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GIORDANO, Barbara Nantua Evangelistafeito do oz6nio sobre a micoflora e aflatoxinas
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RESUMO

Foram realizados dois trabalhos (1) [TituEfeito do gas ozbnio sobre castanha-do-Brasil
(Bertholletia excelsaH.B.K.) redugcé&o micoflora e aflatoxina durante o anazenamentd; (2)
[Titulo: Avaliacdo do tratamento de ozénio e embalagem a wéx para castanha-do-Brasil
inactivagdo de fungos e degradacdo de aflatoxina dunte a armazenagerh Em (1) foram
avaliados o efeito do 0zoénio {Oem castanha-do-Brasil sobre a carga fungica,adegéo de
aflatoxinas, oxidacdo lipidica e avaliacdo sensori®@rupos de castanhas com casca foram
submetidos ao %) em diferentes concentracdes e armazenados palid80As amostras foram
coletadas logo apos a exposicdo do gas e a cadasS@urante o periodo de armazenamento,
para exames micoldgicos, aflatoxinas, oxidacadlitipi e avaliacdo sensorial. O tratamento com
O3 afetou a micoflora, reduzindo a sua contagem wtdsim o conteido de umidade (de 9,43 a
5,32%, respectivamente). O tratamento coyd®5 horas a 31 mg/L foi capaz de destruir com
sucesso os fungos (inicial ufc/g: 6.9%1CEspécies déspergillus flavus e parasiticus foram
capazes de crescer até 14 mg/L deeCB0 dias de armazenamento. A reducédo de fungos lo
apos a colheita, aplicando; ©ertamente ira reduzir a possibilidade de uma inaioliferacéo
fungos e assim aflatoxinas formacdo. No que dipeits a oxidagdo lipidica e avaliagdo
sensorial, a partir dos dados obtidos néo foi efasker alteracédo significativa ap0s os tratamentos
de & e tempo de armazenamento. Aflatoxinas apresentdesgradacdo com nho Grupo i
(14mg/L), apos 30 dias de armazenamento. Como ush| Q foi eficaz para a castanha-do-
Brasil em relacdo a contagem total de fungos, dolotele umidade, oxidacéo lipidica, analise
sensorial e a reducédo da aflatoxina. Em (2) forelaados a avaliacdos@ob a influéncia nas
embalagens a vacuo com relacdo a carga fungicacdedde aflatoxinas, oxidacao lipidica e
aceitacdo consumidor durante o armazenamento. &rajgo castanhas com casca, foram
submetidos a tratamento dg &@m 31,5 mg/L de concentracdo e armazenados du2ameses.
As amostras foram analisadas cada 30 dias, asnbastforam submetidas a testes micolégicos,
aflatoxinas, oxidacédo lipidica e avaliacdo senko@atratamento com $afetou a micoflora,
reduzindo a sua contagem total e assim o conte@donidade. O tratamento dg i aplicado
dentro de 5 horas a 31 mg/L foi capaz de destain sucesso contaminacdo fungica (inicial
ufc/g: 6.9x16). Bem como desenvolvimento de qualquer espécioafténicas Aspergillus
flavus e Aspergillus parasiticys A reducdo de fungos logo apdés a colheita, aplioaQy
certamente ira reduzir a possibilidade de uma mioliferacdo fungos e assim formacao de
aflatoxinas. No que diz respeito a oxidacdo ligdé avaliagdo sensorial, a partir dos dados
obtidos néo foi observada alteracdo significatiygsao Q e tempo de armazenamento.
Aflatoxinas apresentou degradacao com tratamentoGgm(31,5mg/L), castanha-do-Brasil
embaladas a vacuo.;@i eficaz em relacdo a contagem total de fungosfeiudo de umidade,
oxidagéo lipidica, analise sensorial e a reducaafldtoxina.

Palavras-chave: castanha-do-Brasil, o0z6nio, micoflora, aflatoxinaxidacdo lipidica,
armazenamento, embalagem, vacuo.
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during storage of in shell Brazil nut Bertholletia excelsaH.B.K.). 2009. Dissertation (Master
on Food Science) — Universidade Federal de Santai@a, Floriandpolis — SC.

ABSTRACT

We works were performed (1) [Titl&ffect of ozone gas on brazil nutl{ertholletia excelsa
h.b.k.) mycoflora and aflatoxin reduction during storage] on storage of Brazil nut treated with
Os; (2) [Title: Evaluation of ozone treatment and vaccum packaginépr in-shell brazil nut
fungi inactivation and aflatoxin degradation during storagq In (1) the work of storage reports
an evaluation of the ozone {(gas influence during Brazil nut storage on fulogid, aflatoxins
degradation, lipid oxidation and sensory attribu@sups ofin-shell Brazil nuts, were submitted
to O; atmosphere at different concentrations and stiane#l80 days. Samples were collected just
after the gas exposure and every each 30 daysgdimeénstorage period, for mycological tests and
analysed for, aflatoxins, lipid oxidation and sewysevaluation. The ©treatment affected the
mycoflora growth, lowering their total count andtke moisture content (mc) (from 9.43 to 5.32
% respectively). The £xreatment applied within 5 hours at 31 mg/L waseaiol successfully
destroy nuts fungi contamination (initial cfu/g:9%10%). Aspergillus, species flavus and
parasiticus were able to grow up to 14 mg/ls@oncentration and 30 days of storagangi
reduction just after harvesting by applyingv@ll certainly reduce the possibility of furtherrfgi
proliferation and so aflatoxins formation. As fes Bpid oxidation and sensory evaluation are
concerned, from the data obtained it was not olesesignificant changes after thg t@atments
and time of storage. aflatoxins presented degradatith G; at Group Il (14mg/Lafter 30 day of
storage. In conclusion,{0s effective for the nut with respect to the tatauint of fungi, mc, lipid
oxidation, sensory analysis and reduction of afi@oln (2) study about packaging vaccum
reports an evaluation of thez@as influence Brazil nut packaging vacuum on fulogid,
aflatoxins reduction, lipid oxidation and consunaeceptance during the storage. Groupmef
shell Brazil nuts, were submitted toz@reatment at 31,5mg/L concentration and stored2for
month. Samples were analysed each 30 days, nues sudrmitted to mycological tests and
analysed for, aflatoxins, lipid oxidation and samysevaluation. The @treatment affected the
mycoflora growth, lowering their total count and th@ mc. The @treatment applied within 5
hours at 31 mg/L was able to successfully destrois fungi contamination (initial cfu/g:
6.9x10d). As well as no development of species aflatoxigéAspergillus flavusandAspergillus
parasiticug.Fungi reduction just after harvesting by applyi@g will certainly reduce the
possibility of further fungi proliferation and sflaoxins formation. As far as lipid oxidation and
sensory evaluation are concerned, from the datiraat it was not observed significant changes
after the Qtreatments and time of storage. Aflatoxins presedegradation with ©treatment at
(31.5mg/L)at the Brazil nuts packaging vacuum. In conclusionjs effective for the nut with
respect to the total count of fungi, mc, lipid cadidn, sensory analysis and reduction of aflatoxin.

Key words: Brazil nut, ozone, mycoflora, aflatoxin, lipid obtion, storage, packaging, vacuum.
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1. INTRODUCAO

A castanha, pertencente a espd&aetholletia excelsad.B.& K, conhecida popularmente
como castanha-do-Brasil, castanha-do-PdaBgaeil nut é nativa da Amazonia e representa uma
grande importancia econémica para a regiao.

O produto principal dessa espécie é a améndoanpau&os subprodutos também podem
ser explorados comercialmente, como 0leos, faelwxa, leite de castanha e ourico. A castanha
pode ser encontrada em diversos tamanhos, senderaalizada segundo sua classificacdo
(grande, média e miuda), e pode ser comercializange semcasca.

Apés a decadéncia da borracha, a castanha-do-Brasfiou a constituir o principal
produto extrativo para exportacao da regido nadsileira. A exploracdo de exemplares nativos
dessa arvore é protegida por lei, porém é permgalo plantio em sistema de monocultivo ou
consorciado (LOCATELLI et al., 2008).

Ja na década de 1970, o volume das exportacOéeibaasde castanha sofreu uma queda,
devido a exigéncias da Europa no que se refere seos padrdes higiénico-sanitarios,
principalmente em funcdo das aflatoxinas, toxinassadas pelo fungAspergillus flavus No
final da década de 90, esse volume reduziu ainéaahagando a zero em 2007.

O fungo que provoca a formacéo das aflatoxinasginério do solo e se desenvolve nas
castanhas tanto apds a queda no solo, durantmeiarie segunda armazenagem na floresta, bem
como, no transporte fluvial até as beneficiadol@nbém pode se desevolver em sacas nos
ambientes umidos dos pordes dos navios duransnsptorte, bem como na comercializagcao sob
ma condi¢cbes de armazenagem.

Os diferentes fungos produtores de micotoxinases@ontrados em todas as regides do
mundo e podem crescer em uma grande variedade bdtragos e sob vérias condicbes de
umidade, pH e temperatura comuns na floresta anwzoAssim, as castanhas também estdo
sujeitas a invasao por fungos e a contaminacac pekdnas na floresta, durante sua colheita,
beneficiamento, transporte e principalmente na aemagem (na floresta e apds beneficiamento),
qguando em condi¢Bes favoraveis para o seu crestimen

A armazenagem na floresta acontece de maneiracajstim paidis de madeira com
pequenas aberturas até seu transporte por barc@s@am beneficiadas. Ja na beneficiadora
ficam em silos, também de madeira, por pequenogerde tempo. Apds o beneficiamento, sdo
embaladas em sacas de juta e ficam armazenadasngperiodo de no maximo 30 dias para
serem entdo transportadas para 0s navios (expoytagd para comercializagdo interna. O
transporte e qualidade da armazenagem dessashamsstaara os Estados brasileiros sdo podem

ser precarias, podendo ficar a mercé das integpérlengas distancias dentro do pais até chegar



15

ao comerciante/consumidor. Portanto ha necessidmdeaprimoramento das condicbes de
armazenagem, tanto na floresta, quanto no benekcito, bem como durante o transporte em
navios e principalmente dentro de nosso pais.

Existem varios tipos de armazenagem para alimes&ja a granel ou embalados,
acondicionados em silos ou em armazeéns graneleimsitmosferas naturais ou controladas. Das
atmosferas controladas e dentre os gases maissussido o0 nitrogénio, gas carbdnico e o0zonio.

Devido as condi¢des deficientes de armazenagecastanha, o ozénio ser um gas com
caracteristicas antimicrobianas, ter alto potermi@ante e ndo deixar residuos nos alimentos, o
objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do ga3nio durante sua armazenagem na reducdo da
contaminacgéo fungica e degradacdo das aflatoxiaasastanha-do-Brasil com casca. Estudar o
efeito desse gas na estabilidade dos lipidios piesena castanha, e sua aceitacdo pelo

consumidor, bem como avaliar sua acdo em castaohasasca embaladas a vacuo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Castanha-do-Brasil

Pertencente ao grupo das nozes de arvores, a ltastarBrasil Bertholletia excelsa
H.B.K) foi descrita pela primeira vez em 1808, qimidumboldt e Bompland, e posteriormente
Kunth, denominaram a arvore majestosa presentdonesia Amazonica (MENNINGER, 1977;
Nybg, 2006). O Ministério da Agricultura por meio Becreto 51209 de 18/09/1961, para efeito
de comércio exterior, regulamentou a denominacdoad¢anha-do-Brasil (BRASIL, 1961).

A castanheiraBertolletia excelsdd.B.K.) é conhecida também como castanha-do-Beasil
castanha-do-Para e Brazil nut ou Para nut. Na 8¥&€gao mundial de Frutos Secos ocorrida
1992 em Manaus, com a participacdo de mais de B@desarios, convencionou-se de chama-la
de castanha-da-Amazoénica (LOCATELLI, 2008).

2.1.1 Caracteristicas botanicas

A classificacdo botanica é descrita como: Divisddngiospermae - Classe:
Dicotiledébnea—~> Ordem: Myrtiflorae > Familia: Lecythidaceae> Género:bertholletia >
Espécie:excelsa A familia tem 325 tipos de arvores nos tropicogr@canos, divide-se em 15
géneros, em queRertholletiaé dominante com 75 espécies (BRASIL, 2002).

A castanheira-do-Brasil é originaria da regido Aémaza. Apresenta porte majestoso e
frondoso (Figura 1), com copa dominante na regriese encontra, chegando a medir cerca de
30 — 50 metros de altura e 5 metros de diamettmasa do tronco (ALMEIDA, 1963; BORGES,
1967; CAVALCANTE, 1972; LOUREIRO, 1968; MELLO, 19y Possui casca escura e fendida,
ramos encurvados nas extremidades, folhas espaitasadas, pecioladas (peciolo cilindrico-
caniculado), oblondas ou avalado-oblondas, cutimatadas, onduladas, verde-escuras na parte
superior e palida na parte inferior (BRASIL, 197B)antas provenientes de sementes podem
iniciar a frutificacdo aos oito anos e somente daxe anos, atingem a producao normal, desde
gue sejam plantadascau abertognquanto as castanheiras enxertadas podem inipiadacéo
de frutos aos 3,5 anos (MULLER, 1995).

A floracdo de um exemplar adulto, no Para, ocanteeens meses de outubro a dezembro,
e o fruto costuma amadurecer em periodo corresptm@® inverno amazoénico. Na Amazonia

Oriental chama-se inverno a estacdo chuvosa, gueicsa no Pard e Amapa em dezembro,
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prolongando-se até o final de marco e meados dé AbRegido estd em dois hemisférios,
cortada pela linha do Equador (Nota da SUREG/PA)

A colheita, normalmente tem inicio também no ineeguando os rios estdo cheios e
podem ser navegados e dura de quatro a cinco nsedeetudo no periodo que vai de janeiro a
abril de cada ano.

A castanheira apresenta varias aplicacdes: a)¢asircomo combustivel ou na confeccao
de objetos, mas o maior valor é a améndoa, alimeotoem proteinas, lipidios e vitaminas
podendo ser consumida ou usada para extracdo aebdldo residuo da extragdo do 6leo obtém-
se torta ou farelo usada como misturas em fariobasacdes; c) “leite” de castanha, que é de
grande valor na culinaria regional; ¢) madeira cboas propriedades, sendo indicada para
reflorestamento e empregada tanto na constru¢da@amo naval (EMBRAPA, 2008).

O fruto da castanheira € chamado de “ouri¢o”, ¢mstio-se uma camada de substancia
lenhosa (Figura 1). E uma céapsula (pixidio) globdsarimida, quase esférica, de 08 a 16 cm de
diametro, tendo visivel na parte superior o restacd@ice. A casca do fruto € espessa, lenhosa,
dura, de cor castanha, repleta de células resinBsdem pesar de 0,5 a 5 kg e conter de 10 a 25
sementes, angulosas, agudas, mais ou menos taaegjuransversalmente rugosas, estreitamente
comprimidas, envoltas em polpa amarela, disposteisés séries (BRASIL, 2002).

A améndoa é encontrada em diversos tamanhos, edahzada/beneficiada de acordo
com a classificagdo do Ministério da AgriculturacRaria e de Abastecimento (BRASIL, 1998)
em: com casca e sem casca (Figura 1). Comerciameohsidera-se que cada hectolitro de
castanha pesa de 47 a 60 kg (TUPIASSU; OLIVEIRA7)9

O suco do fruto é popularmente usado contra hepati cha preparado com a casca é
indicado para doencgas crénicas do figado, alénodissisiderado agente antimalarial (VIEIRA,
1992; BRANDAO et al., 1991).
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—-

(€) (d)

Figura 1 - A castanha-do-Brasil: (a) arvore da castanha-dsiBiBertholletia excelsg (b) fruto
(ourico) e sementes; (c) castanha-do-Brasil comacdd) castanha-do-Brasil sem casca

2.1.2 Composicao nutricional

A amandoa constitui um alimento bastante apreand@doso pelo seu sabor, como também
pelas suas qualidades nutritivas. Sua composicsiddeamplamente estudada e demonstrada ser
rica fonte nutricional, e é popularmente chamada‘cdgne vegetal’, por ser um alimento
energeético, rico em proteinas e valorizado pelagirga de antioxidantes (COZZOLINO, 2001).

A castanha-do-Brasil contém uma améndoa com eleteaatode proteinas de alto valor
biologico, lipidios, fibras (PACHECO; SCUSSEL, 20@OUZA, 2003), vitamina E e, em ordem
decrescente, minerais como fosforo, potassio, nsagnéalcio e selénio (CHUNHIENG et al.,
2004; SOUZA; MENEZES, 2004). Este ultimo é um oligtemento presente em maior
guantidade na castanha-do-Brasil dentre todosimermtos conhecidos (PACHECO; SCUSSEL,
2007).
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A améndoa de castanha-do-Brasil apresenta a segroniposicdo quimica centesimal:
umidade 3,13%; proteina bruta 14,26%; lipidios ®,8arboidratos 3,42%; valor energético
676,56 kcal (Tabela 1) (SOUZA; MENEZES, 2004).

No estudo realizado por Souza e Menezes (2004¢raeptual de umidade da améndoa
(3,13%) mostrou-se abaixo dos valores recomendaaiasa castanha-do-Brasil com casca (5%) e

sem casca (4,5%), a fim de evitar o crescimenformgos toxigénicos (ARRUS et al., 2005a).

Tabela 1 -Composicdo quimica centesimal, teor de selénidag galdrico da améndoa e torta de
améndoa de castanha-do-Brasil

Castanha-do-Brasil

Componente

Améndoa Torta
Umidade (%) 3,13 6,7
Cinzas (%) 3,84 8,85
Lipidios (%) 67,3 25,13
Proteinas (%) 14,26 40,23
Carboidratos (%) 3,42 3,37
Fibra total (%) 8,02 15,72
Fibra indolavel (%) 4,89 12,67
Fibra solavel (%) 3,12 3,04
Valor calorico (kcal) 676,56 400,6
Selénio (mg/kg) 2,04 7,13

Fonte: SOUZA e MENEZES (2004).

E uma améndoa oleaginosa de elevado valor enargéite em proteinas de alto valor
biologico. Apresenta muitos outros constituintedispensaveis a uma boa alimentacdo, como o
selénio, antioxidante que vem sendo referido nagmgio de cancer, doencas cardiovascular e
muitas outras. A concentracdo desse elemento nadamévaria de regido para regido onde a
planta vegeta. Para reducéo do elevado valor eiwrgdou calorico das améndoas de castanha-
do-Brasil, se faz necessario a obtencdo da tortaghaente ou completamente desengordurada,
através da extracdo do material graxo. A tortasgot@ inUmeras possibilidades de aplicacao,
visando o enriquecimento de uma grande variedadgupms de alimentos, tais como: produtos
para panificacdo, bebidas, embutidos, farinhatedecereaissnacks,salgados, doces, sorvetes,
chocolates, biscoitos, bombons, além de muitoos8OUZA; MENEZES, 2004).

A proteina da améndoa e torta de améndoa de castarBrasil € rica em todos os
aminoacidos essenciais, com elevado teor dos adtisr (metionina e cisteina), geralmente
insuficientes em proteinas vegetais. Sugere-sensst@ra com outras matérias-primas com o
objetivo de enriquecé-las em qualidade e quantidad€icas. Na torta de améndoa, 0s
aminoacidos essenciais encontra-se em valores atimaadrao tedrico da FAO Food and

Agriculture Organization of the United NationdAO-1985), com exce¢do de treonina,
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isoleucina, lisina e triptofano, entretanto o esaguimico inferior ao estabelecido pelo padrao da
FAO foi apenas em relacédo ao aminoacido lisina (BRWENEZES, 2004).

Os teores de fibras insolUveis foram maiores doagude fibras sollveis na améndoa e
torta de castanha (CAMARGO, 1968; SOUZA; MENEZE®)A2).

Em relacdo ao valor calorico, a torta de castaphasanta cerca de 500,60 kcal/100g e a
améndoa 676,56 kcal/100g. O maior valor correspaede améndoa é devido ao alto percentual
de lipidio que contribuiu para elevar o seu valoergético, enquanto que a torta, devido a
extracdo de lipidios, o valor calérico ficou rediewi(SOUZA; MENEZES, 2004; PACHECO;
SCUSSEL, 2006).

O alto teor de lipidio da améndoa (67,3%) e dat(?b,1%) de castanha-do-Brasil € um
constituinte importante do ponto de vista nutrielpnle modo que grande parte da fracdo graxa
da améndoa de castanha-do-Brasil é o acido gramoléito (35,48%), reconhecido
universalmente como acido graxo essencial, de graelkvancia para a alimentacdo humana
(SOUZA et al., 1987; RODRIGUES et al., 2005).

Estudos sugerem que pode haver relacdo entre @éfrei@ de consumo de nozes com
reducdo da incidéncia de doencas do coracédo, tondt uma fonte alimentar, benéfica a saude
apesar de as nozes serem reconhecidamente ric@®ehpidico (KOCYIGIT et at., 2006) . Na
castanha-do-Brasil, o teor atinge 60-70%, bem camteor de &cidos graxos saturados e
insaturados, com nivel de 73% (acido oléico e dimal) superior a outras nozes (RYAN et al.,
2006).

A castanha do Brasil tem pesquisa focada na prasdecselénio, devido a acéo
antioxidante nos processos metabolicos (PACHECQSEEL, 2006). A atuacao do selénio esta
relacionada com a enzima glutationa-peroxidasegriignte do Se, no que se refere a formacéo
de radicais livres no organismo (HOLBEN; SMITH, ®99protecéo contra a agédo nociva de
metais pesados, prevencdo de doencas cronicagamdmissiveis e aumento da resisténcia do
sistema imunologico (COZZOLINO, 2001; GONZAGA, 2002

A quantidade de selénio encontrada na torta derdastdo-Brasil (7,13 mg/kg) foi 3,5
vezes maior que o teor da améndoa (2,04 mg/kg) ptstie ser explicado pela grande quantidade
de améndoas com pelicula utilizada para obtencdortéae ao seu menor percentual de lipidio,
sugerindo-se que a pelicula da améndoa poderavelmssnte, conter elevada concentracdo de
selénio (SOUZA; MENEZES, 2004).

Souza e Menezes (2004) destacam que além do set@émio apelo muito forte para a
utilizacdo da castanha do Brasil € a quantidadguwabdade da proteina contida na améndoa e o

baixo emprego no mercado interno pelas industrnasggsadoras de alimentos.
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Selénio funciona como um componente de varios gpfeteinas em antioxidantes e
reacoes redox, horménio tireoidiano, metabolismo fdacdo imunologica e reproducao
(KRYUKOQV et al., 2003).

Além disso, ndo existe crescente evidéncia de gaesdsuperiores as recomendadas maio
conferem beneficios adicionais de saude, tais cmdacdo na doenca crénica e melhoria da
funcdo imunoldgica (RAYMAN, 2000; THOMSON, 2004).

As fontes alternativas sao preferiveis para prtoa suplementacdo para melhorar o
estado nutricional de uma populacdo, porque elesssétentaveis, menos caros, e tém menor
risco de toxicidade (FINLEY, 2005). A biodisponidade de selénio é variavel em alimentos e
sua eficacia para aumentar o selénio foi investigattiuindo o selénio em alta de trigo péao
(THOMSON et al., 1985), peixe (FOX et al., 2004y (VAN DER TORRE et al., 1991).
Devido ao teor baixo de selénio em alguns deste®@los, porém, necessitam ser consumidos
em grandes quantidades para melhorar selénio. ibasti-Brasil Bertholletia excelsafamilia
Lecythidaceaesao os mais ricos alimentares conhecidos fontseténio, com concentracdes
meédias relatadas na literatura entre 8 @g8%¥e/g (VONDERHEIDE; WROBEL, 2002;
DUMONT et al., 2006; CHANG et al., 1995; KANNAMKUMRATH, et al., 2002; BODO et al.,
2003). Concentragdes em nozes com casca sdo oslaaskr maior do que em nozes sem casca
(VONDERHEIDE; WROBEL, 2002; DUMONT et al, 2006;HANG et al., 1995).

2.1.3 Cadeia produtiva da Castanha-do-Brasil

Grande parte da producdo da castanha € originarieokbta nativa, isto €, e por isso
Brasil, Bolivia e Peru, dotados de grandes aredtodesta amazoénica. No Estado do Amazonas
ha plantacbes, estas experimentais, mas a granmgian@ nativa. O processo produtivo da
castanha é relativamente simples. Entre dezemlabrie o ourico da castanha amadurece e,
gracas a chuva e ao vento, cai da sua arvore.dbegedautbnomos (seringueiros, povos indigenas,
camponeses e, na Bolivia, trabalhadores contratatteslam pela floresta, de arvore em arvore,
recolhendo os ouri¢os, partindo-os com a ajudantéagdo, e levando a castanha bruta para um
paiol na floresta. Os coletores s6 comecam a trabapds receberem um adiantamento do
comprador, e quando acumulam castanhas suficiaotgmiol, levam-nas para a beneficiadora
para saldar o contrato e, em alguns casos, reoetzdo.

Nas localidades extrativistas os métodos de matr@jasporte e quebra séo artesanais, e
as condicdes higiénicas, muitas vezes, precar@saeterizam-se por iniciar entre os meses de
janeiro a maio, periodo de coleta dos "ouricosgngio caem ao solo na estagcdo chuvosa. Nesta
etapa, de cata dos ourigos (frutos), o extrataotmsca em um cesto que leva as costas. Quando o
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cesto estd carregado, sado transportados aos lesrddé palha ou cobertos com lonas),
denominadas de "regido de quebramento” ou "comdesiadestinadas a operacdo de extracéo
das sementes. A segunda parte consiste na quebmaalmdos ouricos, para a retirada das
castanhas. Uma vez extraidas, séo lavadas paiaalimpurezas, classificadas e armazenadas a
granel, para transporte até o beneficiamento. @uyboo colhe 2.000 e 3.000 ouricos na sua area e
nesta etapa de duas a trés pessoas recolhem, clatam, secam e ensacam a castanha em um
periodo de aproximadamente 20 dias. Posteriormentproducdo é vendida no mercado,
geralmente local (BRASIL, 2002).

O produto € armazenado em barracdes e levado d@os pamarios de comercializacéo e
levado até a sede do municipio, sendo o transpeite por embarcacdes de pequeno porte,
devido a dificil navegabilidade dos rios. Nestgpataas maiores dificuldades de transposicéo
surgem em trechos de cachoeiras dos rios, senddvpbsomente na esta¢do chuvosa, quando o
nivel das aguas o permite, apesar do que em algoowglades, o transporte ocorre via terrestre,
como o Estado do Acre (PACHECO; SCUSSEL, 2006). postos de convergéncias
secundarios, a castanha é transportada em embescéexXd “alvarengas”, balsas e barcos de
passeio) até a usina, e apds o desembarque, & disposta em “montanhas”, ou ira direto para o
beneficiamento, onde passara por diversos processos

O beneficiamento pode ou nao ser feito. Nas ugiealkeneficiamento possuem etapas
distintas de producdo em que, principalmente, Eglam e promovem a secagem da castanha, de
forma que os lotes sejam trabalhados e preparadosi® rapido possivel, em temperaturas
controladas (CAMPOS/PAS, 2004). As castanhas c@wacpodem ser vendidas desidratadas ou
semidesidratadas ou ainda a granel (sem benefiotajn@ds castanhas sem casca (améndoas) sado
obtidas quebrando-se manualmente e podem ser @sndmn ou sem pelicula. Devido ao
formato irregular, h4 uma grande porcentagem queyusabra (VIANNA, 1972). Segundo
Sant’anna (1985), aproximadamente 10% delas seramelreduzindo seu valor comercial a
apenas 60%do das castanhas perfeitas e a utilizbesga quantidade, bem como parte da
producdo na forma de subprodutos, é alternativa paproveitamento dessa matéria-prima de
alto valor agroindustrial. Yokoya et al. (1971) smieram que 0 armazenamento e a conservacao
da castanha-do-Para constituem os problemas maiertantes para sua comercializacao
(EMBRAPA, 2008). Um fluxograma do beneficiamenttéespresentado na Tabela 2, apesar de
gue, a sequéncia de procedimentos de procediméntsavel de acordo com a usina.

Apods o beneficiamento, o produtom casca acondicionado etnig bags de 500 a 1000
kg em sacos de juta ou de polietilieno, e 0 prodeim cascasdo pesadas e embaladas em
embalagem aluminizada a vacuo com capacidade de&,20e forma a retardar o processo de

oxidacdo. Como a maioria dos mercados compradamesiste de outros paises, o transporte é
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normalmente efetuado etontaineresem navios (refrigerados ou néo), ja que o trans@#ETreo €
mais aplicavel em pequenos lotes. A castanha desta® em pedacos (ferida ou quebrada), por
sua vez, possui como destino também o mercadonmte&m que as industrias de alimentos

representam os principais compradores, existinddaaas empresas de varejo (CAMPOS/PAS,

2004).

Tabela 2 -Etapas da cadeia produtiva da castanha-do-Brasil

Etapa

Fase

Etapa 1: Desde a caida natural dos ouricos até a vend

a ad)

Preparo do castanhal

intemediario ou a cooperativa, compondo-se de cjnco2) Colheita: coleta, amontoa

principais fases: 3) Pré-beneficiamento: corte, lavagem
4)  Primeiro transporte: terrestre, fluvial
5) Primeiro armazenamento

Etapa 2: Inicia com o segundo transporte, feito pelo 1)  Segundo transporte: fluvial, terrestre

intermediario que compra as castanhas do extrativ
Composta de duas fases:

Segundo armazenamento

Etapa 3: O beneficiamento com casca inicia com a cheg
para o beneficiamento, composta das seguintes fases

adal) Recepcédo
2) Terceiro armazenamento
3) Beneficiamento: lavagem/peneiramento,

secagem, resfriamento, primeira selecao (manual),
ensaqgue das castanhas com casca

Etapa 4: O beneficiamento sem casca € a etapa mais Iq

ngal)

Autoclavagem

composta pela maior nimero de fases: 2)  Segundo resfrimento
3) Descascamento
4) Segunda selecdo por tamanho (mecénica ou
manual)
5) Desidratacdo
6) Terceiro resfriamento
7) Terceira selecdo
8) Embalagem
Etapa 5: Industrializacdo da améndoa: € realizada ¢com1) A recepcgéo
castanhas sem casca, sendo considerada a Ultipedda 2) A selecédo
cadeia produtiva, tendo em vista que o processq de3) O armazenamento

industrializacdo para a obtencéo de subprodut@sieados
(6leo, torta/farelo, farinha, leite, biscoito, degceetc) As
principais fases séo:

Etapa 6: Comercializagdo: Esta etapa € considerada imper@mtponto de vista da valorizagdo do produto e
acompanhado o mercado a que se destina verificaltissegmentos: 0 mercado externo e o interno.

Fonte: BRASIL (2002)
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Recepcéo de castanha-do-Brasihatura
(inspecéo visuede quabradas, alteracdo de cor e presenca de §

Armazenagem da castanha-do-Brasihatura
(silos de madeira, aerad-1-2 dias

Selec¢do de castanha-do-Brasihatura
*(selecdo manual com medicao ¢, e teor de umidad

1%secagem
(secador rotativ— 8-12h/5(-6C°C)

[COM CASCA] ¢ [DESCASCADA]

Autoclavacéo
(vapor a 8°C)

Selec¢éo Quebra e selecdo visual|_,, i Descarte de i
*(manua-visual *(manual/visual | casce !
g
I I
2% secagem 2%secagem
(secador rotativ— 5C-60°C) (estufa- 50-7C°C)
I I
*Classificacdo por tamanho e sele¢éo *Classificacdo por tamanho e selec¢ég
(manual (manual
I I
Polimento Polimento
I I
Pesagem/embalagem PesagemfEEmbalagem
(sacos de polipropileno de 1 t (sacos de baixa permeabilidade ¢, sob vacuo seladosquente 20 k¢
I
2®Embalagem
(papel cartonad
I
Armazenagem Armazena
: gem
(5-15 dias (2-30 dias

Figura 2 - Fluxograma de beneficiamento da castanha-do-Hrastapas de selecéo
PACHECO e SCUSSEL (2006)

2.1.4 Processamento da castanha nas usinas declaenento

A castanha é beneficiada em usinas com equipampatasa producdo em larga escala,
sendo obtidas com e sem casca. Nas etapas dechmanefito devem ser observadas certas
recomendacdes para a preservacao da qualidadestdaleatais como (Figura 3): a) recepgéo e
selecdo: na chegada ao armazém da usina de bemefito, a castanha-do-Brasil é pesada,

procedendo-se uma amostragem para a analise \gsaatitativa da qualidade da castanha
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recebida. As castanhas devem estar limpas, savabpas condicbes de sanidade e isentas de
matérias estranhas; b) armazenamento na usinaastanbas com casca sdo armazenadas em
galpbes com boa ventilagdo. Embaladas em saco®lgopileno ou aniagem sdo mantidas
sobre estrados limpos evitando o contato com o @ismidade. Os lotes a granel sdo mantidos
em baias ou silos igualmente impermeaveis e deliifg@eza e sanitizacéo; c) lavagem: objetiva
a retirada de excesso de matéria organica, idmanifio e descartando as castanhas chocas,
promovendo choque térmico antes da quebra; d)rieatsp térmico: dois métodos sao utilizados.
Ou a castanha lavada é tratada por imersdo emerguebulicdo, durante 1 a 2 minutos ou é
autoclavada por um periodo de 2 a 5 segundos itaetkate apds a lavagem. Esse processo além
de reduzir a carga microbiologica da matéria prifaailita a retirada da casca; e) descasque: as
castanhas ainda quentes sédo descascadas manualomrdaeauxilio de um pequeno aparelho de
ferro, que as comprime pelas extremidades, quebranchsca e deixando a améndoa livre; f)
selecdo: feita manualmente para identificar castamleterioradas ou danificadas e/ou tamanhos
diferentes; g) classificacédo: as castanhas sdoatmaeute classificadas por tamanho, conforme as
especificacdes para padronizacdo, comercializagélassificacdo definidas pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), getedmina seis classes (extra grande, grande,
semigrande, extra média, média e pequena) paranbasem casca e oito classes (grande, extra
meédia, média, pequena, miuda, miudinha, ferida ebigaa) para améndoa descascada; h)
desidratacdo: as castanhas sem casca séo levadasfaa com circulacdo forcada de ar, com
temperatura de 60°C por 24 horas ou até atingirene €1 a 15% de umidade. J& as castanhas
com casca, podem ser secas em secadores rotativeye estufas obedecendo-se ao mesmo teor
de umidade; i) polimento: apds classificadas, aataohas com casca séao polidas mecanicamente
em polidores com superficie interna aspera pardarial da aparéncia da casca através da
eliminacdo das arestas. As améndoas séo polidagatde rolos de escova ou espuma para a
retirada de residuos de pelicula; j) pesagem elagdra: as améndoas sdo pesadas e embaladas a
VAcuo por processo semi-automatico em sacos alzewios, e/ou organizados em caixas de
papeldo. As castanhas com casca sdo embaladasesndsapropileno de 60 kg ou em grandes
sacos de rafiab{g bag$ de 500 a 1000 kg; I) armazenamento do produtd: fos sacos e caixas
com castanhas ou améndoas desidratadas sdo eropilbaldre estrados de madeira que deve
obedecer as BPF, em depdésito arejado, limpo e omnacdo natural; m) etapa de expedicao:
tornou-se foco da atencdo das usinas exportadomaselras, principalmente quanto ao controle
de temperatura, umidade e tempo de transporte atm@ewmado de destino, sem afetar
negativamente a qualidade do produto (BRASIL, 200AMPOS/PAS, 2004; PACHECO;
SCUSSEL, 2006).
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Figura 3 - Fluxograma de processo de beneficiamento da cast@om e sem casca
(CAMPOS/PAS, 2004).

2.1.5 Fatores ambientais da regido Amazoénica vexdusga da castanha-do-Brasil

Na Floresta Amazoénica os fatores que influenciarfungos na producédo de AFLs estdo
presentes em maior ou menor escala, de forma quece&ssario que desde a disposicdo dos
ouricos na floresta, até o beneficiamento sejadwifavorecer as condicdes necessarias as cepas
aflatoxigénicas (CAMPOS/PAS, 2004). A contaminaci#o castanha-do-Brasil por AFLs tem
afetado as exportacdoes brasileiras. Assim, eststdse a natureza da contaminacdo sao
necessarios e tem sido desenvolvido a fim de adtranio problema e melhorar a qualidade da
castanha brasileira (MAPA, 2002; PACHECO, 2003; ARRet al.,, 2005a; ARRUS et al.,
2005b).
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Dentre os fatores intrinsecos que podem afetandupéo de AFLs em castanha-do-Brasil
ha o conteudo de umidade que durante a colheiftoresta possui um conteddo de umidade
elevado (30%) propicio ao desenvolvimento de fungasecessario reduzir esta umidade durante
o0 armazenamento na floresta para evitar a protideralurante seu transporte até as usinas de
beneficiamento. Durante seu processamento, eleaéasimgindo contetdo de umidade que varia
de 3 a 6,5%. Faixa considerada segura para cant@of&oliferacdo fungica. Mas durante o
processamento de secagem da castanha no benefitoapoele ocorrer variagdo de temperatura,
causando distribuicdo heterogénea do calor/vapant@oior da massa de castanha (dentro de
secadores). Isto pode causar uma secagem defidievd@do as castanhas a terem contetdo de
umidade das castanhas heterogéneo, ocasionanderpasbna armazenagem e no transporte
devida a: (a) produto armazenado com elevado cdotele umidade, devido a secagem
ineficiente do produto; (b) presenca de umidadeirssdria, devido a precipitacdo ou absorcao
dos vapores de agua no lote parado; (c) difusdocalor e umidade nas castanhas néo
completamente secas causando por gradiente de rawmpe (d) atividade vital de
microrganismos, aumentando a temperatura e o amtdé umidade no interior da massa de
castanhas ndo completamente secas (e) misturaedeclom umidades diferentes e (f) periodos
chuvosos (BRASIL, 2004; CAMPOS/PAS, 2004).

A presenca de insetos que levam a ruptura da ¢agoeecendo a absorcdo de umidade,
guando elas ainda estao no ouri¢o. Ocorre infestégdormigas e cupins que atacam 0 ourico e a
casca das castanhas na floresta (PACHECO; SCUSXIBE). Importante salientar que a etapa
de lavagem das castanhas ainda na floresta dewevisatla, pois a superficie de contato das
castanhas é favoravel a contaminagcdo por fungaspecessamento deve ocorrer no menor
tempo possivel, tdo logo as castanhas cheguemma, psira ndo haver condi¢des favoraveis aos
fungos para a sintese das AFLs (BRASIL, 2002).

As elevadas temperaturas, em torno de 30 a 40UMyidade relativa (UR) entre 60 e
90%, com grande alternancia de periodos de chusal éa regido Amazoénica, dificultam o
controle dos fatores determinantes para o metaboldo fungo aflatoxigénico, juma vez que os
niveis de producdo de AFLs em nozes podem ocoadaira de UR de 85-98% (SCUSSEL,
1998).

A estabilidade da castanha é assegurada quandcaéabaixo de 6,5% ou seja 1-2%
abaixo da umidade critica. Além disso, deve sea sa@iformemente, evitar quebra de améndoas
durante o descasque, secagem e armazenagem e maméiente bem ventilado (PACHECO;
SCUSSEL, 2006). As améndoas de castanha-do-Besdrdtada (até 3%), portanto embaladas
em aw abaixo do nivel critico (<0,60), permanecem durdotso 0 armazenamento estaveis,

principalmente, se embalada em sacos de polietiteno baixa permeabilidade a oxigénio e a
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vacuo. Nessas condi¢cfes sua estabilidade se peopfmrgaté 180 dias, independente do processo
de secagem utilizado (SILVA; MARSAIOLI, 2003).

Também um fator que pode afetar a producdo de AdRb.castanha-do-Brasil € o pH,
levemente acido (5,6 a 6,0) que possibilita um antbifavoravel ao desenvolvimento de fungos.
O tempo que a castanha fica armazenada pode favoreadesenvolvimento de fungos,
principalmente na floresta, durante seu transpode barcos. Em alguns trabalhos foram
encontrados fungos do génefgpergillusem castanhas que foram submetidas ao tratamento
térmico e somente em amostras pré-beneficiadadetectadd-usarium O periodo na floresta
até o beneficiamento, que é o periodo entre a g&dfeoleta até o transporte, seja nas
embarcacdes ou caminhdes, em ambientes com elaw@dade relativa, pode ser superior a 50
dias. Considerando as condi¢cbes de temperatura idaden ambiente da regido, mesmo a
armazenagem por 30 dias ou menos € para ser causadaeocupante. Portanto, necessita acdes
para controlar a proliferacdo de fungos (BRASILQ20 No que se diz respeito ao potencial de
oxi-reducdo e o consumo de oxigénio, observou-se uesmo em castanha descascada
embaladas a vacuo pode apresentar contaminac@®vpduras remanescentes do beneficiamento
(PITT, 2005).

Quanto aos danos mecanicos eles podem ocorrea frasta durante a queda, do corte
do ourico para a retirada das castanhas e peladacétsetos (b) durante o transporte e (c) nas
usinas de beneficiamento (etapa de secagem at&casdge). Eles favorecem a absorcdo de
umidade e facilitam a invasdo e a penetracdo dper@s de fungos no interior altamente
nutritivo. Isto pode ocorrer quando elas ja estdbaadas durante o transporte nostainersaté
a chegada no pais importador, levando ao desemaio rapido dos fungos e
conseqglentemente aumento de toxinas (Tabela 3ennto o uso do vacuo eficiente pode
reduzir a velocidade da proliferacédo (PACHECO, 2003

Tabela 3 -Ocorréncia de danos em castanhas-do-Brasil e auaas

Local Causa

Na floresta Queda de ouri¢os
Quebra do ourigo para extracdo das sementes
Acdao de insetos (cupim e formigas) em ouricos diga

no solo

Durante o transporte Movimento dos lotes nas dgasade barcos e/ou
caminhdes

Usina de beneficiamento Castanha com casca duaa#eagem

Améndoas no descasque e secagem

Fonte: PACHECO; SCUSSEL (2006).

AFLs produzem espécies de fungos comdlavuse A. nomius estes tém a sua producao

para o crescimento e aflatoxina em temperaturamidades relativas ao redor de 30°C e 97%,
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respectivamente (PITT; MISCAMBLE, 1995; ROSSO; RABON, 2001), coincidindo com as
condi¢cbes normais da Amazoénia. Os ouricos e assnoa@éem ocasionalmente ser armazenados
por longos periodos de tempo na floresta ou nasdaaldlo coletor (SAV, 2003). Assim, pode
passar varios meses antes das nozes secas sabiglogioamente seguros para um teor de
umidade para o armazenamento. De acordo com dadoscidos pelo Instituto Nacional de
Meteorologia do Brasil (INMET), a temperatura médiaria para a colheita estacdes do ano
(dezembro a maio, 2004 - 2007) no estado do Pardef@6,9°C (intervalo de 23-30°C) e os
umidade relativa 85% (intervalo de 65-97%).

2.1.6 Qualidade da castanha-do-Brasil

Por ser um produto extrativista, a produ¢cdo deanastdo-Brasil € considerada organica e
sua extracdo ambientalmente correta e, uma vend@uesao utilizados defensivos quimicos para
controle de pragas, plantas daninhas ou adubaédomh grande reducdo de perigos quimicos
comuns a produtos cultivados, pelo menos no tocamentaminacdo por substancias quimicas
(EMBRAPA, 2006). O manejo adequado inclusive em acdzoes € necessario também para
evitar contaminagcdo por substancias quimicas durantransporte. Entretanto, tais situacdes
ocorrem de forma isolada, pois, como produto doagéixismo, a castanha-do-Brasil deve adquirir
a classificacdo de Produto Organico, exigéncialdena mercados relacionados emmercio
justa.

Dentre os principais problemas identificados nadpgdo da castanha-do-Brasil esta a
elevada contaminacdo por bactérias do grupo coldprdevido a sua prolongada exposicao a
fatores ambientais e as condicbes de manipulac@wdaatria, além da contaminacgao por fungos
produtores de toxinas, no caso a aflatoxina. Gss#demas tém se constituido em forte entrave
para a comercializacdo do produto, principalmentenercado externo, dado ao rigoroso controle
de paises europeus e Estados Unidos em relacaoi\eis de toxinas presentes nos alimentos
(EMBRAPA, 2006).

Andlise de Perigos e Pontos Criticos de ContrdMd®RCC (Programa Alimentos Seguros
— PAS) - A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropéec(@mbrapa) vem desenvolvendo a¢des de
apoio ao setor produtivo para implementacdo destens, criado para identificacdo e controle
dos pontos mais vulneraveis a contaminacdo dogmalos. Envolve toda a cadeia produtiva — do
campo a mesa do consumidor. O sistema é obrigatériGomunidade Européia e nos Estados
Unidos e recomendado pela Organizacdo Mundial dmétgo — OMC (é considerado pré-
requisito entre os paises signatarios da Orgarozaggdra comercializacdo de produtos
alimenticios) e Organizacdo das Nacbes Unidas péimentacdo e Agricultura — FAO. E

aprovado pelo Codex Alimentarius. No campo, espearifente, trata da normatizacdo das
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praticas agricolas, visando a certificacdo do péloal. Reconhece as a¢cdes mais fomentadas e
implantadas por produtores e implementa o sisteenboads praticas na agricultura, diminuindo
impactos ambientais adversos (EMBRAPA, 2006).

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaridbastecimento e o Ministério da Saude
estdo empenhados na aplicacdo do sistema. A Embaaeiros estdo promovendo cursos para
capacitar o produtor rural a controlar a contarméoggor microrganismos, agroguimicos, toxinas
e outros riscos a seguranca dos produtos, contdbupara que ele se torne apto a atender as
exigéncias das industrias processadoras de aligjed&s redes de distribuicdo e do mercado
externo. Protocolos como o sistema APPCC séo aemaslds garantia da producdo de alimentos
de qualidade e mais seguros a saude do consunddoelevacdo da competitividade das
empresas, do aperfeicoamento dos processos proslgivda reducdo dos custos de producéo
(EMBRAPA, 2006).

Apesar de o MAPA ter estabelecido regulamentosidésn(BRASIL, 2003) e instrucdes
normativas (BRASIL, 2004), para certificacdo dorattismo e beneficiamento, referentes as
medidas basicas de higiene e manejo na cadeiatwadmuitos estudos ainda precisam ser
aplicados. A monitoragdo da execucdao das normas por castanheiros quanto por usineiros
deve ser uma realidade aplicada no dia a dia. Sendal que ja sdo observadas melhoras
significativas, tanto no aspecto estrutural de ralgscomunidades e usinas, como na preocupacao
pela prevencédo de fungos e conscientizacdo de glesaoaplicacdo de medidas controle de
pontos criticos (CPC), como na recepgéo e a secdgerastanha. Quanto a questao analitica, a
necessidade de laboratorios que avaliassem a gdelida castanha-do-Brasil iniciou com a
guestao nutricional, nos primeiros trabalhos quedasam o alto valor biolégico da proteina da
castanha. J& os estudos da contaminacdo por Akbrsas andlises laboratoriais de amostras de
lotes das usinas exportadoras, realizadas em tabiosa particulares que emitiam resultados
documentais, por exigéncia de paises importaddestudo, com o0s problemas dos lotes
brasileiros exportados para a Europa resultandalin@ttvas da Comunidade Européia em 1998,
surgiu a necessidade de harmonizacdo de protoeolaifticos e qualificacdo de laboratorios.
Principalmente na regido Norte onde estdo locadiza@ad usinas de beneficiamento e comunidades
extrativistas, para obter um controle de qualidgfd&évo quanto a analise de aflatoxinas, inclusive
para atender a legislacdo quanto a obtencdo ddtadssi tecnicamente validos em nivel
internacional (PACHECO; SCUSSEL, 2006).

2.1.7 Producao e Mercado

A demanda global da castanha-do-Brasil € muitcavatiem funcéo da forte competicéo

comercial com outras nozes e outros paises expoesdlém do Brasil (SIMOES, 2004). Grande
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parte da producéo € exportada e este fato € atolzuestabilidade do mercado externo, ao qual,
principalmente se direciona a producéo, onde ad#c20% das aquisicdes da castanha-do-Brasil,
sdo negociadas antecipadamente, as industriastadian valor das compras, cuja entrega do
produto ocorre posteriormente em prazos que va®d @60 dias. (CONAB, 2009).

Com relacdo a demanda nacional, estima-se quesumtaninterno de castanha-do-Brasil
ainda seja muito pequeno, onde 5% da producadetdestinada (ENRIQUEZ et al., 2003). Uma
boa parte, geralmente extrativista, é exportadwtora, principalmente para os paises da Europa
(Alemanha, Reino Unido e Itdlia) e América do NdfEstados Unidos). A castanha representa
entre 25 a 30 milhdes de doélares anuais de ex@ort&s derivados como a farinha, o 6leo e a
torta ndo tém preco fixo, ndo apresentando prodsigadficativa (CHAVES, 2007).

O Brasil, até 1990, ocupou posicdo de liderancameocado mundial, com 80% do
comeércio internacional. Atualmente, com a reducga@rbducdo brasileira para cerca de 30.000
toneladas, a Bolivia passou a ser o maior expartamdial, com volume da ordem de 50.000
toneladas anuais. Esta producdo € proveniente tdeEstados, o principal € o Acre (36%),
seguido pelo Amazonas (28%) e Para (22%), totalz®6% da oferta nacional (ENRIQUEZ et
al., 2003). Na Figura 4 mostra que o Acre é o mpiodutor de castanha, mas na verdade ele
compra do estado do Amazonas e beneficia, porassore € considerado o maior produtor. O
Amazonas também fornece castanhas para o Para. akwem areas de extrativismo € 0
Amazonas. O sistema tradicional de coleta e pdseialimpera e a resisténcia a adog¢ao de novas
praticas ainda € grande. Como resultado tem-sea girmblemas de contaminacdo da améndoa
gue leva a perda da qualidade do produto e a kesreomerciais, principalmente no mercado
externo (CHAVES, 2007).
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Figura 4 - Areas produtoras de castanha-do-Brasil
Fonte: ZORO et al., (2008)

Tem-se observado que as exportacdes brasileirasudiam gradativamente de 51.195
ton (1990) e 19.301 (1995/1996) (EC, 2003). Umaddassas, além da diminuicdo da oferta do
produto e destruicdo dos castanhais nativos (PERES, 2003) foi o surgimento de barreiras
nao-tarifarias, pela imposicao de padrbes fitoaapd mais rigidos por parte dos paises
exportadores, como os da Unidao Européia (EU, 20@B)ssa forma, as empresas de
beneficiamento, procuraram aprimorar os padroeguddidade e passaram inclusive, a buscar
novos mercados, j4 que a tecnologia de processamdantastanha é variada e utiliza, em sua
maioria, grande contingente de méao-de-obra (BRASIDR).

Dentre os fatores que justificam a reducédo das reagiies brasileiras de castanha-do-
Brasil séo:

a) Concorréncia intensa: concorréncia com outros padseom outras améndoas como uma
das causas da reducédo das exportagdes brasileicasiinha. Concorréncia com a Bolivia,
gue mantém o preco em patamares menores que ¢, Beesium dos principais fatores de
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reducdo nas exportacdes. O preco baixo das castéfimianas se justifica pelo baixo
custo com a méao-de-obra (salarios muito baixo®)le iptensivo investimento da ONU, na
década de 1990, em projetos soOcio-econdmicos enurddatdes extrativistas, o que
melhorou o sistema de coleta e a qualidade do fodu

b) Barreiras ndo-tarifarias: estudos realizados arphet1982, sobre a producdo de aflatoxinas
em racdes produzidas com amendoim, e detectaranesjaesubstancia extrapolou para
castanha-do-Brasil. Com isso 0s paises importadonpsiseram padrbes fitossanitarios
rigidos, acirrando as barreiras sanitarias aosepagportadores e reduzindo a oferta de
castanha brasileira para o mercado externo (SIMGP84). Segundo o Ministério do
Desenvolvimento, Industria e Comércio (2006), ndga® de 2003 a 2005, a Alemanha, a
Bolivia, os Estados Unidos, a Holanda e a Italiarfoos maiores importadores de castanha
brasileira, absorvendo, juntos, 84,15% das exp@etagacionais. Neste periodo, compraram
31.013 toneladas, pagando US$ 21.961.333,00, oeguesenta 0,008% do valor total das
exportacdes brasileiras. Embora estes paises ipardm, conjuntamente, no periodo de
2003 a 2005, com 77,25% das exportagcbes brasilédasEstados Unidos compram as
castanhas para consumo, porém, a Bolivia as copagpaacompletar suas exportacoes, isto
€, adquire as castanhas natura dos estados do Acre e Rondbonia e agrega valor para
exportacdes. Em 2004, este pais comprou do Br&8ilténeladas de castanha, pagando, em
média, US$ 0,31 o quilo (MDI, 2006) e exportou 29%t8neladas, ao preco médio de US$
1,80 o quilo (FAO, 2005), o que representa uma gagp@&o de valor de 480%. As
exportacdes tornaram a crescer a partir de 2004.eManto, quando se compara a
exportacdo de castanha com casca e sem casc&arsgfigue as améndoas sem casca
decairam em 2005, enquanto que as castanhas coanctaginuaram subindo. Isso ocorreu
devido a procura de castanha com casca pelo mergadmacional (PACHECO;
SCUSSEL, 2006).

c) Colapso da concorréncia brasileira: a producdo ilbras de castanhas brutas era
concentrada no chamado “poligono das castanhasinpo da cidade de Marab4, no sul do
Para. Gracas a uma série de eventos externos t{dascumais adiante) essa floresta foi
totalmente dizimada e, sem matéria prima, a indlsastanhanheira brasileira enfraqueceu-
se.

d) Abundancia de dinheiro na Bolivia: produtores halios tém muito dinheiro facil, seja do
Banco Mundial, BID e USAID (que investiria como fgada campanha americana de
combate as drogas), ou do proprio trafico de drqgasse caso, a industria castanheira
estaria sendo usada como um mecanismo de lavagelimitiro). Gracas a esse dinheiro

todo, a industria boliviana floresceu.
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e) Macroeconomia: Bolivia estabilizou sua economia @884, enquanto o Brasil s6
estabilizou a sua dez anos depois, e ainda as& ficcou sobrevalorizado até janeiro de
1999. A situacdo macroecondmica teria tornado dysmboliviano mais competitivo.

f) Bolivia tem custos baixos: Na Bolivia ndo ha4 muitopostos e quase nao se paga direitos
trabalhistas. Por iss@ produto boliviano é mais barato e assim domisanwrcados
internacionais.

g) Bolivia: recebe verba e profissionalizaram a pra@dué\ usina investiu n acapacitacao pessoal e
nos sistemas operacionais, onde que no Brasilnalgnmaaioria sdo artesanais.

Dentre os fatores que determinaram a perda daguodgsta lideranca estdo a reducao dos
castanhais produtivos; a deficiéncias na cadeidupira, em especial nas logisticas de transporte
e de armazenamento; a auséncia de politicas eodeapras de incentivo a producdo, de apoio
direto a comercializacdo e de sustentacdo de mmdxtrativista; a dificuldades de atendimento
as exigéncias fitossanitarias para exportacadocespente quanto aos limites de tolerancia para
presenca de aflatoxina (CHAVES, 2007).

Embora haja incidéncia de castanha em toda a Anaazontinental, somente no Brasil,
Bolivia e Peru a producéo tem representacdo ecaadimtiernacional, fato que fica evidente no
estudo sobre este produto, realizado pela FAO (j2@fife apontam estes trés paises como 0s
principais produtores mundiais (ONU, 2005).

A exploracdo de exemplares nativos da castanharailB protegida por lei (Decreto
1282 de 19 de outubro de 1994) e somente podemdaoaum local de destaque na pauta de
exportacdes e de mercado interno a partir do marmant que houver uma politica de estimulo
destinada ao produtor extrativista, mantendo o lnome floresta e aumentando a producgao
extrativista.

O Ministério da Agricultura, Pecuéria e AbastecimefMapa) e a Associacdo Brasileira
de Empresas de Assisténcia Técnica e Extensdo Rshtaer) firmaram, em 2006, convénio
gue visa capacitar extrativistas da cadeia produe castanha-do-brasil nos estados da Regiéo
Norte. Segundo a diretora do Departamento de Iaspee Produtos de Origem Vegetal (Dipov)
do Mapa, Angela Peres, a capacitacdo dos exttagviem como objetivo melhorar a qualidade
do produto a ser disponibilizado para o mercadermat e também para o mercado externo,
especialmente a Unido Européia.

De acordo com a diretora, a UE é bastante exigentpie se refere aos padrées higiénico-
sanitédrios da castanha, principalmente em funcaaflddoxina, toxina causada pelo fungo
Aspergillus flavusO MAPA explica que para fornecer castanha parerado europeu o Brasil
deve se adequar as exigéncias quanto aos padraéatdgina. O fungo que provoca a aflatoxina

€ originario do solo e se armazena nas sacas edo3 navios. "A castanha nao é colhida no pé,
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ou seja, 0 extrativista espera a fruta cair no gal@ recolher. Por isso, o problema ocorre na
armazenagem do produto”, esclareceu a técnica.apactar os extrativistas, a expectativa do

MAPA é de que haja uma queda na contaminacao.

2.2 Fungos e Aflatoxinas

2.2.1 Fungos

Segundo Heathcote (1984), as AFLs sdo metabolemmdarios, toxicos, produzidos por
algumas linhagens de fungAspergillts flavus, Aspergillus parasiticusAspergillus nomiussao
as que podem causar maiores danos aos seres hueramosais. Pela sua alta toxicidade e ampla
ocorréncia, possuindo inclusive propriedades cagénicas, mutagénicas e teratogénicas
(SIMIONATO et al., 2003). Recentemente, foram ncaiflas no Quénia surtos de AFLs em uma
grande area geografica e causando mais de 123n(GiD<C, 2004).

Durante muito tempo os fungos foram consideradgstegs. A partir de 1960 passaram a
ser classificados como reino a parte - Fungi. @gda sdo seres vivos eucaribticos unicelulares
como as leveduras, ou pluricelulares como os fufigmeentosos ou bolores e os cogumelos. Os
fungos nao sintetizam clorofila nem qualquer pigiodatossintético (TRABULSI et al., 1999).

Os esporos dos fungos sdo abundantes e amplanmeoigrados na natureza, germinam
rapidamente no solo, em plantas, em alimentos, apelpe até em vidros. Os alimentos
armazenados representam excelente campo parafarpgdio dos fungos, principalmente quando
0s principios basicos de secagem adequada e ammaeeto correto sdo desconhecidos ou
desprezados (FONSECA, 2009). Sob comdicdes favisralee temperatura e umidade, estes
fungos podem crescer em certos alimentos, resataagroducéo de AFLs (FORTNUM, 1986;
LILLEHOJ, 1986).

Alguns fatores intrinsecos dos alimentos, como @smigAo nutricional, o teor de umidade
e a atividade de aguaw) podem fornecer substratos para os fungos proshitte AFLs. Outros
fatores (externos) como: temperatura, umidade ivala(UR), tempo de armazenagem,
microclima, competicdo microbioldgica e 0 uso degiuidas, também precisam ser controlados
para a seguranca do alimento (KLISCH, 2007; KABAKOBSON; VAR, 2006).

e Conteudo de umidade: é expresso em termos de ueialasbluta do material e das
exigéncias minimas apresentadas pelos fungos dagéoeao seu desenvolvimento. A baixa
umidade ndo garante armazenagem segura, pois fwtgs podem crescer e liberar agua e

calor, aumentando a temperatura e umidade nos gdf@sentes. O ideal é manter um baixo
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teor de umidade (<1-2%) na armazenagem, secagergéoea, aeracdo dos graos, e a
adequada ventilacédo para a qualidade dos produBRINI, 2002).

» Composicao nutricional: A composicdo dos alimentos, termos de teor de proteinas,
carboidratos, lipidios e outros componentes, imotuantioxidantes, influenciam diretamente
na curva de crescimento de microrganismos, assmoam processo de deterioracdo dos
alimentos (PACHECO; SCUSSEL, 2006). Também as teniaticas genéticas de algumas
plantas, mais especificamente nozes, tém maistéesia a acao de insetos, contaminacao
fungica e producéo de AFLs (KABAK; DOBSON; VAR, &)0

« Teor de atividade de aguaw): E a agua disponivel para a acdo dos microrgasisonde

¢ medido em escala de 0 a 1. E a relagio entresadur de vapor de agua do substrato e a
pressdo de vapor de agua pura, reflete o grau ema @gua esta ligada aos componentes do
material, ndo se encontrando disponivel para adesabioquimicas (ex. oxidacao lipidica,
reacdes enzimaticas, reactes de Maillard, etcya @arescimento de microrganismos. A
maioria das leveduras nao cresaneabaixo de 0,65 e os fungos emv abaixo de 0,70. Co
poucas excecodes, € possivel considerar um alimestéwvel em relagcdo a deterioracdo de
microrganismos, quando aw < 0,60 e estes sdo classificados como desidratados
(PACHECO; SCUSSEL, 2006).

* pH: os fungos normalmente desenvolve-se a pH agidaixa de pH 6timo, tanto para a
formacao de AFLs quanto pra o crescimento do flRigae 5 a 6 (SCUSSEL, 1998).

» Temperatura: para varias espécies de fungos a tatape de 30°C, tipica de regides
tropicais, € uma temperatura ideal para o cresdométorém estas faixas sao afetadas por
outros fatores como umidade, concentracdo de axigéndisponibilidade de nutrientes
(LORINI et al., 2002).

* Umidade relativa: € a umidade de equilibrio entremibiente e o alimento, e pode ser
expressa por UR aw.100.Em condi¢Bes de equilibrio,asv relaciona-se com a UR do
ambiente. Dependendo da umidade presente no atireetd umidade presente no ambiente,
havera ganhado ou perda de umidade do produtorefze@do ou impedindo a proliferacédo
de fungos (ARRUS et al., 2005a). A UR minima ongddumgos crescem é de 70%, e a UR
6tima é de 80-85%, contudo eles também podem cres¢dR de 90-100%. A faixa de
umidade relativa para a producdo de AFLs é de 80-8tmidade relativa Otima para
esporulacédo de 85%, umidade relativa maxima pardugéo de AFLs 95-99%, este ultimo
percentual corresponde ao conteldo de umidade,del8®5% (SCUSSEL, 2002).

» Tempo de armazenamento: pode favorecer o desemaitd de fungos que exigem

umidade baixa e tempo prolongado para que seuss daj@m observados. A preocupacao
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com a flora microbiana em nozes, por exemplo, temestado devido ao grande volume de
comercializacdo desses produtos, e tem geradosnoébodos de deteccédo e inibicdo de
fungos e AFLs (CANDLISH, 2001; ROJAS-DURAN et &Q07).

* Microclima: o crescimento de fungos depende deasutondicbes ambientais que
envolvem o substrato, tais como, o ambiente ga@msoposicdo da atmosfera gasosa). Eles
podem crescer em baixas concentracfes ges€éhdo afetados somente a concentracdes
inferiores a 0,2%. Ocorre pouco crescimento em emes com didxido de carbono (§©u
nitrogénio (N), portanto essas misturas de gases podem sersugada reduzir a
concentracdo de O Ambientes com atmosfera controlada podem serogsddrante o
transporte e armazenamento de produtos para prevenescimento fungico e formacéo de
toxinas (SCUSSEL, 1998).

» Competicdo microbiologica: a existéncia de amendatidixico, apesar de estar altamente
contaminado por fungos, bem como a queda abrupgaala@idade apds a producdo maxima,
levam a pensar na existéncia de microrganismosteeses a toxina e aptos a inibir sua
producdo e degrada-la. Existem linhagens de fumgais produtoras que irdo depender,
também, da temperatura, substrato, umidade e rgam@mmos capazes de degradar a toxina
(SCUSSEL, 1998).

* Fungicidas: sdo bastante utilizados para contelarevenir o crescimento de fungos nos
produtos agricolas. Contudo, existem limitacdes uso destes compostos tais como:
toxicidade para animais, excessivo custo, difialédde aplicacdo, efeitos indesejaveis na
gualidade dos gréos e pouca toxidez para os fuhgestocagem (LORINI et al., 2002).

» Danos mecanicos: favorecem a absor¢céo de umidéliam a invasao e a penetracéo
dos esporos de fungos no interior altamente mnudritidesses substratos, levando ao
desenvolvimento rapido dos fungos e consequentemaminento dos niveis de toxinas
(PACHECO; SCUSSEL, 2006).

* Luz: a producdo de toxina é inibida na presencdudeultravioleta e infravermelha
(SCUSSEL, 1998).

As AFLs sao produzidas por espécies de fungosneissmente poAspergillus flavuse
Aspergillus parasiticusO géneroAspergillus pertence ao grupo dadyphomycetosque se
caracteriza pela formacao de conidiéforos, ou s$efas especializadas e produtoras de conidios
com formas e arquitetura variaveis (PITT e HOCKIN@G97). Através de estudo de prevaléncia
concluiu-se que a contaminacdo de graos por furaftzgoxigénicos comoA. flavus é
predominantemente sobre?o parasiticuse sua producgdo é favorecida por temperaturas 28tre

26°C e umidade relativa do ar acima de 75%, sendcaqumidade relativa do ar acima de 85% e
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temperatura em torno de 27°C favorecem o crescoreiat producao de aflatoxinas. (PEREIRA
et al., 2002).

Os fungos crescem e se proliferam bem em cereaisjgalmente, no amendoim, milho,
trigo, cevada, sorgo e arroz, onde geralmente é&racorum substrato altamente nutritivo para o
seu desenvolvimento. O crescimento fungico e pr@auge micotoxinas em cereais podem
ocorrer em diversas fases do desenvolvimento, aar colheita, transporte, processamento ou
armazenamento dos graos.

A contaminacao e a deterioragdo dos alimentos dasg#or fungos sdo mais comuns que
as originadas por qualquer outro grupo de micraosgams. A contaminacdo por fungos €
importante ndo apenas sob o ponto de vista sehsnda também pelo perigo que a producéo de
micotoxinas representa para o consumidor (MUNINBAZBULLERMAN, 1996). Os fungos
podem promover prejuizos significativos aos alimenPodendo alterar as condigfes fisicas dos
produtos, reduzir o valor nutritivo, alterar o aspeexterno, produzir aflatoxinas e favorecer a
acao de outros agentes de deterioracdo, como g dactérias e insetos (FONSECA, 2009).
Quando presentes em sementes ocasionam perda efogeochinativo, no arroz e na manteiga de
cacau afetam a qualidade, promovendo descoloragémcafé produzem aromas desagradaveis.

A producédo de micotoxinas esta ligada ao cresciongntfungo, entretanto, a presenca do
fungo produtor ndo indica a presenca da micotoxdspecialmente se 0 crescimento ndo ocorrer.
O entendimento dos fatores que permitem o cres¢amdnfungo e a producdo de micotoxinas é
de grande importancia para o desenvolvimento dedoétde controle (BULLERMAN et al.,
1984).

Condicdes de umidade e temperatura aumentam aljilidade de desenvolvimento do
Aspergilluse producao de aflatoxinas, situacdo agravada modmechuvoso. A biodegradacao de
sementes e graos, no campo e durante o armazewann@iitt o acondicionamento seguro e o
valor nutricional desses alimentos. (TEIXEIRA, 2DP08

Os fungos que invadem sementes e grdos em gerfeg@i@ntemente divididos em dois
grupos: fungos do campo, que infectam o produtdaamo campo e fungos de armazenamento,
como aqueles que invadem o milho pouco antes enducaarmazenamento. A distingdo entre
fungos de campo e de armazenamento ndo € basealdsiicacdo taxondmica, mas de acordo
com as condicbes ambientais e/ou ecologicas quardeem o crescimento dos mesmos. Os
fungos do campo requerem um teor de umidade enitgguicom uma umidade relativa de 90%
— 100% para crescerem. Os principais géneros G&uhalosporium Fusarium Gibberellg
Nigrospora Helminthosporium Alternaria e Cladosporiumque invadem graos e sementes

durante o amadurecimento e o dano é causado anteshebita. Estes fungos ndo se desenvolvem
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normalmente durante o armazenamento, exceto eno mithazenado com alto teor de umidade
(ATUI; LAZZARI, 1998).

Os fungos de armazename#tspergillus, Penicillium, RhizopwsMucor sao encontrados
em grande nimero em armazéns, moinhos, silos,dees equipamentos e lugares onde sao
armazenados, manuseados e processados produtmdaasgrCausam danos ao produto somente
se as condicfes de armazenagem forem impropriaanatemcédo da qualidade do produto. Os
fungos do génerdspergillus(A. halophilicus A. restrictus A. glaucusA. candidus A. alutaceus
(A. ochraceusk A. flavug e os do géner@enicillium (P. viridicatum, P. verrucosumsao o0s
indicadores de deterioracdo em sementes e graosargo danos no germe, descoloracao,
alteracbes nutricionais, perda da matéria seca epromeiros estagios da deterioracao
microbiolégica (ATUI; LAZZARI, 1998).

Aspergillus flavuse Aspergillus parasiticussdo saprofitas naturais do solo e ar, e em
condicbes ideais sdo capazes de contaminar os nalisieA ocorréncia e magnitude da
contaminacgao por essas micotoxinas variam de acwonioos fatores geograficos e sazonais, com
as condigfes locais de crescimento do vegetaldaaiom as préticas de colheita e estocagem
utilizadas. As culturas em areas tropicais e sphiais como o Brasil estdo mais sujeitas a
contaminagcdo, pois as melhores condicdes para aendasimento dos fungos e,
consequentemente, para a producdo das aflatoxii@asescontradas em areas com alta
temperatura (25 a 30°C) e umidade elevada (80%%) $BULLERMAN; SCHOEREDER,
PARK, 1984). Por isso, a reducdo da umidade atrdaésecagem é de fundamental importancia
para reduzir os niveis de contaminacao (DILKIN, 200

A contaminacéo dos produtos agricolas ocorre ardeé&ontato com os esporos do fungo
presentes no ambiente, sobretudo no solo, duranfgazedimentos de colheita e secagem. O
armazenamento em locais Umidos e sem ventilacdim t@mo o transporte inadequado
favorecem néo apenas a contaminacdo com esporgsiam®ém o crescimento fungico nos
produtos ja contaminados (CHU, 1991).

Perdas econdmicas associadas ao descarte do alimantacdo, contaminada, sao
facilmente detectadas quando se mantém controlevantamentos representativos. A perda
econbmica total € a somatoria de varios fatoresorapeeende perdas diretas de produtos
agricolas, perdas de animais acompanhada de divéasas de mortalidade, doencas em
humanos, diminuicdo da produtividade, animais ceduc&o na velocidade de crescimento e
produtividade, custos indiretos de sistemas deralentcustos de remocdo da toxina para

recuperar produtos rejeicdo de produtos pelo mericagortador (SCUSSEL, 1998).
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2.2.2 Aflatoxinas

O nome micotoxina é derivado da palavra gréggkes que significa fungo e Toxicumi
que significa veneno ou toxina. A doencga ou sinérdeondicdo patolégica) decorrente da
ingestado de micotoxinas € denominada micotoxicB€3JSSEL, 2002). O conhecimento que as
micotoxicoses sao os resultados do metabolismadargguma descoberta relativamente recente,
isto porque a doenca causada ndo esta diretaneatéonada a presenca ou contaminagdo por
fungos, mas sim ao consumo de alimentos contamsnaaiotoxinas produzidas por estes.

As AFLs sdo as micotoxinas mais estudadas, sewli@s@nto ocorreu durante o estudo
das causas de um acidente econémico, em 1960 gleeima, com a morte de 400.000 perus
devido a uma doenga sem causa aparente, chamadakey X Diseases que posteriormente foi
associada ao consumo de racdo contaminada (ZOLLRE&PG). Em 1961 responsabilizou-se a
racdo proveniente do Brasil de conter o princigigico causador da doenca. Entretanto, o
composto foi detectado também em racdes de outrizegp Estudos em 1962 identificaram a
ingestao do alimento contaminado com grande nuchefuifas deAspergillus flavusomo causa
da doenca, sendo entéo, um fator toxico detectadorpmatografia em camada delgada (CCD) e
denominado de aflatoxina. Na deteccdo foram obdesvaompostos com fluorescéncia azul e
verde, sob luz ultravioleta (UV), isto é, AflatoaiB (Blue) e G (Green) e suas fracbes AFB
AFB,, AFG; e AFG, em que a AFB é considerado o composto mais téxico (KELLER;
TURNER; BENNET, 2005). Duas outras micotoxinas dédvadas hidroxiladas resultantes do
metabolismo das toxinas AR AFB, sédo elas: aflatoxina M(AFM;) e M, (AFM,). Foram
detectadas no leite e seus derivados, urina e ezemmiferos. A toxicidade da ARM AFM; é
menor que da AFB porém a maior preocupacao estd no consumo painogmte por criangas
(SCUSSEL, 2002; SILVA, 2005; KAMIKAR, 2006). A Figa 5 mostra a estrutura quimica das
AFLs.

A série G das AFLs difere quimicamente da sériee presenca de um anel 3-lactona,
no lugar do anel ciclopentanona. Uma dupla lige8;&® é encontrada na forma de um éter vinil
no anel terminal furano nas AFLs AFB AFG, mas ndo em AFRBe AFG. Essas variagdes que
diferem as AFLs estruturalmete estdo associadabétana suas atividades, sendo as AEB
AFG; carcinogénicas e consideravelmente mais toxica?§, e AFG (JAIMEZ et al., 2000).

As AFLs sdo furomarinas complexas contendo intdélgaescéncia quando expostas a
luz ultravioleta (UV) com comprimento de onda lo{§65 nm). Esta propriedade é aproveitavel
para sua identificacdo e quantificacdo, quandoeptes em diversos tipos de alimentos
(PELLETIER; REIZNER, 1992). Sao substancias apslasoliveis em solventes como o

cloroférmio, metanol, benzeno, acetonitrila, etdo $hstaveis a luz UV, mas bastante estaveis a
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temperatura acima de 250°C e néo séo afetadagripelBequena ou nenhuma decomposicao de
AFLs € obtida sob condi¢cdes normais de cozimerasteprizacao e torrefacdo de alguns tipos de
alimentos (PATERSON, 2006). Além disso, sao in@dpinodoras e ndo alteram o sabor dos
alimentos (PADUA; SILVEIRA; MARTINS, 2002). Agentaxidantes, como agua oxigenada e
hipoclorito de sodio, reduzem o teor de AFLs nonahito, mas a utilizacdo de tais solugcdes é
impraticavel, uma vez que ocorre, além da deswudd@ nutrientes, “flavor”, cor, textura e
propriedades funcionais do alimento, a formacaoredgduos toxicos (PADUA; SILVEIRA;
MARTINS, 2002).

Aflatoxina G

CH

Aflatoxina M, Aflatoxina M,

Figura 5 - Estruturas quimicas das aflatoxinas

a) Toxicidade

Ha mais de 20 tipos de moléculas de AFLs e seusadiers isolados, porém os principais
tipos estudados continuam sendo a AFBFB,, AFG; e AFG (HUSSEIN e BRASEL, 2001),
deido a elevada toxicidade apresentando efeitosnogénicos, teratogénicos e mutagénicos
(ROSA, 1995). As aflatoxinas presentes nos alinseoctmtaminados tém sido identificadas como
fatores envolvidos na etiologia do cancer hepatcdiomem sendo a ARB o composto com
maior potencial toxigénico (hepatocarcigénico) amitho em mamiferos. Aternational Agency

for Research on CancglARC) classificou essa toxina como carcinégenmanio do Grupo I. e
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a exposicao cronica na dieta, a pequenas quansidedse composto, € considerada prejudicial a
saude humana (CALONI et al., 2006; GIRAY, 2007;M@iNEe DUTON, 1995).

A AFB; é a AFL que apresenta o binbmio causal/efeito $tdge de alimentos
contaminados/efeitos tdxicos) bem determinado. gestho de alimentos com baixos teores de
AFLs com uma dada frequéncia e por tempo prolongdeterminada aflatoxicose cronica
(SCUSSEL, 2002), pode levar ao aparecimento dencen@ hepatico, devido as mutacdes no
gene de supressao P53 e pela ativacédo de oncatmemntes (GIRAY, 2007). Por outro lado a
ingestdo de alimentos com alto grau de contaminacaorto prazo, determinada aflatoxicose
aguda produz, efeitos agudos, caracteristicamergpatbtoxicos (HAAS, 2000). Esta
hepatotoxicidade se deve a alta reatividade deef@8ido-AFB no metabolismo no figado
mediado pelo sistema do citocromo P450. Os efeitesabdlicos incluem inibicdo da sintese
protéica, DNA e RNA, reducdo de atividade enzinaataepressdo do metabolismo de glicose,
inibicdo de sintese de lipideos, fosfolipidiosdasi graxos livres, entre outros, interferindo no
sistema imunologico e consequentemente, reduzimdsiténcia as doencas (TEIXEIRA, 2008).

O efeito agudo de aflatoxicose em homens e anigaie manifestacdo e percepcéo
rapidas, podendo levar a morte, pois causa altesagdeversiveis. O efeito subagudo é o
resultado da ingestdo de doses néo elevadas quecaprdlisturbios e alteracdes nos Orgaos,
especialmente no figado. Ambos os casos dependesusdaptibilidade da espécie animal, da
idade, onde os mais jovens sdo mais afetado, ddcesutricional e do sexo. Sabe-se, também,
que ela pode provocar cirrose, necrose do figadiifggacdo dos canais biliares, sindrome de
Reye (encefalopatia com degeneracao gordurosardbrog hemorragias nos rins e lesées sérias
na pele, pelo contato direto. (TEIXEIRA, 2008).

Estudos epidemiolégicos mostraram que a exposicA&LEd associada com o virus da
hepatite B aumenta o risco de carcinoma hepat@egkila presenca desse virus parece aumentar
a poténcia das AFLs (IARC/WHO, 1993). Por seu efgititagénico e carcinogénico, os testes de
laboratorio e os estudos epidemioldgicos ligammsumo de AFLs ao aumento da incidéncia do
cancer de figado (HAAS, 2000). Foi esta descobguta estimulou a revalidacdo dos padrdes
internacionais para os niveis de AFLs em alimeMi&NING; HARROP, 2000).

b) Legislacdo Nacional
No Brasil, as aflatoxinas sédo as Unicas micotoxmgss niveis maximos em alimentos
estao previstos na legislacdo. O Ministério da Bastabelece através da resolucdo RDC n° 274
em concordancia com o Ministério da Agriculturanoite de 30ug/kg AFB,+AFG; em alimentos
de consumo humano (BRASIL, 2002) e o Ministério Agricultura e do Abastecimento

estabelece o de 2(g/kg de aflatoxinas totais para matérias-primasaliimentos e racdes
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(BRASIL, 1996). Este limite € comparavel ao estatido por outros paises (DOLL; PETO,
1981) e recomendado pela Organizacdo Mundial ddeSapela Organizacao para Alimentacao e
Agricultura (OMS/FAOQO, 1998).

c) Legislacéo Internacional

Seguindo a consideracdo da toxicidade de AFLs e@¥ J®lo Comité Cientifico de
Alimentacdo, em 16 de julho de 1998, a CE (Comugdauropéia) adotou o regulamento da
comissao 1525/98 reduzindo os Limites Maximos deidR® (LMR) para as AFLs em alimentos,
e a comissao diretiva 98/53/EC detalhando procettimsecom relacdo a amostragem e métodos
para analise de amostras. Os limites para a castaaBileira (para consumo humano direto ou
como ingredientes de géneros alimenticios) foratabetecidas em 4u.Kgpara AFLs totais
(AFB; + AFB; + AFG, + AFG,) e 2u.kg" para AFB1 (EC, 1998; NEWING; HARROP, 2000).
Isto levou o governo brasileiro a definir legislagbcom normas para a cadeia produtiva,
envolvendo a amostragem (coleta, preparo e tamdalaonostra), método analitico e de preparo,
bem como diretrizes para aplicacdo dos principiesBdas Praticas de Fabricacdo/Manejo
(BPF/BPM) e do Sistema de Andlises e Pontos CsitiloControle (APPCC) pelos extrativistas e
usinas de beneficiamento (BRASIL, 2004).

Devido a potenciais riscos para 0s seres humanb®isnregulamentares foram
recentemente documentados. Os niveis da regulagdenpara AFB e aflatoxinas totais foram
de 0 a 30pg/kg e de 0 a 5Qug/kg, respectivamente (FAO, 1997). Os paises docddet
estabelecem o limite maximo de 20u/kg para as ABtas (MERCOSUR, 1994). Na Uniao
Europeia, niveis de aflatoxinas AFB humanogommoditieestao regulamentados com Limites
Méximos de Residuos (LMR), que ndo pode ser supard e 4ug/kg, respectivamente (CEE
1998). Recentemente, a Comissdo @mdex AlimentariysJoint FAO/WHO Food Standards
Program aprovou um limite de 1f/kg de aflatoxinas (CODEX, 2001). Na Coréia, usidao
limite de 10ug/kg para os géneros alimenticios AR8i estabelecido desde 1989 (KFDA, 2000).
A Unido Europeia estabeleceu um limite maximo lagigw para as aflatoxinas em nozes e
produtos com nozes destinados ao consumo diretpgkd de aflatoxina Be 4 ug/kg para o
somatorio das aflatoxinas B,, G; e G (EC, 2006).

Como ainda ndo h& harmonizacéo dos limites de Arh.sastanha-do-Brasil para todos
0s paises importadores, na Tabela 4, estédo citltmites maximos permitidos utilizados em

alguns paises, incluindo a América Latina e Merggsra AFLs em alimentos em geral.
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Tabela 4 -Limites maximos permitidos para aflatoxinas emmalitos em diversos paises

Pais Limite maximo (u/kg) Alimentos

Africa do Sul 5 (AFB) Todos os alimentos
10 (AFB,+AFB,+AFG,+AFGy)

Australia 5 (AFB+AFB,+AFG,+AFG,) Todos os alimentos

Canada 15 (AFB-AFB,+AFG;+AFG)) Nozes e seus produtos

Estados Unidos 20 (ARBAFB,+AFG;+AFG,) Todos os alimentos

Filipinas 20 (AFB+AFB,+AFG,+AFG,) Nozes e seus produtos

india 30 (AFB) Todos os alimentos

Israel 5 (AFB) Nozes, amendoim, farelo de milho, figos e seus
15 (AFB,+AFB,+AFG+AFG)) produtos

Japéo 10 (AFB Alimentos em geral

Nova Zelandia 5 (AFB-AFB,+AFG,+AFG,) Todos os alimentos

Unido Européia 2 (AFB Amendoim, nozes em geral e frutas secas para

4 (AFB+AFB+AFG+AFG,)

consumo direto ou como ingrediente de alimentos

America Latina

Argentina

Brasil

Bolivia®
Colémbia

Mercosul

Peru

Suriname

Uruguay

Zero (AFB)

20 (AFB+AFB+AFG+AFG,)
5 (AFB+AFB,+AFG,+AFG,)
30 (AFB)

20 (AFB+AFB,+AFG+AFG,)

20 (AFB+AFB+AFGL+AFG,)
NH

20 (AFB+AFB+AFG,+AFG,)
30 (AFB+AFB,+AFG,+AFG))
10 (AFB+AFB,+AFG+AFG,)
20 (AFB+AFB,+AFG+AFG,)

20 (AFB+AFB,+AFG+AFG,)

20 (AFB+AFB,+AFG+AFG))

20 (AFB+AFB,+AFG+AFG))
10 (AFB+AFB,+AFG,+AFG,)
5 (AFB

5 (AFB,)
30 (AFB+AFB,+AFG+AFG))
30 (AFB+AFB+AFG,+AFG,)

20 (AFB+AFB,+AFG+AFG,)
30 (AFB+AFB,+AFG+AFG,)
30 (AFB+AFB,+AFG+AFG,)
10 (AFB+AFB,+AFG+AFG,)
3 (AFB+AFB,+AFG,+AFG,)

Alimento infantil

Derivados de amendoim

Milho

Farinha de soja

Amendoim {oasted, roasteccom/sem pele
Pasta de amendoim

Farinha de milho

Milho (integral/quebrado/moido)
(integral/sem gérmen)

NH®

Alimentos

Cereal (sorgo, mileto)

Oleaginosas

Sementes de gergelim

Amendoim (com/sem pele)

Amendoim (torrado)

Pasta de amendoim

Farinha de milho (integral/sem gérmen)
Milho

Corn meal

Alimentos

Amendoim

Produtos de amendoim
Leguminosas

Milho

Amendoim

Produtos de amendoim
Alimentos e especiarias
Derivados de soja
Frutas secas

Coco

Alimento infantil

Fonte: PACHECO; SCUSSEL (2006).
®maior exportador de castanha-do-Brasil

®hao hé legislagdo

2.3 Contaminacéo da castanha-do-Brasil por fungosadlatoxinas

A castanha-do-Brasil, durante toda a sua trajetdoiaercial, sofre acdo depredatoria. O

atrito das sementes, por ocasido do transporteluprcachaduras na casca. O clima e o grau

pluviométrico na época da safra sdo fatores querédaem a penetracdo de insetos, parasitas e

microganismos atuando junto a améndoa deteriorandatal ou parcialmente. Dentre os

microrganismos responsaveis, os fungos filamenteapsbfitas, sdo os que mais participam do
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processo. Presentes no solo, agua, vegetais dadosupelo ar, encontram-se em permanente
contato com o produto, constituindo-se em princgpakaca a sua integridade (CASTRILLON,
1988).

Arvores de nozes estdo sujeitos a infeccdo por wariadade de microorganismos que
podem provocar deterioragcdo ou produzir metabobjios sdo toxicos para 0s seres humanos,
animais e aves. Embora em muitos casos, as foet@sfetcdo ainda ndo sdao conhecidas, séo
agravados por fatores como danos mecanicos, athrjuesetos, seca e temperaturas elevadas.
Um levantamento da incidéncia estabelecido que ais fineqiientemente encontrados foram
géneroAspergillus Rhizopuse Penicillium(BAYMAN et al., 2002).

Os primeiros relatos de problemas da segurancediOgica da castanha-do-Brasil datam
da década de 60, em que foi relatada a “podriddoadtanha” causada por fungo do género
Aspergillus (ALMEIDA, 1963). A castanha-do-Brasil que é maisnsumida no estrangeiro,
comecou a sofrer medidas restritivas apos o evaath960 na Inglaterra, em parte, por ser o
alimento proveniente do Brasil (LIRA, 1976).

A presenca de fungos nos alimentos alertou os pargmrtadores de graos, no sentido de
fiscalizar mais intensamente estes produtos adiggiriestabelecendo, padrbes tolerancia dos
niveis de contaminacdo. Produtos como milho, amendaastanha-do-brasil e outros
contaminados, por AFLs, vem dificultando a expdtagios mesmos a paises desenvolvidos,
onde hé& rigido controle dos limites de tolerancesta toxina (da SILVA et al., 2007).
Considerando-se a importancia dos fungos nos @osesle deterioragcdo dos produtos
alimenticios e de producédo de aflatoxinas nas aoc#ndorna-se necessario a realizacao de
pesquisas sobre as espécies fungicas contamiraateestudo sobre a frequénciafdpergillus
sp. produtores de AFL nesse substrato (CASTRILLE9SS).

2.3.1 Fungos e aflatoxinas em castanha-do-Brasil
a) Fungos

A armazenagem € considerada uma etapa critica, dependendo de sua duracédo e
condugdo, podera ocorrer o desenvolvimento do fungoproducdo de AFLs (CAMPOS/PAS,
2004). Consideram-se o0s génerAspergillus e Penicillium os principais envolvidos com
castanha-do-Brasil, entretanto, nem sempre a pgr@skenfungos aflatoxigénicos esta diretamente
relacionada a presenca da AFLs em castanha-do;Bras em amostras coletadas diretamente
da floresta havia auséncia de AFLs, apesar dangaste cepas aflatoxigénicas (CARTAXO et
al., 2004; ARRUS et al., 2005a). Em castanhasagss diretamente da floresta foi constatada a
presenca de fungos filamentosos, porém, AFLs, aémnT detectadas (CARTAXO et al., 2004).
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Por outro lado, pode ocorrer a interacdo de cepalsg@ergillus flavusndo-toxigénicas com
Aspergillus parasiticus;om sinergismos na producéo de AFLs (Martins.e280D0). A casca da
castanha, por ser rigida e rugosa pode confertegio contra o ataque de fungos & améndoa,
enguanto rachaduras na casca permitem a entradecideganismos causadores de contaminacgao
(FREIRE et al., 2000). Foram identificadas espéedeaspergillusem castanha de unidades de
beneficiamento (SOUZA et al., 2003) e em castaohacasca adquirida no varejo (BAYMAN et
al., 2002). Ja em amostras procedentes de BelénieP#n identificadas bolores e leveduras,
como por exempladRichia sp e Rhodotorulasp. (FREIRE; OFFORD, 2000). Alguns dos fungos

isolados da castanha-do-Brasil estdo sumarizaddalela 5.
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Tabela 5 -Fungos identificados em castanha-do-Briasilaturae pos-processamento com ou sem casca, reportaditeratura

Local de coleta N°
Amostras

Tipo de Castanha Procedéncia

Fungos Autores

[A] NAO PROCESSADA (COM CASCA)

[A.1] Da Floresta

Peru i}
Acre 2

Peru
Acre

A.Wentii, Penicillium sp
A.flavus, A.niger

Arrus et al. (2005a)
Cartaxo et al. (2003)

[A.2] Das Comunidades

Antes das BPM  Amazonas Amazonas -

Apbs as BPM Amazonas Amazonas -

A.zonatus,
A.tubingensis,

A.flavus,
a.oryzae,

A.awamon, A ficcungimdes (2004)
A.japonicus, A fetidus,
A.flavofurcatis, a.niger, a.pulverulentus,
A.parasiticus, Fusarium sp, Iddriela lunata,

Gliocadium, Trichoderma harzianum, Scopulanopsis

brumotii, Mortierella, Verticitadiela, Micelia stéia

Acremonium  strictum,  A.itaconicus, A.ficcum,

A.japonicus, A.niger, A.oryzae, Cladosporium
sphaerospermum, Trichoderma hamatum, P.glabrum,

P.fellutano, Micelia sterilia, Gliocadium viridi,

Exophiala, eupenicilium, Cylindrocarpon
magnudianum, Colletotrichum

A.flavus, A.niger, A.fumigatus, A.clavatusCAMPOS/PAS (2004)
P.verrucosum, P.viridicatum, P.citrinum, F.sacchari
F.oxysporum, F.vercitiliodis, Alternaria alternata

[A.3] Feira Livre

- Amazonas Ourigo

Aspergillus sp, Candida sp, Cladosporium s@astrillon e
Fusarium sp, Geotrichum sp, Penicillium sg1988)
Cephalosporium sp, Phialoopora sp, Torulopsis sp,
Trichodermasp, Verticillium sp

Purchio

[B] PROCESSADA (DESIDRATADA)

[B.1] Com casca

No beneficiamento - Amazonas €12

Acre Acre 7%

- Amazonas 30

Pichia sp,
Candida sp
A.niger, A.flavus, Rhizopus sp, Trichoderma sBpuza et al. (2003)
Fusarium sp, F.sacchari, T.viridi, P.citrinum,

a.clavatus, F.oxysporum, Trichoderma harzianum

A.flavus, A.niger, Penicilium sp, Fusarium sg@Racheco (2003)
Gliocadium sp, Chalara sp, Syncephalostrum sp,

Rhodotorula sp, sacharomyces spacheco e Scussel (2007)
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Absidia sp
[B.2] Sem casca
Embalagem comercial - Belém (PA) 2 Acinetobacter baumannii, B.cereus, B.macerarSeire e Offord (2002)
ndo-esterelizada B.subtilis, E.coli, E.sakazakii, Pichia  sp,
Rothayibacter tritici, Rhodotorula sp
Esterilizada - Belém (PA) 2 B.macerans, B.pumilis, S.aureus, Pichia sp Freire e Offord (2002)
- Belém (PA) 4 Acremonium  curvulum, A.flavus, A.fumigatugreire; Kozaiewicz e
A.niger, Atamarii, Cunninghamella elegansPaterson (2000)
Exophiala sp, Fusarium oxysporum, P.citrinum,
P.glabrum, Phialophora sp, Phoma sp
Pseudallescheria boydii, Scopulariopsis sp, Thielav
terricola, T. citrinoviride,
N&o-esterilizada - Califérnia 59 A.flavus, A.niger, A.fumigatus, A.nidulans, A.taimarBayman, Baker e
Penicillium sp, Rhizopus Mahooney (2002)
Esterilizada - Califérnia %1 A.flavus, A.niger, A.fumigatus, A.nidulans, A.taimarBayman, Baker e
Penicillium sp, Rhizopus Mahooney (2002)

Fonte: PACHECO (2007).

3total de frutos (ouricos) analisadoSamostras de 1,5 kg com andlises efetuadas emntifsreempos de armazenamento (0,30,60 e 90 diagueruflavus e A.ni%eforam
predominantes, entretanto com 60 dias houve prasiefe.sachari e F.oxysporum’boas praticas de maneftnao informado? 40 kg cadaf 1 kg cadd 2,5 kg cada®2,0 kg
cada; amostra passou por processo de esterilizacdodmesilise:500g;* unidades.
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b) Aflatoxinas

Com relacdo a presenca de aflatoxinas em castatehssido observado, de maneira
geral, que em castanha com casca ha maior pratsdslide encontrar unidades contaminadas
guando comparadas com as castanahs descascadastcegnt@gem de contaminacdo em
castanhas avaliadas em alguns estudos realizadegifa amazonica foi de 3 a 9% sendo que
algumas amostras apresentaram contaminacdo acinpardotido pela Unido Européia (2 e
4pg.kgt para AFB e AFLs total, respectivamente) (CASTILLON, 199@s resultados das
analises do Projeto de Monitoramento da castantrasil na cadeia produtiva mostraram
situacdo preocupante, onde 44% das amostras aamsercontaminacdo por AFLs e dessas,
40% estavam acima do limite de 30 ug-kgo considerar os niveis de contaminacéo por etapa
da cadeia produtiva foi observado que as amostoregentes dos extrativistas e das empresas
apresentaram niveis de contaminacéo acima do lpeitaitido em 50 % e 36 % das amostras,
respectivamente (SOUZA et al.,, 2006). Da Gloriaalet(2006) verificaram que castanhas da
linha de beneficiamento, com amostras visualmelatesificadas como (“primeira”, avariada”,
“cascuda” e “pedacos”), foi observado que 0, 31®,amostras dos tipos primeira, cascuda,
pedacos e avariada, respectivamente apresentaratamioacdo por AFLs. Os niveis de
contaminacdo por AFLs foram de 2-36, 3-58 e 2-5@%gl para os tipos cascuda, pedacos e
avariada, respectivamente. Estes resultados mastrgue houve diferenca nos niveis de
contaminacdo entre os tipos visuais estudados eagseparacdo destes constitui-se em um
instrumento efetivo para reducdo dos niveis deacoinacdo. MARKLINDER et al. (2005)
verificaram que o consumidor tem habilidade parstijuir castanhas de qualidade das
castanhas contaminadas, e seleciona-las visualmente

STEINER et al. (1992) observaram que castanhasrdsilBcontaminadas por AFLs
apresentaram fluorescéncia sob luz UV, e quandasesastanhas fluorescentes foram
removidas, as castanhas restantes (87,7%) ficaveas Ha contaminacao por AFLs. J4 Pacheco
(2003) ndo detectou nenhuma amostra AFL positivaaerstras do beneficiamento (recém
processadas) sem casca.

As varias pesquisas sobre a presenca de AFLs éanbasdo-Brasil e seus resultados
estdo na Tabela 6.
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A > AFLs (ug/Kg) DeteccaoXAFLs
Tipo Procedeéncia Local de Coleta (ug/Kg) Autores
Média  Min. MAx. LD LO
[A] Nao Processada (crua e com casca)
A.1 Floresta Peru Ourico da arvore NDP NA 1.75 NI Arrus et al.,
(2005a
Brasil Chéo da Floresta ND NA NI NI afaxo et al,
(2003)
A.2 Comunidades Brasil Apobs 12 49 2.0 0.195 0.39 Pacheco essgtu
estocagem (2007a)
Brasil Apos 12 2.0 1.2 0.195 0.39 Pacheco e s®tus
estocagerh (2007a)
Brasil Apos 12 20.5 0.6 0.8 NI Simdes (2004)
estocagef
Brasil Apos 12 1.0 1.0 0.8 NI Simdes (2004)
estocagemn
Apds 22 estocagem Brasil Embarcacées 195.23.¢° 250 2.0 NI Pacheco (2003)
Brasil Porto da usina 11.13 4.8 1.5 NI Pacheco e Scussel
(2006
[B] Processada (Desidratada)
[B.1] Fabrica
Com casca (tipo Brasil Area de 1.2 1.6 0.195 0.39 Pacheco e s®tus
exportacao) expedicad (2007b)
Brasil Area de 5.616 NA 0.195 0.39 De Mello Robert e
expedicd Scussel (200
Italid Suécia - 1.4 NI NI Marklinder et, a
(2005)
Brasil Depdsito da usina - 0.1 2.29 NI NI Castrillon e
Purchio (1988)
Sem casca Brasil Area de 11 14 0.195 0.39 Pacheco essdu
classificagédo (2007b)
Brasil Area de ND NA 2.0 1.5 Pacheco (2003)
classificagédo
[B.2]Comércio
Com casca NI Inglaterra ND NA 5 NI Kbaw (1985)
NI Reino Unido ND NA 2 NI Candlish et al.
(Glasgow (2001
Brasil Japa 14.F NI 0.€ NI Tabata et al. (199
Brasil Suica 1.88 0.5-2 NI Steiner et al
(1992)
NI Suécia - 0.01 0.01 NI Thuwen et al.

(2001
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Sem casca Brasil Manaus 27 0.2-0.5 1.1 1.4 7.4 LeA8S 0.195 0.390 Pacheco e Scussel
(2007b
Brasil Manaus 30 0.2-05 45.2 8.0 630 CCD 2.0 NI acheco (2003)
Africa do Sul 51 20 21.0 g3 20° HPTLC 0.1 NI loannou-Kakouri et
al., (1999)
Brasil Brasilia 9 Minimo 1 27.0 48 294 CCD 8 NI @ et al,
(2002)
Brasil Acre - - ND NA NA CCD 10 NI Souza e Menezes
(2004
Brasil Belém (PA) 22 - - 66 21.679 CCD 0.2 0.2 Da Gloria et al.,
(2006)
Brasil Santa Catarir 63 - ND ND ND CCD 2 2 Scussel (200«
Brasil Belém (PA) 4 05 ND NA NA CLAE - NI Freire e Offord
(2002)
Brasil Belém (PA) - - 29.2 NI NI - - - Freire e Offord
(2002

Fonte: PACHECO (2007)

2o informado® ndo detectadd;Comunidadade de Itacoatiara/AutaZze€omunidades de Boca do Acre/Amatdrantes das BPM’ Depois das BPM® AFL By; " Amostras
da safra de 2007;do total de 15 kg divididos em trés grupos dedz@om o tamanho (grande, médio e pequér@sultado de AFL Bpara amostras do grupo de tamanho
pequeno! Pais da beneficiadora que forneceu as amostraastianba-do-Brasil para o estudo e n&o informadégam; ™ um lote de 42.286 kd:22 amostras rejeitadas no
estudo? Castanhas classificadas de Boa Qualida@sstanhas classificadas de Baixa Qualidade.
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2.5 Armazenagem como método de conservacao da qdalie

Na safra de 2008-2009 o Brasil esta colhendo cdecé37,5 milhdes de toneladas de
grados (Companhia Nacional de Abastecimento — CONAB9) e grande parte é perdida por
falta ou por mas condi¢cdes de armazenagem. Emspaisedesenvolvimento, essas perdas
chegam a atingir até 30% em alguns casos, sendoch0%¥ados diretamente pelo ataque de
pragas durante o armazenamento (CONAB, 2009). Apaolheita, a respiracdo e outros
processos metabdlicos de grdos continuam ativasia@tando na maioria das vezes, perdas
significativas de qualidade. Estes processos poslEmdiminuidos e/ou retardados através da
reducdo da umidade, que € a forma mais usada dainente para prolongamento do tempo de
conservacdo. Mas mesmo com uso de baixa umidadgdos perdem qualidade devido a perda
de peso e consumo de energia pelo processo réspirapelo aumento de rachaduras e
ocorréncia de pragas e fungos (BRACKMANN, 2002).

Panetta, (1998) relata que o aspecto mais impertacbnsiderar no armazenamento € a
manutencdo da qualidade do produto. A conservacéoagexigéncia natural dos alimentos que
requerem cuidados para obtencdo de um bom proidalo ®s processos de producdo devem ser
seguros, especialmente para com os produtos peigcdendo que as temperaturas elevadas
convertem-se em ponto critico de controle fundaaigrara garantia e qualidade dos alimentos.

De acordo com Bramorski et al. (2005), a maiorgdd Brasil apresenta clima tropical e
umidade relativa alta, sendo assim, o cuidado cemlimentos deve ser redobrado para néo
ocorrer o armazenamento inadequado, comprometendgaaitii e aumentando os riscos de
decomposicéo dos produtos. E de suma importaneigsane manter as condi¢cdes satisfatérias
de controle de temperatura, limpeza, rotatividadergilacdo, garantindo uma possivel reducdo
do crescimento microbiano e diminuindo velocidadereéacbes quimicas e enzimaticas que
posssam deteriorar os produtos.

O objetivo principal do armazenamento, que inicites da colheita, quando a semente
atinge o ponto de maturidade fisiologica até a @piec semeadura, € manter a qualidade das
sementes reduzindo ao minimo a deterioracao, jagualidade das sementes se faz no campo
e ndo podera ser melhorada, nem em condi¢des ideasmazenamento (BAUDET, 2003). O

armazenamento das sementes para fins agricoldsgeta € utilizado para a manutencéo de
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estoques no periodo da entressafra ou para a @oodes quantidades suficientes para atender a
demanda de comercializagdo. Muitas vezes € netessarmazenamento por longos periodos
para garantir estoques em anos que sucedem fiistrage safras, quando as sementes
produzidas estdo aguém do padrao exigido, ou pacmservacao de germoplasma (BERJAK,
1987b; WETZEL, 1987). No entanto, as mesmas coedi¢l@ armazenamento que permitem a
manutencdo da viabilidade das sementes, podem tarfamdrecer a sobrevivéncia de muitos

patdgenos importantes para a cultura.

2.5.1 Tipos de armazenagem

No que se refere aos tipos de edificagdo, as coiais destinam-se a armazenagem de
produtos acondicionados em um determinado tipondeatkagem, como sacarias, enquanto do
tipo a granel dispensam o uso de embalagens e pooEsuir em suas estruturas silos metalicos,
silos em concreto e/ou armazeéns graneleiros.

a) Armazém convencional

Constitui-se numa unidade armazenadora de fundoopk& compartimento Unico,
adequado a estocagem de produtos, normalmenteces) &&xdos, caixapalletse bags. Pallets
€ a plataforma portétil sobre a qual podem ser laaghds materiais ou produtos em cargas
unitarias, de modo a facilitar o empilhamento waite a movimentacdo horizontal, através de
dispositivos mecanicos de elevacio e translaca@KERO, 1986) (Figura 6)Bags,lancado
h& pouco tempo no Brasil corresponde ao silo tgdsa) instalado no chdo sem qualquer preparo
especial do solo e sem cobertura. Representa ueraativa pratica e viavel para 0os pequenos
produtores rurais armazenarem o seu produto. Gensisn tubo flexivel de PVC ou similar e
laminas triplas de polietilieno de baixa densidgutjendo preservar a qualidade dos gréos
(Umidos ou secos) por até um ano (WEBER, 2005u(B&)7).
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Figura 6 - Armazém convencional Figura 7 - Armazenagem tipo silo-bolsa
Fonte: CASEMG (2008) Fonte: CASEMG (2008)

Geralmente o produtor acondiciona os graos em s@eagroximadamente 50 kg, os
guais devem ser armazenados em galpdes arejadesog® Om piso impermeaveis e sobre
estrados fallets) Também pode forrar o piso com sacos plasticomma plastica, evitando o
contato direto dos grdos com o piso. E recomendfivelos sacos sejam empilhados sobre um
estrado de madeira e que haja alguns centimettieseda e o piso, a fim de que seja facilitada a
circulacdo de ar e impedida absorcdo da umidadm®ldo As pilhas ndo devem ser encostadas as
paredes e ndo devem ser muito altas, pois impedarejamento e aumentam o problema de
empedramento das camadas e possivel rompimentsabos inferiores, além do risco de
desmoronarem (NOGUEIRA, 2007).

b) Granel

A implantacdo do manuseio e armazenagem de gragsrel se constitui em uma
tendéncia universal nos paises desenvolvidos. Apulaigdo a granel é generalizada e integrada
desde a colheita. A medida que o agricultor melloondvel de tecnificacéo, utilizando técnicas
combinadas nas colheitas, verifica-se a tendéreimahipular a sua producao a granel, como
acontece em algumas regides do sul e sudeste do(ARCE, 2004). De forma geral, os
depositos destinados ao armazenamento de gra@mel gao classificados em silos elevados e
silos horizontais segundo a forma da estrutura rdeazenamento. Os silos elevados sé&o os
depdsitos cuja altura € maior que o diametro. @s siorizontais ou armazéns graneleiros tém
altura menor que a base (ARCE, 2004).
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. Armazém Granelizado: E o resultado da adaptacianazéns convencionais

para operar com o0 produto a granel. Apresenta fyphalwo, reforco nos fechamentos laterais e
equipamentos de transporte horizontal e verticajrdes. As vantagens sobre os convencionais
sao a maior cadéncia operacional, reducdo de mab+de aproveitamento da capacidade ociosa
de armazéns convencionais com aumento da capaadadeenadora e eliminacdo da sacaria.
Ja em relacdo as desvantagens, destaca-se umaveesaiilidade de movimentacdo dos gréos,
a baixa capacidade dinamica, uma grande quantiadeio-de-obra para movimentar os graos,
grande possibilidade de infiltragdo de agua e oifumamento inadequado do sistema de aeracéao,
guando existente (NOGUEIRA, 2007) (Figura 8).

[y

Figura 8 - Armazém granelizado
Fonte: CASEMG (2008)

« Graneleiro: Constitui-se em unidade armazenadoja estocagem € a granel e
desenvolve-se em sentido horizontal, através deowrmais compartimentos, dependendo da
existéncia de septos divisorios. Dada a simpli@dadnstrutiva do graneleiro, via de regra,
apresenta o custo da tonelada instalada bem infaoicdos silos. Seu perfil mostra que o ar
guente, que é mais leve, é que tem acesso noonthyi depdsito. O armazenamento a longo
prazo € problemético, tendo em vista a dificuldaai® o expurgo. Os riscos de deterioracdo séo
maiores em vista da grande massa do produto estoNath sempre o sistema de termometria
consegue ser instalado eficientemente. Podemoacdestomo vantagem deste sistema o baixo

custo por tonelada instalada, a rapidez de execacgoande capacidade em pequeno espaco,
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entre outras. No entanto, as desvantagens destddiprmazém € a pequena versatibilidade na
movimentacao de grdos, um pequeno numero de caluesgrande possibilidade de infiltracao
d"agua e a possibilidade de ocorrer dificuldadeatacéo (ARCE, 2004) (Figura 9).

Figura 9 - Armazém graneleiro
Fonte: CASEMG (2008)

C) Silos: S&o unidades armazenadoras de grédos c&adss por células ou
compartimentos estanques e herméticos, ou semietiens. Oferecem condicdes técnicas de
conservacdo do produto estocado por periodo deoteropmalmente prolongado. Permitem
controlar as caracteristicas fisico-quimicas edgichs da massa de graos que, embora perdendo
sua identidade de origem, conservam a diferencielgdsificatéria da espécie e padréao agricola,
em virtude da compartimentacdo disponivel. Sadoddstafuncionalmente, de equipamentos
automatizados e semi-automatizados que permitermutaneidade de operacdes, inclusive a
transilagem em circuito aberto ou fechado, alénbalga utilizacdo de méao-de-obra. Algumas
das vantagens que apresentam sao menor tempo gaulagiio do produto, dispensa sacarias,
elevado indice de mecanizacdo e automacao (ecortmmado-de-obra), grande velocidade de
operacgOes, como descarga, carga e expurgo, furedage simples e baratas, custo por tonelada
inferior ao silo de concreto, células de capacidat&dia permitindo maior flexibilidade
operacional, entre outras. Ja algumas desvantagensivestimento alto, maior sensibilidade a
umidade dos gréos, dificuldade de individualizagdos Ilotes, baixa flexibilidade de
armazenamento, limitado praticamente a graospaléts, dificuldade de operacdes com
produtos farinaceos, possibilidade de infiltrac@ édjua e de vazamento de gases durante o
expurgo, transmissdo de calor ambiente para delatroélula, podendo ocorrer condensacoes,
maior custo de instalacdo que os graneleiros (NOBKBE2007). Podem ser divididos em dois

tipos: silo elevado de concreto e o silo metalkigra 10).
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(b)
Figura 10 - Alguns exemplos de silos (a) metalicos, (b) de metodc) secador
Fonte: CASEMG (2008)

Os silos herméticos podem manter os graos livréssdtos e impedir o desenvolvimento
de fungos e podem armazenar grdos Umidos parangnddiicdo animal, desde que seja
consumido logo apés ser retirado do silo. Em relagd principio basico do armazenamento
hermético, este € o mesmo dos graos secos ou Umiéns no seguinte: reduzir a taxa de
oxigénio a um nivel que causa a morte ou deixadvipetos insetos e fungos. Por causa do
processo respiratorio dos gréos e destes organisraesna reducao de oxigénio do ar confinado
(ARCE, 2004).

O armazenamento hermético é uma das formas de emaraento em atmosfera
modificada mais antiga. Os primeiros pesquisadarestudarem foram BAILEY e GURJAR
(1918), que observaram que a respiracédo do graergarmom o teor de umidade. Em seguida,
MILNER et al. (1947) mostraram que o rapido auroera producéo de didéxido de carbono em
graos com mais de 15% de teor de agua foi acomgarpelo aumento do nimero de fungos
nos graos.

Apbs um breve periodo, um recipiente herméticoaccheigraos umidos apresentara uma
mudanca acentuada nas propor¢des de oxigénio eag#ico existente no ar intergranular da
massa armazenada. Em razdo disso, principalmenfgodesso respiratorio dos graos e dos
fungos associados a massa, verifica-se um rapitsuocto de oxigénio e um aumento acentuado
da taxa de gas carbonico. A respiracdo dos gr&os gebaixa. Entretanto quando infestados por
insetos, rapidamente consomem o oxigénio dispowriViglam asfixiados. A taxa de reducéo de

oxigénio e do aumento de gas carbbnico é determipabb grau de infestacdo de insetos e da
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temperatura (Arce, 2004). O mercado hoje oferece puoduto chamadasilo bag que é
constituido de uma maquina para transporte de grémsa bolsa plastica que fecha muito bem,
criando um ambiente hermético (EMBRAPA, 2006). Ongipio basico deste tipo de
conservacgdo de graos é o de eliminar o oxigénistente no ar do recipiente hermético, de
maneira a suprimir o ataque de fungos e insetosre@pientes podem ser dos tipos mais
variados, indo desde tambores metdlicos, a degédioalvenaria e cavidades subterraneas
revestidas. As vantagens do armazenamento hernmsfiwofacilidade de uso, eliminagdo de
insetos sem necessidade de recorrer ao uso deigeestibaixo custo (WHITE; LESSCH, 1996)
(Figura 11).

Figura 11 - Exemplo de armazenamento de silo hermético —siips bag
Fonte: EMBRAPA (2006)

2.5.2 Controle das condi¢gbes de armazenagem

O objetivo real do armazenamento € manter as eaistotas que 0S graos possuem
imediatamente ap0s o pré-processamento, tais comab#idade de sementes, a qualidade de
moagem e as propriedades nutritivas. Entretantiepiendentemente da espécie, do depositante
ou das caracteristicas do local, perdas poderaoencdurante a permanéncia do produto no
armazém (BROOKER et al., 1992).

Os problemas de armazenamento de produtos agricotetituem objeto de estudo
permanente, visando prolongar ao maximo a qualidadeprodutos armazenados, sejam eles
semente ou grdo para consumo. Segundo diversosligadores, 0 prejuizo anual que a
economia das nacbes em desenvolvimento sofre esegd@éncia das perdas pdés-colheita é

muito grande, sendo a causa mais frequiente desgpradarmazenamento o ataque de insetos,
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fungos e roedores. Ocorrem ainda perdas das gdefidatrinsecas, como a aparéncia e o sabor,
no caso do feijao para consumo, e, quando sedastaementes, a sua capacidade de germinar e
produzir uma planta vigorosa e sadia.

A deterioracéo do gréo depende do seu teor de deitlemperatura, oxigénio disponivel
e microorganismos envolvidos (HALL,1980). A umidades graos €, juntamente com a
temperatura, um fator primordial na conservacdogiass e sementes. Quando a umidade esta
baixa, a atividade vital (respiracdo) é diminuida enetabolismo reduzido ao minimo. A
combinacdo de baixas temperaturas e baixo teomigade dos gréos é ideal para a semente,
gue necessita se manter viavel durante o armazetaniBRAGANTINI, 2005). Segundo
Brooker et al. (1992), grdos com umidade entre 188&% podem ser armazenados com
seguranca por periodo de 3 a 18 meses se ocawdugéo da temperatura do grao para valores
entre 3 e 10°C. O desenvolvimento de fungos earsefas perdas de germinacdo das sementes
sdo inibidos nesta faixa de temperatura. Existe utemmléncia de expansdo do uso de
resfriamento para grdos armazenados, mas que &&abstituir a secagem. Juntamente com a
secagem, o resfriamento ird permitir maior tempoesigera antes da secagem em condi¢Oes
seguras de armazenagem neste periodo. Em adic@cdtiea de resfriamento dos graos
possibilita a preservacdo da qualidade, eliminamaecessidade da rapida secagem dos graos,
com umidade entre 16 e 18%, limitando o desenvamim microbiolégico e de insetos, e
permitindo um maior tempo de armazenamento sem oo des tratamentos com produtos
quimicos. Os contetdos de umidade nos quais ogorr@umento expressivo na taxa respiratoria
estdo proximos daqueles nos quais o aguecimentieedoracdo se iniciam no armazenamento.
Os valores criticos de teor de umidade sédo de I%qereais e 11% para sementes oleaginosas
(ATHIE et al., 1998 ). A umidade relativa do arvelda determina maior grau de umidade das
sementes, favorecendo o desenvolvimento de mico@mos, e estes com sua atividade
biol6gica elevam a temperatura da massa de semeresmovem a aceleragdo da atividade
respiratoria das sementes, formando assim umaaeapacadeia que eleva a temperatura e
favorece a deterioragao das sementes (MARCOS FI11985).

A temperatura é talvez o fator fisico mais impagama conservagdo dos graos
armazenados, pois a maioria das reacdes quimiaeslérada com o aumento da temperatura.
Quando a temperatura de armazenamento € mais lpoge;se armazenar com seguranca,

mesmo quando a umidade dos graos esta acima da pod&a a baixa temperatura inibe o
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desenvolvimento de microorganismos e insetos (BRNGIAI, 2005). Temperaturas elevadas
provocam alterac6es bioquimicas nos gréos e, durars#ecagem natural ou artificial, podem
prejudicar a qualidade do produto. Temperaturagadies também afetam a viabilidade das
sementes e em umidades relativas mais elevadagnssmmortas sdo mais susceptiveis a
invasao por fungo£m grandes volumes de grdos armazenados a gragfeit@da temperatura

€ limitado, devido a baixa condutibilidade térmétzs graos. No entanto, quando o volume da
massa € pequeno ou estdo em sacarias, o efe#mgaratura ambiente € maior, e ocorre dentro
de um periodo de tempo mais curto (ATHIE et al98)9 Segundo Weber (1995), os gréos
deveriam ser armazenados com temperatura entrd 88 e De acordo com Acasio (2009), soja
com umidade entre 14 e 14,3%, mantida de 5 a 8@ per armazenada por mais de dois anos
sem danos causados por fungos, enquanto que margi@faC, pode ser invadida por fungos em
poucas semanas e severamente danificada em se&s. @esiesmo autor afirma que a soja pode
ser armazenada com 10,5% de umidade em qualqupertatara, sem ser danificada por ataque
de fungos. Entretanto, com esta umidade, pode delsen infestacdo de insetos, a menos que a
temperatura seja mantida abaixo de 20°C. O idgaleéas sementes permanecam armazenadas
em um ambiente em que a temperatura ndo excedd@Gae2%a umidade relativa do ar néo
ultrapasse 70% (EMBRAPA, 2004).

Os fungos presentes nas sementes armazenadasdiémnalmente divididos em dois
grupos: de campo e de armazenamento. Os primeivasiem as sementes ainda no campo,
requerendo para o0 seu crescimento, umidade relaiimatorno de 90-95%. O tempo de
sobrevivéncia desses fungos nas sementes estantkrde relacionado com as condi¢bes de
ambiente do armazém (LAL; KAPOOR, 1979; BERJAK, 18&3MERONUCK, 1987). Os
fungos de armazenamento, por sua vez, estao mesws sementes recém-colhidas, geralmente
em porcentagens muito baixas. S&0 capazes de s@irevn ambiente com baixa umidade,
proliferando em sucessédo aos fungos de campo earmdusa deterioragdo das sementes
(BERJAK, 1987a; WETZEL, 1987; CARVALHO; NAKAGAWA, 9488). Quanto aos fungos de
armazenamento, os mais frequentes geralmentdsgdrgillus sppe Penicillium spp (TUITE
et al., 1985; LUZ, 1995; PINTO, 1998). Estes crascrais rapidamente a 30°82 Entretanto,
algumas racas déspergillus glaucusrescem lentamente préoximas @€ Qe certas espécies de
Penicilliumpodem crescer a temperatura de alguns graus atb@ixero. Em geral, estes fungos

tém para 0 seu maximo desenvolvimento uma temparattima em torno de 20-25. A
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maioria dos fungos de campo sdo sensiveis a altgzetaturas e usualmente desaparecem em
tais condicdes. Entretantdjternaria tenuispode se desenvolver a temperatura acima €e.40
Pelo controle de umidade e temperatura do gracaaenhente pode-se reduzir a incidéncia e a
populacédo de fungos no armazenamento (NEERGAAR®Y)19

Segundo Yokoya et al. (1971) as améndoas de castanBrasil podem ser
armazenadas com seguranca em ambientes com umitiaiilea inferior a 70%, por um periodo
de 8 meses, sem alteracdes indesejaveis. Casiatdiess, em casca, parcialmente desidratadas,
contendo 6,8% de umidade, armazenadas em amb@nt8@% de umidade relativa, podem ser
conservadas por até 6 meses. Segundo os mesmassa(t®870) as castanhas descascadas
armazenadas em ambiente com umidade relativa su@ei80%, em temperatura de 26°C a
28°C, apresentaram crescimento fungico em sua fétipee aumento de acidez do dleo
proporcional ao crescimento dos micélios.

O armazenamento de gréos pode ser definido comecassistema em que, mudancas
gualitativas e quantitativas podem ocorrer ocasiasgor interacdes entre os fatores fisicos,
guimicos e biolégicos. Os fatores mais importantgge afetam os grdos durante o
armazenamento sdo: temperatura, umidade, concénitagdioxido de carbono e oxigénio no ar
intersticial, caracteristicas do gréo, presencana@organismos, insetos, acaros, condi¢cdes do
clima e a estrutura do grdo (SINHA, 1973). Dentsses, 0s insetos assumem particular
importancia, principalmente em condi¢cfes tropicamlo fato da massa de gréos constituir
habitat ideal para o seu desenvolvimento. Os iegatemovem perda de peso, desvalorizacdo e
poluicio da massa de gréos, aquecimento no locainféstacdo, aumento da atividade
respiratoria dos gréos, e, consequientemente, rpaiola de matéria seca. A perda de peso,

b

devido a respiragcdo dos grdos, durante o period@rd@zenamento é pequena, quando
comparada a causada por organismos Vivos, mas,deda de grande importancia,
principalmente, para as unidades armazenadoras§REBEN, 1992; MONTROSS et al., 1999).
Uma vez conhecidas as principais caracteristicasadsa de graos, torna-se importante entender
os diversos fatores que influenciam na conservdeagraos armazenados, incluindo os fatores
fisicos, como a temperatura e a umidade, e osdim$, como 0s microorganismos e insetos,
gue afetam a conservacao dos graos (BRAGANTINI5R00

Periodos longos de armazenamento pode ser umaaorfdivoravel ao desenvolvimento

de fungos. O periodo de armazenamento de gréos \ao@de de poucos dias a meses, e de
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acordo com o periodo, existem tabelas que indicaah g temperatura e a umidade do gréo
adequada a manutenc¢éo das qualidades organolémigaieduto (PUZZI, 1973). O resultado de
um bom e seguro armazenamento vai estar na depead@nqualidade do produto armazenado,
e para a obtencdo de um material com qualidadeyidados devem iniciar na lavoura. Danos
mecanicos, ataques de insetos nas semantes airddanpo e o atraso da colheita vao afetar a
gualidade, propiciando condi¢cGes favoraveis aordedeimento de fungos e podem induzir a
uma maior velocidade de deterioracdo do produt@zemado. Uma rapida secagem preliminar
do material € de extrema importancia, assim commidas adequadas de trilhagem e transporte.
Todo equipamento de colheita e beneficiamento devdimpo, para que nao se torne um foco
de contaminacdo do material. Tegumentos danificaslossementes quebradas facilitam e
favorecem a invaséo dos fungos. A avaliacado dastdefna sementes ou nos graos e condicoes
gue favorecem o desenvolvimento dos fungos do @ana@azento deve ser realizada através de
testes conduzidos no material antes, durante einab do periodo de armazenamento. Os
resultados destas avaliacbes permitirdo orientamadidas de controle a serem adotadas
(NEERGAARD, 1987).

2.5.3 Armazenamento da Castanha-do-Brasil

De acordo com as NORMAS ESPECIFICAS DE CASTANHA-BRASIL — SAFRA
2009 - COMUNICADO CONAB/MOC N.° 030, DE 16/12/20080s Estados do Acre,
Amazonas, Amapa, Para, Rondbnia, Roraima e Tocarid produtos castanha-do-brasil com
casca e castanha-do-brasil beneficiada, para c=ukgres familiares, produtores rurais e suas
cooperativas, beneficiadores e industrias de daatdn-Brasil, as castanhas séo classificadas de
acordo com a Portaria MA n.° 846, de 08/11/1976,pdendo as castanha-do-brasil com casca,
com mais de 10% de defeitos e/ou 2% de impurezas.

A CONAB, em norma especifica sobre o0 armazenanmssuotlicionamento de
castanhas-do-Brasil orienta que:

a) castanhas-do-Brasil com casca: a granel, dafydienpo, seco, ventilado e protegido
contra poeira. Quando do seu recebimento no deposit produto deverd ser medido,
procedendo-se a "batecdo” do paneiro no hectofii@moa melhor acomoda-lo no recipiente e

obter medida mais precisa,
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b) castanha-do-brasil beneficiada (améndoa): ess,ldatpo exportacdo, ou em sacos
plasticos, ambos com capacidade para quinze gsilbspetidos a uma injecao de nitrogénio (N)
ou gas carbbnico (G hermeticamente fechados e embalados em caixgmmpiedo, com
capacidade para duas unidades (trinta quilos lkigitdixa). As caixas de papeldo que embalam
as latas ou os sacos plasticos deverao ter a roancercial, classe, safra e os pesos liquido e
bruto, e ser agrupadas por classe, com a facedadarvoltada para a parte externa das pilhas.
Observar ainda:

* ndo se admite, sobre o lastro, superposicao su@eguatro caixas;

* ndo serdo admitidas, na mesma embalagem, latsacos plasticos contendo produtos
de diferentes classes e safras;

* ndo cabera adiantamento correspondente a embalagem

* 0 beneficiario devera preencher declaragdo decgompriu a exigéncia com relacdo a
injecao de nitrogénio (N) ou gés carbonico ({Caas embalagens;

* 0 limite maximo admitido na participacdo da qudenie total do produto, é de 7% (sete
por cento) de améndoas feridahipped e 11% (onze por cento) de améndoas quebradas
(brokern), ndo sendo permitidos lotes isolados de amémbmaslassehipped” e "broken”.

O armazenamento na unidade de producado, quandodutprndo é comercializado
imediatamente deve ser realizadas, em armazénadiginm e areas compativeis com a producdo
evitando assim grande pilhas (Figura 12), as chatadevem estar livres de safras anteriores e

nao armazenar produtos quimicos e implementos.

Frestas de Tela
1,5cm
B Escada
1m do chao removivel

Figura 12 - Armazenamento da castanha-do-Brasil na area deg#o.
Fonte: EMBRAPA, 2009
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Ja no armazenamento na unidade de beneficiamanbtastanhas devem estar em sacos
de propileno, aniagem ou caixas sobre estradogjiséincia entre pilhas e paredes; ter boa
ventilacdo, tela; a granel em silos, aeracdo fercadr exaustores quando possivel, ter
monitoramento diario da temperatura e umidadeletes devem estar separados e identificados
(Figura 13).
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Figura 13 - Armazenamento da castanha-do-Brasil na unidademieficiamento.
Fonte: EMBRAPA, 2009

2.6 Uso de atmosfera na armazenagem e em embalagem

O uso da atmosfera artificial teve inicio com ospeig@s, que ja& armazenavam em
recipientes hermeticamente fechados. Com os fragogrimeiros experimentos foram realizados
na Franca, em 1821, por Jacquet Beard, mas, o gramdnco tecnolégico da atmosfera
controlada deve-se a Kidd e West, que iniciarams sestudos em 1918, na Inglaterra
(BRACKAMNN; CHITARRA, 1998).

O armazenamento em atmosfera controlada consisteralongamento da vida poés-
colheita de produtos, por meio da modificacdo etrofm dos niveis dos gases no meio de
armazenamento. Ja a atmosfera modificada consisfgabongamento da vida pés-colheita de
produtos, pela modificacdo da atmosfera, geralmenteneio de filme plastico que envolve o
produto, porém, sem controle das concentracfesgydess formados ou existentes (WHITE;
LEESCH, 1996).

Apoés a colheita, a respiracdo e outros processtabigleEos de graos continuam ativos,
ocasionando, na maioria das vezes, perdas sigivisale qualidade. Estes processos podem ser
diminuidos e/ou retardados através da reducdo daadm que é a forma mais usada
comercialmente para prolongamento do tempo de paag®, mas mesmo com uso de baixa

umidade, os graos perdem qualidade devido a pergasb e consumo de energia pelo processo
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respiratorio, pelo aumento de rachaduras e ocoaéme pragas e fungos (BRACKMAN;
NEUWALD; RIBEIRO; de FREITAS, 2002) Segundo Jayas ad (1991), a atmosfera
controlada (AC), que se baseia na alteracdo da @sigfm dos gases da atmosfera, ou seja,
reducdo na concentracdo de oxigénio e elevacacamzentracdes de nitrogénio e didxido de
carbono, evita o crescimento de mofos e a preséagasetos, preservando a qualidade dos
grdos e mantendo a germinacao. A atmosfera codé&rabanbém é considerada uma alternativa
em substituicdo ao uso de produtos quimicos pareortrole de insetos em produtos
armazenados (NICOLAS; SILLANS, 1989; JAYAS et 4B91).

A atmosfera controlada (CAP) é um sistema dindmicogde a composicdo da
atmosferaque envolve o produto é monitorada e meacnstante sob condi¢cdes especificas de
temperatura e umidade relativa durante a estocagehstribuicdo do produto. Comumente,
aplica-se para armazenamento a granel de frutaggetais com producdo sazonal, para
promover uma oferta de produto durante um peri@digithpo maior. A aplicacdo é realizada em
container de transporte ou camara de conservagde, @ composicdo do gas e a umidade séo
mantidas constantes, controladas e monitoradastéutado o periodo de estocagem. Estes
parametros devem ser adequados ao tipo e estagiatdeacdo do produto de estocagem. Estes
parametros devem ser adequados ao tipo e estagwatlzacdo do produto que esta sendo
armazenado (WHITE MARTINS, 2005).

O principio da atmosfera controlada é baseado chz&c@® dos niveis de oxigénio &
aumento dos niveis de dioxido de carbonoC@esta maneira, retardando a taxa de respiracao
do produto e consequentemente, 0 seu processo \dgherimento e perda de qualidade
(WHITE MARTINS, 2005). Beneficios: aumento da vialdl do produto; retarda a deterioracao
da aparéncia, coloracao, textura, aroma e qualidatiecional; reduz perdas no manuseio pés-
colheita; reduz perdas na distribuicdo e estocagassibilita atingir mercados mais distantes,
devido ao aumento da vida util.

Desinfestacdo de graos armazenados usando a atnosfdgrolada envolve os gases
diéxido de carbono (C£), oxigénio (Q) e nitrogénio (N). A atmosfera modificada pode ser
alcancada de varias maneiras: adicionandg &3 ou solido, adicionando, @u permitindo
processos metabdlicos dentro do armazenamento gemagao de Pusualmente associado o
aumento de C® Tal qual atmosferas séo referidas com alte,@@ixo Q e armazenagem

hermético (BANKS; FIELDS, 1995). Atmosfera contadapara o armazenamento é uma
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alternativa comparando com a utilizacdo de quimictsticidas, fumigantes, sendo que esses
deixam residuos carcinogénicos no produto (BAILEY18; BANKS, 1980; SHEJBAL ; de
BOISLAMBERT, 1985).

Na literatura, os termos atmosfera modificada (AMm atmosfera controlada (AC) sao
utilizados alternadamente. Ambos diferem baseadogmaa de controle exercido sobre a
composicdo da atmosfera. O armazenamento em AMpasigdo do gas € modificado
inicialmente e ela muda dinamicamente, dependead@shpiracdo produto alimentar e taxa de
permeabilidade do filme ou o armazenamento estuéin torno do produto alimentar. O
armazenamento em AC, a atmosfera de gas é conmi@roontrolada durante todo o periodo
de armazenagem (JAYAS, 2002).

O processo de atmosfera modificada (AM) comeca rhayaefetiva aplicagdo na
conservacdo de alimentos em 1940. Em 1970, comabkhos de Kader em hortifrutiticulos
deram significatico impuldo na utilizacdo dessecpsso. Em 1980, Brecht discute conceitos
associados com o uso de atmosfera modificada igeefcdo, e, com isto, o respectivo efeito
sinérgico resultante da interacdo destes dois gsocsobre produtos alimenticios.

Na atmosfera modificada, as concentracdes de arigéo sendo reduzidas pela propria
respiracdo do grdo. Tanto para a AC, quanto pad&laé importante que haja uma vedacgao
guase hermética do ambiente, para que a eficiélessas técnicas seja alcancada, pois a entrada
excessiva de £pela parede dos silos ou armazéns mantém a coag@midesse gas muito alta.
A escolha da mistura gasosa € influenciada pelaobiata capaz de crescer no produto, pela
sensibilidade do produto ao,@ CQ, e estabiizacd do pigmento requerido. (PARRY, 1993
CHURCH; PARSON, 1995). Beneficios: aumento da Jitih do produto (100%); reduz ou
elimina do uso de conservantes; mantém o aromar sabfrescor do produto; retarda o
desenvolvimento microbiano; propicia o desenvolvitbede novos mercados e a criacdo de
centrais de abastecimentos.

A atmosfera modificada, além de ser vista como umocgsso integrado
alimento/gas/embalagem, ganha aplicacdo a partma@lmento em que passa a ser vista como
um processo multidisciplinar, que utiliza principiodas ciéncias quimicas, fisica e
microbioldgica dos alimentos. Esse processo tera gjulicado com considerado sucesso na
Europa, desde a metade do século, e nos EstaddesUmem ganhando espaco desde 1980

(Souza et al., 2001). A idéia de modificar a atrasho redor de um produto alimenticio, com o
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fim de aumentar a vida util, se transformou em déxyia aplicada comerciamente na
preservacdo de carnes, produtos lacteos, avesadwmesprodutos de confeitaria, frutas e
hortalicas. A substituicdo do ar atmosférico poraumistura otimizada de GON, e & pode
propiciar um aumento de vida Uutil, evitando a ddgcdo de alimentos, pois estar inibem o
crescimento microbiano, evitam o ranco proveni€ltenzimas bacterianas e oxidacao e inibem
a respiracdo de tecidos (KING e NAGEL, 1975; SARANOULOS; OLIVEIRA, 1990;
SARANTOPOLOULOS; SOLER, 1994).

O nitrogénio € um gas quimicamente inerte, com daalubilidade tanto em meio
aquoso como lipidico. O Ne usado para substituir @,@ assim retardar a rancidez oxidativa e
inibir o crescimento de microrganismos aerobiosviflee & sua baixa solubilidade e menor
permeabilidade através da embalagem em relacdo,a® ©Q, € usado como um gas de
enchimento para prevenir o colapso da embalagempqde ser um problema em atmosferas
contendo altas concentracdes de, (I0AY, 1992; CHURCH, 1993).

O CO € soluvel tanto em meio aquoso como lipidico @rgpalmente responsavel pelo
efeito bacteriostatico e fungistatico. A acdo do,&0Obre a microbiota tem sido atribuida a
reducdo de pH, devido a dissolucdo do, @O meio, as alteracdes da permeabilidade celular
bacteriana e a inibicdo enzimatica, resultando rwopgamento da fase de adaptagcédo e o
aumento do tempo de geragdo dos microganismos, eoregulta em um velocidade de
crescimento diminuida, além de um mudanca de nhcegf levando a predominancia de
microrganismos de menor potencial de deteriora3dG; NAGEL, 1975; CHURCH, 1993;
SARANTOPOULOS; SOLER, 1994; BRODY, 1993).

Para a maioria dos alimentos, as embalagens deweterco minimo possivel de
oxigénio, com o0 objetivo de retardar o crecimenticrobiano aerébio e reduzir o grau de
oxidacdo (GODOQY, 1995). Para se obter um eficigmecesso de atmosfera modificada, é
necessario o monitoramento de alguns parameties;dmo: andlise da composicao gasosa no
interior da embalagem, andlises fisico-quimicasoeatioldgicas e avaliacdo sensorial durante a
vida util do produto (SOUZA et al., 2001).

Atmosfera modificada no armazenamento é um dos dustale preservacdo dos
alimentos que mantém a qualidade natural de predalimentares, além de alargar a vida de

armazenamento. A vida de armazenamento dos prodiimentares € consideravelmente
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prorrogado por modificar o clima em torno dos ahios, o que reduz a taxa de respiracdo de

produtos alimenticios e atividade de insetos ouarg@anismos em alimento (JAYAS, 2002).

2.6.1 Dioxido de carbono, Nitrogénio e Oxigénio

Em atmosferas controladas, em geral a concentrdedoxigénio € reduzida e/ou, a
concentracdo de dioxido de carbono € aumentadaigrdaeima de 20%). A reducdo substancial
de oxigénio possui potencial para matar animaise{os, acaros e roedores), reduzir outras
atividades bioldgicas (fungos e respiracdo dos Syrao reduzir a degradacdo oxidativa,
entretanto, atmosferas controladas com altas ctacées de COno ar e que possuem
conteudo significativo de oxigénio agem apenas cgases toxicos (WHITE; LEESCH, 1996).
Embora aptos para, a longo prazo, reduzirem atagfés por insetos, é pouco provavel que esses
gases possuam qualquer outro efeito direto nawegs® da qualidade (BANKS, 1984, BOND;
MILLER, 1988).

O diéxido de carbono, quando em altas concentragdesconhecidamente tdxico aos
insetos (ANNIS; MORTON, 1997; BOND; BUCKLAND, 1979)White et al. (1996)
demonstraram que o G@ toxico para pragas de grdos armazenados poodgrgriodos em
niveis produzidos pela propria respiracao dos assd&Em geral, os trabalhos, tém mostrado que
o0 CO, € um possivel agente de controle de insetos, &asedimentos para o seu uso. Esses
impedimentos incluem o custo, a lentiddo de acdmecessidade de alto nivel de hermeticidade
(ANNIS; MORTON, 1997).

De acordo com Puzzi (1986), o principio basico dmazenamento hermético
fundamenta-se na reducéo da taxa dem® nivel que cause a morte ou inativagdo dos &irgo
dos insetos antes que proliferem a ponto de pegudi produto. Em decorréncia do processo
respiratdrio dos graos e daqueles organismos omtedo de oxigénio do ar confinado.

Quando se eleva a concentragédo de, @D detrimento dos niveis de Gbaixo de 1%,
pode ser observada a inibicdo no crescimento dpfurO controle desse crescimento depende
da manutencdo de altos teores de, Eaixos de @durante o armazenamento. Também foi
demonstrado que a colonizagdo de milho torna-se afatada pela diminuigdo da atividade de
agua (de 1,0 para 0,7) do que pela diminuicdo naesdracédo de £de 21 para 1% (LACEY;
MAGAN, 1991).
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A microbiota caracteristica em gréos estocados dos herméticos com alta
concentracdo de G@ baixa de @é composta por leveduras. As espétlaasenula anomala,
Candida krusei, Hipopichia burtonii, Candida glalbsa (Torulopsis) sdo predominantes.
OcasionalmenteHanseniaspora uvarum (Kloeckera apicula@Rhodotorulaspp podem ser
avaliadas como agentes de biocontrole de fungostaxigénicos (PETERSSON; SCHNURER,
1998).

Gases, especialmente, £€® N, podem ser adicionados em silos convenientemente
vedados para alterar a atmosfera intergranularetanto, muitas recomendacdes convenientes
para o controle de insetos podem ser insuficigrdes o controle de fungos (LACEY; MAGAN,
1991). Além disso, segundo Petersson e Schnur@®8)1® dificil manter silo hermético com
baixa concentragcdo de,@ alta de C@ O sistema € sensivel as trocas de ar entre @ slo
atmosfera externa, seja por vedacao imperfeitaydgdes na temperatura diaria ou pela remocgéao
de graos do interior do silo. Assim, a adicdo denssy para o biocontrole do crescimento de
fungos pode manter a qualidade dos gréos ao lomgondazenamento.

Em atmosfera com mais de 61,7% de,@au 99,7% de Be menos de 0,3% de,)Joi
verificado atraso na deterioracdo de grdos de nuthrdaminados poA. flavuse Fusarium
moniliforme mas sem interromper seu crescimento (WILSON, HGANAY, 1975). Foi
observada formacdo de mofo sobre grdos de milhas dpdculacdo deA. flavus e
armazenamento durante quatro semanas em atmosferdlc7/% de Co+ 8,7% de @+ 29,6%
de N.. A producéo de micotoxinas foi limitada ao maxide20ug por quilo de milho, contudo
a remocao da atmosfera modificada causou rapiéaiaietcao.

Embora os fungos sejam aerébios, normalmente ceregento de @ ¢é superestimado,
pois séo capazes de crescer em concentragdesrdaitd baixas. Em massa de gréos a 15°C, o
crescimento de fungos e a producéo de micotoxidadrsbidos com 40% de GOPor outro
lado, na temperatura de 30°C foi observada pequedcido de micotoxinas com 60% de,CO
e menos de 1% de;QLACEY; MAGAN, 1991).

Os fungos dos géneradispergillus e Penicillium sdo os mais importantes em graos
estocados herméticamente (BJORNEBERG; SCHNURER3)199 estocagem em atmosfera
controlada com baixo oxigénio e alto dioxido debcao impede o crescimento de fungos e os
grédos podem ser armazenados com teor de agua2éneré0%, correspondente a atividade de
agua de 0,9 a 1,0 (LACEY; MAGAN, 1991). Entretantitas tensdes de oxigénio s&o
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suficientes para permitir crescimento em sistemasnéticos e consideravel infestacdo de

fungos pode ocorrer, principalmente, em temperatiaeoraveis.

2.6.2 Vacuo

De acordo com Parry (1993), a embalagem a vacua foimeira forma de atmosfera
modificada desenvolvida comercialmente. Com boaslicbes de realizagdo do vacuo, o nivel
de O se reduz a menos de 1%. O acondicionamento emlagebacom atmosfera modificada
a vacuo é um processo tecnoldgico de preservacadindentos, que em esséncia consiste da
exposicao dos alimentos a auséncia de ar, contimlardesenvolvimento de microrganismos, a
acdo enzimética e a oxidagdo, principais mecanisd®sdeterioracdo de alimentos. As
caracteristicas de embalagem a vacuo séo: dimouigh volume de ar do espacgo-livre,
diminuindo o Q disponivel; aumento da vida util; alto custo doipamento; embalagem com
material com barreira ao,CGe ao vapor d’agua; embalagem com boa resisténe=amca;
fechamento hermético.

Esse sistema é largamente utilizado e caractegipels utilizacdo de filmes flexiveis de
boa barreira, tanto ao vapor de 4gua como aos,gasasemocao quase que completa do ar do
espaco livre através de uma bomba e fechamentoélieonPara boa eficiéncia do sistema,
devem ser verificados parametros como nivel deovaglicado no interior da embalagem que
definira o teor de @residual em contato com o produto, hermeticidagldedhamento para
manter o vacuo durante a distribuicdo e estocagemprdduto (SARANTOPOULOS, 1991;
SARANTOPOULOS, OLIVEIRA; CANAVESI, 2001). Além dascaracteristicas de
permeabilidade, a embalagem deve apresentar at#fgtémcia a perfuracdo, excelentes
caracteristicas de soldabilidade a fim de evitamam®nto e consequiente perda de vacuo, boa
maquinabilidade, boas caracteristicas de impresiptransparéncia e custo compativel com a
aplicacdo, podendo ser do tipo encolhivel ou n&filthes poderdo ser encolhiveis ou nao,
termoforméaveis ou nédo e, preferencialmente, terel@gsis. Sua composicdo, espessura e
propriedades serdo em funcdo da aplicacdo e vidadésejada (SARANTOPOULOS,
OLIVEIRA e CANAVESI, 2001).

O termoencolhimento é feito ap0s a selagem, noreraknem imersdo em Aagua

aguecida. O tempo e temperatura variam confornspecdicacdo da embalagem ou em tunel de
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ar quente (232°C/9s), fazendo com que o materiehtlgalagem tome a forma de seu conteudo,
conferindo-lhe melhor apresentacéo visual. O naltel®@ embalagem a vacuo devera possuir
baixa permeabilidade ao vapor de 4gua a fim dezieduperda de peso por evaporacdo e
exsudacao durante a estocagem (SACHAROW e GRIFBNOQ); evitar contato com odores

estranhos e principalmente, boa barreira ao(Tabela 7) para a conservacdo do vacuo no

interior da embalagem.

Tabela 7 -Classificacao relativa dos filmes de acordo comaradira ao oxigénio

Permeabilidade ao Q Barreira
(cm*m? atm 90% U.R. 23°C)
>300 Baixa
300-50 Média
50-10 Alta
<10 Ultra alta

Fonte: RIZVI, 1984.

2.7 Ozbnio

2.7.1 Historia

De acordo com Rideal (1920) os primeiros relatdseso Q datam de 1785 quando van
Marum, um fisico holandés, observou que a descdégaca em ar resulta em um odor irritante
bastante caracteristico. Em 1801 o mesmo foi obderdurante a eletrdlise da agua (RIDEAL,
1920).

O O; foi descoberto em 1840 pelo quimico alemédo SchanfEr99-1868) durante
experimentos de eletrolise da agua a partir deg8etu acidas (SCHONBEIN, 1840). Nestes
estudos constatou-se que, paralelamente a reac@iespeendimento de oxigénio, ocorria a
formacdo de um segundo produto gasoso desconhesidoodor pungente o qual Schonbein
denominou de ¢) palavra que deriva do grego “ozein” que signiftb@iro. Este acontecimento
ocorreu cerca de vinte anos antes que o ozonie fdsstificado como um alétropo triatbmico

do oxigénio. Thomas Andrews (1856) mostrou que Onimz era constituido por atomos de
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oxigénio e em Soret (1863) mostrou que trés volutkeesxigénio (Q) produziam dois volumes
de ozonio (@ (LANGLAIS et al.,1991). La Rive e Marignac (184&)tiveram Qsubmetendo a
passagem de um arco elétrico em ambiente de omig@mio. Posteriormente, investigacfes
conduzidas por Hunt (1848) sobre as propriedadetantes do 0zonio permitiram a este autor

postular que a molécula dg ©constituida por trés &tomos de oxigénio.

2.7.2 Alternativa

O aumento da preocupacdo com problemas ambieatai®stimulado varias pesquisas
no sentido de desenvolver produtos quimicos ndesamyos e também visando melhorar a
tecnologia existenteGreen Chemical Processesu Processos Quimicos Limpos) de modo a
minimizar ou evitar o impacto da atividade indwtrio ambiente.

Um oxidante aceitdvel do ponto de vista ambientaled possuir as seguintes
caracteristicas: (i) reagir especificamente coroamspostos a serem tratados; (ii) ndo propiciar a
formacédo de subprodutos com toxidade igual ou sup&o composto original e (iii) ser de facil
obtencao. Diferentes agentes oxidantes sao fregjilente usados tanto como desinfetantes para
a dgua potavel e de piscinas, como para a decogdpode compostos organicos e inorganicos
presentes em efluentes. Os agentes oxidantes daaiscomum para estes propdsitos s&p: O
peroxido de hidrogénio, cloro, diéxido de clorqdtlorito de sédio e permanganato de potassio
(TATAPUDI; FENTON, 1994)

Nos dias atuais, em virtude da eficacia e vantagessciadas ao uso dg €@n diversos
processos quimicos de importancia tecnoldgica, Im interesse crescente relacionado a

tecnologia eletroquimica para a producéo gle O

2.7.3 Caracteristicas

Quimicamente o ¢ arranjo molecular triatbmico e instavel do oxigépode ser gerado
pela excitacdo do oxigénio molecular a oxigéniomatd, em um ambiente energizado que
permite a recombinacdo de atomos. E um gés inc@opdor pungente. Em fase aquosa se

decompde rapidamente a espécies radicalares enaxigéque € uma grande vantagem porque
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ndo gera subprodutos. Do ponto de vista termodo@na formacdo do oz6nio a partir da
molécula de oxigénio € um processo endotérmicaesgontaneo, descrito pela seguinte reacao:
30,—> 2 QAHf® (P = 1 atm) = +284,5 kJ nibl

Devido a maior estabilidade do oxigénio, a moléodéa Q@ sofre um processo de
dissociacdo espontanea com o0 tempo resultando mowamna formacdo do oxigénio
(LANGLAIS et al., 1991). A decomposicdo do; @G80 resulta em espécies nocivas ja que o
mesmo € espontaneamente convertido emaOsua instabilidade ¢.t= 20 a 90 minutos,
dependendo do ambiente) requer que ele seja pomuz seu local de aplicagdo reduzindo
assim gastos e perigos relacionados como seu tra@sp estocagem (ARMOR, 1999;
TRASATTI, 1995; TATAPUDI, 1994). Em condicbes amiitiéis o0 Q é um géas instavel
possuidor de um elevado poder de oxidacdo e passdil um odor irritante caracteristico
detectavel no ar pela maioria das pessoas em doag@es da ordem de 0,01 ppm (KIRK;
OTHNER, 1981) (P.e. proximo a maquinas copiadoi&s) condicdes normais de temperatura e
pressdo o © €& moderadamente solivel em agua (13 vezes maisesajue o Q). Sua
velocidade de decomposicao, resultando gmre@ortemente dependente da pureza do solvente,
diminuindo na presenca de impurezas (HILL; RICEB2)9

A Figura 14 mostra as quatro formas candnicas biodoi de ressonancia representativo

da molécula de 0z6nio propostas por Bailey (1978):
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Figura 14 - Formas candnicas do hibrido de ressonancia repteedizo da molécula de 0zbonio

A temperatura ambiente é um gas de coloracdo azulorém nas concentracdes
utilizadas com propositos de desinfec¢ao, tornaesor (RICE, 1986).

A molécula de @possui uma geometria triangular, onde o atomo dgénio central
utiliza orbitais sp para formar ligacées como os demais oxigénios. Os orbitajsdps trés
oxigénios sao utilizados para formar uma ligagadeslocalizada, sendo que as duas ligacdes
desta molécula sdo equivalentes, com comprimegiogis e ordem de ligacdo igual a 1,5.
Devido a este arranjo, 03@ dipolar e pode reagir como um agente eletroftigaucleofilico.

De um modo geral, nas reacfes de degradacdo destmmrganicos poluentes, o 0zonio tende
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a reagir preferencialmente com compostos insatsrddiguenos, alquinos, anéis aromaticos,
etc). De fato, 0 @& o reagente classico usado em reacdes organieaguyebrar ligacdes duplas
carbono-carbono, via 0 mecanismo de Criegee (oplesgmente ozondlise) (GOTTSCHALK;
LIBRA; SAUPE, 2000; LEE, 2000; MCMURRY, 2005) (Figul5).

(A)
\c:c/ e c=C _({l_l\_ H T——(i:——H
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(B) N\ o

HO

0,,0—0 Céf
- - 0
c:f
OH

Figura 15 - Reacdo direta do ozbnio com a matéria organicaanmemo de Criegee (A)
Exemplo do ataque eletrofilico do 0zdnio a um costparomatico (B) (MCMURRY, 2005).

Assim, a oxidacao direta de compostos organico®pamio € uma reacao seletiva e que
muitas vezes apresenta cinéticas relativamentadeoom valores tipicos entre™16 16 L mol
1 ' dependendo das espécies envolvidas. Compostosatizosn com grupos substituinte
desativantes, como o cloro, sofrem ozondlise maitamente que compostos aromaticos com
grupos substituintes ativantes, como o grupo hittoEm geral, as formas ionizadas ou
dissociadas dos compostos organicos reagem muit® nagidamente com o oz6nio que as
formas neutras (ndo dissociadas) (MCMURRY, 2003gnmAdisso, as reacdes de ozondlise
direta ndo costumam promover a oxidacdo completacdmpostos organicos até £LOH0,
sendo aldeidos, cetonas, alcoois e acidos carbosidis principais produtos deste tipo de reacéo
(GOTTSCHALK, 2000).

A maior propriedade fisica do 0zonio puro esté&daitaa Tabela 8.
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Tabela 8 -Propriedade fisica do 0z6nio

Ponto de evaporacéo -11,9+£0,3°C
Ponto de fuséo -192,5 +0,4°C
Temperatura critica -12,1°C
Pressao critic 54,6 atn

Fonte: MANLEY; NIEGOWSKI (1967).
2.7.4 Poder oxidante e desisfetante

E um poderoso agente oxidante e um poderoso desitde(MCKENZIE et al., 1997;
GUZEL-SEYDIM et al., 2004; KEELS et al. 2001; MENRet al., 2003) capaz de participar de
um grande numero de reacbes com compostos orgamigusrganicos (KUNZ; PERALTA-
ZAMORA, 2002; ALMEIDA et al., 2004). Pode reagirraca maioria dos compostos contendo
ligacbes duplas, como C=C, C=N, N=N, etc., masawdo grupos funcionais contendo ligacbes
simples, como C-C, C-O, O-H, etc (ALMEIDA et al.0t%; GOGATE; PANDIT, 2004).
Comercialmente, o o0zb6nio tem sido aplicado como neagente quimico em sintese, em
processos de purificacdo de agua potavel, comafdemite em tratamento de esgoto e para o
branqueamento de fibras naturais. Seu poder oxadastiperado apenas pelo fltor e pelo radical
hidroxila e é superior ao de compostos reconhe@dsnoxidantes, como o peroxido de
hidrogénio e o cloro (Tabela 9).

Com um potencial de oxireducdo de 2,07V (BLOCK, )9%apaz de participar de
muitas reacoes quimicas envolvendo diferentes tiigosompostos (YAO; HAAG, 1991). Por
isso, 0 Qtem sido usado em diferentes aplicacfes: (i) despdo de agua potavel; (ii) controle
de odor; (iii) tratamento de esgoto e efluentesdidersos processos industriais; (iv) agente
branqueador (alvejante); (v) conservante de alio®enlvi) sintese organica; (vii) tratamentos
terapéuticos (ozonioterapia); (viii) producdo datarde alta pureza, etc. O maior poder de
desinfeccdo do ozonio em relacdo a outros desimésta explicado pela combinagéo entre sua
habilidade de se difundir através de membranasédiids e seu alto potencial de oxidacéo - 2,07
volts — menor apenas que o do fltor - 3,06 voisjue dos radicais hidroxila — 2,8 V (HUNT &
MARINAS, 1997; KOLTUNSKI & PLUMRIDGE, 2000).
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Tabela 9 -Agente oxidante e seus potenciais de oxidagao

Agente oxidante Potencial de oxidagdo (mV)
Fluor 3,06
Ozbnio 2,07
Permanganato 1,67
Diéxido de cloro 1,50
Acido Hipocloroso 1,49
Gas Cloro 1,36

Fonte: Manley; Niegowski (1967).

Dentre as varias motivacdes para o emprego 48 [@r ser um forte agente oxidante e
ndo € uma fonte intrinseca de poluicdo. Outros sfee normalmente empregados, como
permanganato e gas cloro, costumam levar a formadgdab-produtos (ions de metais pesados e
compostos organoclorados), que podem ser inclusaie toxicos que os compostos poluentes
originais (MANAHAN, 2005). O carater fortemente dante da molécula de ozénio Ihe confere
habilidade para reagir prontamente com grande dedee de grupos funcionais organicos e
organometélicos, originando subprodutos de menao pmolecular, muitas vezes mais
biodegradaveis que seus precursores. Sua presedeagmover substancias responsaveis pela
cor, gosto e odor, além de microrganismos resesseatoutras técnicas de desinfeccdo e tracos
de metais de transicdo (MAUSTELLER, 1989). Seu patisinfetante € conhecido desde o
inicio do século XX, mas foram nos ultimos vint@amue adquiriu notoriedade no tratamento
de aguas residudrias. A ozonizacdo de composteehdidos em agua € considerada um
processo oxidativo avancado (POA), pois sao gergatbsais hidroxila (OH) na decomposicéo
do G, que é catalisada pelo ion hidroxila ou iniciadpresenca de outras substancias, como
cations de metais de transicao.

O gés @ apresenta certas caracteristicas sanitizantesn@sagara a industria
alimenticia, por ser mais seguro e potente do gugesinfetantes convencionais, agir sobre um

grande nimero de microrganismos, incluindo patégeesistentes.

2.7.5 Geragéo de ozonio

Existem muitos métodos para a producdo de ozbalogdmo descarga elétrica em

oxigénio, eletrolises na agua, ou termal, fotoqoénau radioquimica. Para a industria o ozénio é
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usado principalmente do oxigénio puro ou o oxigé&doatmosfera no processo de descarga
corona (MCKENZIE et al., 1997; PALA, 2001). Na daxgga da corona, 0 ar ou 0 oxigénio puro
€ convertido em Qusando alta voltagem. O aspecto atrativo dpe§td na sua rapida
decomposicdo (meia-vida de 20-50min) para o oxg@émlecular sem deixar residuo (KELLS
et al.,, 2001) E um desinfetante, oz6nio é 1,5 veaats forte que o cloro e é mais efetivo e
atinge um amplo espectro de microrganismos (XU9)199

O maior avanco na tecnologia de producdo de ozniobtido por Von Siemens em
1857, quando ele desenvolveu um tubo gerador daimzBaseado no processo corona
(passagem de um arco elétrico em ambiente gad@q)rocesso € baseado na aplicacao de uma
voltagem alternada entre dois eletrodos separagiosm fluxo de oxigénio seco ou ar. Neste
processo a descarga elétrica entre os eletrodokarem decomposi¢cdo da molécula deet
radicais O, os quais combinam com uma molécula vizinha glee€ultando na formacgéo da.O
No tubo gerador de {desenvolvido por von Siemens cerca de 3 a 8 % dgéo era
convertido em ozbnio. Este tipo de gerador senadgtgriormente como protétipo para o
desenvolvimento dos ozonizadores do tipo coronaai®r custo operacional para o processo de
oxidacdo por ozénio € o custo da eletricidade pasageracao. O requerimento energético para a
sintese de 0zdnio usando ar como fonte de oxigémia de 22 a 33 kWh kg® (MUNTER,
2001). Se o 0z6nio for produzido a partir de oxigéouro esse valor varia de 12 a 18 kWh
kgOs*, mas o custo do oxigénio deve ser consideradoorfdcdo do ©é uma reacdo
endotérmica (IGLESIAS, 2002):

30, «—— 20Q(+284,5kJ mota 1 atm)

O O; é gerado pela combinacdo de um atomo de oxigénio wma molécula de
oxigénio, por meio de uma reacdo endotérmica. Tadoprocessos capazes de dissociar o
oxigénio molecular em radicais de oxigénio sdo mo&dmente capazes de produzy. Alguns
processos para geracao dsgc@nhecidos sédo a reacdo fotoquimica, pela expodiz@xigénio a
luz UV em 254 nm de comprimento de onda, gerac&oedetrélise de acido sulfurico, geracao
radioquimica e geracdo por descarga corona (IGLESI2002; USEPA, 1986). Devido a
instabilidade da molécula de ozbnio, o gas devegseado no ponto de aplicacdo, o que
representa uma grande economia de espaco e elisows associados a armazenamento e

transporte.
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30, —* 20; AH°(1 atm) = + 34 kcal / mol
O processo de geracdo por descarga corona, Figued mais amplamente utilizado e
consiste na aplicacdo de uma corrente alternadétaleoltagem - entre 6 a 20 kV - em gimp
dielétrico por onde passa o ar seco e limpo ouémiigpuro (USEPA, 1999). Os geradores
podem ser dos tipos prato, tubo vertical e tubdzbotal. O dielétrico pode ser construido tanto

em vidro como em ceramica, esta Ultima mais efieiem termos energéticos.

CALOR
ELETRODO DE ALTA VOLTAGEM
CORONA .
cA () 05— —0 \DIELETRICO
GAP DE DESCARGA
ELETRODO TERRA
CALOR

Figura 16 - Esquema do sistema tipo descarga corona de getag&dnio
Fonte: Adaptado de USEPA (1999) e de EVANS (1972).

As plantas de geracdo dg fwdem ainda ser identificadas conforme o géas atibzpara
alimentacdo: ar ou oxigénio de alta pureza. O @sardpbara geracdo de €xige que o ar seja
filtrado e seco antes de passar pelo processo st&arga corona. Isto porque a presenca de
umidade no gas pode produzir um condensado muitosieo dentro do reator. Além disso, o
rendimento do equipamento pode ser reduzido pemaicho de oxidos de nitrogénio, como o
acido nitrico.

Os sistemas que utilizam oxigénio de alta purezdemo obter oxigénio tanto em
processos criogénicos como por peneiras molecul8egundo Robson e Rice (1991), das 15
plantas de desinfeccdo com 0zonio que operavamtiag@oxigénio de alta pureza nos Estados
Unidos, 11 aplicavam o processo criogénico e 40qsso de peneiras moleculares. Isso porque,
devido ao seu custo comparativamente mais alto &téal da década de 1980, o processo por

peneiras moleculares era limitado a plantas conacidpde para tratamento de até 38.000
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m3/dia. Vazbes maiores dependiam do uso de oxiggiugénico. Atualmente esta limitacdo ja
nao existe mais.

Ambos os processos podem ser utilizados indepesidiente do volume a ser tratado. As
principais diferencas entre os sistemas que utiliaa e aqueles que utilizam oxigénio de alta
pureza sao 0S custos energéticos e as concent@g@zdnio que cada sistema pode produzir.
De acordo com Costa (2003), para produzir 1 g dmioza partir do oxigénio, consomem-se
aproximadamente 708 calorias ou 0,82 watt-hora.

A partir do ar, o consumo de energia aumenta pafi €5 e 20 watt-hora, mais ou
menos 0S mesmos valores reportados por TchobarsodR203). Processos que utilizam
oxigénio tém capacidade de geracdo ded® 1,7 a 2,5 vezes aquela obtida quando o ar é
utilizado (IGLESIAS, 2002). Segundo Paraskeva eh@ma (2002), equipamentos de ultima
geracao que operam a partir do ar, em geral, pesduzdnio em concentracdes massicas de até
6 %, contra 20 % daqueles alimentados diretamenteaxigénio. Entre 85 e 95 % da energia
elétrica consumida na geracdo deéConvertida em calor, 0 que torna necessaria gaadde
um dispositivo para resfriamento do sistema. A rg@node calor tem por objetivo aumentar a
vida util do equipamento. Além disso, o resfriamedb gas ozonizado promove aumento do
desempenho do equipamento, dado que a meia vidadiwo aumenta conforme a temperatura

diminui. O resfriamento pode ser feito usando aglem, ou freon em agua ou ar (DOE, 1998).

2.7.6 Aplicacdes

O3 foi reconhecido como seguro (US FOOD, 1997). Fond Brug Administration
(FDA), e em 26 de junho de 2001, publicou uma dateacdo oficial sobre a utilizagdo do
oz6nio admissivel como um agente antimicrobianca par tratamento, armazenamento e
processamento de alimentos em gas e uma fase agoosantato direto com os alimentos,
incluindo as matérias-primas e de frutas e ho#aligninimamente processadas (GUZEL-
SEYDIM, GREENE; SEYDIM, 2004).

Por regra, a movimentacao deve ser coerente cora Ba@dicas de Fabricacdo (BPF).
Especificamente, o £Xoi aprovado para utilizacdo em BPF, que signifiaaexposicdo dos
alimentos ao ozonio (concentracao e do tempo des&gédm) para realizar a sua finalidade". Isto
traduz-se ao minimo de exposi¢cdo dos frutos e poedborticolas para que a dose dg O

necessario fornecer o alvo antimicrobiana benefiegpecificos sobre horticolas comestiveis. O
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pode ser aplicado na forma de gas, como aliment@®mo uma forma dissolvida em agua. Os
principais efeitos do £ha aplicacao da fase pds-colheita sdo apreserdadaglir:

a) inativacdo de bactérias (ARCHEN e YOUSEF, 20RIM e YOUSEF, 2000;
SHARMA et al., 2002; XU, 1999);

b) inativacdo e prevencao de producdo de fungos@RAet al., 2002; PEREZ et al.,
1991);

c) destruicao de pesticidas e residuos quimicosg@i\al., 1996; HWANG et al., 2001);

d) inativacéo de aflatoxinas (INAN et al., 2007; MECIMEN e OZDEMIR, 2006);

e) controle de insetos na armazenagem (KELLS e2@D1; MENDEZ at al., 2002)
(Tabela 10).

Atualmente existem mais de 4000 plantas de ozofzaperando no mundo. Suas duas
principais aplicacdes sdo como desinfetante e amigante. Como desinfetante g @m sido
reconhecido como inativador de bactérias do grugifoome e outras bactérias presentes em
esgotos sanitarios. Também é eficaz contra protmmoéomoGiardia spp. ECryptosporidium
Spp no tratamento de agua (ZHOU; SMITH, 2001).

Efluentes que possuam cor, como o0s da industrixelidose e papel, podem ser
descolorados por 00s efluentes industriais sdo geralmente uma raistomplexa, composta
de diversas substéancias individuais, presentesnemampla faixa de concentragbes (de mg/L a
g/L), que precisam ser removidas. Os principai®zagpo Q no tratamento de aguas residuéarias
sao:

* a oxidacao parcial da parte refrataria ao tratémnbiologico, na maioria das vezes
aplicada com o objetivo de aumentar a biodegradacéao

* subsequente e a remocéao de cor.

A medida que o pH aumenta, a velocidade de decdgiimslo Q na agua também
aumenta. A oxidagcao de compostos organicos podesoaevido a uma combinacao de reacbes
com G molecular e reagdes com os radicais hidroxila foesgdMUNTER, 2001):

30;+OH+H < 20H+4 0O,

A velocidade de reacado do radical OH é muito magiéda que o @molecular (GLAZE
et al., 1987). Porem o aumento do pH ndo necessamia aumenta a taxa de destruicdo do
substrato pelo radical OH devido ao aumento detosfede inibicdo pela presenca de ions
carbonato e bicarbonato (GOGATE e PANDIT, 2004). @#hacima de 10,3 o ion carbonato
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predomina sobre o ion bicarbonato e a velocidadealgio do ©@com o ion carbonato é cerca
de 20 vezes maior que com o ion bicarbonato (GLAZ&., 1987).

Muitos estudos tém sido relatados sobre o efeit@gpe tem reduzido o nivel de AFLs
em produtos agricolas contaminados. MAEBA et d1988) tem confirmado a destruicdo e
descontaminacdo de AFE AFG com Q. AFB; e AFG sao sensiveis aoz;@ degrada com
1,1mg/L em 5 minutos em modelo experimenalé @sado para preservar a qualidade de frutas e
vegetais na pos colheita. FRAZIER e WESTHOFF (1@88)cluiram que durante o periodo de
armazenagem quando morango, framboesa, currant@ coketadas no ambiente colocando 2 a
3 ug/kg de Q.

O efeito bactericida do £xem sido estudado e documentado por uma variedade d
organismos, incluindo as bactérias Gram positivaram negativa bem como 0s esporos e
células vegetativas (FEMER; INGOIS, 1956; FOOGED]NIG85; ISHIZAKI et al., 1986;
RESTAINO, FRAMPTON et al., 1995). Restaino et d1995) reportaram que oz@estruiu
leveduragCandida albican® Zygosaccharomyces baciiesporogspergillus niger

Guzel-Seydim et al., (2004). Keels et al. (200Mendez et al., (2003) demonstraram a
eficacia do @no controle de pragas e insetos, para o armazetamemilho. A utilizacdo de
Os torna-se atraente pelo fato de descartar a needsside manipulagdo, armazenamento e
eliminacdo dos recipientes de produtos quimicopri@cipalmente, por ndo deixar residuos
toxicos, uma vez que o Unico produto da sua degéad@ o oxigénio ().

A maior vantagem do £torna um dos principais candidatos a atrair a amema
industria de alimentos. {2 um dos mais potentes sanizantes para esterdizégéactérias
laticas e &cidas em alimentos. O excesso do o&aido-decomposto rapidamente produzindo
oxigénio e assim nao resta residuo no alimento TMAITAKAHARA, 2006). G foi aprovado
para uso como desinfetante ou sanizante em alimentalimentos processados nos Estados
Unidos (USDA, 1997). Além de ser reconhecido comeguso para o tratamento de garrafas de
agua (“General Recognized As Safe”-GRAS) pela “Fand Drug Administration” americana,
ser utilizado efetivamente no tratamento da agua @aonsumo na Europa h&d mais de cem anos
e na industria de alimentos por décadas, o 0z6& deixa residuos toxicos nos alimentos,

capazes de alterarem o odor e 0 sabor dos mesO&RRES, 1996)
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Os

. — p armazenagem =
matriz exposicéo concentracao (dias) reducéo autores
(min) (ppm)
Prevencao de fungos
Figos 180; 30( 5; 1C - 72% contagem total de fungc Oztekin, Zorlugenc, Zurlugenc, 2C
Peras - 0.03 35 100%onilinia fruticola, Botrytis Palou et al., 2002
cinerea, Mucor piriformis, penicillium
expansun
Figos 7.5;15;30 13.8 - 75% contagem total e éisng Zorlugeng et al., 2008
Morangos 15 0,35 4 100% cinerea Pérez et al., 1999
Milho 3 50 - 63% the contamination levaspergillus Kells et al., 2001
parasiticus
Cevada 5 0.16 - 96% total fungi load Allen et 2003
Café 60 3.5 - 90% contagem total de fungos Nacionenal., 2008
Inativacdo de aflatoxinas
Piment: 7,5; 15; 30; 6 16; 33; 6t - 80% e 93% AFI; Inan; Pala; Doymaz, 20
Pistach 140; 42( 5;7;¢ - 24% AFLS; 23% AFI; Yesilcimen; Ozdemir, 20(
Amendoim 30 82 - 78% AFLs Dwarakanath et al., 1968
Amendoim 120 82 - 83% AFLs Dollear et al., 1968
Algodac 60 214 - 91% AFLs Dwarakanath et al., 19
Figos 30; 60; 180 13.8 - 48.77; 72.39 ;95.21% AFB Zorlugeng et al., 2008
Inativacdo do crescimento bacteriano
Queijo 15 60 70% coliformes Lanita; Silva, 2008
Figos 36C 1,0; 5,0; 7,0; 9, - 100% E.coli, B. cerel Akbas; Ozdemir, 20(
Figos 7.5;15 ;30 13.8 - 88t coli Zorlugeng et al., 2008
Pimenta 360 1,0 - 100% E.coli B.cereus Akbas; Oad&n08
Café 60 35 - 100% coliformes Nascimento, 2008
Controle de pragas de armazenagem
Milho 3 50 - 92-1009% ribolium castaneunsgitophilus Kells et al., 2001
zeamaisPlodia interpunctella
Milho 3 50 - 100¥Sitophilus zeamais Strait, 1998
Milho 23.76 ;64.19 50 - 95%. zeamais T. castaneum Rozado, 2008

Fonte: autoria propria
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2.7.7 Mecanismos de reacao

Ozonizacdo é um método de oxidagcdo, foi recentememgsenvolvido para
descontaminacdo de AFLs em alimentos (SAMARAJEEWAale 1990). Muitos métodos
fisicos e quimicos tais como o0 aquecimento do roimlas, tratamentos cony @u amonia tem
sido recomendado para descontaminacdo de alimpotodFLs (FARAG et al., 1996; XU,
1999; PRUDENTE; KING, 2002). A ozonizagcao envohasdmecanismos de reagao, o ataque
direto do ozbnio e o ataque através dos radicaisf@mMados na decomposicdo da. @A
ozonizacdo em pH &cido envolve apenas a reacativaetth Q com compostos organicos
insaturados. A capacidade oxidante dge@nuito menor que a do radical OH, cuja formacgéo é
favorecida em pH>10 (GOGATE; PANDIT, 2004). Portgrd pH béasico é mais eficiente que o
pH acido, devido a reacdo dos compostos organams tom oz6nio molecular quanto com
radicais oxidantes, incluindo o radical hidroxiGLAZE et al., 1987).

Reage através C8 e C9 dupla do anel de furano daaffvés ataque electrofilico,
provocando a formacdo de ozonides primarios segiedeearranjo de monozonides derivados,
como aldeidos, cetonas e acidos organicos (PROGI@R 2004).

A diferenca nas taxas de degradacdo entre| ARBB,, AFG; e AFG sugere uma
propensao do 9com a dupla ligacdo C8 - C9, que esta presentd\leBy e AFG, mas nao
AFB, e AFG. Como resultado da natureza do dipolo dp @ acordo com o postulado de
Creegie diz que 0 mecanismo para esta reacédo ped&ver um 1,3-ciclo adicdo de;@a dupla
C8-C9 de AFB e AFG (Figuta 17). Apds a formacdo do ozénide priméegte produto pode
reorganizar para derivado molozénide, produzindoa ugnande variedade de compostos
carbonilicos (aldeidos e cetonas) ou acidos org&rfBABLON et al., 1991).

Desde que nas ARBe AFG a faltam a dupla ligacdo, a reacéao inicial cogp@de

ocorrer em outra (menos reativas) parte na molécula
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Figura 17 - Mecanismo de degradacao da AleBm a adicdo de ozdnio

2.7.8 Método de quantificacdo do oz6nio

Conforme Di Matteo (1992), medicOes de concentmcieQ, tanto nofeed-gascomo
no off-gas em processo continuo, via método de absorcdo ¥ne ibdométrico, permitem
melhor controle operacional do sistema. O métodmriwétrico utilizado para a analise das
amostras é quantitativo, sujeito a poucas intenfead capaz de boa precisdo. A técnica utilizada
€ descrita pela APHA, 1980. O método iodométriap réais utilizado para a quantificacdo do
ozbnio na fase gasosa, e baseia-se na oxidacamndodeto pelo € que causa liberacdo de
iodo. O gas contendo ;& oxigénio passa pela solucdo de iodeto de potéseite reage

guantitativamente para produzir um mol de oxigérsica cada mol deO
;921 +HO0—1,+0O,+OH

O iodo liberado é entdo titulado com uma solucadrgmade tiossulfato de sédio e a

concentracao de4@ calculada. Esse método, muito empregado, utiliza solucao de iodeto de
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potassio (KI) que, ao reagir com @,Qdibera ions OH O pH elevado e a presenca de ions
hidroxila constituem fatores propicios para o mida decomposicdo dosQodendo interferir

na determinacdo da concentracao.

2.7.9 Legislacao

O Oz é seguro e vem sendo usado ha muitos anos noogdtiaiios e Europa onde a
legislacdo é extremamente rigida. FDA (Food andg®rAdministration) confere ao ;G
classificacdo "GRAS" (Generally Recognized as Saqfe) € o mais alto padrdo para seguranca
para os usuarios de um produto. A alta toxicidanldOglao ser humano torna extremamente
perigosa sua aspiracao direta. No Brasil, a paridai ANVISA Nr. 25/76 publicada no Diario

Oficial da Unido em 09/11/1977, regulamenta o us®4l

2.8 Anélise sensorial

A andlise sensorial € uma ciéncia interdisciplimaiqual se convidam avaliadores, que se
utilizam da complexa interacdo dos orgaos dosdmvisdo, gosto, tato e audicdo) para medir
as caracteristicas sensoriais e a aceitabilidasi@malutos alimenticios e muitos outros materiais
(WATTS et al., 1992).

O consumo de qualquer alimento esta relacionadsuas caracteristicas sensoriais, as
guais definem sua aceitabilidade pelos consumid@&MENESE et al., 2001). Os métodos
sensoriais sdo baseados nas respostas aos estiqudgsroduzem sensacoes cujas dimensdes
sdo: intensidade, extensdo, duracdo, qualidadezempou desprazer. Enquanto os estimulos
podem ser medidos por métodos fisicos e quimiseasacdes sdo medidas por processos
psicologicos (LANZILLOTTI, 1999). A analise sensaré uma importante ferramenta utilizada
para o desenvolvimento de novos produtos, reforgAolados produtos ja estabelecidos no
mercado, estudo de vida de prateleira, determindgéaliferencas e similaridades apresentadas
entre produtos concorrentes, identificacdo das emrtias dos consumidores por um
determinado produto, otimizacdo e melhoria da dadk (MEILGAARD, CIVILLE e CARR,
1999).
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Normalmente os atributos observados em um prodato rea ordem de aparéncia,
odor/aroma, consisténcia ou textura e sabor. Deveessiderar que no processo global de
percepcao os atributos sobrepbem-se uma vez quaes @&l impressfes surgem quase que
simultaneamente (MEILGAARD, CIVILLE e CARR, 1999).

A analise sensorial utiliza principios tracadosapeiéncia dos alimentos, fisiologia,
psicologia e estatistica, para que tenhamos resposietivas as propriedades dos alimentos,
percebidas através dos sentidos (PIGGOT, SIMPS®NLEIAMS, 1998). Os testes sensoriais,
0s quais utilizam os 6rgaos dos sentidos humano® ¢mstrumentos”, devem ser incluidos
como garantia de qualidade por ser uma medida dmk#nsional integrada, que possui
importantes vantagens, como por exemplo, deternaireteitacdo de um produto por parte dos
consumidores (CARDELLO e CARDELLO, 1998). Segundd WS, YLIMAKI e JEFFERY
(1992) ndo existe nenhum outro instrumento que gposproduzir ou substituir a resposta
humana e, portanto, a avaliacdo sensorial resulta fator essencial em qualquer estudo com
alimentos.

Para realizacdo de andlise sensorial, empreganifeendes métodos de avaliagéo,
visando determinar o perfil sensorial, a aceitagfoeferéncias acerca de um produto especifico.
Os métodos sensoriais podem ser divididos em tn@épog: métodos discriminativos
(comparacdo pareada, teste triangular, duo-triste tele ordenacdo, comparacdo multipla);
métodos descritivos de resposta objetiva (perfilsdeor, perfil de textura, analise descritiva
quantitativa - ADQ) (ABNT, 1994; PIGGOT, SIMPSONWEILLIAMS, 1998) e os métodos
afetivos, compreendendo um menor numero de tepteferéncia e aceitabilidade (ABNT,
1994). Na tabela 11 encontram-se, divididos poregmias, alguns dos métodos mais
tradicionalmente empregados em andlise sensofi@NE& e SIDEL, 1993).

Tabela 11 -Categorias de testes e exemplos de métodos usadwsilise sensorial.

Categoria Tipo de teste
Discriminativos Diferenca: comparacao pareada,tdaptriangular
Descritivos Andlise descritiva: Perfil livre, Angdi Descritiva Quantitativa
Afetivos Aceitacao-preferéncia: escala hedonica

Fonte: STONE; SIDEL, 1993
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Os métodos afetivos utilizam provadores ndo treigad sdo importantes porque
expressam a opinido do consumidor, mas necessitamnd grande nimero de provadores.
HOUGH et al., (2006) relataram uma técnica paranesiva do nimero minimo de provadores
em testes de consumidores considerando o errogadaiescala utilizada. Segundo STONE;
SIDEL (1993) para triagem inicial das amostras waliacdo preliminar da aceitagéo, a analise é
normalmente realizada em condi¢des laboratoriars 3@ a 50 provadores.

Os métodos discriminativos sdo de facil interp@acrequerem pouco tempo, sao
relativamente baratos e estabelecem a diferenddatjwva e/ou quantitativa entre as amostras
(STONE; SIDEL, 1993).

Métodos descritivos tém como objetivo caracteriaar propriedades sensoriais do
produto alimenticio, empregando um grupo de pesseamdas, e que descrevem qualitativa e
guantitativamente as amostras (MURRAY, DELAHUNTYABTER, 2001). A analise
descritiva quantitativa (ADQ) avalia a intensidaftes atributos sensoriais presentes no produto
através de uma escala que, via de regra, € unmaas@alestruturada de 9 cm ancorada em seus
extremos com palavras que indicam intensidade. AQADI desenvolvida por STONE et al.
(1974), da Tragon Corporation, EUA. Através dessétodp € possivel descrever e quantificar os
atributos associados ao produto (conforme aparérectanma, sabor e textura). A ADQ é
desenvolvida com base nas seguintes etapas: $ef@édo dos provadores; ii) desenvolvimento
da terminologia descritiva; iii) treinamento e gé@le dos provadores; iv) testes sensoriais finais;
e v) analise estatistica dos resultados.

Os principios essenciais da ADQ s&o: o uso de doyea selecionados e treinados
guiados por um lider; o uso de fichas descritivgkssario desenvolvidos pela equipe; o uso de
escalas nao estruturadas ancoradas nos extrenmostecmos que indicam a intensidade do
atributo que esta sendo avaliado; treinamentoiaid&b de padrbes para os extremos de escala,
repeticdo nas avaliacbes e o uso de andlise &stat(STONE ; SIDEL, 1993). A ADQ
apresenta como vantagens: a confianca no julgam@mtama equipe composta por 10-12
provadores treinados, ao invés de alguns poucosciediptas; desenvolvimento de uma
linguagem descritiva objetiva, mais proxima a liagem do consumidor; desenvolvimento
consensual da terminologia descritiva a ser utlbiza que implica em maior concordancia de
julgadores entre os provadores; e emprego de ¢épstipor todos os provadores em testes a
cega e os resultados estatisticamente analisad@N{; SIDEL, 1993; BEHRENS; SILVA,
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2000). Esta técnica de analise fornece descricoaditajivas e quantitativas de produtos,
baseadas nas percepcdes de individuos qualificaimsstitui-se numa descricdo sensorial
completa, levando em conta todas as sensacfedbigaxeuando o alimento é avaliado: visual,
auditiva, gustativa, olfativa e cinestética (STONEIDEL, 1992).

Em testes sensoriais descritivos existem cincoasapsincipais de divergéncias nas
respostas dos provadores: efeito de interpretagéprégo de diferentes termos ou combinacdes
de termos para a descricdo do produto); efeitokd (variacdo na avaliacdo da intensidade doa
tributo); efeito de faixa (tendéncia do provadartiéizar diferentes partes da escala); percepcéo
de diferentes estimulos e variacdo entre sessde® (P Product Research, 1998). Esses efeitos
podem ser minimizados pelo treinamento e detectaghoselecdo final dos provadores.

A andlise dos dados de ADQ permite, ainda, obserdgsmsempenho da equipe (STONE;
SIDEL, 1993). As principais causas de divergénciaeeprovadores (efeito interpretagédo, de
nivel, de faixa, percepcdo de diferentes estim@osariacdo entre sessfes) podem ser
minimizadas pelo treinamento e detectadas em setbzrovadores, permitindo retreinamento
da equipe se necessario.

A analise de variancia (ANOVA) € o método estatistinais apropriado para avaliar as
respostas da ADQ (NATALICIO, 2003; GOMES, 2003; BFON-GOMES et al., 2003).

2.9. Oxidacéo Lipidica

Os lipidios desempenham um importante papel norgsgeita a qualidade de certos
produtos alimentares, particularmente em relacdwr@wiedades organolépticas que os tornam
desejaveisd.g. flavor cor, textura). Sdo misturas de glicerideos (malotriglocerpideos) e
oxidaveis em diferentes graus (SILVA; MARSAIOLI, 99). Estes por sua vez, sdo formados
pela associacdo quimica entre o glicerol e moléulde acidos graxos (HOLCAPEK et al.,
2003) que por sua vez sdo classificados em sasimdosaturados (mono e polinsaturados),
dependendo do numero de duplas ligacbes em swduestguimica. Por outro lado, conferem
valor nutritivo aos alimentos, constituindo umatéde energia metabolica, de acidos graxos
essenciaise(.g. acidos linoleico, linolénico e araquidonico) e daminas lipossoliveise(g. A,

D, E e K) (St. ANGELO, 1996).
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Os acidos graxos insaturados sdo considerados osoraadas maiores causas de danos
nas propriedades sensoriais de alguns alimentosladés reacfes oxidativas que levam a
formacdo de hidroperoxidos. A rancidez oxidativap dos fatores criticos que afetam a
qgualidade do produto processado, ocorre em lipidios contém acidos graxos insaturados.
Esses podem sofrer oxidacdo, degradacdo e polagéazvia radicais livres, causando a
formacdo de aldeidos, cetonas, &cidos, alcodis drodarbonetos, responsaveis pelas
caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas@adas com a rancificacdo (HASENHUETTL
e WAN, 1992). Ocorre com maior facilidade em alitosncom certa quantidade de agua,
condi¢do que permite a hidrolise enzimatica e comacdo bacteriana. As enzimas envolvidas
sdo as lipases (fosfolipases e glicolipidiohidredds proprias do alimento ou de origem
bacteriana. O processo hidrolitico pode provocaa pmofunda modificacdo da fracao lipidica,
propiciando alteracdes sensoriais as vezes muitterges. No caso dos acidos graxos serem
volateis, como ocorre com o0 acido butirico, o ptodda rancidez manteiga, eles também
contribuem no sabor caracteristico de queijos (RINEDRONAT, 1989).

A oxidacdo é um fenbmeno espontéaneo e inevitavel, uma implicacdo direta no valor
comercial quer dos corpos graxos, quer de todgeatutos que a partir deles sdo formulados
(e.g. alimentos, cosméticos, medicamentos) (FERREIRA9L®ntre os fatores que afetam ou
catalisam a oxidacao dos lipidios, os mais imptetasao: presenca de insaturacdo nos acidos
graxos, luz, temperatura, presenca de antioxidantespro-oxidantes (como metais e clorofila),
enzimas, metaloproteinas, microrganismos e consligéarmazenamento (NAWAR, 1985).

As alteracdes nos 6leos e gorduras (animais e aiset dos produtos que 0s contém
devem-se, principalmente, a processos quimicos eraimaticos, podendo ser detectadas ou
percebidas sensorialmente, ainda em estagiosimi€s processos bioquimicos dependem da
umidade, da atividade enzimatica e da presencaicterganismos, enquanto que 0S processos
guimicos, chamados de autoxidacdo e de fotoxidam&mrrem com intervencdo de oxigénio
(FRANK et al., 1982).

A oxidacdo lipidica esta na origem do desenvolvimeso ranco, da producdo de
compostos responsaveis mpf flavorse off odors da reversédo e da ocorréncia de um elevado
numero de reacfes de polimerizacdo e de cisdotifpstde reacdes ndo sé diminui o tempo de
vida e o valor nutritivo dos produtos alimentaresmo podem gerar compostos nocivos

(MOTTRAN, 1998). Responsavel pelas mudancgas deacoma, sabor, valor nutritivo e textura
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dos alimentos, bem como a formagéo de produtadidips indesejaveis (CHAN et al., 1995). A
maior parte dos produtos de oxidacao lipidica,conatonaldeidos e 6xidos de colesterol, tém
despertado a atencdo da comunidade, devido a ss&v@lorelacdo com formacédo de cancer
(PEARSON et al., 1977; ADDIS, 1986). Quanto maiorqaantidade de acidos graxos
insaturados e o grau de insaturacdo destes acma®r a susceptibilidade ao ranco e,
consequentemente, menor sera o tempo de estoc&f@RREST et al., 1979; BOBBIO e
BOBBIO, 1989).

Torres (1988) relata que a partir da origem dosopeeroxidos ha a formacéao de produtos
secundarios como os aldeidos, cetonas, alcoodnsaei em condicdes drasticas, lactonas, sendo
de grande importancia para o desenvolvimento do cai@cteristico do ranco. O aldeido mais
citado como produto da oxidacdo lipidica € o mdtteido, que € um dialdeido com trés
carbonos, que é produzido durante a oxidacdo ddesagraxos polinsaturados (ARAUJO,
1995).

O malonaldeido € um dialdeido de trés carbonosigogrcarbonil nas posi¢des C-1 e C-
3. Pode ser encontrado em diversos alimentos,tantoe nos gordurosos, a sua concentragao €
dependente do grau de insaturacdo do &cido graxopresenca de metais, do pH e da
temperatura e duragdo de coccdo a que os mesmuvsrast submetidos (DAWSON &
GARTNER, 1983). E considerado o maior produto séétin da oxidacao lipidica, e, como um
aldeido bifuncional, € muito reativo, podendo iatgr através de ligagdes cruzadas com o DNA
e proteinas, promovendo aberracbes cromossomieahiedo da capacidade de sintese protéica
(PEARSON et al., 1983; ADDIS, 1986).

Existem poucas duvidas de que o malonaldeido, psascundario da oxidacao lipidica,
seja toxico as células vivas (ADDIS et al., 1983EARSON et al., 1983). O malonaldeido pode
ser formado “in vivo” ou pré-formado em alimentdsxistem estudo sugerindo que o
malonaldeido seja cancerigeno (SHAMBERRGER et 1874) e mutagénico (MUKAI e
GOLDSTEIN, 1976). Os produtos da oxidacgéo lipidicamo o malonaldeido e oOxidos de
colesterol ttm chamado a atencdo da comunidadgficelevido & sua provavel relagdo com a
formacédo de cancer (PEARSON et al., 1983; ADDIS6)9

Testes como indice de peroéxidos, acidos graxosdjwnisidina, Kreis, TBA (acido 2-
tiobarbitarico), valor Totox (valor total de oxidaw) e compostos volateis sdo utilizados no

controle de qualidade de Oleos, gorduras e prodgtes os contenham, por fornecerem
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informacdes valiosas e essenciais a respeito @alesixidativo, na predicdo da rancidez do
alimento analisado. (SQUIRES; VALDES; WU; LEESON91; BARRERA-ARELLANO,
1993; ADDIS, 1986; GOMEZ PINOL; DE LA TORRE-BORONAT989; CECCHI, 1999).

Torres (1997) desenvolveu um método que avaliatansfio da estabilidade lipidica
chamado o teste de TBA (acido 2-tiobarbitirico)TBARS (substancias reativas ao acido 2-
tiobarbitarico). Nesse método, o malonaldeido, wodpto de oxidacéo lipidica, apds ser obtido
por destilagdo, reage sob aguecimento com o ambarbitlrico, produzindo coloragéo résea
gue pode ser medida espectrofotometricamente e arang com a absorcdo da curva padrao.
Aratjo (1995) cita que este € um excelente métata petectar oxidacao lipidica. O teste é
expresso em miligramas de malonaldeido por quilandestra.

Essa técnica € bastante utilizada em laboratértosnondo inteiro. Ela vem sendo
frequentemente aperfeicoada, devido aos avancawldgicos em se obter dados mais
confidveis (TORRES, 1997) e fundamenta-se na foimage um composto de coloragéo
vermelha resultante da condensacdo de 2 molegdies &:tiobarbitirico com 1 mol de aldeido
malbnico ou de seus tautdmetros (originados naag&l dos lipidios) (TARLADGIS et al.,
1960).

O teste de TBA quantifica o malonaldeido (MDA), wus principais produtos de
decomposicdo dos hidroperdxidos de acidos graxiisgaiurados, formado durante o processo
oxidativo — o MDA é um dialdeido de trés carboremsn grupos carbonilas nos carbonos C-1 e
C-3 (ST ANGELO, 1996). E um teste altamente empigdcfoi sugerido primeiramente por
Patton, Keeney; Kurtz, em 1951, para leites e pozdulacteos (CECCHI, 1999;
MEHLENBACHER, 1960). A reacdo envolve o acido Ztdbitdrico com o malonaldeido,
produzindo um composto de cor vermelha, medido obxsggetometricamente a 532 nm de
comprimento de onda (de acordo com a metodologse eomprimento de onda pode variar,
situando-se ao redor de 500 a 550 nm). A formagéacothposto TBA-MDA, na proporgao de
2:1, é possivelmente iniciada pelo ataque nucleofilenvolvendo o carbono 5 do TBA e o
carbono 1 do MDA, seguido de desidratacdo e reapdlar subseqiente do composto
intermediario com uma segunda molécula de TBA, nopqc¢do de 1:16. A quantificacdo de
malonaldeido é feita a partir de curvas de caldwagpnstruidas com concentracdes conhecidas
de malonaldeido. Os padrdes mais freqientementeadts sdo 1,1,3,3-tetrametoxipropano

(TMP) e 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) que, nasdudes acidas do teste, sofrem hidrdlise,
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resultando na liberacdo do malonaldeido. Os rekdtasdo expressos em unidades de
absorbancia por unidade de massa de amostra owalor e TBA” ou “nimero de TBA”,
definidos como a massa, em mg, de malonaldeidckgate amostra (ST ANGELO, 1996)
(Figura 18).

H5. _N._ _0OH
T % -0 - o
i P + zL. CH, .‘ /\[
H
1 1] mr_t“H x, N o TOEEO
OH Malonaldeido
TBA U" U"

Cromogiénio

Figura 18 - Reacdo do teste acido 2-tiobarbitdrico e o malaidl) formando o composto

colorido, medido espectrofotometricamente a 532 nm.

Ao optar pelo teste de TBA, deve-se conhecer a osipgio em acidos graxos do
alimento em andlise, uma vez que o teste medeeas&d da oxidacdo de lipidios com trés ou
mais duplas ligacdes. Para sistemas mais compleusque estdo presentes misturas de
constituintes, a medida de TBA tem apenas sigaificqualitativo e comparativo (DAHLE;
HILL; HOLMAN, 1962), embora seja de grande utiliéada comparacdo de um unico material
em diferentes estagios de oxidacdo (NAWAR, 1996)s&do satisfatoriamente na avaliacdo dos
estagios iniciais de rancidez de banhas, gorduradees de soja, girassol eolza. Em
contrapartida, € um pobre indicador da oxidacamit& de varios 6leos de fritura (KIM;
MAENG, 1984). Apesar de ser reconhecido como mdbgitp oficial (AOAC, 2004),

atualmente ndo se recorre a avaliacdo de TBA eos dkegetais.
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EFFECT OF OZONE GAS ON BRAZIL NUT ( Bertholletia excelsaH.B.K.)
MYCOFLORA AND AFLATOXIN REDUCTION DURING STORAGE

3.1 Abstract

This work reports an evaluation of the ozone) @as influence during in-shell Brazil nut storage
on fungi load, aflatoxins (AFLs) degradation, lipakidation and the sensory attributes of
quality. Groups of in-shell Brazil nuts obtainearfr retail market were submitted to; Qas
atmosphere at different concentrations (10, 145 3ig/L) and stored for 180 days. Samples
were collected just after the gas exposure andye8@rdays during the storage period, for
mycological tests and analysed for, AFLs by HPLC-Hmd oxidation by 2-thiobarbituric acid -
TBA test and sensory evaluation by descriptive iuanalysis utilizing 18 trained panelists.
The Q treatment affected the mycoflora growth, lowerithgit total count and the moisture
content (mc) from 9.43 to 7.32 %. Thet@atment applied within 5 hours at concentratib81o
mg/L was able to successfully destroy nuts fungitamination (initial log cfu/g: 4,83) and the
Aspergillusspecies ofA. flavusand A. parasiticussince the day of application. On the other
hand, thosé\. flavusandA. parasiticusspecies were able to grow at 14 mg/t d@ncentration
up to and the 30day of storageAFLs presented total degradation in all samplepiteshe Q
treatments for all concentrations applied. Regardine toxigenic potential, the species of
Aspergillus(A. flavus, A. parasiticusandPenicillium citrinumwere able to produce AFLs and
citrinin, respectively, however only in the Cont®toup. As far as lipid oxidation (TBA test)
and sensory evaluation are concerned, no significhanges were obtained that could affect
their acceptability after the {reatments and time of storage utilized in the gmegxperiment.
In contrary, the Control Group had high MDA and I®sgores in the sensory evaluation
throughout the storage nuts. Fungi reduction jdisr astorage by applying Qwill certainly
reduce the possibility of further fungi proliferati and AFLs formation during long storage

period and so nut acceptability.

Keywords: in-shell Brazil nut, ozone, mycoflora, aflatoxistorage, lipid oxidation, sensory

evaluation.
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3.2 Introduction

Brazil nuts are the seeds Bertholletia excelsaH.B.K. trees that grow wild in the
Amazon rainflorest. They can reach up to 60 mdtetseight, take 12 years to bear fruits and
live up to 500 year$l). Harvesting of Brazil nuts, a major non-timber farpsoduct, not only
helps to preserve the Amazon rainforest but aleates an economy on which thousands of local
people depend up di@, 3, 4) Brazil nut is widely recognized as the cornerstspecies of the
Amazonian extractive economy, and is the only maé&onally traded nut collected almost
entirely from natural populations in mature forést6). AFLs contamination can be a potential
problem for Brazil nuty7). The occurrence of AFLs, produced by aflatoxigesti@ains of
Aspergillusspecies such affavus in Brazil nuts has been reported in some stu(Bes3, 9,
10,11)and s@A. nomiug12, 13)

Moulds can growth either on the shell and iaeside nuts when shells are cracked or
througth the opercule. AFLs have been detectecherstirface of shelled nuts and/or inside of
cracked, or brown spotted in-shell n(®, 14).Recently it was found that the main AFLs site is
in between shell and the nut p€Eb. Several environmental factors are known to infeesfungi
growth and AFL production, being temperature arldtiree humidity (RH) the most critical.
Studies performed on hazelnuts and pistachios stegj¢hat optimum temperature and RH for
AFLs production are 25 to 30 °C and 97 to 99%, eesypely (16). In a study carried out by
Arrus et al.,(2) in Brazil nuts, the authors reported that the ropti conditions forA. flavus
growth were moisture content (mc) of 8.6 % and watdivity (g,) of 0.91, at RH of 97% and
30°C. They reported also the limiting mc anglaf 4.5 and 0.68, and, 5.0 and 0.75 for shelled
and in-shell nuts fungi growth at those same teatpeg and time, respectively. The Codex
Alimentarium Commission (CAC) consider mc below theaximum limit accepted for
international trade of 13+2% and thg<a0.70 safe for toxigenic fungi growth7).

Brazil nuts have been exported mainly to Canddnited States and the European
countries, since 1950. More recently, there havenb#gemands to Eastern countries such as
Australia, China, Hong Kong, Japan and Vietnam. e\mv, since 1998 a reduction of Brazil
nuts export has been detected, affected espetigliyhe European Union (EU) that regulated
nuts total AFLs limit down to 41g/kg and for AFB only 2 ug/kg (18). Recently, the EU import

zero Brazil nut from Brazil19). Moreover, since temperature and RH are impoffestors for
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AFLs production, it is of interest to evaluate #féect of these parameters on AFLs production
during storage of Brazil nufg, 6). Apart from AFLs, lipid oxidation may also reduds quality.

Physical and chemical methods such as micrewaaating or treatments with ozong)O
or ammonia have been recommended for fungal déistinu&FLs detoxification of contaminated
food (20, 21, 22, 23)Ozonation, an oxidation method by,has recently been studied for
detoxification of AFLs in food€24). Os, or triatomic oxygen, is a powerful disinfectamda
oxidizing agent(25). As a disinfectant, ©is 1.5 times stronger than chlorine and is effectiv
over a much wider spectrum of microrganisf®$, 26) It reacts across the 8, 9 double bond of
the furan ring of AFLs through electrophilic attadausing the formation of primary ozonides
followed by rearrangement into monozonide derivegiguch as aldehydes, ketones and organic
acids(27). That reaction resultes in decrease of AFL conceatraover time(25). As far as
fungi growth and ©@ atmosphere modified application are concerned asudiave been
developed, in dried figE7), barley(28), pistachio (29) among other foods. The attraciisigect
of Ozis that it decomposes rapidly (half-life of 20-5hjrto molecular oxygen without leaving
a residug30).

One of the important usages of i@ agriculture is the post harvest treatment opesr It
can be applied to food as a gas or as a dissolwed in water. The main purposes of O
application at the postharvest stage are as follomectivation of bacterial growtii21, 31)
prevention of fungal decai82, 33)destruction of pesticides and chemical resid@ds 35)and
control of storage pes{80, 36).0ztekin et al(37) reported reduction of microorganism counts
on dried figs at a minimum of three hours treatmant mg/L of Q, decreasing the total
yeast/mould counts of 72%. In postharvest of steanh Pérez, et a{33) observed fungal decay
after 4 days of storage under ozonation. Lanitadm8ilva (38) utilized @for controlling fungi
in Parmesan cheese maturation. After 60 days ofipation it reduced the total fungi count
from 10 to 3.7 cfu/plate (15 min exposition). Inrea product (barley), treated withs @r 5
minutes of ozonation (0.16mg/L ofsDobserved inactivation of 96% of fungi spor@&s).
Yesilcimen and Muraf29) studied pistachio exposure tg (3.0, 7.0 and 9.0 mg/L of {for
140 and 420 minutes and found that ARBd total AFLs were reduced by 23 and 24 % at 9
mg/L for 420 min, respectively. (29 mg/L) also was effective to reduce or elimenat-L
from cottonseed and peanut mdgaB, 39) Five mg/L of Q inhibited the surface growth,

sporulation and mycotoxin production of cultures Adpergillus flavusLink and Fusarium
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moniliforme Sheldon(40). Several research studies have been undertakeslicate the effects
of Oz gas in reducing AFLs levels in contaminated agtical products. Maeba et §41) have
confirmed the destruction and detoxification of AREd AFG with O;. AFB; and AFG were
sensitive to @and was degraded with 1.1 mg/L o @ 5 min in model experiments. In the
study with red pepper, the reductions of conterileB, in flaked and chopped red peppers were
80 and 93% after exposures to 33 and 66 mg/lfo©60 min, respectively4?2). Olmez, et al.
(43), used Qto preserve the quality of fresh-cut green ledalitst after harvest and determined
an optimum ozonization condition of 2 mg/L. Frazaed Westhof{44) reported that the storage
period can be doubled when strawberry, raspbeuaryant and apples are held in an environment
including 2—3 mg/L of @

Considering that in-shell Brazil nuts forpext (a) have been rejected by the EU due to
AFL contamination, (b) fungi deterioration is fourmbstly on the nut shell cracked parts and in
the microclimate between the shell and the peelfuodi can growth during shipping under
favorable UR and T°C conditions, (d} @as been utilized in different food commodities and
sensory efficiency on fungi destruction and AFLgrdelation. A work was carried out to study
the influence of @ controlled atmosphere during in-shell Brazil nubrage and its best
concentration on fungi load reduction, possible ARdiegradation/reduction as well as the
consumer acceptance of the t€ated and stored nuts by checking lipid oxidatod sensory

evaluation.

3.3 Materials and Methods

Material

Sample.dry (processed) in-shell Brazil nuts (14 Kg) withfial AFLs (AFB;, AFB,, AFG; and
AFGy,) of 11.58ug/kg obtained in the retail market. Total fungi now.83 log cfu/g and 9.43%
and mc.

Storage.(a) seven vertical silos, build with vinyl polychloadPVC) tubes with the following
dimensions 80 x 15 x 0.2 cm for height, diametet adth; containing an upper lid and two
apertures (top and lower part of the silos) for glencollection and @application, respectively;

(b) ozone generator (Megazong) thermometer and hygrometer (CE) (Figure 1).
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lodinemetrical Analysispotassium iodine, sulphuric acid and sodium thiasel(Vetec). Starch
indicator (Synth).

Mycology Tests(a) culture media: malt extract agar — MEA (Himedia¥pergillus flavusand
parasiticus agar — AFPA (Fluka) and peptone agar (Himedid);, tween 80 (CRQ);(c)
equipment and apparatus: automatic pipette 100L8AAuI tips (Digipet); autoclave (Phoenix);
oven (Fanen); microscope (PZO); incubator set a2Z2@ (Dist); analytical scale (Mettler);
semi-analytical (CAB); microscope stereoscope &gk Jena); colonies counter (Phoenix).
mc. microbiological oven (Fanen); analytical scale {tlée); semi-analytical (CAB) an industrial
Brazil nut cracker provided by CIEX ( Manaus, AM).

AFL Analysis. (a) AFL standards: B B,, G; and G (Sigma); (b) chemicals: methanol,
acetonitrile, benzene, toluene (Carlo Erba). Ultrepwater (MilliQ system, Millipore)(c) liquid
chromatograph: injector Rheodine (loop uBQ with isocratic pump 305 (Gilson) and
fluorescence detector model fluorimeter 121 (Gijsc@olumn C18 length 15cm, diameter
4.6mm, particle size 5um (Phenomenex).

Lipid Peroxidation. 2-thiobarbituric acid (TBA), trichloroacetic (TCA) Butylated
hydroxytoluene (BHT), ethanol, analytical scale (&), homogenizer (IKA T 25 — Ultra
Turrax), water bath (Quimis — Dubnoff Q226D), speghotometer (Hitachi).

Sensory Evaluationin-shell and shelled Brazil nuts (ca. 8g each) femnh storage time ang O
treatments Groups (C, I, Il and 1l1), plastic c§p® x 45 mm, id and height, respectively), spring
water. A group of 18 panelists.

Methods

Sample Preparation for @Application. in-shell Brazil nuts previously analysed for futhgad,
mc and AFLs contamination were aseptically weigtited portions of 2 kg to be added into
each silo for the @treatment.

Preparation of the Storage Siloshey were filled with the nuts (2 kg) and had thpper part
with the lid tightly closed. Silos were dividedad Groups for @application: Group C (Control
= no G application), Group | (@conc. = 10mg/L), Group Il (€conc. = 14 mg/L) and Group Il
(O3 conc. = 31.5 mg/L) (Figure 1 and 2). Each treatmeas$ carried out in duplicate (n =2)
except for Group C. Note: the silos (total = 7) evepreviously cleaned with sulphite

hypochloride, rinsed with distilled water to remdtie excess of humidity and dried.
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Ozone Application.after closing the upper part of the siloss §as was applied through the
lower lateral aperture by means of a compressepuanp to get the following concentration in
each silo: 10, 14 e 31.5 mg/L, with 1, 3 and 5 bafrexposure time, (n=2) for silo 1, 2 and 3,
respectively. Those concentration were checkedbinemetrical analysis. A portion of Brazil
nut was taken for mycoflora and mc analysis jusrdfeatment.

lodinemetrical Method.O3; concentration rechecked in each silo was meadweiration. The
gas was bobbled into a potassium iodide solutiOnnfk), acidified with 2.5 ml of sulfuric acid
1N (pH below 2.0). The solution was then titratathvgodium thiosulfate 0.005 N using a starch
solution as the indicat@é5).

Storage.silos with the @ atmosphere and Control (just air) in-shell Bramit were placed in a
room with the following dimensions of 3.25 x 6.8m (height, length, width, respectively) that
had the temperature and RH monitored for 6 montinguMay to October (180 days). Data on
rain precipitation out door during that period wasvide by the Santa Catarina State Company
of Agriculture Research and Extension (EPAGRI/SiCated in Florianopolis, SC, Brazil.
Sample Collection for Analysisindividual 200 g portions of Brazil nuts were aseglty
collected from each silo for the mycological anayas well as for, mc, AFLs, lipid oxidation
and sensory evaluation, at Day one and every 38.d&yat was carried out from the top silo
aperture. Nuts, after being shelled, were thenmgcand weighed for each analysis. Silos were
rechecked @concentration for the each time of sample collect®amples collected for analysis
were made in duplicate. See figure 2 for the floarthf the whole @experiment.

Mycology Testsfor total fungi count the method used was of Rd &ocking(46) by applying
serial dilutions (18 to 10% on to the surface of MEA media. For fungi toxiity (AFLs) the
method was of Machida and Sai@#7). The identification of fungi in genus and speciess
carried out according to the keys of Samsom e{48), The strains aflatoxigenicity was checked
utilizing the AFPA by Pitt et al49).

mc. by gravimetry(50).

RH and Temperature.they were monitored daily utilizing hygrometer atitermometer,
respectively. In parallel data on relative humidiand temperature was obtained from
EPAGRI/SC from May to October in the year 2008.

AFLs Analysis. by high performance liquid chromatography with oflescence-detection
HPLC/FD at 330 (ex.) and 460 (em.) nm, LOD 0.2%80.0.25 and 0.0@.g/kg e LOQ 0.50;
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0.17; 0.50 and 0.1pg/kg, for AFB,, AFB,, AFG, and AFG respectively(51). mobile fase
water:MeOH:ACN (60:15:15), ex. 330, em 460.

Lipid Peroxidation. TBA method (52). It was used 2 g of the edible Brazil nuts part,
homogenized together with aqueous solution of T@fer filtration, extract was mixed with
TBA solution (20 mmol/L) in stoppered test tubdwttwere then immersed in water bath. After
cooling, MDA was measured at 532 nm. The resulteweapressed as mg of MDA equivalents
per kg of nut sample using a molar extinction dogffit of 1.56 x 18M™ cm™* for MDA. The
method LOD was 0.37 ppm.

Sensory Evaluationdescriptive quantitative analysis (DQA) by Stomal &idel (53), it was
conducted using a team of 18 trained (specificllyBrazil nut taste) panelists during four
sessions (n=4). Nuts were peeled and served at temperature in plastic cups that received a
three-digits random code number and randomizedr asti@resentation. At each session the
panelists were encouraged to use associative agditie® terms to describe impressions
perceived, for each reference nut sample. Wasaisedionic scale of 5 points (1 for dislike very
much, 2 for dislike, 3 for neither like nor disliké for like and 5 for like very much). The
sensory attributes of Brazil nuts which was analyskell appearance, nut appearance, strange
odor, roasted flavor, rancidity and firmness. Nof&e panelists were trained on the use of
hedonic scale and what they need to consider dtinmgvaluation.

Statistical Analysisthe results were expressed as the mean valuestamthrd errors. Statistical
analysis was performed by analysis of variance (MRPand included the Turkey's test to

evaluate significant differences among the meag<(p5).
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Figure 2 - Flowchart of the in-shell Brazil nuts storage und®ratmosphere study (*after
shelling the weigth reduced to c.a. 80 g of edialg).
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3.4 Results and Discussion

From the data obtained on the stored Brazil Q4ttreated mycoflora, AFLs, lipids, sensory
attributes and environmental conditions, it wassgue to observe a direct correlation regarding
the gas treatment effect on the fungi load and A#&&gradation. On the other hand, that gas
atmosphere effect was not able to deeply influghedipid oxidation and the sensory attributes
of nut quality under the experiment conditions dtespf the Q concentration used.

Effect of the G; Concentrations and Storage Time on the In-shell Bxzil Nut Mycoflora
and Moisture Content During Storage

The total fungi load, aflatoxigenic speciesAdpergillus AFLs and mc variation during the
storage of in-shell Brazil nuts under @mosphere at different concentrations are shown in
Table 1. There was a clear reduction on the totad)if count, AFLs and mc when compared to
the Control Group, however that was dependent upenG concentration used and time of
storage.

Total Fungi LoadAs expected, the in-shell Brazil nuts ozonatiorvgebto be effective on the
fungi/spores destruction during the period of sjeraA reduction of total fungi count was
registered since the first day aftes @pplication in all treated nut Groups. Howevere th
complete destruction of fungi (no growth: ng) wasaghed at different stages of storage
depending on the gasncentration applied. Total fungi destruction tetdrat the first day when
the highest @concentration was applied (31.5 mg/L) and afted&@s of storage, whenz;Was
at 14.0 and 10 mg/L. Thus no fungi growth was ttegesl in all Q treated nut Groups after a
month of storage up to the end of the six montbnfthe original (untreated nuts) total fungi
load of 4.83 log cfu (Control), it went at Day Ookthe G treated nuts down to 3amd 3.3 log
cfu/g for Groups | (@ 10.0 mg/L) and 1l (@ 14.0 mg/L), respectively, and no fungi growth was
detected in the nuts treated with the highestc@centration (Group 1l — £ 31.5 mg/L).
Different of, the nuts of Control Group that kepetfungi load somewhat stable with a slight
increase during the whole period of storage iremfDay Zero/One: 4.83 to Day 180: 4.91 log
cfu/g. Similar happened to those nuts when analgfted being shelled however is a lower level
(Day One: 2.54 to Day180: 2.68g cfu/g — Control Group) which was expected aes edible

part was protected by the shell.
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Some work have reported the effect of ozonatioriood and nuts and they have similar
findings for fungi load reduction as obtained ie firesent experiments, however applying lower
O3 concentrations. We utilized higher ©@oncentrations due to the fact that our aim wasemo
than just fungi disinfection. We wanted AFLs degtaoh too (to be discussed in the next
Session) and for that purpose the d@ncentration should be higher. Zhao and Crangidi
studied the effect of ©on black pepper, at a lower gas concentrationn(@/lZ) than in our
study. The authors reported fungi load reducti@mfr7 to 4 log cfu/g. In another study carried
out in dried fig(37), Os reduced the total fungi load from initial 1.461®0, 0.57 and 0.40 log
cfu/g using Q at 1, 5 to 10 mg/L, respectively. A work carriedt oan Brazil nut, however
treating the nuts with aqueous $»lutions (0, 1, 10 and 20mg/L) authors showed tthey were
effective to fungi control reaching an inactivati@te of 100% foA. parasiticusand 96% folA.
flavus (55).

Moisture Content, RH, T°C and Rain Precipiatidduring the nuts storage of the 3 silos
Groups with @, nuts reduced their mc from initial 9.4% i.e.,gorto G; treatments, to ca. 7%
corresponding to 22% of total mc loss at the emddhstorage period. The mc reduction per
Group during the nuts storage was: from 9.4% (atéc Group Control) — Day Zero to 7.4
(21.8%), 7.4 (22.1%) and 7.32 (22.3%) foy t@ated nuts of Groups I, Il and lllI; respectivaty
the end of storage (Table 1). That may have ocdultee to the @atmosphere concentration
adjustment each 30 days at sample collection ottaltiee environment low RH (min 75.8; max
85.3%). The loss of moisture can lead to an unfaber environment for fungi growth.
According to Pacheco and Scussel, (2007b), mc thrbe considered safe up to 8%, fungi
growth wise. That reduction in mc also occurredpaganut treated with £ down to 12%
(Dollear et al., 1968). The rain precipitation,vesll as other environmental conditions such as
temperature and RH data (Figure 3) that are coresidiactors to influence fungal growth and
AFL formation were monitored in and out doors dgrihe storage periodRain precipitation:
the experiment started in May, and up to Junepeagipitation was of 80 mm (average), it went
down to 10 mm in July and then increased agairchiag 300 mm in OctobeRH: throughout
the storage period was some what low between & 15%. Temperature the temperature
average was from 16.6 to 20.6°C which was not agdtifor fungi proliferation (seasons

throughout the experiment in Southern Brazil: autuminter and spring - dry seasons). That is
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one of the reasons for the Control Group fungi aomihation to remain similar during the whole
experiment.

Aflatoxigenic Species of AspergilluRegarding the isolation of aflatoxigenic species of
Aspergillus(A. flavusandA. Parasiticu$ in the Brazil nuts just after thes@eatments (Group |,

I, 111), only the the highest ©concentration treated nuts (Group Il - 31,5mgdig not allow
them to growth since Day one after the gas appdicatThe same occurred to the Groups of
lower O; concentrations, however after 30 days of stor@gethe other hand, the Control Group
had those species being detected on the nuts thwatighe whole storage period. Similar
happened when Mason et @0) applied Q (5 mg/L) in cultures oA. flavusLink andFusarium
moniliformeSheldon. It inhibited the growth, sporulation angcotoxin production. Kells et al.
(30) studied the efficacy of £as a fumigant to desinfest stored maize (50 mglpart from
insects, it reduced by 63% the contamination levél. parasiticuson the kernels. Important to
emphasize that the speci@snomiuswas not detected in the present experiments eitherto
the fact that after nut dehydration fungi were aBa&d by the heating temperature or because the
AFPA media does not give a clear response ie., embtancing the characteristic of that
Aspergillusspecies.

Other Fungi:Apart from theA. flavus,andA. parasiticusthat were isolated on AFPA media,
other fungi genera and species were also isoldtering MEA media. The more often isolated
ones from the untreated nuts (Control Group) dutimg storage werécremonium sp; A.
ochraceus Cladosporium sp.; P. corylophium and Rhizopus fgiowed by A niger; A.
parasiticus;A. versicolor and P. crustosu(@able 2). Regarding the toxigenic potential aish
fungi isolated,Aspergillus (A. flavus; A. parasiticysand Penicillium citrinum were able to
produce AFLs and citrinin (CTR), respectively, omtythe Control Group. These fungi were
found from the beginning until the end of storagel€ 1. They did not have an accentuated
growth though, due to the mild (RH 80.5%; &% environmental conditions of the storage and
inside the silo being tightly closed apart from keer nut mc. Important to emphasize that after
O3 treatment nuts from Groups | and Il at Day Onié giresented the following fungi strains
showing to be more resistant to that gas: flavus, A. parasiticus, P. penicilioides,
Byssochlamys, Cladosporium P. corylophium, P casdn, P. naugioviense, P variabile and
Rhizopus sp., P viridicatunbespite of the fact that Brazil nuts have a harteioghell on

(protects the edible part), since their collectiwnen they drop from the trees (50-60m high),



126

transport, storage and nut handling during comrakzaition; cracks can happen becoming an
entrance for moisture and fungi spores. Thus, afigungal proliferation and toxin formation,
which need to be taken into account and try toraséhods for control, such as the use gf O
Previous studies have shown that as long as mepsdelow 10-11%, Brazil nuts can be stored
safely(10).
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Table 1 -Total fungi countAspergillusaflatoxigenic species, moisture content and evianaFLs levels in-shell and after shelling

Brazil nut stored under ozone treatment.

storage Brazil nut
fungi mc/loss (%) AFLs (ug/kg)? - (in-shell/after shelling)
O3 treatment i i i
days 3 total count (log cfulg) Asperglllgseacfilséomgemc
o ~er p ~or in-shell after shelling SAFLs AFB, AFG, AFB, AFG,
group gy Mshell eling in-shell shelling
1 c o 4.83 254 A flavus. ng 9.43 (NA) 5.14 (NA) 11.58/6.61 3.48/1.16 3.57/1.89 2.21/2.02 2.32/1.74
’ ’ A. parasiticu ’ : ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
I 10 35 ng 2- flavus, ng 7.72 (6.61) 3.97 (6.25) 3.01/ND 3.01 ND ND ND
. paraS|t|cu
I 14 33 ng 2' flavus, ng 7.71 (7.58) 3.96 (6.89) ND ND ND ND ND
. paraS|t|cu
Il 315 ng ng ng ng 7.68 (8.56) 3.95 (7.52) ND ND ND ND ND
30 c 0 4.84 257 A flavus. ng 9.57 (NA 5.28 (NA 12.06/8.01 3.60/1.37 3.78/2.73 2.23/2.05 2.36/1.86
. 57 parasticy 57 (NA) 28 (NA) .06/8. 69/1. 7812 2302 36/1.
[ 10 ng ng ng ng 7671022  3.958.04 ND ND ND ND ND
I 14 ng ng ng ng 7.6610.60  3.94 8.67 ND ND ND ND ND
Il 31.E ng ng ng ng 7641174  3.930.29 ND ND ND ND ND
60 c 0 4.86 2.60 ﬁ' :)Ig\::ssificu ng 9.63 (NA) 5.32 (NA) 12.24/7.95 3.83/1.16 3.82/2.83 2.22/2.08 2.37/1.88
[ 10 ng ng ng ng 7.63 (1165  3.93(9.03 ND ND ND ND ND
I 14 ng ng ng ng 7.61(125¢  3.90 (9.65 ND ND ND ND ND
Il 31.E ng ng ng ng 758 (1334 3.88 (10.2¢ ND ND ND ND ND
90 c 0 4.88 2.62 ﬁ' :)Ig\::ssificu ng 9.84 (NA) 5.46 (NA) 12.34/8.03 3.86/1.14 3.86/2.86 2.25/2.10 2.37/1.93
[ 10 ng ng ng ng 7.56 (1465 3.87 (11.3¢ ND ND ND ND ND
I 14 ng ng ng ng 7.54 (15.75)  3.87 (12.29) ND ND ND ND ND
Ih 315 ng ng ng ng 7.51(16.11)  3.60 (12.50) ND ND ND ND ND
120 A. flavus, ng
c 0 4.89 265 o : 9.89 (NA) 5.51 (NA) 12.49/8.08 3.94/1.14 3.88/2.88 2.27/2.11 2.40/1.95
. paraS|t|cu
[ 10 ng ng ng ng 7.47 (16.15)  3.85(12.23) ND ND ND ND ND
I 14 ng ng ng ng 7.43(17.78)  3.84 (13.14) ND ND ND ND ND
1T 31.E ng ng ng ng 7.41(17.9¢  3.82(13.34 ND ND ND ND ND
180 A. flavus ng
c 0 4.91 269 » 9.93 (NA) 5.63 (NA) 12.55/8.17 3.95/1.13 3.90/2.91 2.28/2.17 2.42/1.96
. paraS|t|cu
[ 10 ng ng ng ng 7.37(18.82)  3.80 (12.99) ND ND ND ND ND
I 14 ng ng ng ng 7.35(19.89)  3.78 (13.79) ND ND ND ND ND
1l 315 ng ng ng ng 7.32(19.89)  3.76 (14.19) ND ND ND ND ND

anuts were evaluated for fungi whole (in-shell +téelipart) and after shelling (only edible part)t;iGroups® C = control (no @treatment); | (@conc. = 10mg/L), Il (@conc. = 14 mg/L) and Il (©
conc. = 31.5 mg/L); NT = not treatment ; NA = ngbgable; ng = no growth; mc = moisture conteoatal fungi load initial = 6.9x1% initial mc= 9.43%/ ND = not detectetk concentration AFLs
ug/Kg in duplicate; LOD 0.25; 0.08; 0.25 and Opifkg e LOQ 0.50; 0.17; 0.50 and 0{ig/kg, to AFB, AFB,, AFG, and AFG respectively? AFB;+AFG,+AFB,+AFG,.
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Table 2 -Fungi development on in-shell Brazil nuts treaéedifferent ozoneoncentrations and time of exposure during storage

fungi

storage time of in-shell Brazil nut G treated

day 1 day 30 day 60 day 90 day 120 day 180
groups Ctl | 1 11 Ctl | Il 11 Ctl | 1 11 Ctl | 1 11 Ctl 1 1 111 Ctl 1 1l
Acremonium sp g g ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng
Aspergillus. candidugd.ink g g ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng
A. flavus 9 g 9 ng 9 ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng ¢] ng ng ng ¢] ng ng ng
A niger 9 g ng ng 9 ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng ¢] ng ng ng ¢] ng ng ng
A. ochraceusVilhem g g ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng
A. parasiticus g g g ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng
A. penicillioidesSpeg g g g ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng
A. tamari 9 g ng ng 9 ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng ¢] ng ng ng ¢] ng ng ng
A. versicolor g g ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng
A .ustusThom & Church g g g ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng
A.wentii 9 g ng ng 9 ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng ¢] ng ng ng ¢] ng ng ng
Byssochlamys fulva g g g ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng
B. niveaWestling g g ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng
Cladosporium sp. g g g ng [s} ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng
Mucor sp ¢] 9 ng ng ¢] ng ng ng ) 9 ng ng ) ng ng ng ¢} ng ng ng 9 ng ng ng
Penicillium. citrinum g g ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng
P. corylophium g g g ng [s} ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng
P. crustosumThom [s} g [s} ng [s} ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng
P. nalgioviensd_axa [s} g [s} ng [s} ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng
P. variabileSopp g g g ng g ng ng ng g g ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng
Rhizopus sp ¢] 9 ¢] ng ¢] ng ng ng 9 ng ng ng ) ng ng ng ¢} ng ng ng 9 ng ng ng
P. viriticatum [s} g [s} ng [s} ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng
Syncephalastiim g ¢ ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng g ng ng ng

nuts Groups: Ctl = control (nos@pplication); Group | (&conc. = 10mg/L),Group Il (§conc. = 14 mg/L) and Group Il g@onc. = 31.5 mg/L);

g = growth; ng = no growth
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Effect of the G Concentrations and Storage Time on the In-shell Exzil Nut Natural AFL
Contamination

In contrary of the nuts Control Group, a redmeton the AFL levels was detected throughout
the whole storage period of the in-shell Brazilsn@; treated (Table 1). Just after the O
treatments, either at gas concentrations of 10r131.5 mg/L, the Brazil nuts did not present
contamination by AFLs — up to the method LOQ (0.86@;7; 0.50 and 0.1jdg/kg, for AFB;,
AFB,, AFG; and AFG, respectively). Although the three concentrationpliad were able to
degrade the toxins, some AFLs were still detecied 3.01 pg/kg (74% reduction) at the lower
O3 concentration (10 mg/L) the toxins was able todially degradated after 30 days. As far as
the storage period and the AFL degradation areesoed, all the groups did not present any
AFLs contamination after one month of storage tghmut the whole period. As expected, in the
Control Group the nuts AFL level remained or slighihcreased from the beginning to the end
of storage (11.58 to 12.55 pg/kg, respectively)atThould be explain by the controlled
experiment environment and storage conditions agdplihe fact that other AFLs were detected,
i.e., AFB and AFG in the Control Group, it is probably because thes meere obtained in the
retail market of Southern Brazil and not in the A&m@ region, thus exposed to different fungi
spores through manipulation and or different emmments, tropical to temperate climate,
respectively. Although studies on €ffect have been published on fungi in dried #(iigs, red
and black peppers), cereal (rice, corn) and nutaghios, peanuts), only a few are on AFLs
degradation(23, 29, 39,42)A reduction on the AFBcontentvas observed by Inan et é.2) on
red pepper ozonated at three concentrations (16&@81g/L) and exposure times (7.5, 15, 30,
60 min). They found toxin reduction reduction of &@d 93% after exposure to 33 and 66 mg/L
O3 for 60 min, respectively. For pistachios expotediaseous atmosphere at 5.0, 7.0 and 9.0
mg/L concentrations, AFRBand total AFLs reduced (95%) at the highest commagan
(9.0mg/L) (29). Cottonseed and peanut meal when exposure 3{0ABB; and AFG were
destroyed. Authors reported thagd 25 mg/L reduced AFLs in both meal. Cottonseedlrad
91% of the total AFLs reduced (214 to 20 ppb) aednut meal, 78% of AFL destroyed in 1 h,
(82 to 18 ppb). In both studies, AFBvas totally inactivated22) Prudente and Kind39)
determined the efficacy and safety of ozonatiorraldigg AFL in corn. @reduced AFL levels
by 92% and no reversion to the parent compoundokasrved. In the present study with in-

shell Brazil nuts, the AFL reduction at Day One idr mg/L Q concentration was 74% and
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100% reduction occurred only after 30 days throughbe rest of period of storage. For the
other Q concentrations used, a total AFLs degradation medu

Environmental Conditions During Stored of In-shdl Brazil Nut O 3 Treated

The environmental conditions of temperature esldtive humidity (RH) during the period
(May to October) of the in-shell Brazil nut storageSouthern Brazil were rather mild with
average temperature of 20°C (min 16.6 and max £).@hd RH of 80% (min 75.8 and max
85.3%). Those conditions in the present experimigether with other factors related (silos
tightly closed, low mc) reduced the possibilityfahgi growth and AFLs formation, as well as
rancidity development, when compared to optimaldaoons of 30°C, RH 80-85%6) and mc >
8% (4). In this study it was observed that the Controbr did not show high fungi growth
during the six months of storage. That can be ex@thby the environmental conditions present
throughout the whole period, which were not adegeaough for fungi growth. Thus remaining
a constant total number of fungi, during storagemf4.83 to 4.91 log cfu/g at the end of storage.
The environmental conditions are very importamnicsithe collection of Brazil nuts in the forest
until reaching the stores for sale to consumers.Wwork carried out by Pacheco and ScugkBl
the authors reported that in the Brazil nut cotletethe Amazon forest from April to May, had
much higher rain precipitation index rather avesagk496.2 and 440.3 mm, in 2006 and 2007,
respectively. The RH outdoors of the factory, thiéhars reported to vary from 80 to 96% for
April and 80 to 93% for May in 2006, with average8.6% for both months. In contrary, the
storage conditions, in this study (May to Octol2€08), for rain precipitation average was 126
mm (min 10mm and max 300mm). The RH indoors ofagerroom varied from 75.8 to 85.3%
(average 80%) for the period. The room temperatarged from 18.8 to 20°6 (average
18.8°C). As expected the indoor and outdoor environmeaditions were rather similar to the

outdoors in the period of study for RH and temperat
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Figure 3 - Relative humidity and temperature (averages/modthing the storage of in-shell
Brazil nut Q treated experiments (May to October -2008) insttes of study.

Effect of the G; Concentration and Time of Storage on the In-Shell Ezil Nuts Lipid
Stability and Quality of the Sensory Attributes

Rancidity is one of the most depreciative atters that can occur in food containing lipids
regarding consumer acceptance. Methodology fordkialation detection / quantification varies
and none can define that group of reactions soléigrefore is necessary to use a combination
of methods and the sensory evaluation is one dbéisé method to determine lipid alteration. For
that reason, we applied the TBA together with thessry evaluation for a better approach to
check nut acceptability regarding lipid degradatioler the storage experiment conditions.

Lipid Stability Table 3 shows the results of TBA tests on tha eutracts from all Groups and
times of storage. The levels of MDA, formed by A reactants in the in-shell Brazil nug O
treated did not increase significantly (Day on@57 day 180 7.27 mg/kg) when compared to the
Control Group. The levels detected in the last in@ftstorage were 7.27, 7.21, 7.21 and 7.80

mg/Kg for Groups |, II, Ill and Control, respectlye These results can be attributed to low



132

oxidation occurring on the storage silos. That pl due to lower temperature (average 19.6;
min 17.9°C and max 21.9°C), lack of light and theg@sinfluence on lipids. These results are
corroborated by experiments reported in vegetahtk rauts. The same effect occured in aloe
powders when submitted to;@eatment (18 mg/L for 8 h), where the TBA test dmt detect
significant changes in the lipid oxidatidb6). Also Inan et al.(42) when working with red
pepper and Yesilcimen and Mur§29) with pistachio. The authors reported that no $icgunt
changes observed after those foods wergeated, but the Control (notsOwith lipid oxidation
being detected during storage period. Our experisneata achieved with TBA test for in-shell

Brazil nuts are better understood if together wihsory evaluation which was carried out next.

Table 3 -Evaluation of lipid oxidation by the acid 2-thiobé&uric method of in-shell Brazil nuts
stored under different concentrations of ozone

storage (day) MDA levef on the in-shell Brazil nut O; treated (mg/kg)
1€ e 1 ¢
groups - control 5 15 L) (O3 14 mg/L) (O3 31.5 mg/L)

1 7.16 7.25 7.17 7.15
30 7.25 7.24 7.18 7.17
60 7.38 7.24 7.18 7.18
90 7.59 7.25 7.19 7.19
120 7.64 7.26 7.20 7.20
180 7.80 7.27 7.21 7.21

2 average (n=3f Ostreatement® MDA increase from Day one to Day 180.

Nuts Quality Sensory Attributelto significant changes (p<0.05) were found betws®zll and
nut appearances, strange odor, roasted flavorcidignand firmness scores of the ozonated
Brazil nuts samples stored (Table 4). It was ob=gtian the sensory evaluation that all notes of
O3 treated nut Groups, despite of thg €ncentrations, did not differ greatly. They were
between 3 (indifferent) and 4 (like), differenttbe Control Group that received score 2 for most
of the attributes except for nut firmness (score B)e treatment with Pand the period of
storage of the in-shell Brazil nuts, did not afféotir sensory quality for all Groups. Also the
shell received score 4 except for roasted flavoorgs 3). The data obtained are corroborated by

studies on pistachio nuts. When Yesilcimen and M(29) studied pistachio they observed no
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significant changes between sweetness, rancidéyorf, appearance and overall palatability of
ozonated and non-ozonated nuts. Apart from thatw&s also found to be better effective for
degrading AFLs in whole pistachio than ground otean et al., 2006 observed that the colour
values in red pepper did not present any significalmanges after Otreatment and the
appearance was still quite acceptable. Accordindpéopresent work carried out with; @ the
Brazil nuts and the sensory evaluation scores pBA test, one can conclude that the gas
treatment did not interfere greatly on the nutgllipxidation and their sensory attributes thug stil
palatable apart from being safe.



Table 4 -Effect of different ozone concentrations and tirhetorage on the sensory attributes of in-sheleBrauts®
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scores for Brazil nut Ostreated per days of storage
quality attributes
day 1 day 30 day 60 day 90 day 120 day 180
groups:  Citl | l - ctl | l I ctl | 1l - ctl | 1l - Ctl | 1l 1} Ctl | 1 1l
edible part

nut appearance 2 3 4 4 2 4 4 4 2 3 4 4 2 4 4 4 2 4 4 2 4 4 4

strange odor 3 3 4 4 3 4 4 4 3 3 4 4 3 4 4 4 3 4 44 3 4 4 4
roasted flavor 3 4 3 4 3 3 3 4 3 3 4 4 3 4 4 4 3 44 4 3 4 4 4
rancidity 2 3 4 4 2 3 4 4 2 4 4 4 2 4 4 4 2 4 4 4 2 4 4 4
firmness 2 3 4 4 2 4 3 4 2 4 4 4 2 4 4 4 2 4 4 4 2 4 4 4

shell

4 2 3 3 4 2 4 4 4 2 4 4 4 2 4 4 2 4 4 4

2 4 4

shell appearance
nuts Groups: Ctl = control (nos@pplication); Group | (@conc. = 10mg/L),Group Il (§conc. = 14 mg/L) and Group Il g@onc. = 31.5 mg/L);
2values were the mean scores of 18 individual édhipanelists. Results are based on a 5-points lesicaie. Highest rating is: 5 like very much, Keli 3 neither like

nor dislike, 2 dislike and 1 dislike very much.
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3.5 Conclusion

O; reduced fungal growth and so AFLs in the ozonateshell Brazil nuts, consequently,
that treatment can be an effective method for nedumut deterioration and toxin
contamination in the market. Regarding the €ncentration for the safest storage, by
utilizing 31.5mg/L, nuts can be free of fungi anBL4& since the first day of application under
the present experiment conditions. This study sliotiat Q treatment prior storage can
prolong the self life of in-shell Brazil nuts andcould be applied on nuts for export prior
shipping held in bags (60 kg bags) with or witheatuum. Currently in-shell Brazil nuts are
shipped either in bulks (loose) or in raffia bakgep nuts micro-environment ventilated) and
piled up inside containers. By applying @rior packing, nuts could be kept away from mold
and last safer longer. Also, fungi reduction juséraharvesting in the forest by applying O
will certainly reduce the possibility of further wslia proliferation and AFL formation. It
could be applied in other stages of the Brazil nuyisoductive chain (prior
transporting/processing/packaging/ shipping eiihebulk or bags) as well as during truck
transportation and commercialization (raffia baigshhe country. In addition nuts;@reated
could be packaged in hermetic (silos bags) or undeuum with shell resistant materials.
From a food quality and safety point of view pret@mis a better strategy than detoxification
which is much more complicated and so the implisatito human and animal health. Despite
of the findings, there is a need of more studispeeially on application (a) in pilot plants and
(b) with larger amounts of nut (c) under the AmaZorest environment (first and second
storages) prior factory processing, in order toaldgth the optimal applicable ;Ogas
concentration and time of exposure for maximumatiffeness utilizing the present findings.

Important to emphasize that gaseoysd€composes to form,@nd it does not affect the
environment, nor leave residues in the nuts. Thiskws part of a Research Project on
“Technology Development for Prevention and ContblAFLs in Stored Brazil Nuts” that
has been developed in the Food and Technology Deeat of the Federal University of
Santa Catarina/SC, Brazil.
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EVALUATION OF OZONE TREATMENT AND VACCUM PACKAGING FOR IN-
SHELL BRAZIL NUT FUNGI INACTIVATION AND AFLATOXIN
DEGRADATION DURING STORAGE

4.1 Abstract

A study utilizing ozone (g) and vacuum packaging to find out their effect oishell Brazil
nuts fungi and aflatoxin (AFL) degradation was igtrout together with lipid stability and
sensory evaluation after 60 days of storage 26¥GShell Brazil nuts were £ireated at 31.5
mg/L (5h.), vacuum packaged in low oxygen permdéslplolyethylene bags, heat sealed and
stored (Group I). Groups of in-shell nut packs wieept for Control: no @treatment / with
vacuum (Group II) and no 43 no vacuum (Group lll). The nuts initial fungi avas 4.83
log cfu/g, moisture content of 9.37% and AFLs of5BLug/kg. Any fungi load change (on
MEA media), Aspergllus flavusand parasiticus(on AFPA media) growth/inhibition, AFL
presence (analyzed either in-shell and after stgeliy LC/FD), lipid oxidation (TBA test)
and nut acceptance/rejection by sensory evalugiaimibutes: nut shell and edible part
appearance, strange odor, residual taste, ran@diyfirmness) were registered. Right after
the & treatment no fungi and yeast count (cfu), neithertoxigenic species @&spergillus
(A. parasiticusand/or A. flavug growth were detected in the nuts and the samsisted
throughout the whole storage period. As expectéterednt behavior was observed in the
Control Groups. Group Il nuts kept similar fungiuod as the beginning of the experiment;
however, slightly lower, probably due to lack ofygen by the vacuum environment. With
the exposure of £ AFLs were not detected up to the LOQ of the met(@50; 0.17; 0.50;
0.17 pg/kg) since Day One up to the end of theagmrdifferent of the untreated nut packs
(Control Groups). The sensory evaluation showetribgs Q treated and vacuum packaged
were still palatable and were accepted by the pergrbups scores ranging from 4 (like) to 5
(like very much), with no significant changes (B3%). between nut sensory attributes; gas
did not affect the lipids of the treated in-shelfaBl nuts and vacuum packaged. The
malonaldehyde values were constant throughout ti@deastorage period. The data obtained
here on @+ vacuum + packaging showed that it can be anratie procedure, easy to
apply, for transporting in-shell Brazil nuts in fpualistances such as: in the forest (raw) — by
boat in the long and curved Amazon river, or dgiexport— trips by ship can last 3 to more

weeks.
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Keywords:Brazil nut, ozone, packaging, vacuum, mycoflofiataxin, lipid oxidation.

4.2 Introduction

The Brazil nut treesBertholletia excelsad.B.K.) grow in the Amazonian basin in
South America with thousands of tons of its se¢ds Brazil nuts), that are held in poods,
exported each year. The consumption of that ntheninternal market is very small, ca. 1%
of its production. Most are exported natura to European countries, North America and
more recently to China. Brazil nuts have 67.0, Bh@ 7.0% of fat, protein and carbohydrates
as average (g/100gq), respectively. The albumirtitlactheexcelsingis a complete protein,
leading Brazil nuts to the called by the Amazonratives: themeat nut(de Souza,; de
Menezes, 2004; Pacheco, Scussel, 2006y are also rich in selenium, an important
antioxidant (Cardarelli, Oliveira, 2000; Mehlenbachlanick, 2003; Pacheco, Scussel, 2007).

The occurrence of aflatoxins (AFLs) produced bwiss ofAspergillusin Brazil nuts
has been reported (Pacheco, Scussel, 2007; 2008rX8cussel, 2008; Olsen et al., 2008).
Fungi can grow both, on the shell and in the reut the edible part, due to the penetration of
spores through the operculum and the cracks oshied (de Mello, Scussel, 2007; Freire et
al., 2000). Therefore it is necessary to condualiss to reduce the proliferation of fungi and
production of the toxin, mainly by modifying thectars that favor its production during the
harvest, storage (raw) as well as after processimgn nuts are load in ships for export or on
trucks for road transportation in the country.

Packaging with modified atmosphere and vacuum leeo®me increasingly popular
as preservation techniques, which has brought gdeances in storage, distribution and
marketing of raw materials and processed productzder to meet the consumer demands.
Modified atmosphere and vacuum systems have prdviderovements in the shelf life and
organoleptic quality in a range of food productd amay be extended, depending on factors
such as: if raw or processed type, temperature,ngasires and packaging materials, to
several other food commodities (Farber, 1991; Uhui®98). The shelf life improvement
under modified atmosphere can vary up to 280%, wtmnpared to the aerobic storage
(Reddy et al., 1992). As far as vacuum is concertiedcontent of available,Os reduced by
the vacuum, only, in sealed impermeable packa@ngy an additional injection of a gas free
of O,, such as carbon dioxide and/or nitrogen (New, 1¥8&8ry, 1993). Trials conducted
with pumpkin seeds (Bee, Barros, 1999), beans (#guPeske, 1991), wheat (Aguirre,
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Peske, 1991) and peanuts (Odowd, Dobie, 1983) halieated the viability of vacuum
storage for prolonging the shelf-life.

Fungi growth can make unacceptable the foods ofgptio characteristics due to
changes in color, odor and texture, apart from rtopdn formation. Therefore the inhibition
of growth of these fungi results in a potential nement of its shelf life when using
modified atmosphere and vacuum and it is considems of the main benefits of that
technology (Church, Parsons, 1995; Farber, 1991).

Ozone (@) is a recommended gas for use in the storageadgrlt is also indicated for
food disinfection especially because it does navéeany residue due to its structure rapid
decomposition (Zeynep, 2004). The main effectshefdpplication of @in the post-harvest
are: prevention and reduction/inactivation of fungewth (Peres et al., 1999; Palou et al.,
2002; Alen et al., 2003), and bacteria and virugr@l et al., 1995, Kim et al., 1999; Xu et
al., 1999; Sharma et al., 2002), destruction ofipees and chemical residues (Hwang et al.,
2001), control of the storage pests (Kells et26lQ1; Mendez et al., 2002) and degradation of
AFLs (Samarajeewa et al., 1990; Proctor et al.,420@silcimen et al., 2006; Giordano,
Scussel, 2009). Although the sensitivity of micigaorisms to @can be influenced by factors
such as species, moisture content (mc), microosgaiocation in food, the forms of fruit,
the interactions between different parameters, Tetcteduce the activity fungi/yeast, thg O
can be applied either for long periods in low caricaion, or conversely short period, with
higher concentrations (Oztekin et al., 2006) alsa gas or aqueous solution. The destruction
of fungi and yeasts immediately after harvest adstareduces the possibility of AFL
formation in the next stages of processing. Frorfoa quality and safety in terms of
prevention is a better strategy than detoxificatidnmch is much more complicated.

Considering that in-shell Brazil nut for export (@n get moldy in the nut shell
cracked parts and in between the shell and the (@meiforcast, 2008), (b) fungi can grow
during nut shipping (load in bulks -loose) underdi@ble UR and T°C conditions and (dj O
together with vacuum packaging that have been ursséveral foods for fungi inactivation
and AFL degradation can be an alternative to cortqarevent fungi spoilage and toxin
formation as well as to improve nuts quality; a kvaas carried out to study the influence of
in-shell Brazil nut treated with £©Ogas under vacuum packaging on fungi load reduction

AFLs degradation during storage as well as the wnes acceptance.
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4.3 Materials and Methods

Material

Sample.Dry (processed) in-shell Brazil nuts (4 kg). A urally contaminated batch was
chosen for the study with initial total AFLs (AEBAFB,, AFG, and AFG) of 11.58ug/kg
obtained from the retail market in Southern BraZibtal fungi count: 4.83 log cfu/g and
9.43% and mc. Export Medium size Type: 40-50 mngtleride Mello, Scussel, 2007).

Samples PreparationBrazil nuts were aseptically divided into portioos 200 g to be
treated with the @and vacuum packed.

O; Treatment. Container with an upper lid and two apertures tfe G application as
reported by Giordano and Scussel (2009)g€nerator (Megazon).

Vacuum PackagingVacuum machine with heat sealer (Sunnyvale). Pacgagaterial:
polyethylene film, 0.025 mm thickness with low peability to Q, thermal retracted,
thickness 80, weight 78 g/ Bags dimensions: 10 x 20 cm (height x width, eesipely).

lodinemetrical Test.Potassium iodine, sulphuric acid and sodium thiasell analytical
Grade (Vetec). Starch indicator (Synth).

StorageBOD oven (Dist).

Analysis. (a) Mycology tests{al) culture media: malt extract agar - MEA (Himedia);
Aspergillus flavusand parasiticusagar - AFPA (Fluka) and peptone agar (Himed(aR)
tween 80 (CRQ);(a3) equipment and apparatus: automatic pipette 100 1&@Dul tips
(Digipet); autoclave (Phoenix); oven (Fanen); mscape (PZO); incubator set at 20-25°C
(Dist); analytical scale (Mettler); semi-analyticatale (CAB); microscope stereoscopic
(Carlzeiss Jena); colony counter (Phoen(l).Mc: microbiological oven (Fanen); analytical
scale (Mettler); semi-analytical scale (CAB) anusttial Brazil nut cracker provided by
CIEX (Manaus, AM)(c) Aflatoxin analysis(cl) aflatoxin standards: ARBAFB,, AFG; and
AFG; (Sigma); (c2) chemicals: methanol, acetonitrile, benzene, t@du¢@arlo Erba).
Ultrapure water (MilliQ system, Millipore)ic3) liquid chromatograph: isocratic pump, model
305 (Gilson) and fluorescence detector model 12k¢6). Column Gg (15 mm, 4.6 mm, 5
pum for length, diameter and particle size, respebti(Phenomenex)d) Lipid peroxidation:
2-thiobarbituric acid -TBA, trichloroacetic acid CR, butylated hydroxytoluene —BHT and
ethanol (Vetec). Analytical scale (Mettler), homoiger (IKA T 25 — Ultra Turrax), water
bath (Quimis) and spectrophotometer (Hitac{@). Sensory evaluatiom-shell Brazil nuts —
shells and edible parts (ca. 8g each) from eachtimand Group (Controls and with

treatment), polyethylene cups, spring water ancbagof 18 panelists.
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Methods

Sample Preparation for @Application. In-shell Brazil nuts previously analysed for fungi
load, mc, AFLs contamination, lipid oxidation andnsory evaluation were aseptically
weighted into portions of 4 kg to be added into &ir the Q treatment.

Os; Application. The 3 gas was applied to the in-shell Brazil nuts utigzthe Q generator,
until the concentration reached 31.5 mg/L (5 hp(@ano, Scussel, 2009).

Packaging preparationThe ozonated portions of (200 g) were aseptigaliged into the
16 polyethylene bags previously prepared, appleadium and quickly sealed by heating (n =
2). The nut packs were divided into 3 Groups: Gro§@s conc. = 31.5 mg/L), Group Il
(Control = no Q application / with vacuum) and Group IIl (Controlno & / no vacuum).
Each group was carried out in duplicate (n =2) (jFegl).

lodinemetrical TestThe high Q concentration were checked by measuring it bgtian.
The gas was bobbled into a potassium iodide solutd® mL), acidified with 2.5 ml of
sulfuric acid 1N (pH below 2.0). The solution was titrated with sodium thiosulfate 0.005
N using a starch solution as the indicator (APH®30Q).

Storage. Nut packs were stored at 26°C in BOD oven for aiopeof two months
(December 2008 to February 2009). Samples wereatetl also before and after injection of
O3 every 30 days for mycology analysis, mc, AFLsidipxidation and sensory evaluation
two intervals of 30 days.

Sample Collection for AnalysisStwo packs (n=2) of 200 g portions of in-shell Btamits
from each group were collected from the BOD storgbe analysed for: fungi, mc, AFLs,
lipid oxidation and sensory evaluation. That waBay One, after 30 and 60 days.

Mycology. For total fungi count, the method used was of @il Hocking (1997) by
applying serial dilutions (Ibto 10% on to the surface of MEA media. For fungi
identification the method was of Machida, Saito9@pP The identification of fungi in genus
and species was carried out according to the kéySamsom et al., (2004). The strains
aflatoxigenicity was checked utilizing the AFPA Bitt et al. (1983).

Mc. by gravimetry (AOAC, 2005).

Aflatoxins. By liquid chromatography with fluorescence-detectFD at 330 (ex.) and 460
(em.) nm, LOD 0.25; 0.08; 0.25 and 0.,08/kg e LOQ 0.50; 0.17; 0.50 and 0.4@/kg, for
AFB;, AFB,, AFG, and AFG, respectivily (Sobolev, 2007); mobile fase was
water:MeOH:ACN (60:15:15).

Lipid Peroxidation. TBA method by Yaacoub et al. (2008). For extracti@ g of the
sample was homogenized together with 5% (w/v) agsisolution of TCA containing 1Qd
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of freshly prepared BHT in ethanol (1 mg/mL) byngse homogenizer set at 20 000 rpm for
15 s. After filtration, extract was mixed with TBgolution (20 mol/L) in stopered test tubes
immersed in a 70 °C water bath for 30 min and ttagidly ice cooled. The absorbance of the
reaction solutions was read at 532 nm against rkldantaining of TCA and TBA reagent.
The results were expressed as mg of MDA equivalpetskg of nut sample using a molar
extinction coefficient of 1.56 x 2™ cm™* for MDA. LOQ was 0.37 mg/Kg.

Sensory EvaluationDescriptive quantitative analysis (DQA) was byr&oSidel (1993). It
was conducted using 18 trained panelists during $essions (n=4). Nuts were peeled and
served at room temperature in plastic cups thaived a random three-digits code number.
At each session the panelists were encouraged €ocassociative and cognitive terms to
describe impressions perceived, for each referanteample. It was used a hedonic scale of
5 points (1 for dislike very much, 2 for dislikef& neither like nor dislike, 4 for like and 5
for like very much) for shell and the edible nuttpdhe sensory attributes of Brazil nuts
analysed were: shell appearance, nut appearamargestodor, roasted flavor, rancidity and
firmness.

Statistical AnalysisStatistical analysis was performed by analysigapiance (ANOVA).

* " In she]l Brazilnut

s generator

."' . ) -. _.-- -
L _
+———100 gin-shell nuts pack

Grozguﬂmo VUL Group III (no O3/ no vaguum)

| Storage BOD-26°C) |

| Analysis-Day One, 30,60 |

| Mycology | | Aflatoxins | | Lipid oxidation | | Sensory evaluation | | Moisture content |

Figure 1 - Flowchart of the in-shell Brazil nuts storage un@etreatment with vacuum and
packaging.
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4.4 Results and Discussion

The data of total fungal counts, the toxigenic sge®f genusAspergillus,the moisture
content and AFLs of in-shell Brazil nut treated lwiD; and packaged under vacuum and
stored for 60 days are presented in Table 1. Egydrand 2 represent the results of the

evaluation of the oxidation of lipids and sensamglgsis of the nuts, respectively.

Effect of the O; Treatment, Vacuum Packaging and Storage Time on #hin-shell Brazil
nut mycoflora and moisture content

Total Fungi CountAs expected, fungi and yeasts as well as, the nie-stiell Brazil nuts
were sensitive to Ywhen compared to the Control Groups (Il = n9/@vith vacuum; 1l =
no O; / no vacuum). The vacuum packaged Brazil nuts, ediately after (Day one) the;O
treatment with 31.5 mg/L and until the end of t@eiment (68 day), showed no fungal
growth. In contrary, the Control Groups, from poas 4.83 log cfu/g, reached 4.86 and 6.86
log cfu/g, for 1l and Il respectively. The Group, las expected, the total count of fungi and
yeasts increased and Group Il kept it fungi loao\shg that the @is a powerful oxidizing
agent that is very effective in destroying fungi.

Regarding the extent of fungal growth ang odified atmosphere, studies have been
developed in figs (Oztekin et al., 2006), black pap(Zhao, Cranston, 1995), barley (Allen et
al., 2003), pistachio (Yesilcimen and Murat, 20G6)ong other foods. As a disinfectang, O
is 1.5 times stronger than chlorine and is veryeaife over a wider spectrum of
microorganisms including fungi (Xu, 1999); @ a strong oxidant that has been effectively
used to control fungal growth and reduce contarandiy mycotoxins (Kim et al., 1999).

Moisture ContentThe mc of in-shell Brazil nut analyzed before (Dagro) the treatment
with Oz and vacuum packing was 9.37%. The packs of nusgetlewith Q and stored under
vacuum packaging had a small reduction in mc (fiortial 9.37 to 8.53%). The same
happened for different commodities reported by s®vauthors. When pistachio paste was
packed under vacuum the mc reduced (from 8.6586 %) in 7 month of storage (Gamh,
Hayoglu, 2007). Also Torun (1999) found similar rhbehavior when walnuts were stored
under different temperatures and packing materiatother study with pecans, 60% RH
reduction in mc after 6 months of storage (DullD&0

Packaging under vacuum offers protection agddasand does not favor the development
of fungi. Exposure to moisture results in loss minchiness and shelf life, different than what

occurs with vacuum packing, where there is no aintd the food/nut with the exterior
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environment (Saleemullah, et al., 2006). In a simiay, prolonged exposure t@ @sults in
rancidness, whereas packing under vacuum proteetf®od from exposure to20

Aflatoxigenics Species of Aspergillitie considerations above were made with respect to

the total fungi and yeasts count. When evaluatspgeially the aflatoxigenic fungh( flavus

and A. parasiticu3, under the @ and vacuum conditions, the development of aflafemic
species was observed only on to those that weréOgdteated (Controls Il and Ill) they
presente development of thepergillusaflatoxigenic species. Mason et al., (1997) regubrt
growth inhibition ofA. flavusLink and Fusarium moniliformeSheldon cultures, as well as
sporulation and mycotoxin production whepwas applied (5 mg/L). The low concentrations
of Oz protect food from fungal contamination and subseduheir growth, though higher
doses are necessary to kill fungi in contaminatedsa(Rice et al., 1982) which was what was

uded and corroborated by the present study findings
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Table 1 -Total fungi countAspergillusaflatoxigenic species, moisture content and et FLs levels in-shell Brazil nut under vacuum
packaging after @treatment for 60 days at 26

in-shell Brazil nut vaccum packed

H a
s(t(;)a:)a;g)e O; treatmecr;tnc total count (log cfu/g) aflatoxigenic species of n;glnstteur:te AFLs (ug/Kg)
groups X fungi yeast Aspergillus YAFLs? AFB; AFG; AFB, AFG,
(mg/L) (%)
(Group |) ozone with Os/ with vacuum
0° control noQ 4.83 2.50 A. flavue 9.37 11.58 3.57 3.48 2.32 2.21
A. parasiticu
1¢ treatment with @ ng® ng ng 9.04 ND ND ND ND ND
315 ng ng ng
30 “ ng ng ng 8.80 ND ND ND ND ND
ng ng ng
60 “ ng ng ng 8.47 ND ND ND ND ND
ng ng ng
(Group II) control no Q/ with vacuum
0°¢ “ “ 4.83 2.50 A. flavu: 9.37 11.58 3.57 3.48 2.32 221
A. parasiticu
30 “ “ 4.80 2.47 A. flavut 8.91 11.59 3.56 3.49 2.33 221
A. parasiticu
60 “ “ 4.86 2.49 A. flavut 8.54 11.60 3.56 3.49 2.33 2.22
A. parasiticu
(Grupo ) control no O;/ no vacuum
0°¢ “ “ 4.83 2.50 A. flavus 9.37 11.58 3.57 3.48 2.32 221
A. parasiticu
30 “ “ 5.84 2.57 A. flavus 9.57 12.06 3.69 3.78 2.23 2.36
A. parasiticu
60 “ “ 6.86 2.60 A. flavue 9.63 12.24 3.83 3.82 2.22 2.37
A. parasiticu

3 LOD: 0.25; 0.08; 0.25 and 0.@&y/kg and LOQ: 0.50; 0.17; 0.50 and Oyiglkg for AFB,, AFB,, AFG, and AFG, respectively® AFB;+AFG+AFB,+AFG;; ®before Qtreatment?just after Qtreatmentno
growth; ND = not detected
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Effect of O3 Treatment, Vacuum Packaging and Storage on the inhell Brazil nut Natural
AFL Contamination

As reported by Giordano and Scussel (2009)zutdi the same §concentration 31.5 mg/L on
in-shell stored nuts, however stored loose irssié room temperature (Z0), which was lower
than the present experiment and RH of 82 %, fangi AFLs were totally inactivated. Here it
was included vacuum which is another controllinddfdon) fungi growth method, AFLs were
again, not detected neither at Day one, nor aflear®d 60 days of storage. The same did not
occur in the Control Group where AFLs were stiltedted (Table 1). These results are in
agreement with the literature available on AFL degtion by @ This oxidation method
(ozonation) has been developed for the detoxiboatf AFLs in foods (Samarajeewa et al.,
1990). The Qreacts with 8, 9 double bond of the furan ring éiLAthrough electrophilc attack,
causing the formation of primary ozonides followsdrearrangement in monozonide derivatives
such as aldehydes, ketones and organic acids @Petcal., 2004). The attractive aspect gfi©
that it decomposes rapidly (half-life of 20-50 nties) to molecular oxygen without leaving a
residue (Kells et al., 2001).

Lipid Stability and Sensory Analysis of the in-shdlBrazil nut versusTreatment with Og,
Vacuum and Storage Time

Lipid Oxidation:With respect to the possible stability of the Igpid the in-shell Brazil nutsO
treated and vacuum packaged, it was observedhibdatiues of MDA lowered and kept constant
throughout the whole period of storage (Figure Bh\8 mg/Kg.The same occurred when Gamh
and Hayoglu (2007) studied vacuum packaged pistadiie authors observed no significant
difference on the TBA values during the storageigoein pistachio. These results can be
attributed to the reduction in the speed rate adabon, both by the withdrawal of air (vacuum)
and by Q treatment (removing waste from)OThe Control samples had an increase of MDA.
Similar results occurred in peppers and pistactiter ahe application of © and vacuum
packaging the effect on lipid oxidation was not a@nmt, which could not alter the sensory
characteristics (Yesilcimen, Murat, 2006).

Sensory EvaluationThe sensory analysis of the in-shell Brazil nuesatied with @ and
vacuum packed did not present significant changes<@.05). The scores for the sensory

attributes tested (shell appearance, appearangestnamge odor, residual taste, rancidity and
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firmness) are shown in Figure 3. It was observed, thll scores for the {Oreated nuts during
storage period did not differ much. They were betwd (like) and 5 (like very much). It was
verified that Qleaves no residue, neither residual odor or t&iailar occurred when Inan et al.
(2006) worked with red pepper ozonation. They ditiregister significant sensory changes after
the G application as the peppers were still quite palatalhen Yesilcimen and Murat (2006)
studied the quality of pistachio, no significantanlges were observed between sweetness,
rancidity, taste, overall appearance and tastepaosd to Control samples (n@)dndicating the
efficacy of that gas application. Other author® ddave reported the efficiency of thg &and its
low interference in the sensory attributes of gyah several products such as vegetables, fish,
birds carcasses and their by-products (Takahaa#pN2006; King, Walker, 2000; Naito, 2006;
Ibanoglu, 2001). In a work carried by Dull (2006ittwpecans, the author reported a slightly
better sensory quality on the vacuum packaging aftes 6 months of storage at 24 °C.

Control

8 1 i
05 treatment

mg MDA kg sample

0 30 o0

Days

Figure 2 - Effect of ozone treatment and vacuum packagintpich oxidation of in-shell Brazil
stored for 60 days
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shell

appearance
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finnnezgy 2 nut appearance
—4— C'ontral
—#—Day 30
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L ! LA |
rancidity strange odor

||

roasted flavor

Figure 3 - Effect of ozone treatment and vacuum packagindhersénsory attributes of in-shell
Brazil nuts stored for 60 days (hedonic scale pbints (1-dislike very much, 2- dislike, 3-
indifferent, 4- like, 5- like very much)

4.5 Conclusion

The in-shell Brazil nut @treated at 31.5 mg/L for 5 hours with vacuum packagstudy,
revealed a successful reduction/inactivation ohltéingi / yeast load and AFLs degradation.
That procedure, apart form preventing and contigllifungi proliferation and AFLs
contamination, can maintain nut sensory qualitycduld be a safer alternative for shipping
batches of in-shell Brazil nut abroad in 40 kg bagsbe pilled up in containers. Trips to
foreigner countries can take long, reaching 3 twetks. Treating then with{as and pack
under vacuum can keep whole nuts under stable womsliduring the journey - a key point. It
also could be an effective method to be used imatal market and even in the forestdnds
2" storage stages (raw in-shell nut) prior procestiegn (Pacheco and Scussel 2006). A study
on packaging resistance material will be a futuceknto be carried out with a three transversal
layered material, more resistant to the sharp csroiethe three faced nut shell.

This is the first study reported out og §as treatment and vacuum packaging for storage of

shell Brazil nut. Important to emphasize that theg® was chosen to be use, instead of aqueous
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O3 solution, due to the fact that gas can be morelgeigtributed and defused in the interstitial
nuts spaces, reaching more efficiently the moldy dheas and AFLs, than agueous solutions
which can add moist, thus interfering with the atoy and firm characteristics of the dry nut
product.

The data obtained here on ® vacuum + packaging showed that it can be annatiee
procedure, easy to apply, for transporting in-sBe#zil nuts in long distances such as: in the

forest (raw) — by boat in the long and curved Aaragver, or during export— trips by ship.

4.6 Literature Cited

Aguirre, R.; Peske, S.T. Required bean seed meistmtent for hermetic storageeed Science
and TechnologyZirich,1991 19, 117-122.

Allen, B.; Wu, J.; Doan, H. Inactivation of fungissociated with barley grain by ozone.
J.environ. Sci. Health B003 38, 5, 617-630.

AOAC. Edition Official Methods of analysis of AOAGternational art. 925.40, chapter 40.
Nuts and Nuts Product8D05

APHA - American Public Health Association. Standandthods for the examination of water
and was and wastewater. 15 ed. Washington: AmeRcditic Health Associatior,980

Bee, R.A.; Barros, A.C.S.A. Sementes de aboborazenadas em condi¢Oes de vadRevista
Brasileira de SementeBrasilia, 1999 21, 120-126.

Cardarelli, H.R.; Oliveira, A.J. Conservation ofaBil nut extractScientia Agricola200Q 57
617-622.

Cavaletto, C.G1983 Macadamia nuts. irHandbook of Tropical Food$1.T. Chan, Jr. (ed), pp.
361-397.

Church and Parsons, 1995. I.J. Church and A.L.dRarsModified atmosphere packaging
technology: a reviewlournal of Science of Food and Agricultut®95,67,143-152.

Church, 1998. N. Church, MAP fish and crustaceamsary enhancemerfood Science and
Technology Toda$998,12, 2, 73-83.

de-Mello, F.R.; Scussel, V.M. Characteristics ofshrell Brazil nuts and their relationship to
aflatoxin contamination: criteria for sortingournal of Agricultural and Food Chemistr007,
55, 9305-9310.



154

de Souza, M.L.; de Menezes, H.C. Processamentasnéadoa e torta de castanha-do-Brasil e
farinha de mandioca: parametros de qualid&i#nc. Tecnol. Aliment2004 24(1): 120-128.

Dull, G.G.; Kays, S.T. Quality and Mechanical Sk#piof pecan kernels with different
packaging protocol2006 J.Food Scienceb3, 2, 565-567.

FAO, 1995 Edible nuts. Non-wood forest products. No. 5.d~aad Agriculture Organization of
the United Nations, Rome.

Farber, 1991. J.M. Farber, Microbiological aspea$ modified-atmosphere packing
technology—a reviewJournal of Food Scienc&991 9, 58-70.

Freire, F.C.O.; Kozakiewiez, Z.; Paterson, R.R.M/ci¥flora and mycotoxins in Brazilian Black
pepper, White pepper and Brazil nudycopathologia200Q 149, 13-19.

Gamli, O.F.; Hayglu, I. The effect of the different packaging and storagaditions on the
quality of pistachio nut paste. Journal of Food iBegring, 2007, 78, 443-448.

Hwang, E.; Cash, J. N.; Zabik, M. J. Postharvesdtinents for the reduction of Mancozeb in
fresh applesJournal of Agricultural Food Chemistr001, 49, 3127-3132.

Kells, A.A.; Mason, L.J.; Maier, D.E.; Wolushuk,RC.Efficacy and fumigation characteristics of
ozone in stored maiz@.Stored Products Resear@®901, 37, 371-382.

Kim, J.G.; Yousef, A.E.; Dave, S. Application ofare for enhancing the microbiological safety
and quality of foods: a review. Food Protection1999 62, 1071-1087.

Mason, L.J.; Woloshuk, C.P.; Maier, D.E. Efficacl azone to control insects, molds and
mycotoxins. In: Donahaye, E.J., Navarro, S. andn¥ea, A., Editors,Proceedings of the

International Conference on Controlled Atmosphemed a~Fumigation in Stored Produgcts

Nicosia, Cyprus Printer Ltd., Nicosia997, 665-670.

Mendez, F.; Maier, D. E.; Mason, L. J.; Woloshuk,FC Penetration of ozone into columns of
stored grains and effects on chemical compositiod processing performancdournal of
Stored Product2002 39,1, 33-34.

Mehlenbacher, S.A.; Janick, J. Progress and préspeaut breedingicta Hort 2003 622 57—
79.

New, J.H. Studies on vacum packing of s&sekd Science and Technologyrich,1988 v. 16,
p. 715-723.

Odowd, E.T.; Dobie, P. Reducing viability lossesopen seed stores in tropical climat8sed
Science and Technolog¥irich,1983 v. 11, p. 57-75.



155

Olsen, M.; Johsson, P.; Moller, T.; Paladino, Radblat, M.. Aspergillus nomius, an important
aflaoxin producer in Brazil nutZ008,World Mycotoxin Journall, 2, 123-126.

Oztekin, S.; Zorlugenc, B.; Zorlugenc, F.K. Effecfsozone treatment on microflora of dried
figs. Journal of Food Engineerin@00§ 75, 396-399.

Palou, L.; Crisosto, C. H.; Smilanick, J. L.; Adaskg, J. E.; Zoffoli, J. P. Effects of continuous
0.3 ppm ozone exposure on decay development ansigahyesponses of peaches and table
grapes in cold storagBostharvest Biology and Technolog@02 24, 39-48.

Pacheco, A. M.; Scussel, V.M. Is there a connedbenveen selenium and aflatoxins in Brazil
nuts? International IUPAC Symposium on Mycotoxingl #hycotoxins. Istanbul, Turkey. 21 —
25, May,2007

Parry, R.T. Introduction. In: R.T. Parry, EditoPrinciples and application of modified
atmosphere packaging of fadBlackie Academic and Professional, Glasgd@93 pp. 1-17.

Perez, A. G.; Sanz, C.; Rios, J. J.; Olias, R.a®)IliJ. M. Effects of ozone treatment on
postharvest strawberry quality.. Agric. Food Chem1999 47, 1652—-1656.

Pitt, J.l.; Hocking, A.D.Fungi and food spoilage2ed. London: Blackie Academic &
Profissional 1997 593p.

Pitt, J.I.; Hocking, A.D.; Glenn, D.R. An improvededium for the detection dhspergillus
flavusandA.parasiticus J.Appl. Bacterial 1983 54, 109-114.

Proctor, A.D.; Ahmedna, M.; Kumar, J.V.; Goktepe,Degradation of aflatoxins in peanut
kernels/flour by gaseous ozonation and mild hestttinentFood Additives and Contaminants
2004 21, 786-793.

Rice, R.G.; Farquhar, J.W.; Ballyky, L.J. Reviewth& applications of ozone for increasing
storage times of perishable foo@zone Science and Engineerh@l982), pp. 147-163.

Saleemullah, A.l; Igtidar, A.K.; Hamidullah, S. lAfoxin contents of stored and artificially
inoculated cereals and nuEod Chemistry2006 98, 4, 699-703.

Samarajeewa, U.; Sen, A.C.; Cohen, M.D.; Wei, Ddtoxification of aflatoxins in foods and
feeds by physical and chemical methat$-ood Protection199Q 53, 489-501.

Sharma, R. R.; Demirci, A.; Beuchat, L. R; Fett, ®VInactivation of Escherichia coli O157:H7
on inoculated Alfalfa Seeds with ozonated water dmaht TreatmentJournal of Food
Protection 2002 65, 3, 447-451.

Torun B. The production methods of walnut pasteprowing the shelf life and quality,
University of Mediterraneari,999 Institute of Natural and Applied Sciendmtalya, p. 15.



156

Tyrrell, S. A., Rippey, S. R., & Watkins, W. D. letavation of bacterial and viral indicators in
secondary sewage effluents, using chlorine ande4®@95 Water Researci29,11, 2483—-2490.

Xu, L. Use of ozone to improve the safety of frésiits and vegetable§ood Technology1999
53, 10, 58-61.

Yesilcimen, A.M.; Murat, Ozdemir. Effedt of diffenetreatments on aflatoxin degradation and
physicochemical properties of pistachidsScience Food Agric2006 86, 13, 2099-2104.

Zhao, J., Cranston, P.M.,.Microbial decontaminatiblack pepper by ozone and the effect of
the treatment on volatile oil constitutes of thecepJournal of the Science of Food and
Agriculture 1995,68, 11-18.



157

5. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da presenca de AFLs em castanha-do-Bradieterogenicidade desta ocorréncia
demostra que diversos fatores podem agir isolad@rmn em associacdo para determinar as
condicbes ideais de producdo das AFLs, ou que saaacteristicas fisico-quimicas ou

organolépticas sejam alteradas negativamente.

As condi¢bes ambientais em toda a cadeia prods&iweextremamente dinamicas a cada safra, e
os controles aplicados em carater preventivo tgpeldfandamental em diminuir a possibilidade
de instalagao do fungo e producéo da toxina, goedstra ter alta ocorréncia mesmo nas etapas

anteriores ao beneficiamento.

Para diminuir a ocorréncia e a possibilidade délagdao do fungo e a posterior producdo de
toxina, sdo propostos métodos mais adequados, @nmtilizacdo do gas {Odurante o
armazenamento da castanha-do-Brasil. Por ter coopripdade ser um poderoso oxidante, ele
previne, inativa os fungos e degrada toxinas. Sibdisso, ha necessidade de ter novos estudos,
sobre a concentracdo dg fr quantidade de castanha-do-Brasil; o estudmde seria melhor
aplicado o @ nas unidades de armazenamento e estudo de una@emnid armazenamento ideal

para ser aplicado 00

Em funcdo do impacto que podem causar tanto naesdaddcomsumidor, como também no
ambito comercial, a castanha-do-Brasil necessitmal@toramento continuo na sua qualidade.
Assim, observa-se que os dados obtidos podem eer péra subsidiar a busca de outros
mecanismos de melhoria da cadeia produtiva dantest@do-Brasil, de forma a contribuir na

manutencdo desta atividade tdo importante aos pavésnazonia.
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INFLUENCIA DO OZONIO NO CONTEUDO DE UMIDADE DA CASTANHA-DO-
BRASIL (BERTHOLLETIA EXCELSA H.B.K.)

BARBARA NANTUA EVANGELISTA GIORDANO *; VILDES MARIA SCUSSEL?

1. Bolsista CAPES, Discente de Mestrado em Ciéncias dos Alimentos — UFSC .
2. Professor Titular, PhD, UFSC.

ABSTRACT: GIORDANO, B.N.E.; SCUSSEL, V.M. INFLUENCE OF OZONE GAS ON
BRAZII. NUT (BERTHOLLETIA EXCELSA H.B.K.) MOISTURE CONTAIN
REDUCTION. Brazil nut is a product of great economic importance Brazilian and
foreign. The low technological level characteristic of some parts of its production chain,
and the conditions of inadequate management and handling of raw materials, promote
the absorption / lifting of the content of moisture, the proliferation of fungi and possible
contamination by aflatoxin, with the consequent risk the health of consumers and
economic losses. The contamination by aflatoxin can occur both in the forest or in
storage. Contamination by the fungal is directly related to climatic conditions in the forest
during the harvest, time that the nuts are in contact with the wet soil, conditions of
storage in primary forest and precarious conditions of transport by rivers that takes a
long time to reach local processing. One very effective method is the use of ozone to
reduce the occurrence of microorganisms and therefore the possible production of
aflatoxins produced by fungi toxigenics. This work was used different time of exposure to
ozone at different concentrations. We observed a reduction in the moisture content with
the increase in the time of exposure to ozone, thus promoting the development of micro
decrease.

Keywords: Brazil nut, moisture content, ozone, aflatoxins.

INTRODUGAO

A castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) € um produto de elevada importancia
para a economia dos Estados da Amazénia brasileira sendo, em alguns destes, o
principal produto extrativista de exportacdo, estando voltado para a base de
sustentagdo das familias de baixa renda das regides do Baixo Amazonas, Regites do
Nordeste, Sudoeste e Sudeste paraense e demais Estados brasileiros (PACHECO;
SCUSSEL, 2006). No entanto, as condigcdes de umidade e temperatura elevadas na
floresta, o baixo nivel tecnolégico caracteristico de sua cadeia produtiva, bem como a
precariedade do sistema de colheita, transporte e armazenamento da castanha
favorecem o desenvolvimento de fungos produtores de aflatoxinas, com consequente
risco a saude do consumidor e perdas econdmicas, comuns em todas as etapas da
cadeia produtiva. O conteddo de umidade & usualmente expresso em termos de
umidade absoluta do material e das exigéncias minimas presentes pelos fungos com
relacdo a sua capacidade de desenvolvimento. Em geral, os fungos e leveduras sao
mais tolerantes que as bactérias aos meios com baixa umidade. Por esta razéo, fatores
como umidade e temperatura deverdo ser rigorosamente controlados para inibir a
produgdo da toxina nas etapas da cadeia produtiva. Variagbes na temperatura e nos
teores de umidade relativa nos armazéns poderdo possibilitar a re-hidratacdo das
améndoas e o desenvolvimento dos fungos e producdo de aflatoxinas. Teores de
umidade acima de 16% e temperaturas entre 27-30°C favorecem a producdo das

Rev. Cién. Vida. Seropédica, RJ, EDUR, v. 28, suplemento, 2008.
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aflatoxinas. Os fungos podem ser divididos em fungos de campo (ex. Fusarium,
Alternaria, Cladosporium) que exigem um contelido de umidade mais elevado e de
armazenagem (ex. Aspergillus e Penicillium) com capacidade de crescimento em niveis
inferiores (SCUSSEL, 1998). A estabilidade da castanha é assegurada quando é seca
abaixo de 6,5% ou seja 1-2% abaixo da umidade critica. Além disso deve ser seca
uniformemente, evitar muita quebra das améndoas durante o descasque, secagem e
armazenagem e manter o ambiente bem ventilado. Uma alternativa utilizada nesse
trabalho foi a utilizagdo do ozdénio, pois ele € um agente oxidante e potente desinfetante
(GUZEL-SEYDIM et al.,, 2004, BARBOSA, et al., 2005). Ozonizagdo € um método
oxidativo desenvolvido recentemente para a descontaminagdo de aflatoxinas em
alimentos (SAMARAJEEWA et al., 1990). O ozénio é degradado rapidamente, sem
residuo (NAITO; TAKAHARA, 2006). Assim, esse trabalho teve como objetivo observar
o efeito do ozbénio no contetido de umidade da castanha-do-Brasil armazenada.

MATERIAL E METODOS

Material: a) Amostras: Castanha-do-Brasil com casca (14 Kg), colheita de 2005/2006
no Estado do Amazonas, Brasil. b) Equipamentos: silos de policloreto de vinila (PVC)
com 0,80 x 0,15 m de altura e largura, respectivamente. Estufa de laboratério, Fanen;
balanga analitica, Mettler e semi-analitica, CAB; ozonizador, Megazon. Descascador
comercial de castanhas-do-Brasil gentilmente doado por CIEX. Métodos: (a) Preparo
das castanhas: as castanhas foram divididas em duas porgbes e uma delas foi
descascada utilizando descascador comercial, foram realizadas em triplicatas. O
conteudo de umidade inicial foi medido e as castanhas foram em seguida submetidas
aos tratamentos com ozdnio. b) Grupos de castanhas (com e sem casca): as castanhas
foram separadas em 4 grupos como segue: Grupo Controle (C - castanhas
armazenadas sem tratamento) e castanhas tratadas com ozénio (Grupo T1, Grupo T2,
Grupo T3 e Grupo T4) em diferentes tempos de exposigdo (2, 3 e 5 horas).
Concentracbes de ozénio: 10, 14 e 31,5 mg/l. ¢) Injecdo de ozdnio: o 0zdnio foi injetado
na base do cilindro (silo), sob uma sustentagcao de pvc situada a 0,20 m da base (para a
sustentagdo das castanhas) do silo, formando um espaco livre para melhor distribuicao
do gas. d) Determinagdo do contetudo de umidade: metodo art. 925.40, AOAC (2005). e)
temperatura ambiente e umidade relativa do ar: oscilou durante o experimento de 20° a
23° e a umidade de 50 a 70%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observadas variagbes entre os contetidos de umidade do Grupo Controle e dos
trés grupos tratados com diferentes concentragcées e tempos de exposicdo ao ozodnio.
As amostras de castanha-do-Brasil tratadas (Grupos T1, T2 e T3) apresentaram
contelidos de umidade inferiores as do Grupo Controle (Tabela 1), tanto as com casca
quanto as sem casca, com uma média de redugdo de 18,13 a 21,63% e 22,76 a 28,59%
do contelido umidade inicial, respectivamente. Considerando as castanhas sem casca,
onde a perda de umidade foi mais intensa, foi observado que embora os Grupos: T1
(exposicdo de 2 hs a 10 mg/l de O3) e o T2 (exposicao foi por 3 hs a 14mg/l de O3)
apresentaram conteddos de umidade mais baixos (3.97, 3.94 %, respectivamente), a
diferenca foi mais acentuada no Grupo T3 (5 hs / 31,5 mg/l) atingindo 3.67 %.

Rev. Cién. Vida. Seropédica, RJ, EDUR, v. 28, suplemento, 2008.
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Tabela 1. Contetido de umidade de castanhas-do-Brasil apos armazenagem sob tratamento de ozdnio

Tratamento com O, Contelido de umidade da castanha-do-Brasil
Grupo Tempo Conc. Com casca (%) Sem casca (%)
(min.) (mg/h) Castanha Redugao Castanha Reducéo
c? Zero Zero 9,43 NA® 5,14 NA®
T1 120 10 7,72 21,63 3,97 22,76
T2 240 14 7,44 21,10 3,94 23,35
T3 300 31,5 7,39 18,13 3,67 28,60

Zcontrole ° né&o aplicavel

Com a diminuigcao do conteudo de umidade, através do tratamento com o ozdnio, foi
observado também diminuicdo do desenvolvimento dos fungos e por conseqiiéncia a
possivel produgdo de aflatoxinas. Esse trabalho faz parte do Projeto de Pesquisa em
Desenvolvimento de Métodos para Reducgdo de Aflatoxinas na Armazenagem da
Castanhas-do-Brasil que esta sendo realizado no Departamento de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos da UFSC. Ha necessidade de mais estudos para estabelecer a
concentracdo ideal de ozénio bem como do tempo exposi¢cdo para a maxima reducédo
de umidade, do crescimento de fungos e de aflatoxinas. O oz6nio atua nos
microrganismos através da progressiva oxidagdo dos componentes vitais das células
levando a sua destruigdo (GUZEL-SEYDIM et al., 2004).
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- Effect of Ozone Gas on Brazil Nut(Bertholletia excelsa H. B. K. )

Mycoflora and Aflatoxin Reduction

- -rGiordéno,B.N. E.,Simao,V. and Scussel,V. M. *

- Abstract: Raw Brazil nuts grow and are harvested in the wild of the Amazon forest. At post-har-
vest they are submitted to two storage stages prior to their drying process. The first storage is in the for-
est(on pallets) and the second in cities near the Amazon River or its tributaries to be subsequently
send to the factories by boat. They are kept in wooden silos inside suspended stalls to keep them away
from the environment. Despite of that, the relative forest humidity and temperature are high and suitable
to fungi proliferation. The main biological factor that can affect in-shell nuts’ quality during storage is
fungi ( deteriorating and aflatoxigenic strains) apart from forest termites. This work reports on an evalua-
tion of ozone(O; ) gas influence on Brazil nut fungi load and its effect on aflatoxins( AFLs). Groups of

in — shell Brazil nuts(14kg)from the year 2006 harvest, AFL contaminated with 5. 62 ( g/kg, collected
in the Brazilian Amazon were submitted to O, treatment at different concentrations and conditions. After
the gas exposure period, nuts were submitted to mycology tests, moisture and AFL analysis. Total fungi

. count was carried out utilizing malt extract agar and the aflatoxigenic fungi identification with A. flavus
and Parasiticus agar. The nuts’ moisture was determined by gravimetry and AFB, by high performance
liquid chromatography with fluorescence-detection. As expected, the mycological tests showed that O,
treatment affected mycoflora growth,lowering their cfu/g count and so the moisture content( from 8. 2%
to 5.6 % ). The Ojtreatment applied within 5 hours at 31 mg/L was able to successfully destroy nuts’
fungi contamination (initial cfu/g:40 x 10°). Fungi reduction just after harvesting by applying O, will
certainly reduce the possibility of further fungi proliferation and so AFL formation. From a food quality
and safety point of view, prevention is a better strategy than detoxification which is much more compli-
cated and so are the implications towards human and animal health.

Key words: Brazil nut, ozone, post - harvest, mycoflora, aflatoxin
ted nuts!'**),
Several environmental factors are known to _:
influence AFL production, but temperature and
relative humidity (. h. ) are considered to be
the most critical. Studies performed on hazel-
nuts and pistachios suggested that optimum
temperature and r. h. for AFL production is
25C to 30C and 97% to 99% , respective-
ly[9’l°’34’22’35]. Additional factors such as water
moisture content; substrate composi-

tion®') storage time, insect damage!'®*!, and’
presence of a shell'®! also influence fungal
- growth and “AFLs production. It is also impor:
tant to recognize, however, that the interaction

Introduction

Brazil nut ( Bertholletia excelsa Humb. and
Bonpl. )is native to the Amazon forests of South -
America and represents some of the oldest liv-
ing tree species on earth. Many of these trees
date back more than 1 100 years'™?!. Harvesting
of Brazil nuts, a major non-timber forest prod-
uct, not only helps in" preserving the Amazon
rainforest but also creates an economy on which
thousands of local people depend®****!, Brazil
nut is widely recognized as the cornerstone spe-
cies of the Amazonian_extractive economy, and.
is the only internationally traded nut collected
almost entirely from natural populations in ma-

activitgf ,

ture . forest"'*; .The occurrence -of aflatoxins
( AFLs) produced by Aspergillus flavus Link , in

“sults’in regards fo fungal growth and mycotoxin
-production even on identical substrates. Th

of all these factors may provide for varying re

—-—DBrazil -nuts-has-been-confirmed-in several stud-——"

ies[6'36f'5‘5’25]. In many instances, the presence
of the ‘mycotoxins were detected on the’ surface
of ‘shelled "nuis “éxhibiting“visible* mold growth
_ and/or inside shrivéle l

" maximiim tolerance limit of total and. Bl AF(Lé

presence of -AFLs-is -a-serious-concern-for -ex-
porters of Brazil nuts especially since 1998,
when the European Community decreased the

fo:
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since temperature and r. h. are important factors
for AFLs production,it-is of interest to evaluate
the effect of these parameters on AFLs produc-
tion during  storage of Brazil “nuts™”? 1. "The
main problems -of Brazil nuts that ;reduces its
quality and safety are fungi, AFB,. and lipid ox-
idation. Since export - co_nlpgn';_és‘mtl"st provide
documentary evidence of laboratory analyses for
AFB, and microorganisms, primary control for
each nut lot is ?erformed by sampling at the re-
ception stage[z1 : . :
Many physical and chemical methods such
as microwave heating, treatments with ozone
(0,) (ozonation) or.ammonia have been recom-
mended for detoxification of AFLs ‘contaminated
food!7#1 | Ozonation, an oxidation method,
has recently been develo]ped for the detoxifica-
tion of AFLs in foods'™. O, or triatomic oxy-
gen,is a powerful disinfectant and oxidizing a-
gent'™, It reacts across the 8,9 double bond of
the furan ring of AFLs through electrophilic at-
tack , causing the formation of primary ozonides
followed by rearrangement into monozonide de-
rivatives such as aldehydes, ketones and organic
acids®). The attractive aspect of O, is that it
decomposes rapidly ( half-life of 20 50 min) to
molecular oxygen without leaving a residue!"’
As a disinfectant, O,is 1.5 times stronger than
chlorine and is effective over a much wider
spectrum of micro-organisms 1, Several re-
search studies have been undertaken to evaluate
the effects of O,gas in reducing AFLs levels in
contaminated agricultural products. Maeba et
al. (1988 )" have confirmed the destruction
and detoxification of AFB, and AFG, with O,.
AFB, and AFG, were sensitive to O, and de-
graded with 1.1 mg/L of O,in 5 min in model
experiments. O, is used to preserve the quality
of fruit and vegetables after harvest. Frazier and
 Westhoff (1988 ) '*] reported that the storage
period can be doubled when strawberry , rasp-
berry, currant and apples are held in‘an envi-
ronment including 2 —3 mg/kg of Oy. ...

The objective of this research was to deter-

mycoflora , moisture ‘content and AFLs reduction

in Brazil nuts. « - _ Riatgaee]

Materials and Metho

_ Material » 7 S

= (a) Sample in-shell Brazil
2005/2006 harvest, supplied ‘by

-~-mine ‘the “influence *of-.Og'gas ~treatment -on -the —‘i-ﬁ-'e—a‘éh—gna—:lo—ja?'slﬁsfr—ﬁyn(n n

 niicthod of APHA(1980)

factory ,located in Manaus city , Amazonas State
(AM) , Brazil. The AFL contamination was 5.
62 ko s s

(b)) Storage: (b.'1:) seven . vertical silos,
made with vinyl polychloride (PVC) with 80 cm
*x 15 ,.em % 0. 2. cm- for. height, diameter and
width ; respectively containing ‘a lid and two ap-

* ertures i. e./, top and lateral — inferior of the si-

los, for sample collection and O, application, re-
spectively. (b.2) ozoniser, Megazon(b.3).

(¢) Mycology tests: (c.1) glassware : Er-
lenmeyer (2 000mL) , test tubes, Petri plates,
microbiological pipettes (1, 10mL) , automatic
pipette 100,1 000 L tips, microscope slides,
Drigalski agar; (c. 2) culture media; malt ex-
tract agar ( MEA) , A. flavus and A. parasiticus
agar( AFPA) , peptone media, tween 80. (¢.3)
equipment ; autoclave ,oven, microscope , incuba-
tor set at 20 —25%C , scale, scissors , microscope
stereoscope , colonies counter and tubes racks.

(d) Moisture content: dissectors, micro-
biological oven, Fanen; analytical scale, Mett-
ler; semi — analytical ,CAB and industrial Brazil
nuts cracker provided by CIEX,Manaus ,AM.

(e) Aflatoxin analysis: LC with isocratic
pump and fluorescence detector, Gilson.

Methods < '

(a) Sample preparation for O, applica-
tion: in — shell Brazil nuts were weight and
portions of 2 kg were aseptically added into the
silos for O, treatment. Samples were collected

from each silo for the following analysis:myco- -

logical ,moisture content and AFLs.

(b) Preparation of the silos: the silos
(total =7) ,after cleaned up with sulphite hy-
pochloride , were filled with the 2 kg of nuts and
had tightly closed the upper part with the lid.
They were divided into 4 Groups for O;applica-
tion at different concentrations : Group I( Control
=no O, application) , Group 1I (0, =10mg/
L), Group Il (O; = 14 mg/L) and Group IV
(0,=31.5mg/L),n=20 (o

(¢) Ozone application’; after closing the
upper part of the silos; O, gas was' applied
thiotigh™a” lower lateral " erture by means pf a
vacuum pump to’ get thé following concentration
The 0, cbh'_éénii-f
he iodi trical

1,3 and 5 holirs ‘and '(:Ll_égéd
tioris ‘were méasured utilizi

age s’
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tent ‘as well ‘as'R.‘H: and temperalure

(e) Sample-collection for dnalysis; sam-
ples were aseptically collected for mycology,
moisture céntent and Afls ‘from the ‘top_silo ap-
erture de-shelled and ground. ; "+
“has f) Analysis ; (f. 1) Mycolog'

225 rn of

peptone media ( 0.:1%- com ‘Tween 80 ) Wwere

added to 25 g portions ‘of ground Brazil nuts,’
shake and 0. 1 mL “applied on the surface - of
MEA media. After their incubation at 25°C for 7
days the fungi total colonies count was carried
out. The fungi identification were carried out u-
tilizing AFPA media and their strains toxigenic-
ity checked utilizing the Machida ‘& Saito
(1999) method. (f. 2) Moisture content: by gra-
vimetry. 5 g of each Group of Brazil nuts were
taken to a drying oven with temperature of
105°C up to constant weight ( AOAC,2005)..
(f. 3) Relative humidity and temperature: tem-
perature and r. h. were monitored utilizing ther-
mometer and hygrometer, respectively. (f. 4)
Aflatoxins ; by high performance liquid chroma-
tography with fluorescence-detection HPLC/FD
- (AOAC,2005).

Results and Discussion

As expected , the mycological tests showed
that O,treatment affected mycoflora growth,low-
ering their cfu/g count and so the moisture con-
tent( from 8.2% to 5.6 % ). The O, treatment
applied in 5 hours at 31 mg/mL was able to
successfully destroy fungi contamination in the
nuts ( initial cfu/g:40 x 10*). As far as aflatoxi-
genicity is concerned, according to Saito &
Machida(1999) [30], in order to identify the
trains toxigenicity when utilizing the AFPA
media, its ( the media) reverse should present an
orange colour. In our experiment the media
turned orange-aflatoxigenic fungi genera Asper-
gillus detected-only in the Control Group nuts.
From the nuts further ‘O, gas treated i. e.,
Groups T2 to T4 no aflatoxigenicity was detec-
ted in any of the isolated strains thus, showing
that the gas treatment was efficiently able to de-
stroy them. O, gas produces a progressive oxida-
tion of Lhe “cell vital components leadmg to ap-
optosm
Aspergdlus and Penicilium as well other.genera
isolated from the nuts. No AFLs were also de-
tected in the nuts samples after O, gas - treat-
ment. To reduce. yeast/mould actwlty, 0, could
be apphed either for longer periods at low con-

*'—_—centrmmﬁ‘—or conversely for ‘short. p pencd w:th

!, Table 1.shows the different strains of

that low concentrations and long exposure tim

were usually preferred for O ,applications. In the
study of Palou et al. (2002) 771 with the pea A
ches cultivars Elegant Lady, they were treated

++. for a four week period by 0,at 0.3 mg/L cor

centration in cold storage conditions at 5°C’ tem-
perature and 90% 1. h. Fungi ‘reduction just -af:
ter harvesting by applying Oywill cettainly e

duce the possibility of further'mycelia prolifera=

tion and so AFL formation.. ~ B
As far as moisture content is concemed T8

variations were observed between Groups: the
Control and the three treated Groups with diffe

ent concentrations and exposition time to O,

The treated Brazil nuts ( Groups T1,T2 e T3)
presented lower moisture content than the Con-
trol Group( Table 2) ,either in — shell or shelled
ones,with an average of moisture reduction of
18. 13 to 21. 63 % and 22.76 to 28.59 % of
the initial moisture content, respectively. Con-.
sidering the shelled Brazil nuts, where the mois-
ture loss is more intense due to the lack of shell
protection, it was observed . that although
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Groups: T1 ( exposition of 2 hs at 10 mg/L of = J

0;) and the T2( exposure of 3 hs at 14mg/L of
0, ) presented much. lower moisture content

(3.97% ,3.94 % ,respectively) ,the difference
was more intense in Group T3 of 5 hs of expo-
sure to'the gas and 31.5 mg/L of O,, a higher

concentration applied , reaching 3. 67 %. Fig. 1

shows clearly that a reduction on the moisture

_ content by the O, treatment was observed from

the third lreatment( Group T3 ) onwards.

This work is part of a Research Project on

“ Methodology Development for Reduction and
Control of AFLs in Stored Brazil Nuts” that has

been developed in the Food and Technology ff‘
Department of the Federal Umversuy of Santa ,,-.

Catarina , Brazil.
Conclusion

- Tt can be concluded that a minimum of five
hours O, treatment at 31. 5mg/L could be suc-
cessfully used for reducing the microbial count
of Brazil nuts. O, reduced fungal growth and so
AFLs in Brazil nut,consequently, that treatment
could be an"effective method for reduction -of
nut deterioration and so the AFLs contamination
risk in the market. By destroying yeast and
moulds just ‘after harvesting ‘will - certainly re-

—duce the posmbxllty of . AFLs “formation - before

~the_next_processingsteps. “On_the_other- ‘hand
sensnmly of fungl 10,0y could ]

:__pﬂggn_qed by 2,
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ther factors including location of fungi in the
it and interactions among the different param-
ters. 0 could be wused in packaged nuts, as

ong as proper method such as hermetic or vac-
fum resistant materials can be applied. From a
sod ‘quality and safety point of view prevention
5°a- better ‘strategy than detoxification which is
much more complicated and so the implications
to;human_and animal health. Despite of the
 findings , there is a need of more studies, espe-
cially in pilot plants and application in larger a-
mounts of nuts under the environment of Ama-
7on forest in order to establish the optimal and
* practical O; gas concentration and the time of
exposure for maximum reduction either of dete-
riorating or aflatoxigenic fungi growth and so
moisture content and AFLs contamination.
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Table 2. Moisture content of Brazil nuts after ozone treatment

| B O, treatment - Brazil nuts moiture content
’ Group Time C oﬁ sentration 1n—shell( %) i Shelled (% )
(min.) ‘ (mg/ L) -~ Nuts Reduct;ion : Nuts = “ | -Reduction”
C* .. Zero_ Zero . 9.43 . . NA® b5 04 NA"
Tl 120 10 7.72 21.63 3.97 - 22.76
T2 240 14 7.44 21.10 .3.94 23.35.
T3 300 31.5 7.39 18.13 3.67 28.60
* control ® not applicable
e N
104
9 s
8 e =
7 + .
= o
2 6 —e— moisture content
§ 5 = (%) in-shell
5 y \= PN
é 3 —m— moisture content
% 2 (%) shell
1
0 )
Control T1(2hs 10 mg/l) T2 (3 hs 14 mg/1)T3 (5 hs 31,5 mg/1)
* Ozone treatment of the in—shell and shelled Brazil nuts
\ : J

Fig. 1 Moisture content of in-shell and shelled Brazil nuts after
treatment with different ozone concentrations
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APENDICE C

TRABALHOS APRESENTADOS NO XVI ENCONTRO NACIONAL E |1l
CONGRESSO LATINO-AMERICANO DE ANALISTAS DE ALIMENTO S, 19 A 23 DE
JULHO DE 2009, BELO HORIZONTE

I SUSCETIBILIDADE DO ASPERGILLUS FLAVUS E PARASITICUS EM
CASTANHAS-DO-BRASIL COM CASCA TRATADAS COM OZONIO E  EMBALADAS
A VACUO

Il ESTUDO DA ESTABILIDADE LIPIDICA NA ARMAZENAGEM DA CASTANHA-
DO-BRASIL COM CASCA TRATADAS COM OZzZONIO E EFEITOS N AS
CARACTERISTICAS SENSORIAIS
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SUSCETIBILIDADE DO Aspergillus flavuse Aspergillus parasiticudsM CASTANHAS-
DO-BRASIL COM CASCA TRATADAS COM OZONIO E EMBALADAS A VACUO

*GIORDANO, B.N.E: MANFIO, D.% GALVAO, S3: PANINI, R.L* MOECKE, E®:
SCUSSEL, V.M®

'Bolsista CAPES, Discente de Mestrado em Ciéncias édimentos (CAL/CCA/UFSCMestrando em Ciéncia dos Alimentos
(CAL/CCAIUFSCJEstagiarias (CAL/CCA/UFSC)*Coordenadora do Laboratério de Microscopia- NUMIGIGCCA/UFSC)*Profa Dra,
Laboratério de Micotoxicologia e Contaminantes Adimtares —LABMICO, Depto de Ciéncia e TecnologidAtimentos, Centro de Ciéncias
Agrarias, Universidade Federal de Santa Catarind(@CCA/UFSC). Enderego:Rod Admar Gonzaga 1346pttds, Florian6polis-SC, CEP

88034-001*e-mail do autor para correspondénciebaCIiOTd ano@gmail.com

1. INTRODUCAO
As castanheiras sdo arvores nativas da floresta@mta. Tem sido relatada em seus

frutos (castanhas-do-Brasil) a ocorréncia de aflats (AFLs) produzidas por espécies de
Aspergillus(OLSEN et al., 2008; PACHECO & SCUSSEL, 2009). gasmpodem crescer tanto
na casca quanto entre a casca e a améndoa (CONF&®IR@B08) devido a penetracdo de seus
esporos atraveés do opérculo e de rachaduras da, gastendo assim produzir as AFLs (De
MELLO & SCUSSEL, 2007; XAVIER & SCUSSEL, 20080 ozénio (Q) € um gas
recomendado na armazenagem de grédos e também lpaeatas em geral, pois ndo deixa
gualquer residuo devido a sua rapida decompodigaados principais efeitos dos@a fase pos-
colheita é a prevencédo e diminuicdo do cresciméntgico (PALOU et al., 2002). Alimentos
tratados com ©@devem ser embalados utilizando métodos adequed®£o0mo armazenamento
hermético ou a vacuo (OZTEKIN et al. 2006).
2. OBJETIVO

Avaliar a acdo @sobre a micobiota bem como nas espésieBavuse parasiticus,e
AFLs em castanha-do-Brasil com casca embaladasud va
3. MATERIAL E METODOS
Amostras: castanha-do-Brasil com casca, Tipo Médio (comprioied0 - 50 mm) para
Exportacdo, (carga fungica, contetdo de umidaderlesfpreviamente avaliados = 6,9 x*10
cfu/g, 9,37 e 11.58%, respectivamenieparo da amostraas castanhas foram assepticamente
divididas em porcdes de 200 g, tratadas cam €nbaladas a vacuo utilizando embalagem (10 x
20 cm, altura e largura) com baixa permeabilida@e. &ratamento com § O gas foi aplicado
nas castanhas antes de embalar até atingir a ¢oag@mnde 31,5 mg/L (tempo: 5 hs) Grupo I.
Em seguida foram colocadas assepticamente em egehbalapreviamente preparadas,
submetidas ao vacuo e rapidamente seladas poriagmo (n=2). Controle: Grupo Il sem
Os/com vacuo.ArmazenagemEm estufa DBO a 26 por 2 meses (dez./2008 a fev./2009).
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Amostras foram coletadas a cada 30 dias para asdlixologia: (a) contagem de fungos totais
com extrato de malte (MEA) (PIT & HOCKING, 1997) @) isolamento de cepas
aflatoxigénicasverificadas utilizando o método AFPA paka flavuse A. parasiticus(PITT et
al., 1983).Aflatoxinas: por LC/FD, ex.330; em.460 nm (SOBOLEV, 2007). LOR5; 0.08;
0.25 and 0.08ig/kg e LOQ 0.50; 0.17; 0.50 and 0.ad@/kg, para AFB, AFB,, AFG, e AFG,
respectivamente (donteddo de umidadeor gravimetria (AOAC, 2005).
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados da contagem total de fungos, as espégigérnicas do génerAspergillus o
contetudo de umidade e AFLs das castanhas com tasadas com ¢ embaladas a vacuo e
armazenadas estdo apresentados na TabElangos:Foi observadaeducdo na contagem total
de fungos e leveduras nas castanhas com casaata@m @ quando comparadas com as do
grupo Controle com vacuo. Foi observado que ostpaate castanhas embaladas a vacuo, tanto
logo apds o tratamento com (@onc. 31,5mg/L) (Grupo |) como durante os primiB0 dias de
armazenagem e no final do experimento (60 dia8p apresentaram crescimento fangico, bem
como de leveduras. Isso provavelmente ocorreuddexiuns dos principais efeitos dg fa
fase pos-colheita: a prevencao e/ou reducéo desusigavés da sua destruicdo. Diferentemente,
ocorreu com o grupo Controle que previamente aptasa 6,9 x 1Dufc/g e apés embalado a
vacuo ndo apresentaram diferenca na carga fumgisalias de armazenagem zero, 30 e 60.
Espécies aflatoxigénicadlao foi observado desenvolvimento de espéciesaitg@nicas ie.A.
flavus e A. parasiticus nas castanhas tratadas comeOembaladas a vacuo, diferente do que
ocorreu nas castanhas Controle, onde ocorreu dasenento dessas espécies aflatoxigénicas.
Aflatoxinas: as castanha expostas ag © embaladas a vacuo, ndo apresentaram AFLs
detectaveis desde o dia zero até os 60 dias deanagem. J& no grupo Controle AFLs ainda
foram detectadas, o que também ocorreu em castaatedas com Qarmazenados a granel em
silos por 3 meses (GIORDANO et al., 2008). Essagé&o provavelmente ocorreu devido a sua
degradacao causada pelg. @m paralelaas castanhas embaladas sob vacuo, se mantiveram
estaveis porque houve protecdo contra a entrad®.de umidade, ndo favorecendo o
desenvolvimento de microrganismbblnidade:As castanhas tratadas comp&armazenadas em
embalagem a vacuo apresentaram uma pequena redog@mnteddo de umidade: de 9,37%
(sem tratamento/slsem embalagem) inicial, reduziu para 9,04% apps €hegando a 8,53% no

final da armazenagem.
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Tabela 1.Contagem total de fungos e leveduras, fungosoailg&nicos, conteddo de umidade e AFLs ap6s danrerito com
0O;em castanha-do-Brasil armazenada por 60 dias

Castanha-do-Brasil embaladas a vacuo

Armazenagem Tratamento com O; Contagem total (cfu/g) Espécies Contetdo de AFLs (ug/Kg)
(dias) G Conc. Fungos Leveduras  aflatoxigénicas umidade YAFLs AFB; AFG; AFB, AFG,
rupo (mglL) ad) a0 de Aspergillus (%)
(Grupo 1) Ozbnio
o7 (] ST 6,9 3,2 A. flavus 9,37 11.58 3.57 3.48 2.32 2.21
A. parasiticus
1° T comQ NC NC NC 9,04 ND ND ND ND ND
(31,5)
30 T “ NC NC NC 8,90 ND ND ND ND ND
60 T " NC NC NC 8,53 ND ND ND ND ND
(Grupo 1) Controle  Sem Q/com vacuo
0 Controle “ 6.9 3.2 A. flavus 9.37 11,58 3,57 3,48 2,32 2,21
A. parasiticus
30 “ “ 6.8 3.0 A. flavus 8.91 11,59 3,56 3,49 2,33 2,21
A. parasiticus
60 “ “ 6.9 3.1 A. flavus 8.54 11,60 3,56 3,49 2,33 2,22

A. parasiticus

3antes do tratamento com Glogo apés o tratamento com;@ = controle; T = tratamento; ST = sem tratameN{® = ndo cresceu; LOD 0.25;
0.08; 0.25 and 0.0@g/kg e LOQ 0.50; 0.17; 0.50 and 0g/kg, para AFB, AFB,, AFG, e AFG; ND= nédo detectado.

5. CONCLUSAO

Pelos dados obtidos, o3@i capaz de reduzir a carga fungica e as levedques
contaminavam a castanha e as espégieffavuse A. parasiticusndo obteveram condi¢des para
crescimento. @também favoreceu a degradacdo das AFLs e o usmbalagem juntamente
com o vacuo intensificou a acdo do gas. Portasganétodos aplicados conjuntamente nesse
estudo (@+ vacuo + embalagem) sugerem ser uma alternaticmeole para o embarque de
castanha-do-Brasil em longas viagens durante eagimt
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Universidade Federal de Santa Catarina (CAL/CCA/QF.SEndereco:Rod Admar Gonzaga 1346, Itacorubifigi®polis-SC, CEP 88034-
001; *Autor para correspondénciabagiordano@gmail.com

1.INTRODUCAO

A castanha-do-BrasiBrtholletia excelsaH. B. K.), também conhecida como castanha-
do-para, tem alto potencial econémico. A améndadéco elevado teor de lipidios, proteinas,
além de fibras, vitamina E e minerais tais comdof@s potassio, magnesio, calcio e selénio
(PACHECO; SCUSSEL, 2006). A degradacdo ou oxidafjgmica ha muito tem sido
considerada um grave problema no armazenamentéeds é gorduras, bem como alimentos
contendo lipidios. Essa oxidacdo produz compostsponsaveis por sabores e aromas
indesejaveis no alimento, e leva a producdo de ostop toxicos (hidroperoxidos),
comprometendo também a qualidade nutricional easedabilidade pelo consumidor. Um dos
métodos para controlar a oxidacdo de 6leos e gasdiamestiveis € a utilizacdo de embalagem
a vacuo para expelir o oxigénio atmosférico aumelttaassim, o tempo de armazenamento. A
utilizacdo do gas ©juntamente com a embalagem a vacuo podem contotidacdo dos
lipidios e reduzir a carga fangica com possivelugdd de aflatoxinas (MIRALIAKBARI;
SHAHIDI, 2008).

2. OBJETIVO
Estudar a influéncia do {Ona estabilidade lipidica de castanhas-do-Brasih casca,

embaladas a vacuo bem como seu efeito nas casticasisensoriais durante armazenagem.

3. MATERIAL E METODOS

Amostras: castanha-do-Brasil com casc&reparo da amostra: as castanhas foram
assepticamente divididas em porc¢des de 200 g pagendratadas coms@ embaladas a vacuo.
Tratamento com § O gas foi aplicado nas castanhas acondicionadasnersilo de PVC até

atingir a concentracdo de 31,5 mg/L (tempo de 5 ¢apcadas assepticamente dentro das
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embalagens (de baixa permeabilidade 3 @eviamente preparadas, submetidas ao vacuo e
rapidamente seladas por aquecimento (nAZnazenagemOs pacotes foram colocados em
estufa DBO 28C por 2 meses (dez./2008 a fev./2009) e coletadasia 30 dias para analises.
Oxidacao lipidica:método de TBA (acido 2-tiobarbiturico) de YAACOU®R al. (2008). As
castanhas foram homogenizadas com solugdo aqudg@Aiéacido tricloroacético) juntamente
com BHT em metanol. Apés a filtracdo o extratorfasturado com TBA e incubado em banho
maria, apds resfriamento rapido a formacdo da eomelha (complexo MDA/TBA), onde o
malondialdeido (MDA) é determinado a 532 nm e esgweem equivalentes de MDA mg/kg de
castanhaAnalise sensorialanalise descritiva quantitativa (ADQ) por STONBIB®EL (1993),
realizada utilizando equipe de 18 provadores tceisa&m quatro sessdes. As castanha-do-Brasil
foram descascadas e servidas em temperatura ambientecipientes codificados (3 digitos).
Os 5 atributos das castanhas foram julgadoglise estatisticaanalise de variancia (ANOVA).

Teste de Turkey para avaliar diferencas signifieatientre as médias (P <0,05).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Estabilidade lipidica:O TBA utilizado como reagente, para indicar ranzidas castanhas que
contenham &cidos graxos poliinsaturados, condeonsa ¢ MDA (produto da oxidag&o)
produzindo uma cor rosa e com aldeidos e dienodupimdo cor laranja. No presente estudo foi
observado que os valores de MDA foram constantegoelm o periodo de armazenagem na
castanha-do-Brasil tratadas corg €@nbaladas a vacuo (Figura 1). Estes resultadosnpcer
atribuidos a reducédo da velocidade de oxidacadipiasos contidos nas castanhas, tanto pela
retirada do ar (vacuo), quanto pelo tratamento c@nbem como pela substituicdo do residuo
de G (microclima) pelo @ Foi inclusive observado que essas castanhas atasah vacuo nao
apresentaram diferenca em relagcdo ao grupo embatadacuo e sem aplicacdo de dhde
essas amostras apresentaram um pequeno aument®Aandicando autoxidacdo. Assim o
0z0nio, por sua vez apresentou um efeito positbra o vacuo tanto no controle na reducdo da
deterioracdo (fungos e leveduras), mantendo assmcasacteristicas organolépticas das
castanhas, e posteriormente a aceitacdo pelo caiwum

Andlise sensorial:Ndo foram observadas alteracfes significativas ,q50quanto a andlise
sensorial no tratamento coms; @m castanhas-do-Brasil embaladas a vacuo. Os tagibu

sensoriais analisados foram: aparéncia casca,mpa@méndoa, odor estranho, sabor residual,
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odor rancido e firmeza (Figura 1). Foi observade tpdos os escores as castanhas durante o
tratamento nos meses de armazenamento nao difegiraensi: haviam escores entre 4 (gostei) e
5 (gostei muitissimo), assim foi verificado que »® @) ndo deixa residuos, (b) ndo interfere no
odor natural da castanha e (c) ndo deixa sabatuasiSemelhantes resultados ocorreram em
pimentas e pistaches apos a aplicacdo gd¢r&SILCIMEN e MURAT, 2006). Portanto os&

vacuo mantém/aumentam a aceitacao e a qualidadastanhas armazenadas.

12 .
aparénciada
/0 Controle casca
10 >
g / 4.k
2 - Tratamento a
2 < . - 3 aparéncia da
e d ~
H com 03 firmezegy ) n améndoa
:m —¢—Controle
= 6
g —i—dia 30
2 4 dia60
= ia
E rancidez odor estranho
5
0 sabor residual
0 30 60

Figura 1. Efeito do tratamento com 0z6nio para os teores alendialdeido (MDA) - indicador da oxidacg&o lipidie e na analise sensorial de
castanha-do-Brasil embaladas a vacuo e armazepad#®® dias (resultados baseados na escala hedfmi6apontos - 1 desgostei muito, 2
desgostei, 3 indiferente, 4 gostei, 5 gostetmui

5. CONCLUSAO

O tratamento com £e a utilizacdo do vacuo nas castanhas-do-Brasdsaptaram
resultados bastante satisfatérios quanto aos didijue se mantiveram estaveis durante o
periodo de armazenagem, permanecendo chavar agradavel natural das castanhas. Portanto
o0 emprego do ©pode ser um possivel aliado a aceitabilidade di&acha-do-Brasil e ao tempo

de prateleira/armazenamento.
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Evaluation of Ozone treatment and Vaccum for In-shi Brazil nuts Shipment
and Aflatoxin Reduction

Barbara Nantua Evangelista Giordaridaniel Manfid, Vanessa Sim&pVildes Maria Scussgl

@ Food Science and Technology Department, Centagatultural Sciences, Federal University
of Santa Catarina, P.O. Box 476, Rod Admar GomA&g#, Itacorubi, Florianopolis — SC,
CEP 88034-001, Brazil - e-mail: vildescussel_200a@p.co.uk

Fungi and aflatoxins can develop in/on in-shellArauts and methods for their prevention and
reduction need to be developed. Ozong (®a gas suitable for use in storage of grain$uogi
control. It is also indicated for other foods adeidves no residue due to fast decomposition.
Some papers have reported aflatoxin degradatio®pyherefore, a study utilizing £and
vacuum packaging was carried out, to find out theinavior on in-shell Brazil nuts fungi and
aflatoxin degradation. It was also evaluated tlieceff that treatmemn nuts lipid stability and
consumers acceptance after 60 days of applicdtieshell Brazil nuts were £treated (at 31.5
mg/L, 5h), vacuum packaged in low oxygen permegbpblyethylene bags, heat sealed and
stored for a period of 60 days (Group ). Two Gre@b nuts were kept as Controls: without O
treatment but with vacuum (Group Il) and n@ &d no vacuum at all (Group Ill). The nuts
initial fungi load: was 6.9 x Tcfu/g, moisture content: 9.37% and aflatoxins581ug/kg. Any
fungi load change (on MEA medidspergllus flavusand parasiticus (on AFPA media)
growth/inhibition, aflatoxin presence (analyzedeitin-shell and after shelling by LC/FD), lipid
oxidation (TBA test) and nut acceptance/rejectigrsénsory evaluation (attributes: nut shell and
edible part appearance, strange odor, residuas, taahcidity and firmness) were registered.
Right after Q treatment no fungi (cfu) neither toxigenic spedjearasiticusand/orflavug of
Aspergilluswere detected on/in the nuts. Also no yeast graveth observed. The same persisted
after 30 and 60 days of storage. Different behawias observed in the Control Groups (with and
without vacuum) that kept similar fungi count as tieginning of the experiment (slightly lower)
probably due to lack of oxygem (micro-atmospher&reup Il. That Control Group presented
9.8 x 10 cfu at the end of the storage. On the other has@xpected for Group I, fungi load
increased quite high. With the exposure gf &latoxins were not detected neither in the 30th
60th Day of storage up to the LOQ of the methodb0@08; 0.25 and 0.08g/kg. That
contamination could be either due to fungi growtht@ the heterogeneity of the original nut
contamination. The sensory evaluation showed thtg were still palatable and were accepted
by the panelist groups, as no significant change®.05) were found between nut sensory
attributes. As far as the oxidation or rancidifylipids (TBA test) in the Brazil nuts £treated
and vacuum packaged are concerned the values ohaldéhyde were constant throughout the
storage period. This method can be a safer alteentair shipping batches of Brazil nut (in-shell)
abroad. It can prevent and control fungi and afiaut®, at the same time, it maintains nut sensory
acceptance. Trips to foreigner countries can bg leaching 3 to 4 weeks thus keeping nuts
safer/stable during the journey. A study on paakggnaterial will be a future work to be carried
out.
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Effect of Ozone Treatment During the In-shell Brazi nuts Storage on
Mycoflora, Aflatoxin and Lipid Stability

Barbara Nantua Evangelista Giord3ndildes Maria Scussgl

@ Food Science and Technology Department, Centagatultural Sciences, Federal University
of Santa Catarina, P.O. Box 476, Rod Admar GomA&g#, Itacorubi, Florianopolis — SC,
CEP 88034-001, Brazil - e-mail: vildescussel_200a@p.co.uk

As for other nuts (hazelnuts, pistachio, wallnutsl goecans), aflatoxins (AFLs) can also be
found in in-shell Brazil nuts and are produced bydi especies of\spergillus.The storage is
one of the stages of in-shell Brazil nuts fungilipecation (Safe Nut, 2008). Thus there is a need
of finding alternatives for long term in-shell Biiaauts storage. There have been reports of the
ozone (Q) use for controling bacterial and fungi prolifeoat on several foods as well on AFLs
degradation. Therefore, the aim of this work waset@luate the effect of Ogas on the
mycoflora, species dhspergillus (A. flavus, A. parasitioysAFLs, lipids as well as its effect on
the sensorial attribute @fi-shell Brazil nuts stored for 180 days. Groupsreshell Brazil nuts,
were submitted to ©atmosphere at different concentrations and st@athples were collected
just after the gas exposure and every 30 daysgitha storage period, for mycological tests and
analysed for, AFLs, lipid oxidation (2-thiobarbiitiacid-TBA-test) and sensory evaluation with
18 trained panelists. The;@eatment affected the mycoflora growth, lowerihgit total count
and so the moisture content (from 9.43 to 11.5&f)lar the findings of Giordano et al, 2008.
The G treatment applied within 5 hours at 31 mg/L wasabl successfully destroy nuts fungi
contamination (initial cfu/g: 6.9xIP since Day One and so tispergillus,species. On the
other hand, those species were still able to grdwenathe @ at 14 mg/L concentration was
applied in the nuts silo, up to the 30th day ofage.That fungi reduction just at the begining of
storage by applying ©(31 mg/L) will certainly reduce the possibility dfirther fungi
proliferation and so AFLs formation. As far as éimxidation (TBA test) and sensory evaluation
are concerned, from the data obtained it was neemied significant changes after thg O
treatments and times of storage. AFLs presentedadation with Q 14 mg/Lafter 30 day of
storage. In conclusion, &an be a safer alternative for shipping batcheBrazil nut (in-shell)
abroad as well as for controling fungi proliferaidFLs production during storage in the
Amazon environment conditions.
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ANEXO A

PORTARIA N.846, DE 08 DE NOVEMBRO DE 1976.

ESPECIFICACOES PARA PADRONIZACAO, CLASSIFICACAO E
COMERCIALIZACAO INTERNA DA CASTANHA-DO-BRASIL ( BERTHOLLETIA
EXCELSAH.B.K.)



183

Especificages para padronizagao, classificac@mercializagdo interna da
Castanha do BrasiBertholletia excels&l.B.K.), aprovadas pela portaria Ministerial n®
846 de 08 de 11 de 1976, em observancia ao disposidigo 39, Ministério da
Agricultura, item VI, do Decreto-Lei n° 200, dB de fevereiro de 1967, e com vistas
ao que prescreve o art. 1° do Decreto n° 69.5025 die novembro de 1971.

DA PADRONIZACAO
Art. 1°. A castanha do Brasil, conhecida no merdatiernacional como Brazil nuts ou noix du Brés#émente do castanheirBeftholletia
excelsaH.B.K.), da familia das Lecythidaceas, sera classih em grupos, subgrupos, classes e tipos, segualforma de apresentacéo,
preparo ou manipulagéo, tamanho e qualidade.

DOS GRUPOS E SUBGRUPOS
Art. 2°. A castanha do Brasil, segundo sua formaptesentacéo, sera ordenada em 2 (dois) grupis, @snominados:
| — Castanha em Casca: E o produto que se apreseesiado que foi colhido, extraido ou ouricopline seco naturalmente ou por processo de
desidratacdo adequado.
Il — Castanha Descascada ou Beneficiada: E o pditopo, seco e sdo, que por processos tecnolégieguados, teve retirada sua casca.
Art. 3°. A castanha em casca, segundo o seu prepgymcesso de manipulacéo, sera classificada (&@s3 subgrupos:
| — Natural: E o produto “in natura”, sem ter sildometido a qualquer processo de desidratacaisiattiapenas limpo e seco naturalmente.
Il — Desidratado: E o produto que foi submetidop@amente ao processo artificial de desidratagie, ® seu teor de umidade compreendido
entre 11% (onze por cento) e 15% (quinze por cenminaximo.
Il - Desidratado Polido: E o produto que, depois désidratado, foi submetido ao processo de polama@bjetivando melhoria de sua
apresentagdo e conservagao.
Art. 4°. A castanha descascada ou beneficiadandegeu preparo ou processo de manipulacéo, sesifidada em 2 (dois) subgrupos:
| — Améndoa com Pelicula: E o produto que se aptagetal ou parcialmente revestido de pelicula.
Il — Améndoa sem Pelicula: (Brancheada): E o pmduk, apds ter sido submetido a processo quisécapresenta totalmente desprovido de
pelicula.

DAS CLASSES
Art. 5°. A castanha em casca, quando “in natura”subgrupo Natural, sera classificado segundo daseanho, caracterizado pelo nimero de
unidade/castanha por 453 gramas, em 6 (seis) slasse
| — Extra Grande (extra-large): E o produto quetigenmenos de 36 unidades/castanha por 453 gramas.
Il — Grande (large): E o produto que contiver dea3® unidades/castanha por 453 gramas.
Il — Semigrande (weak-large): E o produto que isentde 41 a 45 unidades/castanha por 453 gramas.
IV — Extra Média (extra-medium): E o produto quatieer de 46 a 50 unidades/castanha por 453 gramas.
V — Média (medium): E o produto que contiver dea®8 unidades/castanha por 453 gramas.
VI — Pequena (small): E o produto que contiver acite 58 unidades/castanha por 453 gramas.
Art. 6°. A castanha em casca dos subgrupos Desilira& Desidratado Polido sera classificada segsewldamanho, caracterizado na forma do
artigo anterior, em 6 (seis) classes:
| — Extra Grande (extra-large): E o produto quetigenmenos de 46 unidades/castanha por 453 gramas.
Il — Grande (large): E o produto que contiver dea® unidades/castanha por 453 gramas.
Il — Semigrande (weak-large): E o produto que isentde 51 a 55 unidades/castanha por 453 gramas.
IV — Extra Média (extra-medium) E o produto quetda@r de 56 a 62 unidades/castanha por 453 gramas.
V — Média (medium): E o produto que contiver dea338 unidades/castanha por 453 gramas.
VI — Pequena (small): E o produto que contiver acite 68 unidades/castanha por 453 gramas.
Art. 7°. A castanha descascada ou beneficiada diogr&os Améndoa com Pelicula e Améndoa sem Pel{Buancheada) sera classificada
segundo seu tamanho, caracterizado na forma dostissmo artigo 5° e, simultaneamente, de acordo @amtureza a que for o produto
enquadrado (inteira, ferida ou quebrada), em 8)oit
classes:
| — Miudinha (tiny): E o produto que contiver acine 180 unidades/améndoa por 453 gramas.
Il — Mitda (midget): E o produto que contiver dé¥6180 unidades/améndoa por 453 gramas.
Il — Pequena (small): E o produto que contived.de a 159 unidades/améndoa por 453 gramas.
IV — Média (medium): E o produto que contiver d& #1139 unidades/améndoa por 453 gramas.
V — Extra Média (extra-medium): E o produto quet@r de 102 a 114 unidades/améndoa por 450 gramas.
VI — Grande (large): E o produto que contiver met@402 unidades/améndoa por 453 gramas.
VIl — Ferida (chipped): E o produto que se apresentn as améndoas lascadas e/ou mutiladas porag$es; oriundas de agente fisico.
VIl — Quebrada (broken): E o produto que apresenta as améndoas fragmentadas, partidas e/ou dasbra

DOS TIPOS
Art. 8°. A castanha em casca sera classificadainsega qualidade, respeitado o subgrupo e a ckasgee pertencer, em um Unico tipo;
constituido de castanhas perfeitamente desenvelvid@ cor natural; de tamanho e uniformidade cooredentes a classe a que forem
enquadradas; limpas; secas, em boas condi¢desidadme isentas de matérias estranhas.
Tolerancia: Maximo de 10% (dez por cento) de castanhas dadéxa/ou defeituosas, e 2% (dois por cento) dergaps proprias do produto
para a castanha natural; sendo, quando desidratadesidratada polida, de 7% (sete por cento) e W% [for cento), no maximo,
respectivamente.
Art. 9°. A castanha descascada ou beneficiadactssgificada, segundo a qualidade, respeitado grspb e a classe a que pertencer, em um
Uinico tipo: constituido de améndoas de cor natdi@ltamanho e uniformidade correspondentes a ctasge forem enquadradas, em boas
condigcOes de sanidade; livre de améndoas randficadisentas de matérias estranhas.
Tolerancia: Maximo de 1% (um por cento) de impurezas proprapmduto. Paragrafo Gnico — As améndoas das GladséFerida) e VIII
(Quebrada) seréo respectivamente classificadasndea qualidade, respeitado o subgrupo a quenperteem um Unico tipo: constituido de
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améndoas, correspondentes a classe a que foreradeadas, de cor natural, em boas condi¢des deasinilivre de améndoas rancificadas e
isentas de matérias estranhas.
Tolerancia: Maximo de 2% (dois por cento) de impurezas progt@produto, inclusive residuo e/ou pé6.

ABAIXO DO PADRAO
Art. 10. A castanha de qualquer grupo, respeitadogspectivos subgrupos e as respectivas clagsepelos seus atributos ndo se enquadrar no
tipo descrito, sera considerada Abaixo do Padeéerjelque se apresente em bom estado de conservagéo.
§ 1°. A castanha assim classificada podera, coefamaso, ser rebeneficiada ou submetida a secagee efeito de se enquadrar no tipo
descrito, observando os artigos 8°, 9° e 10.
§ 2°. E permitido, quando no ato da inspecéo elleneficiamento ou secagem do produto, a reconémo@igteamento) e o desdobramento dos
lotes.
§ 3°. Deverdo constar, obrigatoriamente, no Ceatifd de Classificagdo, os motivos que deram luganaminacéo Abaixo do Padréo.

DESCLASSIFICACAO
Art. 11. Sera desclassificado a castanha de quaigugo que apresente:
a). Mau estado de conservagao;
b).Aspecto generalizado de mofo e/ou fermentagéo;
¢). Odor estranho de qualquer natureza, imprémrioraduto, prejudicial a sua utilizagdo normal;
d).Presenca de insetos vivos.
Paragrafo Unico - Serdo declarados, obrigatoriageut Certificado de Classificagdo, os motivos dgram lugar a Desclassificacéo.
Art. 12. Toda a castanha em que for verificadaesenca de insetos vivos, s6 podera ser comerdalidapois de expurgada, medida esta
prescrita pela autoridade fitossanitaria competente expedira o respectivo Certificado, respeitali@islagdo vigente.

DA AFLATOXINA
Art. 13. Quando exigido em clausula contratual, amtanha, de qualquer grupo, sé poderd ser conieadal internamente, mediante
apresentacao do certificado de isengao de aflatoxin
Paréagrafo Unico - Sera considerado isento de aifet® produto que presenga dessa toxina até uite limédximo de 50 p.p.b. (cinqienta partes
por bilh&o).

DA AMOSTRAGEM
Art. 14. A retirada ou extracéo de amostra seréealido do seguinte modo:
a). Nos lotes de castanha em casca natural, quegidmel, far-se-a extragéo
de amostra do alto, do meio e das laterais dwlotelha, em quantidade que represente a totalidedastanha a ser classificada, nunca inferior
a 10 (dez) quilograma por tonelada do produto.
b).Nos lotes de castanha em casca natural ou d&gid; quando ensacada, far-se-a4 extracdo de anaosticaso, em quantidade minima
correspondente a 10% (dez por cento) do total t@calser classificado.
c). Nos lotes de castanha descascada ou benefieimdémdoa) encaixotada, far-se-a extragdo de amspstredecendo ao seguinte critério:
Lote de até 5 (cinco) caixasamostra média de 1 (uma) unidade (caixa);
Lote de 6 (seis) a 100 (cem) caixab0% (dez por cento) do lote, com um minimo de Bc@i unidades (caixa);
Lote acima de 100 (cem) caixa§% (cinco por cento) do lote, com um minimo dedé] unidades (caixa).

DA ANALISE
Art. 15. As amostras extraidas segundo 0s proce&susitos no artigo anterior, serdo homogeneizatigdidas em 3 (trés) ou mais exemplares
com o pese
minimo de 500 (quinhentos) gramas cada, as qudie seondicionadas em saquinhos de papel, plasticimilar, devidamente identificadas,
sendo 2 (duas) destinadas, obrigatoriamente, @ @igssificador.
Paragrafo Unico — Para fins de fiscalizacéo, sa¢& de amostra e sua embalagem seréo idéntieatahelecido nos artigos 14 e 15.

DA EMBALAGEM E MARCACAO
Art. 16. A castanha em casca, quando ndo embaacgdmel, e a castanha descascada ou beneficiadadaa), deverdo ser acondicionadas em
embalagens apropriadas e em lotes uniformes.
§ 1° - No caso especifico de castanha descascadanetficiada (améndoa), seu acondicionamento deusxdtaneamente ser feito mediante
injecao de gas inerte na respectiva embalagentj\asjdo preservar a conservacéo do produto.
§ 2° - As embalagens avariadas durante o transpevedo ser substituidas ou reparadas com matksico.
§ 3° - A embalagem de castanha sera obrigatori@meartcada de acordo com a legisla¢édo especificagem
§ 4° - A marcagéo de embalagem sera procedida ntediiamprego de tintas que n&o afetem sua quelidad

DO AMARZENAMENTO E MAIOS DE TRANSPORTE
Art. 17. O depdsito para armazenamento da castant® meios para seu transporte devem oferecer peguranca e condigdes técnicas
imprescindiveis a sua perfeita conservacao, regfsstas exigéncias da legislacédo especifica vigente

DA FRAUDE
Art. 18. Considera-se fraude toda alteracédo dalesqualquer natureza praticada néo s6 na claggifica no acondicionamento, como também
nos documentos da qualidade da castanha, confegistalcdo vigente.

NORMAS GERAIS
Art. 19. As normas e termos adotados nas presesfeecificacdes assim como as caracteristicas or&das com a qualidade da castanha
deverdo ser observadas e interpretadas do seguidi@ e de acordo com o apéndice incluso:
Castanha DefeituosaCastanha em casca, améndoas e fragmentos de aménéose apresentem carunchados, mofados, radosica
Coloracéo: Cor uniforme e caracteristica do produto.
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Corte: Operagé&o que compreende na abertura da castant@sea) para exame do estado em que se encontiméndoa.

Danificada: Castanha em casca, améndoas e pedagos de améneaasapresentem com danos causados por ageriéggcoi® (carunchos,
roedores, insetos e outros).

Impurezas: Detritos do proprio produto, tais como haste, pasta.

Matérias Estranhas: Detritos de qualquer natureza, estranhos ao prddigocomo: areia, fragmentos de madeira, pedreie® sementes
estranhas, sujidades, restos de insetos.

Mofada: Castanha em casca, améndoa e fragmentos de amguda@gresentem, a olho nu, filamentos de fungos.

Odor Estranho: Aroma n&o peculiar ao produto.

Quebrado: Pedaco ou fragmento de améndoa, qualquer que sejatamanho.

Rancificada: Améndoa que apresenta cor anormal, odor e sabagmetiveis, devido as caracteristicas fisico-qasndo 6leo terem se
alterado por processo oxidativo.

Teor de Umidade:Percentual de agua contida na castanha ou na amé&elerminado através de processos reconhecigaroénte.

DISPOSICOES GERAIS
Art. 20. O Certificado de Classificagdo sera vajidto prazo de 90 (noventa) dias para a castant@sra natural, e de 150 (cento e cinglienta)
dias para a castanha em casca desidratada, eadekras beneficiada (améndoa), contados, respeeita, da data de sua emisséo.
Paragrafo Unico — Dever&o constar do Certificadquietrata o presente artigo a indicacéo do gmsygagrupo, classe, tipo e ano da safra a que
pertencer o produto, sendo que no caso de mistutagianha de safras colhidas em anos diferemtesl@rera a anotacéo da mais antiga.
Art. 21. As determinacgdes fisico-quimicas, serdgekas obtidas em laboratérios devidamente creddosia
Art. 22. Os métodos de andlises para a determindgéideores de umidade e aflatoxina serdo os d#adal reconhecido no mercado, tanto
interno como externo.
Art. 23. Os casos omissos serdo resolvidos pebodrnico competente do Ministério da Agricultura.



186

ANEXO B

PORTARIA N.85, DE 06 DE MARCO DE 2002.
ANEXO VIII — REGULAMENTO TECNICO DE IDENTIDADE E DE  QUALIDADE
PARA A CLASSIFICACAO DAS CASTANHAS-DO-BRASIL
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) ANEXO VIl
REGULAMENTO TECNICO DE IDENTIDADE E DE QUALIDADE PA RA A
CLASSIFICACAO DA CASTANHA DO BRASIL

1.0BJETIVO:
O presente Regulamento tem por objetivo, definaaaacteristicas de identidade e de qualidadefiparee classificagdo da Castanha do Brasil.

2.AMBITO DE APLICACAO:
Este Regulamento Técnico sera aplicado para atenuianigatoriedade de classificagéo prevista ndsas |, Il e 1ll, do Art. 1°, da Lei n.° 9.972,
de 25 de maio de 2000.

3.DEFINICAO DO PRODUTO:
Entende-se por Castanha do Brasil, o fruto do shsteo, Bertholletia excelsa H.B.K, da familia dasythidaceas.

4.CONCEITOS:

Para efeito deste Regulamento, considera-se:

4.1.Castanha defeituosa: castanha em casca, ans@étagmentos de améndoas que se apresentem mefeatwificadas.

4.1.1.Mofada: castanha em casca, améndoa e fragem#maméndoas, que apresentem colénias de fumgoss§), visiveis a olho nu.
4.1.2.Rancificada: améndoa que apresenta odorc dabagradaveis, devido as caracteristicas figiGmicas do 6leo terem se alterado por
processo oxidativo.

4.2.Castanha danificada: castanha em casca, ans2admedacos de améndoas que se apresentem comcedasados por agentes biolégicos
(carunchos, roedores, insetos e outros).

4.3.Quebrado: pedaco ou fragmento de améndoa,ugrajge seja o seu tamanho.

4.4.lmpurezas: detritos do proprio produto, taimadaste, p6 e casca.

4.5.Matérias estranhas: detritos de qualquer regtum@stranho ao produto tais como: areia, fragreetiéomadeira, pedra, torrées, sementes
estranhas, sujidades e restos de insetos.

4.6.0dor estranho: aroma néo peculiar ao produto.

4.7.Coloragéo: cor uniforme e caracteristica dolpim

4.8.Teor de umidade: percentual de agua contidgastanha ou na améndoa, determinado através desposaeconhecidos oficialmente.
4.9.Corte: operagéo que compreende a abertursstimba em casca, para exame do estado em queosgraisca améndoa.

4.10. Lote: quantidade de produtos com as mesnmpesiésacdes de identidade, qualidade e apresemtpgdcessados pelo mesmo fabricante
ou fracionador, em um espago de tempo determirsatiogondi¢cdes essencialmente iguais.

4.11.Embalagem: recipiente, pacote ou envoltdestidado a garantir a conservagéo, e a faciliteartsporte e 0 manuseio dos produtos.
4.12.Produto embalado: todo produto que estd apetiduma embalagem pronto para ser oferecido awoudor.

4.13.Aflatoxina: substancia téxica (metabolito) fdago Aspergillus flavus, também produzido por ositfungos, capaz de provocar danos a
salide do homem e dos animais.

4.14.Libra: medida de peso inglesa equivalente3sb85gramas.

4.15.Fora de tipo: produto que ndo atende, em urmmais aspectos, as especificacdes de qualidadéstaewas Tabelas de Tolerancias
constantes neste Regulamento Técnico.

4.16. Contaminantes ou substancias nocivas a satidgtancias ou agentes estranhos de origem lialdgiimica ou fisica que se saiba ou se
presuma, serem nocivas a saude.

4.17. Isento de substancias nocivas a saude: quapaimluto apresenta contaminagao cujo valor séczedentro dos limites maximos previstos
na legislacdo especifica vigente.

4.18. Umidade: o percentual de 4gua encontradoneatea do produto, podendo ser determinado pordusétindiretos, calibrados pelo método
de estufa (método 44-15 A da American Associatfd@ieseal Chemists, 1995);

5.CLASSIFICAGCAO

A Castanha do Brasil sera classificada em grupdsgrapos, classes e tipos, segundo sua forma @sesmpacdo, preparo ou manipulagéo,
tamanho e qualidade, respectivamente.

5.1.GRUPOS : a Castanha do Brasil, segundo suafderapresentacéo, sera ordenada em 2 (dois) gagsim denominados:

5.1.1.Castanha em Casca: produto que se apreseatdato em que foi colhido, extraido do ourignph e seco naturalmente ou por processo
de desidratagdo adequado.

5.1.2.Castanha Descascada ou Beneficiada: pradhyio,lseco e que por processos tecnoldgicos adesjuade retirada sua casca.

5.2. SUBGRUPOS

5.2.1.A Castanha em Casca, segundo seu preparoaspo de manipulagdo, sera classificada ems} guégrupos:

5.2.1.1.Natural: produto "in natura”, sem ter sdbmetido a qualquer processo de desidratacaiciattibpenas limpo e seco naturalmente.
5.2.1.2.Desidratado: produto que foi submetidoraogsso de desidrata¢éo ou secagem artificial.

5.2.1.3.Desidratado polido: produto que, depoisdésidratado, foi submetido ao processo de polimeoltjetivando melhoria de sua
apresentacéo.

5.2.2. A Castanha Descascada ou Beneficiada, segendpreparo ou processo de manipulagéo, sesffickda em 2 (dois) subgrupos:
5.2.2.1.Améndoa com pelicula: produto que se aptas$etal ou parcialmente revestido de pelicula.

5.2.2.2.Améndoa sem pelicula: produto que, apositler submetido a processo quimico/mecénico, sesepta totalmente desprovido de
pelicula.

5.3.CLASSES

5.3.1. A castanha em casca, do subgrupo Naturdl, ci@ssificada segundo seu tamanho, pelo nimermidedes de castanha por 453,59
gramas, em 3 (trés) classes:

5.3.1.1.Grande (large): produto que contém de&®unidades de castanha por 453,59 gramas.

5.3.1.2. Média (medium): produto que contém de 86 anidades de castanha por 453,59 gramas.

5.3.1.3.Pequena (small): produto que contém acerz6dunidades de castanha por 453,59 gramas.
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5.3.2.A castanha em casca, dos subgrupos Desidrat@dsidratado polido, sera classificada segueddssnanho, pelo nimero de unidades de
castanha por

453,59 gramas, em 6 (seis) classes.

5.3.2.1.Extra Grande (extra-large) : produto queém de 30 a 40 unidades de castanha por 453 6fgra

5.3.2.2.Grande (large) : produto que contém de 48 unidades de castanha por 453,59 gramas.

5.3.2.3.Semigrande (weak-large): produto que centie 46 a 50 unidades de castanha por 453,59 grama

5.3.2.4.Extra média (extra-medium) : produto qudiver de 51 a 55 unidades de castanha por 453z58a5.

5.3.2.5. Média (medium) : produto que contiver 8@%0 unidades de castanha por 453,59 gramas.

5.3.2.6.Pequena (small) : produto que contiver@a B0 unidades de castanha por 453,59 gramas.

5.3.3. A castanha descascada ou beneficiada, dugufiwos Améndoas com pelicula e Améndoas sem [adljcera classificada segundo seu
tamanho, pelo nimero de unidades de améndoas p@d4gramas ou pelo seu estado de apresentacgodatie (inteira, ferida ou quebrada),
em 7 (sete) classes:

5.3.3.1.Miudinha (tiny) : produto inteiro, integrue contém de 180 a 220 unidades de améndoa p&HMdramas.

5.3.3.2. Mitda (midget) : produto inteiro, integgage contém de 160 a 179 unidades de améndoa p@EdAgramas.

5.3.3.3.Pequena (small) : produto inteiro, integue contém de 130 a 159 unidades de améndoa p@dgramas.

5.3.3.4. Média (medium) : produto inteiro, integyae contém de 110 a 129 unidades de améndoa p&i%4gramas.

5.3.3.5.Grande (large) : produto inteiro, integnae contém de 90 a 109 unidades de améndoa p&giamas.

5.3.3.7.Ferida (chipped) : produto que se apreseoma as améndoas lascadas e/ou mutiladas por agiesi oriundas de agente fisico,
mantendo mais da metade do tamanho.

5.3.3.8.Quebrada (broken) : produto que se ap@sEmh as améndoas fragmentadas, partidas e/ouagasbrcom menos da metade do
tamanho.

5.4. TIPOS

5.4.1.A castanha em casca, respeitado o subgramiasse a que pertencer, sera classificada, segumahalidade, em um Unico tipo, constituido
de castanhas perfeitamente desenvolvidas, de torahaimpas, secas e isentas de matérias estacbaforme os limites maximos de
toleréncia estabelecidos na Tabela 1, deste Regntam

5.4.2. A castanha descascada ou industrializasipeitado o subgrupo e a classe a que pertencérlassificada, segundo a qualidade, em tipo
Uinico, constituido de améndoas de cor naturakbdide améndoas rancificadas e isentas de matstiashas, conforme os limites maximos de
toleréncia estabelecidos na tabela 1, deste Regntam

5.4.3.As améndoas das classes Ferida e Quebradeitaglo o subgrupo a que pertencer, serdo ctaskifs, segundo a qualidade, em tipo Unico,
constituido de améndoas de cor natural, livre denalwas rancificadas e isentas de matérias estranhas

5.5. UMIDADE, MATERIAS ESTRANHAS E IMPUREZAS.

5.5.1.0 teor maximo de umidade para enquadramentipe, tecnicamente recomendado para a conseneagépacotamento da Castanha do
Brasil, sera de 15% (quinze por cento), qualquersgja o seu grupo, subgrupo ou classe.

5.5.2.0s limites maximos de impurezas aceitavel paroduto, segundo o seu grupo, subgrupo oueglastio estabelecidos para o Tipo Unico,
na Tabela 1, do presente Regulamento.

5.5.3. Ao nivel da comercializag&o o produto devepresentar livre ou isento de matérias estranhas.

5.6. INSETOS VIVOS E SEMENTES TOXICAS.

5.6.1.Sera exigido, previamente a classificac@xpairgo e/ou o beneficiamento do produto que aptasisetos vivos ou sementes toxicas
prejudiciais a sua utilizagdo normal.

5.7. FORA DE TIPO

5.7.1.Sera classificada como Fora de Tipo, a Caatda Brasil que apresentar os percentuais deéomiarde defeitos das castanha e améndoa,
de impurezas e de umidade, excedendo os limiteénmoéxde tolerancia especificados para o Tipo UnieoTabela 1, qualquer que seja o
Grupo, respeitados 0s respectivos subgrupos eeslass

5.7.2.Ndo serd admitida a internalizacédo e a caaligagdo da Castanha do Brasil classificada cooma Ee Tipo, devendo neste caso ser
previamente rebeneficiada para enquadramento em tip

5.8. DESCLASSIFICACAO

5.8.1.Ser4 desclassificada a Castanha do Brasilaguesentar uma ou mais das caracteristicas irdicabaixo, sendo proibida a sua
comercializa¢do para a alimentagdo humana. S&o elas

5.8.1.1. Mau estado de conservagao.

5.8.1.2 . Aspecto generalizado de mofo e/ou feragém.

5.8.1.3.0dor estranho de qualquer natureza, imjgréprproduto.

5.8.1.4.Residuos de produtos fitossanitarios,deanicotoxinas e outros

contaminantes ou substancias nocivas a salde doifiraite estabelecido por legislacéo especifigente.

5.8.1.5.Presenca de insetos vivos no produto deltidiretamente a alimentagdo humana.

5.8.2.Sempre que julgar necessario, o Ministéridglicultura, Pecuéria e

Abastecimento ou a Pessoa Juridica responsavelctadsificacdo, podera requerer a andlise labdshtprévia, do produto suspeito de
contaminacao, visando certificar-se de sua impedade para consumo humano.

5.8.2.1. As andlises laboratoriais seréo realizadasaboratérios credenciados pelo Ministério dgiéultura, Pecuéria e Abastecimento, com o
respectivo 6nus para o detentor do produto.

5.8.3. A pessoa juridica responsavel pela clasg#ic devera comunicar imediatamente ao Ministérigticultura, Pecuaria e Abastecimento,
a ocorréncia de produto desclassificado, paraasdéncias cabiveis, junto ao setor técnico conmpete

5.8.4.Cabera ao Ministério da Agricultura, Pecuéribastecimento, a decisdo quanto ao destinoathufir desclassificado, podendo, para isso,
articular-se, onde couber, com outros érgéos ddicia

5.8.4.1.No caso especifico da permissdo ou aug@azde utilizagdo do produto desclassificado pateos fins, o Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento devera estabelecer, ddias os procedimentos necessarios ao acompanttad@mproduto até a sua completa
desnaturacéo ou destruicédo, cabendo ao propriet@mooduto ou ao seu preposto, além de arcar sarusios pertinentes a operacao, ser

0 seu depositario e responsavel pela inviolabikdadndivisibilidade do lote, em todas as fasemdaipulacéo, imputando-lhe as acdes civis e
penais cabiveis, em caso de irregularidades osa@adp autorizado do produto nestas condigoes.

5.9.SUBSTANCIAS NOCIVAS A SAUDE
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5.9.1. E obrigatéria a anélise de aflatoxina dat@®dmm do Brasil, efetuada em laboratério credengiado Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento e realizada de acordo com o métodmdélése e plano de amostragem oficiais.

5.9.2.0 Ministério da Agricultura, Pecuaria e Aeaghento podera, sempre que julgar necessariogémde carater temporario ou por tempo
indeterminado, exigir a analise de outras mico@msinde residuos e outros contaminantes da castaodia a comercializacéo,
independentemente do resultado de sua classificagao

5.9.3.0 ressarcimento dos custos das andlises seqeéere os itens 5.9.1. e

5.9.2, correra por conta do interessado.

5.9.4.0 Ministério da Agricultura, Pecuaria e Alagnento, juntamente com outros 6rgéos oficiaispessoas juridicas responsaveis pela
classificagdo, Instituicdes de pesquisa, redesaberatérios credenciados e em parceria com o petaado, poderd desenvolver programas
especificos de monitoramento de micotoxinas, resiéucontaminantes da castanha, visando ao coatéof@rantia de sua qualidade para a
alimentagdo humana.

6.EMBALAGEM

6.1.As embalagens utilizadas no acondicionamentadtanha do Brasil poderdo ser de materiais nsitsitéticos ou qualquer outro material
apropriado.

6.2.As embalagens da Castanha do Brasil, quanderc@iizada no varejo, devem obedecer as legistaggigecificas vigentes.

6.3.Dentro de um mesmo lote serd obrigatério quiastoas embalagens sejam do mesmo material e teitd@ntica capacidade de
acondicionamento.

7. MARCACAO OU ROTULAGEM

7.1. As especificagBes de qualidade do produtdidamna marcagao ou rotulagem, e na identificdgélote, deverdo estar em consonancia com
0 seu respectivo Certificado de Classificagao.

7.2.Todo lote ou embalagem deve trazer as espegifés qualitativas, marcadas ou rotuladas, na pisteipal, em lugar de destaque, de facil
visualizagao e de dificil remogéo.

7.3.0s rotulos dos produtos embalados néo dever&sentar vocabulos, simbolos, emblemas, ilustsagdeutras representagdes graficas que
possam induzir o consumidor a equivoco, erro, a@Etdwu engano em relacdo a sua qualidade.

7.4.No nivel de atacado, para o produto ensacadogranel, (neste caso desde que ndo haja mistutedou carga com outros produtos a
granel, de diferentes qualidades ou origem), aagédrcdo lote deve trazer, no minimo, as seguintésacoes:

7.4.1.ldentificagdo do lote.

7.4.2.Grupo

7.4.3.Subgrupo.

7.4.4.Classe.

7.4.5.Tipo.

7.4.6.Safra de produgéo, de acordo com a decladaé@sponsavel pelo produto.

7.4.7 |dentificagao do responsavel pelo produton@ou razéo social e endere¢o completo).

7.4.8.Peso liquido.

7.4.9. Orgéo responsavel pela fiscalizagéo daifitaggio: MAPA

7.5.No nivel de varejo, a marcagé&o ou rotulagenedpscificagdes de qualidade sera feita, na pobimdzrontal em relacéo a borda superior ou
inferior da embalagem a qual devera conter, nomuinas seguintes indicacdes, no idioma oficial aiis Be consumo:

7.5.1.Denominacéo de venda do produto.

7.5.2. Identificagéo do lote.

7.5.3.ldentificagdo da origem (devera ser indicadnome ou a razdo social, 0 endereco completo &N®JQo fabricante, produtor ou
embalador, conforme o caso, assim como a localjadafistado e o Pais de origem, onde couber).

7.5.4.Data de validade

7.5.5.Peso liquido.

7.5.6.Subgrupo.

7.5.7.Classe.

7.5.8. Subclasse. (Quando for subclasse mesclamldo $acultativa para as demais subclasses).

7.5.9. Orgéo responsavel pela fiscalizagéo daifitaggio: MAPA

7.6.Todo rétulo devera ter impresso, gravado owathr de qualquer outro modo, uma indicagcdo em edaliglinguagem clara, que permita
identificar o lote a que pertence o alimento denfowisivel, legivel e indelével.

7.6.1. O lote serd determinado em cada caso, peliufor, fabricante, fracionador ou embalador dodpto, onde couber, segundo seus
critérios.

7.6.2. Para indicacao do lote podera ser utilizado:

7.6.2.1.Um codigo chave precedido da letra "L"eEsidigo deverd estar a disposicdo da autoridadgpetente e constar da documentacao
comercial, quando ocorrer comércio nacional e fateional.

7.6.2.2. A data de fabricagédo, embalagem ou prazatidade, sempre que seja(m) indicado(s) clartanpelo menos, o dia e 0 més, ou 0 més
e 0 ano nesta ordem, conforme o regulamento téesjpecifico de alimentos embalados.

7.7. As expressdes qualitativas referentes ao gapasubgrupo, a classe e ao tipo, devem ser gafaar extenso, respectivamente, e com a
expressao "tipo Unico", também por extenso. Foréiple

7.8.0s indicativos de grupo, subgrupo, classeedgrem ser grafados em caracteres do mesmo tapsetundo as dimensées especificadas
para o peso liquido, em legislacédo metrolégicantige

7.9.No caso especifico da comercializacéo feitaaday ou em conchas, o produto exposto diretanznt®nsumidor devera ser identificado e a
identificacéo colocada em lugar de destaque, devfaualizagéo, contendo, no minimo, as seguimeEacoes:

7.9.1.Denominacédo de venda do produto.

7.9.2.Subgrupo.

7.9.3.Classe.

7.9.4.Tipo.

7.9.5.ldentificagdo da origem (devera ser indicadnome ou a razdo social, 0 endereco completo &N®JQo fabricante, produtor ou
embalador, conforme o caso, assim como a localjdafistado e o Pais de origem onde couber).

7.9.6.Data de validade.

8. AMOSTRAGEM
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8.1.Previamente & amostragem, deverdo ser obsenaslaondi¢cbes gerais do lote do produto e em daswoerificagdo de qualquer
anormalidade, tais como, presenga de insetos wivas existéncia de quaisquer das caracteristicadadsificantes (odor estranho, mau estado
de conservacgdo, aspecto generalizado de mofo,@rttas), adotar os procedimentos especificosgiosvheste Regulamento.

8.2. Aretirada ou extragio de amostra em lotéSadtianha do Brasil, ensacada ou a granel, setéaéetio seguinte modo:

8.2.1. Castanha ensacada: por abertura ou despejwmdninimo, 10% (dez por cento) dos sacos, dsealtinteiramente ao acaso, e sempre
representando a expressdo média do lote, numaidp@d@iminima de 30g (trinta gramas) de cada sdsgreando-se o plano de amostragem
abaixo:

Tamanho de lote em sacos N.2 minimo de sacos a serem
amostrados

2a25 2

26 a 50 3
51a90 5

91 a 150 8

151 a 280 13
281 a 500 20
501 a 1.200 32
1201 a 3.200 50
3.201 a 10.000 80
10.001 a 35.000 125
35.001 a 150.000 200
150.001 a 50.000 315
500.001 ou mais 500

8.2.2.Castanha a granel: far-se-a a extragao dodalitmeio e das laterais do lote ou tulha, em tileafe que represente a totalidade da castanha
ser classificada, nunca inferior a 10kg (dez quéotas) por tonelada do produto.

8.2.3.Em navios ou similares: serdo adotados omoeesritérios e procedimentos de amostragem, posvieste Regulamento, para o produto a
granel ou ensacado, conforme o caso, até que atéfiiti da Agricultura, Pecuaria e Abastecimentayvas de seu setor competente, discipline a
matéria por instrugdo normativa complementar efipaci

8.2.4.Castanha empacotada ou encaixotada: farsed@iacdo de amostras, obedecendo o seguinteacrité

8.2.4.1.Lote de até 5 (cinco) caixas: amostra magli@l (uma) unidade (caixa).

8.2.4.2.Lote de 6 (seis) caixas: 10% (dez por ¢attdote, com um minimo de 5 (cinco) unidadesx@pi

8.2.4.3.Lote acima de 100 (cem) caixas: 5% (ciraracpnto) do lote, com um minimo de 10 (dez) uredgdaixa).

8.2.5.Quando a amostra for coletada e enviadaip&essado, deverdo ser observados os mesmasosrigéprocedimentos de amostragem
previstos neste Regulamento, visando garantirrgifd@cédo da mesma com o lote ou volume da quatigénou, sendo o coletor o responsavel
legal pela sua representatividade.

8.2.6.As amostras extraidas conforme os itens iargsy referentes ao produto ensacado, a granehpaa®tado, serdo homogeneizadas,
reduzidas e acondicionadas em, no minimo, 3 (&dép)otas, com peso de, no minimo, 1kg (um quilpglacada, devidamente identificadas,
lacradas e autenticadas.

8.2.7.Sera entregue 01 (uma) aliquota para o s#ade, 02 (duas) ficardo com a pessoa juridicmmedpel pela classificacdo e o restante da
amostra sera obrigatoriamente recolocado no lotéewalvido ao proprietario.

8.2.8. A amostra para efeito de classificagcdo (tnmoe trabalho) sera de 1kg (um quilograma),

9.CERTIFICADO DE CLASSIFICAGCAO

9.1.0 Certificado de Classificagdo sera emitido pihistério da Agricultura, Pecuaria e Abastecitoesu pelas pessoas juridicas, devidamente
credenciadas pelo mesmo, de acordo com a legisiégéinte.

9.2.0 Certificado de Classificag@o é o documentul lpdara comprovar a realizagéo da classificacdoespondendo a um determinado lote do
produto classificado.

9.3. O Certificado somente serd considerado véiidando possuir a identificagdo do classificadorirfdzo e assinatura), pessoa fisica,
devidamente habilitada e registrada no MinistdaidA\gricultura, Pecuéria e Abastecimento.

9.4. A validade do Certificado de Classificacd@st 45 (quarenta e cinco) dias, contados a plarSua emissao.

9.4.1. A validade, a que se refere o item antesimgplica a validagdo do servico de classificagd@gja o prazo em que se pode questionar
administrativamente o resultado apresentado ( lau@ertificado emitidos) e sera averiguada com hasamostra de arquivo ( contraprova) ou
se necessario, com uma nova amostra do produtbpdate em questéo se mantenha inalterado nostasppialitativo e quantitativo.

9.5.No Certificado de Classificacdo deverdo constm das informacGes estabelecidas no Regulani@wico especifico, as seguintes
indicagbes:

9.5.1.Discriminagéo dos resultados de cada anéleteada e dos percentuais encontrados para céefmiiecdo de qualidade da castanha,
estabelecidos no item 5 e seus subitens dested®egtio, bem como as informagdes conclusivas (enguatto em grupo, subgrupo, classe e
tipo), que serdo transcritos do seu respectivoolaedclassificagao.

9.5.2.0s motivos que determinaram a desclassificdggproduto.

9.5.3.0 percentual de umidade e de impurezas eadastno produto.

10.ARMAZENAGEM E MEIOS DE TRANSPORTE

10.1. Os estabelecimentos destinados & armazerdggeastanha do Brasil e os meios de transporterdefsrecer plena segurancga e condi¢cdes
técnicas imprescindiveis a sua perfeita conservag@peitada a Legislacdo especifica em vigor, sénddamental a tomada de cuidados
especiais quanto a manutengdo rigorosa dos teeramilade recomendados para o produto, visandar euit controlar a contaminag&o por
aflatoxina.

11.FRAUDE

11.1.Considerar-se-a fraude toda a alteracdo dobtesajualquer ordem ou natureza, praticada naifgtagsio, no acondicionamento, no
transporte e na armazenagem, bem como nos docuwuEntpalidade do produto.

11.2.Sera também considerada fraude, a comergiatizéa castanha do Brasil em desacordo com o kstaloeneste Regulamento.

12. TABELAS

TABELA 1 - CASTANHA EM CASCA - Limites maximos delerancia (%) e caracteristicas admitidas

CASTANHA EM CASCA
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CASTANHA EM CASCA
MNatural Desidratada Desidratada e Polida

- - i Matérias Castanha Castanha
T Umidad C

Pos ricace of Estranhas Danificada e/ou Impurezas | Danificada e/ou | Impurezas

Defeituosa Defeituosa

i Natural, Uniforme e

Unico 15% Caracteristica do Isenta 10,0 2,0 7,0 1,0
Produto
Fora de Tipo > 10,0 > 20 >7,0 >1,0

TABELA 2 - CASTANHA DESCASCADA OU BENEFICIADA - Linites maximos de tolerancia (%) e caracteristicastaths
CASTANHA DESCASCADA OU BENEFICIADA

CASTANHA DESCASCADA OU BENEFICIADA
i . . Améndoas das Classes Améndoas das Classes
Tipo Umidade Cor Matérias Estranhas e Miudinha & Grande Ferida eQuehrada
Natural, Uniforme e Améndoas Rancificadas 1 ] I i
Caracteristica do Produto mpurezas mpurezas
Isenta 1,0 2,0
> 1,0 > 2,0
TABELA 3 - Classificagéo - Quadro sinéptico
CLASSIFICACAO CASTANHA DO BRASIL
GRUPOS Castanha em Casca Castanha Descascada ou Beneficiada
SUBGRUPOS NatL!ra_I, De5|d|'ata_d0, Améndoa com pelicula Améndoa sem pelicula
Desidratado e polido
Desidratado Nomes das Améndoa com pelicula
Nomes das Classes Demgﬁaziljclo e Natural Classes Améndoa sem pelicula
Extra Grande De 30 a 40 - Miudinha De 180 a 220
CLASSES (Unidades Grande De 41 a 45 de 30 a 45 Mitda De 160 a 179
de Castanha ou de Semi Grande De 46 a 50 Pequena De 130 a 159
Améndoas em Extra De 51 a 55 Média Grande De 110 a 129
453 g) Media De 56 a 60 de 46 a 55 Ferida De 90 a 109
MédiaPequena De 60 a 70 Acima de 56 Quebrada -
TIPO UNICO UNICO

TIPO UNICO UNICO

13.DISPOSICOES GERAIS

13.1.Este Regulamento Técnico sera também aplicgwahto a classificagao

aos produtos organicos e aos transgénicos, desdesquesmos tenham cumprido
previamente os tramites necessarios a sua idewgficou certificacédo, atestando-os
como tal e ainda, tenham atendido as disposiciesiisas vigentes.

13.2.Seré4 de competéncia exclusiva do Orgdo Téduddinistério da

Agricultura, Pecuaria e Abastecimento resolveras®s omissos porventura surgidos
na utilizacéo do presente Regulamento.
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ANEXO C

CHAPTER I - FOOD AND DRUG ADMINISTRATION

PART 173 — SECUNDARY DIRECT FOOD ADDITIVES PERMITED IN FOOD FOR
HUMAN CONSUMPTION
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FoA  U.S. Food and Drug Administration <€ =

CENTER FOR DEVICES AND RADIOLOGICAL HEALTH
FDA Home Page | CORH Home Page | Search | A-Z Index Questions?

New Search Help | More About 21CFR

[Code of Federal Regulations]
[Title 21, Volume 3]
[Revised as of April 1, 2008]
[CITE: 21CFR173.368]

TITLE 21--FOOD AND DRUGS
CHAPTER I--FOOD AND DRUG ADMINISTRATION
DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES
SUBCHAPTER B--FOOD FOR HUMAN CONSUMPTION (CONTINUED)

Subpart D--Specific Usage Additives
Sec. 173.368 Ozone.

Ozone (CAS Reg. No. 10028-15-6) may be safely used in the treatment, storage, and
processing of foods, including meat and poultry (unless such use is precluded by standards
of identity in 9 CFR part 319), in accordance with the following prescribed conditions:

(a) The additive is an unstable, colorless gas with a pungent, characteristic odor, which
occurs freely in nature. It is produced commercially by passing electrical discharges or
ionizing radiation through air or oxygen.

(b) The additive is used as an antimicrobial agent as defined in 170.3(0) (2) of this
chapter.

(c}) The additive meets the specifications for ozone in theFood Chemicals Codex, 4th ed.
(1996), p. 277, which is incorporated by reference. The Director of the Office of the
Federal Register approves this incorporation by reference in accordance with 5 U.S.C. 552
(a) and 1 CFR part 51. Copies are available from the National Academy Press, 2101
Constitution Ave. NW., Washington, DC 20055, or may be examined at the Office of Premarket
Approval (HFS5-200), Center for Food Safety and Applied Nutrition, Food and Drug
Administration, 5100 Paint Branch Pkwy., College Park, MD 20740, and at the National
Archives and Records Administration (NARA). For information on the availability of this
material at NARA, call 202-741-6030, or go
to:http://www.a:chives.gov/federal_register/code_of_federa;_regulations/ib;_locations.html.

(d) The additive is used in contact with food, including meat and poultry (unless such use
is precluded by standards of identity in 9 CFR part 319 or 9 CFR part 381, subpart P), in
the gaseous or aqueous phase in accordance with current industry standards of good
manufacturing practice.

(e) When used on raw agricultural commodities, the use is consistent with section 201(q) (1)
(B) (1) of the Federal Food, Drug, and Cosmetic Act (the act) and not applied for use under
section 201(q) (1) (B) (i) (I), (q) (1) (B) (i) (II), or (q) (1) (B) (i) (III) of the act.

http://www.accessdata.fda. gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfefr/CFRSearch.cfm?FR=173.368 2/20/2009
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