermentacdo). ApGs este procedimento, as demais aliquotas de
massa foram adicionadas de volumes convenientes da solucéo padréao de AFB1, de maneira
a obter a concentragdo de 50 ng/g de AFBi. Parte das massas foram mantidas em
fermentacdo por no minimo 18 h a 28 °C e 85% de umidade relativa. A outra parte das
aliquotas de massas foram submetidas diretamente ao tratamento de ultrassom, conforme
descrito a seguir, sem o processo de fermentacdo. Na sequéncia, pesou-se 25 g de massa
fermentada em frasco de vidro, sendo a massa levada para o banho de ultrassom a 40 kHz,
100 W/cm?, a 35°C por 10, 30 e 60 minutos. Todos os procedimentos acima descritos foram
conduzidos utilizando triplicatas de amostras. A Figura 3 apresenta uma sintese dos

procedimentos experimentais utilizados no estudo.
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Figura 3. Fluxograma das atividades do experimento.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.4. Determinagéo de Aflatoxina B1 nas amostras

A determinacdo de AFBi1 nas amostras foi efetuada mediante a utilizagdo dos
procedimentos preconizados pela empresa fabricante de colunas de imunoafinidade
(Aflatest®, Vicam) e determinacdo através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), conforme descrito resumidamente abaixo:

No laboratorio, 25 g de amostra foram pesadas em um tubo Falcon, juntamente com
5 g de NaCl e 125 mL de metanol-agua (70+30). Apés a agitacdo em agitador rotacional por
30 min, o extrato foi centrifugado e filtrado em papel de filtro, recolhendo-se 15 mL em um
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Becker. Foram adicionados ao extrato 30 mL de agua ultra-purificada (Milli-Q, Millipore),
apos o que a mistura foi homogeneizada e filtrada em filtro de microfibra (1,5 um, Millipore),
recolhendo-se 15 mL para passagem atraves de coluna de imunoafinidade, sendo a mesma
adaptada a um manifold conectado a um sistema de vacuo (fluxo de uma a duas
gotas/segundo). Apos a eluicdo da amostra, a coluna foi lavada através da passagem de 10
mL de agua Milli-Q. Em seguida, foi passado 1 mL de metanol (grau CLAE), de maneira a
eluir a AFB1, recolhendo o eluato em frasco ambar. O eluato foi entdo derivatizado. Para
isso, apoOs evaporacao total do eluato, acrescentou-se 100 uL de &cido trifluoracético e 200
uL de n-hexano, sendo a mistura homogeneizada e colocada em estufa a 35° C por 10
minutos. Em seguida, a solugdo foi evaporada novamente, ressuspendida em 500 uL de
etanol-agua (50+50) e reservada para inje¢cdo no cromatografo.

A separacdo e a quantificacdo das aflatoxinas foram conduzidas em um sistema
CLAE (Shimadzu®), equipado com detector de fluorescéncia (excitacédo: 360 nm e emissao:
440 nm) e Kinetex C18 (Phenomenex, Torrance, CA, USA) de 4,6 x 150 mm, 2,6 um,
precedida de pré-coluna Shim-pack (5 um) 4 x 10 mm. Foram injetados 20 uL da amostra
filtrada ressuspendida (membrana filtrante PTFE, 0,45 um, Millex, Millipore), utilizando-se,
como fase mével, agua-metanol-acetonitrila (60+20+20), com fluxo de 1,0 mL/min. Nestas
condicbes, o tempo de retencdo da AFBi foi de aproximadamente 5,8 minutos. A
guantificacdo das aflatoxinas nas amostras foi realizada através da interpolacéo das areas
dos picos cromatogréaficos, obtidos nas amostras, na equacao de regressao da curva de
calibracéo externa.

O padrédo de AFBi (SIGMA-ALDRICH) encontrava-se dissolvido em solugédo de
acetonitrila, sendo calibrado espectrofotometricamente (A = 350 nm) através da técnica
preconizada por Scott (1990), para obtencdo da concentracao exata da micotoxina. Apos a
calibracéo, foram transferidos 200 pL do padrdo para um frasco, evaporado até a secura
sob fluxo de nitrogénio e ressuspendido em volume conveniente de metanol grau CLAE, de
maneira a obter uma solucéo de trabalho contendo aproximadamente 1,0 ug AFB1/mL. Esta
solucéo foi derivatizada conforme descrito acima e utilizada no preparo dos pontos da curva

de calibracao, nas concentracdes de 1,56, 3,12, 6,25, 12,5 e 25,0 ng/mL.
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4.5. Avaliacdo do desempenho do método analitico para determinacdo de
aflatoxina B1
Para avaliar a eficiéncia da metodologia para a determinacdo de AFB1 nas amostras
de massa a base de trigo, foram realizados ensaios de recuperacdo, em amostras
artificialmente contaminadas, de acordo com JAGER et al. (2016). As amostras de massa
foram preparadas conforme descrito no item 4.2 e artificialmente contaminadas com a solug¢ao
de trabalho, de maneira a obter niveis de contaminacédo de 5,0 e 50,0 ng/g de AFB1. As
amostras fortificadas foram preparadas em triplicata para cada nivel de AFB1, e submetidas
ao método descrito no item 4.4, com vistas a obtencdo dos percentuais de recuperacéo e
coeficientes de variacao dos resultados das andlises.

4.6. Analise dos resultados

Os resultados obtidos nas analises laboratoriais foram submetidos a anélise de
variancia, de acordo com os procedimentos estabelecidos no General Linear Model do
SAS® (SAS Institute, 1992), para a verificacdo de diferencas estatisticamente significativas
entre os percentuais de reducdo de AFB1 e caracteristicas fisico-quimicas nas amostras dos
diferentes tratamentos. Para a comparac¢ao entre as meédias, quando aplicavel, empregou-

se o teste de Tukey, adotando-se alfa = 0,05.

5. Resultados e Discussao

5.1. Desempenho do método analitico para aflatoxina B1

Na Tabela 5, sdo demonstrados os resultados de recuperacdo e coeficiente de
variacdo, os quais podem ser considerados como muito bons para o método analitico.
Considerando os resultados descritos, as precisées instrumentais foram consideradas
satisfatorias (AZEVEDO et al., 2021), tendo em vista que foram obtidas recuperacfes
meédias de 85,0 e 88,4% nas concentracbes de AFBa1 testadas (5,0 ng/g e 50,0 ng/qg,

respectivamente). Os coeficientes de variacdo foram relativamente baixos para os niveis



24

estudados, observando-se valores de 11,5% para as amostras contaminadas com 5,0
ng/g, e 7,9% nas amostras contendo 50 ng/g de AFB:.

Tabela 5 - Percentuais de recuperacdo e coeficientes de variagcdo obtidos nos

ensaios de validagdo do método de analise de aflatoxina B1 nas massas a base de trigo.

Aflatoxina B Aflatoxina B1 ~ Aflatoxina B1  Recuperagcdo Coeficiente de
adicionada obtida Média Média Variacao
(ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) (%) (%)

0
0 0 0 - -
0
3,84
5 4,12 4,25 85,0 11,5
4,79
47,40
50 40,45 44,20 88,4 7,9
44,75

O método desenvolvido demonstrou um resultado bem-sucedido na
determinacdo de AFB1 nas amostras, apresentando resultados aceitaveis para precisdo e
exatiddo, além de limites de deteccdo e quantificacdo apropriados para ambas as
aplicacbes, o método demonstrou especificidade e sensibilidade para detectar as
concentracdes de AFB1 (AZEVEDO et al., 2021).

Segundo STEINBACH et al. (2022), a sensibilidade pode ser esclarecida ao
percentual de casos que tem a caracteristica de interesse que foram corretamente preditas
pelo modelo determinado, ou seja, verdadeiros positivos (falsos positivos + verdadeiros
positivos). E a especificidade da técnica elaborada pode relacionar-se com o percentual
de casos que ndo tem a caracteristica de interesse que foram corretamente estabelecidos
pelo modelo avaliado, ou seja, verdadeiros negativos (falsos negativos + verdadeiros

negativos).
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5.2. Efeito do ultrassom e da fermentacado sobre a aflatoxina B1

A Tabela 6 apresenta as concentrac6es de AFB1 (ng/g) nas massas a base de trigo
fermentadas e ndo fermentadas, submetidas a diferentes tempos de ultrassom. Os dados
mostram que os tratamentos associados resultaram em uma reducéo (P < 0,05) frente as
amostradas contaminadas com AFBi. As massas nao fermentadas contaminadas
demonstraram uma queda de 50,0 ng/g (valor nominal) para 48,21 ng/g no tempo de
tratamento O de ultrassom, chegando a 26,99 ng/g no tempo de 60 minutos de aplicacéo de
ultrassom. As amostras que foram tratadas com as combinacbes de ultrassom e
fermentacdo demonstraram uma diminuicdo de 50,0 ng/g (valor nominal) para 46,67 ng/g
no tempo 0, e para 19,33 ng/g no tempo de 60 minutos de ultrassom, o que deixa claro que
os tratamentos combinados para descontaminacdo das AFBi foram mais eficazes para
diminuir a concentracdo da AFB1 nas amostras de massa a base de trigo. Contudo, o tempo
de 10 minutos foi suficiente (P < 0,05) para atingir o efeito maximo de reducdo na
concentragdo de AFB1 nas massas fermentadas, uma vez que os valores se mantiveram

sem diferengas significativas (P > 0,05) nos tratamentos com 30 e 60 minutos.

Tabela 6 - Concentracdes de aflatoxina B1 (ng/g) nas massas a base de trigo fermentadas e

nao fermentadas, submetidas a diferentes tempos de ultrassom.

Fermentacao da Tempo de aplicagdo do ultrassom (min.)
massa 0 10 30 60
N&do Fermentada 48,21+3,42 72 4224+7,6272  37,89+1,83 4P 26,99+9,09 A°
Fermentada 46,67+6,1672  23,20+6,428>  21.99+5.58 Bb 19,33+3,78Bb

ABab \Médias seguidas por diferentes letras maitlisculas nas colunas, ou por diferentes letras
mindsculas nas linhas, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Segundo GAVAHIAN et al. (2021), estudos sobre a aplicacdo de ultrassom com
menor frequéncia associado a fermentagdo dos alimentos, demonstraram melhora da
atividade enzimatica, de diversos setores alimenticios, como vinificagdo e produgdo de

laticinios.
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Os resultados do presente experimento indicam percentuais de reducao nos niveis
de AFB: variando de 3,6 a 46,0% nas massas néo fermentadas, e de 6,7 a 61,7% nas massas
fermentadas (Tabela 7), comprovando a maior eficacia do tratamento com ultrassom pelo

tempo de 10 minutos, em combinacdo com a fermentacédo da massa a base de trigo.

Tabela 7 — Percentuais (%) de reducdo da concentracdo média de aflatoxina B1 (ng/g) nas

massas a base de trigo fermentadas e ndo fermentadas, submetidas a diferentes tempos de

ultrassom.
Fermentacao da Tempo de aplicagéo do ultrassom (min.)
massa 0 10 30 60
N&o fermentada 3,6 15,5 24,2 46,0
Fermentada 6,7 53,6 56,0 61,3

No presente experimento, a combinagcédo das técnicas de aplicacdo de ultrassom
com o processo de fermentacdo, mostrou-se eficiente para diminuicdo da concentracdo de
AFB1, nas amostras, o que demonstra alta relevancia comparado a métodos convencionais
de descontaminacédo (GAVAHIAN et al., 2021).

A diminuicdo de toxinas relacionadas a aplicacdo do ultrassom pode ser levada em
conta devido ao estresse causado pela cavitacdo que o ultrassom ocasiona quando aplicado,
as correntes de energia ocasionadas pelo ultrassom estimulam a atividade celular produzindo
microbolhas que vdo aumentando no vacuo da aplicacdo e implodem, diminuindo assim a
atividade da toxina (GAVAHIAN et al., 2021).

Com relacdo a fermentacdo da massa, estudos com nanoparticulas de prata
associado a fermentacdo comprovam que a aplicagdo de Saccharomyces cerevisiae
demonstram grande reducdo ou até mesmo remocdao total de aflatoxina Bi, por sua alta
capacidade de sintese tanto intracelular quanto extracelular quando colocada no mesmo
lugar da toxina. Ela se liga na parede celular da AFB1 causando a sua destruicdo (KERSTNER
et al., 2022).

A avaliacéo da aplicacdo do ultrassom em produtos lacteos, mostrou-se como um
método positivo para a industria alimenticia, pois, ha relatos que sua aplicacdo inativa a carga

microbiana, e aumenta compostos bioativos, ocasionando também a modulacdo da atividade
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de probidticos. Entretanto, frente ao uso do ultrassom sobre a AFB1, vale ressaltar que seus
mecanismos de agao ainda ndo sdo bem compreendidos (BRITO et al., 2022; GAVAHIAN et
al., 2021).

5.3. Efeito do ultrassom sobre a fermentacdo das massas a base de trigo

Na Tabela 8, sdo apresentados os resultados de acidez e tempo de fermentacéo
das massas. As medi¢cOes de acidez titulavel foram feitas em triplicata, e para a medicao
foram utilizadas dez gramas de massa fermentada e misturadas por 5 minutos com 100mL
de acetona:agua e posteriormente foram titulados. Os resultados foram expressos como o
volume (mL) de NaOH 0,1 N para titular 10 g de massa fermentada (GARCIA-MANTRANA
et al., 2015). Com relac&o aos resultados expressados, a acidez titulavel nos tempos de 10
e 30 minutos de ultrassom mantiveram o valor de 4,0 mL. Observou-se que apenas o tempo
de tratamento de 60 minutos de ultrassom diminui o valor de acidez titulavel, embora néo
significativa (P > 0,05), permitindo verificar que os tratamentos com ultrassom nhao
interferiram com a fermentacdo das massas, avaliada por este parametro (GARCIA-
MANTRANA et al., 2015).

Tabela 8 - Acidez e tempo de fermentacdo das massas a base de trigo fermentadas,
submetidas a diferentes tempos de ultrassom.

Tempo de aplicagéo do ultrassom (min.)
Parametro 0 10 30 60
Acidez titulavel (mL) 4002 40+02 40+£02 3002

@ Nao foram observadas diferencas significativas pelo teste de Tukey a 5%.

Como demonstrado nas andlises, 0 aumento da temperatura da massa causado
pelo ultrassom associado a fermentacédo, aumenta a distribuicdo constante de temperatura,
0 que aprimora a técnica de fermentacdo. O aquecimento do ultrassom em 60Hz demonstra
melhora no transporte de nutrientes para a célula devido a eletroporacdo da membrana, que
ajuda a evitar a degradacéo do meio de fermentacdo mantendo a descontaminacao estavel
(GAVAHIAN et al., 2021).
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As ondas de ultrassom podem causar alteracdes fisicas e quimicas na estrutura dos
alimentos, pois quando aplicado, ele ocasiona a compressdo das moléculas presentes,
promovendo microbolhas no meio liquido e consequente cavitacdes nessas estruturas. Com
isso, a energia gerada pelo ultrassom pode acarretar rupturas ou efeitos ndo destrutiveis
como a sonoporacao, que é um processo na qual a permeabilidade da membrana celular é
modificada (GAVAHIAN et al., 2021).

O efeito da sonoporacgéao causada pelo ultrassom nas células dos microrganismos
auxilia na melhora da transferéncia de massa através da membrana celular, o que facilita as
reacbes enzimaticas e consequente aumento da taxa de transferéncia de massa dos
reagentes para o sitio ativo, contribuindo assim para a remocao de subprodutos de células e
consequente reducado do tempo de fermentacdo (GAVAHIAN et al., 2021; BRITO et al., 2022).

Véarios estudos abordam a aplicacdo do ultrassom como instrumento de
descontaminacédo em bebidas como vinho, cervejas, xaropes e sucos. No caso do suco de
cereja, por exemplo, um estudo evidenciou que tratamentos tradicionais como a
pasteurizacdo, que é um processo de esterilizacdo, reduz o teor de frutooligossacarideos
(FOS), que é importante devido as suas propriedades prebioticas, enquanto o ultrassom
possibilitou a inativacdo microbiana do suco, mantendo as propriedades prebibticas do
produto, e melhora da retencéo de acidos organicos e o teor de antocianinas (BRITO et al.,
2022).

6. Conclusao

Produzir alimentos e evitar a contaminagcdo deles por aflatoxinas durante a sua
cadeia produtiva, é uma questdo de maxima importancia para a Saude Publica,
principalmente para produtos a base de trigo. Embora a utilizacdo de técnicas ja existentes e
adequadas para evitar a contaminacdo sejam amplamente recomendadas e utilizadas, alguns
métodos de detoxificagdo, principalmente baseados em interacdes de métodos fisicos e
biologicos podem ser uma alternativa segura e promissora para descontaminacdo de
alimentos contendo aflatoxinas. Segundo os resultados desse trabalho preliminar, a aplicacéo
do ultrassom para a diminuicdo na concentragdo de AFB1 se mostrou promissora, reduzindo

em até 46,0% a concentracdo da toxina na massa a base de trigo ndo fermentada. No



29

entanto, a combinagéo do ultrassom no tempo de 10 minutos com a fermentagéo da massa,
possibilitou uma redugdo ainda maior na concentracdo da AFBi1i no produto (53,6%).
Adicionalmente, os tratamentos com ultrassom utilizados no experimento, nos tempos de 10
e 30 minutos, nao interferiram com a acidez titulavel e nem com o tempo de fermentacéo das
massas, demonstrando que o ultrassom é uma técnica promissora para descontaminagéo de
massas a base de trigo contaminadas com aflatoxinas. Estudos futuros sdo necessarios para
estabelecer outros parametros, tais como a temperatura e o pH do produto, visando a
otimizag&o do processo de descontaminagédo da AFB1, bem como avaliar possiveis efeitos do

ultrassom sobre as caracteristicas sensoriais dos produtos a base de trigo.
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