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RESUMO

A pesquisa de métodos para reduzir os niveis de micotoxinas na cevada
destinada para a fabricagdo de cerveja foi feita nas bases de dados “Web of
Science” e “Scopus”. Trés métodos sao sugeridos na literatura para esse fim,
incluindo a ozonizagéo, a radiacdo e o uso de bactérias acido laticas. A eficiéncia
desses métodos para reduzir o desenvolvimento de fungos toxigénicos e/ou
micotoxinas sem afetar a capacidade germinativa da cevada foi avaliada. O uso do
ozObnio ndo prejudica a capacidade germinativa da cevada. Entretanto, pouca
diferenca entre a porcentagem de infeccéo fungica e nivel de DON (desoxinivalenol)
foi observada entre as amostras tratadas ou ndo com ozdénio. Cabe salientar que
apesar do custo de implementacédo da ozonizacao ser mais baixo do que dos demais
métodos, o gerador de ozbnio or¢cado aplica-se a um silo pequeno (2,00 x 1,80m), o
que nao reflete a realidade das maltarias. Em relacdo a aplicacdo de radiacdo, nao
foi possivel chegar a uma dose de radiacdo que diminua eficientemente a infeccéo
por Fusarium, reduza os niveis de DON e nao prejudique a capacidade germinativa
da cevada. O biocontrole através do uso de BAL, especialmente Lactobacillus
rhamnosus, parece ser promissor no que diz respeito a reducao no desenvolvimento
de fungos e nos niveis de micotoxinas. Entretanto, a utilizacdo desses
microrganismos deve ser pesquisada em relacdo a sua influéncia na capacidade

germinativa da cevada.
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1. INTRODUCAO

A cerveja é a bebida obtida pela fermentacdo alcodlica do mosto oriundo do
malte de um cereal e agua potavel, por acdo da levedura, com adicéo de lapulo. O
Brasil € um dos principais fabricantes de cerveja do mundo, cuja producgédo esta atras
apenas da China e dos Estados Unidos. De acordo com os mais recentes dados
disponiveis, 14 bilhdes de litros de cerveja foram produzidos no Brasil em 2014,
sendo que o consumo dessa bebida pelos brasileiros foi de aproximadamente 67
litros per capita.

A qualidade da cerveja e das matérias-primas utilizadas para sua producéo é
de extrema importancia, visto que influenciara nas caracteristicas sensoriais desta
bebida. O desenvolvimento de fungos em alguma etapa do cultivo, transporte ou
armazenamento dos cereais destinados a elaboracdo da cerveja ou ainda durante a
maltacéo pode influenciar negativamente no aroma e sabor da cerveja. Além disso,
alguns fungos sdo capazes de produzir metabdlitos secundarios téxicos, chamados
de micotoxinas.

A diminuicdo dos niveis de micotoxinas é importante tanto do ponto de vista
toxicolégico quanto econémico, visto que as micotoxinas podem ser mutagénicas,
imunossupressoras, desreguladoras enddcrinas e/ou cancerigenas. Além disso, a
presenca destes compostos pode dificultar, ou até impedir, as exportacbes de
alimentos e bebidas.

Recentemente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
estabeleceu limites para a presenca de micotoxinas em varios tipos de alimentos,
incluindo o grdo de cevada e a cevada maltada. As empresas tém manifestado
temor em relacdo a estes limites. Em resposta, a ANVISA declarou que a
possibilidade de revogacdo dos limites em vigor esta descartada, mas que a
vigéncia destes limites que seria em 2016, esta prorrogada para janeiro de 2017.

Considerando que a presenca de micotoxinas na cevada é inevitavel em
muitos casos, a pesquisa de métodos para reduzir os niveis destes compostos
toxicos é primordial para garantir que a cerveja produzida possua concentracdo de

micotoxinas que nao oferecam risco para a saude da populagéo.
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2. ESTADO DA ARTE

2.1 Elaboracéo da cerveja

A cerveja é produzida a partir de cereais maltados. A primeira etapa da
elaboracdo do malte é a maceracao da cereal, que envolve o aumento da umidade
do grdo de 12-14% para 44-48%. Nessa condicdo ocorre a germinacao e ativacao
das amilases que transformam o amido do cereal em unidades menores de acucar.
A hidrélise do amido é necessaria para o desenvolvimento das leveduras
relacionadas a fermentacdo alcoolica (MORADO, 2009). Por fim, a matéria-prima
passa por secagem ou torrefacdo. Nesse processo, dependendo da intensidade, o
malte pode assumir coloracbes e aromas que contribuem para formar a
personalidade da cerveja (PALMER, 2006).

Para a producéo da cerveja o malte deve ser moido. A finalidade da moagem
€ remover a casca para quebrar o interior do grdo. A etapa seguinte chama-se
brassagem, pode ser dividida em mosturacdo e fervura. A mosturacdo é a fase de
preparo do mosto e consiste em misturar 0 malte moido com agua quente
(aproximadamente 65°C), a qual hidrata e também ativa as enzimas que convertem
0o amido dos grdos em acucares fermentaveis. Posteriormente, malte moido e
hidratado é filtrado para separacao da fase sélida (bagaco) da fase liquida (mosto).
O mosto € transferido para uma caldeira de fervura, onde permanece por cerca de
1h. Durante a fervura, o lUpulo é adicionado em diferentes quantidade e estagios da
fervura, com a finalidade de conferir amargor e aroma a cerveja (PALMER, 2006).

ApoOs a fervura, as leveduras sdo adicionadas ao mosto para conversao de
acucares do mosto em alcool e gas carbdnico. A fermentacdo ocorre até que
determinado grau alcodlico seja atingido, o que depende do tipo de cerveja. As
fermentacdes “Ale” (de alta fermentacdo) duram de 5 a 10 dias a temperaturas de 16
a 21°C. As fermentacbes “Lager” (de baixa fermentacdo) geralmente sao mais
longas, com uma fermentacdo inicial de 10 a 13°C, seguida de um periodo de
maturacdo a 1°C (MORADO, 2009).

Apés a fermentacdo, € feita a maturacdo, onde substancias indesejadas,
oriundas da ultima etapa, sdo eliminadas, e o acUcar residual € consumido pelas

células de fermento remanescentes. A cerveja pode ser maturada de seis a trinta
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dias, e ao fim desse estagio, a cerveja estd praticamente concluida (MORADO,
2009).

A filtracdo é utilizada para eliminar o excesso de leveduras, porém néo é
necessario realizar em todas as cervejas. Entdo, a cerveja € envasada em garrafas
ou barris. As garrafas ainda podem passar por um processo de pasteurizagao, onde
a cerveja € aquecida até 60°C e resfriada até chegar a temperatura ambiente, que
garantem maior durabilidade ao produto (PALMER, 2006).

2.2 CEREAIS USADOS PARA A ELABORACAO DE CERVEJA

Cereais e produtos a base de cereais sdo importantes fontes de alimentacéo
para os humanos e também para os animais. As principais culturas de cereais
produzidas mundialmente s&o de trigo, arroz, milho e cevada (USDA, 2016). Os
principais cereais empregados na elaboracdo da cerveja sdo a cevada e o trigo,
sendo que a cevada € o cereal mais frequentemente usado na producdo dessa
bebida. No Brasil, a producao de cevada alcancou 314 mil toneladas na ultima safra
(Tabela 1), deste volume, 75% foram aproveitados na fabricacdo de malte e 95% do
que foi destinado para a maltacéo, foi utilizado para a producao de cerveja (MAPA,
2012).

Tabela 1 — Producéo de cevada no Brasil e no mundo desde 2013/14.

Brasil (em mil toneladas) Mundo (em milhdes de
Escala
Safra toneladas)
2013/14 361,1t 144,2
2014/15 305,42 141,0
2015/16 314,23 147,2

Fonte: USDA, 2016 e CONAB.
Nota: Estimativa em Abril/2014, 2Abril/2015 e Maio/2016.

As culturas agricolas, incluindo a cevada, sao vulneraveis a infec¢des por um
amplo espectro de patégenos, cujo controle é um desafio continuo. O
desenvolvimento de fungos na cevada pode resultar na produ¢ao de compostos que
afetam negativamente o aroma e sabor da cerveja. Além disso, alguns fungos sao

produtores de compostos tdéxicos chamados micotoxinas (OLIVEIRA, et al., 2014).
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2.3 MICOTOXINAS

As micotoxinas s80 compostos toxicos produzidos pelo metabolismo de
alguns fungos que afetam uma variedade de culturas, incluindo os cereais. Estes
compostos podem ser produzidos tanto no campo quanto durante o transporte e
armazenamento dos cereais (ANFOSSI et al., 2016; SHAPIRA, 2004). O
desenvolvimento de fungos depende de condicbes ambientais favoraveis,
especialmente com temperaturas entre 20 e 30°C e umidade entre 75 e 95%. Para a
producdo das micotoxinas é necessario que ocorra oscilacdo de temperatura e/ou
umidade ambiental (ANFOSSI et al., 2016).

Dentre os fungos produtores de micotoxinas, os mais frequentes pertencem
aos géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium. As micotoxinas (Figura 1) produzidas
por esses fungos sdo aflatoxinas (AFs), ocratoxinas (OTA), patulina (PAT),
tricotecenos (desoxinivalenol, nivalenol, toxina T-2), fumonisinas (FMs) e
zearalenona (ZEA) (ANFOSSI et al., 2016.)

Figura 1 — Estrutura molecular de micotoxinas comumente presentes em cereais

O cooH
:II() 0 © o © ()/U\/K/('OOH OH
NH (0] : 3 P :
i ¢ OH NH,
"’/ O . -
CH, COOH
of m'
Ocratoxina A Fumonisina B1
OH 0O 0O o

HO o

o u 0—CHj

Zearalenona Aflatoxina B1

Deoxinivalenol

Fonte: TIWARI, et al., 2010.
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2.3.1 Ocorréncia de Micotoxinas na Cerveja

A cevada é o cereal mais utilizado na producdo de cerveja. Esse grao esta
frequentemente associado a contaminacao por fungos e micotoxinas durante alguma
etapa do seu cultivo, transporte e/ou armazenamento (PEREIRA, et al., 2014;
BERTUZZI, et al., 2011; BAUER, et al., 2016). Além das micotoxinas presentes na
cevada, a etapa de maltacdo também é considerada um ponto critico de controle
relacionado ao desenvolvimento de fungos e producdo de micotoxinas. Na maltacao,
o teor de umidade do cereal € aumentado, 0 que o deixa mais vulneravel ao
desenvolvimento de fungos.

Véarios estudos tém detectado a presenca de micotoxinas, incluindo
aflatoxinas B1 (AFBl), B2 (AFB2), Gl (AFG1l), G2 (AFG2), OTA, ZEA,
desoxinivalenol (DON), fumonisina Bl (FUBl1) e B2 (FUB2), em cervejas
comercialmente disponiveis em diversos paises (Tabela 2). A porcentagem de
amostras contaminadas com micotoxina pode chegar a 86% (HLYWKA, et al., 1999).

Tabela 2 - Ocorréncia de micotoxinas em cervejas produzidas em diferentes paises.

Micotoxinas % de Niveis Pais Referéncia
detectadas amostras encontrados
contaminadas (ng/mL)
Ocratoxina A 67,9 0,189 Diversos BERTUZZI, et
Desoxinivalenol 66 18,6 paises da al., 2011
Europa
Desoxinivalenol 32 127-501 Brasil PIACENTINI,
Fumonisina B1 15 29-285 et al., 2015
Ocratoxina A 4,1 1-18 Brasil KAWASHIMA,
et al., 2007
Fumonisina B1 86 0,3-12,7 Estados Unidos HLYWKA, et
Fumonisina B2 42 0,3-12,7 al., 1999
Ocratoxina A 82,9 0,007-0,204 Diversos MEDINA, et
paises da al., 2005

Europa
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Aflatoxina B1 3,9 0,004 Diversos MABLY, et al.,
paises do 2005
mundo
Aflatoxina B1 4,3 0,015-0,031 Diversos BENESOVA,
Aflatoxinas 1,7 0,005-0,011 paises da et al., 2012
B2+G1+G2 Europa
Zearalenona 4,3 0,264 Diversos ZOLLNER, et
paises da al., 2000
Europa

Em 2011, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabeleceu

limites para a presenga de micotoxinas em Varios tipos de alimentos, incluindo o

gréo de cevada e a cevada maltada. Desde 2011 esses limites tém se tornado cada

vez mais rigidos, chegando aos limites que deverdo entrar em vigor em 2017,

conforme mostra a Tabela 3.

Tabela 3 — Limites maximos tolerados (LMT) para micotoxinas em grédo de cevada e

cevada maltada.

Ano Micotoxina Produto LMT (ug/kg)
2011 Aflatoxinas B1, B2, Cevada maltada 5
Gle G2
Ocratoxina A Cevada maltada 10
2012 Desoxinivalenol Grao de cevada 2000
Cevada maltada 1750
Zearalenona Cevada maltada 200
2014 Ocratoxina A Grao de cevada 20
Desoxinivalenol Grao de cevada 1500
Cevada maltada 1250
2017 Desoxinivalenol Grao de cevada 1000
Cevada maltada 750
Zearalenona Cevada maltada 100

Fonte: BRASIL, 2011
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2.3.2 Efeitos toxicos das micotoxinas encontradas na cerveja

As micotoxicoses sao divididas em duas categorias: aguda e cronica. A
toxicidade aguda geralmente tem um inicio rapido e com resposta toxica que inclui
dor abdominal, ndusea, vomito e diarreia, enquanto a toxicidade crbnica é
caracterizada pela exposicdo em doses baixas por um longo periodo de tempo,
resultando em reducdo da funcdo renal, problemas hepaticos, cancer e outros
efeitos irreversiveis (ZAIN, 2011).

Os efeitos crbnicos sdo mais frequentemente associados a exposicado as
micotoxinas (Tabela 4). As AFs, por exemplo, sdo conhecidas por causarem danos
ao figado e rins, serem mutagénicas, carcinogénicas e imunossupressoras (AIKO et
al., 2015). Dentre as micotoxinas, a AFB1 é considerada a mais toxica e é
classificada como carcinogénica para humanos (grupo 1) pela Agéncia Internacional
de Pesquisa sobre o Cancer (IARC, do inglés: International Agency for Research on
Cancer) (IARC, 2002). A OTA e as FUB1 e FUB2 sao classificadas no grupo 2B
(possivelmente cancerigeno para humanos), a ZEA e o DON sao classificadas no

grupo 3 (ndo classificavel quanto a sua carcinogenicidade em humanos).

Tabela 4 — Efeitos toxicos das principais micotoxinas encontradas em cereais e seus

respectivos fungos produtores.

Micotoxinas

Commodities

Efeitos toxicos

Fungo produtor

Aflatoxinas (B1,
B2, G1, G2, M1,
M2

Amendoim, milho, trigo,

arroz, cevada

Mutagénico,
carcinogénico,
hepatotoxico, nefrotdxico,

imunossupressor

A. flavus, A.
parasiticus, A.

nominus, A. Tamari

Desoxinivalenol

(Tricotecenos)

Milho, trigo, cevada, aveia

Vomito, diarreia,

imunossupressor

F. graminearum, F.

Culmonarum

Fumonisina

Milho, trigo, cevada

Tumores nos rins e figado

F. verticillioides, F.

Proliferatum

Ocratoxina A

Cereais, amendoim,

cevada

Nefrotdxico, hepatotédxico,
teratogénico,

carcinogénico

A. ochraceus, A.

flavus, P. Viridicatum

Toxina T-2

Milho, trigo, cevada, aveia

Emético, citotoéxico,

teratogénico

F. sporotrichoides, F.

poae, F. Roseum
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Zearalenona Milho, cevada Hiperestrogénico, aborto F. graminearum, F.
tricinctum, F.

Culmorum

Fonte: Adaptado de AIKO, 2015.

Casos de micotoxicoses em humanos sao relatados na literatura. Em 1974,
100 pessoas morreram devido a ocorréncia de hepatite relacionada ao consumo de
milho contaminado. Em 1987, um surto de problemas gastrintestinais associado ao
consumo de pao produzido com trigo contaminado foram relatados. Esses dois
episédios ocorreram na india. Um dos maiores surtos relacionados a exposicdo as
micotoxinas ocorreu no Quénia, em 2004, onde 125 pessoas vieram a 0Obito devido a
insuficiéncia hepatica causada por aflatoxicose aguda relacionada ao consumo de
milho contaminado (KRISHNAMACHARI et al., 1975; BHAT et al., 1989; MUTURE et
al., 2005).

Parametros de ingestao segura sédo estabelecidos para varios contaminantes
pelo Comité de Especialistas em Aditivos Alimentares da Organizacdo das Nacbes
Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO, do inglés: Food and Agriculture
Organization of United Nations) e pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO, do
inglés World Health Organization) (JECFA, do inglés: Joint FAO/WHO Experts
Committee on Food Additives). O conceito de ingestdo segura baseia-se na
quantidade de um composto que pode ser consumida durante toda a vida de um
individuo sem causar danos para a sua saude. O JECFA estabelece para a
ocratoxina A um valor de ingestédo diaria toleravel de 14 ng/kg de peso corporal, para
as FUB1, FUB2 e FUB3 o valor € de 2 mg/kg de peso corporal, para o0 DON a
ingestao diaria toleravel € de 1 mg/kg de peso corporal e para as toxinas T-2 e HT-2
a ingestao € de 60 ng/kg de peso corporal.

Portanto, considerando: (i) os efeitos toxicos das micotoxinas, incluindo o
potencial carcinogénico de algumas delas; (i) a contaminacdo por micotoxinas, em
muitos casos, inevitdvel mesmo quando boas praticas agricolas, de transporte e
armazenamento dos cereais sdo empregadas e (iii) a cerveja € uma bebida popular
e Seu consumo € atrativo devido as suas propriedades organolépticas e custo menor
do que quando comparada a outros tipos de bebidas alcodlicas como o vinho, por

exemplo, este projeto tecnoldgico é dedicado a pesquisa de métodos que visam a
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reducdo de fungos e micotoxinas na cevada destinada a maltacdo ou durante a

elaboracao do malte empregado para a elaboracao da cerveja.

3. OBJETIVOS

- Pesquisar na literatura métodos para reduzir os niveis de micotoxinas na

cevada destinada para a fabricacdo de cerveja.

- Verificar a viabilidade econdmica para implementacédo da tecnologia para

reduzir os niveis das micotoxinas na industria cervejeira.

4. METODOLOGIA

Os métodos descritos na literatura para reduzir os niveis de micotoxinas na
cevada foram pesquisados nas bases de dados “Scopus” e “Web of Science” no
periodo de janeiro até abril de 2016. Estudos publicados a partir de 2003 foram
considerados. Diferentes combinacfes de palavras-chaves foram utilizadas na
pesquisa, incluindo “beer, barley, malt, mycotoxins, deoxynivalenol, zearalenone,
ochratoxin, aflatoxin, irradiation, ozone, methods to reduce mycotoxins”. A partir de
tecnologias sugeridas na literatura como eficientes na reducdo dos niveis destes
compostos toxicos, 0s custos para adequacdo do processamento da cerveja foram

estimados para verificar a viabilidade de aplicacdo destas tecnologias.
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5. PROPOSTA TECNOLOGICA

5.1 METODOS PARA REDUCAO DOS NIVEIS DE MICOTOXINAS NA CEVADA

Os meétodos sugeridos na literatura para reduzir os niveis de micotoxinas
em cevada incluem o uso de ozonizacdo, radiacdo e bactérias &cido laticas
(SPANOGHE, et al., 2016; KOTTAPALLI, et al., 2005; DODD, et al., 2011; AZIZ, et
al., 2006; KOTTAPALLI, et al., 2003; KOTTAPALLI, et al., 2006; FRANCO, et al.,
2011; OLIVEIRA, et al., 2015; GOMAH E ZOHRI, 2014). O principio de cada um
desses métodos e o potencial de aplicabilidade para o controle de micotoxinas na

cevada foram considerados nessa pesquisa.

5.1.1 Ozonizacao

O ozobnio (O3) € uma forma alotrépica instavel do oxigénio (O,), resultado de
um rearranjo de atomos quando moléculas de oxigénio sdo submetidas a uma
descarga elétrica de alta voltagem. O produto € um gas azulado de odor pungente e
com fortes propriedades oxidantes (CHIATTONE, et al., 2008; KHADRE, et al.,
2001).

Os trés atomos de oxigénio que formam a molécula de oz6nio estdo dispostos
em angulo obtuso, onde o atomo de oxigénio central esta ligado a dois atomos de
oxigénio, a uma mesma distancia. As quatro possibilidades de estruturas de
ressonancia da molécula de ozbnio estdo apresentadas na Figura 2 e as
propriedades fisicas do 0z6nio estdo descritas na Tabela 5. (GUZEL-SEYDIM, et al.,
2004).
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Figura 2 — Estruturas de ressonancia da molécula de oz6nio

N N

Fonte: GUZEL-SEYDIM, et al., 2004.

Tabela 5 — Propriedades fisicas do 0z6nio puro.

Massa molecular 48 u.m.a.
Ponto de ebulicdo -111,9+0,3°C
Ponto de fuséo -192,5+0,4°C

Temperatura critica -12,1°C

Pressao critica 54,6 atm

Fonte: Adaptado de GUZEL-SEYDIM et al., 2004.

Naturalmente, o ozdénio é formado na estratosfera em pequenas quantidades
(0,05 mg/L) pela acdo da radiacdo ultravioleta do sol no oxigénio. Uma pequena
guantidade de ozénio também é formada na troposfera, como um subproduto das
reacOes fotoquimicas entre hidrocarbonetos, oxigénio e nitrogénio lancados pelo
escapamento dos automoveis, industrias, florestas e pela acdo vulcanica. No
entanto, o gas produzido é muito instavel e se decompde rapidamente no ar (KIM, et
al., 1999).

Na industria, os principais métodos para sintetizar o 0z6nio baseiam-se na
exposicdo do oxigénio a luz ultravioleta e também pela descarga eletroquimica
(CHIATTONE, et al., 2008; GUZEL-SEYDIM, et al., 2004; KIM et al., 1999).

Inicialmente, uma molécula de oxigénio diatbmica deve ser dissociada para
gerar o ozonio. No entanto, uma grande quantidade de energia € requerida para
romper a ligagdo O-O. Portanto, utilizam-se os métodos de radiagdo ultravioleta ou

descarga eletroquimica para iniciar a formacdo do oxigénio livre. O oxigénio livre
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resultante desta dissociagdo reage com outra molécula de oxigénio e, assim, origina
a molécula triatbmica de ozonio (TIWARI, et al., 2010).

Na sintese de ozbnio pelo método da radiacdo ultravioleta, que utiliza um
comprimento de onda de 185 nm, ocorre uma fotodissociacdo da molécula de O,. Os
atomos formados reagem com outra molécula de oxigénio e dao origem ao ozonio.
O método de descarga eletroquimica, conhecido como efeito corona, € o mais
utilizado, devido a maior taxa de conversédo do oxigénio em oz6nio. Neste método, o
ozbnio € gerado pela passagem de ar ou oxigénio puro entre dois eletrodos
submetidos a uma elevada diferenca de potencial (Figura 3). (ALMEIDA, et al.,
2004).

Figura 3 — Diagrama esquematico da geracdo de ozbnio pelo método de descarga

eletroquimica (efeito corona)

<— eletrodo
superficie
dielétrica

R

OXigénio =——=fpintervalo de descargasss——lp o0zénio

«— eletrodo

Fonte: Adaptado de KIM, et al., 1999.

Durante o processo de ozonizagdo, a oxidacdo de compostos organicos e
inorganicos pode ocorrer através de uma reacao direta (via 0zoénio molecular) ou
indireta (via radical hidroxila) (KIM, et al., 1999). Entretanto, na pratica, pode haver
uma contribuigdo simultdnea destes dois mecanismos.

Na reacdo direta, ocorre o ataque eletrofilico do oz6nio molecular aos
compostos que contém ligagdes do tipo C=C, a alguns grupos constituidos por
funcionais especificos (OH, CH e OCHp3), e outros contendo &tomos que apresentam
densidade de carga negativa (N, P, O e S) (CHIATTONE, et al., 2008).
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A reacdo indireta, por ndo ser seletiva, € capaz de promover um ataque aos
compostos organicos 10° a 10° vezes mais rapido que outros agentes oxidantes. O
radical hidroxila (*OH) pode reagir através de trés mecanismos: 1) abstracdo de
hidrogénio, 2) transferéncia de elétrons e 3) adicdo de radicais, Processos de
desinfeccdo ocorrem predominantemente via o0zonio molecular, enquanto que
processos de oxidacdo podem acontecer tanto por meio do ozénio molecular quanto
via radical hidroxila (ALMEIDA, et al., 2009).

O ozbnio tem potencial antimicrobiano e atua inicialmente na membrana
celular do microrganismo, sendo a superficie de sua célula o primeiro alvo a ser
atingido. Sua acdo antimicrobiana é decorrente da oxidacdo de glicolipideos,
glicoproteinas e aminoacidos da parede celular, alterando a permeabilidade e
causando sua rapida lise. O ozbnio ataca também grupos sulfidrila de enzimas,
ocasionando o colapso da atividade enzimética celular. Além disso, sua acéo sobre
o material nuclear dos microrganismos altera as bases puricas e pirimidicas dos
acidos nucléicos, como ocorre com alguns virus, onde o 0z6nio destr6i seu RNA
além de alterar as cadeias polipeptidicas do capsideo protéico (SILVA, et al., 2011).

O ozo6nio tem sido amplamente utilizado no processamento de alimentos
devido ao seu alto poder sanitizante e também pela sua rapida degradacao, que nao
deixa residuos nos alimentos tratados. Estas caracteristicas permitem o consumo de
alimentos ozonizados sem que haja riscos a saude (AGRIOPOULOU, et al., 2016;
JERMANN, et al., 2015; COELHO, et al., 2015).

Em 1997, nos Estados Unidos, o Instituto de Pesquisa em Energia Elétrica, do
inglés: Electric Power Research Institute (EPRI), reconheceu oficialmente o 0z6nio
como agente sanitizante seguro para alimentos, podendo ser usado no tratamento,
armazenamento e processamento de alimentos (EPRI, 1997). No Brasil, a utilizacao
de ozonio ainda é limitada na industria alimenticia e ndo ha até o momento uma
legislagéo para seu uso em alimentos.

Tendo por objetivo a conservacdo de alimentos, o 0zénio pode ser aplicado
diretamente nos locais de armazenamento. Como a maioria das perdas pés-colheita
de graos decorre da acdo de bactérias, insetos, fungos e suas toxinas, a aplicacao
direta de gas ozonio em depdsitos assegura maior tempo de armazenamento e vida
atil dos graos (SILVA, et al., 2011; COELHO, et al., 2015).
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Aplicacdo do ozbnio para reduzir fungos e micotoxinas na cevada

Spanoghe et al. (2016) trataram graos de cevada com 7; 7,6 e 9,8 ppm de
o0z6nio diluido em &gua para o controle de fungos dos géneros Fusarium e
Aspergillus. O tempo de tratamento foi de 3 segundos para 20 kg de cevada. Os
melhores resultados foram obtidos quando a concentragao de 9,8 ppm de ozoénio foi
aplicada. Nessa condicdo os autores observaram reducdo de 80% e 70% de fungos
dos géneros Fusarium sp. (produtores de DON) e Aspergillus sp. (produtores de
AFsS).

Kottapalli et al. (2005) avaliaram o efeito do tratamento com gas 0zb6nio na
reducdo de fungos do género Fusarium em cevada destinada a elaboracdo de malte.
A cevada foi tratada com 11 e 26 mg de ozbnio/g de cevada, por periodos de tempo
de 15, 30 e 60 minutos. A maior reducdo de Fusarium (70%) foi observada quando a
cevada foi tratada durante 30 minutos com 26 mg/g de ozonio. Entretanto, nessas
condicBes os autores observaram que ocorria reducdo na capacidade germinativa
da cevada, o que prejudica a qualidade do malte produzido. O tratamento mais
adequado constitui-se na aplicacdo de 26 mg/g de ozbnio durante 15 minutos. O
emprego dessa combinacdo de tempo de aplicacdo e concentracdo de o0zobnio
resultou na reducdo da concentracdo de Fusarium em 42% e nao afetou a
capacidade germinativa da amostra.

O estudo a seguir foi detalhado pois mostra a concentracdo de fungos e
micotoxinas na cevada em diversos pontos do processo de maltacdo. Dodd et al.
(2011) avaliaram o efeito da aplicagcdo de ozonio durante a maltacdo de cevada
naturalmente contaminada com alta (1,4 pg/g) e baixa (0,25 pg/g) concentracdo de
DON. Quatro tratamentos foram estudados: 1) cevada com baixa contaminacao e
nao ozonizada; 2) cevada com baixa contaminacdo e ozonizada; 3) cevada com alta
contaminacao e ndo ozonizada; e 4) cevada com alta contaminacdo e ozonizada. O
ozbnio foi aplicado através de um borrifador de gas submerso, sendo que o
tratamento foi feito em escala laboratorial. A ozonizagdo (26 mg/mL de oz6nio por
120 minutos) foi aplicada em dois momentos da maltagdo: apés 2 horas de
maceracdo e apos 6 horas de maceracdo da cevada. Posteriormente ocorreu a
germinacao da cevada durante 84h a 16°C e 95% de umidade relativa. O malte
produzido foi seco pelo aumento gradual de temperatura (até 85°C) por um periodo

de 22h, seguido da moagem.
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Amostras foram coletadas nos seguintes pontos do processo de maltacao: (i)
antes da maceracgao (Oh), (ii) depois de cada tratamento com ozoénio (4 e 8h), (iii)
apos o tempo total de maceracao (40h), (iv) apos 24h de germinacéao, (v) apos o
tempo total de germinacéo e (vi) apos secagem.

O resultado da infeccdo por Fusarium nas amostras de cevada com baixa
contaminacdo e com alta contaminacdo em cada etapa do processo de maltacéo
esta resumido na Figura 4. As figuras foram traduzidas a partir do artigo de Dodd et.
al (2011).

Figura 4 — Efeito da ozonizacao na infeccdo por Fusarium na cevada com (A) baixa
contaminacéo (0,25 ug/g) e (B) alta contaminacao (1,4 pg/g) em cada estagio da

maltacao.
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Fonte: DODD et al., 2011.
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Um aumento na atividade de agua da cevada foi observado durante a etapa
de maceragéao, o que facilita a germinacao de esporos do fungo. Esta explicacdo foi
dada pelos autores para justificar o0 aumento da infecgdo por Fusarium durante a
germinacao em relacdo ao final da maceracéo (40h) tanto para a cevada com alta
guanto baixa concentragao de DON.

ApoOs a secagem houve reducdo expressiva da infeccdo por Fusarium na
cevada com alta e baixa concentracdo de DON. Cabe salientar que, em varias
etapas da maltacdo, a infeccdo fungica foi menor quando o ozénio foi aplicado em
relacdo as amostras que nao foram ozonizadas.

Os efeitos do tratamento com gas 0zonio na concentracdo de DON nos graos
de cevada com baixa contaminacdo e na cevada com alta contaminacdo em cada

etapa do processo de maltacdo sdo mostrados na Figura 5.

Figura 5 — Efeitos da ozonizacdo na concentracdo de desoxinivalenol na cevada
com (A) baixa contaminacao (0,25 ug/g) e (B) alta contaminacéo (1,4 ug/g) em cada

estagio da maltacéo
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Fonte: DODD et al., 2011.
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Se considerarmos a legislagéo brasileira, a concentragao inicial de DON na
cevada com alta contaminacdo (1,4 pg/g) seria suficiente para esta ser recusada
para maltacdo e fabricacdo de cerveja (o limite maximo tolerado pela legislacao
brasileira a partir de janeiro de 2017 sera de 1,0 ug/g).

Na cevada com baixa concentracdo de DON (0,25 ug/g), o tratamento com
0z6nio eliminou a micotoxina apos todo o processo de maltacdo. Para a cevada com
alta contaminacéao (1,4 ug/g de DON), houve uma reducao drastica na concentracao
de DON no final da maceracéo devido a adicdo de agua na cevada e remogcao com
os ciclos de troca da agua. Durante a germinacdo, observou-se 0 aumento na
concentragdo de DON devido o crescimento de fungos durante a germinagao.
Porém, a concentracdo de DON no final do processo de maltacdo da cevada que
recebeu tratamento com ozénio foi de 0,2 ug/g, ou seja, abaixo do limite maximo
tolerado pela legislacdo a partir de janeiro de 2017 (1 pg/g). Um resultado que
merece destaque é que a aplicacdo de 0zbdnio na cevada com alta concentracdo de
DON resultou em malte com maior nivel de DON do que a cevada nao ozonizada
(Figura 5).

A Figura 6 ilustra a capacidade germinativa da cevada, isto é, a porcentagem
de graos que germinaram, e que deve ser de no minimo 95% para produzir

malte/cerveja com qualidade satisfatoria.
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Figura 6 — Efeito da ozonizagcdo na energia germinativa na cevada com (A) baixa
contaminacéo (0,25 ug/g) e (B) alta contaminacao (1,4 pg/g) em cada estagio da

maltacao.
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Fonte: DODD et al., 2011.

A energia germinativa foi adequada (>95%) para producdo de malte com

qualidade satisfatéria para ambos tratamentos (baixa e alta concentracdo de DON;
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com e sem aplicagao de ozonio). Cabe salientar que o tratamento com 0z6nio nao
resultou em diferencas expressivas em relacdo a cevada ndo ozonizada. Portanto,
este estudo sugere que a energia germinativa ndo é uma questao de preocupacdo
associada ao tratamento de cevada para maltacdo com ozoénio. Além disso, na
cevada com alta concentracdo de DON, observou-se maior capacidade de
germinacao ao final da maceracao na cevada ozonizada do que na cevada que nao
recebeu ozonio.

A partir dos dados obtidos no estudo proposto por Dodd et al. (2011), pode-se
afirmar que o uso do ozbnio nao prejudica a capacidade germinativa da cevada.
Entretanto, pouca diferenca entre a porcentagem de infeccdo fungica e nivel de
DON foi observada entre as amostras tratadas ou ndo com ozénio. Dessa maneira,
cabe avaliar se o0 investimento necessario para implementar e aplicar esta tecnologia

é viavel.

5.1.2 Radiacao

A radiacdo é a energia que se origina a partir de uma fonte e viaja através da
maioria dos materiais e através do espaco. Luz, calor e som sdo alguns tipos de
radiacdo (CALADO, et al.,, 2014). A radiacdo eletromagnética é comumente
classificada de acordo com a frequéncia de onda: ondas de radio, micro-ondas,

infravermelho, luz visivel, radiacao ultravioleta, raios X e raios gama (Figura 7).

Figura 7 — Espectro Eletromagnético
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Fonte: CALADO, et al., 2014.

O espectro eletromagnético também é dividido em dois tipos de radiagao:
radiacdo ndo-ionizante e radiacdo ionizante. A radiagdo ionizante é aquela com
capacidade de tirar um elétron de um atomo, enquanto que a radiacdo nao ionizante

nao tem energia suficiente para arrancar um elétron de um atomo. As particulas
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carregadas eletricamente, como os elétrons, sdo consideradas radiacdo ionizante, e
quando possuem energia suficiente, ionizam os atomos que encontram em seu
caminho em um determinado meio até perder toda energia. Somente 0s raios X e 0s
raios gama sao radiacao eletromagnética ionizante (OKUNO, 2013).

A irradiacao de alimentos € um processo onde o alimento é exposto a energia
ionizante, tais como fétons gama emitidos por radioisétopos de °°Co (ou menos
frequentemente de **'Cs), raios X gerados por maquinas operadas abaixo de uma
energia de 5 MeV e elétrons acelerados gerados por maquinas operadas abaixo de
uma energia de 10 MeV (FARKAS, et al., 2011). Somente estas fontes podem ser
utilizadas na irradiacdo de alimentos, pois a energia emitida por elas € muito baixa
para induzir radioatividade em qualquer material exposto (CALADO, et al., 2014).

A unidade de dose absorvida de radiacdo € o gray (Gy), que corresponde a
energia média da radiacdo ionizante depositada por unidade de massa da matéria
(OKUNO, 2013). Dependendo da dose de radiacdo absorvida, pode-se observar
reducdo do desenvolvimento de microrganismos durante o armazenamento, 0 que
resulta em extensao do prazo de validade dos alimentos (FARKAS, 2006).

Em virtude da singularidade deste processo, a FAO, a Agéncia Internacional
de Energia Atbmica, (IAEA, do inglés: International Atomic Energy Agency) e a WHO
criaram o Comité Conjunto FAO/IAEA/WHO de Especialistas sobre a Salubridade de
Alimentos Irradiados (JECFI, Joint FAO/IAEA/WHO Expert Committee on the
Wholesomeness of Irradiated Food), dedicado a investigacdo da integridade de
alimentos irradiados (FARKAS et al., 2011).

Através de estudos, em 1980, a JECFI concluiu que a irradiacao de qualquer
alimento até uma dose de até 10 kGy ndo apresenta risco toxicolégico para os
humanos (WHO, 1981). No Brasil, a resolucdo n° 21 da ANVISA (Resolucdo RDC n°
21, de 26 de janeiro de 2001) regulamenta o emprego de radiacdo nos alimentos,
cuja dose minima deve ser suficiente para alcancar a finalidade pretendida, e a dose
maxima deve ser inferior a dose que comprometeria as propriedades funcionais e/ou
caracteristicas sensoriais do alimento (BRASIL, 2001).

Células vivas sao inativadas quando expostas a fatores que mudam
substancialmente sua estrutura celular ou fungdes fisiolégicas, como por exemplo,
com o uso da radiagdo. Danos letais a estrutura incluem ruptura da fita de DNA,

ruptura da membrana celular ou danos mecénicos as paredes celulares (LADO et
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al.,, 2002). Por este motivo, 0s microrganismos, insetos e plantas ndo se
reproduzem.

A acdo antimicrobiana da radiacdo ionizante se da através de alteracdo da
composicdo molecular das células, modificando seu DNA. O mecanismo de acao
pode ocorrer de duas formas:

e mecanismo direto: a radiacdo interage diretamente com as moléculas
importantes como as de DNA, podendo causar desde mutacdo genética até
morte celular;

e mecanismo indireto: a radiacdo quebra a molécula da agua, formando assim
radicais livres que podem atacar outras moléculas importantes. (FARKAS,
2006; OKUNO, 2013).

Desta forma, quando o DNA é danificado, lesdes potencialmente letais ficam
espalhadas ao longo das células durante a ionizacdo. Assim, se a célula nao for

capaz de reparar os danos causados pela radiacao, ela morre.

Aplicacdo da radiacdo para reduzir fungos e micotoxinas na cevada

Aziz et al. (2006) estudaram o efeito da radiagdo gama no desenvolvimento
fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium, bem como nos niveis de AFB1 e OTA,
aplicando doses de radiacédo de 2, 4 e 6 kGy nos grdos de cevada. Os autores
observaram que o tratamento com 6 kGy inibiu completamente o crescimento dos
fungos e consequentemente a producdo de toxinas. Na cevada tratada com dose
intermediaria de radiacdo (4 kGy), nao foi detectada a presenca de OTA e do fungo
produtor dessa micotoxina (Penicillium), porém a AFB1, resultado do
desenvolvimento de Aspergillus, foi detectada na concentracdo de 20 pg/kg, acima
do que é tolerado pela legislacdo brasileira (5 pg/kg). A aplicacdo de 2kGy de
radiacdo ndo provocou a reducdo do crescimento de fungos, bem como dos niveis
de micotoxinas.

Kottapalli et al. (2003) avaliaram o efeito na irradiagéo por feixe de elétrons na
reducdo de infeccdo por Fusarium na cevada destinada para maltacdo. Foram
utilizadas doses de radiacéo de 0 a 11,4 kGy. A reducao de aproximadamente 100%
no desenvolvimento de Fusarium foi observada quando doses entre 6,9 e 8,6 kGy
foram usadas. A dose maxima de radiacdo de 10 kGy € permitida em alimentos de

acordo com a legislagéo brasileira.
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Os resultados do estudo de Kottapalli et al. (2006) foram detalhados abaixo,
pois avaliam o uso da irradiacdo por feixe de elétrons tanto para prevenir o
crescimento de Fusarium como reduzir os niveis de DON, mantendo as
caracteristicas da cevada para maltacdo. As figuras apresentadas foram traduzidas
do artigo de Kottapalli et al. (2006).

Quatro lotes de cevada foram utilizados neste estudo. A Tabela 6 mostra a
concentragéo de DON e a ocorréncia de Fusarium em cada lote.

Tabela 6 — Caracteristicas dos lotes de cevada avaliadas no estudo de Kottapalli et
al. (2006).

Lote DON (ug/g) Infeccéo por Fusarium (%)
1 1,17 100
2 0,67 99
3 1,13 98
4 1,12 98

Fonte: KOTTAPALLI et al., 2006.

As amostras foram colocadas em sacos plasticos estéreis e submetidas a
doses de radiacdo de 0, 2, 4, 6, 8 e 10 kGy. Apéds a irradiacdo, as amostras foram
analisadas em relacdo a porcentagem de infeccdo por Fusarium, energia
germinativa (EG) e niveis de DON.

Parte das amostras de cevada tratadas com irradiagcdo foram maltadas em
escala piloto. Para maltacéo, a cevada foi macerada (45% de umidade, a 16°C por
34h). Posteriormente, a agua foi drenada e o gréao foi deixado para germinar por 4
dias a 15°C. A umidade foi mantida entre 85 e 90%. Apdés a germinacdo, as
amostras foram secas pelo aumento da temperatura de 49 para 85°C por um
periodo de 24h.

A Figura 8 resume o efeito da radiacdo por feixe de elétrons na porcentagem
de infeccdo fangica nas amostras de cevada e de malte. Para todas as amostras de
cevada (Figura 8A), uma reducao expressiva (21-62%) ocorreu entre 6 e 8 kGy, e a
maior reducéo no desenvolvimento de Fusarium (50-98%) foi alcancada a 10 kGy.
Resultados semelhantes foram observados em relagdo ao malte (Figura 8B). No
malte, reducéo pronunciada (21-53%) na infeccao fungica ocorreu a partir de 6 kGy

e a maior reducao (21-58%) foi alcancada com a aplicacéo de 10 kGy.
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Figura 8 — Efeito da radiacdo por feixe de elétrons na infec¢cdo por Fusarium nas

amostras de (A) cevada e (B) malte preparado a partir da cevada irradiada.
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Fonte: KOTTAPALLI et al., 2006. Os numeros da legenda representam 0s quatro
lotes de cevada.

O efeito da radiacdo por feixe de elétrons nos niveis de DON encontrados na
cevada e no malte foi ilustrado na Figura 9. Na cevada (Figura 9A), o aumento da
dose de radiacdo causa efeito pouco expressivo na reducdo dos niveis de DON.
Além disso, observou-se que as amostras de cevada ndo apresentaram o mesmo
comportamento com o aumento da dose de radiagdo. Em relacdo ao malte (Figura
9B), 0 uso de doses entre 4 e 8 kGy podem ser suficientes para reduzir os niveis de

DON préximos a zero.
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Figura 9 — Efeito da radiacdo por feixe de elétrons na concentracdo de

desoxinivalenol (DON) nos lotes de (A) cevada e (B) do respectivo malte produzido a

partir da cevada irradiada.
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Fonte: KOTTAPALLI et al., 2006. Os numeros da legenda representam 0s quatro
lotes de cevada.
A Figura 10 mostra o efeito da radiacdo por feixe de elétrons na EG das

amostras de cevada. O uso de radiacdo até 4 kGy ndo prejudicou a capacidade

germinativa da cevada, pois a energia germinativa manteve-se acima de 95%.
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Figura 10 - Efeito da radiacdo por feixe de elétrons na energia germinativa nos lotes

de cevada.
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Fonte: KOTTAPALLI et al.,, 2006. Os nameros da legenda representam 0s quatro

lotes de cevada.

Ao analisar os resultados obtidos por Kottapalli et al. (2006) verificou-se que
ndo foi possivel chegar a uma dose de radiagdo que diminua eficientemente a
infeccdo por Fusarium, reduza os niveis de DON e nao prejudique a capacidade
germinativa da cevada. A dose de 4 kGy, por exemplo, foi eficiente na reducao da
concentracdo de DON e nao alterou a energia germinativa da cevada, entretanto,
nao tém efeito na reducdo da infec¢éo fungica. Da mesma forma, Aziz et al. (2006)
mostraram que com uma dose de 4 kGy foi possivel inibir fungos do género

Penicillium, bem como a producdo de OTA, porém nao inibiu AFB1.

5.1.3 Bactérias Acido Laticas

Os microrganismos responsaveis pela fermentacdo de alimentos podem
combater os contaminantes que causam deterioracdo, e sua popularidade esta
crescendo devido a sua habilidade em aumentar tanto a qualidade do produto como
seu perfil nutricional (OLIVEIRA, et al., 2014).
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As bactérias &cido laticas (BAL) sao conhecidas por atribuir propriedades
tecnologicas desejaveis e bioprotecdo em inUmeras matrizes alimentares, ao mesmo
tempo em que melhoram as qualidades organolépticas e textura do produto final.
Estas bactérias sdo microrganismos gram-positivos, acido tolerantes, ndo sao
moveis, ndo formam esporos e podem ter a forma de cocos ou bastonetes. BAL
fermentam carboidratos e incluem 0S  seguintes microrganismos
homofermentadores: Enterococcus, Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus, e
alguns Lactobacillus spp. que produzem &cido latico como produto majoritario, bem
como heterofermentadores, tais como: Weissella, Leuconostoc e alguns
Lactobacillus que produzem quantidades equimolares de &cido latico, CO, e etanol
(GIRAFFA, et al., 2010).

A utilizacdo de BAL durante a maltacdo e a fabricacdo de cerveja representa
um obstaculo ao crescimento de microrganismos que causam deterioracao. Devido
a sua capacidade antifingica, as bactérias acido laticas podem ser utilizadas nos
estagios iniciais do processo de maltacdo, na producdo de mosto e para fins de
bioacidificacdo (WOLF-HALL, 2007).

Além de inibir o crescimento fungico, as BAL podem ser Uteis na
desintoxicacdo de graos infectados por micotoxinas. Franco et al. (2011) verificaram
que o uso de BAL resultou na reducdo dos niveis DON entre 16 e 41% usando
Lactobacillus plantarum FB VII e entre 19 e 71% ao empregar Lactobacillus
plantarum BG112. Oliveira et al. (2015) avaliaram a atividade antifingica das
bactérias Lactobacillus amylovorus e Lactobacillus reuteri nos grédos de cevada
infectados por Fusarium culmorum. Os resultados mostraram que L. reuteri inibiu o
crescimento de Fusarium em 23% e a producdo de DON em 83%.

O mecanismo de desintoxicacdo se da por meio da absorcédo das micotoxinas
pela parede celular das BAL, sendo que os peptideoglicanos e polissacarideos
presentes na parede celular dessas bactérias, apdés aquecimento ou acidificacéo,
apresentam aumento do tamanho dos seus poros, aprimorando a capacidade de
acumular as toxinas (DALIE, et al., 2010; FRANCO, et al., 2011).

A utilizacdo de BAL resulta na reducdo do pH na etapa de mosturacdo da
cerveja, o que auxilia na ativacdo de enzimas que atuam na hidrolise do amido
transformando-o em carboidratos fermentaveis. Além disso, o emprego de BAL

durante a elaboracdo do malte pode reduzir a propensdo de crescimento
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microbioldgico, incluindo fungos micotoxigénicos e ird melhorar as caracteristicas
sensoriais da cerveja (VRIESEKOOP, et al., 2013).

No Brasil, ha regulamentacdo para o uso de bactérias acido laticas como
cultura probiotica, para novos alimentos e novos ingredientes (Resolucédo n° 16, de
30 de abril de 1999), bem como para aditivos alimentares (RDC n° 45, de 03 de
novembro de 2010). Cabe salientar que é de responsabilidade da empresa o pedido
para aprovacdo do uso do aditivo alimentar ou novo alimento/ingrediente.

O estudo de Gomah e Zohri (2014) foi detalhado, pois avalia a utilizacdo das
BAL tanto na inibicdo do crescimento de fungos quanto na produgéo de micotoxinas.

Gomah e Zohri (2014) avaliaram duas espécies de Lactobacilli (Lactobacillus
rhamnosus e Lactobacillus paracasie subsp. paracasie) para testar sua habilidade
em inibir o crescimento fingico e a producdo de micotoxinas de trés espécies de
Fusarium (F. graminearum, F. culmorum e F. proliferatum), que sao os principais
produtores das micotoxinas DON, ZEA e FUBL1, respectivamente. L. rhamnosus foi a
bactéria que se mostrou mais promissora para inibir o desenvolvimento das trés
espécies de Fusarium, bem como para inibir a producdo das trés micotoxinas
(Tabela7,8e9).

Tabela 7 — Efeito dos Lactobacillus paracasei subsp. paracasei e Lactobacillus
rhamnosus no crescimento de F. graminearum e na producdo de desoxinivalenol
(DON)

Cepa Periodo de Crescimento Concentragao Reducéo de
bacteriana incubacéo de micélio de DON (ppm) DON (%)
(dias) (visual)

Controle 10 +++ 69,2 -

20 +++ 481,6 -
L. paracasie 10 ++ 37,9 45,2
subsp. paracasie 20 ++ 208,1 56,8
L. rhamnosus 10 - ND 100
20 - ND 100

Legenda: (-) sem crescimento de fungo, (+) crescimento fraco, (++) crescimento
moderado, (+++) crescimento forte, (ND) n&o detectado
Fonte: GOMAH E ZOHRI, 2014.
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Tabela 8 — Efeito dos Lactobacillus paracasei subsp. paracasei e Lactobacillus

rhamnosus no crescimento de F. culmorum e na producéo de zearalenona (ZEA).

Cepa Periodo de Crescimento Concentracao Reducéo de
bacteriana incubacéao de micélio de ZEA (ppm) ZEA (%)
(dias) (visual)

Controle 10 +++ 3300 -

20 +++ 4900 -
L. paracasie 10 ++ 1405 57,4
subsp. paracasie 20 ++ 1322 73
L. rhamnosus 10 - ND 100
20 - ND 100

Legenda: (-) sem crescimento de fungo, (+) crescimento fraco, (++) crescimento
moderado, (+++) crescimento forte, (ND) ndo detectado
Fonte: GOMAH E ZOHRI, 2014.

Tabela 9 — Efeito dos Lactobacillus paracasei subsp. paracasei e Lactobacillus

rhamnosus no crescimento de F. proliferatum e na producdo de fumonisina Bl

(FUB1)
Cepa Periodo de Crescimento Concentracao Reducéo de
bacteriana incubacgao de micélio de FUB1 (ppm) FUB1 (%)
(dias) (visual)

Controle 10 ++ 200 -

20 +++ 300 -
L. paracasie 10 ++ 77 61,5
subsp. paracasie 20 +++ 70,5 76,5
L. rhamnosus 10 - ND 100
20 - ND 100

Legenda: (-) sem crescimento de fungo, (+) crescimento fraco, (++) crescimento
moderado, (+++) crescimento forte, (ND) ndo detectado
Fonte: GOMAH E ZOHRI, 2014.

Os tratamentos controle em todos 0s experimentos mostram que todos 0s

fungos estudados cresceram amplamente e produziram altos niveis de micotoxinas
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quando cultivados na auséncia de bactérias (Tabela 7, 8 e 9). Os resultados obtidos
com o emprego de L. paracasie subsp. Paracasie foram menos promissores do que
agueles obtidos com o uso de L. Rhamnosus. L. paracasie resultou em reducao da
concentracdo de DON, ZEA e AFB1 em 45, 57 e 61%, respectivamente. O efeito do
emprego de BAL na capacidade germinativa da cevada n&o foi avaliada nesse
estudo.

5.2 ESTIMATIVA DE CUSTOS PARA IMPLANTACAO DE TECNOLOGIA PARA
REDUZIR NIVEIS DE MICOTOXINAS NA CEVADA

Segundo orcamento solicitado a empresa, Guangzhou Netech Environmental
Technology Co., Ltd, em maio de 2016, considerando um silo de medidas 2,00 x
1,80m, um gerador de o0z6nio portatil, com uma faixa ajustavel de concentracdo de
ozonio de 20% a 100%, custa US$ 300, sem considerar as despesas com energia
elétrica.

J& o custo para construir uma planta comercial para irradiacdo de alimentos
estd na faixa de US$ 3 milhdes a US$ 5 milhdes, dependendo do tamanho,
capacidade do processo, e outros fatores, segundo a FIPA (Food Irradiation
Processing Aliance). A aplicacdo de doses baixas varia entre US$ 10 e US$ 80 por
tonelada; aplicacées de doses mais altas podem custar US$ 200 por tonelada.

O custo para aquisicdo das cepas de BAL estdo entre US$ 295 e US$ 394.
Apéds a aquisicdo destas, a industria pode fazer repiques e multiplicar a quantidade
dessas bactérias de acordo com a necessidade de utilizacdo nos lotes de cevada.
Para isso, € necessario implementar um laboratério de microbiologia, contendo pelo
menos uma estufa, capela de fluxo laminar, autoclave, geladeira, além de bico de
bunsen, alca de platina, placas de petri, meios de cultua, cujo custo de
implementacédo é de aproximadamente US$ 10 mil.
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6. RESUMO DOS RESULTADOS OBTIDOS COM A APLICACAO DA
OZONIZACAO, RADIACAO E BAL PARA REDUZIR FUNGOS E MICOTOXINAS
NA CEVADA

Trés diferentes métodos utilizados para a redugcdo de micotoxinas na cevada
destinada a fabricacdo de cerveja foram sugeridos. O método de ozonizacao
apresentou uma reducéo de 85,7% na concentracdo de DON ao final do processo
de maltacdo, a uma concentracdo de o0zbnio de 26 mg/mL; o método de radiacao
mostrou reducdes de 93 a 100% na concentracdo de DON, a uma dose de radiacao
de 10 kGy. O método utilizando bactérias acido laticas apresentou reducdes de 57,
73 e 76% na concentracdo de DON, ZEA e FUBL, respectivamente, quando 0s
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei foram utilizados. No entanto, quando o0s
Lactobacillus rhamnosus foram usados, a reducdo de todas as micotoxinas foi de
100%.

Tabela 10 — Resumo dos métodos estudados em relacédo a reducdo dos niveis de

micotoxinas.
Método Reducéao (%)
Ozonizacéo 85,7
Radiacao 93-100
Bactérias acido laticas 45,2-76,5 (L. paracasei subsp. paracasei)

100 (L. rhamnosus)

Fonte: DODD, et al., 2011; KOTTAPALLI, et al., 2006; GOMAH E ZOHRI, 2014.
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7. CONCLUSAO

Neste estudo, dados publicados na literatura sobre os métodos de
ozonizacao, radiacdo e utilizacdo de bactérias acido laticas foram comparados
quanto a sua eficiéncia em reduzir o desenvolvimento de fungos toxigénicos, bem
como os niveis de micotoxinas na cevada destinada para a fabricacéo de cerveja.

Os trés métodos estudados reduziram os niveis de micotoxinas das amostras
de cevada e malte, mantendo a concentracéo final desses compostos toéxicos abaixo
dos limites méaximos tolerados pela legislacdo brasileira. Além disso, a otimizacao
das doses de o0zbnio ou radiacdo é importante para que o emprego dessas
tecnologias nao afete a capacidade fermentativa da cevada.

Apesar do custo de implementacdo da ozonizacdo ser mais baixo do que dos
demais métodos, cabe salientar que o gerador de oz6nio or¢cado aplica-se a um silo
pequeno (2,00 x 1,80m), o que nao reflete a realidade das maltarias. O uso de BAL
parece ser promissor no que diz respeito a reducédo no desenvolvimento de fungos e
nos niveis de micotoxinas. Entretanto, a utilizacdo desses microrganismos deve ser
pesquisada em relacéo a sua influéncia na capacidade germinativa da cevada.

Cabe salientar que apesar de alguns estudos se dedicaram a avaliagcdo de
métodos para reduzir o crescimento de Aspergillus e Penicillium, bem com dos
niveis de AFB1, ZEA e OTA, os estudos publicados na literatura até 0 momento tém
focado especialmente na reducédo do desenvolvimento de Fusarium e dos niveis de
DON. Poucos estudos tém avaliado mais de um fungo ou micotoxina. Estudos
abrangentes sdo primordiais, pois a legislacdo brasileira estabelece limites maximos
permitidos para quatro micotoxinas em cevada maltada e um mesmo fungo pode

produzir mais de um tipo de micotoxina.
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