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Ozonizacao de “leite vegetal” de amendoim
para degradacao de aflatoxinas
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Resumo

Dentre os produtos plant-based, os “leites vegetais” sdo produtos obtidos a partir de grédos e que vem crescendo em disponibilidade
no mercado, seja em quantidade de marcas ou de tipos de produtos. Entretanto, considerando sua origem a partir de gréos, os
leites vegetais podem apresentar contaminagao por micotoxinas. Assim, além de atender a exigéncia dos consumidores quanto
aos aspectos sensoriais e nutricionais, os leites vegetais devem também assegurar a auséncia de contaminagéo por micotoxinas.
Dentre as técnicas para destoxificagdo de produtos contaminados, a ozonizagédo tem mostrado bons resultados para a redugéo
de micotoxinas. Assim, neste estudo objetivou-se avaliar a ozonizagéo do “leite de amendoim” para redug&o das aflatoxinas AFB1,
AFB2, AFG1 e AFGz. As replicatas foram realizadas com coletas para a analise da redugéo da concentragéo das aflatoxinas nos
tempos 0, 5, 10, 20, 30, 60, 90, 120, 150, 180 e 210 min. AFB1 e AFG1 foram degradadas em 30 min enquanto AFB2 e AFG2
tiveram uma redugédo maxima, ao final de 210 min, de 32 e 41%, respectivamente. O consumo de ozénio foi mais intenso nos 30
primeiros min da reagao, apresentando tendéncia a estabilidade a partir de 60 min, sugerindo que 0os compostos mais sensiveis

a oxidacgao foram reduzidos nessa etapa inicial.
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Introducao

O mercado de produtos de origem vegetal vem se expandindo
ao longo dos anos por estes serem uma alternativa de oferta de
nutrientes em substituigdo ao consumo de produtos de origem
animal para os publicos vegetariano e vegano. Pesquisas
realizadas pela industria apontam que 90% dos brasileiros
demonstram interesse em consumir produtos plant-based
(ABRAS, 2020).

Para atender a nova demanda desse publico considerado
exigente e diferenciado, produtos tipo “leite vegetal” a base de
soja, amendoim, castanhas, avela, nozes, arroz, coco, aveia,
entre outros, tem sido desenvolvidos por diversas empresas.
Entretanto, além dos quesitos sensoriais e nutricionais, os leites
vegetais devem atender a seguranga quanto a auséncia de
contaminantes naturais, como as micotoxinas.

Micotoxinas sdo compostos de origem fungico com amplo
espectro de toxicidade e podem, além dos reconhecidos riscos
em potencial a saude dos consumidores, representar umentrave
para a conquista de mercado desses produtos.

Os “leites vegetais” sdo obtidos por meio do processamento
de seus respectivos graos adicionados a partir da trituragéo e
homogeneizagdo em agua. Diferentes processos foram descritos
para essa producdo, incluindo etapas de torracdo, moagem,
extragao de 6leo, entre outros, dependendo do tipo de gréo ou
produto vegetal a ser utilizado (DIARRA et al., 2007). Durante
esse processamento, se houver presenca de micotoxinas nos
graos, esses compostos podem ser arrastados para o leite,
constituindo uma fonte de exposic¢ao até entdo ndo mensurada.

Os graos utilizados para a obtengdo de leites vegetais, tais
como soja, arroz, aveia, amendoim, entre outros, podem estar
contaminados com uma ou mais micotoxinas (PALUMBO et
al., 2020). Em gréos de amendoim a presenca de aflatoxinas ja
foi amplamente reportada na literatura (MAGRINI et al., 2011;
HOELTZ et al., 2012), aumentando a importancia dos estudos
de rastreamento da contaminagao nesses produtos e em seus
derivados.

As aflatoxinas sdo compostos carcinogénicos e
imunossupressores, 0s quais tem sua presenga limitada em
gréos (20 pg/kg para amendoim) e em leite bovino (0,5 ug/kg leite
fluido, 5 pg/kg leite em po) pela legislagao brasileira (BRASIL,
2011). Entretanto ndo existem normativas para os produtos tipo
“leite” de origem vegetal. E importante ressaltar que a presenca
de aflatoxinas em leite de origem animal € principalmente do
tipo AFM1, enquanto que em graos elas podem ocorrer nos
subtipos AFB4, AFB2, AFG1 e AFG2. A aflatoxina AFM1 é um
metabdlito hidroxilado da aflatoxina AFB1, excretada no leite
em concentragdes menores do que as de sua precursora € com
menor poténcia do que a AFB1 (JECFA, 2001). Embora n&do
existam estudos sobre a ocorréncia de micotoxinas em leites
vegetais, € possivel inferir que, caso a matéria prima esteja
contaminada, essa contaminagéo poderia ser arrastada para
o leite. Para reduzir esse risco, a ozonizagdo pode ser uma
alternativa para destoxificacdo do “leite de amendoim” durante
ou apos o preparo do produto.

A ozonizagado como técnica de destoxificagdo tem se mostrado
um eficiente oxidante utilizado para diversos fins, desde a
descontaminacao de efluentes residuais a alimentos soélidos
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ou liquidos (PANDIESELVAM et al., 2019, ALEXANDRE et
al., 2017). Diversos estudos avaliaram o uso do ozénio para
reducdo de micotoxinas em graos in natura e em produtos
industrializados, mas os niveis de redugao obtidos sdo bastante
variaveis em fungao dos parametros utilizados para a ozonizagao
e das micotoxinas avaliadas (AFSAH-HEJRI et al., 2020). Assim,
o objetivo desse estudo € avaliar a cinética de degradagéo das
aflatoxinas AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 em “leite de amendoim”.

Material e Métodos

A ozonizagao foi realizada utilizando amostras comerciais de
“leite de amendoim”, da mesma marca, lote e data de validade
adquiridas no comércio da regido de Piracicaba — SP. O
processamento por ozénio foi realizado utilizando um sistema
composto por uma unidade geradora de ozénio (Ozone & Life,
0O&G Model RM 3.0, S&o José dos Campos, Brasil) e um monitor
equipado com software para mensurar as concentragdes de
0z0nio (2B Technologies Inc., 106-H). O fluxo de gas foi de 1,0
L/min e a concentracdo de ozdnio foi de 47 mg/L. A amostra de
“leite de amendoim” (700 mL) foi artificialmente contaminada
empregando uma mistura de padrdes das aflatoxinas (Sigma
Aldrich), obtendo-se a concentragéo media de aflatoxinas totais
(AFT) de 170 pg/L (AFB1 =43 ug/L; AFB2 = 38 pg/L; AFG4 = 59
pg/L; AFG2 =30 pg/L). O processamento por ozdnio foi realizado
com coletas de aliquotas do “leite de amendoim” para analise
nos tempos 0, 5, 10, 20, 30, 60, 90, 120, 150, 180 e 210 min, a
fim de avaliar a redugéo da concentragdo inicial das micotoxinas
em relagédo aos tempos de tratamento. Foram realizadas trés
repeticbes, com coletas nos onze tempos avaliados.

A extracdo de aflatoxinas foi realizada pela adigdo de metanol
no leite na proporgao 2:3 (leite:metanol, v/v) e agitagdo mecanica
por 30 min (Marconi, MA 139/CFT, Piracicaba, Brazil) seguida
de filtragdo em papel de filtro. A purificacdo do extrato apos
diluigdo (2:3, extrato:tampéao, v/v), e centrifugacdo a 10.000
G durante 10 min (Eppendorf,MiniSpin® plus, Germany), foi
realizada empregando NeoColumn™ para Aflatoxinas da marca
Neogen. A eluigao foi realizada com metanol: acetonitrila (1:1
v/v). A cromatografia foi realizada utilizando um HPLC Shimadzu
equipado com detector de fluorescéncia (RF-20AXL) a 440

nm emissao e 362 nm excitagao e coluna X-Terra RP18 (4.6 x
150mm, 5 ym, Waters, Milford, MA, USA).

Os resultados foram avaliados estatisticamente (SAS
University Edition, 2021) por Anova e teste de Tukey (0,05%
de significancia) a fim de verificar se os diferentes tempos de
ozonizagéao produziram redugdes significativas na concentragéo
das aflatoxinas analisadas.

Resultados e Discussao

As redugdes das concentragdes iniciais (0 min) das aflatoxinas
AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 em cada um dos tempos de
ozonizagdo avaliados (5, 10, 20, 30, 60, 90, 120, 150, 180 e 210
min) foram obtidas por meio de uma relagéo entre a concentragao
da respectiva aflatoxina obtida apds cada um dos tempos
analisados e a sua concentragéo inicial (C/CO0).

No presente estudo, observou-se que nos primeiros 5 min de
processamento, a AFG1 apresentou uma redugéo significativa
(P < 0,0001) de 53%, enquanto AFB1 de 43%, mostrando-se
mais suscetiveis a oxidagao pelo ozénio. Por outro lado, AFB2
e AFG2 se mostraram mais resistentes a degradacao pelo
ozbnio, assim como ja reportado na literatura (AGRIPOLOU
et al., 2016).

As aflatoxinas AFB1 e AFG1 foram reduzidas em até 30 min
de ozonizagado a valores inferiores ao limite de detecgao da
metodologia (LD = 0,11 pg/L para AFB1 e AFG1 e LD = 0,07
pg/L para AFB2 e AFG2, respectivamente). Por outro lado,
as aflatoxinas AFB2 e AFG2, apresentaram redugcdo maxima
de 41% para AFG2 e de 32% para AFB2 ap6s 210 min de
ozonizag&o. As curvas da cinética de degradacgéo das aflatoxinas
em “leite de amendoim” sdo apresentadas na Figura 1.

Para AFB4 e AFG1, de maneira geral, todos os tratamentos
produziram redugdes significativas em relagéo a concentragéo
inicial. Ja AFB2 e AFG2 apresentaram maior variabilidade entre
os resultados das replicatas do que as AFB1 e AFG1, o que pode
ter contribuido para a auséncia de significancia nas redugoes
até os tempos 30 e 90 min (AFG2 e AFB2, respectivamente),
juntamente com a maior resisténcia dessas micotoxinas a
oxidagéo pelo ozbénio (Tabela 1).
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Figura 1: Cinética de degradagédo AFB1 e AFB2 (esquerda) e G1 e G2 (direita). Concentragdes iniciais: AFB1 = 43 pg/L; AFB2

=38 ug/L; AFG1 = 59 pg/L; AFG2 = 30 pg/L.
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Tabela 1: Redugéo (%) das aflatoxinas e do consumo médio de ozdnio ao longo do

processamento
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se que houve um menor excedente
de 0zd6nio no inicio do processo de
0zonizagao, o que representa que houve

Tempo de Ozonizag&o Redugao (%) da concentragéo das Aflatoxinas [mg/L] O3 um maior consumo de ozonio.
(min) B1 B2 G1 G2 Consumido Assim, podemos inferir que a reagéo do
0 00 00 0 0° 450 0zbnio ocorre com maior intensjdade no
' inicio do processamento, assim como
5 15° 12 18° 2 32,0 ocorre com a redugdo da concentragéo
10 71¢ 4ab 81° 3a 29,6 das aflatoxinas AFB1 e AFG1. Apods 30
20 924 5eb 06¢ G 274 min, a reagdo parece atingir um certo
equilibrio até o final do processamento,
30 98° 1= 99 T4z 26,2 sugerindo que os componentes mais
60 99¢ 1920 >LDe" 27° 24,8 sensiveis a oxidagao foram consumidos
90 99e 21be >LD® 24be 24,2 durante essa etapa da reacao.
120 99 24pe >LD® 29° 23,5 .
Conclusoées
150 99¢ 27 >LDe 32« 22,6
180 99¢ 32cd >LDe 374 21,9 As aflatoxinas AFB1 e AFG1 foram
210 99¢ 300 LD 414 213 totalmente degradadas pelo ozénio apos

*letras iguais na mesma coluna representam que nao houve diferenga significativa (a = 0,05). ** LD =
0,11 pg/L para AFB1 e AFG1 e LD = 0,07 pg/L para AFB2 e AFG2, respectivamente.

O 0z6nio consumido pode ser mensurado por meio da diferenca
entre a concentragdo de ozonio produzido (medida realizada
na entrada do reator) e a concentragdo de ozbnio excedente
(medida realizada na saida do reator). Na Figura 2 observa-

30 min de tratamento. As aflatoxinas
AFB2 e AFG2 se mostraram resistentes
ao tratamento, com redugbes maximas
de 42% para AFB2 e 31% para AFG2. O
consumo de ozoénio durante o processamento foi mais intenso
nos 30 primeiros min do processo e atinge uma certa tendéncia a
uma estabilidade a partir de 60 min, sugerindo que os compostos
mais sensiveis a oxidagao foram reduzidos nessa etapainicial.
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Figura 2: Concentragdo de ozbnio produzida, excedente (a esquerda) e consumida ao longo do processamento de

ozonizagao do “leite de amendoim” (a direita).
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